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Introduction

La cryptosporidiose est une maladie parasitaire zoonotique cosmopolite causée par un protozoaire
du genre Cryptosporidium, parasite intracellulaire extra cytoplasmique, décrit pour la premiére fois
chez la souris en 1907 par Ernest Edward Tyzzer. A ce jour, il existe 44 espéeces de
Cryptosporidium, et plus de 120 génotypes qui seront potentiellement reconnus comme espéces
valides dans les années a venir.

La cryptosporidiose est a I'origine de diarrhées pouvant étre graves chez les jeunes ruminants non
sevrés, et les étres humains, adultes immunodéprimés et jeunes enfants.

Les cryptosporidies n’ont été reconnues que relativement récemment comme agent potentiel
d’entérite chez 'Homme et I'animal compte tenu de leur découverte au début du XXéme siecle.
Cryptosporidium est suspecté a l'origine de diarrhées chez la dinde en 1955, chez le veau dans les
années 1970, et chez 'Homme dans les années 1980 dans le contexte de la crise mondiale du
Syndrome de I'Immunodéficience acquise (SIDA). Malgré les efforts de la recherche, les
traitements actuellement disponibles se montrent peu efficaces a guérir linfection a
Cryptosporidium, alors que la maladie reste a ce jour un enjeu de santé comme a pu le montrer
I'infection récente de 31 personnes dans les Alpes-Maritimes en France en juin 2023, a partir du
réseau d’eau potable (Agence regionale de sante provence-alpes-cote d'azur, 2023).

Par ailleurs, dans la compréhension des maladies a tropisme entéritique notamment infectieuses
comme la cryptosporidiose, la recherche s’oriente de plus en plus vers I'exploration des
interactions qui s’établissent entre I'agent infectieux, et les communautés microbiennes qui
colonisent le tractus digestif de I'héte. Caractériser ces populations, leurs dynamiques, les
modifications affectant ces interactions au cours de linfection dans l'optique de mieux les
comprendre et éventuellement de les résoudre apparait comme un enjeu majeur, riche de
découvertes.

Dans une premiére partie, nous chercherons donc a décrire les connaissances que nous avons a
ce jour sur le parasite en lui-méme, la maladie qu’il cause, les traitements disponibles afin de
comprendre les différents enjeux qui s’articulent autour de sa prise en charge et la nécessité de
développer des thérapies dans une vision « One Health » au sein de laquelle la médecine
vétérinaire tient un rdle premier.

Dans une seconde partie nous explorerons la notion de microbiote intestinal, sa mise en place,
son développement, les liens qui s’établissent entre ses communautés et son héte localement
mais également au niveau systémique, ainsi que les outils disponibles pour I'étudier.

Notre troisiéme partie s’'intéressera plus précisément aux dynamiques qui se mettent en place au
cours de l'infection a Cryptosporidium : quels impacts le parasite exerce sur le microbiote
intestinal et quels rdles ce dernier revét au cours de l'infection.

Enfin, nous verrons dans un dernier temps les moyens disponibles pour moduler le microbiote
intestinal : par 'administration de souches vivantes de microorganismes d’une part, isolées ou au
sein de communautés complexes organisées, ou de nutriments, supports de fermentation pour ces
microorganismes d’autre part, dont 'usage confere a I'n6te des bénéfices pour sa santé. Nous
tenterons ainsi de décrire les mécanismes sous jacents a ces bénéfices et d’évaluer la pertinence
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de l'usage de ces thérapies alternatives, probiotiques et prébiotiques dans le cadre de linfection
parasitaire a Cryptosporidium.
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Premiere partie : Cryptosporidies et
cryptosporidiose

1. Le parasite

A. Cycle parasitaire

Les protozoaires du genre Cryptosporidium sont des protozoaires intracellulaires obligatoires
appartenant au phylum des Apicomplexa, caractérisé par la présence d’un organe appelé
apicomplexe au pdle apical de leur unique cellule.

Le cycle parasitaire de Cryptosporidium s’articule autour d’'une réplication sexuée et d’'une
réplication asexuée. L’intégralité du cycle se réalise dans un individu héte unique, au sein de
lintestin gréle (Figure 3).

Un oocyste de Cryptosporidium contient quatre sporozoites et un corps résiduel composé d’une
vacuole lipidique, source d’énergie pour ces sporozoites. A une température de 37°C, a pH bas, et
sous l'action de sels biliaires et de protéases, ainsi que de molécules propres au parasite, les
sporozoites sont excystés dans l'intestin gréle (Petry, 2004).

Les sporozoites s’attachent a leur cellule cible, 'entérocyte, par leur pdle apical permettant ainsi la
libération dans la cellule du contenu des nombreuses organelles composant I'apicomplexe (Figure
2).

L’invasion parasitaire aboutit en la formation de la vacuole parasitophore (Figure 1). Celle-ci isole
les stades de développement ultérieurs du cytoplasme de la cellule. Sa formation implique des
remodelages importants des membranes cellulaires et de I'héte et du parasite (Petry, 2004). Si la
formation d’une vacuole parasitophore est commune aux apicomplexes, sa position extra-
cytoplasmique au pole apical des cellules épithéliales, au sein de la bordure en brosse, est unique
aux cryptosporidies (O’Hara et Chen, 2011)(Naciri, 2007).

Cryptosporidiom
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Figure 2 : Invasion d'un entérocyte par un Fjgyre 1 : Vacuoles parasitophores. D’aprés (Thomson
sporozoite. D’aprés (Thomson et al., 2017) et al., 2017)&(Petry, 2004)
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A linterface entre la vacuole parasitophore et le cytoplasme de la cellule héte, se trouve une
organelle de nutrition qui permet au parasite d’obtenir ses nutriments de la cellule tout en
échappant, au moins partiellement, a la réponse immunitaire de I'héte (Thomson et al., 2017). En
effet, des analyses génomiques ont mis en évidence I'absence d’un certain nombre d’enzymes du
cycle de Krebs chez les cryptosporidies. Elles seraient ainsi dépendantes de la glycolyse, et leur
incapacité a synthétiser de novo acides aminés, acides gras et nucléosides les rend largement
dépendantes de la cellule héte (O’Hara et Chen, 2011).

Le sporozoite a I'abri dans la vacuole parasitophore se transforme en trophozoite.

Le trophozoite évolue par la suite en méronte de type .

Les mérontes de type | produisent huit mérozoites capables a leur tour d'infecter les cellules de
I'héte directement voisines de leur cellule d’origine. Ces meérozoites ont une trés courte viabilite.
C’est la réplication asexuée. En culture, elle est a I'origine de la formation de zones de cluster de
cellules infectées.

Ces mérozoites peuvent également évoluer en mérontes de type Il et produire alors quatre
mérozoites capables au sein de la cellule héte de se différencier en micro-gamontes et macro-
gamontes. Les micro-gamontes vont donner des micro-gamétes. Ces derniéres libérées de la
cellule infectée vont fusionner avec les macro-gamontes. C’est la réplication sexuée. La formation
d'un zygote au sein duquel se développe par sporogonie, processus semblable a la méiose, un
oocyste contenant quatre sporozoites en est I'issue (Figure 3) (Petry, 2004).

Sporozoite
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L) — A
/ ‘ OR &W/_/,
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A

Auto - infection Merozoite | /// CVCIe
¢ :
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Microgamonte Meronte Type Il

Macrogamonte
Merozoites Il

Figure 3 : Cycle parasitaire de Cryptosporidium. D’aprés (Bouzid et al., 2013)

Il existe deux types d’oocystes. Les oocystes a parois épaisses sont excrétés dans les féces de
I'héte infecté. Ces oocystes sont capables de résister plusieurs mois dans I'environnement et
notamment dans I'eau, a des températures comprises entre 4°C et 20°C. lIs sont sensibles aux
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températures extrémes, inférieures a -20°C et supérieures a 60°C, et a la dessiccation (Thomson
et al., 2017).

Les oocystes a parois fines sont auto-infectieux et participent a I'entretien de l'infection chez
l'individu hote (Petry, 2004).

Mérozoites et oocystes a parois fines explicitent ainsi au moins pour partie I'efficacité du cycle de
reproduction de Cryptosporidium et sa capacités a étre auto-infectieux : des veaux atteints
excrétent ainsi jusqu’'a 10%° oocystes par jour (Thomson et al., 2017) et bien que la quantité
d'oocystes requise pour initier une infection varie en fonction de l'isolat et de I'héte, une dizaine
peut étre suffisante (O’'Hara et Chen, 2011)(Naciri, 2007). Des études menées sur des souris
adultes immunodéprimées montrent méme qu’un oocyste unique peut initier une infection (Certad
et al., 2017).

Longtemps apparentés aux coccidies, le genre Cryptosporidium s’en éloigne pourtant par
I'absence de sporocystes entourant ses sporozoites, ce qui lui vaut d’'ailleurs son nom, qui n'ont
pas nécessité a sporuler.

Par ailleurs la description de deux stades extra-cellulaires (autres que les sporozoites et les
mérozoites) dépourvus de pointe apicale et s’apparentant aux trophozoites et gamontes de
protozoaires d’invertébrés a apicomplexes, les grégarines, a fait évoluer la classification de
Cryptosporidium.

L'inefficacité des molécules anti-coccidiennes, des analyses de I'ARN ribosomal et la réactivité
d'un oocyste de grégarine a un anticorps monoclonal anti-cryptosporidium, viennent renforcer cette
classification récente (Petry, 2004)(Naciri, 2007)(Tzipori et Widmer, 2008).

B. Especes et hotes

La premiére description de Cryptosporidium est réalisée par Ernest Edward Tyzzer, chez la souris
en 1907 et fait 'objet de publications en 1910 et 1912 (Tzipori et Widmer, 2008). Depuis, les
protozoaires du genre Cryptosporidium ont été décrits chez 152 espéces de vertébrés différentes,
incluant mammiféres, oiseaux et poissons. L’utilisation d’outils moléculaires a permis de
dénombrer 44 espéces, et 50 génotypes encore incomplétement décrits (Tableau 1) (Thomson et
al., 2017)(Petry, 2004)(Zahedi et Ryan, 2020).

Espéces Hbéte Rapporté chez | Auteur
les humains
C. muris Rongeurs Souvent Tyzzer (1907)
C. parvum Ruminants 2eme espéce la | Tyzzer (1912)
plus rencontrée
C. meleagridis Oiseaux Tres souvent Slavin (1955)
C. wrairi Cochon d’Inde Non Vetterlinget al., (1971)
C. felis Chat Nombreux Iseki (1979)

Page 11



C. serpentis Serpents et lézard Non Levine (1980)

C. baileyi Oiseaux Non Currentet al (1986)

C. varanii Lézards Non Pavlaseket al (1995)

C. andersoni Bovins Quelques cas Lindsay et al (2000)

C. canis Chiens Nombreux Fayeret al (2001)

C hominis Humains 1%¢ espece la | Morgan-Ryan et al (2002)

plus rencontrée

C. molnari Poissons Non Alvarez-Pellitero et Sitja-
Bobadilla (2002)

C. galli Oiseaux Non Palvasek (1999) ; Ryan et al
(2003)

C. suis Cochons Quelques cas Ryan et al (2004)

C. bovis Bovins Quelques cas Fayeret al (2005)

C. ryanae Bovins Non Fayeret al (2008)

C. fragile Crapauds Non Jirkuet al (2008)

C. macropodum | Marsupiaux Non Power and Ryan (2008)

C. fayeri Marsupiaux Rares cas Ryan et al (2008)

C. xiaoi Petits ruminants Quelques cas Fayer and Santin (2009)

C. cuniculus Lapins Nombreux Inman et Takeuchi (1979);
Robinson et al (2010)

C. ubiquitum Ruminants, rongeurs, | Nombreux Fayer et al (2010)

primates

C. tyzzeri Rongeurs Quelques cas Ren et al (2012)

C. viatorum Humains Nombreux Elwinet al (2012)

C. scrofarum Cochons Rares cas Kvac et al (2013)

C. erimacei Herissons et chevaux Quelgques cas Kvacet al (2014)

C. huwi Poissons Non Ryan et al (2015)

C. rubeyi Rongeurs Non Li et al., (2015)

C. proliferans Rongeurs Non Kvacet al., (2016)

C. avium Oiseaux Non Holubova et al., (2016)

C. ducismarci Reptiles Non

Traversa, (2010) Jezkova et
al., (2016)
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C. testudinis Reptiles Non Jezkova et al., (2016)

C. homai Cochon d’'Inde Non Zahediet al., (2017)

C. ditrichi Rongeurs Rares cas Condlova et al., (2018)
C. apodemi Rongeurs Non Condlova et al., (2018)
C. occultus Rongeurs Rares cas Kvacet al., (2018)

C. alticolis Rongeurs Non Horcickova et al., (2019)
C. microti Rongeurs Non Horcickova et al., (2019)
C. proventriculi | Oiseaux Non Holubova et al., (2019)
C. ornithophilus | Oiseaux Non Holubova et al., (2019)
C. bollandi Poissons Non Bolland et al., (2020)

C. ratti Rongeurs Non Jezkova et al., (2021)
C. abrahamseni | Poissons Non Zahediet al., (202)

C. myocastoris | Rongeurs Non Jezkova et al., (2021)

Tableau 1 : Espéces valides de Cryptosporidium (modifié d’aprés Ryan et al, 2021)

Chez I'Homme, la majorité des cas rapportés sont dus a Cryptosporidium parvum et
Cryptosporidium hominis. Ces deux especes représentent plus de 90% des cas humains a
I'échelle mondiale (Tableau 2) (Thomson et al., 2017). Cryptosporidium meleagridis étant la
troisieme espéce la plus représentée.

Des cas humains liés a C. andersoni, C. bovis, C. canis, C. cuniculus, C. ditrichi, C. erinacei, C.
fayeri, C. felis, C. muris, C. scrofarum, C. suis, C. tyzzeri, C. ubiquitum, C.viatorum, C. xiaoi,
Cryptosporidium chipmunk genotype |, Cryptosporidium skunk genotype, Cryptosporidium horse
genotype et Cryptosporidium mink genotype sont également décrits (Zahedi et Ryan, 2020)(Ryan
et al., 2021).

Malgré une description précoce, ce n’est que dans les années 1970-1980, notamment dans le
contexte de la crise mondiale du SIDA, que Cryptosporidium apparait comme un agent d’entérites
chez 'Homme, majeur et non négligeable (Tzipori et Widmer, 2008).
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Espéces ou Nombre de patients
génotype
2006 2007 2008 2009 Total
C. parvum 32 33 51 52 168
C. hominis 30 22 14 47 113
C. felis 7 2 3 3 15
C. 2 0 1 1 4
meleagridis
C. canis 1 0 1 2 4
C. cuniculus 0 0 0 1 1
Génotype 0 0 1 0 1
tamia
Autres 1 0 2 1 4
génotypes
Total 73 57 73 107 310

Tableau 2 : Espéces ou génotypes de Cryptosporidium identifiés en France entre 2006 et
2009 chez 310 patients. D’aprés (Guyot et al., 2012).

La premiére description d’un cas de cryptosporidiose bovine date des années 1970. Ce n’est qu’en
1983 qu’est montrée expérimentalement la capacité de C. parvum a induire des diarrhées
néonatales chez le veau, en tant que seul agent infectieux (Thomson et al., 2017).

Dans I'espéce bovine, C. parvum, C. bovis, C. ryanae et C. andersoni sont les principales espéces
retrouvées, mais C. felis, C. hominis, C. suis, C. scrofarum, C. meleagridis, C. tyzzeri, C. serpentis,
et C. suis-like ont également été retrouvées.

Cryptosporidium parvum est prévalent a I'échelle mondiale chez le veau non sevré sauf en Chine
ou Cryptosporidium bovis est majoritairement retrouvé (Zahedi et Ryan, 2020).

Diverses études se sont intéressées a la prévalence de C. parvum chez le veau nouveau-né : elle
est ainsi estimée de 28% a 80% au Royaume-Uni, et jusqu’a 96,6% dans certaines fermes des
Etats-Unis d’Amérique(Thomson et al., 2017).

Chez les animaux sevrés, C. bovis et C. ryanae dominent, tandis que Cryptosporidium andersoni
est majoritairement retrouvé chez les individus adultes (Zahedi et Ryan, 2020).

Chez les moutons et les chévres, C. parvum, C. ubiquitum et C. xiaoi sont les especes
majoritairement identifiées. C. bovis, C. hominis, C. andersoni, C. suis, C. fayeri, C. baileyi, C.
ryanae, C. scrofarum, C. canis, et Cryptosporidium sheep genotype | ont également été décrits
chez les moutons, et C. hominis, C. andersoni, et rat genotype Il chez les chévres.
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A titre indicatif, des analyses par séquencage menées sur C. parvum, C. bovis et C. ryanae
montrent que ces dernieres présentent une grande similarité génétique avec C. parvum mais
semblent avoir perdu des déterminants de pathogénicité notamment sécrétoires, ce qui pourrait
expliquer leur diversité d’héte réduite et leur moindre pathogénicité (Zahedi et Ryan, 2020).

2. Voies de transmission, enjeu One Health

La cryptosporidiose est une zoonose. La contamination est principalement oro-fécale et
Cryptosporidium représente une cause majeure d'épidémies humaines d’origine hydrique et
alimentaire a I'échelle mondiale (Zahedi et Ryan, 2020).

Chez 'Homme, la transmission du protozoaire peut se réaliser par contact direct avec un individu
humain ou animal infecté excréteur. Néanmoins, I'essentiel de la transmission se réalise par
contact-consommation d’eau souillée : par des excréments issus d’individus humains ou animaux
infectés. La petite taille des oocystes de I'ordre de 5 um et leur capacité a résister aux traitements
a la chlorine et a 'ozone en font de leur gestion un enjeu majeur de I'industrie du traitement de
'eau (Petry, 2004)(Zahedi et Ryan, 2020). Le protozoaire peut également se transmettre par
consommation d’aliments souillés par de 'eau contaminée (Zahedi et Ryan, 2020).

Entre 2019 et 2017, plus de 444 épidémies humaines de cryptosporidiose d’origine hydrique ont
été rapportées (Zahedi et Ryan, 2020).

C. hominis est I'espéce la plus fréequemment retrouvée (72,2% sur une période de dix ans) dans
les épidémies humaines de cryptosporidiose d’origine hydrique. Les eaux incriminées sont celles a
usage récréationnel comme les eaux de piscines et de fontaines, plus que les eaux de boisson
(Zahedi et Ryan, 2020)(Ramirez et al., 2004).

C. parvum est I'espéce la plus fréquemment retrouvée (96,5% sur une période de dix ans) dans
les épidémies humaines de cryptosporidiose d’origine alimentaire, les sous-types identifiés étant
majoritairement retrouvés chez les animaux de production. La tragabilité des épidémies d’origine
alimentaire est plus complexe, mais I'utilisation de fertilisants agricoles issus de matiéres d’origine
animale, la consommation de lait non pasteurisé, de cidre de pommes non pasteurisé ou encore
de salades sont les plus souvent impliquées. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) rapporte
8,6 millions de cas de cryptosporidioses d’origine alimentaire, et plus de 3000 morts en 2010
(Zahedi et Ryan, 2020).

Les animaux d’élevage représentent ainsi une source de contamination et un réservoir majeurpour
les populations humaines. L’amélioration des pratiques d’élevage et de la gestion et de la prise en
charge de la cryptosporidiose animale constitue un enjeu One Health, intégrant enjeux
environnementaux, santé humaine, santé animale, ou la médecine vétérinaire occupe un réle
central premier.

Chez les bovins en élevage, la source de contamination pose encore question. Elle pourrait étre
assurée principalement par les adultes asymptomatiques avec une augmentation de I'excrétion
d’oocystes en peri-partum, mais également par la faune sauvage comme les rongeurs et les
oiseaux (Zahedi et Ryan, 2020)(Ramirez et al., 2004). En élevages notamment allaitants ou les
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vélages groupés sont fréquents, les premiers veaux atteints deviennent ensuite multiplicateurs et
principaux contaminants de I'environnement (Naciri, 2007).

3. Réponse immunitaire a I’infection

La plupart des études visant a comprendre la réponse immunitaire a C.parvum ont été menées
chez la souris. Chez les bovins, mais également chez ’'Homme, peu de données sont disponibles.

Plus de 200 génes, associés aux voies de I'apoptose, de linflammation ou des dynamiques du
cytosquelette voient leur expression modifiée au cours de l'infection (O’Hara et Chen, 2011).

Les récepteurs Toll-like (TLR) constituent une famille importante de pathogen recognition receptor
(PRR), récepteurs portés par des cellules de 'immunité résidants dans les tissus et impliqués dans
la reconnaissance de signhaux pathogéniques exprimés par des organismes pathogénes, comme
les lipopolysaccharides des bactéries Gram négatif par exemple (Davoust-Nataf, 2021). Sur une
culture de cellules épithéliales intestinales bovines, l'infection par C. parvum se traduit par une
augmentation des niveaux d’expression des ARN messagers des TLR2 et TLR4, résultant en
I'activation du facteur de transcription NFkB et en la production en conséquence de cytokines
telles que TNF alpha et IL-8 (Thomson et al., 2017).

NFkB est également un facteur de transcription clé dans la régulation de la voie de I'apoptose. Son
activation induit la mise en place de mécanismes anti-apoptotiques. L’infection par C. parvum tend
ainsi a limiter la mort des cellules hétes parasitées via I'activation de NFkB, favorable au cycle
parasitaire (O’'Hara et Chen, 2011).

L’activation de NFKB par les TLR admet ainsi des conséquences duelles durant I'infection : elle
facilite la propagation précoce du parasite, par la mise en place de mécanismes anti-apoptotiques,
et par ailleurs promeut I'élimination du parasite en participant a la régulation positive des
médiateurs de l'inflammation nécessaire au recrutement des cellules immunitaires (O’Hara et
Chen, 2011).

La réponse immunitaire a Cryptosporidium est complexe et fait intervenir de multiples acteurs
notamment cellulaires tels que

e Les cellules Natural Killer (NK), recrutées par des cytokines telles que TNF alpha, et elles-
mémes productrices de diverses cytokines telles que I'lFN-y, mais aussi de perforine et
granulysine, molécules cytotoxiques. Leur nombre est augmenté suite a l'infection par C.
parvum chez des agneaux. Leur absence chez la souris résulte en une excrétion fécale
d’oocystes plus importante, et la mort de ces derniéres (Thomson et al., 2017).

e Les y-delta-lymphocytes T, qui représentent 60% des lymphocytes T circulants chez le
veau de moins de 6 mois, et sont particulierement présents au sein de la muqueuse
intestinale. lls seraient impliqués dans le contrble initial de linfection a C. parvum
(Thomson et al., 2017).

e Les cellules dendritiques, productrices de cytokines pro-inflammatoires (TNF alpha, 1L-12,
IL-6) suite a I'activation de la voie de signalisation TLR4 au cours de la cryptosporidiose
murine. Elles seraient impliquées dans la résistance initiale a I'infection (Thomson et al.,
2017).
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e Les macrophages, producteurs d’'IFN-y tout comme les cellules NK, en réponse entre autre
a IL-18 (Thomson et al., 2017).

A noter que IL-12 et 'IFN-y permettent le développement de la réponse immunitaire LT CD4 +
Th1l, particulierement importante dans la protection contre des pathogénes intracellulaires. Par la
production d’IL-4 induisant I'expression d’IL-12 et d'IFN-y, la réponse immunitaire LTCD4+ Th2
vient renforcer la voie Thl au cours de la cryptosporidiose murine (Thomson et al., 2017).

Des immunodéficiences affectant les lymphocytes T sont associées a des formes graves, et
chroniques de cryptosporidiose. La cryptosporidiose fait ainsi partie de la liste des maladies
définissant le stade clinique du SIDA (Ramirez et al., 2004). Les thérapies antirétrovirales visant a
restaurer le nombre de lymphocytes LTCD4+ chez des individus atteints du SIDA permettent une
résolution des cas de cryptosporidioses chroniques chez les individus séropositifs infectés par C.
parvum (Certad et al., 2017).

Par ailleurs, il semblerait que les lymphocytes B ne soient pas nécessaires a la résistance initiale a
C. parvum, ou a la résolution de linfection, chez la souris (Thomson et al.,, 2017). Des
immunodeéficiences affectant les fonctions des lymphocytes B ne sont en effet pas associées avec
une sévérité plus importante des formes cliniques de cryptosporidiose (Certad et al., 2017).

Enfin, il a également été montré que linfection par C. parvum stimule la production locale par les
cellules épithéliales intestinales bovines et humaines de peptides antimicrobiens tels que la B
défensine qui semble avoir un effet cytopathique sur les formes extracellulaires du parasite
(O’Hara et Chen, 2011), avec des niveaux en ARN messagers de B défensine augmentés dans les
tissus intestinaux de veaux atteints, par rapport aux veaux contrdles (Thomson et al., 2017).

Chez des cellules épithéliales biliaires humaines linfection par C.parvum induit également le
recrutement des TLR2 et TLR4 : leur inhibition est a l'origine d’une réduction de production de
Béta-défensine (Thomson et al., 2017).

La réponse immunitaire a Cryptosporidium s’articule ainsi a plusieurs niveaux en faisant intervenir
les cellules épithéliales infectées ainsi que des acteurs cellulaires divers de I'immunité innée dans
une réponse essentiellement & médiation cellulaire, notamment via la stimulation de récepteurs
TLR.

Enfin, il peut étre intéressant de noter que d’'un point de vue immunologique l'individu jeune non
sevré, notamment le veau, peut étre qualifié d'immuno-incompétant. L’activité de certaines cellules
comme les polynucléaires neutrophiles est en effet réduite pendant les 10 premiers jours de vie,
ses lymphocytes sont immatures jusqu’a trois semaines d’age, et les protéines du complément
ainsi que ses globulines ne sont présentes qu’en faible concentrations (Naciri, 2007).

4. Pathogénicité

Les mécanismes de pathogénicité de Cryptosporidium sont complexes et pourraient faire intervenir
des toxines parasitaires impliquées notamment dans I'adhésion et I'entrée dans les cellules cibles.
Comme un certain nombre d’autres parasites protozoaires tels que les leishmanies, les
cryptosporidies transportent des petits virus comme le Cryspovirusde type 1 (CSpV1) qui
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pourraient également jouer un réle, néanmoins encore inconnu, dans la virulence (Certad et al.,
2017)(Bouzid et al., 2013)(Adjou et al., 2023).

Le tropisme de Cryptosporidium pour les cellules épithéliales en fait un parasite essentiellement
gastro-intestinal avec un développement préférentiel au niveau de la portion distale du jéjunum, et
de l'iléon. Il existe une relation dose-dépendante entre la quantité d’oocystes ingérés et la sévérité
des signes cliniques présentés (Naciri, 2007). Plus la charge parasitaire est importante, plus les
signes cliniques sont marqués. Chez les veaux, une étude a mis en évidence une association
significative entre le nombre d’oocystes élevé et I'occurrence de la diarrhée (Ichikawa-Seki et al.,
2019).

L’infection a Cryptosporidium, notamment de par son cycle intracellulaire, induit une réorganisation
importante du cytosquelette des cellules parasitées. Cette réorganisation, associée a la réponse
inflammatoire locale perturbe les jonctions serrées qui existent entre les cellules épithéliales et
assurent leur cohésion (O’Hara et Chen, 2011). Dans une culture de cellules Caco-2, lignée
cellulaire immortelle issue d’'un adénocarcinome colique humain utilisée comme modéle de la
barriére épithéliale intestinale, I'infection a C. parvum diminue par ailleurs les niveaux d’occludine
et de claudine 4, protéines des jonctions serrées (Charania et al., 2020)(Lea, 2015).

La réponse inflammatoire a Cryptosporidium met en jeu une élévation locale de I'expression du
neuropeptide Substance P, ce qui stimule la sécrétion d’ion chlorure CI- par les cellules
épithéliales notamment chez des sujets humains expérimentalement infectés (O’Hara et Chen,
2011). La sécrétion de prostaglandines produites par les cellules épithéliales infectées et les
cellules inflammatoires viennent renforcer cette sécrétion accrue de Cl- qui s’accompagne d’'une
inhibition de I'absorption de sodium Na+ (Naciri, 2007).

L’altération de la perméabilité intestinale et la modification des flux ioniques sont ainsi a I'origine de
diarrhées par hypersécrétions.

Le développement propre des parasites au sein de la bordure en brosse est a l'origine de la
destruction des microvillosités intestinales, de I'atrophie et de la fusion des villosités intestinales,
réduisant ainsi la surface d’échange disponible. La muqueuse intestinale altérée n’est plus en
capacité d’assurer pleinement ses fonctions d'absorption d’eau, d’électrolytes et de nutriments, et
de synthéses enzymatiques. Des molécules hypertoniques telles que le lactose se retrouvent non
dégradées a leur entrée dans le célon, ce qui favorise la croissance bactérienne et modifie la
pression osmotique, se manifestant par des diarrhées osmotiques (Naciri, 2007).

L’inflammation généralisée de I'épithélium intestinal et la destruction des villosités favoriserait par
ailleurs I'établissement d’autres agents pathogénes a l'origine d’entérites néonatales chez les
jeunes ruminants tels que des rotavirus, coronavirus, ou des bactéries comme Escherichia coli
(Harp, 2003).

L’ensemble de ce tableau est responsable des signes cliniques observés chez les différentes
especes.

Histologiquement, on retrouve chez les individus atteints, une inflammation généralisée de

I'épithélium intestinal caractérisée par une hyperplasie des cryptes et une destruction des villosités
intestinales (Harp, 2003).
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5. Expression chez ’lHomme

La cryptosporidioseest aujourd’hui 'une des principalescauses de diarrhées parasitaires humaines
a travers le monde (Benamrouz-Vanneste et al., 2020). Cryptosporidium a été isolé dans 95 pays,
sur tous les continents (Guyot et al., 2012). A I'échelle mondiale, la prévalence de Cryptosporidium
est estimée a 7,6 %, avec une prévalence moyenne de 4,3 % dans les pays développés et de 10,4
% dans les pays en développement, notamment ceux fortement touchés par le SIDA. Des
prévalences allant jusqu’a 69,6 % ont été signalées comme au Mexique (Dong et al., 2020).

Chez 'Homme, les enfants de moins de 5 ans sont les plus sensibles a l'infection (McKenney et
al., 2017). A Ir'échelle mondiale, la cryptosporidiose représente la seconde cause de diarrhée chez
les enfants de moins d’un an, la troisieme cause chez les enfants de moins de 2 ans (Lemieux et
al., 2017).

Des études menées sur des cohortes d’enfants indiens et péruviens ont montré un ralentissement
de la croissance s’exprimant par une taille et un poids significativement inférieur chez les enfants
ayant contracté une cryptosporidiose dans leurs premiéres années de vie par rapport aux enfants
sains. Néanmoins, sur le long terme, aprés I'dge de trois ans, il n’y avait plus de différence
significative entre ces deux populations (Thomson et al., 2017). Des cas d’atteintes des fonctions
cognitives ont cependant également été rapportés (Lemieux et al., 2017).

Chez 'Homme adulte l'infection a Cryptosporidium peut étre asymptomatique.

Elle se traduit néanmoins plus communément par une atteinte limitée a lintestin gréle se
manifestant par des diarrhées agueuses aigués auto-résolutives, pouvant contenir du mucus et
plus rarement du sang. Elles peuvent étre accompagnées de nausées, de vomissements, de
crampes abdominales et de fievre modérée (O’Hara et Chen, 2011). Des cas en Irlande et en
Suéde ont cependant également été rapportés avec une persistance de I'expression de
symptémes gastro-intestinaux et articulaires jusqu’a deux ans aprés linfection initiale (Zahedi et
Ryan, 2020).

La souche parasitaire, le statut nutritionnel de I'’héte, la composition de son microbiote intestinal, la
co-infection avec d’autres pathogénes entériques, ainsi que les variations de réponse immunitaire
notamment mucosale, pourraient étre différents facteurs expliquant la variabilité des tableaux
cliniques chez ’'Homme (Certad et al., 2017).

Chez les individus immunodéprimés, comme nous I'avons vu, I'infection peut revétir un caractéere
chronique sévére se manifestant par des diarrhées aqueuses pouvant évoluer pendant plusieurs
mois, s’accompagnant de déshydratation et de malnutrition. La cryptosporidiose peut également
s’étendre au tractus biliaire, se manifestant alors par un ictére post-hépatique par obstruction des
voies biliaires, et au tractus pancréatique, a l'origine de pancréatites. Une colonisation des voies
respiratoires peut également survenir. Chez les individus immunodéprimés, la cryptosporidiose
peut entrainer la mort (Petry, 2004)(Zahedi et Ryan, 2020)(Ramirez et al., 2004)(Certad et al.,
2017). La durée méme et la gravité des signes cliniques dépendent du statut immunitaire de
l'individu, et de sa quantité de lymphocytes LTCD4+ (O’Hara et Chen, 2011).

Chez 'Homme, le développement de signes cliniques suite a I'exposition au protozoaire ne
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prévient pas du développement de futures infections. Ainsi, une exposition un an apres une
exposition primaire a C. parvum chez des volontaires se traduit par une expression clinique aussi
fréguente mais moins sévere (de Graaf et al., 1999).

6. Expression chez les ruminants

Comme évoqué précedemment, C. parvum, C.bovis, C. ryanae, et C. andersoni sont les especes
de Cryptosporidium les plus rencontrées dans I'espéce bovine.

Cryptosporidium parvum est I'espéce principale a l'origine d’'une expression clinique chez les
veaux non sevrés : entre 2007 et 2011, la cryptosporidiose a ainsi représenté la premiére cause
d’entérite chez les veaux au Royaume-Uni (Thomson et al., 2017). Le pic de prévalence est estimé
a deux semaines de vie, avec une période pré patente comprise entre 5 et 7 jours. L’excrétion
fécale dure environ deux semaines (Zahedi et Ryan, 2020).

Plus le veau est 4gé au moment de I'infection, plus la période prépatente est longue et la période
patente bréve (Naciri, 2007).

Chez le veau non sevré I'entérite se manifeste par une diarrhée profuse aqueuse, pouvant étre
muqueuse, jaunatre a verdatre mais non sanglante associée a de la déshydratation et de la
malnutrition (Figure 5). Une perte d’appétit, des douleurs abdominales sont également rapportées
(Naciri, 2007).

Chez le veau sevré, C. bovis et C. ryanae sont les espéces majoritaires mais leur infection reste le
plus souvent asymptomatique chez ces individus qui restent néanmoins excréteurs (Zahedi et
Ryan, 2020). Une étude suédoise a toutefois souligné le potentiel pathogénique de
Cryptosporidium bovis a induire de la diarrhée chez des veaux de plus de 21 jours d’age
(Thomson et al., 2017).

Chez le bovin adulte, Cryptosporidium andersoni et Cryptosporidium muris peuvent coloniser
'abomasum et étre a l'origine de gastrites, d’'une diminution de la production laitiére ainsi que d’un
retard dans la prise de poids (Thomson et al., 2017)(Zahedi et Ryan, 2020)(Ramirez et al., 2004).

Chez les ovins et les caprins, la cryptosporidiose clinique est une infection du jeune non sevré :
aprés le sevrage les individus sont asymptomatiques. L’infection a C. parvum se traduit par des
diarrhées profuses, ainsi qu’'un retard de croissance. 65% des diarrhées chez les agneaux sont
dues a C. parvum, 40% chez les chevreaux. Un retard de croissance est la seule manifestation
d’'une infection a C. xiaoi chez le chevreau (Zahedi et Ryan, 2020)(de Graaf et al., 1999).

Chez les ruminants, la cryptosporidiose concerne ainsi essentiellement les animaux jeunes. Suite
a une premiére exposition relativement continue dans un contexte de réservoir environnemental,
les ruminants deviennent résistants. Des animaux plus &gés élevés a l'isolement et qui n'auraient
pas eu de contact avec le protozoaire, restent sensibles a l'infection mais présentent un tableau
clinigue moins marqué (de Graaf et al., 1999).
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7. Impacts en élevages

En élevage, les impacts sont essentiellement économiques. Les pertes concernent aussi bien les
soins vétérinaires engagés et les traitements a prodiguer, que des pertes plus directes liées a des
surmortalités, a des défauts de croissance engendrant un plus faible poids des carcasses ou a la
nécessité d’apports nutritionnels supplémentaires pour pallier ce retard de croissance.

Une perte de production pouvant aller jusqu’a 34 kg a 6 mois d’age est ainsi rapportée entre des
veaux atteints de cryptosporidiose et des veaux sains (Zahedi et Ryan, 2020)(Brainard et al.,
2021). A noter, une absence de différence significative de poids entre des veaux séverement
infectés et des veaux présentant des formes cliniques.

Une étude menée par le Scottish Agricultural College estimait a 34 livres anglaises le colt par
veau associé a la gestion d’'une diarrhée néonatale, toute cause confondue (Thomson et al.,
2017). Une autre étude estime le colt associé a la gestion d’une diarrhée a Cryptosporidium étre
compris entre 100 et 200 livres anglaises, avec une perte par individu estimée a 128 livres
anglaises selon les prix du marché en 2018, du fait de la perte de poids pouvant étre importante
(Brainard et al., 2021).

Des études menées en Australie mettent en évidence une perte de poids de 1,65 kg a 2,6 kg au
moment de 'abattage entre des agneaux ayant été positifs a la cryptosporidiose et des individus
sains (Thomson et al., 2017).

Chez les chevreaux, le retard de croissance peut se manifester par une différence de 3,45 kg a 25
jours post infection par rapport & un groupe contréle (Mammeri et al., 2020).

8. Prise en charge actuelle

A. Mesures d’hygiéne préconisées

Des mesures d’hygiéne adaptées restent un moyen efficace de diminuer la pression d’infection
pour les animaux d’élevage.

Pour les soins aux veauy, il est conseillé d’administrer du colostrum le plus précocement possible
aux nouveau-nés, d’isoler les individus diarrhéiques jusqu'a 7* jours aprés résolution de la
diarrhée, de séparer individus non sevrés et sevrés et de veiller a limiter la densité animale. La
mise en place d’'une marche en avant au moment des soins aux veaux est également nécessaire.
Enfin, une gestion des vélages groupés sur une courte période pourrait également étre envisagée
afin de limiter I'effet incubateur.

Pour les mesures de nettoyage, le nettoyage fréquent notamment des zones de vélages et des
outils, a l'aide de désinfectants a base de peroxyde d’hydrogéne, de vapeur, ou d’eau a haute
température afin de détruire les oocystes présents dans I'environnement est préconisé. Un vide
sanitaire pourra étre réalisé en cas d’infection importante d’un lot.

Enfin, il peut étre conseillé de restreindre l'utilisation des fumiers ou tout du moins de mettre en
place des mesures de compostage préalable afin de tuer par la chaleur les oocystes ainsi présents
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et d’éviter ainsi la contamination des sols et de l'eau sur les patures (Zahedi et Ryan,
2020)(Ramirez et al., 2004)(Brainard et al., 2021).

B. Traitements symptomatiques

La gestion des diarrhées néonatales chez le veau, dont celles a Cryptosporidium nécessite outre
la prise en charge par des traitements spécifiques de I'agent infectieux incriminé, une prise en
charge symptdmatique de soutien afin de gérer les diarrhées et leurs conséquences.

La déshydratation et la perte d’électrolytes secondaires aux diarrhées nécessite ainsi
'administration de liquide et d’électrolytes par voie orale voire par fluidothérapie, en parentérale si
'état de I'animal le justifie (Figure 4). L'administration de pansements intestinaux tels que des
argiles (kaolin), pectate, charbon actif, permettent également de protéger la muqueuse intestinale,
et de limiter les pertes d’électrolytes.

L’aliment, lait maternel ou lactoremplaceur, doit étre proposé en petites quantités en plusieurs
repas afin de favoriser sa digestion, et la lutte contre la perte de poids (Witola, 2021)(Watarai et
al., 2008).

Les mesures de nursing sont également importantes pour le bon rétablissement du veau.

Figure 5 : Diarrhée a C. parvum Figure 4 : Fluidothérapie chez des veaux
chez un veau Holstein. D'aprés atteints de diarrhées. D’aprés K. Adjou, et
(Witola, 2021) source personelle.

C. Traitements spécifiques

Tres peu de molécules actives contre Cryptosporidium bénéficient d’'une autorisation de mise sur
le marché en Europe : le lactate d’halofuginone, est longtemps été la seule molécule autorisée en
France, pour la prévention de la diarrhée et la réduction de la diarrhée due a une infection a
Cryptosporidium chez le veau (Anses, 2020). Son usage chez d’autres espéces de ruminants
entre dans la cascade.

Depuis juin 2022, le sulfate de paromomycine est autorisé en France pour le traitement des
infections causées par Cryptosporidium parvum apres confirmation de la présence d'oocystes
dans leurs feces : son usage en prophylaxie ou en métaphylaxie n'est pas autorisé, en plus de
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sonancien usage dans le traitement des infections gastro-intestinales causées par Escherichia coli
sensibles a la paromomycine chez le bovin pré ruminant et le porc (Anses, 2022). Son usage chez
d’autres espéeces de ruminants entrerait dans la cascade.

Chez 'Homme, le nitazoxanide est la seule molécule autorisée pour la prise en charge de la
cryptosporidiose. Son usage en France peut étre autorisé par autorisation d’accés compassionnel
(Ansm, 2022).

a. Lactate d’halofuginone

Le lactate d’halofuginone est une quinazolinone identifiée dans les années 1990 et utilisée pour la
prévention des diarrhées a cryptosporidiose chez les veaux, notamment en Europe, depuis 1999.
Son usage n’a pas recu d’autorisation aux Etats-Unis, ou chez d’autres espéces (Zahedi et Ryan,
2020)(Thomson et al., 2017).

Son mécanisme d’action est peu compris mais cible des processus intracellulaires : il inhibe
notamment 'ARNt synthétase ATP dépendante, empéchant la croissance et réduisant la viabilité
de l'organisme ciblé. In vitro, une dose de 4 pg/ml supprime la croissance de C. parvum de 90%
tandis qu’'une dose de 25ug/ml inhibe 98,05% des sporozoites 27 heures aprés leur exposition
(Brainard et al., 2021).

Une méta-analyse réalisée en 2021 sur 18 articles décrivants 25 groupes comparés s’est
intéressée aux effets prophylactiques et thérapeutiques du lactate d’halofuginone dans la gestion
de la cryptosporidiose bovine sur : I'excrétion fécale d’oocystes, la sévérité de la diarrhée, la
mortalité associée ainsi que le gain de poids. Les doses utilisées étaient comprises entre 100 et
150 pg/kg/ jour. Une précédente analyse des données disponibles issues de la recherche, avait
été réalisée en 2009 sur la base de six articles mais n’avait pas permis d’obtenir des résultats
concluants (Brainard et al., 2021).

Chez le veau, I'utilisation prophylactique du lactate d’halofuginone, c'est-a-dire avant 5 jours d’age,
permet une réduction significative de I'excrétion fécale d’oocystes sur 'ensemble des études
incluses.

Concernant la diarrhée, certaines études concluent a une sévérité significativement moindre,
d'autres a l'absence de significativité. Les différentes données sont jugées statistiquement
hétérogénes, indiquant un manque de cohérence dans les différents résultats rapportés.

Sur les quatre études s’intéressant a la mortalité, les résultats obtenus sont peu hétérogénes et
indiquent une mortalité significativement moindre pour les individus traités.

Enfin, vis-a-vis du gain de poids, la méta-analyse ne rapporte pas deffets bénéfiques.
L’hétérogénéité statistique des résultats analysés est modérée, et par ailleurs le gain de poids est
évalué a court terme sur des périodes de suivi n'excédant pas 33 jours (Brainard et al., 2021).
Parmi ces études, I'étude de Niine et al. rapporte une association négative avec le gain de poids
(Zahedi et Ryan, 2020).

Par rapport a des veaux contrbles, des veaux recevant du lactate d’halofuginone présentent un
gain de poids quotidien moyen significativement moins important au cours des trois premiéres
semaines de vie. Au bout de neuf semaines, le gain de poids quotidien moyen était discrétement
plus bas, mais non significativement, par rapport au groupe contréle (Vélez et al., 2019).
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Chez le veau, I'utilisation thérapeutique du lactate d’halofuginone, c'est-a-dire aprés 5 jours d’age
est peu documentée, ce qui ne permet pas d’obtenir des conclusions robustes. L’excrétion fécale
d'oocystes sembilerait significativement diminuée ainsi que les scores de diarrhées. La mortalité
semble également diminuée mais non significativement. Le gain de poids n’est pas étudié
(Brainard et al., 2021).

De maniére plus générale, lefficacité du lactate d’halofuginone est moindre en usage
thérapeutique que prophylactique (Brainard et al., 2021).

La méta-analyse souligne I'absence de données sur les bénéfices et colts de son utilisation en
élevage, et sur son effet environnemental (Brainard et al., 2021).

Le lactate d’halofuginone est contre-indiqué chez les veaux en diarrhée depuis plus de 24 heures,
les individus faibles ou déshydratés. Son utilisation nécessite de peser les animaux car des effets
toxiques sont rapportés a deux fois la dose recommandée (Brainard et al., 2021). Aux doses
thérapeutiques, il est rapporté des lésions gastro-intestinales inflammatoires pouvant étre
nécrotiques, cependant réversibles, qui pourraient expliquer son impact sur le gain de poids
guotidien moyen (Vélez et al., 2019).

Ainsi le lactate d’halofuginone ne permet pas de prévenir efficacement la cryptosporidiose ni de la
traiter, toutefois il permet une réduction de I'excrétion fécale d’'oocystes chez le veau, ainsi que de
la mortalité chez les moutons et les chévres (Zahedi et Ryan, 2020)(Thomson et al., 2017).

b. Sulfate de paromomycine

La paromomycine est un antibiotique aminoglycoside autorisé dans plusieurs pays d’Europe et
plus récement en France, pour le traitement de la cryptosporidiose chez le veau.

Son usage est déconseillé chez des veaux a jeun et par ailleurs son administration a 5 fois la dose
recommandée peut provoquer des gastro-entérites séveres et des cystites nécrosantes (Anses,
2022)

Elle permet de réduire I'excrétion des oocystes et de la diarrhée, ainsi que de la mortalité mais
n'est pas dénuée de toxicité, comme d’autres aminoglycosides, envers la sphére auditive et les
reins notamment (Zahedi et Ryan, 2020).

En conditions expériementales, I'administration de 100mg/kg pendant 11 jours de paromomycine
chez des veaux expériementallement infectés suite a un challenge unique permet une excrétion
fécale trés faible a nulle d’'oocystes. A demi-dose et quart de dose, une excrétion fécale est
observée aprés 7 jours de traitement. La durée et la gravité de la diarrhée sont diminuées pour les
trois groupes par rapport aux animaux non traités (Fayer et Ellis, 1993).

Une étude de terrain menée chez des veaux naturellement infectés traités avec 100 mg/kg de
paromomycine une fois par jour pendant 10 jours, a permis de prévenir I'apparition de diarrhées
chez les veaux traités pendant la durée du traitement, tandis que les veaux contrdles ont présenté
de la diarrhée aprés 7 jours. L’ensemble des veaux a présenté une excrétion fécale d’oocystes
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mais cette derniére était significativement plus tardive chez les veaux traités (Thomson et al.,
2017).

A noter, que I'administration de paromomycine altére la composition du microbiote murin : cette
altération se traduit par une augmentation de I'abondance relative en lactobacilles, bactéries du
phylum des firmicutes impliquées dans la synthése d’acides gras a chaine courte. La charge
bactérienne totale semble diminuée mais la diversité bactérienne du microbiote n'apparait pas
impactée (Charania et al., 2020).

Chez I'Homme, la paromomycine n’aurait un effet que placebo dans la gestion de la
cryptospridiose (Harp, 2003).

Il est important de mentionner que la paromomycine est également autorisée et utilisée en
médecine humaine dans la prise en charge de la leishmaniose viscérale. A ce titre elle appartient a
la liste des médicaments essentiels établis par 'Organisation Mondiale de la Santé (Pokharel et
al., 2021)(« WHO Model List of Essential Medicines - 23rd list, 2023 », s. d.).

Par ailleurs, si a ce jour il n’a pas été décrit de résistance des cryptosporidies a la paromomycine,
son usage seélectionnece pendant a haute fréquence des résistances bactériennes et favorise
I'apparition de résistances croisées a d’autres aminoglycosides comme la néomycine, chez les
entérobactéries de la flore intestinale. Cette classe d’antibiotique appartient aux antibiotiques
d'importance critique en médecine humaine et de fait leur usage en premiére intention en
médecine vétérinaire est déconseillé. Par ailleurs, la paromomycine persiste dans I'environnement
(Anses, 2022). Ces différentes données engagent a un usage réfléchi de cette molécule.

c. Nitazoxanide

Le nitazoxanide est un dérivé nitro-imidazolé autorisé par la Food and Drug Administration (FDA)
aux Etats-Unis, pour le traitement de la cryptosporidiose humaine. Néanmoins, ce traitement n’est
que partiellement efficace. Ainsi, il n’est efficace que chez 38% des individus immunocompétents,
et inefficaces chez les individus immunodéprimés (Zahedi et Ryan, 2020). En France, il n'est
utilisable chez ’lHomme que sous réserve de I'obtention d’'une autorisation temporaire d’utilisation
nominative par autorisation d’accés compassionnel (Divoux et al., 2006)

Chez le veau, son efficacité reste peu claire. Selon les études, des effets bénéfiques ont été
rapportés chez des veaux nouveaux nés infectés expérimentalement. D’autres ne rapportent
aucun intérét thérapeutique ou prophylactique (Ichikawa-Seki et al., 2019).

d. Enjeux actuels

De par son potentiel zoonotique important, et ses impacts forts en santé publique mondiale et
économiques dans les filieres élevages, la mise au point de mesures thérapeutiques efficaces
s(res reste un enjeu de taille dans le contrdle de cette maladie parasitaire.

Les difficultés de la recherche a établir de nouveaux traitements sont multiples et largement dues
aux caractéristiques uniques de Cryptosporidium que nous avons pu mentionner précédemment.

o L’organelle de nutrition présent entre la vacuole parasitophore et le cytoplasme de la cellule

héte agit comme une barriére, isolant les stades intra cellulaire des molécules agissant par
voie systémique se retrouvant dans le cytoplasme des cellules. L’incapacité des molécules
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développées a franchir I'organelle pourrait expliquer la différence de résultats observée
entre les étapes in vitro et in vivo (Zhu et al., 2021).

o Leur position intracellulaire dans la vacuole les isole également des molécules a délivrance
locale dans la lumiére intestinale, et dans un contexte de diarrhées il peut étre difficile
d’atteindre une concentration temps dépendante suffisante a I'action d’une telle molécule
(Zhu et al., 2021).

o Par ailleurs, si I'obtention d’'un nombre important d’oocystes de C. parvum est facilité par
'excrétion massive de veaux touchés par la cryptosporidiose, les stades oocystes et
sporozoites sont les seuls obtenables purs, et du fait du cycle de développement du
parasite, sa croissance in vitro est compliquée et limitée aux stades asexués jusqu’a
'obtention de macro et micro gamontes qui ne sont pas capables de se fertiliser. Le
maintien d’'un isolat par culture continue n’est pas possible. Le développement de
nouveaux outils comme des plateformes de cellules souches pourraient permettre de
résoudre cette difficulté (Zhu et al., 2021).

o Enfin, le développement méme de cibles thérapeutiques représente un défi du fait de
'absence chez Cryptosporidium de nombreuses voies de biosynthése de novo de
composés métaboliques, contrairement aux autres apicomplexes (Zhu et al., 2021).

Ainsi, rien qu’au début des années 2000, plus de 150 agents antimicrobiens différents ont été
étudiés (Ramirez et al., 2004), et si certains permettent de réduire I'importance des symptémes, a
ce jour aucun traitement a I'étude ne permet d’éliminer complétement la maladie et aucun n’a été
approuve.

Les enjeux actuels se concentrent ainsi autour de deux stratégies complémentaires : une action
directe sur le parasite afin d’interrompre son cycle de développement, et une action plus indirecte
visant & renforcer la réponse immunitaire de I'héte (Gaillard-Martini, 2020).

D. Vaccination

Face au manque de solutions thérapeutiques efficaces, la question de I'obtention d’un vaccin dans
la gestion de la cryptosporidiose s’est rapidement posée. Deux populations cibles pourraient ainsi
étre concernées, les enfants en bas age des pays en développement ou la transmission du
parasite ne peut étre contrdlée et les moyens de purification de I'eau complexes a mettre en place,
et les ruminants nouveau-nés, particulierement exposés (de Graaf et al., 1999).

Néanmoins, comme le souligne les différents auteurs, et comme cela peut étre le cas pour les
traitements, au vu de l'infectiosité de Cryptosporidium, I'objectif poursuivit par la vaccination n’est
pas tant d’obtenir une protection stérile, mais bien une réduction des signes cliniques et ainsi des
pertes de production associée a l'infection parasitaire, et une réduction de la contamination de
'environnement.

a. Vaccination active des veaux

En conditions expérimentales, un vaccin issu d'oocystes de Cryptosporidium parvum tués par
irradiation et lyophilisés, administré par voie orale a permis d’'immuniser les veaux receveurs,
réduisant I'excrétion fécale d'oocystes chez ces individus ainsi que la durée moyenne de la
diarrhée. Testé en conditions de terrains, ce vaccin ne s’est pas montré efficace (Harp et Goff,
1998).
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Du fait de I'exposition des jeunes ruminants dés la naissance et du cycle de reproduction
relativement rapide du protozoaire, I'efficacité d’'une vaccination active contre Cryptosporidium
repose sur la capacité a obtenir une réponse immunitaire protectrice rapide.

La maitrise des moyens d’hygiéne reste ainsi essentielle afin de réduire la pression infectieuse
dans le milieu, et permettre la mise en place a temps d’une telle réaction (Harp et Goff, 1998).

Enfin, dans I'élaboration d’'un tel vaccin a destination des veaux, il est important de choisir une
cible antigénique afin que cette derniere ne soit pas neutralisée par les anticorps maternels
contenus dans le colostrum.

b. Vaccination passive des veaux, vaccination des meéres, notion de colostrum
hyper immuns

Du fait de la précocité de l'infection et a l'instar d’autres agents pathogénes a l'origine d’entérite
néonatales chez le veau, la vaccination des méres afin d’assurer la production d’anticorps
colostraux«anti-cryptosporidium» a également été étudiée. Le colostrum issu de ces méres
vaccinées est enrichi en anticorps mais également en cellules immunitaires telles que des
lymphocytes, neutrophiles, macrophages, et en cytokines et autres molécules impliqués dans les
mécanismes de I'immunité, tout comme lescolostrums non hyper-immuns (Naciri, 2007).

L’action locale des immunoglobulines spécifiques sur les stades libres de Cryptosporidium
apportées par le colostrum maternel est bréve et estimée entre 36-48h. Leur présence ne permet
pas de couvrir la durée du cycle parasitaire (Naciri, 2007). L’administration de colostrum non-hyper
immun ne permet pas d’apporter une protection contre Cryptosporidium (de Graaf et al., 1999).

Plusieurs études rapportent des résultats prometteurs quant a l'utilisation de colostrum hyper-
immuns dans la gestion de la cryptosporidiose néonatale bovine.

Chez des vaches en fin de gestation, 'administration d’'une protéine recombinante contenant une
séquence d’une protéine de surface P23 du stade sporozoite, a permis d’obtenir aprés challenge
chez les veaux issus de ces méres, une diminution significative de I'excrétion fécale d’oocystes.
Par ailleurs, aucun de ces veaux n’a présenté de diarrhée (de Graaf et al., 1999).

Chez des cheévres, la vaccination des meres a l'aide d’'une protéine de surface CP15 du stade
sporozoite, a permis d’obtenir une excrétion fécale significativement moindre d’oocystes, et une
excrétion fécale plus courte chez les chevreaux issus de ces méres. Par ailleurs, l'infection a C.
parvum chez ces chevreaux ne s’est pas traduite par une atteinte sévére, matérialisée par le gain
de poids journalier, contrairement aux chevreaux des méres n’ayant pas été vaccinées (de Graaf
et al., 1999).

Ainsi en permettant une diminution significative de I'excrétion fécale d’oocystes, et une diminution
de la sévérité des diarrhées, la mise au point d’'un vaccin efficace aurait un impact important sur la
santé et le bien étre des animaux, et significatif sur la contamination de I'environnementet ainsi en
santé publique.
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Deuxieme partie : Microbiote, notions et
outils d’études

1. Deéfinition

Le terme de microbiote (ou flore intestinale) est un terme parapluie qui regroupe en réalité
plusieurs notions distinctes. Un microbiote est une communauté complexe de bactéries, archées,
eucaryotes qui habite, considérant le microbiote gastro-intestinal, 'ensemble du tractus gastro-
intestinal d’un animal.

Un microbiome se compose d’'un microbiote et de son métagénome : genes et génomes des
communautés le composant, ainsi que I'ensemble des molécules issues du métabolisme de ces
communautés (Figure 6) (McKenney et al., 2017)(« Microbiote ou microbiome ? », 2021).

16S rRNA
gene \

¥ Microbiota metabolites # Host metabolites
© Microbiota protein @ Host protein

¢ | Microbiome:

5 ,I lecrpblqta: . b | Metagenome: The genes and genomes of the
.The o !Iechon " .rplcrot?lal s The genes and genomes of the microbiota, as well as the products of
inhabiting a specific environment (165 aidcrobiota the microbiota and the Kosk

rRNA gene) | 1 | environment

Figure 6 : Microbiote, métagénome, microbiome : définitons. D’aprés (Whiteside et al.,
2015)

Par soucis de simplification et parce que la distinction n’est pas toujours réalisée dans les articles
étudiés, le terme microbiote sera préferentiellement utilisé dans ce travail.

Le microbiote le plus décrit et étudié, et celui auguel nous nous intéresserons essentiellement, est
le microbiote intestinal. Néanmoins, la notion de communauté complexe de micro-organismes
vivant dans un environnement spécifique s’étend également au tractus uro-génital, a la peau, aux
voies respiratoires supérieures jusqu’aux poumons, ainsi qu’hors du régne animal, aux plantes,
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chez lesquelles le phytobiote joue des rbles cruciaux, a linterface entre environnement et hote
(Gauguier, 2021)(Brachi, 2022).

2. Microbiote intestinal

Au sein du microbiote intestinal, les bactéries essentiellement anaérobies constituent le régne
majeur des populations des microbiotes intestinaux. Plus difficilement étudiables, archées, virus,
champignons et protozoaires constituent néanmoins des populations également importantes par
les différentes interactions qui s’établissent entre elles (Sadanand, 2019).

Ainsi il existe des interactions complexes entre populations bactériennes et mycologiques
entérigues présentant des fonctions redondantes de protection et de tolérance dans un contexte
de régulation de la réponse immunitaire. Néanmoins, chez 'Homme, dans des contextes de
maladies inflammatoires intestinales, le mycobiome peut jouer un rdle dans la progression de ces
maladies en s'enrichissant au détriment des bactéries (Sadanand, 2019).

Au sein de l'archéome, les archées méthanogenes représentent les microorganismes les plus
abondants dans l'intestin humain (Sadanand, 2019).

Considérant le virome, la plupart des séquences mises en évidence dés 2003 chez ’'Homme, sont
issues de phages tempérés intégrés dans le génome bactérien de bactéries essentiellement Gram
positives (Sadanand, 2019). Intégrés au génome bactérien, ils peuvent avoir un impact sur
'expression de ce dernier (Gauguier, 2021).

L’expansion de certains bactériophages a été corrélée a I'évolution de la maladie de Crohn
(Sadanand, 2019).

Localement le microbiote intestinal est impliqué dans la digestion, la production de nutriments et
interagit avec le systéme immunitaire. Ses populations produisent également des substances
appelées bactériocines, séquestrent des ressources nécessaires a la croissance d’organismes
potentiellement pathogénes et occupent un espace qui n’est pas disponible pour ces populations :
c’est la résistance a la colonisation (McKenney et al., 2017)(« Microbiote ou microbiome ? »,
2021)(Fehervari, 2019).

A I'échelle de I'organisme, des associations ont été mises en évidence entre microbiote intestinal
et maladies intestinales comme la maladie de Crohn (Sadanand, 2019), maladies chroniques :
obésité, diabéte, cardiopathies, désordres auto-immuns, développement de certains types de
cancer en lien avec le régime alimentaire (Bucci, 2019). Des liens ont également été établis avec
le développement cérébral, des troubles neurodégénératifs comme la maladie de Parkinson, ou
encore des troubles psychiatriques comme l'anxiété (Bray, 2019)(Gauguier, 2021). Enfin, le
microbiote joue un rdle dans la métabolisation de médicaments, que ce soit en termes d’activation,
de toxicité ou d’efficacité (Brunello, 2019).

Bien que la toute premiére description de microorganismes en association avec 'Humain remonte
au 17éme siécle, et s’est par la suite poursuivie avec 'avénement de la microbiologie durant la
seconde moitié du 19éme siécle (Pariente, 2019), ce n’est que grace au développement récent
d'outils computationnels, I'amélioration des techniques de séquencgage, le développement
d'importantes bibliothéques de données, ainsi que l'obtention de résultats aux implications
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multiples en matiére de santé et de physiologie que I'étude du microbiote s’est réellement
développée.

3. Microbiote intestinal et santé

A. Microbiote et maladies infectieuses

L’'impact majeur de la présence d’'un microbiote intestinal vis-a-vis des affections infectieuses
intestinales se traduit par la notion de résistance de colonisation, et les mécanismes qui y sont
associes.

La résistance de colonisation réféere a la capacité d’un microbiote a limiter lintroduction et
I'établissement de microorganismes exogénes (Ignhacio et al., 2019).

Ainsi, des souris dont le microbiote est appauvri suite a un traitement antibiotique sont bien plus
sensibles a un challenge oral par des souches peu pathogénes de Salmonella et d’E. coli que des
souris contrdles (Fehervari, 2019).

Cette résistance s’établit notamment par une compétition passive pour I'espace et les ressources
trophiques.

Des micro-organismes occupant une méme niche écologique présentent des besoins nutritionnels
en acides organigues, acides aminés, sucres et autres nutriments similaires. Leur consommation
par les populations de la flore commensale restreint donc leur disponibilité pour les populations
exogénes susceptibles d’étre pathogénes. Chez la souris la bactérie Bacteroides thetaiotaomicron
limite par exemple la croissance de I'agent infectieux Citrobacter rodentium par compétition pour
les glucides (Ignacio et al., 2019).

Par ailleurs, la disponibilité des nutriments joue un rdle clé dans I'expression des génes de
virulence et la croissance de pathogenes comme E. coli ou C. difficile (Tungland, 2018a). Il est
concevable de penser qu’'une compétition pour ces derniers entre populations commensales et
exogenes pourrait ainsi moduler I'expression de ces géenes.

Le métabolisme méme des populations microbiennes du microbiote intestinal participe au contrdle
des différentes populations, par la modulation de la teneur en oxygene ainsi que du pH notamment
par la production d’acides gras a chaine courte issus de la fermentation des glucides par les
communautés microbiennes (Figure 7) (Ignacio et al., 2019).
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Figure 7 : Relations entre communautés bactériennes au sein du microbiote intestinal et
homéostasie intestinale. D’aprés (Ignacio et al., 2019)

Par ailleurs, certaines populations bactériennes sont capables de produire des substances a
spectres étroits limitant la croissance d’individus de la méme espéce ou d’espéces apparentées.
Observées des 1921 dans une co-culture d’Escherichia coli, certaines souches commensales d’E.
coli produisent ces bactériocines inhibant la croissance d’E.coli entérohémorragique EHEC (Figure
7) (Ignacio et al., 2019)(Fehervari, 2019). Les souches probiotiques de Lactobacillus salivarius
UCC118 produisent de méme, la nacteriocine Apb118 capable de protéger des souris contre une
infection a Listeria monocytogenes (Fehervari, 2019).

Les acides gras a chaine courte issus du métabolisme des micro-organismes et notamment le
butyrate, peuvent réguler négativement I'expression de génes de virulence comme le systéme de
sécrétion de type 3 chez Salmonella enterica serovar Enteritidis et Tiphymurium (Ignacio et al.,
2019).

La métabolisation des acides biliaires en acides biliaires secondaires par Lactobacillus spp.,
Bifidobacteria spp., Enterobacter spp., Bacteroides spp., ou Clostridium spp. régule également
I'expression de facteurs de virulence, altére les membranes bactériennes, la conformation spatiale
des protéines et induit des dommages a I’ADN (Ignacio et al., 2019).

Enfin, le microbiote intestinal joue un rdle clé dans I'induction, le développement et la fonction du
systéme immunitaire local de I'héte mais aussi systémique.

Ainsi I'activation des cellules de Paneth au sein de I'épithélium intestinal induit la production de
protéines antimicrobiennes comme la regenerating islet-derived protein-3, Reg3-y, en réponse a la
stimulation des TLR par la flore commensale.
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Chez les rongeurs, l'interaction de bactéries commensales comme les clostridies ou les bactéries
segmentées filamenteuse (SFB) avec I'épithélium intestinal participe a la différenciation des
lymphocytes intestinaux : les clostridies induisent I'accumulation de lymphocytes LTCD4+
régulateur spécifiquement, et les SFB de LTCD4+ Th17 impliqués dans le maintien de la barriére
intestinale et la réponse immunitaire locale (Ignacio et al., 2019).

Malgré la pluralité des mécanismes impliqués dans la résistance de colonisation, ces derniers
peuvent étre contournés par les entéropathogénes.

L’inflammation intestinale peut altérer la composition du microbiote, le rendant plus sensible a la
colonisation de bactéries invasives (Fehervari, 2019).

Certains pathogénes comme C. difficile ou S. typhimurium peuvent également utiliser comme
source d’énergie des substrats issus du métabolisme des bactéries commensales comme certains
sucres issus de B. thetaiotaomicron (Ignacio et al., 2019).

Enfin, certaines Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) orientent leur métabolisme pour se
soustraire a la compétition pour les nutriments imposée par les organismes commensaux (lgnacio
et al., 2019).

Néanmoins, des animaux préalablement colonisés par trois souches d'E. coli commensales
différentes présentant des besoins nutritionnels différents sont résistants a la colonisation par les
EHEC tandis qu’ils deviennent sensibles s’ils n‘ont été colonisés qu’'avec une seule souche
(Ignacio et al., 2019).

La diversité du microbiote apparait ainsi comme un élément clé comme support de ses bénéfices
pour la santé de I'hdte, par la création d'un effet tampon face a d'éventuelles perturbations
(McKenney et al., 2017).

B. Maladie intestinale et maladies chroniques

a. Le microbiote intestinal comme agent causatif transférable

L'utilisation dés les années 1960 d’animaux élevés dans des environnements stériles, et donc
exempts de microbiote a permis de nombreuses avancées dans la compréhension des
dynamiques s’établissant entre ces derniers et leur hote.

Ces animaux dits « germ-free » ont une espérance de vie similaire a celle d’animaux normaux
mais leur croissance est ralentie et ils présentent des différences anatomiques et physiologiques
par rapport a des animaux normaux. Leur caecum est ainsi élargi, ils présentent une motricité
digestive ralentie, une différenciation des cellules de la paroi intestinale inachevée, un réseau
immunitaire local moins dense par rapport a des animaux normaux (Gauguier, 2021)(Brunello,
2019).

Le transfert chez ces animaux de communautés microbiennes issues d'un individu par
transplantation fécale permet I'établissement de ces communautés et I'obtention d’'un microbiote
semblable en nombre de souches microbiennes et en localisation de ces souches a celui de
I'individu donneur (Brunello, 2019).

Il est ainsi possible de transférer chez des animaux « germ-free » des communautés microbiennes

associées a des maladies humaines et ce faisant, transférer le phénotype associé a ces maladies,
a ces animaux. De nombreuses recherches ont été réalisées afin d’établir les relations causales
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qui peuvent exister entre des communautés microbiennes et des maladies notamment chroniques,
comme l'obésité (Pariente, 2019).

A linverse, le transfert d’'un microbiote d’'un individu sain & un individu malade peut permettre la
résolution de son affection. La transplantation fécale peut ainsi permettre de résoudre des
diarrhées débilitantes récidivantes a Clostridium difficile en normalisant la diversité microbienne et
la structure des différentes communautés dans le codlon (Stone, 2019). Elle permet également chez
des individus souffrant de syndrome métabolique, ensemble de troubles physiologiques et
biochimiques associé a une obésité abdominale (Fédération Francaise de Cardiologie, 2016),
d’augmenter la diversité microbienne au sein du microbiote intestinal, de restaurer une sensibilité a
linsuline ainsi que la métabolisation des acides gras a chaine courte impliqués dans la réduction
des maladies métaboliques et promouvant la santé (Bucci, 2019)(White, 2019).

b. Impact de I'environnement

e Alimentation

Le microbiote intestinal, s’il est en relation avec l'organisme héte, l'est également avec
I'environnement de ce dernier et notamment son alimentation.

Le régime alimentaire modifie le microbiote intestinal.

Chez des souris portant la mutation Kras impliquée dans le cancer colorectal humain, un régime
enrichi en gras (High Fat Diet) induit des tumeurs intestinales. Le transfert du microbiote de ces
souris chez des souris également mutées Kras mais nourries avec un régime normal induit
également ces tumeurs. L'inflammation a l'origine de ces cancers colorectaux ainsi induits répond
a un traitement antibiotique (Bucci, 2019).

Le régime alimentaire modifie également I'expression du microbiote intestinal.

Ainsi chez 'Homme, un régime alimentaire riche en fibres comme peut I'étre celui de
communautés rurales, est associé a une diversité microbienne intestinale augmentée, un
enrichissement en certaines espéces comme Prevotella impliguées dans la synthése de
propionate et d’acétate, avec des concentrations plus importantes d’acides gras a chaine courte et

une réduction de l'incidence de maladies métaboliques (White, 2019)(Beaver et al., 2021).

Les bactéries anaérobies coliques sont capables de fermenter les polysaccharides de plantes mais
également les protéines glycosylées qui borde I'épithélium intestinal et forment la couche de
mucus protectrice, en réponse a des régimes alimentaires différents, plus ou moins enrichis en
fibres.

La disponibilité en fibore module en effet I'expression de génes bactériens. Un régime enrichi en
fibres se traduit par une régulation positive des genes bactériens impliqués dans la métabolisation
des polysaccharides, tandis qu’un régime dépourvu de fibres régule positivement les génes des
enzymes capables de dégrader la couche de mucus protectrice. Les parois coliques sont par
conséquence fragilisées, favorisant leur inflammation, I'établissement de pathogénes, et la
survenue de cancers (Farrell, 2019).
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¢ Notion de communauté

Le microbiote est une communauté complexe de microorganismes.

L’'impact et les effets du microbiote intestinal sur son héte dépendent également des interactions
entre les différentes espéces microbiennes présentes au sein des ces communautés.

Ainsi, une souche de Lactobacillaceae dont I'action sur les acides biliaires a été prouvée in vitro,
ne présente pas les mémes capacités métaboliques chez des rats « germ-free » jusqu’a
I'introduction de souches bactériennes additionnelles (Brunello, 2019).

C. Microbiote et développement cérébral : I’axe intestin-cerveau

Le microbiote intestinal influence aussi le développement cérébral et ses fonctions, notamment
chez la souris, modéle animal particulierement étudié.

Le microbiote intestinal peut étre impliqué dans la modulation de comportements. Ainsi, des
lignées de souris différentes présentent des niveaux d’anxiété différents. Ces derniers se
traduisent par exemple par des comportements explorateurs différents, plus ou moins marqués.
Par ailleurs, les souris « germ-free » ont une réponse hormonale au stress de la contention plus
marquée. Les niveaux d’anxiété distincts des différentes lignées de souris sont associés a des
compositions différentes du microbiote, et par ailleurs ils sont transférables par transplantation
fécale (Bucci, 2019).

Ainsi, des souris présentant un microbiote altéré ou « germ-free », montrent des modifications de
I'expression de facteurs neurotrophiques dans des zones spécifiques du cerveau impliquées dans
la modulation de lanxiété et de la dépression, des différences dans I'expression de divers
récepteurs de neurotransmetteurs et une altération dans le turnover de certains
neurotransmetteurs comme la sérotonine (Bray, 2019).

Par ailleurs, certains pathogenes entériques, comme les toxoplasmes, peuvent affecter le
comportement de I'héte, souris comme Homme, favorisant les comportements considérés comme
dangereux, notamment via la réponse immunitaire inflammatoire qui induit I'expression de
indoléamine 2-3 dioxygénase 1 (IDO), une enzyme impliquée dans le catabolisme du tryptophane,
précurseur de la sérotonine (Enders, 2014)(Desmettre, 2020).

Le microbiote intestinal est également suspecté comme étant impliqué dans le développement de
certaines maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson. Dans un modéle de
maladie parkinsonienne, la présence d’'un microbiote et notamment de certaines souches d’E. coli
et d’Enterobacteriaceae et d'acides gras microbiens a chaine courte, promouvait une
neuroinflammation, des atteintes motrices ainsi qu’'une forme pathologique d’alpha synucléine,
peptide amyloide impliqué dans le développement de la maladie (Bray, 2019). Des formes
pathologiques d’alpha synucléine peuvent également se propager de I'intestin au systéme nerveux
central via le nerf vague (Gauguier, 2021).

Les mécanismes et les trajets de transmissions impliqués dans I'axe intestin-cerveau ne sont pas

completement connus. Certaines bactéries intestinales sporulant peuvent augmenter la production
de sérotonine par stimulation des cellules entérochromaffines dans le célon de souris, sans que
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'on ne sache de quelles fagons le cerveau pourrait en étre impacté. Des composants issus du
métabolisme et des membranes bactériennes seraient par ailleurs capables de se transloquer
depuis lintestin et de passer la barriere hématoencéphalique, par voie sanguine, via le systéme
immunitaire ou par transit par le nerf vague. En effet, la section du nerf vague, sous le diaphragme,
permet de bloquer les effets anxiolytiques de la souche probiotique Lactobacillus rhamnosus chez
la souris, et I'incidence de la maladie de Parkinson est moindre chez des individus ayant subi une
vagotomie (Bray, 2019)(Gauguier, 2021)(Jagatia, 2019).

4. Mise en place et développement

A. Colonisation et chronologie

La colonisation bactérienne du tube digestif est précoce.

Des traces d’ADN bactériens ont été retrouvées dans le placenta, le fluide amniotique ainsi que le
méconium de foetus humains suggérant a minima I'exposition des foetus a des molécules
microbiennes traversant le placenta de la mére au cours de la vie anténatale chez ’'Homme (York,
2019).

L’acquisition d’'un microbiote se fait pendant et immédiatement aprés la naissance par contact
avec les flores vaginales et fécales de la mére.

Le microbiote des nouveaux-nés nés par voie naturelle est enrichi en bactéries semblables au
microbiote vaginal : il est ainsi notamment enrichi en lactobacilles au contraire des enfants nés par
césarienne, dont le microbiote fécal est enrichi en bactéries commensales de la peau telles que
des staphylocoques, streptocoques, et propionobacterium. Chez ces enfants nés par césarienne,
les bactéries associées a la césarienne peuvent étre retrouvées dans le microbiote fécal jusqu’a
'age de deux ans (York, 2019).

Chez la souris comme chez 'Homme, les premiéres bactéries a se développer sont des bactéries
anaérobies facultatives et des bactéries microaérophiles. Des analyses de 'ARNr 16S sur des
contenus caecaux murins, montrent qu'a une semaine d’age les communautés bactériennes sont
peu diversifiées et dominées par des bactéries anaérobies facultatives des genres Actinobacillus,
Lactobacillus ou Escherichia.

La colonisation progressive de bactéries du phylum des Proteobacteria, bactéries anaérobies
facultatives, dans les jours suivants participe a I'abaissement de la concentration locale en
oxygene, favorisant I'établissement d’espéces anaérobies strictes comme Bacteroides spp.,
Parabacteroides, Clostridium spp. ou Bifidobacterium spp., majoritaires a deux semaines d’age
chez la souris, et des premiers champignons vers 10 jours d’age chez le veau (VanDussen et al.,
2020)(Zened et al., 2021)(Mammeri et al., 2019).

Chez le veau, les Proteobacteria représentent plus de 50% des anaérobies facultatives dans les
premiers jours de vie (Zened et al., 2021).

A trois et six semaines de vie, le microbiote murin s’est enrichi en Clostridium, et voit 'abondance
en Bacteroides et Parabacteroides diminuer en paralléle de 'augmentation des genres Blautia et
Mucispirillum (VanDussen et al., 2020).

Chez les jeunes ruminants, lintroduction de céréales dans le régime alimentaire induit une
diminution importante du genre Bacteroides (Zened et al., 2021).

De méme chez le chevreau, I'étude de la diversité alpha des populations bactériennes retrouvées
dans les féeces montre une augmentation stable de cette diversité dans les quinze premiers jours
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de vie. Dés 5 jours, on voit ainsi émerger différents taxa tels que Dialister, Intestinibacter,
Sellimonas, Anaerotroncus, Enterobacter, Mogibacterium et Bifidobacterium. A 15 jours, trois
genres de la famille des Ruminococcacae émergent : Intestinimonas, Eubacterium, et
Ruminococcaceae UCG-004 (Mammeri et al., 2020).

Dans les premiers temps de la vie, le microbiote intestinal subit ainsi des changements importants,
s’adaptant au cours du temps aux changements alimentaires, aux différents nutriments disponibles
et a l'environnement dans lequel lindividu évolue. L’évolution du régime alimentaire, de la
consommation de lait vers la consommation de sucres et de substrats plus complexes induit des
changements de composition du microbiote, avec un enrichissement des fonctions bactériennes
en lien avec la métabolisation des sucres et la biosynthése d’acides aminés (York, 2019).

Ainsi chez I'Homme, le microbiote d’enfants de 12 mois encore allaités est dominé par
Bifidobacterium et Lactobacillus. Le microbiote d’enfants du méme age qui ne sont plus allaités,
est enrichi en espéces prévalentes chez I'adulte, telle que Clostridia (VanDussen et al., 2020).

L’utilisation d’antibiotiques dans la vie précoce impacte la diversité et la stabilité du microbiote au
cours de sa maturation : 'abondance de certains taxa peut ainsi rester réduite plusieurs années
aprés le traitement chez I'enfant (York, 2019).

Chez le veau, une étude a mis en évidence chez des individus recevant du lait cru contenant des
résidus médicamenteux de ceftiofur, d’ampicilline, de pénicilline et d’oxytétracycline, une
proportion plus élevée d’E. coli multirésistante. Leur microbiote intestinal analysé sur la base des
échantillons fécaux récoltés pouvait étre distingué de celui de veaux nourris au lait cru ne
contenant pas de résidus antibiotiques (Beaver et al., 2021).

Chez I'enfant, les communautés bactériennes se stabilisent et ressemblent a celles des adultes
vers I'age de 2-3 ans (York, 2019).

B. Impact de I’alimentation

L’alimentation apparait comme un déterminant majeur du développement du microbiote intestinal
dans la vie précoce : la maturation du microbiote est différente chez des enfants malnutris par
rapport a des enfants sains, et ce méme si un changement alimentaire est mis en place (York,
2019).

Le lait maternel contient des communautés bactériennes qui pourraient participer a l'installation du
microbiote intestinal chez le nourrisson. Par ailleurs, le microbiote du nourrisson allaité est dominé
par des espéeces capables de métaboliser les oligosaccharides contenues dans le lait humain : a
12 mois le microbiote des enfants allaités est toujours dominé par Bifidobacterium et Lactobacillus
alors que celui de ceux qui ne le sont plus est enrichi en espéces prévalent chez les adultes
comme les clostridies (York, 2019)(VanDussen et al., 2020).

Chez les veaux, la consommation de colostrum favorise la colonisation microbienne de I'intestin

gréle. La prévalence de Bifidobacteria et Lactobacillus est réduite si la prise de colostrum est
retardée de 12 heures. Par ailleurs, une étude s’intéressant a limpact de l'usage des
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lactoremplagants par rapport a I'allaitement sur le développement du microbiote intestinal chez le
veau, rapporte une différence de diversité Béta entre les deux groupes (Beaver et al., 2021).

Chez 'agneau, la méthode de nourrissage, sous la mére ou au biberon, affecte I'acquisition et la
structure du microbiote intestinal initial. Chez les agneaux nourris au biberon, le microbiote fécal
était enrichi en Escherichia et Shigella par rapport aux agneaux allaités : au sein du microbiote
intestinal I'établissement de I'environnement anaérobie et des microorganismes anaérobies
pourrait étre retardé par rapport a un mode d’alimentation plus naturel (Beaver et al., 2021).
Néanmoins, il est compliqué de conclure a limplication respective du type d’aliment, de
I'environnement d’élevage ou du contact avec la mére sur ces modifications.

C. Impact des modes d’élevage

Une étude menée en 2021, s’est intéressée a I'impact des méthodes d’élevages des veaux sur le
développement de leur microbiote intestinal. Deux groupes ont été étudiés : les veaux du groupe
Conventionnel étaient séparés de leur méres six heures aprés la naissance, et nourris avec du lait
non inclus au tank, pasteurisé : lait de vaches ayant vélées dans les jours précédents, lait avec un
taux cellulaire élevé et lait de vaches recevant des antimicrobiens. Les veaux du groupe Contact
maternel étaient en contact avec les meres durant la nuit pour une durée de 13h et nourris au
biberon avec du lait de vache. La tétée des méres était empéchée.

Si le protocole d’étude ne permet pas de conclure avec certitude sur I'association de chaques
facteurs aux résultats obtenus, des différences ont néanmoins été observées entre les deux
groupes. Les échantillons fécaux des veaux agés de 4 semaines du groupe Conventionnel
présentent une abondance relative en lactobacilles réduite. Les analyses réalisées avec le logiciel
PICRUSt2, logiciel de prédiction des fonctions microbiennes basé sur le microbiome humain
(Douglas et al., 2020), montrent chez ces veaux des niveaux de tryptophane et de L-ornithine
réduits. Ces deux composés sont impliqués dans 'immunité intestinale (Beaver et al., 2021).

D. Impact de la génétique

La co-évolution entre hoéte et microbiote dans une relation pouvant étre qualifiée de symbiotique
vis-a-vis de la nutrition, de la production d’acides gras a chaine courte et de vitamine notamment,
pose la question d’'une sélection préférentielle pouvant étre médiée par le patrimoine génétique.
Les premiers liens entre composition du microbiote et patrimoine génétique sont évoqués des les
années 1980, ou il a été observé que les microbiotes fécaux de jumeaux monozygotes
présentaient plus de similarités que ceux de jumeaux dizygotes (Fan et al., 2020)

Chez 'Homme, des liens entre génétique de I'héte et microbiote digestif ont été établis (Zened et
al., 2021).

Chez les bovins et les ovins, il a également été montré qu’il existait un contréle génétique des
communautés microbiennes constituant le microbiote intestinal. Chez les ovins, une étude s’est
intéressée a I'héritabilité de taxons bactériens : 22 % des genres bactériens et 59 taxons
bactériens étaient significativement héritables avec des héritabilités supérieures a 0,10 et 0,15. Par
ailleurs, le niveau d'abondance de ces taxons et leur niveau d'héritabilité était indépendant : des
populations méme faiblement abondantes peuvent ainsi étre héritables (Zened et al., 2021).
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Une étude menée sur une cohorte de veaux issus du croisement d’Angus et de Brahman et élevés
dans un environnement et avec un régime alimentaire similaire a montré que chez ces veaux non
sevrés de moins de 3 mois, le microbiote intestinal était significativement affecté par la génétique
de I'héte et notamment par le génome paternel. Ainsi, dans ces populations, la diversité Béta était
significativement différente entre les groupes les plus éloignés génétiquement : 153 Operationnal
Taxonomic Unit (OTU) présentaient une corrélation significative avec la composition raciale,
appartenant majoritairement aux groupes des Ruminococcacea et des Bacteroidaceae et
'abondance relative des bactéries identifiées comme étant des bactéries coeur, ou noyau, du
microbiote intestinal des veaux car retrouvées dans au moins 80% des échantillons fécaux,
présentait une association linéaire significative avec la composition raciale des veaux. Parmi les
bactéries coeur 30 a 45% étaient linéairement associées a la composition raciale des peres (Fan et
al., 2020)

Les veaux dont la composition raciale tendait plus vers la race Brahman, adaptée a utiliser des
fourrages de pauvre qualité avaient un microbiote enrichi en Coprococcus, Faecalibacterium,
Blautia, et Butyrivibrio, bactéries impliquées dans la production d’acide gras a chaine courte et la
métabolisation des sucres, tandis que le microbiote des veaux dont la composition raciale tendant
plus vers la race a viande Angus était enrichi en bactéries prédites comme métabolisant les lipides
et les acides aminés (Fan et al., 2020)

Dans cette étude, les bactéries dégradant la mucine étaient linéairement associées a la
composition raciale et il existait une association linéaire significative entre les single nucleotide
polymorphisme (SNP) proches ou dans les genes encodant la mucine et ces bactéries Clostidium,
Rikenellaceae et Akkermansia. L’hypothése avancée serait que le polymorphisme des génes
bovins de mucines pourrait contribuer a la variation des systémes de défense intestinale
provoguant une composition microbienne intestinale différente, en fonction du génome (Fan et al.,
2020).

Néanmoins, chez 'Homme comme chez les ruminants, la significativité des associations entre
SNP et taxa bactériens reste controversée, notamment par l'influence importante que constitue
'environnement et les individus entourant le nouveau né sur la mise en place du microbiote et sur
l'expression des génes. Ainsi, chez 'lHomme, des parents non génétiquement liés et méme des
animaux de compagnies, partagent une part importante de leur microbiote avec leurs proches et
notamment les enfants (York, 2019)(Fan et al., 2020)(Zened et al., 2021).

E. Dysbiose et stabilité du microbiote intestinal

Lorsque I'on étudie le microbiote, a fortiori intestinal, et son implication dans la physiologie de
I'héte, la notion de dysbiose qui qualifie I'altération qualitative et/ou fonctionnelle du microbiote
intestinal (Gauguier, 2021) est mise en avant comme pierre angulaire des problématiques
associées : développement de pathologies inflammatoires chroniques, désordres métaboliques,
troubles immunitaires ou encore immunologique, fragilité face aux infections.

La notion de dysbiose pose la question de la variabilité acceptable de la composition microbienne
des microbiotes entre individus, et de la stabilité de ces derniéres dans le temps. L'un des objectifs
des recherches sur le microbiote est de déterminer s'il existe un noyau microbiotique partage par
tous, et de le caractériser (Dickson, 2019).
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Chez 'Homme, I'analyse de 13 000 séquences d’ARNr 16S issues de prélévements de muqueuse
coligue de trois individus sains montre que le microbiote intestinal adulte est dominé par
Bacteroidetes et Firmicutes alors que Actinobacteria, Proteobacteria et Verrucomicrobia sont
présent en minorités. Il existe par ailleurs des variations marquées entre individus (Dickson, 2019).

Le projet MetaHIT (Metagenomes of the Human Intestinal Tract) regroupant les données issus du
séquencage de I'ensemble des génes des bactéries hébergées par le tube digestif humain, a partir
d’échantillons fécaux de 124 individus montre que ces génes sont largement partagé par les
individus de la cohorte : un millier d’espéces bactériennes sont habituellement présentes dans
l'intestin humain, chaque individu en abrite au moins 170, 18 espéces sont détectées chez
lensemble des individus (Dickson, 2019)(Ehrlich, 2018). Indépendamment de [lorigine
géographique, de I'état de santé, du sexe, ou de I'age de ces individus, il existerait ainsi par
ailleurs au sein des populations humaines trois grands types de compositions microbiennes
appelées enterotypes. Ces entérotypes sont dénommés suivant la population microbienne
dominante : Bacteroides, Prevotella, ou Ruminococcus (Ehrlich, 2018).

Une étude s’intéressant au microbiome fécal de jumeaux adultes et de leurs méres propose par
ailleurs I'existence d’un patrimoine génétique microbiotique noyau plutét que d’'un noyau d’espéces
microbiennes. En effet, ces individus partageaient plus de 93% de groupes enzymatiques
fonctionnels communs mais seulement 0,5% de phylotypes bactériens.

Ainsi il n’existe pas de microbiote sain uniforme mais des microbiotes individuels : les microbiotes
different entre individus (Hofer, 2019). Chaque individu posséde un microbiote propre et distinct et
les échantillons issus d’'un individu sont plus similaires entre eux que par rapport a un autre
individu (Dickson, 2019).

Par ailleurs, une étude ayant suivi 37 personnes montre qu’au sein du microbiote d’'un individu
environ 60% des souches bactériennes restent stables sur une période de 5 ans (Dickson, 2019).

Enfin, 'impact des antibiotiques, du régime alimentaire et du systéeme immunitaire sur la stabilité
des microbiotes d’individus notamment adultes est encore peu connu (Dickson, 2019).

5. Outils d’étude

La description d’un environnement biologique, comme peut I'étre un microbiote, et de sa diversité
fait appel a plusieurs notions.

La diversité spécifique s’intéresse ainsi au nombre d’espéces, qui correspond a la richesse
spécifique de I'environnement, mais aussi a la répartition numérique des espéces ou équitabilité
c’est-a-dire 'abondance de ces espéces.

A. Diversité alpha

a. Définition

La diversité alpha correspond a la diversité locale et mesure, a I'échelle locale, la richesse du
milieu soit le nombre d’espéces (Grosjean, 2020).
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b. Indice de diversité de Shannon

L’indice de diversité de Shannon est I'outil mathématique le plus couramment utilisé afin de décrire
la diversité spécifique. Son calcul prend donc en compte la richesse et 'abondance relative des
espéeces (Grosjean, 2020). Sa valeur augmente de fagon algorithmique en fonction du nombre
d’espeéces différentes. Néanmoins, cette valeur est liée a la taille de I'échantillon (Calu, 2020).

A noter que d’autres indices de diversité sont parfois utilisés, comme l'indice de diversité de
Simpson (McKenney et al., 2017), ou l'indice de diversité de Faith (Mammeri et al., 2020).

B. Diversité Béta
a. Définition
La diversité Béta mesure la différence de composition entre plusieurs zones d’études et identifie le
degré de similarité, d’association entre des groupes ou la diversité de différenciation des espéces

entre différents habitats. Les coefficients ou indices de similarité ou de similitude sont utilisés pour
étudier la diversité Béta (Grosjean, 2020).

b. Distances Uni-Frac

Les distances UniFrac est une mesure de la diversité Béta, qui permet d’estimer la distance
phylogénétique entre communautés d’espéces (Xing et Makarenkov, 2019)(Lozupone et al., 2011).

Les distances Uni Frac peuvent étre pondérées afin de tenir compte des différences d'abondance
relative : les résultats obtenus peuvent alors étre différents mais complémentaires.

Les distances Uni Frac pondérées offrent une mesure quantitative de la dissimilarité tandis que les
distances non pondérées offrent une mesure qualitative.

Les valeurs des distances UniFrac peuvent étre influencées par le nombre de séquences, le
nombre d’échantillons : elles peuvent étre surestimées si le nombre d’échantillons est trop faible.
(Lozupone et al., 2011).

Ainsi, les distances UniFrac peuvent étre utilisées pour vérifier si les lignées phylogénétiques entre
les échantillons sont significativement différentes. L’outil s’appuie sur des données provenant des
technologies de séquencage Next Generation Sequencing (NGS) (Lozupone et al., 2011).

C. Notion d’OTU

La majorité des études s’intéressant au microbiome s’appuie sur I'analyse de 'ARN ribosomal
16S. L'ARNr 16S est une région trés conservée chez les bactéries qui ne présente que trés peu de
variations, si ce n’est au niveau de certaines régions spécifiques, nommées régions variables V
(Figure 8). Elle permet d’identifier les membres des communautés bactériennes.

Parce que toutes les espéces bactériennes ne sont pas connues ou décrites, la notion
d’OperationalTaxonomic Unit offre un niveau de description supplémentaire.

Un OTU est un ensemble d’individus dont les séquences 16S sont similaires a au moins 97%.
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L’utilisation des OTU comme outil descriptif présente néanmoins un risque de sur interprétation par
surestimation des populations effectivement présentes dans un environnement (Hery Arnaud,
2018).
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Figure 8 : ARN16S, régions variables (V, grises) et régions conservées (oranges). D’aprés
(Schutz, 2016)

Un niveau de variation supplémentaire s’ajoute par ailleurs en fonction du segment de la séquence
16S analysé : certaines études choisiront d’utiliser le segment V1-V2 (Ras et al., 2015) d’autres le
segment V3-V4 (Charania et al., 2020).

D. Limites actuelles des études

a. Outils d’analyse

L’avancée des méthodes d’analyses permet de mieux approcher et comprendre la complexité des
microbiotes.

Néanmoins, si les méthodes de séquencage les plus récentes, dites Next Generation Sequencing,
permettent I'analyse de communautés microbiennes complexes, elles ne sont pas nécessairement
capables de faire la distinction entre des espéces proches, ni ne percoivent la diversité intra
espéces. De plus, 'accés aux dynamiques entre des populations microbiennes et I'impact de
chacune au sein des communautés bactériennes reste complexe. Elles peuvent cependant étre
associées a des méthodes de méta-transcriptomiques, qui permettent quant a elles le séquencgage
des ARN bactériens et ainsi la détection des membres actifs aux seins des communautés
microbiennes (Tang, 2019). Par ailleurs, si les outils actuels permettent d’identifier des réseaux
métaboliques et de prédire la fonction de génes a partir de leur séquence, les mécanismes de
transcription et traduction ne sont pas prédictibles et des similarités de séquences ne peuvent se
réveéler qu’apparentes (Hanage, 2014).

b. Niveaux de description

La caractérisation d’'un microbiote peut se réaliser a plusieurs niveaux taxonomiques. Un
microbiote peut étre décrit par les phyla, familles, genres, especes, OTU le composant. La
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description d’'un microbiote a I'échelle d’'un niveau ne présume pas de sa réalité aux autres
niveaux de classification. Il est alors possible d’avoir une diversité modérée au niveau des phyla,
mais importante au niveau des familles. Au sein de ces phyla la diversité d’espéces et la diversité
génique et génétique peuvent étre trés importantes et la description des microbiotes aux premiers
niveaux taxonomiques peut venir compliquer linterprétation et [utilisation future de ces
recherches. Ainsi, en 2006, Ley et al. vmontrent que des individus humains obeses présentent une
réduction de I'abondance relative du phylum des Bacteroidetes par rapport a celui des Firmicutes,
par rapport a des individus minces (White, 2019). Dans les études parues a la suite s’intéressant a
ce ratio chez des individus obéses, certaines identifiaient des modifications similaires de ce ratio
comme étant associées a 'obésité, d’autres ne retrouvaient pas ces résultats ou bien trouvaient
des résultats inverses. Trois études regroupant 'ensemble des données recueillies ont par la suite
montré que la signature microbiotique a I'échelle des phylums n’était pas généralisable et que s'il
existait une association entre OTU et obésité, celle-ci était faible (White, 2019).

c. Pluralité des microbiotes, méthodes d’échantillonnage

Un certain nombre d’études sur le microbiote intestinal s’intéressent en réalité au microbiote fécal,
qui présente le grand avantage d’étre facilement accessible.

Néanmoins, le microbiote fécal ne représente spécifiguement ni le microbiote de l'intestin, ni celui
de I'ensemble du tube digestif. En effet, la composition du microbiote intestinal varie selon les
segments considérés du fait de différences physiologiques, de pH, la présence plus ou moins
abondante de mucus et sa composition et ainsi chaque compartiment intestinal présente un
microbiote qui lui est spécifique (Zened et al., 2021).

Une étude s’attachant a séquencer des échantillons issus de plusieurs sites de muqueuses
coliques et de féces a montré qu'il existait des différences significatives entre individus, mais
également qu’il existait des différences importantes de composition entre les communautés
mucosales et celles retrouvées dans les féces, et que ces différences étaient plus importantes que
précédemment pensé (Tang, 2019).

Ainsi chez le veau, au niveau de l'iléon, les Firmicutes constituent la population dominante au
niveau de la lumiére, tandis qu’au niveau de la muqueuse les populations dominantes
appartiennent aux Bacteroidetes, Firmicutes et Proteobacteria, présentes en méme abondance,
avec des genres spécifiques a cette région (Zened et al., 2021).

Enfin, il est a noter que des résultats d’analyses réalisées de fagon indépendante sur le méme
échantillon de selles peuvent également varier considérablement (Hanage, 2014).

Ainsi suite a la multiplication des parutions scientifiques en lien avec I'étude des microbiotes, un
article paru en 2014 dans Nature (Hanage, 2014) enjoint les chercheurs et les lecteurs a se poser
cing questions majeures lorsqu’ils s’'intéressent aux microbiotes.

o Les protocoles expérimentaux sont-ils en mesure de détecter des différences pertinentes?

o L’étude met-elle en évidence une causalité, ou une corrélation? Et ainsi, si 'on considére des
états pathologiques, la pathologie modifie-t-elle la composition microbienne, ou bien la
composition microbienne est-elle a l'origine de la pathologie? Existe-t'il un lien plus
complexe entre ces deux entités? (Yap et al., 2021).

o Quel est le mécanisme a I'ceuvre? quelle est la relation qui s'établit?
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o A quel point les protocoles expérimentaux refletent-ils la réalité de terrain? car les effets du
microbiote sur un individu peuvent étre dépendant d’autres facteurs dont notamment
lalimentation, qui comme nous avons pu I'évoquer joue un rble important dans la
modulation des microbiotes (Yap et al., 2021)

o Les résultats obtenus ne peuvent-ils pas étre expliqués autrement?

Comme nous avons pu l'approcher, la composition et les propriétés intrinséques des microbiotes,
l'interaction de leurs populations entre elles et avec leur hote, varient en fonction de nombreux
facteurs transversaux en particulier I'environnement, I'alimentation ou encore la génétique de I'héte
(Zened et al., 2021).

Dans I'étude des intéractions qui s’établissent entre microbiote intestinal et Cryptosporidium spp., il
est important de souligner que de nombreuses études ne sont que descriptives et ne permettent
pas encore d’accéder tout a fait aux divers mécanismes d’action permettant d’expliciter les
relations entre le microbiote intestinal et le parasite et que par ailleurs au-dela d’étre spécifique a
un individu, la composition d’'un microbiote tend a étre spécifique d’espéce et ainsi toute inférence
d’'un modéle animal & un autre est a réaliser avec précautions.
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Troisieme partie : Données actuelles sur
les interactions entre microbiote
Intestinal et Cryptosporidiumparvum

1. Impact de la présence du parasite sur le microbiote

A. Laprésence du parasite altére la composition du microbiote

a. Impact sur la diversité Alpha

La diversité alpha correspond a la diversité locale et mesure, a I'échelle locale, la richesse d’'un
milieu a l'aide d’indices de diversité (Grosjean, 2020).

Chez des souris adultes immunodéprimées suite a 'administration de dexaméthasone par voie
sous cutanée puis par voie orale dans I'eau de boisson, l'infection par C. parvumn’a pas d’effets
sur l'indice de diversité de Shannon, mesure de la diversité alpha (Ras et al., 2015).

Chez des Iémuriens Sifakas de Coquerel, naturellement infectés, la diversité alpha est diminuée
au cours de l'infection a Cryptosporidium : elle est plus importante avant infection et au cours du
rétablissement que pendant l'infection (McKenneyet al., 2017).

b. Impact sur la diversité Béta

La diversité Béta mesure la difféerence de composition entre différents milieux, compare la
similarité ou la dissimilarité de deux milieux au vu de leurs espéces (Grosjean, 2020).

Chez des souris adultes immunodéprimées, l'infection par C. parvum est a 'origine d’'une altération
de la composition de leur microbiote fécal. Ainsi, le microbiote fécal des souris infectées est
significativement différent de celui de souris non infectées. Les distances phylogénétiques
UniFrac, mesures de la diversité Béta, sont significativement différentes entre les échantillons de
souris infectées et ceux de souris non infectées (Ras et al., 2015).

Chez des lémuriens Sifakas de Coquerel, linfection par C. parvum se caractérise par une
perturbation marquée des communautés bactériennes avec une augmentation importante des
distances Uni-Frac. Le calcul des distances Uni-Frac appareillées et non appareillées montrent
qu‘au cours de l'infection, les variations deviennent trés importantes marquant un appauvrissement
du microbiote (McKenneyet al., 2017).
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c. Impact sur les réseaux bactériens

Chez des chevreaux non infectés par rapport a des chevreaux infectés par Cryptosporidium
parvum, les interactions entre genres bactériens, mis en évidence par le nombre de corrélations
positives s’établissant entre ces derniers, et le nombre de genres connectés sont plus importantes
(Mammeri et al., 2020). L'infection a C. parvum chez le jeune pertube ainsi les réseaux bactériens
au sein du microbiote intestinal.

B. La présence du parasite impacte le développement normal du microbiote
chez le jeune

a. Impact sur la diversité alpha

Chez des souris nouveau-nées, linfection par C. parvum altere également la composition du
microbiote intestinal (Mammeri et al., 2019).

Comme nous avons pu le voir, la diversité alpha des populations bactériennes du microbiote fécal
et a fortiori intestinal augmente au cours de son développement normal durant la vie précoce. Au
sein de la population de Sifakas étudiée, la diversité alpha des microbiotes est significativement
associée entre autres a 'age d’un individu. Chez les plus jeunes individus atteints, la diversité
alpha reste réduite pendant leur rétablissement par rapport aux adultes, et ce pendant plus
longtemps, marquant un rétablissement plus lent (McKenneyet al., 2017).

Chez des chevreaux infectés par C. parvum, contrairement a des chevreaux sains, dont la
diversité alpha des communautés bactériennes retrouvées dans les féces augmente de fagon
stable entre 0 jour et 15 jours post-infection, la diversité alpha ne change pas, marquant un retard
sur le développement attendu du microbiote précoce (Mammeri et al., 2020).

Ainsi, alors que chez des chevreaux sains, I'analyse du microbiote fécal met en évidence
I'émergence de plusieurs taxa dés 5 jours et 15 jours post-infection, ces derniers ne sont pas
retrouvés chez les chevreaux atteints. Par ailleurs, on retrouve chez ces chevreaux atteints des
taxa présents en quantité plus abondantes que chez les chevreaux sains. Ces différences
persistent et semblent s’accentuer a 15 jours post-infection, alors que la diversification du
microbiote fécal des chevreaux sains se poursuit (Mammeri et al., 2020).

b. Impact sur la diversité Béta

Chez des chevreaux, I'étude de I'évolution de la diversité Béta a montré que dés 5 jours post-
infection, la composition des microbiotes fécaux devient significativement différente de celle & 0
jours post-infection. Le calcul des distances Uni-Frac pondérées permet de mettre en évidence
une différence significative entre le microbiote des chevreaux infectés a 5 jours post infection de
celui & O jour post infection, par rapport & ceux des chevreaux controles.
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Entre 5 jours et 15 jours post infection, les variations au sein des microbiotes des chevreaux
atteints sont moins importantes que chez les chevreaux sains, controles. Ainsi, le développement
normal du microbiote des chevreaux semble impacter par linfection parasitaire (Mammeri et al.,
2020).

C. Signature dysbiotique, chronologie des perturbations

Plusieurs études se sont attachées a décrire les perturbations subies par le microbiote intestinal, et
fécal, des individus infectés par Cryptosporidium. De nombreuses études décrivent ainsi les
especes bactériennes qui semblent modifiées par la présence du parasite.

Cependant, la caractérisation d’'une dysbiose induite qui serait spécifique a l'infection par C.
parvum, ne fait pas tout a fait consensus entre les différentes études, notamment du fait
d’analyses réalisées au cours de protocoles différents, chez des populations adultes ou nouveau-

nées.

a. Caractérisation de la dysbiose induite

Chez des souris nouveaux-nées infectées par C. parvum, il a été montré une augmentation de la
proportion de bactéries appartenant au phylum des Bacteroidetes, notamment du genre
Clostridium, par rapport a des souris nouveaux-nées non infectées chez lesquelles une
augmentation de la proportion de Firmicutes et d’Actinobacter était décrite. Une augmentation du
ratio Bacteroidetes/Firmicutes signerait la dysbiose induite par [linfection parasitaire. La
modification de ce ratio est également retrouvée chez des souris infectées par Gardia, et chez
'Homme atteint de maladies inflammatoires chroniques comme nous avons pu [|'‘évoquer
(Mammeri et al., 2019). (Voir Tableau 4, en annexe).

Chez des souris adultes infectées par C. parvum, il a été montré au contraire une diminution de la
proportion de bactéries appartenant au phylum des Bacteroidetes localement au niveau de l'iléon
terminal, et une augmentation des Firmicutes, notamment des genres Allobaculum et Tucibacter
(Charania et al., 2020).

L’infection chez des souris adultes n’est pas a l'origine du développement de signes cliniques.
Chez ces souris infectées résistantes a la cryptosporidiose, on observe néanmoins des
modifications de I'abondance de communautés microbiennes au cours de l'infection, par rapport a
des souris non infectées. Au niveau de l'intestin gréle, Faecalibaculum, Barnesiella et Lactobacillus
etaient particulierement abondantes avec néanmoins une diminution de [I'abondance de
Faecalibaculum et Lactobacillus au niveau du duodénum, et une augmentation de 'abondance de
Lactobacillus, Lacnhospiraceae, Desulphovibrio et Coriobacteria au niveau du jéjunum et de
I'iléon. Au niveau du caecum et du cdlon, 'abondance de Ruminococcaceae était augmentée au
cours de [linfection. A 10 jours post-infection, les populations de Coriobacteriaceae,

Ruminococcaceae et Lachnospiraceae étaient particulierement augmentées(Karpe et al., 2021).

Par ailleurs, une étude menée chez des veaux de différentes exploitations japonaises issues
d’aires géographiques différentes, infectés par C. parvum, un rotavirus, ou sains, a mis en
évidence une augmentation spécifique de l'abondance du genre Fusobacterium au sein du
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microbiote fécal des individus atteints de cryptosporidiose. Cette augmentation était observée
entre 0 jour et 15 jours d’age (Ichikawa-Sekiet al., 2019).

Si 'espéce n’a pas été identifiée, il a été observé une augmentation de la sévérité de la diarrhée
parallelement a une augmentation de l'abondance d’oocystes et de Fusobacterium : une
corrélation positive entre le nombre d’oocystes excrétés et le ratio relatif en Fusobacterium a été
mise en évidence (Ichikawa-Seki et al., 2019).

La croissance de Fusobacterium est envisagée par les auteurs, comme facteur aggravant de
I'infection a C. parvum (Ichikawa-Sekiet al., 2019).

b. Sighature dysbiotique

Plusieurs études mettent en évidence que lors de linfection a C. parvum, les perturbations subies
par le microbiote suivent des trajectoires propres, non nécessairement reproductibles. L’infection a
Cryptosporidium est a I'origine d’'une dysbiose a priori non spécifique.

Ainsi, une analyse quantitative de la diversité entre groupes bactériens par un calcul des distances
UniFrac pondérées sur des séquences amplifiées des génes 16S de '’ARN ribosomal bactérien,
menée au sein des quatre expériences chez des souris adultes immunodéprimées par
administration de dexaméthasone, montre que chaque microbiote fécal suit une trajectoire qui lui
est propre en réaction a l'infection par C. parvum. Les modifications du microbiote induites par la
présence du parasite ne sont donc pas similaires, et par ailleurs sont significativement différentes
(Ras et al., 2015). Les auteurs ne mettent pas en évidence de profil microbiotique qui pourrait étre
caractéristique de I'infection par C.parvum chez ces animaux adultes. (Voir tableau 5, en annexe).

Chez des lémuriens Sifakas élevés en captivité et naturellement infectés par C. parvum, la
perturbation des communautés bactériennes au cours de l'infection n’est pas semblable chez tous
les individus. Elle suit une trajectoire propre, individuelle qui se caractérise néanmoins chez tous
par une diminution de la diversité alpha et une augmentation des distances Uni-Frac (McKenneyet
al., 2017).

c. Evolution de la dysbiose au cours du temps

La cryptosporidiose induit chez les animaux touchés une altération du microbiote intestinal
semblant se caractériser, chez les jeunes, par une variation importante des communautés
bactériennes et une perturbation de leurs interactions, associée a une perte de la diversité
microbienne intrinséque. Elle altére par ailleurs le développement précoce du microbiote. Sl
semblerait qu’'une modification du rapport Bacteroidetes/Firmicutes soit associée a la dysbiose, et
que celle-ci se manifeste notamment par une augmentation de 'abondance en Fusobacterium
chez le veau, la perturbation des communautés bactériennes au cours de linfection suit
néanmoins une trajectoire propre chez les individus atteints.

Chez des souris adultes immunodéprimées, le calcul des distances Uni-Frac met en évidence
post-infection, une convergence des microbiotes fécaux entre souris infectées et souris non
infectées (Ras et al., 2015). Une fois l'infection résolue, les distances phylogénétiques entre souris
étaient diminuées. La perturbation du microbiote apparait ainsi réversible.
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Chez des chevreaux infectés, il a été montré que le microbiote des animaux survivants a l'infection
redevient normal aussi bien en diversité qu’en composition. Ainsi chez les survivants, a 15 jours
post-infection la diversité Béta redevient similaire a celle des animaux du groupe contréle non
infecté (Mammeri et al., 2020).

Chez des lémuriens Sifakas, le calcul des distances Uni-Frac montrent que les variations au sein
des microbiotes avant infection et au cours du rétablissement, sont similaires. Ces variations
individuelles entre la période pré-infection et la période rétablissement sont dans I'intervalle normal
des variations retrouvées pour des sifakas en bonne santé : les microbiotes fécaux retournent ainsi
a des valeurs de distances Uni-Frac semblables a celles d’individus en bonne santé, pendant leur
rétablissement (McKenney et al., 2017).

Chez 'Homme, on observe également une perturbation transitoire du microbiote fécal lors de
l'infection a C. parvum, avec un microbiote qui se normalise une fois I'infection résolue et adopte
un profil pré-challenge (Chappell et al., 2016).

Le microbiote intestinal semble ainsi sensible a la perturbation mais résilient (Mammeri et al.,
2020).

Néanmoins comme nous I'avons vu, chez les sifakas ayant été infectés, la diversité microbienne
était inférieure par rapport aux niveaux pré-infection. Par ailleurs, la composition méme du
microbiote était modifiée par rapport a celle originelle. Certains OTU voient leur abondance
modifiée, et certaines espéces proches se substituent : au sein des Lachnospiraceae par exemple,
I'espéce Lachnospira est remplacée par I'espéce Blautia (McKenney et al., 2017). (Voir Tableau 3,
en annexe).

Chez des chevreaux ayant été infectés, I'étude qui comme nous le verrons, met en évidence une
altération de voies de biosynthése notamment du butyrate lors de I'infection a C. parvum, montre
que cette altération persiste au-dela de I'arrét de I'excrétion fécale d’oocystes (Mammeri et al.,
2020).

Enfin, chez des souris infectées lorsqu’elles étaient nouveau-nés, il a été montré a I'age adulte des
modifications persistantes du microbiote intestinal, associées a des modifications des cellules
immunitaires. Ces modifications intestinales étaient associées a une sensibilité augmentée aux
infections a Salmonella chez les individus, une fois adultes (Lacroix-Lamandé et al., 2019).

2. Impact de la présence d’un microbiote sur le développement
parasitaire

A. Microbiote et résistance a l'infection

Chez les hoétes de Cryptosporidium autres que 'Homme, comme la souris, les individus adultes
sont résistants a l'infection par C. parvum méme en I'absence d’exposition antérieure (Harp et al.,
1992).

Chez la souris et chez ’'Homme, 'augmentation de la résistance a Cryptosporidium est corrélée au
sevrage (VanDussen et al., 2020).
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Ainsi des souris infectées a 1 semaine présentent au niveau intestinal un nombre de parasites par
gramme d’intestin plus important que des souris infectées a 2 semaines d’age et 3 semaines :
respectivement dix fois et cing fois plus.

Chez des souris infectées a 4, 5, et 6 semaines d’age, les niveaux d’infections restent faibles : les
souris sont plus sensibles au cours de leurs deux premiéres semaines de vie (VanDussen et al.,
2020).

L’augmentation de la résistance avec 'age est peu comprise.

Il a été observé gque chez la souris, la résistance a C. parvum se met en place dés trois semaines
de vie méme en 'absence d’exposition préalable. Cette période de temps coincide avec la mise en
place d’une flore intestinale mature, concomitamment avec la transition vers une alimentation
solide (Harp et al., 1990)(Harp, 2003)(VanDussen et al., 2020).

La diversification du microbiote se fait pendant la vie précoce notamment au cours de I'évolution
du régime alimentaire, de la consommation de lait vers la consommation de sucres et de substrats
plus complexes au cours du sevrage (York, 2019).

Un microbiote mature apporterait ainsi un effet protecteur contre C. parvum (VanDussen et al.,
2020).

Des souris adultes exemptes de germes car élevées dans des conditions stériles, sont, elles, plus
sensibles a l'infection que des souris normales (Harp et al., 1992).

De plus, 'administration par voie orale chez la souris de muqueuse intestinale d’animaux adultes
permet le transfert d’une résistance a des nouveau-nés sensibles (Harp, 2003).

Ces observations posent la question de l'implication du microbiote intestinal dans la résistance a
Cryptosporidium, d’autant que néanmoins, des souris adultes normales privées de flore intestinale
par antibiothérapie restent résistantes a l'infection (Harp et al., 1992).

Des souris Severe Combined ImmunoDeficient (SCID), ne possédant ni lymphocytes B, ni
lymphocytes T fonctionnels, développent suite a un challenge par C. parvum une forme chronique
de cryptosporidiose (Harp et al., 1992).

Chez des souris SCID porteuses d’une flore digestive, I'excrétion fécale d’'oocystes apparait a 3, 5
et 7 semaines post challenge dans trois expériences indépendantes, et reste faible dans les
semaines suivantes. Ainsi, dans une premiéere expérience, a 9 semaines post challenge, chez trois
souris, un tiers des champs issus de I'étalement des féces présentaient 1 oocyste de C. parvum
(Harp et al., 1992).

A 2 semaines post challenge, l'iléon, le caecum et le cOlon proximal de ces souris SCID présentent
quelques rares parasites. A 9 semaines, 12 et 16 semaines post challenge ces sites présentent un
nombre de parasites faible a modéré, pouvant étre associé a une nécrose et une hyperplasie des
cryptes, par endroit, au sein d’'une muqueuse par ailleurs normale (Harp et al., 1992).

Au contraire, chez des souris SCID exemptes de germes, a 3 semaines post challenge I'iléon
terminal et le cdlon présentent une colonisation trés importante : a la surface de I'épithélium, les
parasites y forment par endroits une couche continue sans que ne soient néanmoins associées de
zones de nécrose ou d’hyperplasie des cryptes (Harp et al., 1992).
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Ainsi, si les souris SCID porteuses d’'une flore digestive développent des formes chroniques de
cryptosporidiose, elles présentent une capacité de résistance a C. parvum se traduisant par une
excrétion fécale et des lésions histologiques moindres, plus importante que des souris SCID
« germfree », et que des souriceaux, jeunes Iémurss et veaux immunocompétents, pendant au
moins 3 semaines (Harp et al., 1992).

La présence d’un microbiote intestinal contribue ainsi a la résistance initiale a l'infection chez des
souris adultes normales méme en I'absence d’une réponse immune spécifique.

B. Composition du microbiote et sensibilité a I'infection

Une étude menée au sein d’'une cohorte de trente-cinqg Iémuriens Sifakas élevés en captivité et
suivis pendant trois ans, a montré qu’entre les individus jeunes développant une cryptosporidiose
et ceux n’en développant pas, les microbiotes pré-infection étaient similaires. En effet, il n’y avait
pas de différence de diversité alpha entre ces deux groupes. La diversité du microbiote pré-
infection n’est pas a l'origine d’une sensibilité ou a l'inverse d’'une résistance particuliére vis-a-vis
de linfection a Cryptosporidiumchez les jeunes lémurs Sifakas de Coquerel. La notion de
microbiote sain et stable ne permet pas d’expliquer la variation de sensibilit¢ a linfection
parasitaire dans cette espéce (McKenney et al., 2017).

Néanmoins, chez 'Homme adulte, I'analyse de microbiotes fécaux avant challenge par C.
parvummontre que la composition de ces derniers en pré-infection est différente entre les deux
groupes d’individus étudiés : ceux développant une cryptosporidiose clinique avec diarrhées et
excrétion fécale d’'oocystes, et ceux ne développant ni symptémes gastro-intestinaux, ni excrétion
fécale. Les individus asymptomatiques mais excrétant des oocystes, ainsi que ceux développant
des diarrhées mais sans excrétion fécale d’oocystes, n’étaient pas inclus dans I'étude (Chappell et
al., 2016).

Ainsi si les Firmicutes constituent le phylum le plus abondant pré-infection dans les deux groupes,
le groupe non infecté présente une plus grande abondance du phylum des Proteobacteria, et une
abondance en Bacteroidetes et Verrucomicrobia moindre. A l'inverse, le groupe d’individus qui ont
développé a posteriori une infection, présente une plus grande abondance en Bacteroidetes et
Verrucomicrobia, et une abondance moindre en Proteobacteria.

Chez les individus non infectés le ratio Firmicutes/Bacteroidetesétait ainsi de 27 pour 1. Chez les
individus infectés le ratio était de 4 pour 1 (Chappell et al., 2016). (Voir Tableau 6, en annexe).

C. Composition du microbiote et sévérité de I'infection

Plusieurs études sur des protozoaires entériques tels que Entamoeba histolytica ou Eimeria tenella
montrent une virulence plus importante de ces derniers, lorsque l'infection se fait en présence de
bactéries intestinales (Ras et al., 2015).

Chez des souris porteuses d’une flore intestinale dont le récepteur T alpha (TCR alpha), récepteur
de surface des lymphocytes T, est déficient, I'infection a C. parvum se traduit par des lésions de la
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mugueuse intestinale plus séveres que chez des souris TCR alpha déficiente « germfree »
(Charania et al., 2020).

Par ailleurs, chez la souris, des changements du microbiote intestinal induit par antibiothérapies,
sont corrélés a des sensibilités différentes a C. parvum (Charania et al., 2020).

Ainsi I'administration par voie orale de cloxaciline a des souris augmente significativement
l'excrétion fécale d’oocystes par rapport a des souris recevant un placebo. L’analyse de leur
microbiote fécal met en évidence une quasi absence de Bacteroides, une diminution des
Firmicutes et notamment des bactéries Gram + Clostridiales, Lactobacillus, Erysipelotrochales, et
une surreprésentation des Protéobactéries. La diversité alpha, caractérisée par lindice de
Shannon est diminuée lors de I'administration de cet antibiotique (Charania et al., 2020).

Dans cette méme étude, I'administration par voie orale de paromomycine a des souris augmente
'abondance relative en Lactobacillus de leur microbiote fécal, et diminue I'abondance relative en
Allobaculum. La charge bactérienne totale semble diminuée mais la diversité alpha n'apparait pas
impactée (Charania et al., 2020).

De plus, des souris immunodéprimées par administration de dexaméthasone et ayant recu des
antibiotiques afin d’épuiser leur microbiote intestinal et recevant un probiotique humain contenant
des souches bactériennes de Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus thermophilus,
présentent une excrétion fécale d’oocystes significativement plus importante que les souris
contrdles suite & un challenge a C. parvum (Oliveira et Widmer, 2018).

3. Exploration des interactions

L’infection a C. parvum se traduit par une dysbiose intestinale mais les mécanismes d’interactions
en jeu restent peu explorés, et posent questions dans le contexte d’'un cycle parasitaire
essentiellement intracellulaire, et de fait, peu en contact avec le microbiote intestinal.

A. Infections a C. parvumet dysbiose intestinale induite
a. Hypotheéses principales concernant les mécanismes sous jacents

e Diarrhées et transit intestinal

Des souris adultes immunodéprimées par administration de dexaméthasone et infectées par C.
parvum présentent des modifications de leur microbiote fécal, mais ne présentent pas de signes
clinigues comme de la diarrhée. Les modifications observées de leur microbiote fécal au cours de
I'infection parasitaire ne semblent pas résulter d’un transit digestif accéléré (Ras et al., 2015).

Au contraire, chez des Iémuriens Sifakas naturellement infectés par C. parvum, le microbiote fécal
au cours de l'infection s’enrichit en taxa liés a un transit rapide comme les genres Desulfovibrio,
Veillonella, Limnobacter, et Bacillus (McKenneyet al., 2017).
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Les modifications des communautés microbiennes intestinales et fécales au cours de l'infection a
C. parvum pourraient résulter de la modification du transit digestif, sans néanmoins que cette
derniere constitue un facteur majeur.

o Atteinte de I'épithélium intestinal et Interactions avec le systeme immunitaire local

Chez des veaux infectés par C. parvum, la dysbiose secondaire a l'infection se traduit par une
augmentation de I'abondance de Fusobactérium.

Fusobacterium est un genre bactérien possédant des propriétés d’adhérence et d’invasion des
cellules intestinales : les dommages aux Vvillosités intestinales subis au cours de linfection a
Cryptosporidium augmenteraient ainsi la sensibilit¢ de I'épithélium intestinal a Fusobacterium
(Ichikawa-Sekiet al., 2019).

Les modifications des communautés microbiennes intestinales et fécales au cours de l'infection a
C. parvum pourraient résulter d’'une atteinte de I'épithélium digestif, favorisant I'établissement de
certaines souches au détriment d’autres.

Les auteurs s’étant intéressés aux modifications du microbiote fécal chez des souris adultes
immunodéprimées par administration de dexaméthasone en réponse a un challenge par C.
parvum, évoquent comme hypothéses afin d’éclairer les mécanismes de ces maodifications, des
mécanismes semblables a ceux se mettant en place au cours de l'infection par Toxoplasma gondii,

infection intestinale qui se traduit également par une dysbiose intestinale.

Au cours de l'infection parasitaire par Toxoplasma gondii, I'activation locale des lymphocytes T
LTCD4+Th1l par les voies TLR au niveau intestinal se traduit par une destruction des cellules de
Paneth. La perte de sécrétion de divers peptides antimicrobiens subséquente expliquerait
'augmentation marquée de I'abondance relative des Enterobacteriaceae. Les voies TLR
apparaissent dans cette infection comme des régulateurs majeurs de la production d'IFN-y
impliqué dans la mort des cellules de Paneth et ainsi dans la dysbiose et 'immunopathologie
intestinale (Ras et al., 2015)(Raetz et al., 2013).

Les modifications des communautés microbiennes intestinales et fécales au cours de l'infection a
C. parvum pourraient résulter de pertes de mécanismes de régulation de ces populations par
atteinte du systéme immunitaire local, suite a la réaction inflammatoire locale.

b. Conséquences de la dysbiose induite : impact sur les voies de biosynthese
des acides gras a chaine courte

Au-dela de I'impact de la présence du parasite sur les différentes populations bactériennes et leur
diversité, I'étude menée par Mammeri et al., publiée en 2020, s’est intéressée aux voies
métaboliques impactées par la présence de C. parvum chez des chevreaux (Mammeri et al.,
2020).

L’évolution et le développement normal du microbiome des chevreaux sont associés a une
augmentation de I'abondance de certaines voies métaboliques.

Chez les chevreaux infectés, les voies de dégradation des composés aromatiques gallate et
toluéne, les voies de biosynthése et de dégradation de carbohydrates et d’acides aminés sont
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moins abondantes, tout comme les voies de biosynthése des acides gras a chaine courte a partir
de la fermentation de carbohydrates non digestibles (Mammeri et al., 2020).

Ainsi les voies de biosynthése du butyrate a partir de la fermentation d’acétyl-coA et de succinate
sont moins abondantes chez les chevreaux infectés du fait d'une moindre abondance des
enzymes impliquées, notamment de I'acéto-acétyl-CoA réductase, et de la 3-hydroxybutyryl-CoA
déhydratase impliquées dans ces voies de biosynthése : chez ces chevreaux infectés 11 genres
bactériens possédant les génes nécessaires semblent impligués dans ces voies de synthése
contre 36 chez les chevreaux sains. Cette différence est significative (Mammeri et al., 2020).

L’analyse par séquencage a haute fréquence des séquences d’ARNr 16S sur les génomes
collectés dans les échantillons de selles des chevreaux infectés met en évidence une diminution
des genres Butyricicoccus, Flavonifractor, Ruminococcaceae UCG-004, Intestinimonas,
Bifidobacterium et Oscillospiran, impligués dans la synthése des acides gras a chaine courte.
Cette diminution est par ailleurs significativement associée a l'infection par C. parvum et perdure
aprés l'infection, lorsqu’il N’y a plus d’excrétion d’oocystes (Mammeri et al., 2020).

Chez les chevreaux, l'infection par C. parvum se traduit ainsi par une altération de certaines voies
de biosynthéses notamment celles de certains acides gras a chaine courte. Ces altérations sont
secondaires a la diminution de I'abondance d’enzymes bactériennes impliquées dans ces voies.
Ces déficits enzymatiques sont la conséquence d’'une diminution du nombre de genres bactériens
et de l'abondance relative de ces populations bactériennes impliquées dans ces voies de
biosynthése.

Cette diminution est significativement associée a la cryptosporidiose.

B. Roles du microbiote intestinal au cours de I'infection

a. Interactions avec le systéme immunitaire local

La résistance supérieure initiale de souris SCID normales a celle de souris SCID « germfree »,
suite a un challenge a C. parvum, ne semble pas médiée par I'immunité spécifique mais plutét par
des mécanismes non spécifiques présents chez les souris SCID (Harp et al., 1992).

L’IFN -y est une cytokine clé de I'infection parasitaire a Cryptosporidium. La sensibilité des jeunes
et des souris adultes « germfree » au parasite pourrait étre expliquée par un défaut en IFN -y,
secondaire a un défaut de stimulation par une flore intestinale normale (Harp et al., 1992).

Par ailleurs, chez l'individu jeune, le systéme immunitaire reste immature : les cellules dendritiques
sont ainsi retrouvées a des niveaux bas chez des souris nouveaux-nés. Leur activation au cours
d’'une réponse immunitaire peut nécessiter la présence d’'une flore bactérienne (VanDussen et al.,
2020). Ainsi chez des souris nouveau-nées infectées, I'effet d’'un immunostimulant des cellules
dendritiques sur ces derniéres n’est permis que suite a I'activation de TLR par la flore intestinale et
se traduit par une réduction rapide de la charge parasitaire (Lantier et al., 2014).

De par ses interactions avec le systtme immunitaire local notamment par les voies TLR, le
microbiote intestinal semble jouer un rdle clé dans la résistance a C. parvum.
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b. Microbiote et métabolites

De par la synthése de divers métabolites d’origine microbienne, le microbiote établit des relations
complexes avec son héte et C. parvum.

e Cycle de Krebs

Chez des souris adultes infectées, résistantes a la cryptosporidiose, il a été mis en évidence des
interactions complexes entre I'héte, les populations microbiennes composant le microbiote
intestinal et le parasite au cours de sa croissance. Ainsi, 'h6te mais surtout les levures du
microbiote intestinal pourvoient différents métabolites nécessaires a C. parvum que ce dernier ne
peut synthétiser, et notamment le coenzyme Q impliqué dans le cycle de Krebs. Les levures
joueraient un rdle important dans la suppléance de métabolites au parasite et le développement de
voies alternatives au cycle de Krebs (Karpe et al., 2021).

e |ndole

Au sein du microbiote intestinal humain, I'indole est un composé produit par 85 bactéries Gram+ et
Gram -, connues. Il est impliqué dans la régulation de la motilité bactérienne, de I'intégrité de la
barriere épithéliale, et de la formation de biofilms. On le pense également impligué dans la
régulation de la virulence et de la résistance aux médicaments de certains agents
entéropathogenes. Il pourrait également avoir des propriétés anti-inflammatoires locales (Chappell
et al., 2016).

Chez 'Homme, des concentrations fécales élevées en indole, supérieures a 2,5 nM en pré-
infection, avant challenge, sont fortement associées a une protection contre linfection a
Cryptosporidium. Ces concentrations sont associées a des compositions différentes du microbiote
fécal, ou Escherichia coli CFT073 et Bacillus spp., deux bactéries productrices d’indole sont
présentes en guantités plus abondante chez les individus ne développant pas de cryptosporidiose
clinique (Chappell et al., 2016).

Les mécanismes impliqués dans l'effet du composé indole sur I'infection a C. parvum ne sont pas
connus. Il pourrait avoir un effet direct sur le parasite et son invasion par modulation du
métabolisme du tryptophane, Cryptosporidium étant capable de synthétiser cet acide aminé a
partir de I'indole. Néanmoins il semblerait qu’au cours de linfection le parasite ne synthétise pas
plus de tryptophane, mais plutét inhibe la production d’IFN-y. Au cours de linfection I'IFN-y est a
'origine de I'épuisement des réserves intracellulaires de tryptophane. L’effet de I'indole pourrait
étre plus indirect en renforgant I'intégrité épithéliale, la réponse immunitaire innée et les voies anti-
inflammatoire, ou encore en régulant d’autres espéces microbiennes (Chappell et al., 2016).

e Acide gras a chaine courte

o Homéostasie intestinale

Les acides gras a chaines courtes : acetate, propionate, butyrate, sont produits par les populations
microbiennes anaérobies en particulier coliques.

Page 54


https://www.zotero.org/google-docs/?9xAH6I

Chez 'Homme, le butyrate notamment est produit par des bactéries anaérobies particulierement
sensibles a 'oxygéne appartenant aux clusters IV et XIVa des Clostridiales (Pryde et al., 2002).

Ces trois acides gras a chaine courte, acétate, propionate et butyrate représentent 90% des
acides gras a chaine courte retrouvés au niveau de l'intestin (Keelaghan et al., 2022). Leurs effets
sont pluriels, ils participent a ’lhoméostasie intestinale.

Le butyrate participe ainsi au métabolisme énergétique des cellules épithéliales intestinales. |
représente une source énergétique de préférence pour la muqueuse coligue. Un défaut
énergétigue aux colonocytes par défaut en butyrate est un facteur causatif de colite. Une
proportion importante d’acides gras a chaine courte étant ainsi utilisée comme support nutritif par
la muqueuse intestinale et en particulier colique, la mesure des taux fécaux d’acides gras n’est pas
nécessairement un indicateur fiable des taux de production (Pryde et al., 2002).

Des concentrations en butyrate différentes, inhibent la croissance ou promeuvent la différenciation
de cellules en culture. Le butyrate est également capable d’induire 'apoptose et I'autophagie de
cellules, notamment tumorales : il participe ainsi au développement normal des cellules
épithéliales coliques et revét un rble protecteur lors de maladies coliques inflammatoires ou
néoplasiques, notamment chez ’lHomme atteint de cancer colo-rectal (Pryde et al., 2002).

Outre son réle trophique, le butyrate influence I'expression de génes par régulation de leur
transcription via son action inhibitrice non compétitive d’histones déacétylases. L’hyperacétylation
de la chromatine qui en résulte module I'expression génique, d’ou I'implication du butyrate dans le
cycle et la prolifération cellulaire. Cette action permet également l'inhibition de l'activation de la
transcription du facteur NFKB, ce qui réduit la synthése de cytokines pro inflammatoires, tandis que
le propionate aurait plutét tendance a stimuler la synthese de NFkB, et de la cytokine IL-18. (Pryde
et al., 2002)(Charania et al., 2020)(Keelaghan et al., 2022).

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que les acides gras a chaines courtes microbiens
promeuvent I'expansion et la différenciation des lymphocytes T régulateurs (Nature Milestone,
2019), régulent les cellules lymphoides innées de type 3, ainsi que les lymphocytes B (Keelaghan
et al., 2022).

De par leurs différentes actions, les acides gras a chaine courte d’origine microbienne participent
ainsi a ’homéostasie intestinale, mais pourraient également participer au contrdle des agents
infectieux susceptibles de la perturber. Ainsi, in vitro 'acétate, le butyrate et le propionate inhibent
I'enkystement de Entomoeba invadens, le valproate, et le butyrate, 4-phenylbutyrate inhibent la
croissance de Toxoplasma gondii et le nombre de kystes de T. gondii dans le cerveau de souris
(Keelaghan et al., 2022).

Par ailleurs, des espéces bactériennes comme Desulfovibrio et Veillonellaceae impliquées dans
'environnement en acides gras a chaine courte chez des individus atteints de la maladie de
Crohn, sont a lorigine d’un « shift» du métabolisme du butyrate vers celui du propionate
s’accompagnant d’'une augmentation de la dégradation de mucine. On observe alors une
diminution des nutriments immédiatement disponibles pour les cellules intestinales, et la formation
de composés toxiques issus de cette dégradation, favorisant une inflammation locale, et facilitant
une colonisation de pathogenes (McKenney et al., 2017).
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o Résistance a C. parvum

Il a été observé qu’a des niveaux faibles d’acides gras a chaine courte, correspondait une
augmentation de la sévérité de l'infection a Cryptosporidium parvum (Keelaghan et al., 2022).

Parmi les acides gras a chaine courte connus, I'acétate, le butyrate, le propionate et le valproate
inhibent significativement la croissance de C. parvum, a des concentrations efficaces 50 entre 4 et
10 mM.Combinés, l'acétate, le propionate et le butyrate présentent une efficacité augmentée
(Keelaghan et al., 2022).

Aprés incubation pendant 45 minutes, seul le butyrate semble capable d’inhiber des sporozoites
de C. parvum aux concentrations physiologiques testées retrouvées dans le tractus intestinal. Son
efficacité est discrétement augmentée en présence d’acétate et de propionate (Keelaghan et al.,
2022).

L’activité anti-cryptosporidienne du butyrate pourrait étre liée a son action inhibitrice des histones
désacétylase. En effet des inhibiteurs connus de ces enzymes comme la trichostatine A40 ou
I'apicidine 20 possédent une activité anti-cryptosporidienne se traduisant par une réduction de la
croissance de C. parvum in vitro. On connait chez Cryptosporidium parvum trois classes
d’histones désacétylases. Ces trois classes ne sont néanmoins pas inhibées par le butyrate, et son
administration, contrairement a celle de ces deux inhibiteurs, ne se traduit pas par une altération
de I'abondance de cytokines en culture. Néanmoins, le butyrate pourrait cibler une autre histone
désacétylase non connue ou avoir une cible autre chez C. parvum (Keelaghan et al., 2022).

De plus, le butyrate, le propionate et 'acétate sont impliqués dans la régulation de la cytokine IL-
18. Une diminution de cette cytokine augmenterait la sensibilité et la sévérité de linfection a C.
parvum (Charania et al., 2020).

Par ailleurs, l'inflammation intestinale associée a l'infection a C. parvum pourrait étre due au moins
en partie a la diminution des niveaux de butyrate par la réduction du nombre de bactéries
productrices de butyrate au cours de I'infection, telles que Ruminococcus, Clostridium XlIVa, ainsi
que des membres de la famille des Lacnhnospiraceae, que 'on retrouve par ailleurs, également
diminuée chez des poneys sensibles aux infections par des strongles gastro-intestinaux, mais pas
chez des poneys résistants (Mammeri et al., 2020).

De plus, chez des souris infectées par C. parvum, dont le microbiote fécal était modifié par
'administration de cloxacilline, et qui présentaient en conséquence une augmentation significative
de l'excrétion fécale d’oocystes, les concentrations fécales en acides acétique, butyrique et
propionique étaient diminuées par rapport & des souris infectées non traitées. Leur microbiote fécal
s’était enrichi en protéobacterieset appauvrit en Firmicutes notamment en Clostridiales,
Lactobacillus, Erysipelotrochales, bactéries Gram+ impliquées dans la synthése d’acides gras a
chaine courte (Charania et al., 2020).

Chez des souris nouveau-nées non infectées par C. parvum, les genres Lactobacillus et
Streptococcus, bactéries productrices d’acides gras a chaine courte, étaient présents en quantités
plus importantes que chez les nouveau-nés infectés (Mammeri et al., 2019).
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Par ailleurs, chez les lémuriens Sifaka infectés, Desulfovibrio, Veillonellaceae étaient enrichis par
rapport aux individus sains (McKenney et al., 2017).

Enfin, chez des souris adultes infectées mais résistantes a la cryptosporidiose, il a été observé une
augmentation importante des niveaux coliques et caecaux de butyrate. Les populations de
lactobacilles, Faecalibaculum, Lachnoclostridium, Coriobacteriacea, Lachnospiraceae au niveau
de l'intestin gréle, de Blautia au niveau de caecum et du cdlon étaient augmentées chez ces
souris. Faecalibaculum est impliqué dans la synthése d’acides gras a chaine courte. Blautia et
Lachnospiraceae sont impliquées dans la synthése des acides gras a chaines courtes via la
synthése du pyruvate (Karpe et al., 2021).

A noter que ces bactéries, Lachnospiraceae, Lachnoclostridium, Lactobacillussont également
impliquées dans la synthése d’acides aminés D, substrats de la D-aminoacide oxydase : le
peroxyde d’hydrogéne qui en résulte régule certains agents pathogénes comme Vibrio cholerae et
Vibrio parahaemolyticus a la surface des muqueuses. lls pourraient par ailleurs stimuler la réponse
immune locale (Matsumoto et al., 2018).

Si les acides gras a chaine courte ne semblent pas permettre de prévenir linfection a
Cryptosporidium, leur présence a des niveaux suffisants pourrait aider a la contrbler (Keelaghan et
al., 2022). Ainsi, I'altération du métabolisme des acides gras a chaine courte secondaire a des
changements au sein du microbiote intestinal chez des souris adultes ou nouveau-nées, des
[émurss Sifaka au cours de linfection a C. parvum, pourrait favoriser la croissance du parasite et
I'infection associée (Charania et al., 2020). Chez des souris adultes résistantes a la
cryptosporidiose, I'augmentation de certaines populations bactériennes impliquées dans la
synthése d’acides gras a chaine courte dont plus particulierement le butyrate pourrait participer au
contréle de l'infection (Karpe et al., 2021).

e Autres acides gras

Une étude réalisée chez des souris, s’est intéressée a I'évolution du profil métabolique intestinal
en lien avec la maturation de leur microbiote intestinal. L'impact de ces composés sur la
croissance de C. parvum a également été étudié in vitro (VanDussen et al., 2020).

Dans les premiéres semaines de vie, 'analyse des métabolites présents dans la lumiére intestinale
montre un enrichissement en acides gras et leurs esters glycérol, puis une diversification de ces
métabolites entre trois et six semaines se traduisant par une augmentation de I'abondance en
alcools sucrés, acides aminés et acides biliaires.

Les acides gras et leurs esters retrouvés au cours des premiéres semaines de vie étaient
négativement corrélés a I'age des souriceaux, tandis que les métabolites retrouvés de 3 a 6
semaines de vie, étaient positivement corrélés a I'dge. A six semaines de vie, les métabolites
retrouvés au niveau intestinal ressemblent a ceux retrouvés chez des souris adultes (VanDussen
et al., 2020).

Parmi les 43 métabolites négativement corrélés a I'adge retrouvés dans la lumiére intestinale de
souriceaux durant leurs premiéres semaines de vie, la plupart n’avaient pas deffets sur la
croissance de C. parvum, 7 [Tlinhibaient, 15 favorisaient significativement sa croissance
(VanDussen et al., 2020).
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o Acide gras a chaine moyenne

Dans l'étude s’intéressant au profil métabolique intestinal et son impact lors de linfection
parasitaire chez des souris, tous les métabolites inhibant la croissance du parasite étaient des
acides gras saturés a chaines moyennes ou a chaines longues ou leurs esters : acide caprique,
acide laurique, acide myristique et monomyristine, acide palmitique et monopalmitine,
monostéarine (VanDussen et al., 2020).

Les acides gras saturés a chaines moyennes et a chaines longues inhibent la croissance de C.
parvum probablement en affectant les voies métaboliques du parasite qui n’est pas capable de les
synthétiser de novo (VanDussen et al., 2020).

Les acides gras a chaines moyennes pourraient inhiber le domaine réductase d’une enzyme
impliqguée dans la réplication parasitaire, la fatty acid synthase a activité élongase, intégrer les
membranes cellulaires et les déstabiliser ou compromettre les fonctions cellulaires (VanDussen et
al., 2020).

o Acide gras non saturé a chaine longue

Dans cette méme étude, les oméga 3 et oméga 6 poly-insaturés : I'acide docosahexaénoique ou
DHA, l'acide linolénique ou LnA, I'acide linoléique ou LA, étaient les trois acides gras favorisant
significativement la croissance de C. parvum les plus importants. Dans des cultures cellulaires, ces
acides favorisent significativement la croissance de C. parvum lorsque l'infection est concomitante
a leur exposition. Lorsque l'administration de LA n’est réalisée que post infection, I'acide gras
inhibe alors significativement la croissance du parasite, LnA n’a pas d’effets et DHA favorise mais
faiblement la croissance de Cryptosporidium (VanDussen et al., 2020).

LnA pourrait par ailleurs favoriser plusieurs cycles d’invasion sur des cultures cellulaires, exposées
plusieurs jours a 'acide gras (VanDussen et al., 2020).

Les acides gras non saturés a chaines longues semblent favoriser l'infection a C. parvum et
notamment son invasion des entérocytes en modulant la fluidité membranaire, voire la formation
de la membrane parasitophore qui nécessite une réorganisation importante des membranes de
I'héte et du parasite (VanDussen et al., 2020).

Ces métabolites, inhibant ou favorisant la croissance parasitaire sont particuliérement abondants
au cours des trois premiéres semaines de vie chez ces souris nouveau-nées. Au cours de la
premiére semaine de vie, LA et LnA ainsi que les autres métabolites inhibiteurs identifiés, sont
particulierement abondants (VanDussen et al., 2020).

Chez ces souris I'analyse des distances Uni-Frac pondérées met en évidence au sein de leur
microbiote caecal des clusters distincts pour les échantillons 1 semaine d’age et 2 semaines d’age.
Pour les échantillons 3 et 6 semaines d’age, un chevauchement est observé. L’analyse du profil
métabolique met en évidence une répartition des résultats semblable aux distances Uni-Frac avec
des clusters indépendants pour les métabolites a 1 et 2 semaines, et un chevauchement de ceux
des semaines 3 et 6 (VanDussen et al., 2020).
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Certains métabolites intestinaux issus du microbiote ou de I'alimentation retrouvés dans la lumiére
intestinale de souris nouveau-nées semblent bénéfiques a la croissance de Cryptosporidium : les
changements de susceptibilité a C. parvum semblent corrélés aux changements de métabolites
retrouvés dans la lumiere intestinale. Ces changements métaboliques observés apres le sevrage
sont probablement liés a 'absence de lait comme source de nutriments, et la présence d’un
microbiote plus mature. La transition vers une alimentation solide pourrait étre a l'origine d’une
disparition de ces molécules favorisant I'infection de C. parvum (VanDussen et al., 2020).

Ainsi, la crypstosporidiose est a l'origine d’'une perturbation des communautés microbiennes
intestinales chez les individus infectés, en particulier chez les jeunes, chez lesquels elle altére
le développement précoce du microbiote et de ses voies de biosynthese.

Ces voies de biosynthése et la présence d’un microbiote intestinal mature chez les individus
adultessont impliquées a travers des mécanismes complexes et pluriels dans la réponse
immunitaire et la résistance a C. parvum.

Chez le jeune, la grande sensibilité a I'infection semble de fait liée a une immaturité immunitaire
et microbiotique, en lien avec un régime alimentaire encore peu diversifié.

Cette dyshiose apparait par ailleurs secondaire a la perte des mécanismes de régulation et de
protection locaux lors de l'invasion épithéliale par le parasite, et bien qu’a priori transitoire, ses
conséquences a long terme restent peu connues.

L’'usage de souches bactériennes comme support thérapeutique afin de moduler le microbiome
des individus sensibles et de lutter contre les conséquences de la dysbiose mérite d’étre étudié
et pourrait constituer des pistes thérapeutiques pertinentes dans la gestion de cette zoonose
parasitaire.
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Quatrieme partie : Pistes thérapeutiques
alternatives

L’infection parasitaire a Cryptosporidium parvum se traduit par une dysbiose intestinale transitoire,
dont les impacts pourraient néanmoins s’étendre a plus long terme. Cette dysbiose pourrait
résulter d’'une atteinte de I'épithélium digestif ou encore d’'une atteinte du systéme immunitaire
local secondaire a la réaction inflammatoire locale. Elle aurait pour conséquence une diminution du
nombre et de I'abondance relative de genres bactériens impliqués dans certaines voies de
biosynthéses notamment celles de certains acides gras a chaine courte, dont les réles multiples
participent au maintien de ’homéostasie intestinale. L’altération du métabolisme microbien des
acides gras a chaine courte pourrait par ailleurs favoriser la croissance du parasite et I'infection
associée.

Enfin, la résistance a C. parvum liée a I'age pourrait étre liée a la transition alimentaire lors du
sevrage et les changements de métabolites intestinaux microbiens et alimentaires qui y sont
associés, le développement d’'un microbiote plus mature, mais également par des interactions
avec le systeme immunitaire local via les voies TLR.

La modulation du microbiote intestinal, par 'administration de probiotique ou de prébiotique lors de
l'infection, représente ainsi une piste intéressante dans le développement de thérapies afin de
gérer l'infection a C. parvum, particulierement dans le contexte ou la mise au point de mesures
thérapeutiques efficaces reste un enjeu de taille dans le contrble de cette maladie parasitaire
zoonotique.

1. Probiotique
A. Définition et généralités

Au sens strict, la définition retenue par I'organisation pour I'alimentation et I'agriculture des Etats-
Unis, la Food and Agriculture Organisation, et par I'Organisation Mondiale de la Santé, d’un
probiotique, est un ensemble de souches vivantes de microorganismes strictement sélectionnés,
gui administré en quantité adéquate confere un bénéfice vis-a-vis de la santé de I'héte. C'est la
définition également retenue par I'Association scientifique internationale pour les probiotiques et
les prébiotiques (Azad et al., 2018). Ces microorganismes peuvent étre des bactéries, des
champignons, ou encore des levures (Cangiano et al., 2020).

Néanmoins cette définition apparait restrictive car elle exclut les microorganismes génétiquement
modifiés, les microorganismes morts, les fragmentés ou l'usage de métabolites issus de ces
microorganismes comme les polysaccharides bioactifs, les nucléotides ou les protéines, les
cultures et extraits de cultures microbiennes, les préparations enzymatiques, et combinaisons de
ces ensembles (Cangiano et al., 2020)(Shanahan, 2012).

Page 60


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5eZuCz

Un des premiers probiotiques utilisé a été Escherichia coli Nissle 1917, isolé par Alfred Nissle en
1917 chez un soldat de la premiére guerre mondiale n’ayant pas succombé comme le reste de ses
compagnons d’armes a la dysenterie. Cette souche couramment utilisée capable d’antagoniser
d’autres pathogénes illustre la notion de résistance de colonisation précédemment évoquée : les
microorganismes issus du microbiote intestinal peuvent prévenir [I'établissement de
microorganismes dans la méme niche (Pariente, 2019).

La plupart des probiotiques développés se sont intéressés aux souches de bactéries productrices
d’acide lactique telles que Bifidobacteria, Lactobacilli, Lactococci et Streptococci, mais les études
s’élargissent également a d’autres genres comme Bacillus, Escherichia, Propionibacterium,
Roseburia spp., Faecalibacterium spp., et Akkermansia spp. et bien d’autres, ainsi qu’aux levures
comme Saccharomyces (Azad et al., 2018)(Guan et Feng, 2022).

L'usage des probiotiques a notamment fait ses preuves dans le traitement des infections a
Clostridium difficile chez 'Homme et se traduit par une normalisation de la diversité colique et des
structures communautaires (Stone, 2019).

L'usage des probiotiques a également fait ses preuves dans la gestion de divers
entéropathogénes. Ainsi chez la souris, 'administration de Lactobacillus rhamnosus GG réduit la
durée et la sévérité d'une infection a Giardia duodenalis. Chez la souris et la gerbille,
I'administration d’'un mélange d’Enterococcus faecium SF68 et Lactobacillus johnsonii Lal permet
I'élimination d’'une infection a Giardia duodenalis. Chez la souris encore, I'administration de
Saccharomyces boulardii, une levure, réduit la sévérité d’'une infection a Toxocara canis (Del Coco
et al., 2016).

Chez le veau, 'administration précoce d’'un mélange de souches probiotiques de Lactobacillus,
Bacillus, Saccharomyces boulardii et Escherichia coli réduit significativement lincidence de
diarrhées. Son administration lors de diarrhée permet la réduction de la durée de I'épisode.
L’utilisation des prébiotiques représente une alternative attrayante a 'usage d’antibiotiques dans la
gestion des diarrhées néonatales du veau (Du et al., 2023).

Malgré les enjeux et les espoirs thérapeutiques liés a 'usage de probiotiques, certaines limites
demeurent cependant et méritent d’étre mentionnées.

De maniére générale, peu d’effets indésirables liés a I'usage de probiotiques sont rapportés
(Shanahan, 2012).

De rares cas de bactériémies ont également été rapportés chez des individus immunodéprimés
greffés, suite a 'usage de Lactobacilles et Bifidobactéries (Tao et al., 2006)(Shanahan, 2012).La
précaution s’impose pour leur usage chez des individus vulnérables immunodéprimés, ou dont la
barriére intestinale est anormale, d’autant que les données de la littérature scientifique ne sont pas
nécessairement adaptées pour répondre aux questions sur la sécurité de leur usage (Shanahan,
2012).
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L’'un des enjeux majeurs reconnu concerne la nécessité de régulation et de contrbles qualité vis-a-
vis de leur production, notamment en termes de potentiels contaminants (Tao et al.,
2006)(Shanahan, 2012). Les souches peuvent différer d’'un produit a l'autre, d'une marque a
l'autre, tout en étant différentes des souches utilisées par la recherche (Ajanya et al., 2018),
complexifiant I'établissement de données de pharmacovigilance en termes d’efficacité aussi bien
que d’effets secondaires.

Une préoccupation également évoquée concerne la notion d’antibiorésistance et le transfert
d’antibiorésistances de souches probiotiques a la flore commensale des individus traités. Le
séquencage complet des souches candidates pourrait représenter une solution, notamment des
souches d'Entérocoques pour lesquelles le risque serait supérieur que pour des souches de
Lactobacillus ou Bifidobacter. Néanmoins, il est souligné que peu de données viennent étayer
cette préoccupation (Shanahan, 2012).

Enfin, il convient de souligner que la plupart des études concernent des souches de Lactobacilles
et de Bifidobactéries et quainsi 'usage d’autres souches est moins bien documentée, et que par
ailleurs bien que les souches probiotiques soient bien souvent issues de la flore commensale
intestinale, la modification du microbiote et la perturbation des relations entre les différentes
populations de microorganismes pathogénes et commensaux restent mal prédictibles (Shanahan,
2012).

B. Usage de probiotiques dans la prise en charge des diarrhées chez le
jeune ruminant

a. Revuede guelques probiotiques

e Lactobacillus

o Lactobacillus acidophilus

Chez des souris expérimentalement infectées par C. parvum, I'administration de Lactobacillus
acidophilus permet de réduire la durée d’excrétion et l'intensité de I'excrétion fécale d’oocystes
(Foster et al., 2003).

Chez des souris immunodéprimées aprés inoculation du virus leucémique murin, I'administration
de L. acidophilus treize jours avant challenge par C. parvum, puis aprés, permet une réduction
significative de I'excrétion fécale d’oocystes sept et quatorze jours aprés challenge (Alak et al.,
1999).

Chez des souris immunodéprimées par administration orale de dexaméthasone et infectées par C.
parvum, 'administration d’'un probiotique commercialisé contenant des souches de Lactobacillus
acidophilus et de Lactobacillus plantarum permet une diminution significative de I'excrétion fécale
d’oocystes par rapport aux souris non traitées. Cette diminution est d’autant plus importante, que
'administration est précoce vis a vis de l'infection. Ainsi les souris traitées quatre jours aprés
challenge présentent une excrétion fécale significativement moindre que les souris contrbles, mais
significativement plus importante que les souris traitées des le premier jour (Abd AL-Khaliq et al.,
2020).
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Chez des porcelets naturellement infectés par Cryptosporidium parvum, I'administration de L.
acidophilus et de Bifidobacterium sp. par voie intragastrique a partir de trois jours d’age permet
une réduction significative du nombre d’oocystes excrétés, avec une résolution de I'excrétion
fécale dés le quinziéme jour, alors que celle-ci persiste au vingt-et-uniéme jour dans le groupe non
traité. Par ailleurs, chez ces porcelets, la diarrhée était moins sévére, la déshydratation moins
importante et les |ésions histologiques associées moindre par rapport au groupe contrdle, avec
des villosités intestinales significativement plus longues dés le septiéme jour, comme chez les
porcelets non infectés (Rotkiewicz, 2001)(Glass et al., 2004).

Ainsi, chez des porcelets nouveau-nés infectés par C. parvum, 'administration de Lactobacillus et
Bifidobacterium sp. pourrait aider a controler I'infection (Rotkiewicz, 2001).

Par ailleurs, I'exposition d’oocystes de C. parvum & des surnageants de L. acidophilus dépourvus
de cellules réduisent significativement leur viabilité par rapport aux bouillons contrbles (Foster et
al., 2003).

Dans une premiére étude, I'exposition d'oocystes de C. parvum a des surnageants de L.
acidophilus dépourvus de cellules réduit leur viabilité de 19 a 86% (Foster et al., 2003). Dans une
autre étude, cette réduction est estimée de 40 a 80% et est associée a une réduction de
I'infectiosité des oocystes de 21 a 42% et jusqu’a 95%, lorsque les oocystes sont exposés 24
heures au surnageant (Glass et al., 2004).

o Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri est une bactérie commensale du tractus gastro-intestinal animal, spécifique
d’espéce (Alak et al., 1997).

Chez des souris expérimentalement infectées par C. parvum, I'administration de Lactobacillus
reuteri permet de réduire la durée d’excrétion et I'intensité de I'excrétion fécale d’'oocystes (Foster
et al., 2003).

Chez des souris immunodéprimées aprés inoculation du virus leucémique murin, I'administration
de L. reuteri treize jours avant challenge par C. parvum, puis aprés, permet une réduction
significative de I'excrétion fécale d’oocystes sept aprés challenge. Cette réduction est cependant
moindre que celle exercée par L. acidophilus (Alak et al., 1999). A 26 jours post challenge,
I'analyse histologique met en évidence une absence de parasite au sein du tractus intestinal (Alak
et al., 1997).

Chez des souris gnotobiotiques déficientes pour le récepteur TCR alpha a la surface de leurs
lymphocytes T, 'administration de L. reuteri se traduit par la diminution du nombre de C. parvum
détecté dans les tissus intestinaux (Del Coco et al., 2016).

Page 63


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=u0TLZn
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=oklEwF
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=g5rsL3
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=57MaaH
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=gyuUj6
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=E707Cl
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=3SWNRq
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=HfsZLR

L’exposition d’'oocystes de C. parvum a des surnageants de L. reuteri dépourvus de cellules réduit
significativement leur viabilité par rapport aux bouillons contréles. Néanmoins, cette réduction
n’était pas significativement différente de celle exercée par L. acidophilus (Foster et al., 2003).

o Lactobacillus casei

Chez des rats infectés par C. parvum, ne développant pas de signes cliniques de diarrhées,
'administration d’'un mélange de souches probiotiques de Lactobacillus casei, Lactobacillus
bulgaricus et Streptococcus thermophilus aux doses efficaces contre des diarrhées a rotavirus
chez le rat n'a pas d’impact significatif sur la perte de poids due a linfection, sur la charge
parasitaire ou sur les lésions histologiques par rapport aux individus infectés non traités, bien
gu’une tendance a une clairance plus rapide soit soulignée par les auteurs (Guitard et al., 2006).

Chez des rats infectés par C. parvum, ne développant pas de signes cliniques de diarrhées,
'administration d’'un mélange de souches probiotiques de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium infantis et Streptococcus thermophilus aux doses efficaces contre des
diarrhées a rotavirus chez le rat n’a pas permis de mettre en évidence non plus d’'impact significatif
sur la perte de poids due a l'infection, sur la charge parasitaire ou sur les Iésions histologiques par
rapport aux individus infectés non traités (Guitard et al., 2006).

Chez des souris immunodéprimées par administration de dexaméthasone et infectées par C.
parvum, I'administration de Lactobacillus casei permet de réduire significativement la durée et
l'intensité de I'excrétion fécale d’oocystes par rapport au groupe non traité (Khalifa, 2016).

Chez 'Homme enfin, I'administration d’'un mélange de Lactobacillus GG et Lactobacillus casei
chez un enfant de 12 ans souffrant d’'une cryptosporidiose chronique non associée a une
immunodeéficience, a permis une résolution des symptdmes cliniques dées 10 jours et de I'excrétion
fécale d’oocystes a lissu du traitement de 4 semaines (Pickerd et Tuthill, 2004).

e Bifidobacterium

o Bifidobacterium longum

L’exposition d’oocystes de C. parvum a des surnageants de Bifidobacterium longum dépourvus de
cellules réduit significativement leur viabilité par rapport aux bouillons contréles. Cette réduction
est cependant moindre que celles exercées par L. acidophilus ou longum (Foster et al., 2003).

o Bifidobacterium breve

L’exposition d’'oocystes de C. parvum a des surnageants de Bifidobacterium breve dépourvus de
cellules ne permet pas de réduire leur viabilité par rapport aux bouillons contréles(Foster et al.,
2003).
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e Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae est une levure qui peut étre utilisée comme probiotique sous forme
vivante, séchée. L'utilisation de Saccharomyces cerevisiae en culture allie composés probiotiques
et prébiotique. Ces cultures contiennent en effet les levures, les produits issus de leur fermentation
et métabolisme ainsi que le milieu de culture et ainsi des composants de parois cellulaires, des
oligosaccharides et des Béta glucanes (Cangiano et al., 2020).

L’administration de Saccharomyces cerevisiae a des veaux présentant des épisodes diarrhéiques
se traduit par une réduction de la sévérité des diarrhées (Cangiano et al., 2020).

Ainsi, des veaux chez lesquels la prise colostrale n’aura pas permis un transfert d'immunité
passive suffisant présentent des épisodes de diarrhées moins importants avec des scores fécaux
meilleurs et ce pendant moins de jours, suite a 'administration de S. cerevisiae (Cangiano et al.,
2020).

L'utilisation de S. cerevisiae boulardii chez des veaux diarrhéiques permet une absence de
diminution de la prise de poids journaliére, contrairement aux veaux n’en recevant pas (Cangiano
et al., 2020).

En diminuant l'incidence de diarrhées sévéres, 'administration de S. cerevisiae permet de réduire
l'usage de traitements antibiotiques. Néanmoins, si l'incidence des diarrhées est trés élevée,
I'administration de S. cerevisiae peut ne pas avoir d’'effets (Cangiano et al., 2020).

Chez des veaux laitiers I'administration de produits issus de la fermentation de S. cerevisiae
pendant les 63 premiers jours de vie, a été comparée au traitement prophylactique du lactate
d’halofuginone pendant les 7 premiers jours de vie, dans la prise en charge d’infections a
Cryptosporidium parvum. L’efficacité de ces deux traitements a été évaluée au vu de I'excrétion
fécale d’oocystes et la numération de copro-antigenes du 4eme au 21éme jour de vie, la présence
et l'intensité d’épisodes de diarrhées pendant les quatre premiéres semaines de vie, ainsi que la
prise de poids (Vélez et al., 2019).

Dans cette étude, tous les veaux ont été positifs a C. parvum au moins une fois.

L’administration d’Halofuginone et les produits issus de la fermentation de S. cerevisiae réduisent
significativement l'intensité de I'infection a C. parvum par rapport au groupe non traité, mais ni la
proportion de veaux diarrhéiques, ni l'intensité ou la durée de la diarrhée ne différaient par rapport
au groupe contréle. Ainsi, la supplémentation en pré-sevrage de produits issus de de la
fermentation de S. cerevisiae apparait d’'une efficacité semblable au traitement a I'Halofuginone
(Vélez et al., 2019).
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L’administration de produits issus de la fermentation de S. cerevisiae se traduit par de moindres
lésions de la mugueuse intestinale, mais sans impacts cliniques. lls ont néanmoins montré un effet
positif sur le développement intestinal, ainsi que des effets immunomodulateurs (Vélez et al.,
2019).

b. Mécanismes d’action

De nombreuses hypothéses sont évoquées afin d’éclaircir les mécanismes d’action par lesquels
les microorganismes probiotiques exercent leurs effets positifs dans la lutte contre des pathogénes
entériques, dont C. parvum, mais ils restent encore incomplétement compris.

Parmi ces hypotheses sont évoqués la capacité a réguler la production de mucus, le péristaltisme,
renforcer I'épithélium et sa fonction barriére, stimuler 'immunité par la production locale d’IgA et la
stimulation des cellules dendritiques, entrer en compétition pour les nutriments et les sites
d’adhésion sur I'épithélium, mais également la production d’acides organiques modulant le pH
local, d’ammonium, ou de peroxyde d’hydrogene, ainsi que de peptides antimicrobiens (Tao et al.,
2006)(Gaber et al., 2022)(Stone, 2019).

Plusieurs études se sont intéressées a éclaircir ces mécanismes, non nécessairement spécifiques
a C. parvum, mais qui néanmoins pourrait éclairer I'efficacité de certaines souches probiotiques
dans la prise en charge de la cryptosporidiose.

¢ Peptides antimicrobiens et autres métabolites

Les lactobacilles produisent au cours de leur métabolisme différentes molécules qui pourraient agir
ensemble ou de maniére isolée afin d’inactiver C. parvum tels que des acides, lactique et acétique
qui modifient le pH local, mais également de I'éthanol ou encore du peroxyde d’hydrogéne, ainsi
que des peptides antimicrobiens dont I'action est plus directe (Foster et al., 2003).

Ainsi, L. acidophilus IBB801 produit de I'acidophiline 801, capable d’inhiber in vitro Escherichia coli
et Salmonella (Foster et al., 2003).

Lactobacillus casei produit des peptides antimicrobiens sélectivement actifs contre Salmonella
typhimurium in vitro et in vivo (Foster et al., 2003).

Il est par ailleurs connu que Lactobacillus reuteri produit un peptide antimicrobien a large spectre,
la reuterine, 3-hydroxypropionaldéhyde a partir de glycérol, active contre divers entéropathogenes,
levures, champignons, protozoaires et virus (Alak et al., 1997)(Cleusix et al., 2007).

La reuterine induirait un stress oxydatif chez les bactéries comme Escherichia coli en modifiant les
groupes thiols de leurs protéines. Ainsi chez E coli, I'exposition a la reuterine se traduit par une
expression des génes impliqués dans la détection et la réponse au stress oxydatif et
'administration de cystéine inhibe I'action antimicrobienne de la reuterine. La production du
peptide est par ailleurs stimulée par l'interaction entre E. coli et L. reuteri (Schaefer et al., 2010).
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Il apparait ainsi que les souches probiotiques participent au contrble des populations
d’entéropathogenes, notamment par la modulation de I'environnement local et la production de
divers métabolites comme des peptides antimicrobiens. Si ces mécanismes ont plutot été explorés
pour des pathogénes bactériens, il est envisageable qu’ils soient également impliqués dans le
contrdle de C. parvum.

En effet, comme nous I'avons évoqué, I'exposition d’oocystes de C. parvum a des surnageants de
plusieurs souches probiotiques, L. acidophilus, L. reuteri, mais aussi Bifidobacterium longum,
dépourvus de cellules réduisent significativement leur viabilité par rapport aux bouillons contréles
(Foster et al., 2003).

L’exposition d’oocystes de C. parvum a des surnageants de Bacillus brevis, Enterococcus faecium,
Pseudomonas alcaligenes réduisent également leur infectiosité, en culture (Glass et al., 2004).

¢ Renforcement et protection de la barriére épithéliale

Les souches probiotiques participent par ailleurs par divers mécanismes au renforcement et a la
protection de la barriere épithéliale, particulierement lésée lors des diarrhées a C. parvum.

Les protéines de surface de Lactobacillus acidophilus NCFM présentent des effets inhibiteurs sur
I'apoptose des cellules épithéliales induite par des agents pathogénes tels que Escherichia coli ou
Salmonella, mais également la capacité d’hydrolyser la paroi de ces deux agents pathogénes,
inhibant leur adhésion et leur invasion (Meng et al., 2017).

Certaines souches de Lactobacilles, comme Lactobacillus plantarum présentent par ailleurs a leur
surface, des protéines d’adhésion capables de se lier spécifiquement aux composants glucidiques
de la couche de mucus, comme le mannose, et peuvent s’agréger afin de former un biofilm
protecteur, a la surface de I'épithélium (Du et al., 2023).

Les effets protecteurs des Lactobacillus pourraient également étre liés a leur capacité a protéger
les cellules épithéliales contre le stress oxydatif en induisant I'expression de Heat shock protein ou
Hsp, protéines résistantes au choc thermique, spécifiques, Hsp 25 et 72 via notamment les voies
MAPK et Akt.

Hsp 25 et 72 sont impliguées dans la préservation des jonctions serrées et ainsi la fonction
barriere. Hsp 72 posséde un effet cytoprotecteur plus important et est impliguée dans la
stabilisation de protéines cellulaires, et prévient leur dénaturation lors de stress oxydatif. Hsp 25
est impliqué dans la stabilisation de I'actine, et ainsi du cytosquelette et des jonctions serrées (Tao
et al., 2006).

Ainsi l'induction de ces Hsp suite a I'administration de Lactobacillus rhamnosus GG pourrait
participer a la stabilisation des cellules épithéliales au cours de linfection au rotavirus permettant
de réduire la durée de la diarrhée (Tao et al., 2006).
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Cet effet protecteur reposerait sur un peptide, impliguant au sein des cellules épithéliales
intestinales, des mécanismes transcriptionnels (Tao et al., 2006).

Lactobacillus rhamnosus GG est par ailleurs connu pour réguler positivement I'expression et la
distribution des protéines ZO-1 et claudine 1, protéines des jonctions serrées, lors d'infection a
Escherichia coli entérohémorragique O157 :H7 (Du et al., 2023).

Bacillus subtilis exerce également un effet cytoprotecteur similaire chez 'Homme et la souris par
I'induction de Hsp et des voies MAPK p38 et Akt. Lactobacillus brevis SBC8803, ou Enterococcus
faecalis possédent une action similaire, in vivo et in vitro, et ce méme lorsque les bactéries ont été
tuées par la chaleur (Ueno et al., 2011).

Leur induction par Lactobacillus brevis SBC8803 se traduit par une amélioration des lésions
intestinales, une augmentation du taux de survie, et une diminution significative de cytokines pro-
inflammatoires chez des souris recevant du sulfate de dextran sodium (Ueno et al., 2011).

Enfin, Lactobacillus plantarum ZLPOO1 est capable d’augmenter la résistance de I'épithélium
intestinal aux agents pathogénes en régulant positivement l'abondance des protéines des
jonctions serrées. In vitro et in vivo Lactobacillus plantarum MB452, Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus GG et Lactobacillus reuteri 15007 peuvent impacter la perméabilité
épithéliale, et régulent également I'expression et la distribution des protéines des jonctions serrées
(Du et al., 2023).

Considérant I'usage des levures en tant que probiotique, 'administration de S. cerevisiae boulardii
a des veaux de boucherie augmente I'abondance de bactéries productrices de butyrate, et diminue
I'abondance de Collinsella bactérie corrélée a une perméabilité intestinale augmentée (Cangiano
et al., 2020).

Chez des agneaux gnotobiotiques l'administration de produits issus de levures favorise le
développement du jeune rumen et de son microbiote, avec une augmentation de I'abondance de
bactéries productrices de butyrate telles que Butyrivibrio (Cangiano et al., 2020).

Chez ces veaux, la supplémentation en levure est a l'origine d’'une augmentation de la taille des
papilles ruminales et de la taille des villosités intestinales sur tous les segments de lintestin gréle
(Cangiano et al., 2020).

e Compétition avec les entéropathogénes

Les lactobacilles sécrétent des sidérophores, molécules capables de chélater le fer ferrique, le
rendant indisponible pour les entéropathogenes. lls peuvent également le lier et le chélater
directement a leur surface (Ajanya et al., 2018).

De plus la liaison des bactéries probiotiques, comme des bactéries commensales, aux sites de
liaison de I'épithélium assure par leur occupation une compétition avec des entéropathogéenes (Du
et al., 2023).
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o Systéme immunitaire et modulation de l'inflammation

Les bactéries probiotiques sont capables de réguler différentes cellules immunitaires telles que les
lymphocytes B et T, les cellules dendritiques, les monocytes et macrophages, et de favoriser la
phagocytose d’entéropathogénes.

Les bactéries probiotiques peuvent étre impliquées dans la modulation de la réponse
inflammatoire.

La compréhension de cette implication peut cependant s’avérer complexe. En effet, des souches
et especes différentes présentent des mécanismes propres, qui peuvent étre : linhibition de
cytokines pro inflammatoire, la synthése de cytokines anti-inflammatoires par les cellules
dendritiques notamment, la stimulation de médiateurs anti inflammatoire, ou de voies impliquées
dans 'aggravation ou la régulation de l'inflammation intestinale (Ueno et al., 2011)(Du et al., 2023).

Enfin, 'administration de probiotiques peut se traduire par 'augmentation du nombre de cellules
sécrétrices d’'immunoglobulines IgM, IgG et IgA, et des niveaux de ces derniers. Ainsi, chez des
enfants souffrants de diarrhées, I'administration de Lactobacillus permet une augmentation des
niveaux d’lgA et une réduction de la durée de la diarrhée (Du et al., 2023).

L’administration de S. cerevisiae boulardii au cours de la premiére semaine de vie chez le veau
stimule la production d'immunoglobuline A dans l'iléon et le clon (Cangiano et al., 2020).

Les IgA sont impliguées dans la modulation des populations locales de microorganismes et
stabilisent leurs intéractions avec 'héte (Cangiano et al., 2020)(Pabst et al., 2016). Elles peuvent
s’organiser en IgA sécrétoire au niveau de la couche de mucus, composé de deux ou trois
molécules d'IgA reliées par un segment stabilisateur d’origine plasmocytaire ou épithéliale (Tosi,
2009). Ces IgA sécrétoires peuvent bloquer I'accés de certains microorganismes aux récepteurs
épithéliaux, en les piégeant dans la couche de mucus a la surface de la muqueuse épithéliale,
favorisant leur élimination. Elles pourraient également étre impliguées dans le transport
d’antigénes au travers de I'épithélium aux cellules dendritiques au niveau des tissus lymphoides
associés au tube digestif (Mantis et al., 2011).

L'utilisation de S. cerevisiae comme probiotique pourrait ainsi avoir des bénéfices pour la santé
dans le cadre d’infections se traduisant par des diarrhées en modulant 'immunité mucosale et en
prévenant I'attachement de bactéries pathogénes aux cellules épithéliales intestinales (Cangiano
et al., 2020).
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Ainsi, les souches microbiennes probiotiques présentent un intérét certain dans la lutte
contre Cryptosporidium parvum en étant a I'origine d’'une réduction significative de la durée
et de lintensité de I'excrétion fécale d’oocystes et des signes cliniques, au moins similaire
aux traitements conventionnels, et ce d’autant plus que leur administration est précoce.
Parmi ces souches, les lactobacilles, et notamment L. acidophilus, L. reuteri et L. casei
semblent les plus pertinentes. Il est important de souligner néanmoins, que chez des
individus adultes, porteurs d’'un microbiote mature et ne présentant pas de signes cliniques,
'administration de souches probiotiques n’a pas d’'impact significatif. Par ailleurs, en cas de
signes cliniques séveres, de diarrhées importantes, 'usage de probiotiques peut n’apporter
aucun bénéfice et rester sans effet.

Les mécanismes d’action de ces souches sont nombreux et complexes. lls impliquent la
production de peptides antimicrobiens pouvant étre a I'origine d’un stress oxydatif chez les
entéropathogénes délétere a leur survie. Une action hydrolytique sur les parois des
enteropathogénes, la modulation de la réponse inflammatoire via les IgA et une compétition
pour I'espace et les ressources jouent également un role. Par la formation de biofilm a la
surface de I'épithélium intestinal, le renforcement de sa fonction barriére et des jonctions
serrées par linduction de HSP, la stabilisation des cytosquelettes et 'augmentation de
I'expression et de I'abondance des protéines de ces jonctions, et 'augmentation de la
production de butyrate 'administration de souches probiotiques se traduit surtout par une
protection et un renforcement de I'épithélium intestinal 1ésé au cours de linfection par
'envahissement parasitaire

2. Prébiotique
A. Définition et généralités

Les prébiotiques sont des substances non viables utilisées sélectivement comme nutriments par
les microorganismes de I'héte, promouvant leur croissance et leurs activités et conférant a I'héte
des bénéfices pour la santé (Cangiano et al., 2020)(Guan et Feng, 2022).

Chez les ruminants leurs mécanismes d’action restent peu explorés et il existe peu de preuves
d’effets positifs en termes de santé ou de statut immunitaire (Cangiano et al., 2020).

Chez 'Homme, il a été suggéré que les prébiotiques pourraient étre impliqués dans la modulation
du microbiote, 'immunomodulation locale, I'absorption de nutriments, I'inhibition de pathogénes
(Cangiano et al., 2020).
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B. Revue de divers prébiotiques, données actuelles dans le cadre de la
prise en charge des diarrhées chez le jeune ruminant

a. Fructo-oligosaccharides

Les Fructo-oligosaccharides (FOS) sont des oligosaccharides. Ce sont des polymeres composés
d’'une molécule de glucose terminale liée a trois & dix unités de fructose (Figure 9). Entre deux et
soixante unités, le terme d’inuline peut s’appliquer (Kumar et al., 2018).
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Figure 9 : Structure moléculaire des Fructo-oligosaccharides.
D’aprés (Berezovskaya et al., 2020).

Les FOS sont des composants naturels des plantes résistants a I'hydrolyse par les enzymes
digestives de I'néte. lls sont fermentés en acides gras a chaine courte, acétate et lactate par les
populations du microbiote intestinal et colique, notamment in vitro par de nombreuses souches de
Bifidobacteria et Lactobacillus. In vivo, I'administration de FOS favorise la croissance de
Bifidobacteria, dont I'abondance est significativement augmentée, et inhibe la croissance de
Clostridia.

Les FOS lévogyres semblent plus stables que ceux de type inuline, et induisent une croissance de
Bifidobacterium lactis plus importante, associée a une synthése d’acétate et de lactate plus
importante également. Ces lactates sont par la suite métabolisés en butyrate par d’autres
populations microbiennes au sein du microbiote (Kumar et al., 2018).

Peu d’études sont disponibles sur 'usage des FOS lors d’infection chez le veau. Néanmoins deux
études montrent que chez des veaux diarrhéiques, leur administration permet la réduction de
scores fécaux, et de l'usage dantibiotiques. Leur administration permettrait également
'augmentation des concentrations fécales en butyrate (Cangiano et al., 2020).
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b. Galacto-oligosaccharide

Les galacto-oligosaccharides (GOS) sont des oligosaccharides. Ce sont des polyméres composés
d’'une molécule de galactose ou de glucose terminale liée a trois a huit molécules de galactose
retrouvés dans le lait de certains mammiféres comme les marsupiaux (Figure 10). Les GOS
obtenus par synthese enzymatique a partir de lactose peuvent présenter un nombre plus important
d’'unités (Géanzle, 2011).

_OH -
') n<y
OH > _OH
oH A +—o0
) N oy
GOS

Figure 10 : Structure moléculaire des Galacto-oligosaccharides.
D’aprés (Berezovskaya et al., 2020).

Tout comme les FOS, les GOS ne sont pas digérés par les enzymes digestives, chez 'Homme,
mais fermentés par les populations microbiennes locales a leur arrivée dans le c6lon, notamment
Bifidobacterium et Bacteroides qui I'utilisent comme source premiére de carbone, ainsi que par les
Lactobacillus. Leur administration quotidienne pendant trois semaines est ainsi a l'origine d’'une
augmentation significative de I'abondance intestinale de Bifidobacterium spp. suivant une relation
dose-dépendante. La croissance de Lactobacillus semble également favorisée par I'administration
de GOS(Géanzle, 2011)(Sako et Tanaka, 2011).

Les produits de ces fermentations sont essentiellement des acides gras a chaine courte (Ganzle,
2011).

Chez le nourrisson, l'administration concomitante de GOS et de FOS réduit l'occurrence
d’infections intestinales (et respiratoires) pendant la premiére année de vie (Glibowski et
Skrzypczak, 2017).

Chez le veau, 'administration de GOS semble augmenter la longueur des villosités jéjunales, ainsi
que la profondeur des cryptes. Leur administration lors d’épisodes de diarrhées montre des
résultats hétérogénes : certaines études mettent en évidence un impact positif avec des scores
fécaux et un nombre de jours de diarrhée diminués, d’autres une augmentation transitoire des
bactéries coliques productrices d’acides lactiques avec un nombre de jours de diarrhées
augmenté, peut étre d’origine osmotique (Cangiano et al., 2020).
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c. Mannan-oligosaccharide

Les mannan-oligosaccharides (MOS) sont des polyméres de mannose (Figure 11) dérivés de
parois cellulaires de levures telles que Saccharomyces cerevisiae, et de plantes, capables de lier
de maniére compétitive des agents pathogénes (Cangiano et al., 2020)(Tungland, 2018b).

n

Figure 11 : Structure moléculaire des Mannan-
oligosaccharides. D’aprés (Laboratoire Elicityl, s. d.).

Sur dix études évaluant I'impact de I'administration de MOS sur la santé de veaux, huit montrent
un impact positif avec une diminution de la sévérité de la diarrhée et un retour a des scores fécaux
normaux plus rapide (Cangiano et al., 2020).

L’administration de MOS lors de cryptosporidiose n’est pas a lorigine d’'une diminution du
dénombrement fécale d’'oocystes au-dela de la premiére semaine de traitement, néanmoins son
utilisation semble avoir plus d'effets bénéfiques que d’autres prébiotiques (Cangiano et al.,
2020)(Terré et al., 2007).

d. Béta-glucane

Les béta-glucanes sont des polyméres de glucose retrouvés dans la paroi de levures, bactéries,
algues, champignons et céréales, mais cette grande diversité de sources complique la réalisation
de synthéses d’études sur le sujet. Le poids moléculaire variable de ce polymére pourrait étre a
I'origine des différences de taux de réussite des essais cliniques sur les B-glucanes en termes de
bénéfices cliniques chez 'Homme. Ces bénéfices sont essentiellement liés a la modulation du
métabolisme du cholestérol et du glucose, en lien avec sa viscosité et les capacités d’absorption
de l'intestin (Cangiano et al., 2020)(Mitmesser et Combs, 2017).

La fermentation des béta-glucane est également a I'origine de la production d’acides gras a chaine
courte comme le propionate (Mitmesser et Combs, 2017).

Chez le veau, trois études se sont intéressées a I'effet de 'administration de béta-glucane sur leur
santé. L'une d’elle mettait en évidence des effets positifs. Une augmentation des IgA sérique est
observée, du ratio neutrophile/lymphocyte, et de la réponse immune au vaccin chez des veaux
exposé a un challenge vaccinal et complémenté en béta-glucane. Une autre mettait en évidence
des effets négatifs, avec des scores fécaux augmentés et un pourcentage de veaux positifs a E.
coli 0157 :H7 plus important chez les individus complémentés (Cangiano et al., 2020).
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e. Cyclodextrine

e Béta-cyclodextrine

Les béta cyclodextrine sont composées de sept molécules de glucose assemblées en cercle
(Figure 12) (Cangiano et al., 2020).
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Figure 12 : Structure moléculaire des Béta-
cyclodextrine. D’aprés (Bruschi, 2015).

L’activité de ce prébiotique contre Cryptosporidium parvum a été évaluée chez des souris
allaitantes et chez des agneaux dans des conditions de terrain.

Chez ces 53 individus le prébiotique a été administré par voie orale, a 1, 2 et 3 jours d’age en
prophylactique et pendant trois jours suivant 'apparition de diarrhées en thérapeutique. L’efficacité
de 'administration a été évaluée par rapport a I'excrétion d'oocystes, la présence de diarrhée et la
prise de poids a 15 et 30 jours (Castro-Hermida et al., 2001b)(Castro-Hermida et al., 2001a).

L’administration prophylactique de béta cyclodextrine se traduit par une diminution de la mortalité,
du nombre d'animaux infectés, un allongement de la période prépatente et une réduction de la
durée de la diarrhée et de I'excrétion fécale d’oocystes.

L’administration thérapeutique de béta cyclodextrine se traduit par une diminution de la durée de
I'infection et de la sévérité de la diarrhée (Castro-Hermida et al., 2001b)(Castro-Hermida et al.,
2001a).

Selon ces mémes protocoles, chez le veau, 'administration prophylactique et thérapeutique de
béta cyclodextrine se traduit par une réduction de I'excrétion fécale d’oocystes (Castro-Hermida et
al., 2001b)(Castro-Hermida et al., 2001a).
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¢ Alpha-cyclodextrine

Les alpha cyclodextrine sont composées de six molécules de glucose assemblées en cercle
(Figure 13) (Ceborska, 2018).

w-Cyclodextrin

Figure 13 : Structure moléculaire des Alpha-
cyclodextrine. D’apreés (Bruschi, 2015).

L'administration thérapeutique d’alpha-cyclodextrine pendant les six premiers jours de vie, chez
des chevreaux expérimentalement infectés par Cryptosporidium parvum, se traduit par un
allongement de la période prépatente, une réduction de la durée de la diarrhée et de I'excrétion
fécale d’oocystes (Castro-Hermida et al., 2004).

Chez des souris nourries avec une alimentation riche en gras, 'administration d’alpha-dextrine se
traduit par une abondance augmentée des populations de Bacteroides, Bifidobacterium et
Lactobacillus, autrement diminuées chez les souris non complémentées.

Les concentrations caecales en acide lactique, acétate, propionat et butyrate étaient par ailleurs
augmentées (Nihei et al., 2018).

Chez 'Homme, 'administration d’'une dextrine de synthése a permis en culture une augmentation
de l'abondance des populations Bifidobacterium, Veillonella, Dialister, et Blautia issues du
microbiote fécal humain (Wei et al., 2023).

f. Chitosan et chito-oligosaccharides

Le chitosan est un polysaccharide naturel dérivé de la chitine (Figure 14). Il est synthétisable par
désacétylation des déchets de la péche crustacée a partir de la chitine présente dans les
exosquelettes des crabes, des crevettes et des insectes ou issue de sources fongiques telles
Aspergillus ou Saccharomyces, car présente dans les parois cellulaires des champignons (Adjou,
2019)(Guan et Feng, 2022).
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Figure 14 : Structure moléculaire du Chitosan.
D’aprés (Teixeira-Costa et Andrade, 2021).

Par rapport a la chitine, le chitosan est moins toxique et moins allergisant.

Les chito-oligosaccharidessont issus de I'hydrolyse du chitosan (Guan et Feng, 2022).

OH OH OH
0 0 >
) (o)
(o} O/ fo)
HO NH HO NH
HO NH, 2 . 2

Figure 15 : Structure moléculaire des Chito-oligosaccharides.
D’aprés (Kim et Senevirathne, 2011).

Les dérivés de la chitine présentent des activités anti-oxydante, anti-inflammatoire, anti-tumorale.
Par ailleurs, ils sont absorbables par les cellules épithéliales.

L’activité anti-oxydante s’accompagne de la capacité a induire des enzymes anti-oxydantes lors de
stress oxydatif.

L’activité anti-inflammatoire s’accompagne de la capacité a stimuler le systéme immunitaire inné et
acquis via les voies de signalisation NFkB, MAPK et AMPK (Guan et Feng, 2022).

Les dérivés de la chitine présentent de plus des activités anti-microbiennes envers de nombreuses
bactéries pathogénes telles Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium luteum, Streptococcus mutans, Streptococcus faecalis,
Streptococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, and Yersinia
enterocolitica, mais également envers divers phytopathogénes fongiques (Guan et Feng, 2022).
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Plusieurs mécanismes sont évoqués pour expliciter ces activités antimicrobiennes.

Les dérivés de chitine peuvent se lier aux composants membranaires des bactéries, perturbant
leurs transports transmembranaires, et l'intégrité de leur paroi. Leurs propriétés chélatrices de
métaux perturbent de plus la croissance des bactéries.

Enfin, certains dérivés de bas poids moléculaires sont capables d’étre internalisés au sein des
bactéries, pénétrer le nucléoide et se lier a 'ADN, perturbant son expression et la réplication de
'organisme (Guan et Feng, 2022).

En culture l'administration de chitooligosaccharide se traduit par une augmentation des
Bacteroidetes, une diminution des Proteobacteria, des Actinobacteriaet du ratio Firmicutes/
Bacteroidetes (Guan et Feng, 2022).

Chez des souris immunodéprimées infectées par C.parvum, 'administration de Chitosan se traduit
par une augmentation de 'abondance relative des Bacteroidetes/Bacteroides, et une diminution de
'abondance relative des Proteobacteria, des Tenericutes, des Defferribacteres et des Firmicutes
(Rahman et al., 2021).

Chez des porcelets sevrés, I'administration de dérivés de chitooligosaccharide pendant deux
semaines se traduit par une augmentation de I'abondance des populations de Bifidobacterium
spp., Bifidobacterium breve, Faecalibacterium prausnitzii, et Lactobacillus spp. au niveau de l'iléon
et du cllon, Prevotella au niveau de l'iléon et de Fusobacterium prausnitzii, Methanobrevibacter
smithii, et de Roseburia au niveau du cb6lon, et d’'une diminution de I'abondance des populations de
Firmicutes et Streptococcus au niveau de l'iléon et du cblon, de Bacteroides fragilis, Clostridium
spp., Eubacterium rectale, et Methanobrevibacter smithii au niveau de liléon et de E. coli au
niveau du colon.

Parmi ces populations augmentées suite a I'administration de dérivés de chitooligosaccharide et a
I'instar des lactobacilles et bifidobactéries, Faecalibacterium prausnitzii est également impliquée
dans la synthése de butyrate. Elle posséde également des propriétés anti-inflammatoires par
inhibition de la voie NFkB. Son abondance relative est par ailleurs négativement corrélée a
I'incidence de diarrhée chez les veaux (Du et al., 2023).

Et ainsi, les modifications du microbiote intestinal suite a 'administration de dérivés de chitine chez
ces porcelets s’Taccompagnent par ailleurs d’'une augmentation de la concentration des acides gras
a chaine courte (Guan et Feng, 2022).

Ainsi, les dérivés de la chitine présentent des caractéristiques prébiotiques intéressantes.

Sur des cultures cellulaires, I'administration de chitosan permet de réduire le nombre de C.
parvum. Cet effet est dose dépendant (Adjou, 2019).
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Chez des souris immunodéprimées infectées par C. parvum, 'administration de Chitosan se traduit
par une réduction significative de I'excrétion fécale d’oocystes.

Chez ces souris, 'administration de Chitosan permet également l'inhibition de la voir TLR4, et une
diminution significative de I'lFN gamma et de TNF alpha (Rahman et al., 2021).

Chez des chevreaux expérimentalement infectés, I'administration d’une préparation commerciale
contenant du chitosan se traduit par une réduction de la durée et de la sévérité de la diarrhée, une
réduction significative de I'excrétion fécale d’oocystes par rapport au groupe contrdle et une
augmentation significative du poids (Adjou, 2019).

Les études sur 'usage de prébiotiques dans la gestion des diarrhées néonatales a C. parvum
offrent des résultats hétérogénes mais encourageants, suivant le type de prébiotiques utilisés.
Ainsi, les mannan-oligosaccharides, les Béta cyclodextrines et le chitosan et ses dérivés
semblent capables de réduire I'excrétion fécale d’'oocystes au cours de l'infection, ainsi que la
durée et la sévérité de la diarrhée.

De maniére plus générale, I'administration de prébiotiques apparait comme pouvant étre a
lorigine d’une amélioration des scores fécaux en favorisant en tant que support de
fermentation la production d’acides gras a chaine courte et notamment de butyrate.

Du fait des résultats hétérogénes obtenus et de leur apparente faible reproductibilité et des
enjeux liés a [linfection, leur utilisation semble plus pertinente en tant qu’adjuvants
thérapeutiques qu’en support principal d’'une prise en charge de diarrhées néonatales a C.
parvum.

3. Focus sur la transplantation fécale

La transplantation fécale consiste en la transplantation du contenu fécal d’'un donneur sain a un
receveur malade, afin de restaurer les communautés microbiennes intestinales de ce dernier. La
transplantation fécale représente une solution prometteuse dans la gestion de maladies
essentiellement chroniques en lien avec une dysbiose intestinale, mais également suite a des
traitements antibiotiques prolongés altérant le microbiote (Du et al., 2023).

La transplantation fécale est un moyen de modifier le microbiote intestinal d’'un individu qui pourrait
constituer une prise en charge thérapeutique intéressante dans la prise en charge de diarrhées

infectieuses, notamment a Cryptoposridium parvum.

Chez 'Homme, [l'utilisation de la transplantation fécale dans la prise en charge des infections a
Clostridium difficile, permet une résolution de l'affection dans plus de 80% des cas, avec des
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patients asymptomatiques et chez lesquels la bactérie n’est pas détectée dans les selles jusqu’a
huit semaines post traitement (Islam et al., 2022).

Chez le veau, la transplantation fécale est efficace dans le traitement de diarrhées néonatales
multifactorielles dans 70% des cas, avec une réduction des scores de diarrhées associés (Islam et
al., 2022).

Chez des lIémurs Sifakas naturellement infectés par C. parvum, la transplantation fécale facilite un
rétablissement plus rapide et permet le rétablissement de la diversité microbienne a des niveaux
au moins égaux a ceux pré-infection (McKenney et al., 2017).

Chez des veaux souffrant de diarrhées, I'analyse des microbiotes fécaux des donneurs et des
receveurs montre qu’aprés transplantation, la diversité alpha tend a étre augmentée chez les
receveurs, quelque soit le succés de la transplantation. Pour les transplantations réussies,
'analyse de la diversité Bé&ta montrait une réduction des dissimilarités post transplantation, avec
une composition du microbiote des receveurs proche de celle des donneurs 7 jours aprés la
transplantation (Islam et al., 2022).

Néanmoins, l'utilisation de la transplantation fécale comme thérapie efficace présente un certain
nombre de contraintes qui pourrait rendre son utilisation sur le terrain moins pertinente que ne I'est
'usage de probiotiques, dans la gestion de la dysbiose et de l'infection dues a C. parvum.

Bien que cela soit peut étre plus applicable dans le cadre de la prise en charge de maladies
chroniques, il a en effet été montré que plusieurs transplantations pouvaient s’avérer étre
nécessaires afin d’obtenir I'efficacité souhaitée, avec dans un premier temps des transplantations
réalisées fréquemment afin d’obtenir une rémission, puis a intervalles plus espacés afin de
maintenir les modifications des communautés microbiennes de I'héte ainsi induites (Zhang et al.,
2022).

La sélection du donneur représente également un défi, et les multiples facteurs influencant la
composition des microbiotes pourraient étre a I'origine d’'un manque de reproductibilité.

Ainsi, il est probable qu'une transplantation fécale échoue si les microbiotes du donneur et du
receveur sont trop similaires. La composition des microbiotes du donneur et du receveur
conditionne le succés de la transplantation, et il a été montré que les genres Sporobacter et
Selenomonas étaient retrouvés chez les donneurs, et Lactobacillus chez les receveurs lors de
transplantations réussies chez le veau. L’analyse des microbiotes du donneur et du receveur

apparait comme nécessaire a la réalisation de la transplantation afin d’identifier ces genres,
prédicteurs de succés pour la mise en pratique (Islam et al., 2022).

On peut également souligner la nécessité de vérifier au préalable l'innocuité des prélevements
utilisés. Ainsi chez le veau, dans le cadre de la prise en charge des diarrhées néonatales,
'absence d’agents pathogénes susceptibles d’étre transmis au cours de la transplantation tels que
le virus de la maladie des muqueuses, les coronavirus et rotavirus entériques, Clostridium
perfringens, des coccidies, Salmonella spp., E. coli pathogénes, des nématodes, et bien sdr C.
parvum (Islam et al., 2022).

L’'usage de la transplantation fécale impliquerait ainsi un certain nombre d’investigations préalables

dont la réalité économique ne permettrait peut-étre pas un usage pertinent en médecine
vétérinaire, actuellement.
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Se poserait également la question de I'age du donneur en lien avec sa maturité microbiotique, et
de la rémanence des communautés introduites dans des conditions environnementales
intestinales dépendant de I'age et de 'alimentation du receveur, non sevré. De plus amples études
sont donc sans doute nécessaires.

Si I'utilisation de la transplantation fécale dans la prise en charge des maladies se traduisant
par une dysbiose apparait prometteuse, les contraintes pratiques liées a sa réalisation sur le
terrain semblent peu en faveur de sa mise en application dans un futur proche dans la gestion
des diarrhées a C. parvum en médecine vétérinaire tout du moins.
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Conclusion

La cryptosporidiose est une maladie zoonotique. Habituellement auto-résolutive, elle est causée
par linfection des cellules épithéliales intestinales par des parasites appartenant au genre
Cryptosporidium. Sa transmission oro-fécale est a l'origine d’épidémies d’origine hydrique et
alimentaire, et représente a I'’échelle mondiale la seconde cause de diarrhées chez les enfants de
moins d’'un an et est a l'origine chez les individus immunodéprimés de diarrhées chroniques
pouvant étre mortelles. Cryptosporidium parvum constitue également I'un des principaux agents de
diarrhées néonatales chez les jeunes ruminants en élevage.

Apparentés aux grégarines, les cryptosporidies sont des protozoaires a apicomplexe
intracellulaires extracytoplasmiques largement dépendants de la cellule parasitée en terme de
métabolisme et protégés au sein de la cellule par une vacuole parasitophore qui les isole de la
réponse immunitaire de 'héte ainsi que des voies de délivrance de molécules actives. Ses stades
auto-infectieux, mérozoites et oocystes a parois fines renforcent encore I'efficacité de son cycle de
réplication, et ainsi sa dissémination dans I'environnement lors de I'excrétion fécale.

Au-dela de l'importance économique que revétent les diarrhées néonatales a Cryptosporidium en
élevage, le caractere zoonotique de cette maladie, le portage hydrique des oocystes du parasite,
leur résistance importante dans I'environnement et 'absence de traitements efficaces aussi bien
chez 'Homme que chez I'animal font de sa gestion a la croisée entre environnement, médecine
humaine et médecine vétérinaire un enjeu One Health. La médecine vétérinaire y joue un role
crucial et premier, notamment dans la limitation de la contamination environnementale, en étant
directement impliquée dans les mesures d’hygiéne en élevage, la prévention et le traitement des
diarrhées néonatales a Cryptosporidium parvum des jeunes ruminants.

Les traitements actuellement autorisés, et disponibles, aussi bien en médecine humaine qu’en
vétérinaire ne se montrent pas pleinement efficaces vis-a-vis de la prévention ou de I'élimination
de l'infection bien qu’ils permettent une réduction de I'excrétion fécale d’oocystes, et de la mortalité
chez les animaux d’élevage. Ainsi s’ils permettent une réduction de la contamination de
'environnement, ils ne permettent cependant pas nécessairement une réduction des signes
cliniques chez les jeunes ruminants et des pertes économiques associées.

Les recherches récentes concernant la gestion de linfection s’articulent autour de plusieurs
stratégies complémentaires : l'interruption du cycle de développement parasitaire par la mise au
point de molécules biocides d’'une part, et d’autre part le renforcement des moyens de défense de
I'néte et de sa réponse immunitaire, par exemple par le développement de vaccins ou en modulant
le microbiote intestinal. La réponse immunitaire participe par ailleurs, chez le ruminant mais non
chez ’'Homme, a la mise en place d’'une résistance a l'infection lors des expositions ultérieures.

Si les relations complexes s’établissant entre le microbiote intestinal et I'hnéte sont encore
incomplétement comprises notamment considérant ses impacts au niveau systémique, localement
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les communautés microbiennes participent entre autres a linduction, au développement et a
I'éducation du systéme immunitaire ainsi qu’a la résistance vis-a-vis d’éventuels entéropathogénes
exogenes : en entrant en compétition pour des ressources nécessaires a leur métabolisme, en
modulant I'expression de génes de virulence, I'environnement local, en produisant des peptides
antimicrobiens etc.

Lors de crypstoporidiose, la présence d’'un microbiote mature participe a la résistance initiale a
I'infection. Sa composition, et de fait ses modifications, module la sensibilité de I'héte et la sévérité
de l'atteinte. |l joue en effet un rdle dans l'activation des cellules dendritiques centrales a la
réponse immunitaire & C. parvum, et les métabolites qu’il produit tel que l'indole, ou les acides gras
a chaine courte sont impliqués dans le métabolisme des cellules épithéliales, dans la
différenciation des lymphocytes T, la réponse inflammatoire. Ces acides gras a chaine courte sont
retrouvés a des niveaux importants chez des souris adultes infectées mais résistantes a C.
parvum. De fait chez les animaux jeunes, la sensibilité a l'infection est trés probablement liée a
une immaturité immunitaire et microbiotique en lien avec un régime alimentaire encore peu
diversifié, et 'apparition d’'une résistance coincide avec la mise en place d'une flore intestinale
mature, concomitamment avec la transition vers une alimentation solide.

Chez les jeunes animaux touchés, la cryptosporidiose est a I'origine d’une variation importante des
communautés bactériennes associée a une perte de la diversité microbienne intrinséque. La
modification du transit digestif, 'atteinte de I'épithélium et notamment des cellules de Paneth
secondaire a l'infection, semblent étre a I'origine de la dysbiose induite, par perte des mécanismes
de régulation et de protection locaux. La cryptosporidiose altére par ailleurs le développement
précoce du microbiote, perturbe les interactions entre ses populations et induit la modification de
voies de biosynthése comme celle des acides gras a chaine courte impliqués dans ’homéostasie
intestinale. La dysbiose apparait transitoire, mais elle pourrait néanmoins entrainer des

conséquences a plus long terme.

Les souches microbiennes probiotiques, et les prébiotiques, permettent de moduler le microbiote
intestinal. Les souches bactériennes utilisées comme probiotiques sont a I'origine d’'une réduction
souvent significative de la durée et de l'intensité de I'excrétion fécale d’oocystes et des signes
cliniqgues associés, et ce d’autant plus que leur administration est précoce. Cette efficacité est au
moins similaire aux traitements conventionnels. Les mécanismes d’actions sous jacents a leur
efficacité comprennent la production de peptides antimicrobiens, la modification de
I'environnement local, la protection de I'épithélium et de sa fonction barriere par le renforcement
des jonctions serrées fragilisées au cours de l'infection, la modulation du systéme immunitaire et la
compétition pour I'espace et les ressources. Dans une moindre mesure les prébiotiques, supports
de fermentation pour les communautés microbiennes pour la synthése d’acides gras a chaine
courte, chélateurs de métaux et perturbateurs de la multiplication et de la croissance
d’entéropathogénes, renforcent ces effets bénéfiques.

La seule modification du microbiote intestinal ne permet pas I'élimination de linfection ni sa
prévention, chez le jeune. Néanmoins, du fait de la difficulté a concevoir des molécules anti-
cryptosporidiennes biocides, il apparaitrait tout a fait pertinent de concevoir en médecine
vétérinaire des stratégies thérapeutiques multimodales associant thérapies conventionnelles et
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modificateurs du microbiote intestinal en association avec des pratiques d’élevage et des mesures
d’hygiéne strictes afin de réduire autant que faire ce peut I'excrétion fécale et les signes cliniques,
dont la gravité est directement liée a la quantité doocystes ingérés, tout en assurant

'immunisation des individus.
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Annexes

Phylum Ordre Famille Genre
Statut des
Sifakas
Sains : non Actinobacteria Bifidobacteriales | Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
infectés et pré _ _ _
infection Bacteroidetes Bacteroidales Rikenellaceae Inconnue
Autre
Firmicutes Clostridiales Inconnue Inconnue
Moggibacteriaceae Anaerovorax
Gracilibacteriaceae Inconnue
Lacnhospiraceae Butyrivibrio
Autre
Proteobacteria | Aeromondales Succinivibrionaceae | Succinivibrio
Verrucomicrobi | Verrucomicrobial | Verrucomircrobiacea | Akkermansia
a es e
Infection Firmicutes Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus
Turicibacterales Turicibacteraceae Turibacter
Clostridiales Peptococcaceae Inconnu
Autre Autre
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Proteobacteria

Desulfovibrionale
[

Desulfovibrionaceae

Desulfovibrio

Enterbacteriales Enterbacteriaceae Inconnu
Rétablissemen | Bacteroidetes Bacteroidales Inconnue Inconnue
t
Firmicutes Clostridiales Clostridiaceae Inconnue
Lacnhospiraceae Inconnue

Erysipelotrichales | Erysipelotrichaceae | Corpobacillus

Tableau 3 : Modifications des populations bactériennes au sein du microbiote fécal au
cours de l'infection a C. parvum chez les Iémuriens Sifakas de Coquerel. D’aprés
(McKenney et al., 2017)

o Enteroccocus, Enterbacteriaceae, Desulfovibrio : genres bactériens connus pour coloniser
I’'Homme lors de maladies entériques

o Biomarqueurs significativement enrichis au cours de l'infection : Enterococcus, Turibacter,
Peptococcaceae, Desulfovibrio, Enterbacteriaceae

Statut des souris Phylum dominants Genres dominants Espéces dominantes
nouveau-nés
Non infectées Firmicutes Lactobacillus Lactobacillus murinus
Lactobacillus sp.
0Ss10
Streptococcus /
Actinobacter / Proprionibacterium
sp. S342
Corynebacterium
mastitidis
Bacteroidetes / Alistipes massiliensis
Infectées Firmicutes Lactobacillus /
Streptococcus /
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Bacteroidetes Clostridium Clostridium sp.
Culture 57
Bacteroides Bacteroides acidifiens
Coprobacter Coprobacter
secundus

Tableau 4 : Modifications des populations bactériennes au sein du microbiote intestinal au
cours de ’'infection a C. parvumchez des souris nouveau-nées. D’aprés (Mammeri et al.,

2019)

Statut des souris adultes
immunodéprimées

OTU dont I'abondance est significativement augmentés

Non infectées

-3 OTU de porphyromonadacea

-1 OTU de bacteroidetes non classifié

Infectées

-2 OTU de bacteroidetes non classifiés
-Prevotellaceae

-Porphyromonadacea

Tableau 5 : Modifications des populations bactériennes au sein du microbiote fécal au
cours de I'infection a C. parvum chez des souris adultes. D’aprés (Ras et. al, 2015)
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Taxa abondants avant
challenge

Taxa post challenge, au
cours de l'infection

Individus ne développant
pas de cryptosporidiose
clinique

Phya : Firmicutes,
Proteobacteria

Espéces : Escherichia coli
CFTO073, Bacillus spp.,
Clostridium spp.

Augmentation de
'abondance relative de
Acidaminococcus spp.
Bifidobacterium longum,
Lactobacillus plantarum

Diminution de 'abondance
de

Citrobacter gillenii,
Escherichia coli CFT073,
Raoultella spp.,

des bactéries productrices
d’indole par rapport a avant
challenge

Individus développant une
cryptosporidiose clinique

Phyla : Firmicutes,
Bacteroidetes,
Verrucomircrobia

Espéces : Bacteroides
fragilis, Bacterodies
pyogenes, Prevotella
bryantii, Akkermansia
muciniphila

Diminution de I'abondance
relative de
Clostridium spp.

Tableau 6 : Modification des populations bactériennes au sein du microbiote fécal au cours
de l'infection a C. parvum chez ’Homme. D’aprés (Chappell et al., 2016)

o Escherichia coli CFT073, Bacillus spp., Bacteroides fragilis, Bacterodies pyogenes,
Prevotella bryantii, bactéries productrices d’indole.

o Seules E.coli, et Bacillus spp. ont été associées a des concentrations fécales en indole

augmentées.
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RELATIONS ENTRE CRYPTOSPORIDIOSE ET MICROBIOTE
INTESTINAL : PISTES DE RECHERCHE POUR DES THERAPIES
ALTERNATIVES

AUTEUR : Séléna STEINKAMPF--PELLECUER
RESUME :

La cryptosporidiose est une maladie zoonotique a l'origine de diarrhées chez 'Homme et chez
'animal notamment les jeunes ruminants non sevrés en élevage. Elle est causée par des
protozoaires a apicomplexe intracellulaires mais extracytoplasmiques dépendants de la cellule
parasitée pour leur métabolisme, isolés des voies de délivrance de molécules actives et de la
réponse immunitaire de I'héte, et hautement résistants dans I'environnement. |l n’existe pas
actuellement de traitements complétement efficaces disponibles en médecine humaine et en
médecine vétérinaire. En étant impliquée dans la prévention et le traitement des diarrhées
néonatales a Cryptosporidium chez les jeunes ruminants, la médecine vétérinaire joue un role
central dans la limitation de la contamination environnementale par les oocystes parasitaires.

Ce travail bibliographique explore les relations plurielles qui s’établissent entre cryptosporidiose et
microbiote. L’infection a Cryptosporidium se manifeste par une dysbiose intestinale transitoire. La
sensibilité a l'infection liée a 'age chez les jeunes ruminants semble pouvoir s’expliquer en partie
par une immaturité immunitaire et microbiotique en lien avec un régime alimentaire encore peu
diversifié.

Les souches bactériennes utilisées comme probiotiques sont a I'origine d’'une réduction souvent
significative de la durée et de l'intensité de I'excrétion fécale d’oocystes et des signes cliniques, et
ce d’autant plus que leur administration est précoce. Cette efficacité est au moins similaire aux
traitements conventionnels.

Une approche thérapeutique multimodale associant thérapies conventionnelles et modificateurs du
microbiote intestinal, probiotique, prébiotique, moins probablement transplantation fécale, en
association avec des pratiques d’élevage et des mesures d’hygiéne strictes peuvent constituer une
alternative pertinente dans la gestion des diarrhées néonatales a Cryptosporidium chez le jeune
ruminant non sevre.
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RELATIONSHIPS BETWEEN CRYPTOSPORIDIOSIS DISEASE AND
INTESTINAL MICROBIOTE: RESEARCH TRACKS FOR ALTERNATIVE
THERAPIES STRATEGIES

AUTHOR: Séléna STEINKAMPF--PELLECUER
SUMMARY:

Cryptosporidiosis is a zoonotic disease that causes diarrhoea in humans and animals, particularly
young, unweaned ruminants. It is caused by intracellular but extracytoplasmicapicomplexa
protozoa that depend on the parasitized cell for their metabolism, are isolated from active molecule
delivery pathways and the host immune response, and are highly resistant in the environment.
There are currently no completely effective treatments available in human or veterinary medicine.
By being involved in the prevention and treatment of neonatal Cryptosporidium diarrhoea in young
ruminants, veterinary medicine plays a central role in limiting environmental contamination by
parasitic oocysts.

This bibliographic work explores the complex relationship between cryptosporidiosis and the
intestinal microbiota. Cryptosporidium infection is causing a transient intestinal dysbiosis. Age-
related susceptibility to infection in young ruminants seems to be partly explained by an immune
and microbiotic immaturity, linked to a diet that is not yet sufficiently diversified.

The use of probiotic bacterial strains often leads to a significant reduction of the duration and
intensity of faecal oocyst excretion and clinical signs, the earlier they are administered. This
efficacy is at least similar to that of conventional treatments.

A multimodal therapeutic approach combining conventional therapies and modifiers of the
intestinal microbiota, probiotics, prebiotics and, less likelyfaecal transplants, in association with
strict husbandry practices and hygiene measures, may provide a relevant alternative in the
management of Cryptosporidium neonatal diarrhoea in young, unweaned ruminants.
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