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RESUME

Blastocystis sp. est un protozoaire anaérobie trouvé dans le tube digestif de I'hnomme
et de nombreux animaux. Il est a ce jour le parasite intestinal le plus frequemment retrouvé
dans les selles humaines. Dix-sept sous-types (ST1 a ST17) ont été décrits en se basant sur la
comparaison des séquences du géne de '’'ARNr 18S. LinfecBbasi@cystis sp. est associée
a une variété de troubles gastro-intestinaux et plusieurs études suggerent une corrélation entre
la pathogénicité et le ST du parasite. Trois différents axes de recherche ont été développés. Le
premier s'est focalisé sur la prévalence et la biodiversité génétique de ce parasite dans les
populations humaines. Des études épidémiologiques ont été menées en France et au Liban
mais aussi en Afrique en réalisant la premiere enquéte au Sénégal. Le sous-typage des isolats
a été réalisé par PCR en temps réel en ciblant un domaine du gene de I’ARNr 18S suivi d'un
séquencage direct du produit de PCR. Au Liban, la prévalenBéagtecystis était de 19%
dans la population totale avec une corrélation entre le ST1 et le développement de symptémes
gastro-intestinaux. Dans le méme pays, cette prévalence dépassait les 60% chez des patients
symptomatiques et des écoliers. Au Sénégal, la prévalence observée est la plus importante
jamais décrite pour ce parasite puisqu’elle atteignait 100% dans une population d'une
centaine d’enfants vivant en milieu rural. Ces données soulignent I'impact socioéconomique
de la blastocystose dans les pays en développement ou les conditions sanitaires sont souvent
précaires. En France, une prévalence importante de 18,3% a pourtant été observée dans une
large étude épidémiologique englobant des patients présentant ou non des symptémes et
suivis dans 11 hdépitaux répartis sur tout le territoire francais. Le ST3 est prédominant suivi
des STs 1, 2 et 4 comme dans une majorité de pays a travers le monde. Des variations
saisonnieres de la prévalence de ce parasite ont aussi été observées puisqu’elle était de 13,7%
en hiver et de 23,5% en été. Le deuxieme axe s’est concentré sur l'identification des facteurs
de risque de transmission Beastocystis sp. a ’'homme. Le parasite a été recherché dans les
selles de vaches et de patients ainsi que dans des échantillons d’eau consommée par I'homme
et les animaux dans une région géographique limitée du Nord-Liban. 30% des échantillons
humains, 69% des échantillons d'eau et 80% des échantillons de bovins étaient positifs pour le
parasite. Le ST3 était prédominant dans les échantillons humains et d’eau suivi des ST1, ST2
et ST4. Par contre, ST10 et ST14 étaient prédominants chez les bovins mais ces deux STs
n’'ont pas été retrouvés dans les autres types d’échantillons. Pour expliquer I'absence des ST10
et ST14 dans ces échantillons, une transmission de ces STs par contact direct entre les bovins
et/ou I'absence de formes kystiques transmissibles pour ces STs ont été proposées. Ce parasite
a aussi été recherché dans les selles de nombreux groupes d’animaux du zoo de La Palmyre

en France. Nous avons montré que pres de 40% des selles analysés étaient positives pour
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Blastocystis sp. et identifié de nouveaux réservoirs d'infections pour 'homme chez les
carnivores. La prévalence du parasite atteignait 60% chez les primates chez lesquels les ST1 a
ST5 identifiés sont identiques a ceux observés chez I'homme confirmant la faible spécificité
d’héte de ces STs. Dans une autre étude, la prévaleriflastiacystis sp. était de seulement

3,5% dans une population de chiens en France suggérant que cet animal n'est pas un hote
naturel deBlastocystis sp.. Enfin, pour clarifier la pathogénicité de ce parasite, le troisieme
axe de mes travaux a souligné le caractéere invafastocystis sp. dans un cas de péritonite
appendiculaire chez une fillette de 9 ans de retour du Maroc. Beastibcystis sp. a été

détecté dans les selles, I'appendice, le liquide péritonéal et le cul-de-sac de Douglas de cette
patiente. Une gastro-entérite s’est de plus déclarée simultanément chez 26 membres de la
famille de I'enfant suggérant une épidémie qui pourrait trouver son origine dans la

consommation commune d’une eau contaminée.



ABSTRACT

Blastocystis sp. is an anaerobic parasitic protozoa found in the digestive tract of
humans and numerous animals. To date, it is the most common intestinal parasite found in
human feces with worldwide distribution. Seventeen subtypes (ST1-ST17) have been
described based on the comparison of SSU rRNA gene sequBlastcystis sp. infection is
associated with various gastrointestinal disorders and many studies suggest a correlation
betweenBlastocystis sp. STs and pathogenicity. My work was developed on three different
topics. The first concerned the prevalence and the genetic biodiversity of the parasite in
human populations. Epidemiological studies were conducted in France and Lebanon but also
in Africa by performing the first survey of this parasite in Senegal. Subtyping of the isolates
was performed by real-time PCR targeting a domain of the SSU rRNA gene followed by
direct sequencing of the PCR product. In Lebanon, the prevalemtastdicystis sp. reached
19% in the general population and we demonstrated a correlation between ST1 infection and
the presence of symptoms. In the same country, this prevalence was 60% in schoolchildren
and patients presenting gastrointestinal symptoms. Strikingly, the prevaleBtastotystis
sp. in a population of one hundred children living in a rural area reached 100% in Senegal and
more than half of the infected children by the parasite presented gastrointestinal disorders.
These latter studies highlighted the socioeconomic impact of blastocystosis in developing
countries with poor hygiene sanitation. In France, a large-scale molecular epidemiological
study was performed including patients presenting or not gastrointestinal symptoms. Stool
samples were collected during winter and summer in 11 hospitals spread all over the French
territory. We observed a high prevalenceBtdstocystis sp. in the french population with an
average of 18.3% and the predominance of ST3 followed by ST1, ST4 and ST2 as in
numerous countries. We also identified seasonal variations since the average prevalence of the
parasite is 13.7% in winter and 23.5% in summer. The second topic focused on the
identification of the risk factors dlastocystis sp. transmission to humans. We searched this
parasite in bovid and human stools as well as in drinking water samples consumed by bovids
and breeders in a limited geographic area of North-Lebanon. 30% of human samples, 69% of
water samples and 80% of bovid samples were positive for the parasite. Interestingly ST3 is
predominant in human and water samples followed by ST1, ST2 and ST4. ST10 and ST14
were predominant in bovid but both STs are lacking in human and water samples. To explain
the lack of ST10 and ST14 in human and water samples, we suggested a transmission of these
STs occurring through direct contact between bovid and / or the absence of transmissible
cystic forms of these STs. Furthermore, this parasite was searched in the stools of numerous

animal groups in the zoo of La Palmyre in France. We showed that nearly 40% of the
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analyzed stools were positive f8tastocystis sp. and identified new reservoirs of human
infections in carnivores. The prevalence of the parasite reached 60% in primates in which the
identified ST1 to ST5 are identical to those observed in humans confirming the limited host
specificity of these STs. In another study, we showed that the prevaleBtastotystis sp.

was of only 3.5% in a population of one hundred dogs in France suggesting that this pet is not
a natural host oBlastocystis sp. Finally, to clarify the pathogenicity of this parasite, the third
topic highlighted the invasive characterBbastocystis sp. observed in a case of appendicular
peritonitis in a 9-year old girl returning from Morocco. OBl\astocystis sp. was detected in
stools, appendix, peritoneal liquid and Douglas pouch of the patient. Interestingly,
simultaneous gastroenteritis occurred in 26 members of the child’'s family suggested an
outbreak with contaminated water as probable origin.
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ADN
ARNr 18S
ARNTt
ATP
Caco-2
DAPI

EF
FECT
GM-CSF
HSP

IBS

IsrRNA

MALDI-TOF

Milieu LB
Mpb
MDR
MEM
MFS
MLO
NF-kB
OMS
PCR
PI-IBS
PKS
RAPD
RFLP
ROCK
RPMI

sp.

Acide Desoxyribonucléique

Acide Ribonucléique de la petite sous unité ribosomique
ARN de transfert

Adénosine triphosphate

Caucasian colon adenocarcinoma (epithelial cells)

4' 6-diamidino2-phénylindole

Facteur d’élongation

Formol Ethyl Acetate Concentration Technique
Granulocytenacrophage colony stimulating factor

Heat shock protein

Irritable Bowel Syndrome ou Syndrome du Cdlon Irritable
Immunoglobuline
Interleukine
Iscove’s modified Dulbecco’s medium

Internal Transcribed Spacer

Kilobase

Large subunit ribosomal RNA
Matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight mass spectrometry
Milieu Luria-Bertani

Millions de paires de bases

Multi drug resistance

Minimal Essential Medium

Major Facilitator Superfamily
Mitochondrion-Like Organelle

Nuclear factor kappa B

Organisation Mondiale de la Santé
Polymerase Chain Reaction

IBS post-infectieux

Polykétide synthase

Random Amplified of Polymorphic DNA
Restriction Fragment Length Polymorphism
Rho-associated Coiled-coil Kinase

Roswell Park Memorial Institute medium

Espece
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SSrRNA Small subunit ribosomal RNA

ST Sous-type

STS-PCR Sequence Tagged Site-PCR

VIH Virus de I'immunodéficience humaine

X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside

Z0 Zona occludens
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INTRODUCTION

Les maladies émergentes ou ré-émergentes causées par certains eucaryotes pathogenes
comme les protozoaires, constituent actuellement un des grands enjeux de santé publique.
L'un de ces protozoaireBlastocystis sp., colonise le tube digestif de 'homme et de
nombreux animaux et est a ce jour le parasite intestinal le plus frequemment retrouvé dans les
selles humaines. En effet, sa prévalence peut atteindre les 20% dans les pays développés et
largement dépasser les 50% dans les pays en développement (Tan 2008 ; Tan et al. 2010 ;
Clark et al. 2013). Cette difference de prévalence entre ces pays peut essentiellement
s’expliquer par des conditions d’hygiene plus précaires puisque la voie oro-fécale est
considérée comme la principale voie de transmission de ce parasite. Une telle prévalence de
Blastocystis sp. dans la population humaine a travers le monde pose donc naturellement la
guestion de I'impact réel de ce parasite en santé publique.

Depuis maintenant plus d’'une dizaine d’années, un intérét croissant s’est porté sur ce
parasite. Ceci s’est traduit entre autres par la création récenteBliestlacystis Research
Foundation aux Etats-Unis (http://www.bhomcenter.org/), par I'ajout par I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) dBastocystis sp. sur la liste des parasites d’origine hydrique
(WHO 2008) et par 'augmentation significative du nombre annuel de publications portant sur
ce parasite. La pathogénicité @bastocystis sp. est longtemps restée controversée mais
'accumulation récente de données génomiques et épidémiologiques couplées a celles
d’étudesin vivo etin vitro et de cas cliniques indique que l'infectiorBkastocystis sp. est
associée a une variété de troubles gastro-intestinaux (Tan 2008 ; Tan et al. 2010 ; Clark et al.
2013). De plus, ce parasite pourrait jouer un réle majeur dans une pathologie intestinale
chronigue fréquente dans les pays industrialisés comme le Syndrome du Cdlon Irritable ou
IBS, dans I'apparition de lésions cutanées comme l'urticaire (Poirier et al. 2012 ; Roberts et
al. 2014) et serait tres frequent chez les patientaunodéprimés en faisant un parasite
opportuniste de premier plan (Marcos et Gotuzzo 2013). D’autre part, une considérable
hétérogénéité moléculaire des isolatsBistocystis sp. trouvés chez 'homme comme chez
lanimal a été mise en évidence avec lidentification d’au moins 17 sous-types (STs)
différents notés ST1 a ST17 (Alfellani et al. 2013a). Chacun de ces STs pourrait représenter
une espece si on tient compte des distances évolutives les séparant dans un arbre
phylogénétique et présente une spécificité d’héte tres variable. Une corrélation éventuelle
entre ST et pathogénicité des isolats a été proposée par de nombreux auteurs mais cette
hypothése reste a confirmer.

Malgré des impacts socio-économiques et en santé publique majeurs, cette parasitose

reste encore trop souvent négligée par les autorités sanitaires. Aussi une meilleure
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INTRODUCTION

connaissance i) de la prévalence et de la biodiversité du parasite chez 'homme, ii) des
facteurs de risque de transmission de celui-ci a I’'homme et iii) de sa physiopathologie et des
facteurs de virulence impliqués devient indispensable afin de pouvoir définir des stratégies de
prévention, de contrble et de lutte contre cette parasitose. Cela résume les principaux objectifs
de I'équipe BDPEHFigure 1) dans lesquels se sont parfaitement intégrées les activités de
recherche développées durant ma these.

Dans le cadre de mes travaux et a travers de fructueuses collaborations, jai eu
'opportunité de pouvoir i) déterminer la prévalenceBiigstocystis sp. et la distribution des
STs dans plusieurs cohortes d’individus de différents pays tels que le Liban, la France et le
Sénégal, pays pour lesquels les données épidémiologiques concernant ce parasite étaient
limitées voire inexistantes, ii) rechercher quand cela était possible une éventuelle corrélation
entre STs d@lastocystis sp. et pathogénicité en combinant données moléculaires et données
cliniques des individus inclus dans ces études et mettre en évidence d’éventuels facteurs de
risque de transmission, iii) identifier et sous-typer les isolaB® aktocystis sp. circulant dans
les populations animales et dans I'environnement afin de traquer les sources de contamination
potentielles pour 'homme et iv) clarifier la physiopathologie de ce parasite a travers I'étude
d'un cas clinique d’appendicite Blastocystis sp. en relation probable avec une épidémie
familiale d’origine hydrique.

L’ensemble de mes résultats est présenté en 3 chapitres : 1) prévalence et biodiversité de
Blastocystis sp. chez 'lhomme, 2) facteurs de risque de transmissiddladtocystis sp. a
’homme et 3) pathogénicité de Blastocysp. Cette présentation est en corrélation avec les 3
grands axes de recherches de I'équipe BDPEE concernant ce parasite.



Objectif 2:
Facteurs de risque de

transmission a I’homme Ingestion des
\ kystes

\

Forme kystique

Objectif 1:

: _° ' Prévalence et

biodiversité chez

] I’homme
\

{ Forme
! vacuolaire

Réservoirs Eaude
animaux consommation

\ Objectif 3:
Dissémination » Physiopathologie
environnementale _— 5
duskyntos Excrétion fécale chez 'lhomme et
deskywie facteurs de
virulence

Figure 1. Objectifs poursuivis par I'équipe BDPEE visant a une meilleure connaissance de
I'épidémiologie moléculaire, de la transmission et de la pathogénicité du protiste parasite
Blastocystis sp. Les résultats obtenus durant ma thése s’intégrent parfaitement dans ces 3 axes

majeurs de recherche et seront présentés selon ce schéma directeur.
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|. La biologie de Blastocystisp.

[.1. Un organisme polymorphe

Blastocystis sp. est un unicellulaire eucaryote strictement anaérobie puisque tres
sensible a toute exposition a I'air (Tan 2008). La morphologie de ce parasite a été largement
étudiée en microscopie optique et électronique a transmission ou a balayage en observant des
échantillons de selles fraiches et de cultures axéniques ou xéniques (Zierdt 1973, 1988, 1991;
Zierdt et Tan 1976 ; Matsumoto et al. 1987 ; Melhorn 1988 ; Yoshikawa et al. 1988, 1995,
2007 ; Dunn et al. 1989 ; Stenzel et Boreham 1991, 1996; Teow et al. 1992; Boreham et
Stenzel 1993 ; Stenzel et al. 1994, 1995, 1997 ; Yoshikawa ek&iay 1996a,b ; Suresh et
al. 1994, 1997, 2009 ; Moe et al. 1996 ; Zaman et al. 1997, 1998, 1999 ; Chen et al. 1999 ;
Pakandl 1999 ; Vdovenko 2000 ; Tan et al. 2002 ; Tan 2004, 2008; Tan et Suresh 2006a,b ;
Zhang et al. 2012). La caractéristique majeure de cet organisme est son polymorphisme se
traduisant par une variation importante de sa taille et par I'existence de différentes formes
allant d’'une forme sphérique a une forme amiboide. Par conséquent, cette multitude de formes
différentes rend difficile 'assignation d’une forme spécifique au parasite.

Quatre formes majeures &astocystis sp. ont été décrites dans les selles ou en culture
in vitro: vacuolaire, kystique, granulaire et amiboide (Tan 2004, 2@08Jres 2 et 3) En
général, les formes vacuolaires et a un moindre degré, les formes granulaires sont
prédominantes dans les échantillons de selles fraiches et en cuoltuiteo. La forme
amiboide est quant a elle plus frequemment observée dans les échantillons déencuttare
gue dans les selles fraiches méme si une excrétion prédominante de la forme amiboide a été
rapportée dans les selles de quelques patients symptomatiques (Tan et Suresh 2006b). La
forme kystique est principalement observée dans les échantillons de selles et rarement en
culture in vitro.

Pour certaines de ces formes, on note la présence d’organites particuliers ressemblant &
des mitochondries, ce qui peut paraitre surprenant chez un organisme anaérobie. Ces organites
appelés MLO pour « mitochondria-like organelle » ont une forme sphérique ou ovale avec un
diametre de 1 a 3 um. Leur nombre est variable selon les isolats ou méme selon les formes
d’'un méme isolat. lls sont entourés d’'une double membrane présentant des crétes et leur
matrice est dense aux électrons. Différentes colorations au DAPI et au MitoLight ont

confirmé que cet organite possédait un génome et ont mis en évidence un potentiel
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transmembranaire (Nasirudeen et Tan 2qB4gure 4). L'appareil de Golgi d8lastocystis

sp. se trouve toujours prés du noyau et de petits granules sécrétoires denses aux électrons sont
souvent observés prés de cet appareil. La fonction générale de cet organite est la synthése de
glucides qui a été démontrée par histochimie au niveau ultrastructural (Yoshikawa et al.
1995).

[.1.1. La forme vacuolaire

Elle représente la forme la plus aisément identifiable et la plus fréquente dans les selles
ou en culturen vitro et permet l'identification de I'organisme par examen microscopique des
selles dans le cadre du diagnostic. Elle est arrondie ou ovalaire et son diamétre moyen est
généralement compris entre 4 et 150 um. Ces variations de taille sont observées entre isolats
mais aussi au sein d’'un méme isolat (Yaicharoen et al. 2006). Dunn et al. (1989) ont ainsi mis
en évidence, a partir de 10 isolats humains, une variation de taille allant de 4 a 63 um. La
forme vacuolaire peut parfois atteindre 200 um de diamétre en culture axénique (Stenzel et
Boreham 1996). Cette forme posséde une large vacuole centrale occupant 90% du volume de
la cellule, ce qui pousse les organites et le cytoplasme dans un anneau périphérique mince,
difficile & visualiser en microscopie optique. La vacuole centrale peut apparaitre vide ou
contenant un fin matériel floconneux. Elle contiendrait des carbohydrates, des lipides et des
protéases ce qui évoque un rdle de stockage pour cet organite (Yoshikawa et al. 1995; Puthia
et al. 2008 ; Tan 2008). En microscopie électronique a transmission, cette vacuole apparait
claire aux électrons ou présente un aspect finement granuleux distribué de maniére irréguliere
(Figure 3) (Stenzel et Boreham 1996; Tan 2008). L'anneau cytoplasmique renferme les
noyaux en nombre variable, un appareil de Golgi et un réticulum endoplasmique, des
microtubules et des MLOs. Cette forme est souvent entourée d’'un manteau de surface, appelé
couche fibrillaire ou d'une capsule d’épaisseur variable pouvant étre apparentée a un
glycocalyx (Lanuza et al. 1996). Certaines cellules en sont pourtant complétement dépourvues
invitro (Dunn et al. 1989). Le rdle possible de ce glycocalyx serait de piéger des bactéries, en

vue d’'un apport de nutriments pour la croissance de la cellule (Zaman et al. 1999).

1.1.2. La forme granulaire



Figure 2: Observations en microscopie optique et en contraste de phase des différentes formes
de Blastocystis sp. en culture axénique. (A) Formes vacuolaires de différentes tailles (Cliché D.
El Safadi); (B) Phase de division binaire de la forme vacuolaire (Cliché D. El Safadi) ; (C)
Forme vacuolaire d’'une culture axénique présentant plus de 10 noyaux a la périphérie de la
cellule (Cliché D. El Safadi) ; (D) Forme granulaire Rlastocystis sp. (Cliché D. El Safadi) ;

(E) Formes kystiques dBlastocystis sp. indiquées par des fleches (Tan 2008) ; (F) Forme
amiboide indiquée par une fleche et présentant des pseudopodes (Tan 2008).



Figure 3: Observation en microscopie électronique a transmission d’une forme vacuolaire (1) et
d'une forme granulaire (2) d®&lastocystis sp. (Clichés D. El Safadi). Ces formes sont
caractérisées par une large vacuole centrale (VC), entourée par une fine bande de cytoplasme
(Cyt) ou se situent le noyau (N) et des organites appelés MLO pour « Mitochondrion-Like

Organelles ». La vacuole centrale de la forme granulaire est remplie de petits granules (Gr).

oy MLO Nucleus MLO
\ |
Light microscopy DAPI MitoLight (Red) MitoLight (FITC) Merged

Figure 4. Photographie en microscopie optique d’'une forme vacuolaiigadtocystis sp. ST7
en contraste de phase et aprés coloration au DAPI et au MitoLight (Nasirudeen et Tan 2004). Les
colorations au DAPI et au MitoLight mettent en évidence la présence d’ADN et d’'un potentiel

transmembranaire dans les MLOs.
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La forme granulaire dd®lastocystis sp. est morphologiquement similaire a la forme
vacuolaire, mais elle est caractérisée par la présence de granules tres hétérogenes au sein de la
vacuole centrale. Sa taille est Iégérement plus petite que celle de la forme vacuolaire, et varie
de 3 a 80 um. Les granules ont des aspects hétérogenes et ont été décrits comme de petites
vésicules ou des gouttes lipidiqgues (Dunn et al. 19Bigure 3). La forme granulaire est
principalement trouvée dans des cultures relativement anciennes ou en présence
d’antibiotiques. Pour certains auteurs, elle serait plutét une forme vacuolaire au contenu
cellulaire particulier plutét qu’'un stade parasitaire distinct (Boreham et Stenzel 1993 ; Stenzel
et Boreham 1996).

1.1.3. La forme kystique

La difficulté majeure dans I'observation de kysteBthstocystis sp. dans les selles est
essentiellement liée a leur forme et a leur petite taille qui varie généralement entre 3 et 5 um.
Ces caractéristiques les rendent quasi indétectables par un examen microscopique classique.
La microscopie électronique pour des isolats humains et animaux montrent que cette forme
est entourée d’'une paroi épaisse composée de plusieurs couches avec un a quatre noyaux
selon les isolats. La vacuole centrale n'existe pas chez cette forme alors qu'une grande masse
de granules de glycogéne a été rapportée dans le cytoplasme d’un isolat de reptile (Yoshikawa
et al. 2003a). C’est la forme de résistance du parasite face aux situations défavorables telles
gue lI'exposition a I'eau, a I'air ou aux fortes variations de température. Ce fgeystgar
exemple survivre 19 jours dans I'eau a température ambiante (Moe et al. 1996) et est résistant
aux méthodes de désinfection de l'eau les plus courantes comme la chlorination ou
'ozonation (Moe et al. 1996 ; Zaki et al. 1996 ; Khalifa et al. 2001). Des études d’infections
expérimentales de rats (Hussein et al. 2008; Iguchi et al. 2007; Yoshikawa et al. 2004a), de
souris (Moe et al. 1997) et d’oiseaux (Tanizaki et al. 2005 ; Iguchi et al. 2007) par des kystes
de Blastocystis sp. ont confirmé que ce stade parasitaire était la principale forme de
transmission du parasite. Cette forme constitue donc la forme de résistance et de
dissémination du parasite dans I'environnement via la voie oro-fécale (Yoshikawa et al.
2004a ; Iguchi et al. 2007).

[.1.4. La forme amiboide
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La forme amiboide est trés rarement observée, et les descriptions morphologiques
réalisées sont souvent contradictoires. Cette forme a été décrite pour la premiere fois dans les
selles liquides d’'un patient diarrhéique qui est finalement décédé d'une pneumonie (Zierdt et
Tan 1976). La forme amiboide a un diameétre de 3 a 8 um et posséde une forme irréguliére
avec des pseudopodes. De plus, la vacuole centrale, les appareils de Golgi et les MLOs
seraient absents dans cette forme. Certains chercheurs suggerent qu’elle constituerait une
forme intermédiaire entre la forme vacuolaire et la forme kystigue. Des études ultra-
structurales ont mis en évidence la présence de bactéries dans des vacuoles pouvant
correspondre a des lysosomes (Stenzel et Boreham 1996), proposant ainsi un réle nutritif de
cette forme (Suresh et al. 1994 ; Singh et al. 1995). D’autres études décrivent ces formes avec
une large vacuole centrale ou plusieurs petites vacuoles dans le cytoplasme ainsi qu’'un ou
deux pseudopodes (Tan et al. 1996a; Tan et Suresh 2006a). Ces formes amiboides, cultivables
sur milieu gélosé pourraient aussi représenter les formes pathogénes du parasite car elles ont
été observées par certains auteurs dans les selles de patients diarrhéiques (Tan et Suresh
2006a,b ; Katsarou-Katsari et al. 2008 ; Vassalos et al. 2010 ; Rajamanikam et Govind 2013).
Cependant, cette hypothése reste peu probable du fait de la rareté de leur observation.
Pourtant, une étude a récemment montré une corrélation entre le pourcentage de formes
amiboides dans les cultures d’isolats symptomatiques et l'activité protéase observée dans les
lysats cellulaires de parasites (Rajamanikam et Govind 2013). Or les protéBtasadgstis
sp. sont considérées comme des facteurs de virulence potentiels (Puthia et al. 2005, 2008 ;
Mirza et Tan 2009 ; Wawrzyniak et al. 2012).

[.1.5. Les autres formes

D’autres formes mineures du parasite ont pu étre ponctuellement décrites dans des selles
fraiches comme les formes multi-vacuolaires ou avacuolaires (Zierdt et Tan 1976 ; Stenzel et
al. 1991 ; Boreham et Stenzel 1993; Zhang et al. 2012). A ce jour, il est impossible de se fixer
sur I'existence réelle de ces formes et leur réle éventuel car elles pourraient représenter des

formes vacuolaires dégénérées.

1.2. Une reproduction et un cycle biologique encore hypothétiques
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La fission binaire (simple séparation d’'une cellule mere en deux cellules filles de méme
taille) a été longtemps le seul mode de reproduction accept®jastocystis sp. (Matsumoto
et al. 1987; Dunn et al. 1989; Boreham et Stenzel 1993 ; Singh et al. 1995 ; Stenzel et
Boreham 1996; Moe et al. 1996; Zaman 1997 ; Tan et Stenzel @gG)e 2). Récemment,
en se basant sur des observations ultrastructurales, un mode de division par plasmotonie a été
proposé (Govind et al. 2002; Tan et Suresh 2007 ; Zhang et al. 2007, 2012). Pour simplifier, 2
a 3 progénotes de petite taille sont issus d'une cellule mére aprées division du noyau et
« bourgeonnement ». Un processus de schyzogonie (cellule méere géante contenant un nombre
variable de cellules filles) a aussi été observé (Zhang et al. 2007). Des études ultérieures sont
indispensables pour confirmer I'existence de ces derniers modes de reproduction chez
Blastocystis sp. En effet, ceux-ci pourraient étre ponctuels et liés a des conditions de stress ou
refléter des anomalies cellulaires aboutissant a des organismes non viables.

Sur la base des travaux publiés sur la morphologie des differentes formes de
Blastocystis sp. et les modes potentiels de division du parasite, plusieurs cycles biologiques
hypothétiques ont été proposés (Zierdt 1973 ; Boreham et Stenzel 1993; Singh et al. 1995;
Stenzel et Boreham, 1996; Tan 2004, 2008). En 1995, Singh et al. ont suggéré un cycle de
transmission externe avec une forme vacuolaire se différenciant ensuite en forme amiboide
puis en pré-kyste. A ce stade se produirait une schizogonie aboutissant a des kystes a coque
épaisse dont la rupture donnerait des cellules filles de forme vacuolaire pouvant infecter
I’héte. Du point de vue de Stenzel et Boreham (1996), la division binaire est le seul mode de
reproduction démontré pour Blastocyssp. Ainsi la forme infectante serait la forme kystique,
qui se différencierait en une forme avacuolaire, puis maltuolaire suite a son passage dans
I’intestin de I'hote. La forme vacuolaire serait obtenue uniquement en culture et la vacuole
centrale correspondrait a une fusion des multiples petites vacuoles. Plus récemment, le cycle
de vie proposé par Tan (2004, 2008) suggere que l'infection est initiée lorsque le kyste de
Blastocystis sp. est ingéré par un héte humain ou animal. Les kystes se transforment alors en
formes vacuolaires au niveau de l'intestin qui vont ensuite se diviser par fission binaire.
Certaines formes vacuolaires vont s’enkyster, conduisant a I'apparition de kystes dans les
selles, qui pourront a leur tour contaminer un nouvel ou le méme(Figiee 5). Le role
éventuel des formes amiboides et granulaires reste cependant a clarifier. Ce cycle ne tient pas
compte des autres modes de reproduction observés en microscopiej étamt jugés

comme des artéfacts par I'auteur.
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Figure5: Cycle biologique proposé poBtastocystis sp. (Tan 2004, 2008).

Les kystes deBlastocystis sp. ingérés par I'hdte se développent en formes vacuolaires dans
I'intestin qui vont se multiplier par fission binaire. Certaines formes vacuolaires vont ensuite
redonner des kystes qui seront disséminés dans I'environnement par I'intermédiaire des feces. Le
développement des autres formes étant peu connu, celles-ci sont représentées par des fléeches en

pointillés.
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Il. La taxonomie et la diversité génétique de Blastocystsp.

Il.1. Sa découverte et sa classification au sein daescaryotes

La taxonomie deéBlastocystis sp. est longtemps restée un challenge pour de nombreux
scientifiques. Sa découverte remonte au début du XXéeme siecle avec sa premiere description
par Alexeieff (1910, 1911) qui I'a considéré comme un nouveau genre d’Ascomycetes
(champignons) voisins des levures et lui a donné le Blastocystis enterocola. En 1912,

Brumpt remplaceenterocola par hominis pour les organismes retrouvés dans les selles
humaines. Sur la base de ces étuBkastocystis sp. a été rapproché des levures en raison de
son importante variation de taille, son absence d’organe locomoteur et son mode de division
par fission binaire qui peut étre facilement confondu avec un mode de division par
bourgeonnement. Pourtant, en 1967, Zierdt va démontrer pour la premiere fois, en se basant
sur des criteres morphologiques et physiologiques, que ce microorganisme est un protozoaire.
En effet, il note I'absence de croissanceBllastocystis sp. sur des milieux fongiques, sa
sensibilité a des drogues utilisées contre les protozoaires comme le métronidazole et sa
résistance aux fongicidedableau 1) En 1976, sur la base de nouvelles observations
morphologiques, Blastocystis sp. est transféré dans le-pbykim des Sporozoaires (Zierdt et

Tan 1976). Dix ans plus tard, Zierdt propose d’engldastocystis sp. au sein du groupe des
Sarcodina en raison de sa localisation exclusivement extracellulaire et de I'absence de pole
apical (Zierdt et al. 1988; Zierdt 1991).

L’avancée des techniques moléculaires reposant sur I'analyse et la comparaison des
séquences de certains genes va rapidement permettre de clarifier les relations phylogénétiques
du genreBlastocystis. Ainsi, la comparaison de la séquence partielle du géne codant 'ARN
de la petite sous-unité ribosomique (ARNr 18S)Bdéominis (nom d’espéce utilisé pour
identifier un isolat d’origine humaine) avec celles d’autres eucaryotes a d’abord montré que
ce parasite n‘appartenait pas aux groupes des levBaeshéromyces), des champignons
(Neurospora), des sporozoaires (Sarcocystit Toxoplasma) ou des sarcodines (Naegleria,
Acanthamoeba et Dictyosteliun) (Johnson et al. 1989). En 1993, Jiang et He ont donc proposé
de créer pour ce microorganisme le nouveau -pbykim Blastocysta, incluant la classe
Blastocystea, I'ordre Blastocystida, la famille Blastocystidae et le genreBlastocystis avec
Blastocystis hominis comme espéce type. Mais c’est Silberman et al. (1996) qui furent les

premiers a intégrer le genilastocystis au phylum des Straménopilem se basansur
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'analyse phylogénétique de la séquence complete du géene de I'ARNr 18S de deux isolats
humain et murin du parasii{gigure 6). Ce groupe complexe des Straménopiles avait été cree
au préalable par Cavali@mith (1986) et regroupait a la fois des organismeseliniaires et
pluricellulaires, hétérotrophes ou photosynthétiques qu'ils soient libres comme les diatomées
et les algues brunes ou parasites comme les Oomyg&tpge 7). Ceux-ci sont tous
caractérisés entre autres par la présence, a un moment de leur cycle de vie, d’'une cellule a
deux flagelles, dont I'un porte des mastigonemes (fines digitations de la membrane du
flagelle) ce qui n’est pourtant pas le cas de Blastocysiis

Dans la foulée, d’autres auteurs ont cherché a positidiastiocystis sp. dans 'arbre
des eucaryotes en se basant sur les séquences d'un autre indicateur comme le facteur
d'élongation & (EF-1a). Avec un échantillonnage d’'especes encore limité, Nakamura et al.
(1996) n'ont pas pu résoudre la positionBliastocystis sp. Par contre, sur la base du méme
indicateur, Ho et al. (2000) proposent une relation de parentéBtastecystis sp. et 'amibe
Entamoeba et donc un regroupement de ces deux parasites dans le groupe des Sarcodines.
Cependant, cette derniere analyse n’englobait aucune séquence de Straménopiles et ne
pouvait donc pas étre sérieusement prise en considération. D'ailleurs, de nouvelles analyses
basées sur les séquences des génes codant la Heat Shock Protein (Hsp) 70 cytoplasmique,
'EF-2, ou la sous-unité B de I'ATPase vacuolaire confirmaient I'appartenari@i@secystis
sp.au groupe des Straménopiles (Arisue et al. 2002). Des résultats similaires ont été observés
dans d’autres phylogénies basées sur les séquences du gene de 'ARNr 5.8S et des Internal
Transcribed Spacer (ITS) 1 et 2 (Hoevers et Snowden 2005). Dans ces derniers arbres,
Blastocystis sp. était phylogénétiquement proche du Stramén®pdteromonas lacertae, un
endosymbionte flagellé de I'intestin de Iézards et d’'amphibiens ce qui fut ensuite confirmé par
la comparaison des séquences du gene codant I'ARNr 18S (Yoshikawa et al. 2007). Ces deux
organismes ont en commun de coloniser le tube digestif des vertébrés et de présenter un stade
de résistance (kyste) qui est aussi le stade de contamination. Cependant, au contraire de
Proteromonas lacertae, aucun stade de vie flagellé n'a été décrit dBlestocystis sp. (Tan
2008). A ce jourBlastocystis sp. est le seul Straménopile connu pouvant infecter ’lhomme ce
qui suggere un processus évolutif récent d’adaptation au parasitisme chez ce microorganisme.
Plus récemment, des phylogénies des Straménopiles (ou Hétérokontes) ont été reconstruites
sur la base de plusieurs indicateurs moléculaires (Riisberg et al. 2009). On note au sein de ce
groupe une parfaite dichotomie entre les organismes autotrophes ou photosynthétiques

(Ochrophyta) et les organismes hétérotrophBkastocystis sp. émerge au sein des



Characteristic Yeast B. hominis

Strict anaerobe No Yes
No growth on fungal or bacteriological media No Yes
Growth on media developed for i inal p No Yes
No growth on surface of solid media No Yes
Requires presence of bacteria for growth; axenic growth achieved slowly under No Yes
carefully controlled conditions
Capable of ingesting bacteria and other particulate matter No Yes
Cultures die in 2-3 days at 22°C or overnight at 4°C No Yes
No growth below 33°C, but cell death at 30°C No Yes
Optimal growth at 37°C No Yes
Optimal growth at neutral pH No Yes
No growth at pH 5.5 No Yes
Resistant to 400 ug of amphotericin per mi No Yes
Sensitive to drugs effective against intestinal protozoa No Yes
No cell wall No Yes
Reproduction by endodyogony, schizogony, binary fission, and plasmotomy No Yes
{cutting off) individual B. hominis from the ameba form
No budding No Yes
Supports stable bacterial endosymbiont (an obligate mutualism) No Yes
Slow-feeding pseudopods No Yes
Rapid locomotion pseudopods No Yes
Limiting b with micropinocylotic vesicles No Yes
Memb bound CB, a reproducti ganelle, formerly called vacuole No Yes
Mitochondria in all cells; mitochondria show a | morphology similar to that No Yes

in other protozoa, with short saccate cristae when in the resting mode

Tableau 1: Caractéristiques utilisées pour reclasBéastocystis sp. parmi les protozoaires
(Zierdt 1991).
Blastocystis sp. ne présente pas les mémes propriétés physiologiques que les champignons

comme le montre cette comparaison avec une levure.



Microciona prolifera
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e Mallomonas striata
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Toxoplasma gondf
Cryptosporidium parvum
Prorocentrum micans
19/ Alexandrium tamarense
or Onychondromus quadncornutus
Paramecium tetraurelia
Phreatamoeba balamuthi

Dictyostefium discoideun

0.10

Relationship of Blastocystis
species among eukaryotes
as determined by phylo-
genetic analyses of 16S-like
rRNA gene sequences.
Blastocystis (ATCC 50177
and 50578) 16Slike rRNA
genes were amplified in
vitro from genomic DNA,
cloned, sequenced and
aligned with homologous
rRNA coding regions from
other eukaryotes. Phylo-
geneltic reconstructions
using maximum-likelihood,
Fitch- Margoliash, neigh-
bour-joining and parsimony
analyses show that Blasto-
cystis is embedded within
the stramenopile lineage
(only values from 100 boot-
strap replications of the lat-
ter three analyses support-
ing the major eukaryotic
groups are shown). Blasto-
cystis branches early in
this lineage, as do the
other heterotrophic stra-
menopiles. Blastocystis sp.
ATCC 50578 was cultured
from guinea pig faeces
provided by C. Chrisp,
Unit for Laboratory Animal

Research, Ann Arbor. Se-
quences have been deposi-
ted with GenBank; acc-

= Metazoa and fungl < Amoeba — green algae

Viridiplantae
and green plants

R T (coccolithoophores)  (red sigae) ession numbers are: B.
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brolvm auals t,:'hryaomytes. ﬁlatoms. (momp!exans. Blastocystis sp., U51152.
tes, ts, i 4 » o

o e oot SnofeeNiates) The aligned dataset is avail

able on request.

Figure 6: Relations de parenté du gerBastocystis avec d’autres eucaryotes basées sur la
comparaison des séquences du géne de I’'ARNr 18S (Silberman et al. 1996).

Les séquences des deux isolatBhstocystis (un isolat humain nommB. hominis et un isolat

obtenu chez un cochon d’'Inde nomBl@stocystis sp.) sont trés proches I'une de l'autre et ne
présentent que 6,4 % de différence. Les valeurs élevées de bootstrap confirment 'émergence du

genreBlastocystis au sein des Straménopiles.



Figure 7: Exemples d’organismes appartenant au groupe des Straménopiles.

Le groupe des Straménopiles englobe des organismes parasites comme ['Oomycéte
Phytophthora infestans (A) qui est un parasite des plantes, mais aussi des organismes libres tels
gue la diatomé&halassiorira pseudonana (B) et I'algue bruné.aminaria digitata (C).

Sources des images : (A) http://www.bioimages.org.uk, (B) http://www.sbae-industries.com, (C)
http://www.sbroscoff.fr
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Straménopiles hétérotrophes dans le groupe des Bigyra. Cette émergence pose alors une
gusstion intéressante quant a l'origine des deux géenes d’origine chloroplastique identifiés

dans le génome d&lastocystis sp. (Denoeud et al. 2011).

II.2. La diversité génétigue des isolats et la classification au sein du genre

Blastocystis

Blastocystis sp. a été retrouvé chez 'hnomme comme chez de tres nombreux groupes
d’animaux comme les insectes, les reptiles, les oiseaux ou les mammiferes (Boreham et
Stenzel 1993; Stenzel et Boreham 1996 ; Tan 2004, Z068)Par. VI). Cependant, aucune
différence morphologique significative n’a été mise en évidence par microscopie photonique
ou électronique entre isolats provenant d’hdtes trés variés. Pourtant, les premiers travaux
d’Upcroft et al. (1989) montrent des différences dans le nombre de bandes chromosomiques
obtenues par électrophorese en champs pulsé pour différents isdBatsod®nis ce qui fut
aussi confirmé par Carbajal et al. (1997). Par comparaison avec ces derniers profils
caryotypiques d’isolats obtenus chez I'homme, cette approche a dans la foulée permis de
décrire plusieurs especesBlastocystis commeB. lapemi chez le serpent de mer (Teow et al.
1991),B. geocheloni chez la tortueB. cycluri chez I'iguaneB. pythoni chez le python (Singh
et al. 1996) ou bien encoRBe ratti chez le rat (Chen et al. 1997). Par contre, Ho et al. (1994)
ne mettaient pas en évidence de différences de profils entre plusieurs isdatsoninis.

Ces premiéres études avaient donc tendance a proposer une forte hétérogénéité moléculaire
entre isolats de Blastocystigrovenant d’h6tes différents.

Cette diversité génétique entre isolats a ensuite été confirmée par Yoshikawa et al.
(1996, 1998, 2003b), Init et al. (1999) puis Tan et al. (2006) en utilisant la méthode Random
Amplified Polymorphic DNA ou RAPD. Yoshikawa et al. (1998) ont d’ailleurs été les
premiers auteurs a mettre en évidence la tres forte similarité de profils obtenus pour certains
isolats humains et animaux suggérant le potentiel zoonotique du parasite. Cette hétérogénéité
moléculaire entre isolats a aussi été confirmée par plusieurs auteurs en utilisant une autre
méthode, la Restriction Fragment Length Polymorphism ou RFLP basée sur I'amplification
du gene codant 'ARNr 18S (Bohm-Gloning et al. 1997 ; Clark 1997 ; Hoevers et al. 2000 ;
Kaneda et al. 2001 ; Init et al. 2007 ; Wong et al. 2008 ; Elwakil et Talaat 2009 ; Jantermtor et
al. 2013) ou celui codant I'EFal(Ho et al. 2001). A partir de ces profils et selon les études

furent alors créés des ribodemes, des sous-groupes, des sous-types, des génotypes, des clades
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ou des elfatypes rendant toute taxonomie et comparaison des isolats extrémement complexe.
Par RFLP, Yoshikawa et al. (2003b) proposerent I'existence de 7 « clusters » au sein du genre
Blastocystis, « clusters » qui furent désignés sous-types l'année suivante par ces mémes
auteurs (Yoshikawa et al. 2004b). A travers cette approche moléculaire, Yoshikawa et al.
(2004b,c) identifierent des couples d’amorces utilisables en PCR et spécifiques de chacun de
ces «clusters » ou sous-types (sequenced-tagged sites (STS) primers ou STS-PCR). Ces
amorces ont été par la suite utilisées par Yan et al. (2006), Li et al. (2007), Yoshikawa et al.
(2009) et Jantermtor et al. (2013) dans des études épidémiologiques.

Mais ce n’est qu'en 2003 que les premieres données de séquences du géene de 'ARNTr
18S furent obtenues pour plusieurs isolats humains et animaux (Arisue et al. 2003 ; Noél et al.
2003). Les analyses phylogénétiques en découlant montraient clairement une trés grande
diversité génétique au sein du gemkastocystis. De plus, certaines séquences d’isolats
humains étaient identiqgues a celles obtenues pour des isolats animaux ce qui confirmait le
caractére zoonotique de ce parasite et sa faible spécificité d’hote. En 2005, Noél et al. (2005)
proposerent dans le cadre d’'une tres large analyse phylogénétique, I'existence d’au moins 9
sous-types (STs), chacun d’entre eux pouvant représenter une @sigece 8). De plus,
plusieurs de ces STs étaient clairement capables d’infecter 'homme. Cette derniere
phylogénie était basée sur la comparaison des séquences completes du géne de 'ARNr 18S.
Or I'année suivante, Scicluna et al. (2006) démontrérent qu’un fragment d’environ 600 pb de
ce méme gene (DNA barcoding) était suffisamment informatif en termes de séquences pour
pouvoir assigner un isolat donné a un des 9 STs déterminés auparavant par Noél et al. (2005).
La situation restant cependant confuse, Stensvold et al. (2007a) suggérerent de standardiser la
taxonomie du genrBlastocystis et de confirmer la création de 9 STs. Pour cela, les auteurs
reprirent toutes les données obtenues préalablement et proposerent une corrélation entre cette
nouvelle taxonomie et les précédentes désignations de ces STs telles que clade, ribodeme,
groupe ou clustefTableau 2) De plus, le taxom. hominis n’étant plus valable puisque non
monophylétique dans les analyses phylogénétiques (« espéce » non spécifigue de I’'homme),
les mémes auteurs proposerent d’assigner a chaque isolat sous-typé leBhastodstis sp.
suivi du ST identifié (ex : isolat X = Blastocystgp. ST3). Par la suite, un nouveau ST10 a été
identifié chez des primates et des artiodactyles (Stensvold et al. 2009a) puis 5 autres STs
supplémentaires (ST11 a ST15) furent caractérisés chez différents hétes : le ST11 chez les
éléphants, le ST12 chez la girafe, le ST13 chez le quokka et le kangourou gris, le ST14 chez
les bovins et le ST15 chez les primates (Parkar et al. 2010 ; Fayer et al. 2012 ; Alfellani et al.
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Figure 8: Phylogénie moléculaire des isolats du geBiestocystis provenant d’hétes tres variés

basée sur la comparaison des séquences compléetes du géne de I’ARNr 18S (Noél et al. 2005).

Les difféerents STs proposés sont indiqués. Les fleches indiquent des isolats formant des STs
additionnels. Les isolats obtenus chez 'homme apparaissent en gras. On note que les séquences
de certains isolats humains sont identiques a celles d’isolats animaux confirmant le potentiel

zoonotique du parasite et sa faible spécificité d’hote
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Table 2. Correlation of Blastocystis subtype designations and suggestion for nsus terminology
Clade®  Subtype®  Group an Subtype®  Ribodeme®™  Subgroup®  Cluster™  Subtype' C
subtype®

I I n 1 1,8 m E 1, 1 variant Blastocystis sp. subtype 1
n " ws 5 6 v C.D -+ Blastocystis sp. subtype 2
- X 1+IV145 outlier - - - - Chimaeric sequence

m n w3 3 2,7,47,8? L A Blastocystis sp. subtype 3
v v wvr 7 3 1\ B8 - Blastocystis sp. subtype 4
- Va IV/7 outliers - - - - - Blastocystis sp. subtype 8
v v Ve 6 - - - - Blastocystis sp. subtype 5
Vi Vi V4 4 9 - - 4 Blastocystis sp. subtype 6
- Via V4 outliers - - - - - Blastocystis sp. subtype 9
vil Vil vivz 2 10 vim - 2 Blastocystis sp. subtype 7
- Vil VIV2 outliers - - - - - Blastocystis sp. subtype 7

*Clades described by Arisue o1 o/ [20) and Yoshikawa et al. [26]

“Subtypes described by Scicluna et al. [24).

“Groups and subtypes described by No#l et ol. (7).

“Subtypes described by Yoshikawa er al [12,30).

“Ribodemes are groups that share the same SSU-+DNA PCR-RFLP patterns and are described by Clark (4] and Yoshikawa et al. [12).
'Ribodemes in bold are those originally described by Clark [26).

*Subgroups described by Bohm-Gloning ef a/. [10] on the basis of PCR-RFLP analysis and partial SSU-rDNA sequences.

"Clusters described by Stensvold et al. [25] on the basis of PCR and sequencing analysis of partial SSU-ADNA sequences.
‘Subtypes described by Yoshikawa ef al. [12] using PCR-STS.

:mm 8 and 9 described by Yoshikawa et al [12] differ from those described by Kaneda et ol [14].

¥ no o
‘o jon mark indi that the subtype equival s probable but not proven.

“Subg! V1 described by Thathaisong ef ol [18] equals ribodeme 10 described by Yoshikawa ef ol [12] (KS.W. Tan, unpublished).

Tableau 2: Classification proposée pour le geBlastocystis (Stensvold et al. 2007a).

Les corrélations entre les anciennes désignations et les nouveaux STs sont indiqués.
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2013b). Récemment, 2 nouveaux STs (ST16 et ST17) ont été découverts chez les kangourous
et le Goundi de I'Atlas (Alfellani et al. 2013a).

lll. Les méthodes de diagnostic de Blastocystip. et sa mise en culture

Plusieurs études et revues traitent de la comparaison des méthodes de détection de
Blastocystis sp. dans les selles (Stensvold 2007b, 2013a; Tan 2008 ; Dogruman-Al et al.
2010 ; Poirier et al. 2011 ; Roberts et al. 2011, 2013a ; Stensvold et al. 2012a ; Bart et al.
2013 : Santos et Rivera 2013 ; Kumarasamy et al. 2014). L'identification du parasite peut se
faire i) par observation microscopique directe des selles fraiches précédée d’'une éventuelle
concentration et suivie d’une coloration, ii) par la mise en culture des selles ou iii) par des
approches moléculaires (RFLP, RAPD, STS-PCR, PCR standard, PCR en temps réel ou
guantitative, PCR multiplex...). Les comparaisons effectuées entre ces méthodes de détection
confirment globalement la plus grande sensibilité des méthodes moléculaires par rapport aux

méthodes microscopiques et culturales.

[1l.1. L’'observation microscopique des selles

Pour linstant, le diagnostic dBlastocystis sp. n’est généralement pas pratiqué en
routine dans les laboratoires et hopitaux puisque nombre de praticiens ne considérent toujours
pas ce microorganisme comme un agent étiologique responsable d’'une pathologie. De plus,
son polymorphisme rend son diagnostic difficile et nécessite un technicien expérimenté pour
pouvoir détecter le parasite par observation microscopique directe des selles. D’ailleurs Bart
et al. (2013) indiquent qu’un technicien trés entrainé a la recherche du parasite par
microscopie réduit considérablement I'écart de sensibilité entre cette approche et une méthode
moléculaire. Parfois, la forme vacuolaire classique qui est aisément reconnaissable n’est pas
prédominante dans les selles (Stenzel et al. 1991) et la forme kystique de petite taille peut étre
confondue avec des débris fécaux (Tan 2004). En outre, I'excrétion du parasite par un
individu infecté étant irréguliére, il est conseillé d’examiner plusieurs échantillons de selle
d’'un méme patient (Guimaraes 1993 ; Vennila et al. 1999). Récemment, Kumarasamy et al.
(2014) ont proposé de réaliser des lavages du colon et du rectum pour palier & cette derniere
difficulté. La détection des formes kystiques du parasite nécessite des étapes de concentration

préalables des selles (Zaman et Khan 1994 ; Zaman 1996 ; Becker et al. 2011 ; Koltas et al.

12



ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

2014), la plus courante étant celle utilisant le formol et I'éther (FECT ou Formol Ethyl acetate
Concentration Technique). Cependant, cette méthode n’est pas réellement recommandée en
raison de son agressivité pour les formes vacuolaires et de sa faible sensibilité (Suresh et
Smith 2004; Stensvold et al. 2006, 2007b). Les échantillons concentrés ou non sont ensuite
colorés pour les observations directes a l'aide de lugol, de Giemsa, d’hématoxyline ferrique
ou de trichrome, ce dernier colorant étant le plus couramment utilisé (Windsor et al. 2002 ;
Saksirisampant et al. 2003 : Termmathurapoj et al. 2004 ; Stensvold 2007b ; Roberts et al.
2011).

[11.2. La mise en culture des selles

C'est Barret qui, en 1921, a réussi pour la premiére fois a cuBlasiocystis sp.in
vitro a 37°C dans un milieu xénique constitué d’'une solution saline a 0,5% complémenté de
10% de sérum humain. La croissance du parasite se faisait essentiellement au fond du tube ou
la concentration d’oxygéne était faible. L’utilisation d’un milieu Boeck-Drbohlav pré-réduit a
base d’'ceuf épaissi (Boeck et Drbohlav 1925) a permis la croissaBtastbeystis sp. sur un
milieu solide ou semi-solide. L’axénisation des échantillons peut ensuite étre obtenue a l'aide
de cocktails d’antibiotiques variés (Zierdt et Williams 1974 ; Zierdt 1991 ; Teow et al. 1992 ;
Chen et al. 1997 ; Lanuza et al. 1997 ; Ng et Tan 1999). Cependant, de nombreux chercheurs
n'ont eu que des tentatives d’axénisation infructueuses et ont émis I'hypothese que dans
certaines conditions, les bactéries étaient nécessaires a la survie de I'organisme, sans doute
pour I'apport de nutriments au parasite ou en produisant des métabolites d’intérét (Boreham et
Stenzel 1993).

Afin de développer un milieu monophasique, de nombreux milieux et conditions ont été
testés, tels que les milieux Diamond’s TPSJones, MEM199, RPMI 1640 et MEM (Tan
2008). Le milieu de Jones (1946) est de loin le milieu le plus utilisé dans la mise en culture
d’échantillons de selle de patients dans le cadre d’études épidémiologiques (Leelayoova et al.
2002; Suresh et Smith 2004 ; Termmathurapoj et al. 2004 ; Stensvold et al. 2007b).
Cependant, dans le cas d’infections mixtes (présence d’au moins deux isolats de STs
différents dans les selles d’'un méme patient), cette cutiwviéro en milieu de Jones pourrait
favoriser le développement d'un ST par rapport a un autre (Parkar et al. 2007 ; Yan et al.
2007 ; Roberts et al. 2013a) et donc fausser les résultats si cette culture est suivie d’'un sous-

typage des isolats. D’autre part, il est difficile voire impossible de cultiver certains isolats
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dans ce milieu (Parkar et al. 2007; Tan 2008) et de mettre en ceuvre cette technique pour de
larges cohortes de patients.

Ce milieu est également utilisé dans les premiéres phases de culture xénique du parasite
en vue d'une éventuelle axénisation. Les cultures axéniques, constituées de la forme
vacuolaire du parasite, sont maintenues en milieu IMDM ou MEM, additionné de 10% a 30%
de sérum de cheval (Ho et al. 1993). Afin de limiter la présence d’oxygéne dans le milieu de
culture, celui-ci est préalablement pré-réduit en chambre anaérobie pendant 48 h.

D’autres milieux de culture ont également été testés afin d’obtenir les différentes formes
du parasite a partir de la forme vacuolaire. La forme kystique a été obtenue aprésrculture
vitro en utilisant différents milieux d’enkystement, le plus efficace étant une solution saline a
base de trypticase (Suresh et al. 1993). Il est également possible d’obtenir des formes
kystiques en milieu de Jones, a partir d'une culture de parasites issus de selles (Suresh et al.
2009) et de les isoler par centrifugation (Zaman et Khan 1994).

La culture du parasite en boite de Pétri sur un milieu IMDM agarseaide a permis
I’obtention des formes amiboides. Ce milieu a également permis I'obtention de souches
clonales (Tan et al. 1996a, 2000 ; Ng et Tan 1999 ; Valido et Rivera 20@tye 9).
L’'addition dans le milieu d’'un agent réducteur comme le thioglycollate de sodium favorise
egalement l'efficacité de croissance des colonies (Tan et al. 1996b). L'utilisation d’'une telle
méthode permet de séparer physiquement les colonieBladocystis sp. des colonies
bactériennes. Une seule colonie parasitaire peut ensuite étre prélevée et mise en culture en

milieu liquide ou solide. Les cultures sont ensuite conservées dans des jarres d’anaérobiose.

[11.3. Les méthodes moléculaires et le sous-typage des isolats

Comme décrit dans IBar. 11.2., plusieurs méthodes moléculaires de détection suivies
en général du sous-typage du parasite ont été décrites. Les premieres ayant été mises au point
dans les années 1990 (RAPD, RFLP essentiellement basée sur I'amplification de géene de
’ADNr 18S) sont maintenant trés peu utilisées car ne donnant que peu d’informations en
termes de séquences. Cependant, ces premieres approches de RAPD ont permis de déterminer
des amorces spécifiques d'un ST particulier Blilastocystis sp. (Yoshikawa et al. 1998,
2004b,c; Yan et al. 2006). Malheureusement, cette approche (STS-PCR) ne permet
actuellement de détecter que 7 des 17 STs décrits jusqu’a présent (ST1 a ST7). En revanche,

elle permet de détecter aisément les co-infections par différents STs. Tres rapidement se sont

14



ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

alors développées des méthodes d’identification du parasite dans les selles basées sur
I'amplification du géne complet de I'ARNr 18S couplée a un séquencage du produit
d’amplification pour le sous-typage des isolats. Dans un premier temps, le géne était séquencé
dans sa totalité (Arisue et al. 2003 ; Noél et al. 2003, 2005) mais tres vite plusieurs auteurs
(Scicluna et al. 2006 ; Stensvold et al. 2006 ; Parkar et al. 2010; Santin et al. 2011) ont montré
gue différents fragments de ce géne était suffisamment informatif pour détecter et sous-typer
les isolatgFigure 10). Le fragment de 600 pb proposé par Scicluna et al. (2006) demeure le
plus utilisé dans la plupart des études épidémiologiques du fait de sa spécificité, sa facilité de
séquencage (extrémité 5’ du gene) et 'abondance de séquences de ce domaine dans les bases
de données (Clark et al. 2013 ; Stensvold 2013b). Afin de permettre la détection de co-
infections par différents STs, cette méthode nécessite de cloner le produit de PCR obtenu puis
de séquencer plusieurs clones (Meloni et al. 2012). Cette étape supplémentaire rend difficile
et colteuse la réalisation du sous-typage lorsque le nombre d’isolats analysés est important.
Néanmoins, c’est la méthode de référence pour mener des études épidémiologiques car tous
les STs peuvent étre détectés et une forte diversité génétique a été identifiée au sein de
certains STs (Stensvold et al. 2012b). Récemment, deux méthodes de PCR en temps réel ont
eté développées ciblant respectivement une région de 152 bases d’'un gene inconnu (Jones et
al. 2008) et une région de 'ARNr 18S de 320 a 350 pb selon les STs (Poirier et al. 2011).
Cette derniére approche développée par Poirier et al. (2011) est trés sensible et maintenant
freguemment utilisée dans les études épidémiologiques. En effet, du fait de la technologie
utilisée (SYBR green), elle permet le sous-typage des isolats par séquencage du produit
d’amplification ce qui n’est pas le cas de la PCR en temps réel proposée par Stensvold et al.
(2012a). Cette derniére méthode utilise la technologie TagMan incluant une sonde controle
interne qui permet la détection spécifique du parasite mais empéche tout séquencage direct du
produit d’amplification. De ce fait, elle nécessite donc de revenir dans un second temps a une
PCR standard suivi d’'un séquencage si I'on souhaite sous-typer les isolats. Actuellement, des
PCR en temps réel multiplex permettant la détection simultanée de plusieurs protozoaires
intestinaux donBlastocystis sp. dans les selles de patients sont en cours de développement et
semblent prometteuses (Stark et al. 2013 ; Maas et al. 2014). Cependant, la encore, le sous-
typage nécessite de compléter cette approche par une PCR standard suivie d’'un séquencage.
Enfin, une méthode alternative de détection a été proposée par spectrométrie de masse
(MALDI-TOF MS) mais ne permet pour l'instant que la détection de 5 STs (Martiny et al.
2014).
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Figure 9: Colonies deBlastocystis sp. observées aprés 7 jours d'incubation sur milieu solide

(Tan et al. 2000).
Les colonies ont un diameétre del a 2 mm et ont une forme de déme.

Santinregion
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Blastocystis SSU-rRNA gene
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Figure 10 : Représentation schématique du géne codant 'ARNr 18S nucléaBlasecystis

sp. Les régions de ce géne utilisées par difféerents auteurs pour 'identification et le sous-typage
des isolats d@lastocystis sp. sont représentées (Scicluna et al. 2006 ; Stensvold et al. 2006 ;
Parkar et al. 2010 ; Santin et al. 2011).
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IV. Une forte prévalence de Blastocystigp. dans la population humaine

Les auteurs des premiéres études portant sur Blastosystise désolaient du manque de
données de prévalence concernant ce parasite (Boreham et Stenzel 1993, Stenzel et Boreham
1996). Mais tres vite, ils ont été écoutés et bon nombre d’études épidémiologiques ont ainsi
été publiées au cours des dix dernieres années montraBtagteeystis sp. est omniprésent
dans toutes les régions du globe. Dans une énorme majorité de pays, il est aujourd’hui le
protiste parasite le plus frequemment retrouvé dans les selles humaines loin devant d’autres
protistes parasites a transmission hydrique corGinaedia, Entamoeba et Cryptosporidium
(Boorom et al. 2008 ; Clark et al. 201@)igure 11). De plus, la prévalence dtastocystis
sp. est généralement plus importante dans les pays en voie de développement que dans les
pays développés. Cela peut facilement s’expliquer par des conditions d’hygiéne plus précaires
dans les pays en développement et a un moindre niveau a un contact plus étroit de la
population avec des réservoirs animaux de transmission (Tan 2008 ; Clark et al. 2013). Dans
la plupart de ces études, la recherche du parasite a été réalisée par des méthodes non
moléculaires en I'occurrence I'observation microscopique des selles fraiches ou la mise en
culture préalable d’'un échantillon de selles suivie d’une observation. Comme indiqué dans le
Par. 1l , ces méthodes d’identification sont moins sensibles que les méthodes moléculaires.
De ce fait, il est plus que probable que la plupart des prévalences relatées ci-dessous soient
sous-estimées alors qu’elles sont déja importantes dans bon nombre de pays. Pour des raisons
de clarté pour le lecteur, les données sont rapportées par continent et les quelques prévalences
obtenues par des méthodes moléculaires sont soulignées ainsi que les auteurs de ces études.

En Asie, la prévalence d@astocystis sp. n'est que de 0,5 a 1% au Japon (Horiki et al.
1997 ; Hirata et al. 2007) et de 3,3% a Singapour (Wong et al. 2008), deux pays tres

urbanisés. Par contre, dans des régions d’Asie plus rurales, cette prévalence peut atteindre

60% comme chez des enfants en Indonésie (Pegelow et al. 1997) et 25% dans une

communauté des Philippines (Santos et Rivera 2013). En Thailande, les données sont assez
contradictoires puisque la prévalence est de 13,5% dans une population d’enfants du district
de Phuttamonthon (Yaicharoen et al. 2006) et de 6,2% chez des écoliers du méme district
mais fréquentant des écoles différentes (Ngrenngarmlet et al. 2007). Cette prévalence est du
méme ordre de grandeur (14,5%) dans une cohorte de soldats thailandais (Leelayoova et al.
2009) mais chute curieusement & 1,5% dans des régions rurales du pays (Laodim et al. 2012 ;
Boonjaraspinyo et al. 2013) ou a 5,9% aux alentours de Bangkok (Inpankaew et al. 2007). Par
contre, elle grimpe a 31,9% par des méthodes moléculaires dans un internat de jeunes femmes
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Figure 1l : Prévalence des protistes parasites intestinaux aux USA (Boorom et al. 2008).
On note que la prévalence &astocystis sp. est nettement supérieure a celle observée pour

d’autres protistes parasites intestinaux tels@uyptosporidium, Entamoeba et Giardia.
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de la méme ville (Thathaisong et al. 2013). Ces différences de valeurs sont encore plus

significatives en Malaisie. En effet, la prévalenceBllastocystis sp. est de 52,3% (Noor

Azian et al. 2007), de 3,9% (Sinniah et al. 2012) ou varie de 13,3 a 24,7% (Anuar et al. 2013)
dans différentes populations arborigenes malaisiennes. Au Pakistan, cette prévalence est de
10,2% dans une cohorte d’enfants de Karachi (Mehraj et al. 2008) et de 17,4% dans la
population totale (Haider et al. 2012). Au Népal, la prévalence déterminée par PCR est de

26,1% dans la population totale (Lee et al. 2012a) et de 24,4% dans une cohorte d’enfants

(Yoshikawa et al. 2009). En Turquie, plusieurs études ont été menées dans différentes régions,

dans différents hépitaux, sur des populations totales ou des cohortes d’écoliers. Sans rentrer
dans les détails, les valeurs de prévalence sont comprises entre 6,5 et 32,8% (Arslan et al.
2008 ; Dagci et al. 2008 ; Yaman et al. 2008 ; Dogruman-Al et al. 2008, 2009 ; Hamamci et
al. 2011 ; Duzyol et al. 2012 ; Turgay et al. 2012 ; Yilmaz et al. 2012 ; Gulmez et al. 2013).
Au Moyen-Orient, cette prévalence est de 2,2% (Haghighi et al. 2009) dans la région de

Zahedan en Iran mais de 13,5% chez des enfants dans le Nord du Pays (Daryani et al. 2012).
Elle atteint méme 23,8% dans un hdpital de Téhéran (Moosavi et al. 2012). Au Qatar, la seule
étude réalisée mentionne une prévalence de 4,3% (Abu-Madi et al. 2010). Les différences de
prévalence sont aussi tres significatives (de 2 a 34,2%) chez les enfants de différentes
communautés (Bédouin, Juifs et Ethiopiens) vivant dans le sud d’lsraél (Ben-Shimol et al.
2014). Pour ce qui est de la Chine et malgré la population importante de ce pays, trés peu
d’études ont été réalisées. On peut cependant citer celles de Wang et al. (2002) indiquant une

prévalence comprise entre 1 et 6% selon les cohortes d’individus étudiés dans la province

d’Anhui, de Li et al. (2007a) avec une prévalence déterminée par PCR de 32,6% dans un

village de la province du Yunnan et de Li et al. (2007b), toujours par PCR, et une prévalence
comprise entre 1,9 et 32,6% selon les 4 régions chinoises étudi€es.

En Afrique et tout d’abord en Afrique du Nord, la prévalence du parasite est de 33,3%
en Egypte (Rayan et al. 2007), d’environ 29% au Maroc (Tligui et al. 2002 ; EI Guamri et al.
2011), de 11,2% en Algérie (Benouis et al. 2013) et de seulement 7,3% en Tunisie (Trabelsi et
al. 2010). En Lybie, cette prévalence est de 22,1% (Abdulsalam et al. 2013a,b) ou de 26,6%
(Alfellani et al. 2007) selon les régions par des méthodes non moléculaires. Par PCR, cette
prévalence est assez similaire puisque de I'ordre de 28% dans ce méme pays (Alfellani et al.
2013c). En Afrique de I'Est, seule une étude est référencée en Tanzanie avec une prévalence
chez des enfants atteignant 28% (Speich et al. 2013). En Afrique de I'Ouest, la prévalence du
parasite est de 20,4% en Cote d’lvoire (Becker et al. 2011) mais elle grimpe a 70% au Libéria

et a 49% au Nigeria par des approches moléculaires (Alfellani et al. 2013c).
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En Amérique du Nord, tres peu d’études ont été publiées et indiquent une prévalence
d’environ 20% aux USA (Amin 2002, 2006) et de 0 a 7,4% chez des enfants dans différentes
localités du Mexique (Zumaquero-Rios et al. 2013). Par contre, les données sont plus
nombreuses en Amérique du Sud avec des prévalences de 36,4% dans la population totale
(Londono et al. 2009) et de 57,5 % chez des enfants (Londono-Franco et al. 2014) par

microscopie et de 45% dans la population totale par PCR (Ramirez et al. 2013) en Colombie.

Elles sont de 23% ou 27,2 % dans des populations vivant dans des régions rurales (Minvielle
et al. 2004 ; Basualdo et al. 2007) ou de 43% dans une cohorte d’enfants de Buenos Aires
(Orden et al. 2014) en Argentine, de 47% chez les enfants de la Communauté indigene de
Merida au Venezuela (Velasco et al. 2011) et de 38,5% chez des enfants a Cuba (Canete et al.
2012). Elle atteint 53,3% chez des enfants (Espinoza el. 2008) et 40% dans une communauté
de la forét amazonienne (Machicado et al. 2012) au Pérou. Au Brésil, la prévalence est
variable selon les cohortes d’individus étudiées : 38% chez des écoliers du district de Sao
Paulo (Amato Neto et al. 2004), seulement 4,6% dans ce méme district dans la population
totale (Miné et Rosa 2008), 26,5% dans la population totale du district de Pitanga
(Nascimento et Moitinho Mda 2005), 57,8% dans la communauté indigéne de Mapuera
(Borges et al. 2009), 21% par PCR dans la communauté indigene de Tapirapé (Malheiros et
al. 2011), 40,9% dans celle de I'état de Mato Grosso do Sul (Aguiar et al. 2007) et enfin
22,4% dans la région urbaine de Belo Horizonte (Gil et al. 2013).

En Océanie, les seules données concernent I'Australie avec une méme prévalence de
I'ordre de_19% par des méthodes non moléculaires (Roberts et al. 2011) ou moléculaires pour

deux études réalisées dans la région de Sydney (Roberts et al. 2013a).

Enfin en Europe, trés peu de données sont finalement disponibles malgré I'impact
potentiel du parasite. En France, la prévalence serait de I'ordre de 6% dans la population
totale (Bourée 2007). Elle serait de 51,5% dans la région de Catalogne en Espagne (Gonzalez-
Moreno et al. 2011) et approcherait ou dépasserait les 10% en lItalie (Masucci et al. 2011 ;
Calderaro et al. 2014). Aux Pays-Bas, la prévalence globale est de I'ordre de 24,2% dans la
population totale a Amsterdam (Bart et al. 2013) et de 43% dans une cohorte d’enfants d’'une

autre région du pays (Maas et al. 2013). Au Danemark, elle serait comprise entre 11,5%
(Betangbeh et al. 2009) a 19% (Stensvold et al. 2009b).

Dans plusieurs pays comme par exemple le Brésil, la Turquie ou la Chine, on observe
ci-dessus des valeurs de prévalence extrémement variables alors que des techniques similaires
généralement non moléculaires ont été utilisées par les différents observateurs. Ces
différences peuvent s’expliquer par la difficulté d’identifier certaines formes du parasite au
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microscope et par l'absence d’entrainement de certains observateurs. De ce fait, le
développement a moindre colt de méthodes moléculaires rapides et sensibles devrait sans nul
doute gommer ces différences importantes observées entre et au sein des pays. Clark et al.
(2013) ont suggéré de réaliser deux ou plusieurs enquétes dans le méme pays pour avoir une
idée realiste de la prévalence du parasite mais ce n’est pourtant pas le cas dans les 3 pays cités
en exemple ci-dessus. Ces difféerences peuvent donc aussi refléter de réelles différences
épidémiologiques. Un autre biais dans ces données est que la population analysée est souvent
déja fortement orientée. En effet, les cohortes de patients étudiés sont trés variables et peuvent
représenter un échantillon de la population totale incluant des adultes et des enfants ou
seulement des écoliers, des populations urbaine ou rurale avec des conditions d’hygiéne
différentes ou bien encore des patients présentant ou non des symptémes digestifs ou des
pathologies diverses. Il est alors rare que les enquétes soient assez larges ou que la population
examinée soit suffisamment diversifiée pour étre représentative de la prévalence globale du
parasite dans le pays.

Concernant les populations d’enfants, une analyse des données présentées ci-dessus ne
montre pas, comme cela a déja été décrit pour d'autres parasites, de prévalences
significativement plus importantes dans ces groupes de jeunes individus si on les compare a
celles observées dans les populations d’adultes. Bien au contraire puisque plusieurs auteurs
ont suggéré que l'augmentation de I'dge serait plutbét un facteur de risque d’infection a
Blastocystis sp. (Hirata et al. 2007 ; Abu-Madi et al. 2010 ; Gonzalez-Moreno et al. 2011 ;
Forsell et al. 2012 ; Abdulsalam et al. 2013a ; Benouis et al. 2013 ; Boonjaraspinyo et al.
2013 ; Calderaro et al. 2014 ; Engsbro et al. 2014). Il est aussi important d’analyser la nature
de la population étudiée dans le cadre des enquétes réalisées et en particulier si certains
individus inclus dans la cohorte sont des voyageurs ou des migrants. Par exemple, en ltalie, la
prévalence dans la population totale serait d’environ 10% (Masucci et al. 2011 ; Calderaro et
al. 2014) alors qu’'elle atteint 52,7% dans ce pays chez des migrants venant essentiellement
d’Afrique et d’Asie (Gualdieri et al. 2011). Ce sont d’ailleurs les deux continents les plus
risqués en termes de facteur de risque d’infectiBrastocystis sp. d’apres une étude réalisée
en Allemagne et dans laquelle pres de 40% des voyageurs étaient contaminés a leur retour de
ces régions du globe (Herbinger et al. 2011). Toujours en Allemagne, la différence de
prévalence du parasite est trés significative entre voyageurs et sédentaires (Paschke et al.
2011). Un autre exemple concret concerne les Pays-Bas puisque les patients du département
de médecine tropicale ayant récemment voyagé sont presque 3 fois plus infectés par
Blastocystis sp. que ceux des autres départements de I'hopital (Bart et al. 2013). Enfin, un
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autre facteur pouvant faire varier les données obtenues est tout simplement la saison ou la
pé&iode a laquelle ont été réalisées les études. En effet, pour ce type de parasite a transmission
hydrique, la prévalence en été ou durant la saison des pluies serait significativement plus
importante que durant les autres périodes de l'année d'aprés plusieurs études
éepidémiologiques (Suresh et al. 2005 ; Amin 2006 ; Trabelsi et al. 2010 ; Haider et al. 2012 ;
Laodim et al. 2012).

V. La distribution des sous-types de Blastocystsp. dans la population humaine

Comme indiqué dans le Par. 11.2., 17 STsBlastocystis sp. ont a ce jour été identifiés.

Pour l'instant, 9 de ces 17 STs ont été retrouvés chez 'homme avec des fréquences trés
variables. Dans un article récent, Alfellani et al. (2013c) ont synthétisé toutes les données de
sous-typage disponibles dans la littérature a la date de soumission de leur revue et ce pour un
nombre important de payEigure 12). Ainsi, un total de 3171 isolats @astocystis sp. ont

été sous-typés depuis 1997 et les travaux de Clark. Brievement on note que les STs 1, 2, 3 et 4
représentent plus de 90% de ces isolats. Méme si, comme nous le verrons dans le chapitre
suivant, ces 4 STs peuvent aussi étre retrouvés chez les animaux, leur prédominance dans la
population humaine peut tres probablement s’expliquer par une tres large transmission inter-
humaine qu’elle soit directe par contact avec des patients infectés ou indirecte par ingestion
d’eau ou de nourriture contaminées par des matieres fécales humaines contenant le parasite.
Les autres STs (ST5 a ST9) ne représentant qu’environ 7% des isolats et sont trés
probablement le résultat d’'une transmission zoonotique car ces STs sont généralement
retrouves chez les animaux (voir Par. VI).

Dans le tableau préserfiégure 12, une fraction minime des isolats n’a pu étre sous-
typée (ST inconnu) du fait essentiellement de la technique utilisée dans certaines études (par
exemple la STS-PCR n'amplifiant que les ST1 a ST7). On note aussi dans ce tableau la valeur
de 6% pour les infections mixtes c’est-a-dire des infections par au moins deux STs différents
de Blastocystis sp. Dans quelques cas, les STs impligués dans ces infections mixtes ont pu
cependant étre déterminés par STS-PCR ou PCR standard suivi du clonage du produit de PCR
et du séquencage de plusieurs clones (Souppart et al. 2009) et additionnés aux données des
mono-infections.

Parmi ces 4 STs, le ST3 est prédominant dans une majorité de pays (1399/3171 isolats
sous-typés soit 44,1%) suivi du ST1 (27,8%), du ST2 (10,8%) et du ST4 (10%). Globalement
le ST3 est prédominant a travers le monde mais on note que le ST4 est prédominant dans des
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études menées dans quelques pays européens comme le Danemark (Stensvold et al. 2011), la
France (Poirier et al. 2011) et 'Espagne (Dominguez-Marquez et al. 2009). Pour ce qui est du
ST1, il est prédominant dans des études menées en Asie comme en Iran (Motazedian et al.
2008), au Pakistan (Yakoob et al. 2010a), en Turquie (Eroglu et al. 2009), aux Philippines
(Rivera et Tan 2005) et en Thailande (Thathaisong et al. 2013) ou en Amérique du Sud
comme au Brésil (Malheiros et al. 2011). Enfin le ST7 qui est généralement assez rare dans la
population humaine est pourtant prédominant dans une étude menée au Népal (Lee et al.
2012a). Il faut cependant étre prudent dans l'interprétation de ces données car des différences
significatives en termes de distribution des STs ont été mises en évidence au sein méme de
plusieurs pays. En France par exemple, Souppart et al. (2009) ont identifié le ST3 comme ST
prédominant chez des patients infectés dans le Nord de la France alors que pour Poirier et al.
(2011), le ST4 eétait prédominant dans une population de patients du centre de la France. La
frequence des ST1 et ST3 est aussi tres difféerente dans deux régions voisines de Chine
(Figure 13) (Yan et al. 2006 ; Li et al. 2007a,b). Ces différences peuvent refléter des sources
de contamination différentes ou des variations dans la nature des populations étudiées.

Toutes ces données pourraient laisser sous-entendre des variations de fréquences des
STs en fonction des zones géographiques. En effet, si on analyse la distribution des STs par
continent(Figure 14), on observe que le ST4 est trés fréquent en Europe et quasiment absent
ou faiblement représenté dans les autres continents. Par contre, les ST6 et ST7 sont plus
fréquents en Afrique et en Asie qu’en Europe. Ces différences sont trés probablement liées a
une forte variabilité dans les sources et modes d’infection et ce point sera discuté dans les
paragraphes suivants de la th@ar. VII.). Quoiqu’il en soit, ces données illustrent bien la
complexité de I'épidémiologie dBlastocystis sp. et probablement la trés grande variété des
réservoirs environnementaux de transmission du parasite.

Depuis cette revue de référence d’Alfellani et al. (2013c), plusieurs autres études ont été
publiées afin de compléter ces données. La plupart de ces études vont dans le sens des
conclusions énoncées ci-dessus. En Suéde, le ST3 est aussi prédominant suivi du ST4 qui est
en proportion importante comme dans les autres pays européens (Forsell et al. 2012). C’est
aussi le cas au Danemark (Bart et al. 2013). Par contre en Russie, des données surprenantes
ont été observées dans une cohorte de patients de Saint-Pétersbourg puisque les auteurs
montrent une prédominance des ST5 et ST6 qui sont généralement rares chez I'homme
(Sigidaev et al. 2013). En Colombie, le ST1 est comme au Brésil prédominant suivi des ST2
et ST3 (Ramirez et al. 2013). En Lybie, le ST1 est prédominant suivi des ST2 et ST3
(Abdulsalam et al. 2013b). En Thailande, la prédominance du ST1 observée dans plusieurs
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Country of Technique#  No. of subtype Subtype distribution

sample onigin observations
ST1 512 ST3 5T4 ST5 ST6 ST7  ST8  ST9  Mixed Unknown
5T ST
Brazil Sequencing 73 i3 27 13 - = - - - - 7 -
Colombia Sequencing 13 5 4 4 - = - - - - 1 -
UsA Sequencing 7 1 - 6 - = - - - = - -
Americas total a9a3 39 31 23 o o 1] 0 LU ] 8 0
Denmark Sequencing 29 1 6 15 7 = - - - = - -
Denmark Sequencing 28 5 9 13 1 - - - - - - -
Denmark Sequencing 92 20 15 39 16 - 1 - 1 - 7 -
Denmark Sequencing 143 n 39 42 24 - - [ - 1 26 -
Denmark Sequencing 25 1 4 1 19 - - - - - - -
Denmark Sequencing 24 1n - 13 - = - - - - 2 -
France Sequencing 43 1 4 23 4 - - 1 - = 3 -
France Sequencing 27 1 1 4 17 - 1 3 - = - -
Germany RFLP 17 40 1 118 12 - - - - - 8 -
Germany 515 12 3 2 5 2 - - - - - - -
Greece Ss5CP 45 9 [3 27 1 - 1 1 - = - -
Ireland Sequencing 14 1 6 4 3 - = - - = - -
Traly Sequencing 34 3 7 16 6 - - 1 1 -
Spain RFLP 51 1 2 - 48 - - - - = - -
Sweden Sequencing 63 10 9 30 13 - - 1 - = - -
UK RFLP 29 2 1 22 4 - - - - - - _
UK Sequencing 48 2 8 20 16 - - 1 1 - 1
UK Sequencing an 34 26 114 85 2 1 4 5 = - -
Europe total 1149 186 146 506 278 2 4 18 8 1 51 0
Egypt STS 10 15 - 49 - - 3 1 - - 10 -
Egypt ST 44 8 - 24 - = 8 4 = - - -
Egypt Sequencing 21 4 4 13 - - - - - = 1 -
Liberia Sequencing 25 7 7 8 3 - - - - 5
Libya Sequencing 38 19 3 15 - = - 1 - = - -
Nigeria Sequencing 22 10 - 9 3 - - - - - 1 -
Tanzania Sequencing 6 1 3 2 - = - - - - - -
Africa total 266 64 17 120 6 0 41 18 0o o0 17 0
Bangladesh 5T5 26 2 - 24 - = - - - = - -
ran RFLP 40 20 4 16 - = - - - - - 5
Iran 5TS 141 48 33 53 - - - 7 - - 33 -
Nepal 5TS 20 4 4 12 - = - - - = - -
Nepal 5TS 10 40 - - - = 8 53 - = 41 8
Pakistan 5TS 10 2 - 7 - = 1 - - = - -
Pakistan 515 177 87 10 49 8 7 [ 10 - - - 2
Turkey Sequencing 87 8 12 66 1 - - - - - - -
Turkey 5TS 9% 19 22 55 - - - - - - 4 -
Turkey 5TS 3z 20 3 9 - = - - - - - -
Turkey STS I8 313 2 - = - - = = 3 -
Turkey 5Ts 75 19 11 45 - = - - - - 9 -
Turkey 5TS 25 9 6 10 - = - - - = - -
Central asia B68 281 118 368 9 7 15 70 0o o 90 15
total
China STS 38 17 - 19 - - - 2 - - 5 1
China sTS 194 5 11 125 1 - 1 - - - 10 8
China STS 76 18 1 56 1 - - - - - 2 3
Japan STS 32 1 - 30 - - 1 - - - - -
Japan RFLP 61 no13 30 7 - - - - 3
Japan STS 50 4 - 26 2 - n 5 - 2 - -
Malaysia sTS 20 9 1 10 - = - - - = - -
Malaysia 515 38 5 - 20 - = 1 2 - - - 2
Philippines RFLP 10 10 - - - = - - - = - 2
Singapore RFLP 9 2 - 7 - = - - - - - -
Thailand RFLP 159 144 - 13 - = - 2 - = L
Thailand 5TS 5 2 - 2 - = 1 - - - 1 -
E & SE-Asia 692 279 26 338 1m o 25 1 0 2 24 19
Total
Australia Sequencing 12 5 - 4 2 - 1 - - = 1 -
Australia Sequencing 9 28 5 40 12 - 3 1 2 - - -
Australia total 103 33 5 44 14 0 4 1 2 0 1 0
EARTH Total nn 882 343 1399 318 9 8 118 10 3 191 34

# 5TS: Sequence-tagged site; RFLP, restriction fragment length polymorphism; SSCP, single strand conformation polymorphism,

Figure 12 : Distribution des STs dans la population humaine par continent et par pays (Alfellani

et al. 2013c). Les méthodes moléculaires ayant permis de sous-typer les isolats sont indiquées
ainsi que le nombre d’infections mixtes (mixed ST). Un certain nombre d’isolats n'ont pas pu
étre sous-typés du fait de la méthode moléculaire (RFLP, STS-PCR) utilisée dans certaines
études.



Figure 13 : Différences de répartition des ST1 et ST3 en Chine dans deux provinces voisines
(Yan et al. 2006 ; Li et al. 2007a,b).
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Figure 14: Synthése de la répartition des STs dans la population humaine par continents
(Alfellani et al. 2013c).
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pays asiatiques est confirmée dans une premiere étude réalisée dans un internat (Thathaisong
et al. 2013). Par contre, une seconde étude menée dans ce méme pays indique une
prédominance du ST3 suivi en proportion importante du ST1 (Jantermtor et al. 2013). Dans
cette derniére étude, plus de 20% des isolats appartiennent aux ST6 et ST7 confirmant la forte

prévalence de ces STs dans les pays asiatiques.

VI. La distribution des sous-types deBlastocystissp. chez les animaux et I'évaluation du
potentiel zoonotique du parasite

Un nombre important d’études menées dans différents pays ont visé a rechercher
Blastocystis sp. chez de nombreux groupes d’animaux qu’ils soient sauvages ou en captivité
(zoo, cirgue, animaux de compagnie, élevages...). Ahagtocystis sp. a été identifié par
analyse microscopique directe des selles, par culture des selles suivie d’'une observation
microscopique ou par des méthodes moléculaires chez les primates non humains (Yamada et
al. 1987 ; Cassidy et al. 1994 ; Konig et Muller 1997 ; Init et al. 1999 ; Abe et al. 2002,
2003a ; Yoshikawa et al. 2003b, 2004c, 2009 ; Jones-Engel et al. 2004 ; Parkar et al. 2007,
2010 ; Lim et al. 2008 ; Rivera 2008 ; Stensvold et al. 2009a ; Petrasova et al. 2011 ; Santin et
al. 2011 ; Drakulovski et al. 2014 ; Alfellani et al. 2013b ; Ramirez et al. 2013 ; Roberts et al.
2013b ; Sa et al. 2013 ; Maesano et al. 2014), les Artiodactyles (Bovidae, Camelidae, Suidae,
Cervidae, Giraffidae, Caprinae) (Stenzel et al. 1993 ; Cassidy et al. 1994 ; Quilez et al. 1995 ;
Konig et Muller 1997 ; Snowden et al. 2000 ; Abe et al. 2002, 2003b ; Arisue et al. 2003 ;
Noél et al. 2003 ; Yoshikawa et al. 2003b, 2004c ; Rivera et Tan 2005 ; Yan et al. 2007 ;
Navarro et al. 2008 ; Rivera 2008 ; Stensvold et al. 2009a ; Parkar et al. 2010 ; Santin et al.
2011 ; Fayer et al. 2012, 2014 ; Lee et al. 2012b ; Roberts et al. 2013b ; Tan et al. 2013 ;
Alfellani et al. 2013a ; Ramirez et al. 2014 ; Wang et al. 2014), les Elephantidae (Parkar et al.
2010 ; Roberts et al. 2013b), les Perissodactyles (Rhinocéros) (Parkar et al. 2007 ; Alfellani et
al. 2013a), les Carnivores (Felidae, Canidae, Mustelidae) (Stenzel et al. 1993 ; Duda et al.
1998 ; Lopez et al. 2006 ; Parkar et al. 2007 ; Daryani et al. 2008 ; Chapman et al. 2009 ;
Leelayoova et al. 2009 ; Stensvold et al. 2009a ; Eroglu et Koltas 2010 ; Nagel et al. 2012 ;
Wang et al. 2013 ; Ramirez et al. 2013), les Lagomorpha (Leporidae) (Konig et Muller 1997),
les Marsupiaux (Parkar et al. 2007, 2010 ; Roberts et al. 2013b ; Ramirez et al. 2013), les
oiseaux (Yamada et al. 1987 ; Stenzel et al. 1994 ; Cassidy et al. 1994 ; Yoshikawa et al.
1996, 2003b, 2004c ; Kbnig et Muller 1997 ; Snowden et al. 2000 ; Abe et al. 2003c ; Arisue
et al. 2003 ; Noél et al. 2003 ; Rivera et Tan 2005 ; Rivera 2008 ; Santin et al. 2011 ; Alfellani
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et al. 2013a ; Marques et al. 2013 ; Ramirez et al. 2013 ; Roberts et al. 2013b), les reptiles
(Teow et al. 1991, 1992 ; Singh et al. 1996 ; Yoshikawa et al. 1996 ; Konig et Muller 1997 ;
Suresh et al. 1997 ; Ho et al. 2001), les rongeurs (Chen et al. 1997 ; Konig et Muller 1997 ;
Snowden et al. 2000 ; Ho et al. 2001 ; Noél et al. 2003 ; Yoshikawa et al. 2003b ; Alfellani et
al. 2013a; Ramirez et al. 2013), les poissons (Konig et Miller 1997), les amphibiens
(grenouilles et crapaud pour linstant) (Yoshikawa et al. 2004d), les mollusques (Perez-
Cordon et al. 2007) et les insectes (blattes) (Zaman et al. 1993 ; Suresh et al. 1997 ;
Yoshikawa et al. 2007).

La prévalence du parasite chez ces groupes d’animaux est extrémement variable selon
les enquétes realisées mais peut atteindre des valeurs spectaculaires. Par exemple, au Japon,
elle est de 57,7% (Yamada et al. 1987) ou de 85% (Abe et al. 2002) dans des groupes de
singes, de 100% dans une population d'oiseaux (Yamada et al. 1987), de 71% chez des
bovins, de 95% chez des cochons (Abe et al. 2002) et de 84,6% a 100% selon les especes
d’amphibiens (grenouilles ou crapaud) (Yoshikawa et al. 2004d). Toujours en Asie, 28,6%
des reptiles étaient infectés dans une étude menée a Singapour (Teow et al. 1992), 30,9% des
chevres en Malaisie (Tan et al. 2013), 36,4% des cochons au Népal (Lee et al. 2012b) et
45,2% des cochons au Cambodge (Wang et al. 2014). En Europe, on note quelques valeurs
tres importantes : 88% des singes et 60% des cochons testés en Allemagne étaient infectés
(Konig et Mdller 1997) ainsi que 46,8% des cochons en Espagne (Navarro et al. 2008). En
Australie, 76,7% des cochons étaient positifs @astocystis sp. dans un élevage (Wang et
al. 2014). Toujours en Australie, 70,8% des chiens et 67,3% des chats étaient infectés (Duda
et al. 1998). C’est le cas aussi pour 36% des chiens et 37% des chats au Chili (Lopez et al.
2006) et 28% des chiens errants en Iran (Daryani et al. 2008).

Les isolats daBlastocystis sp. trouvés chez ’'homme comme chez de nombreux hétes
animaux étant tres similaires sur un plan morphologique, c’est avec les premiéres données
moléculaires que I'hypothése d’'un potentiel zoonotique du parasite et d’'une faible spécificité
d’héte de certains isolats a été avancée. Init et al. (1999) mirent en évidence qu’un des isolats
de singes obtenus dans leur étude présentait un profil RAPD similaire a celui d'un isolat
humain. Snowden et al. (2000) et Abe et al. (2003b) ont ensuite montré que plusieurs profils
RFLP pouvaient étre trouvés chez un méme hote ou que plusieurs hétes pouvaient partager un
méme profil de restriction. Ces observations ont dans la foulée été confirmées par Ho et al.
(2001), Abe et al. (2003c), Yoshikawa et al. (2003b, 2004c), Rivera et Tan (2005), et Yan et
al. (2007) en utilisant le méme type de méthode d’identification du parasite. Cependant, ce
type d’approche ne permettait pas de s’assurer de la réelle similarité génétique d’isolats
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communs a plusieurs hoétes différents. C'est donc avec le séquencage de marqueurs
moléculaires que cette similarité a pu étre mise en évidence. Noél et al. (2003) et Arisue et al.

hY

(2003) ont ainsi été les premiers a montrer que des séquences du gene de I'ARNr 18S
d’isolats humains pouvaient étre identiques a celles d’isolats animaux. Cette similarité a
ensuite été confirmée dans plusieurs autres études toujours basées sur la comparaison des
séquences de ce gene (Abe et al. 2004 ; Noél et al. 2005 ; Scicluna et al. 2006 ; Parkar et al.
2007, 2010 ; Rivera 2008 ; Yoshikawa et al. 2009 ; Santin et al. 2011) confirmant ainsi le
potentiel zoonotique du parasite et sa faible spécificité d{ffageire 8). De ce fait, 'homme

comme plusieurs groupes d’animaux pouvaient étre infectés par différents STs d’apres la
classification de Stensvold et al. (2007a).

Dés 2009, de larges études épidémiologiques ont alors été menées principalement dans
des zoo0s, des parcs naturels ou des élevages afin d’analyser plus clairement la distribution des
différents STs selon les groupes d’animaux et identifier éventuellement de nouveaux STs non
encore observés chez ’lhomme. C’est le cas des enquétes menées par Stensvold et al. (2009a)
au Danemark et au Royaume-Uni, par Parkar et al. (2010) principalement en Australie, par
Santin et al. (2011) aux USA et en Espagne, par Petrasova et al. (2011) en Tanzanie, par
Fayer et al. (2012) aux USA, par Roberts et al. (2013b) en Australie, et par Alfellani et al.
(2013a,b) dans plusieurs pays européens, africains et asiatiques. Grace a toutes ces données
qui ont été en partie synthétisées par Alfellani et al. (2013a,b), la distribution globale des
différents STs dans plusieurs groupes d’animaux a pu étre anéifygames 15 et 16)Les
primates sont clairement les animaux les plus infecté8lpatocystis sp. et plus de 80% de
ces animaux le sont par les STs 1 a 5. Or les STs 1 a 4 sont ceux qui sont aussi prévalents
dans la population humaine. Par contre, le ST5 est comme nous l'avons vu précédemment
rarement trouvé dans la population humaine. Ces données suggérent donc une transmission
probablement aisée entre les singes et I'homme qui pourrait d’ailleurs probablement
s’expliquer par leur lien de parenté évolutif. Parkar et al. (2007) ont ainsi montré que les
gardiens des primates du zoo de Perth en Australie étaient infectés par des isolats similaires a
ceux trouvés chez ces animaux. Plus globalement, 63% des gardiens et autres personnels de
ce zoo étaient positifs pouBlastocystis sp. alors que seuls 9% d’une population contréle
étaient infectés (Parkar et al. 2010). De méme, des enfants Népalais étaient infectés par les
mémes isolats de ST2 que ceux des singes vivant a proximité de leurs habitations dans une
région ou l'eau et les aliments pouvaient étre facilement contaminés par les excréments de ces
animaux (Yoshikawa et al. 2009). D’autre part, dans I'étude menée par Stensvold et al.

(2009a), certains singes d’'un zoo danois étaient infectés par des isolats de ST8 extrémement
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rare chez 'homme. Or, 25% des gardiens du zoo étaient contaminés par ce méme ST. Enfin,
Rajah Salim et al. (1999) en analysant la prévalencBlagocystis sp. dans les selles de
personnels en contact permanent avec des animaux (gardiens de zoos ou personnel des
abattoirs) en Malaisie ont montré que 41% des manipulateurs d’animaux étaient infectés en
comparaison des 17% observés dans un groupe contrdle vivant en ville et sans contact avec
les animaux.

Si on releve les données obtenues pour les artiodactyles et essentiellement les bovins,
les cochons et les caprifBigure 16), on note une prévalence des ST1, ST5 et ST10 avec
cependant certaines particularités selon le groupe d’animaux étudié. Ainsi le ST1 est
prédominant chez les caprins (Tan et al. 2013) alors que ce sont les ST5, ST10 et ST14 chez
les bovins (Fayer et al. 2012) et les ST1 et ST5 chez les cochons (Santin et al. 2011). A partir
de ces données, il est donc possible d’estimer le facteur de risque de transmission a I’hnomme.
En effet, si on s’en tient a ces enquétes épidémiologiques, les bovins ne représenteraient pas
un risque majeur de contamination puisque les ST10 et ST14 sont extrémement rare ou absent
jusqu’a présent chez I'homme et que le ST5 est trés peu répandu. Pourtant Dagci et al. (2008)
considérent qu’un contact étroit de la population avec son bétail peut représenter un facteur de
risque non négligeable de transmission comme c’est le cas par exemple pour un autre parasite
intestinal commeCryptosporidium (Goh et al. 2004). Par contre, ce risque existerait a travers
un contact avec des cochons puisque le ST1 est fréquent chez 'lhomme. Effectivement, Wang
et al. (2014) ont montré que 83,3% du personnel d’'un élevage de cochons était positif pour
Blastocystis sp. Cependant, ces auteurs ont observé une prédominance du ST5 et non du ST1
chez ce personnel, ce ST5 étant pourtant rare chez ’'homme mais fréquent chez les cochons.
Concernant les oiseaux, on note une nette prévalence des ST6 et ST7 classiqguement décrits
comme des STs aviaires (Noél et al. 2005 ; Tan 2008) et qui sont frequemment retrouves chez
’lhomme en particulier en Asie. Enfin, pour ce qui est des animaux de compagnie comme les
chiens, ils pourraient aussi représenter une source potentielle d’infection (Eroglu et Koltas
2010 ; Nagel et al. 2012 ; Wang et al. 2013). Toutes ces observations concernant la spécificité
d’héte plus ou moins large des différents STs ont été synthétisées afin de compléter le cycle
biologique du parasite et prendre en considération les réservoirs animaux potentiels de
contamination pour ’lhomme (Figure 17Jan 2008 ; Wawrzyniak et al. 2013).

Il est cependant fort probable que la simulation de ces possibles transmissions d’isolats
entre 'animal et ’lhomme ne soit pas aussi simple puisque plusieurs STs sont susceptibles
d’infecter une méme espéce animale. Un exemple significatif concerne l'identification de pas
moins de 5 STs différents (ST1, ST3, ST5, ST10, ST14 et ST15) dans une population de 47
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Table 1. Overview of Blastocystis sp. S'T's detected in major groups of primates

Blastocystis sp.

Mixed/
unknown
Host family/genus s'12 ST13 514 ST6 S17 519 ST10 s'1'13 EINES sT Total Reference
himpanzee 24 11 20 - 12 - - - - - - 1 3 71 1,2,4,5,12
(including
Bonobo (n=4))
Gorilla - 10 2 - 4 - - - - - - - 1 17 1,12
Orangutan 10 6 5 - 2 - - - - - - - - 23 1-4,6-7,12,13
Gibbons 12 8 3 - 2 - - 7 - - - 1 - 33 1-4,6-7,12,13
Non-human 46 35 30 - 20 - - 7 - - - 2z 4 144
Hominoids
Baboons 3 - 2 - - - - - - - - - 2 7 1, 6,7
Mandrill/drill 19 - 9 - - - - - - - - - 5 i3 1-4,6,7,13
Macaques 17 19 27 - - - - - - - - - 1 (] 1-3, 6, 7-10, 14
Vervet monkey 12 24 11 - 2 - - - - - - - - 49 1,2,3,5,6
Colobus monkey 14 2 [ - - - - - - - 5 - 3 30 1,511
Mangabeys 1 1 4 - - - - - - - - - 1 7 1,13
Allen's swamp - - 4 - - - - - - - - - - 4 1
monkey
Guenons 3 1 4 - - - - - - - - - 0 14 1-4,13
Patas monkey 1 - 3 - - - - - - - - - - 4 1
Langurs/lutungs 6 1 3 - 2 = = | - - - - 1 14 1-4
Cercopithecoids 76 48 73 - 4 - - 1 - - 5 - 19 226
Woolly monkey 5 5 9 1 - - - 19 - - - - - 39 1,12, 14
Howler monkey - - - - - — - 5 - - - - - 5 1
Spider monkey 3 2 - - - - - - - - - - 1 [ 1
Marmoset - - 2 - - - - - - - - - - 2 1,12
marin® 1 = 1 = - = - - - - - - - 2 1
Saki monkey 1 - - - - - - - - - - - - 1 1
Ceboids 10 7 12 1 - - - - - - - 1 55
Lemurs 4 2 - 4 - - - - 1 - 16 1,2,3,6,7,12,13
NHP primates 136 92 115 5 24 = = 5 3 24 441
total (30:-8%)  (20:9%)  (26-1 (111%)  (54%) - = (1-1%)  (0-7%)  (5-4%) (100
Humans total 882 343 1399 318 9 89 118 10 - - 225 n7e Alfellani et al.
(27-8%) (10-8%) (44-1%) (10-0%) (0-3%) (2-8%) (3 (0-3%) - = NA (100%) submitted.

" ‘Present study’ refers to the Supplementary "I'able - in Online version only and includes data from other studies as well as the sequences generated here. However, in some published sty
nucleotide sequences for some samples have not been made publically available, with only representative sequences being deposited in GenBank. For the study by Petridovi et al.
(2011), only 12 sequences were submitted to GenBank and were included in the Supplementary Table = in Online version only, while the remaining data are included in this table as reference no. 3
(see below). In some other studies S'1°S primers ( Yoshikawa ef al. 1998) have been used for S°1" identification rather than sequencing and so are not in the Supplementary Table - in Online version
only but are included here, References: 1 = Present study, 2= Abe ef al. (2003), 3= Abe (2004), 4= Yoshikawa ef al. (2004), 5 = Petrifovi et al.(2011), 6= Parkar et al. (2007), 7= Parkar ef al. (2010),
8= Yoshikawa et al. (2009), 9= Yoshikawa et al. (1998), 10=Yoshikawa et al. (2003), 11 ="T'eichroeb ef al. (2009), 12 = Stensvold ef al. (2009), 13 = Santin ef al. (2011), 14 = Scicluna et al. (2006).
" Novel 5T (GenBank accession no. KC148211; Alfellani et al. manuscript in preparation).

“ Including Leontopithecus.

4 “I'his total does not include mixed/unknown infections,
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Figure 16 : Synthese de la distribution des STs dans les principaux groupes d’animaux (Alfellani

et al. 2013a).
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Figure 17 : Cycle biologique revisité d8lastocystis sp. mettant en avant le potentiel zoonotique

du parasite (modifié d’apres Tan 2008 et Wawrzyniak et al. 2013).

Ce cycle tient compte de l'existence de STs zoonotiques et montre que 'lhomme peut étre
potentiellement infecté par au moins 9 STs. Certains animaux peuvent ainsi représenter
d’'importants réservoirs de contamination. Les ST3 et ST9 sont principalement ou exclusivement
trouvés chez I’homme alors que les ST1, ST2, ST5 et ST8 se trouvent a la fois chez 'homme et
chez les mammiferes (primates, porc, humain, bovins et porcs), le ST4 chez ’homme et chez les
rongeurs et les ST6, ST7 et ST8 chez 'homme et chez les oiseaux. Certains STs se trouvent
exclusivement chez les animaux (ST10-ST17). ST10 et ST15 sont présents chez les artiodactyles
et les primates non humains, ST11 chez les proboscidiens, ST12 chez les artiodactyles et les
marsupiaux, ST13 chez les primates non humains et les marsupiaux, ST14 chez les artiodactyles,

ST16 chez les marsupiaux et ST17 chez les rongeurs.
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chameaux en Lybie (Alfellani et al. 2013a). D’autre part, le nombre d’études menées chez
I’'homme étant beaucoup plus important, cela peut entrainer un premier biais dans cette
analyse synthétique. Un second biais pourrait étre I'exposition plus fréquente de 'lhomme au
parasite du fait de son mode de vie, de ses déplacements, de ses nombreuses interactions avec

les animaux et de ses habitudes alimentaires tres diversifiées.

VII. Les autres modes de transmission de Blastocysstp.

La prédominance des ST1 a ST4 dans la population humaine peut clairement
s’expliquer par une large transmission inter-humaine. Cette transmission est sans nul doute
indirecte via différents supports comme I'eau et les aliments et est évidemment étroitement
liée aux conditions et regles d’hygiéne de la population. Mais cette transmission inter-
humaine n’a pour l'instant été mise en évidence que dans trés peu d’études réalisées au sein
de petites communautés. Nagel et al. (2012) ont par exemple montré que 16 des 17 membres
d’une famille étaient infectés par les mémes STBldstocystis sp. De méme, Pipatsatitpong
et al. (2012) ont démontré que des orphelins vivant dans la méme piece que des surveillants
infectés pamBlastocystis sp. avaient plus de risque d’étre infectés que des orphelins vivant
dans une autre piece avec des surveillants non infectés. Dans une résidence de jeunes filles de
Bangkok en Thailande, la prévalence du ST1 atteignait presque 95% suggérant la encore une
transmission inter-humaine dans cet espace restreint (Thaithaisong et al. 2013). Dans une
enquéte épidéemiologique menée dans des villages de taille réduite en Malaisie (Anuar et al.
2013), les membres infectés d’'une famille représentaient un facteur de risque significatif de
transmission du parasite aux autres membres de cette famille. De plus, Yoshikawa et al.
(2000) ont mis en évidence une transmission inter-humaine du ST3 entre patients et
personnels de soins dans deux établissements de santé. En dehors de ces contacts « directs »,
les supports de transmission sont bien entendu I'eau et les aliments souillés par les kystes du
parasite. A ce jour, aucune donnée ne peut réellement étre avancée concernant des épisodes
d’épidémies via la consommation d’eau ou d’aliments contaminésBlaatocystis sp.
(Baldursson et Karanis 2011). Cela peut aisément s’expliquer par le fait que ce parasite n’est
généralement pas recherché dans le cadre de ces épisodes et qu'on observe un portage déja
important dans la population. Cependant, Wu et al. (2000) ont décrit une épidémie en 1996
dans la province de Jiangxi en Chine avec 1122 cas recensés de diarrhée en 8 jours. Une eau
contaminée paBlastocystis sp. aurait été la source probable de l'infection mais aucune
donnée moléculaire n'a permis de le confirmer. De méme, une épidémie de gastroentérite
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touchant 5 personnes d’'une méme famille en Italie 2 semaines apres avoir ramené 2 enfants
d’Inde pour une adoption serait aussi probablement liée a une infecBlastacystis sp.
(Guglielmetti et al. 1989).

Plusieurs études ont donc visé a rechercher le parasite dans ces sources de
contamination afin d’évaluer le risque réel de transmission. On peut ainsi citer un certain
nombre d’enquétes épidémiologiques récentes dans lesquelles des analyses statistiques
suggerent qu’'une eau de mauvaise qualité ou non bouillie et des boissons mal conservées
ainsi que la consommation de nourriture a risque (légumes crus ou non lavés, allaitement
maternel...) représentent des facteurs de risque d’infectbastocystis sp. (Li et al. 2007a ;

Dagci et al. 2008 ; Leelayoova et al. 2008 ; Velasco et al. 2011 ; Abdulsalam et al. 2012 ; Lee
et al. 2012b ; Anuar et al. 2013 ; Tandukar et al. 2013 ; Londono-Franco et al. 2014). Pour la
plupart de ces études, la prudence est de mise car la prévalence du parasite a généralement été
déterminée par une méthode microscopique peu sensible et de ce fait les analyses statistiques
sont en relation avec ces données. Cependant, plusieurs auteurs ont pu identifier le parasite
dans l'eau et les aliments par différentes méthodes de détection. Ainsi Cruz Licea et al. (2003)
ont montré que dans un quartier de la ville de Mexico, 41,7% des vendeurs de viande étaient
infectés parBlastocystis sp. et que cette valeur était largement supérieure a celle observée
dans la population globale. Pour ces auteurs, les vendeurs se contaminent en manipulant la
viande mais peuvent aussi transmettre le parasite aux consommateurs de cette méme viande.
Des prévalences similaires ont aussi été observées chez ces vendeurs dans la ville de Cascavel
au Brésil (28,2%) (Takizawa et al. 2009) et a Alexandrie en Egypte (35,5%) (Fathy 2011). En
parallele, des réservoirs d’eau de consommation courante ont été testés chez des particuliers
dans plusieurs districts de la ville d’Alexandrie en Egypte et 12% des échantillons étaient
positifs pourBlastocystis sp. (Khalifa et al. 2001). Suresh et al. (2005) ont par la suite analysé

des eaux usées avant et apres traitement en Grande-Bretagne et en Malaisie et montré d’'une
maniere surprenante que 50% des affluents et 28% des effluents contenaient des kystes
viables deBlastocystis sp. c’est a dire des formes cultivables. Ces données démontraient
d’abord l'inefficacité des traitements classiques des eaux usées qui ne détruisaient pas les
kystes du parasite puisqu’ils se retrouvaient dans les effluents. Elles confirmaient ensuite des
études préalables concernant la résistance des kystes aux méthodes classiques de traitement
des eaux par chlorination et ozonation (Moe et al. 1996 ; Zaki et al. 1996 ; Khalifa et al.
2001). Une étude similaire a été réalisée aux Philippines dans laquelle 23% des affluents et
7% des effluents étaient positifs pdélastocystis sp. (Banaticla et Rivera 2011). Les isolats
identifiés dans ces derniers échantillons appartenaient aux ST1 et ST2. Or, il faut rappeler que
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ces mémes STs sont prédominants dans la population humaine de ce pays (Rivera et Tan
2005) Il est donc évident que I'absence ou une efficacité limitée des structures de traitement
des eaux usées apparait comme une cause majeure de contamination des populations par
Blastocystis sp. (Nimri et Batchoun 1994 ; Li et al. 2007a ; Ithoi et al. 2011 ; Abdulsalam et

al. 2012). Cela explique pourquBastocystis sp. a été ajouté en 2006 par I'Organisation

Mondiale de la Santé (OMS) a la liste des parasites a rechercher dans le cadre d'une

vérification de la qualité de 'eau de boisson
(http://www.who.int/water_sanitation_health/publications/2011/9789241548151_annex.pdf?u
a=1).

Dans une école Thailandaise, I'analyse de I'eau consommée par des écoliers montrait la
présence d8lastocystis sp. ST1 (Leelayoova et al. 2008). Or, ce ST était aussi prédominant
(80%) parmi les 18,9% d’enfants infectés par le parasite. Ce méme ST a aussi été identifié
dans 12% des échantillons d’eau du robinet testés dans la région de Cukurova en Turquie et
était massivement présent (36%) chez les individus consommant cette eau (Eroglu et Koltas
2010). Au VénézuelaBlastocystis sp. est trés fréquent dans les affluents de la riviere
Manzanares dont I'eau est utilisée par les habitants pour les activités domestiques, agricoles et
industrielles. Cela indique une contamination fécale et donc un focus d’infection constant
pour les populations humaine et animale de la région (Mora et al. 2010). En Malaisie, le
parasite a été identifie en moyenne dans 22,1 et 33,3% des échantillons d'eau testés des
rivieres Sungai Batu et Sungai Congkak localisées dans une zone de loisirs (Ithoi et al. 2011).
De maniere intéressante, les auteurs ont aussi montré que ces pourcentages augmentaient dans
les zones de baignade et durant les vacances suggeérant fortement que cette contamination était
bien d'origine fécale. Enfin, au Népal, Lee et al. (2012b) ont mis en évidtamtecystis sp.

ST1 et ST4 dans deux riviéres traversant le village de Bahunipati ainsi que chez les différents
animaux de ferme vivant dans ce village. Or, cette étude faisait suite a celle de ces mémes
auteurs dans laquelle ceux-ci mettaient en évidence une trés forte prédominance du ST4 chez

ces villageois (Lee et al. 2012a).

VIIl. Des données génomiques récentes concernant Blastocysfis

Les données génomiques d’'un organisme constituent une avanceée significative vers une
meilleure connaissance de la biologie de celui-ci. C’est aussi le caBlpstocystis sp. qui
apparait aujourd’hui comme un pathogéne émergent de premier ordre ayant un impact
clinigue majeur. L'existence d’isolats résistants aux traitements thérapeutiques, son mode de
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contamination (oroécale) et son potentiel zoonotique facilitent granelet sa dissémination.

De plus,Blastocystis sp. dispose de quelques atouts lui permettant non seulement de survivre
dans l'environnement intestinal mais également de s’y multiplier dou l'intérét des
séquencgages récents du génome nucléaiBtadtocystis sp. ST7 et du génome mitochondrial
d’isolats appartenant a plusieurs STs. Ces séquengages constituent de plus la base pour le

développement de nouveaux outils de sous-typage.

VIII.1. Quelques généralités sur le génome nucléaire

Les résultats du séquencage et de I'assemblage du génome d’'un idfliadtakystis
sp. ST7 ont permis de déterminer sa taille qui est d’environ 18,8 Mpb. Cette taille fait de ce
génome le plus petit génome de Straménopile séquencé a dehgtoplithora infestans, 240
Mpb ; P. sojae, 95 Mpb ; Thalassiosira pseudonana, 34,5 Mpb) (Denoeud et al. 2011).
L’annotation du génome a mis en évidence un nombre restreint de genes (6020) représentant
environ 42% de la totalité¢ du génome. Ce pourcentage sous-entend l'existence de régions
inter-géniques courtes qui sont en moyenne de l'ordre de 2 kb. Dans ce génome, un total de
31 unités ADNr ont été retrouvées. Chacune s’organise en une petite sous-unité ADNr 18S de
1.8 kb, une unité ADNr 5.8S de 2.45 kb et une grande sous-unité ADNr 28S de 0.44 kb.
Comme indiqué précédemment, le géne de 'ADNr 18S est le marqueur utilisé pour le sous-
typage des isolats. Or, I'alignement des séquences completes de 17 des génes d’ADNr 18S de
Blastocystis sp. ST7 a montré un important polymorphisme intra-génomique. En effet, le
polymorphisme de ce géne se traduit par un pourcentage d’homologie entre les différentes
copies allant de 91% a 99% (Poirier et al. 2014). Cette valeur suggére que ce gene n’est
probablement pas un marqueur de choix pour différencier des isolats appartenant a un méme
ST d'ou le développement de nouveaux marqueurs dans ce contexte précis (Poirier et al.
2014). Ce génome comporte en outre une large proportion de génes dupliqués (19% des génes
au total), probablement issus d’'une duplication compléte du génome ou de duplications
segmentaires, suivies de réarrangements. Un autre mécanisme, important en termes
d’évolution génomique, mis en évidence clBastocystis ST7, est le transfert horizontal de
géenes. L'analyse des données a permis d'identifier 133 génes candidats présentant
exclusivement des homologies de séquences avec des genes bactériens et d’archaea. Il semble

également que ce ST ait acquis quelques genes par transfert horizontal entre eucaryotes.
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VIII.2. Le génome mitochondrial

Trois génomes de MLOs d'’isolats appartenant a 3 STs différents ont été publiés presque
simultanément en l'occurrence ceux de ST1, ST4 (Pérez-Brocal et Clark 2008) et ST7
(Wawrzyniak et al. 2008)Figure 18). Ces 3 génomes ont une taille comprise entre 27 et 29
kb et présentent plusieurs caractéristiques « mitochondriales » comme un pourcentage riche
en AT de l'ordre de 80 %, une forte densité génique, des régions intergéniques trés courtes et
la présence de genes codant des-soités du complexe | de la phosphorylation oxydative
En revanche, les genes codant les autres complexes de la phosphorylation oxydative
habituellement présents dans les mitochondries aérobies sont absents de ce génome
mitochondrial (I, 1ll, IV, ATP synthase). Cet aspect illustre une réduction génomique
probablement liée aux contraintes environnementales, le parasite s’étant débarrassé des génes
non essentiels pour sa survie en anaérobiose. On retrouve également en copie unique des
genes codant pour les ARNr de type « mitochondrial » au sein de ces 3 génomes (grande
sous-unité « ISTRNA » et petite sous-unité « ssrRNA »). Celui codant pour 'ARNr de la
petite-sous unité a d'ailleurs récemment été utilisé comme marqueur de génotypage (Poirier et
al. 2014). D'autre part, le nombre réduit de genes d'ARNt identifiés dans le génome
mitochondrial suggere que les ARNt de certains codons sont codés par le génome nucléaire et

importés du cytoplasme.

IX. Les molécules et mécanismes impliqués dans la pathogénicité de Blastocysgtis

IX.1. La prédiction de protéines impliquées dans les interactions hote-parasite

L’'analyse des données génomiquesBtistocystis sp. ST7 et du sécrétome préiutit
silico a permis d’identifier plusieurs protéines pouvant jouer un réle dans la virulence du
parasite (Denoeud et al. 2011). Ainsi, des genes probablement d’origine bactérienne codent
des transporteurs de la famille des MFS (Major Facilitator Superfamily) qui pourraient étre
impliquées dans le processus de capture des nutriments par le parasite dans le tube digestif
facilitant ainsi la colonisation de I'h6te. D’'autres géenes d’origine bactérienne codent des
protéines de types immunoglobuline et cadhérine pouvant étre impliguées dans une possible
adhésion du parasite a I'épithélium intestinal. Les glycosidases et protéases prédites dans le

sécrétome pourraient quant a elle entrainer une détérioration de la barriere mucosale. Cette
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Figure 18 : Génome circulaire des MLOs &astocystis sp. ST7 (Wawrzyniak et al. 2008).
Ce génome d’environ 29 kb code notamment pour 'ARNr d’'une petite sous-unité ribosomale

(ssrRNA) et d’'une grande sous-unité ribosomale (ISTRNA).
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détérioration serait liee a une perturbation des jonctions serrées suivie par une augmentation
de la perméabilité cellulaire de I'épithélium intestinal. Des hydrolases pourraient aussi
dégrader le mucus intestinal afin de fournir les nutriments nécessaires au développement du
parasite.

Parmi les protéines prédites comme sécrétées, une vingtaine de protéases a cystéine
ainsi qu’une protéase a aspartate et une protéase a sérine ont été identifiees. Ces protéases a
cystéine sont en particulier connues pour jouer un réle majeur dans la pathogénicité d’autres
microorganismes (Sajid et McKerrow 2002). Des molécules apparentées a des inhibiteurs de
protéases tels que la cystatine, I'inhibiteur de protéase de type I, ou encore des inhibiteurs
d’endopeptidase ont également été mis en évidence dans le géen8hastalgystis sp. ST7.
L'inhibiteur de protéase de type 1 permettrait I'inhibition d’enzymes de I'héte telle que la
chymotrypsine et donc au parasite de se protéger contre le milieu gastrique (Martzen et
Peanasky 1985). La cystatine qui possede une activité d’inhibition des protéases a cystéine,
pourrait quant a elle intervenir dans la régulation de I'activité protéase du parasite lui-méme.
Enfin, Blastocystis sp. ST7 posséde dans son génome un géene codant potentiellement pour
une polykétide synthase (PKS) de type 1. Or, les PKS sont des mégasynthases décrites chez
les bactéries et les champignons et impliquées dans la production de métabolites secondaires
dont certains sont connus pour avoir une activité anti-microbienne (Park et al. 2010). De ce
fait, le parasite pourrait avoir un effet sur le microbiote intestinal de I'h6te et provoquer une
éventuelle dysbiose et les troubles digestifs qui en découlent.

IX.2. Les données in vitro et l'identification de facteurs de virulence

Plusieurs études ont été réalisémsvitro afin de clarifier la physiopathologie de
Blastocystis sp. C’est d’abord Long et al. (2001) qui ont montré que les cellules de
Blastocystis sp. étaient capables d’induire tardivement une réponse inflammatoire avec
production d’interleukine (IL)-8 et du granulocyte-macrophage colony stimulating factor
(GM-CSF) par des cellules épithéliales de colon humain (HT-29 et T-84). Les auteurs
concluent gu'il s'agirait d’'un mécanisme permettant au parasite de moduler la réponse
immunitaire de I'héte le temps de son implantation. Des effets similaires ont été observés en
utilisant le surnageant de culture du parasite (Long et al. 2001). Cette modulation de la
réponse immunitaire est de plus accentuée par la capacité du parasite a dégrader les IgA
localisés a la surface de I'épithélium intestinal (Puthia et al. 2005), a réduire la production de
monoxyde d’azote intervenant entre autre dans I'immunité innée contre les agents infectieux
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(Mirza et al. 2011a) et a induire un déséquilibre de la réponse Th1l/Th2 en faveur de la
réponse Th2 (Chan et al. 2012). Ces IgA sont dégradés par des lysats cellulaires de
Blastocystis sp. et en particulier par les protéases a cystéine sécrétées par le parasite (Puthia et
al. 2005). Plus récemment, la production d’IL-8 a été décrite comme étant dépendante de la
voie de signalisation NF-kB et que celle-ci était induite par ces mémes protéases a cystéine
(Puthia et al. 2008 ; Teo et al. 2014). Cette production permettrait la survie et la dissémination
du parasite en causant un afflux de cellules inflammatoires au niveau de la muqueuse
intestinale ce qui contribuerait a la symptomatologie de la blastocystose. Ces mémes auteurs
ont aussi montré que le parasite était capable d’induire I'apoptose des cellules épithéliales de
rat IEC-6 entrainant ainsi une augmentation de la perméabilité intestinale. Ce mécanisme
serait contact-indépendant et impliquerait la voie des caspases de I'h6te (Puthia et al. 2006).
Cela a été confirmé dans une étude récente menée sur la lignée cellulaire de colon humain
Caco-2 (Wu et al. 2014a). Cette induction de I'apoptose n'implique en fait que les caspases 3
et 9 et peut étre bloqué en mettant au préalable en contact les cellules Caco-2 avec I'inhibiteur
z-VAD-fmk des caspases (Wu et al. 2014a). Cependant, ce mécanisme qui induit une
modification de la perméabilité intestinale par un réarrangement des protéines composant les
jonctions serrées comme la protéine ZO-1 est clairement ST-dépendant puisque il est observé
pour un isolat de ST7 et non pour un isolat de ST4. Derniéerement, Wu et al. (2014b) en
utilisant de nouveau des cellules Caco-2 ont démontré que l'attachement du parasite a
I'épithélium intestinal représentait une étape cruciale dans la colonisation et la virulence du
parasite. Cette adhésion aurait préférentiellement lieu au niveau des jonctions serrées de
I'épithélium et induirait un réarrangement des protéines constitutives (ZO-1 et occludine).
L'efficacité de cette adhésion serait ST-dépendante et méme souche dépendante et corrélée a
la sensibilité des souches au métronidazole, premiére drogue utilisée Riastineystis sp.

(voir Par. Xl.). En effet, les souches les plus résistantes adhérent de maniére moins efficace a
I'épithélium et seraient donc moins pathogenes.

Comme indiqué ci-dessus, le parasite est capable d’induire I'apoptose des cellules
intestinales de I'héte. Pourtant, d’autres auteurs ont décrit au contraire un effet pro-prolifératif
des antigénes dBlastocystis sp. sur des cellules de carcinome colorectal humain HCT116
(Chandramathi et al. 2010) ou lI'absence d’effet du parasite sur la prolifération des cellules
HT-29 (Long et al. 2001). Cette difference peut vraisemblablement s’expliquer par la
variation des modeles cellulaires et des isolats utilisés. En effet, Chan et al. (2012) ont
observé sur des cellules HCT116, un effet pro-prolifératif et inflammatoire significativement
plus élevé lorsqu’ils utilisent des antigenes d’isolats issus de patients symptomatiques par
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rapport a des antigénes d’isolats issus de patients asymptomatiques. De plus, en comparant
des isolats de 5 STs (ST1 a ST5), Kumarasamy et al. (2013) ont montré que les antigenes d’'un
isolat de ST3 induisent une plus forte prolifération de cellules de carcinome colorectal humain
HCT116. De maniere intéressante, ce méme antigéne de ST3 entraine une surexpression du
gene de la cathepsine B sous-entendant une modulation de la réaction immunitaire.

Sur la base des données genomiques\etro, I'attention des chercheurs concernant de
potentiels facteurs de virulence s’est naturellement portée sur les protéases a cystéine. Chez
Blastocystis sp., ces protéases a cystéine sont localisées principalement dans la vacuole
centrale (Puthia et al. 2008) et les variations d’activité protéase a cystéine entre les isolats
parasitaires pourrait en partie expliquer I'existence de souches pathogenes ou non pathogenes
(Mirza et Tan 2009). Une de ces cystéines protéases a été identifiée comme étant une
légumaine par Wu et al. (2010). Localisée a la surface du parasite, elle aurait pour réle
d’activer d’autres protéases a cystéine sécrétées par le parasite. Cette léegumaine a aussi été
identifiée par spectrométrie de masse dans le surnageant de culBlastdeystis sp. ST7
avec une seconde protéase a cystéine, la cathepsine B (Wawrzyniak et al. 2012). A la méme
période, Mirza et al. (2012) ont confirmé que des parasites vivants ou des lysats parasitaires
entrainaient une augmentation de la diffusion paracellulaire de macromolécules a travers un
tapis de cellules Caco-2. Dans cette étude, les auteurs ont confirmé le réle des protéases a
cystéine dans la désorganisation des jonctions serrées via la phosphorylation des chaines
légeres de myosine par les ROCK kinases.

Toutes ces données génomiquesiretvitro ont permis de proposer un modeéle

hypothétique de la pathogénicité de ce parasite (Poirier et al. Fdade 19).

IX.3. Le développement de modéles animaux de blastocystose et la

physiopathologie du parasite

Un des obstacles majeurs a I'étude de la pathogénicité et de la dynamique d’infection de
Blastocystis sp. est l'absence d'un modéle animal reproductible. Plusieurs infections
expérimentales impliquant différentes espéces animales ont pourtant été décrites (Tan 2008).
C’est le cas par exemple du poulet qui a été infecté avec succes aprées inoculation par voie
intra-caecale de plusieurs isolats provenant d’autres oiseaux (poulet, caille, oie) (Tanizaki et
al. 2005). Ces mémes auteurs ont de plus confirmé que la forme kystique était la forme de
transmission du parasite et que le principal mode de transmission était la voie oro-fécale. Pour
cela, des poulets infectés pBllastocystis sp. ont été mis en contact avec des poulets non
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Figure 19 : Modele hypothétique de la pathogénicitéBtiastocystis sp. (Poirier et al. 2012).

Les protéases a cystéine sécrétées par le parasite peuvent dégrader les IgA prédominantes a la
surface de I'épithélium intestinal et induire la production de cytokines pro-inflammatoires. Ces
mémes facteurs de virulence peuvent désorganiser les jonctions serrées de I'épithélium intestinal
et augmenter la perméabilité de celui-ci. Des polykétide synthases pourraient entrainer une
dysbiose. Enfin, des hydrolases dégraderaient le mucus intestinal. Sont entourés et indiqués en
rouge les mécanismes physiopathologiques communs observés ou suggeérés dans le cadre du
syndrome du colon irritable et de la blastocystose.
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infectés qui deviennent alors rapidement parasités. Des isolats humains appartenant aux STs
4, 6 et 7 sont capables d’infecter expérimentalement des poulets confirmant la faible
spécificité d’hdte de certains STs et le potentiel zoonotique du parasite (Iguchi et al. 2007).

Les études les plus nombreuses et concluantes ont été cependant réalisées chez la souris
et le rat. Pourtant, la souris ne semble pas un excellent modele pBiagoeystis sp. n'a
encore jamais été identifié chez cet animal. Cependant, Moe et al. (1997) ont montré que
I'infection de souris BALB/c immunocompétentes par des kystes (voie orale) ou des formes
vacuolaires en culture (voie intra-caecale) d’'un isolat humaiBlasocystis sp. entrainait
une certaine léthargie voire méme une perte de poids des animaux. Bien que non invasif, les
examens histologiques montraient quBtastocystis sp. était capable d’induire une
inflammation, des cedémes et une desquamation de I'épithélium du caecum et du cbélon des
animaux. Des formes granulaires et vacuolaires furent observées dans le caecum mais seules
des formes kystiques étaient retrouvées dans le colon. La sensibilité des animaux a l'infection
dépendait de I'age de la souris. Ainsi les souris agées de 8 semaines se réveélaient toutes
insensibles a l'infection (Moe et al. 1997). Les mémes auteurs ont analysé la pathogénicité de
Blastocystis sp. aprés injection intra-musculaire de formes vacuolaires en culture chez des
souris BALB/c de 6 a 8 semaines et montré que le parasite pouvait induire une réaction
inflammatoire sévere et une nécrose des muscles (Moe et al. 1998). Par inoculation intra-
péritonéale d’'un isolat humain, Zhou et al. (2010) ont démontré que le parasite pouvait se
maintenir pendant plus de six mois sous forme kystique dans la cavité abdominale des
animaux. Plus récemment et toujours chez des souris immunocompétentes infectées par des
isolats humains, Elwakil et Hewedi (2010) ont mis en évidence une infiltration des formes
vacuolaires de Blastocystisp. au niveau de la lamina propria et de la sous muqueuse du colon
des animaux.

Le rat étant porteur naturel du parasite, celui-ci a fait I'objet de plusieurs études
complémentaires a commencer par celle de Suresh et al. (1993). Dans cette étude, les auteurs
montrent la présence en grand nombre du parasite dans le caecum et le colon de jeunes rat
Wistar infectés 7 jours auparavant par des souches humaiBtastheystis sp. La encore le
réle majeur de la forme kystique dans la transmission du parasite est confirmé comme dans
I'étude de Yoshikawa et al. (2004a). Ces derniers auteurs ont en effet infecté des rats avec des
formes kystiques d’isolats de rongeurs de ST4 et montré qu’une de ces souches pouvait, chez
cet hote, entrainer une infection chronique pendant plus d’une année. Iguchi et al. (2007) ont
ensuite confirmé que le ST4 était capable d’infecter le rat mais aussi le poulet. En 2008,
Hussein et al. ont testé chez de jeunes rats Wistar le pouvoir infectieux d’'isolats humains de
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plusieurs STs. Seuls les rats inoculés avec des isolats symptomatiques présentaient des
changements pathologiques classés de modérés a severes (diarrhée, réaction inflammatoire
intense, oedemes, polypes pré-cancéreux...), certains isolats humains de ST1 eméaneant

la mort des animaux (25%). Globalement, ces auteurs observaient une forte pathogénicité du
ST1, une absence de pathogénicité du ST2 et la présence de souches pathogénes et non
pathogenes pour les STs 3 et 4. Cette étude tendait donc a confirmer le potentiel pathogene de
Blastocystis sp. comme celui de certains STs mais un bémol doit étre apporté car les inocula
utilisés dans cette étude provenaient de selles humaines mises en culture en milieu de Jones.
De ce fait, la nature des inocula n’a pas été clairement vérifiee méme si la recherche de
bactéries pathogenes et d’autres parasites a été réalisée. Plus récemment, Li et al. (2013) ont
infecté des rats de 6 semaines avec différentes doses d'un isolat humain symptomatique de
ST1 et montré que le développement de l'infection n’était pas dose-dépendant. De plus, selon
les doses de parasites, les auteurs parlent d’inflammation, d’cedéme, d’érosion de la muqueuse
du caecum et du colon voire méme d’invasion de la lamina propria par le parasite chez les
animaux. Or, aucune image de ces altérations histologiques n'a été malheureusement

présentée par les auteurs.

X. L'impact de Blastocystissp. en santé humaine et quelques aspects cliniques

Au cours des 20 derniéres années, le pouvoir pathogeriéladecystis sp. a été
largement débattu dans la littérature (Stenzel et Boreham 1996 ; Tan et al. 2002, 2010 ; Tan
2004, 2008 ; Boorom et al. 2008 ; Stensvold et al. 2009b; Scanlan 2012 ; Parija et Jeremiah
2013 ; Scanlan et Stensvold 2013 ; Wawrzyniak et al. 2013 ; Roberts et al. 2014). Ceci est
principalement d0 au fait que ce parasite peut étre fréquemment trouvé chez des patients
asymptomatiques. CependaBlastocystis sp. est aussi le seul parasite identifié chez de trés
nombreux patients présentant entre autres des troubles intestinaux et I'élimination du parasite
entraine généralement la disparition des troubles. Chez les patients symptomatiques, la
maladie prend le nom de « blastocystose ». Les troubles digestifs associés a la blastocystose
ne montrent aucun caractére particulier puisqu'il s’agit le plus souvent de diarrhées, de
vomissements, de douleurs abdominales et de ballonnements. Cette distribution
symptomatique a été signalée pour la premiere fois dans une étude de 239 patients en
provenance d'Arabie Saoudite en 1989 (Qadri et al. 1989). Cette diarrhée peut étre chronique
méme chez un individu immunocompétent (Shah et al. 2012). L'interprétation des données
epidémiologiques issues de la littérature quant a la pathogénicité de ce parasite reste toujours
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délicate du fait de plusieurs biais possibles. En effet, dans la plupart des études, aucune
recherche d’autres entéro-pathogénes bactériens et viraux n’est réalisée et on observe souvent
'absence d’'un groupe contrdle non infecté. De plus, les outils de diagnostic utilisés dans
certaines enquétes peuvent étre peu sensibles (observation microscopique) et les études

portent la plupart du temps sur des cohortes englobant un nombre limité d’individus.

X.1. Blastocystose et immunodépression

Blastocystis sp. est de plus en plus impliqué dans les maladies diarrhéiques en
particulier chez les individus immunodéprimés en faisant ainsi un parasite opportuniste de
premier plan (Cirioni et al. 1999 ; Tan et al. 2002 ; Tan 2008). Des prévalences importantes
du parasite ont ainsi été récemment observées chez des patients immunodéprimés atteints du
VIH (Prasad et al. 2000 ; Kurniawan et al. 2009 ; Tan et al. 2009 ; Davis et al. 2010 ; Idris et
al. 2010 ; Alemu et al. 2011 ; Stensvold et al. 2011 ; Agholi et al. 2013 ; Tian et al. 2012,
2013; Adamu et al. 2013; Rivero-Rodriguez et al. 2013 ; Sanchez-Aguilon 2013;
Paboriboune et al. 2014). Par exemple, la prévalence de Blast&yststeint 72,4% chez les
adultes VIH en Indonésie (Kurniawan et al. 2009). En Ethiopie, Alemu et al. (2011) ont méme
montré queBlastocystis sp. était détecté chez 10,5% des patients VIH mais absent dans la
population contréle non infectée par le virus. Dans toutes ces coHlds®cystis sp. est
souvent le parasite eucaryote unicellulaire le plus fréquent. Dans ces mémes populations,
plusieurs travaux ont montré une corrélation entre la prévalenBiasgecystis sp. et un taux
de lymphocytes T CD4 inférieur a 200/mm3 (Kurniawan et al. 2009 ; Agholi et al. 2012 ;
Adamu et al. 2013 ; Paboriboune et al. 2014). La prévalenBlagecystis sp. peut aussi étre
importante chez des patients immunodéprimés atteints de cancer en particulier colorectaux
(Tasova et al. 2000 ; Tan et al. 2009 ; Kumarasamy et al. 2014), chez les transplantés rénaux
ou hépathiques (Batista et al. 2011) et chez les patients dyalisés (Kulik et al. 2008 ; Gil et al.
2013 ; Karadag et al. 2013). De plus, Chandramathi et al. (2012) ont d&ltsbtéystis sp.
chez des patients cancéreux sous chimiothérapie alors que ceux-ci n’étaient pas infectés avant
leur traitement. On note aussi une forte prévalence chez des enfants immunodéprimés atteints
de cancer, de maladies chroniques, sous corticostéroides ou atteints de malnutrition (Abdel-
Hafeez et al. 2012).

X.2. Blastocystose et syndrome du colon irritable, colite et autres troubles digestifs
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L’IBS est une colopathie chronigque fonctionnelle trés courante en particulier dans les
pays industrialisés et dont I'impact sur la qualité de vie des patients est majeur (Longstreth et
al. 2006). Or, dans ce type de pathologie, le role probablement significatif de protozoaires
intestinaux commdlastocystis . reste tres discuté (Stark et al. 2007). En effet, plusieurs
études épidémiologiques ont d’abord rapporté de fortes prévalences de ce parasite chez les
patients IBS (Giacometti et al. 1999 ; Hussain et al. 1997 ; Yakoob et al. 2004, 2010a,b ;
Windsor 2007 ; Stensvold et al. 2009b ; Dogruman-Al et al. 2010 ; Fouad et al. 2011 ;
Ramirez-Miranda et al. 2010 ; Cekin et al. 2012 ; Jimenez-Gonzalez et al. 2012 ; Mumcuoglu
et al. 2013). Par exemple, dans une étude récente menée en Turquie par Dogruman-Al et al.
(2010) qui excluait les patients présentant d’autres protozoaires et bactéries intestinaux
pathogénes, il a été montré que 76% des patients IBS étaient infectlag@oystis sp.
Cependant, dans ce genre d’études épidémiologiques et du fait de la complexité d’'une telle
pathologie, il est tres difficile de pouvoir déterminer un groupe contréle pour ces enquétes et
de proposer un lien causal entre la prévalence du parasite et cette colopathie chronique.
D’autre part, la plupart des symptémes attribués a une infectioBlpstocystis sp. sont
similaires a ceux observés dans les cas d'IBS (diarrhée, vomissements, crampes abdominales
et ballonnements) ce qui peut s’expliquer par des mécanismes physiopathologiques communs
comme suggeére par Poirier et al. (2012) (Figure T9pis hypothéses peuvent expliquer cette
association entre infection Blastocystis sp. et IBS. La premiére est q@&tastocystis sp.
pourrait étre directement responsable de la symptomatologie observée. En effet, on sait
gu’une partie des patients souffrant d’IBS déclare la maladie apres un épisode infectieux (IBS
post-infectieux ou PI-IBS). Dans la seconde hypothese, le parasite serait indirectement
responsable de la symptomatologie en induisant une modification de la microflore digestive
gui est maintenue connue chez les patients IBS. Enfin la derniere hypothése serait que les
modifications du transit intestinal et de la microflore digestive chez ces patients favoriserait
limplantation du parasite qui ne serait alors qu’un « marqueur » de ces troubles.

Pour poursuivre avec les troubles digestifs pouvant étre liés a une infection par
Blastocystis sp., plusieurs auteurs ont identifié ce parasite dans des cas de simple colite (Lucia
et al. 2007), de colite hémorragique (Carrascosa et al. 1996), de colite ulcéreuse (Yamamoto-
Furusho et Torijano-Carrera 2010 ; Tai et al. 2011) et d’iléite (Tsang et al. 1989). Dans tous
ces cas, on observe une résolution des symptdémes aprés traitement des patients par le
métronidazoleBlastocystis sp. est aussi impliqgué dans plusieurs cas cliniques décrivant un
patient atteint de diarrhée sévere et de déshydratation (Levy et al. 1996) ou deux enfants
montrant des douleurs gastriques aigues et traités avec succes avant laparotomie (Andiran et
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Figure 20 : Endoscopie réalisée chez un patient atteint de blastocystose et mise en évidence d’'un

large ulcére du caecum (Janarthanan et al. 2011).

Figure 21 : Lésions cutanées généralisées sur le tronc et les extrémités d’'un patient atteint de

blastocystose (Vogelberg et al. 2010).
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al. 2006). Ce parasite a aussi été identifié dans le liquide péritonéal d'une patiente atteinte
d’un adénocarcinome digestif et d’'une perforation de I'intestin (Patino et al. 2008) mais aussi
chez d’autres patients dans le liquide contenu dans des kystes spléniques (Santos et al. 2014)
et dans le liquide aspiré par endoscopie de I'iléon et du caecum (Matsumoto et al. 1987).

In vivo, les observations par endoscopie et biopsie n’‘ont pas clairement montré
d’'invasion de la muqueuse du colon humain PBEastocystis sp. méme si des oedemes et
inflammations de la muqueuse intestinale peuvent étre visibles (Guglielmetti et al. 1989 ;
Garavelli 1991 ; Zuckerman et al. 1994 ; Chen et al. 2003). Cette inflammation induite par le
parasite entraine une altération des jonctions serrées entre les cellules épithéliales et par
conséquent des modifications de la perméabilité intestinale (Dagci et al. 2002) dou
'apparition éventuelle de troubles. Tres peu de données sont en outre disponibles concernant
le caractére invasif éventuel du parasite mais Janarthanan et al. (2011) ont montré que
l'infection a Blastocystis sp. chez un patient de 47 ans était associée a une diarrhée et une
inflammation chronique etigue de la muqueuse du colon ainsi qu’'a des uldereaecum et
du rectum(Figure 20). Ce parasite a aussi été détecté dans des ulcéres de muqueuses
intestinales chez une fillette de 4 ans présentant un saignement rectal (Al-Tawil et al. 1994).
Lintong et al. (2012) ont de plus mis en évidence eirehomme de 52 ans une infiltration de
la muqueuse et de la sous muqueuse de I'appendice et un remplissage de la lumiére de

I'appendice d’un patient ce qui a induit par obstruction une appendicite purulente aigue.

X.3. Blastocystose et urticaire

De nombreux cas d’urticaires associés a la présenBtadecystis sp. (Figure 21) et
régressant apres éradication du parasite, ont été rapportés (Levy et al. 1996 ; Kick et al, 2002;
Valsecchi et al. 2004 ; Pasqui et al. 2004 ; Gupta et Parsi 2006 ; Katsarou-Katsari et al. 2008 ;
Hameed et al. 2010 ; Vogelberg et al. 2010 ; Hameed and Hassanin 2011; Verma et Delfanian
2013) ainsi qu’une prévalence plus importante du parasite dans une cohorte d’individus
atteints de cette pathologie (Zuel-Fakkar et al. 2011 ; Balint et al. 2BIB)ocystis sp. a
également été observé dans un cas d’angio-cedeme avec une identification de ce parasite dans
les selles (Micheloud et al. 2007). A ce jour, les mécanismes physiopathologiques permettant
d’expliquer la relation entre ce protozoaire digestif et les manifestations cutanées restent
encore mal connus. Il a cependant été suggéré que l'apparition des Iésions cutanées serait a

médiation immunitaire (Dilek et al. 2012). Les antigenes parasitaires pourraient induire

38



ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

I'activation des lymphocytes de la voie TH2 et la production de cytokines puis celle d’IgE

comme dans une réponse allergique.

X.4. Une corrélation entre sous-types deBlastocystissp. et pathogénicité des

isolats ?

La corrélation éventuelle entre ST Biastocystis sp. et pouvoir pathogene du parasite
est depuis plusieurs années une hypothése de travail majeure. Aussi, un grand nombre
d’études ont cherché a mettre en évidence cette correspondance en analysant différents types
de cohortes de patients mais les résultats restent finalement trés contradictoires (Tan et al.
2002, 2010 ; Tan 2004, 2008 ; Stensvold et al. 2009b; Scanlan 2012 ; Scanlan et Stensvold
2013 ; Clark et al. 2013 ; Wawrzyniak et al. 2013). Elles sont contradictoires bien sdr entre
études quelques fois réalisées dans un méme pays mais aussi entre cohortes de patients
similaires comme peuvent en témoigner les références citées ci-dessous. Pour des raisons de
clarté pour le lecteur, nous n'allons citer que les études ayant mis en évidence cette
correspondance entre certains STsBiiastocystis sp. et des symptdmes digestifs ou des
pathologies diverses pouvant étre associées a une infection par le parasite.

Concernant d’abord les troubles digestifs, I'apparition de ces différents symptomes
serait associée au ST1 pour Yan et al. (2006), Eroglu et al (2009), Yakoob et al. (2010a),
Moosavi et al. (2012), Sigidaev et al. (2013) et Thathaisong et al. (2013) et au ST2 pour
Roberts et al. (2013a) et Sigidaev et al. (2013). Pour Vassalos et al. (2010), Jones et al. (2009)
et Tan et al. (2009), ce serait le ST3 comme pour Abdulsalam et al. (2013a,b) en particulier
chez les patients diarrhéiques ce qui est aussi suggéré par Roberts et al. (2013a). Mais pour
Stensvold et al. (2011), le ST4 est prédominant chez ces mémes patients diarrhéiques et plus
globalement chez les patients symptomatiques (Dominguez-Marquez et al. 2009).

Concernant maintenant les patients atteints d’urticaire, le ST2 serait prévalent pour
Vogelberg et al. (2010) alors que ce serait le ST3 pour Katsarou-katsari et al. (2008), Hameed
et al. (2010) et Zuel-Fakkar et al. (2011). Par contre les STs 1 et 2 seraient les plus fréquents
pour Sigidaev et al. (2013).

Pour Yakoob et al. (2010a) et Fouad et al. (2011), le ST1 est prédominant chez les
patients atteints d’IBS. C’est aussi la conclusion de Jimenez-Gonzalez et al. (2012) qui de
plus montrent que le ST3 serait aussi tres fréquent chez ces patients. Pour Dogruman-Al et al.
(2009), les ST3 et ST2 sont largement majoritaires chez ces patients qui de plus sont atteints
de diarrhée chronique.
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Enfin, Tan et al. (2009) ont identifié 4 STs différents chez les patients HIV ou atteints
de cancer et immunodéprimés avec cependant une prédominance du ST3. Dailleurs le ST3
serait aussi impliqué dans le déclenchement de la prolifération de cellules cancéreuses
humaines colorectales (Kumarasamy et al. 2013).

D’aprés toutes ces données épidémiologiques, il n'existerait a I'heure actuelle aucun
consensus quant a I'implication d’un ST particulier dans le développement de symptdmes
gastriques ou d’une pathologie digestive précise. On s’orienterait donc plutét vers I'existence
d’isolats pathogéenes et non pathogénes pour au moins les 4 principaux STs trouvés chez
’lhomme. Pourtant, des différences de pouvoir pathogéne entre STs ont pu étre observées dans
le cadre d’expérimentations vitro (voir Par. 1X.2.) ou du développement de modeles
animaux(voir Par. 1X.3.). Cependant, trés peu isolats de certains STs ont été testés et il est
donc difficile de pouvoir généraliser les résultats obtenus a des STs entiers.

Xl. Les traitements de la blastocystose

Le besoin de traiter des individus infectés B#astocystis sp. est longtemps resté
eéquivoque du fait du pouvoir pathogéne controversé de ce parasite (Boorom et al. 2008 ; Tan
2008 ; Stensvold et al. 2010 ; Tan et al. 2010 ; Coyle et al. 2012 ; Clark et al. 2013 ; Sekar et
Shanthi 2013 ; Roberts et al. 2014). En général, les traitements contre la blastocystose sont
envisagés si le patient présente une diarrhée persistante et si aucun autre pathogene hormis
Blastocystis sp. est identifié dans les selles du patient. Si tel est le cas, le traitement consiste
en 'administration a des doses précises d’une molécule antiparasitaire, le métronidazole, qui
est largement utilisée contre les protozoaires parasites anaérobies et qui est généralement
efficace contreBlastocystis sp. (Nigro et al. 2003 ; Yakoob et al. 2004 ; Cassano et al. 2005 ;
Moghaddam et al. 2005 ; Vogelberg et al. 2010 ; Dinleyici et al. 2011 ; Tai et al. 2011).
Cependant, cette drogue n’est pas toujours efficace et de nombreux isolats cliniques
présentant différents niveaux de «résistance » au métronidazole ont pu étre identifiés
(Stensvold et al. 2008, 2010 ; Mirza et al. 2011a,b ; Nagel et al. 2012 ; van Hellemond et al.
2012 ; Roberts et al. 2013a) (Figure 22es isolats résistants au traitement classique peuvent
étre d’origine géographique complétement différente (Haresh et al. 1999) et il est possible
d’'induire cette résistanda vitro (Dunn et al. 2012). De plus, cette résistance pourrait étre
ST-dépendante comme suggéré par Mirza et al. (2011b). En effet, ces auteurs ont montré
gu’'un isolat de ST7 était résistant au métronidazole alors qu’un autre de ST4 était sensible a
cette drogue. Cette résistance pourrait s’expliquer par la présence de genes codant des
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protéines Multi Drug Resistance (MDR) (ABC transporters) dans le génome des isolats
comme cela a justement été montré pour un isolaBldstocystis sp. ST7 (Denoeud et al.

2011). Ces protéines sont en effet connues pour conférer une résistance aux drogues chez
d’autres protistes parasites (Sauvage et al. 2009) d’'ou I'intérét de développer d’autres lignes
de traitement et d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques Blastocystis sp. Pour

instant nous utilisons le terme de « résistance » en considérant que le métronidazole est
efficace sur tous les isolats. Ce n’est peut-étre pas le cas et on devrait alors parler d'échec
thérapeutique. De la méme maniére, un patient peut étre en échec thérapeutique s'’il a été
réinfecté par le parasite apres traitement.

Quoigu’il en soit, plusieurs autres drogues ont été utilisées le plus souvent en seconde
ligne ou en complément du métronidazole et certaines se sont avérées efficaces contre le
parasite (Figure 23). Parmi ces drogues, la plus commune est sans doute le mélange
d’antibiotiques triméthoprime/sulfaméthoxazole représentant les deux composés actifs du
Bactrim (Ok et al. 1999 ; Moghaddam et al. 2005 ; Stensvold et al. 2008). D’ailleurs Coyle et
al. (2012) proposent d’utiliser le métronidazole en premiere ligne sur la base des données
disponibles dans la littérature, puis d'utiliser en seconde ligne [I'association
triméthoprime/sulfaméthoxazole. D’autres drogues ont aussi été testées avec un succes relatif
comme la furazolidone (Yakoob et al. 2004), le nitazoxanide (Rossignol et al. 2005 ; Speich
et al. 2013), le clioquinol (van Hellemond et al. 2012) ou encore la paromomycine qui
semblerait prometteuse (Vogelberg et al. 2010 ; van Hellemond et al. 2012).
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TABLE 1. A Selection of Studies Displayed to Summarise Common Antimicrobial Compounds Used in Order to Eradicate Blastocystis Carriage

Antimicrobial Duration of Type of Study (n = Number Day Tested Blastocystis
Compound (Dose) Therapy (d) of Study Individuals) Posttreatn (d) Method of Testing Eradication Reference
lodoquinol (650 mg t.i.d.) 10-20 Clinical survey (n = 5) 28 TS 0% Markell and
Udkow?™®
Ketoconazole (200 mg) 14 Case reports (n = 2) 28 NA 100% Cohen®”
MZ (2000 mg s.i.d.) 7 Clinical survey (urticaria Immediately after FECT 0% Armentia et al*®
patients) (n = 3) completed treatment
MZ (1500 mg s.i.d.) 10 Case report (n = 1) 28 NA 100% Cassano et al*®
MZ (750mg tid.) 10 Case report (n = 1) 28 NA 100% Gupta w_a_._n
Parsi
MZ (750mg tid.) 10 Case report (n = 1) NA NA 100% Katsarou-
Karsarietal®
MZ (500mg t.id.) 10 Case report (n = 1) 28 NA 100% Lucia et al*?
MZ (250-750 mg t.i.d.) 10 Clinical survey (n = 12) NA Direct mount, TS, Kinyoun 33% Moghaddam
staining, FECT et al*?
MZ (750mg t.i.d.) 10 Case report (n = 1) 180 FECT 100% Massir et al™
MZ (1500 mg s.i.d.) 10 Placebo-controlled treatment 30 and 180 Direct mount, floatation, 80% MZ, 3% Nigro et al*s
trial (n = 76) TS. FECT Placebo (P <0.01)
MZ (800mg ti.d.) 10 Case report (n = 1) 28 and 150 FECT, TS, culture, PCR 0% Stensvold etal®®
Nitazoxanide (200 mg bid children 3 Clinical survey (n = 10) 12 Direct smear, FECT 100% Cabello et al*”
and 500 mg bid adults)
Nitazoxanide (500 mg bid) 3 Case report (n = 1) 10 Iron-hematoxylin staining, 100% Cimerman
Giemsa staining et al*®
Nitazoxanide (NA) NA Clinical survey of children (2-14 y) 10 Concentration, Kinyoun 97% Diaz et al*
(n=8) staining
Nitazoxanide (100-200 mg bid for 3 Double- Blinded, placebo-controlled Two samples Direct smear, FECT 86% NZ and 12% Rossignol et al*
children < 12y; 500 mg bid for treatment trial (n = 84) between 4 and 7 Placebo (P < 0.01)
> 1ly)
Ornidazole (500 mg t.i.d) 7 Clinical survey of Europeans retuming 14 NA 50% Hahn and
from the tropics (n = NA) Fleischer*!
Paromomycin (25 mg/kg ti.d) 5-10 Clinical survey (urticaria Immediately after the FECT 100% Armentia et al®
patients) (n = 7) treatment
Paromomycin (500 mg t.i.d) I} Case report (n = 1) 28 NA 100% Kick et al*
Paromomycin (1000 mg bid); MZ 10 Case report (n = 1) 28 NA 100% Pasqui et al*?
(750mg tid)
Paromomycin (25 mg/kg ti.d) 10 Case reports (n = 3) 60-90 NA 100% Valsecchi et al*
Tinidazole 2 g or 50 mg/kg/day for 5 Clinical survey (n = 37) Unknown MIFC 46% el Masry et al*?
< 40kg)
TMP/SMX (NA) 10 Clinical survey (n = 9) Unknown Direct mount, TS, FECT 22% ?_cm_uﬂE:E
et al*?
TMP/SMX (6 mg/kg TMP, 30 mg/ 7 Clinical survey (n = 38) 0 FECT, direct smear, TS, 95% Ok et al*
kg SMX s.id) Kinyoun staining
TMP/SMX (320 mg TMP, 7 Clinical survey (n = 15) 0 FECT, direct smear, TS, 93% Ok et al*
1600mg SMX s.i.d) Kinyoun staining
TMP{SMX (80mg trimethoprim/ 10 Case report (n = 1) 28 and 150 FECT, TS, culture, PCR 100% Stensvold et al*®
400 mg sulfamethoxazole t.i.d)
e tate concentration technique; MIFC, Merthiolate iodine formaldehyd ion; MZ, NA, information not available: PCR, polymerase chain reaction; s.i.d.,
once a day: tid., three times a day; TMP/SMX, tr hoprim/sul i le; TS, trichrome staining.
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Figure 22

le taux de réussite de ces traitements (Stensvold et al. 2010).



Drug Dose

Metronidazole

Adult dose 750 milligrams thrice daily for 10 days;
or 500 milligrams thrice daily for 10 days;
or 1.5 grams daily for 7 days

Pediatric dose 15 ma/kg twice daily for 10 days
TMP-SMX

Adult dose 2 double strength tablets daily for 7 days
(320 milligrams TMP: 1600 milligrams SMX)

Pediatric dose 6 mg/kg TMP daily for 7 days
Nitazoxanide

Adult dose 500 milligrams twice daily for 3 days

Pediatric dose  100-200 milligrams twice daily for 3 days

Paromomycin 25 mg/kg thrice daily for 10 days;
500 milligrams thrice daily for 7 days

lodoquinol 650 milligrams thrice daily for 10-20 days
Ketoconazole 200 milligrams daily for 14 days
Tinidazole
Adult dose 2 grams daily for 5 days
Pediatric 50 mg/kg/day for 5 days
dose (<40 kg
body weight)
Saccharomyces 250 milligrams twice daily for 10 days
boulardii

Figure 23 : Drogues et doses utiles dans le traitement de la blastocystose (Coyle et al. 2012).
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L. Prévalence et biodiversité de Blastocystis sp. chez ’homme

I.1. Analyse de la population totale au Liban

Préambule : Cette étude a fait ’objet d’une publication dans le journal « American Journal of

Tropical Medicine and Hygiene ».

I.1.1. Introduction

Le Liban est considéré comme un pays tres touché par les infections parasitaires
intestinales puisque la seule étude d’envergure publiée en 2004 montre une prévalence de ces
infections de I’ordre de 33% dans la population Libanaise (Hamze et al. 2004). Cependant, les
données de prévalence obtenues dans cette derniere étude n’englobaient pas celle de
Blastocystis sp. puisqu’il n’avait pas ¢été recherché a ce moment-la. De ce fait, au vue de
I’impact potentiel de ce parasite et du manque de données moléculaires le concernant au
Moyen-Orient, nous avons alors réalisé ce qui est a notre connaissance la premiere étude
épidémiologique de Blastocystis sp. dans ce pays. La prévalence et la distribution des STs du
parasite ont été déterminées dans une population de 220 patients Libanais suivis dans 6
hopitaux de la région de Tripoli et présentant ou non des troubles digestifs. En parall¢le, les
données cliniques obtenues pour chaque patient ont été analysées afin de rechercher une
éventuelle corrélation entre les STs de Blastocystis sp. et la présence de symptomes gastro-

intestinaux.

1.1.2. Résultats

El Safadi D, Meloni D, Poirier P, Osman M, Cian A, Gaayeb L, Wawrzyniack I,
Delbac F, El Alaoui H, Delhaes L, Dei-Cas E, Mallat H, Dabboussi F, Hamze M, Viscogliosi
E (2013) Molecular Epidemiology of Blastocystis in Lebanon and Correlation between

subtype 1 and gastrointestinal symptoms. American Journal of Tropical Medicine and

Hygiene, 88:1203—-1206.
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RESULTATS

1.1.3. Conclusions

Dans le cadre de cette enquéte, nos premicres données épidémiologiques obtenues au
Liban montrent une prévalence de Blastocystis sp. de 19% (42/220) dans une cohorte de
patients symptomatiques ou asymptomatiques vivant au Nord-Liban. Cette prévalence est du
méme ordre de grandeur que celles observées dans des pays voisins (Rayan et al. 2007 ;
Moosavi et al. 2012). Cependant, cette prévalence au Liban est trés probablement sous-
estimée car basée dans cette étude sur une méthode d’identification du parasite peu sensible
en l’occurrence I’observation microscopique de selles fraiches. De ce fait, on peut
raisonnablement suggérer que la prévalence actuelle du parasite dans ce pays est plus
importante en faisant ainsi un probleme potentiel majeur de santé publique. La plupart des
isolats de Blastocystis sp. identifi€s par microscopie (36/42) dans cette enquéte ont été ensuite
sous-typés. Ainsi, la distribution des STs dans cette population Libanaise est similaire a celles
observées dans une grande majorité de pays a travers le monde et en particulier ceux du
pourtour méditerranéen (Alfellani et al. 2013¢) avec une prédominance du ST3 (34%) suivi
des ST1 et ST2 (32% chacun) et du ST4 (3%). Nous confirmons donc que le ST4 est surtout
fréquemment trouvé en Europe. En parall¢le, une analyse statistique des données cliniques
montre une corrélation entre le ST1 de Blastocystis sp. et ’apparition de symptomes gastro-
intestinaux. Le ST1 est en effet le ST prédominant chez les patients symptomatiques alors que

les isolats de ST2 et ST3 sont présents chez les patients symptomatiques et asymptomatiques.
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Abstract: Blastocystis is the most common eukaryotic parasite in the intestinal tract of
humans. Due to its potential impact in public health, we acquired the first data concerning the
prevalence of this parasite and the frequency of the Blastocystis subtypes (STs) in the
Lebanese population. In this study, fecal samples from 220 Lebanese symptomatic and
asymptomatic patients were collected and a total of 42 patients (19%) were identified as
positive for this parasite by direct-light microscopy of smears. Among these, 36 Blastocystis
isolates were genotyped using partial small subunit ribosomal RNA gene sequencing. ST
distribution in the present Lebanese population was as follows: ST3 (33.3%), ST2 (33.3%),
STI1 (30.6%) and ST4 (2.8%). These data were compared to those available in other Middle
Eastern and neighboring countries. Finally, ST1 was significantly more prevalent among

symptomatic patients of this Lebanese population.
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Blastocystis is the most common intestinal parasite of humans and a wide range of
animals with a worldwide distribution.' Its prevalence can reach 30% to 60% in developing
countries and 1.5% to 20% in industrialized countries.' Even if the clinical significance of this
parasite remains controversial, Blastocystis has been correlated with various gastrointestinal
symptoms. It may also play a significant role in irritable bowel syndrome (IBS) and has been
linked with urticaria.”® According to recent in vivo and in vitro studies as well as genomic
data, a model for pathogenesis of this parasite was proposed, mainly involving cysteine
proteases secreted by the parasite.”” Blastocystis organisms found in different hosts are
morphologically indistinguishable. However, this genus exhibits an extensive genetic
diversity and at least 13 subtypes (STs) have been described on the basis of molecular data®"'°,
which showed sufficient genetic divergence to be classified as separate species.'' Moreover,
nine of these STs (ST1-ST9) have been isolated from human fecal samples highlighting both
the low host specificity of the parasite and its zoonotic potential.”"" In the recent literature it
is still in debate whether distinct Blastocystis STs correlate with the development of
gastrointestinal symptoms caused by the parasite."*”'*!* Moreover, information on the
distribution of STs in some geographic locations including Middle Eastern countries is only
starting to emerge. Therefore, the aim of the present study was to acquire the first
epidemiological data regarding the prevalence of Blastocystis in the Lebanese population
together with the frequency of STs in symptomatic and asymptomatic patients.

To conduct this study, fecal specimens were randomly collected at six hospitals in
North Lebanon (Nini Hospital, Governmental Hospital of Tripoli, Tripoli Center for Medical
Analysis, Hamidi Medical Center, Monla Hospital and Saydet Zgharta Hospital) from 220
patients living in or in the vicinity of Tripoli during the period of March-April 2011. These
patients were followed up for different pathologies such as gastrointestinal symptoms or

presented for routine medical checkups. Stool samples were subsequently examined by direct-
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light microscopy of smears (DLM) for the presence of Blastocystis at the Centre AZM of
Tripoli. No information was available on potential viral or bacterial infections. Genomic DNA
was directly extracted from fecal samples positive for Blastocystis by DLM using the
QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Each sample was amplified by
non-quantitative PCR (non-qPCR) as previously described using two independent pairs of
Blastocystis-specific primers'*'®, both targeting the small subunit (SSU) rDNA coding region.
The respective 600 bp and 520 bp-amplified domains have been shown to provide sufficient
sequence information to discriminate between Blastocystis STs.'*'> For each DNA sample,
the non-qPCR product with the highest intensity on agarose gel was purified and cloned as
previously described.'® Two clones containing inserts of approximately the expected size
were arbitrarily selected for each sample and sequenced. DNA samples negative by non-
gPCR were subsequently amplified using the highly sensitive real-time quantitative PCR
(qPCR) assay developed by Poirier and others.!” The expected 320 bp-amplified variable
region of the SSU rRNA gene was directly sequenced for subtyping. To compare the
subtyping data obtained by molecular methods, 7 DNA samples were amplified by both non-
gPCR and qPCR methods. The SSU rRNA gene sequences obtained in this study have been
deposited in GenBank under accession numbers KC294143 to KC294196. These new
sequences were aligned with the use of the BioEdit v7.0.1 package
(http://www.mbio.ncsu.edu:BioEdit/bioedit.html) then compared with all the Blastocystis
SSU rRNA gene sequences available from the NCBI using the BLAST program. Subtypes
were identified by determining the closest similarity against all known Blastocystis STs
according to the last classification by Stensvold and others.®

A total of 42 patients (19%) were positive for Blastocystis by DLM. This high
prevalence was in the same range as those observed in other neighboring countries such as

18,19

Egypt and Iran. It could roughly reflect the overall carriage rate of the parasite in the
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Lebanese population because most patients included in the present study were followed up for
various pathologies other than intestinal or were asymptomatic. However, the prevalence of
Blastocystis in our Lebanese population was more likely underestimated since several
authors'™'” pointed out the poor sensitivity of DLM compared to either non-qPCR or qPCR
assays. This strongly suggested that the actual prevalence of Blastocystis in Lebanon might be
much higher making this parasite a potential major problem in public health.

Among the 42 positive samples by DLM, 6 were unsuccessfully amplified by either
non-qPCR or qPCR due probably to the presence of known PCR inhibitors in fecal samples.
The remaining 36 isolates were collected from 15 females and 21 males, ranging in age from
1 to 83 years (Table 1). The symptomatic group consisted of 19 patients presenting variously
with diarrhea, abdominal pain, vomiting, constipation, some in association with fatigue and
fever. As previously reported', abdominal pain and diarrhea were the two major symptoms
among Blastocystis-positive Lebanese patients. The asymptomatic group was comprised of 17
individuals without any gastrointestinal symptoms. Each of the SSU rDNA gene sequences
obtained from the 36 isolates showed 98% to 100% identity to representative sequences of
Blastocystis STs reported so far, allowing the direct subtyping of these isolates (Table 1). For
8 of the 19 positive samples for which a 600 bp or 520 bp- fragment of the SSU rRNA gene
was cloned, the two sequenced clones were identical (Table 1). Clones showed one to four
nucleotide differences for 10 of the remaining samples that could be explained by sequence

variations between SSU rDNA gene copies within the same isolate.”'%2°

For the last sample
DS25 (ST3), there were 10 nucleotide differences between both clones suggesting a possible
coinfection of the patient with two variants within the same ST. In this regard, substantial

intra-ST diversity has been recently demonstrated in ST3.% The 7 samples amplified by non-

qPCR and qPCR yielded identical subtyping results.
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All the 36 samples genotyped in this study represented single infections. As shown in
Table 1, ST3 (33.3%) and ST2 (33.3%) were the most common in our Lebanese population
followed by ST1 (30.6%) and ST4 (2.8%). In most countries around the world, a majority of
human Blastocystis infections were attributable to ST3 isolates.'® This was also the case in the
Lebanese population even if the frequencies of ST1 and ST2 were identical or roughly similar
to that of ST3. The ST distribution in Lebanon can now be compared to those of other Middle

21,22

Eastern countries such as Iran'’ and to neighboring countries like Turkey 224

and Egypt.
In these countries, ST1 was the second most common variant after ST3 while it follows at
third position in Lebanon but still has a high frequency. ST2 was globally poorly represented
in Iran and Egypt whereas it was commonly found in Turkey and Lebanon. In addition, in our
Lebanese population only 1/36 isolates has been genotyped as ST4. This ST has not been
found in Egypt and Iran and was only identified in a single patient in Turkey. Overall ST4 is
common in Europe®® and much less frequent or absent in other geographical regions. In
summary, our data showed a prevalence of ST1, ST2, and ST3 and a virtual absence of ST4 in
the Middle Eastern and neighboring countries as well as some geographic variation in the
frequency of ST2 that might reflect different exposure to animal and/or environmental
infection sources.

To evaluate the pathogenic potential of the different Blastocystis STs in our Lebanese
population, the phylogenetic distribution of the 36 genotyped isolates from symptomatic and
asymptomatic individuals was examined. ST3 (8 of 12 isolates) and ST2 (7/12) were
dominant in the asymptomatic group reinforcing the hypothesis that most isolates of these
subtypes are likely to be non pathogenic.” The single ST4 isolate of our study was
asymptomatic while ST4 has been shown to be common in patients with acute diarrhea.?
Strikingly 10/11 ST1 isolates composed the symptomatic group and a statistical analysis done

with GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) using the Fisher’s
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exact test showed a significant association between ST1 and gastrointestinal symptoms
(»=0.0113). Recently, epidemiological surveys have reported the frequency of STs from
symptomatic and asymptomatic individuals in China,”” Turkey,*® and Iran'® and showed that
ST1 was over-represented in groups of symptomatic patients. Moreover ST1 was the most
prevalent ST of Blastocystis in patients with IBS*** and human ST1 isolates were associated
with elevated pathogenicity in experimentally infected rats.*® However, patient symptomatic
status was uncorrelated with Blastocystis ST and symptoms in the context of several other
epidemiological studies.'®2'~2

To our knowledge this is the first investigation of prevalence and molecular
epidemiology of Blastocystis in Lebanon. In this country, the prevalence of this parasite
would be high with predominance of ST3, ST2 and ST1 isolates. A consistent link between

ST1 and gastrointestinal symptoms was identified and should be confirmed in further studies

including a larger number of patients.
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Clinical data and Blastocystis subtypes among symptomatic and asymptomatic patients in Lebanon

TABLE 1

Patients Sex/age Symptoms Blastocystis ST Nucleotide Blastocystis ST Accession no.
by non-qPCR* differencest by qPCR*
DS1 M/71 Diarrhea 1 KC294143
DS2 M/65 3 KC294144
DS3 F/10 Abdominal pain 2 KC294145
Vomiting
DS4 M/4 Diarrhea 1 KC294146
Vomiting
Fever
DS5 M/69 Diarrhea 1 KC294147
Abdominal pain
DS6 M/33 2 KC294148
DS7 M/44 1 KC294149
DS8 M/21 Diarrhea 1 KC294150



DS9

DS10

DSI11

DS12

DS13

DS14

DS15

DS16

DS17

M/12

M/13

F/27

F/23

M/60

F/30

M/34

M/40

M/29

Abdominal pain
Vomiting
Diarrhea
Vomiting

Fever

Diarrhea
Abdominal pain
Fever

Fatigue

Diarrhea

Abdominal pain

Abdominal pain

Diarrhea

2 (Se)

1 (Sc)

2 (Sc)
3 (Sc)
3 (Sc)

3 (Sc)

KC294151-3

KC294154-6

KC294157

KC294158-9

KC294160-1

KC294162-3

KC294164

KC294165

KC294166



DS18

DS19

DS20

DS21

DS22

DS23

DS24

DS25

DS26

DS27

F/6

F/31

F/5

M/51

F/83

F/20

M/3

M/24

F/11

F/5

Abdominal pain

Abdominal pain

Abdominal pain
Fatigue
Constipation
Diarrhea
Abdominal pain

Vomiting

Diarrhea
Abdominal pain

Abdominal pain

2 (Sc)

3 (S)

1 (SY)

3 (Sc)

3 (Sc)

1 (St)

KC294167

KC294168

KC294169-70

KC294171

KC294172

KC294173-5

KC294176

KC294177-8

KC294179-80

KC294181-82



Vomiting

Fatigue
DS28 F/8 4 (Sc) 0 KC294183
DS29 M/8 2 (Sc) 0 KC294184
DS30 M/5 Abdominal pain 2 KC294185
DS31 M/16 Abdominal pain 1 (Sc) 2 KC294186-7
DS32 F/23 3 (St) 1 KC294188-9
DS33 F/22 2 KC294190
DS34 F/40 3 (Sc) 2 KC294191-2
DS35 M/35 3 (St) 0 KC294193
DS36 M/1 Diarrhea 3 (St) 2 3 KC294194-6

Abdominal pain

* According to the new standard terminologyg; (St) and (Sc): non-qPCR using the primer pair described by Stensvold and others > and Scicluna
and others'®, respectively

tDetermined in the common region of two clones sequenced for each sample
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I.2. Analyse d’une population de patients diarrhéiques au Liban

Préambule : Cette étude fait ’objet d’une publication en cours de rédaction pour soumission

au journal « Parasitology Research ».

1.2.1. Introduction

Dans I’étude présentée précédemment (Par. I.1.), nous nous sommes intéressés a la
prévalence et a la distribution des STs de Blastocystis sp. dans la population totale au Liban.
Cette cohorte incluait donc a la fois des patients symptomatiques et asymptomatiques. Pour
connaitre I’impact réel du parasite dans la population et son lien avec certains symptomes ou
certaines pathologies digestives, il était alors intéressant d’analyser sa prévalence dans des
cohortes d’individus plus ciblées. C’est ce que nous avons réalisé dans cette seconde étude qui
n’englobe que des patients diarrhéiques. De plus, certains patients présentaient d’autres
troubles digestifs décrits fréquemment dans la blastocystose tels que des vomissements et des
douleurs abdominales ou méme de la fievre. La comparaison des résultats obtenus avec ceux
de I’étude précédente pourrait permettre d’associer la présence du parasite a ’apparition des

symptomes gastro-intestinaux les plus fréquents.

1.2.2. Matériels et méthodes

Population étudiée et questionnaire

De Juillet a Décembre 2012, 163 selles de patients ont été collectées dans quatre
hdpitaux localisés au centre et a proximité de la ville de Tripoli au Nord-Liban (Hopital Nini,
Hopital Al-Shifa, Hopital Al-Youssef et Hopital Rahal). Tous les patients inclus dans cette
¢tude ont été hospitalisés suite au développement d’une gastro-entérite ou d’autres
pathologies accompagnées de diarrhée et éventuellement d’autres symptomes digestifs. Les
objectifs et la nature de cette ¢tude ont été expliqués aux participants et un consentement
éclairé a été signé par chaque patient. Un questionnaire standard résumant certaines
informations comme [’age, le sexe, le statut socio-économique, les habitudes
comportementales, la nature de ’eau consommeée, la présence de troubles digestifs, le nombre
de selles émises par jour, le contact éventuel avec des animaux et/ou des voyages récents a

I’étranger a été complété pour chaque patient (voir Annexe 1 fiche signalétique vierge).
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Collecte des échantillons et analyse microscopique des selles

Les échantillons de selles ont été recueillis dans des récipients stériles et controlés
macroscopiquement pour détecter la présence de mucus, de sang et de vers. L’aspect des
selles a été mentionné en considérant qu’une selle diarrhéique est définie comme étant une
selle liquide ou molle émise au moins trois fois par jour. Par la suite, un examen
microscopique direct a 1’état frais des échantillons de selles a été réalisé par deux techniciens
expérimentés du Centre AZM pour la Recherche en Biotechnologie et ses applications de
Tripoli afin d’identifier des parasites intestinaux tels qu’Entamoeba, Giardia et bien entendu
Blastocystis sp. Cette observation d’un frottis de selles a été suivie de la réalisation d’une
coloration classique de Ziehl-Neelsen modifiée pour la détection des oocystes de
Cryptosporidium sp. Aucune information n'était disponible pour ces patients concernant la

présence d’infections virales ou bactériennes.

Extraction d’ADN total a partir des selles

L’ADN total a été extrait des 163 échantillons de selles a I’aide du QIAamp DNA stool
Mini Kit (Giagen®) selon les instructions du fabricant. Bri¢vement, 200 a 300 mg de selles
fraiches ont ¢été reprises dans un tampon de lyse a 95°C. Les protéines contenues dans le
surnageant ont ensuite €té digérées par la protéinase K a 70°C. L’ADN total a été absorbé
puis purifié¢ sur une membrane de silice et élu¢ dans le tampon fourni dans le kit. Les ADNs
obtenus ont été conservés a -20°C jusqu’a leur utilisation. Lors de chaque extraction, un
témoin négatif d’extraction a été réalisé afin de contrdler ’absence de contamination dans les
réactifs. La quantité d’ADN dans chaque extrait a été dosée au spectrophotométre NanoDrop
2000 afin de déterminer si une dilution de I’échantillon était nécessaire avant de réaliser la

PCR en temps réel

Recherche du parasite par PCR en temps réel

L’identification de Blastocystis sp. dans les selles a été réalisée par PCR en temps réel
selon la méthode développée par Poirier et al. (2011). Cette PCR cible un fragment du geéne
de ’ADNr 18S nucléaire dont la taille varie de 320 a 342 pb selon les STs. Bri¢vement, les
amorces  utilisées sont les  suivantes: Amorce sens  BLI8SPPFI  5’-
AGTAGTCATACGCTCGTCTCAAA-3> et Amorce anti-sens BLI8SR2PP  5’-
TCTTCGTTACCCGTTACTGC-3". Dans le cadre de notre étude, la PCR en temps réel a été
réalisée pour tous les extraits d’ADN en utilisant I’appareil Rotor-Gene 6000 system (Corbett

Life Science). Pour chaque réaction de PCR, le volume final était de 20 pl et contenait 13 pl
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d’eau déminéralisée, 2 ul de MgCl, a une concentration de 25 mM, 1 pl de chacune des deux
amorces, 2 pl du réactif du kit DNA Master SYBR Green LC-FastStart (Roche Diagnostics,
France) et 1 ul d’ADN de I’échantillon. Pour chaque série d’échantillons, des témoins ont été
réalisés afin de valider la PCR : un témoin négatif d’extraction, un témoin négatif de PCR
(sans ADN) et un témoin positif (ADN de Blastocystis sp. ST4 purifi¢). Aprés une activation
initiale de ’enzyme et une dénaturation de I’ADN pendant 5 min a 95°C, le cycle de PCR a
été répété 45 fois dans les conditions d’amplifications suivantes : dénaturation de ’ADN 5s a
95°C ; hybridation des amorces 10 s a 68°C ; €¢longation 15 s a 72°C. Les produits de PCR en
temps réel positifs pour Blastocystis sp. présentaient une courbe de fusion comprise entre
78°C et 85°C et une valeur de fluorescence df/dt>2. Ces deux parametres étaient nécessaires
pour s’assurer de la positivité de la réaction. En effet, la présence d’un signal apparaissant en
dehors de la zone de température attendue (78°C-85°C) indiquait une amplification d’ADN
non spécifique et de ce fait ces échantillons étaient automatiquement exclus et non séquenceés.
Pour les échantillons positifs par examen microscopique mais négatifs par PCR, un test de
recherche d’inhibiteurs de PCR a été réalis€¢. Dans ce cas, un contrdle positif a ét¢ mélangé
avec chaque échantillon d’ADN avec un rapport de 1:4 puis testé de nouveau par PCR. Si un
¢chantillon montrait une valeur de Ct supérieure a celle du contrdle positif seul, il était alors

répété en PCR aprés dilution de I’ADN correspondant au 1/10¢me.

Séquencage des produits de PCR en temps réel et sous-typage des isolats

Les produits de PCR en temps réel positifs ont ét€¢ envoyés par courrier express au
Royaume-Uni a la société Beckman Coulter Genomics pour leur séquengage direct a I’aide
des amorces ayant servies a I’amplification. Les séquences obtenues nous arrivent par courrier
¢lectronique sous forme d’électrophorégrammes avant d’étre lues et éventuellement alignées
sur des séquences de référence de Blastocystis sp. sp. a l'aide du logiciel BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/). Ces séquences ont été ensuite comparées a I’aide du
programme BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) a celles d’isolats de Blastocystis
sp. disponibles dans la base de données GenBank (hébergée sur le site du NCBI ci-dessus) et
de STs connus. Cette comparaison nous a permis de déterminer le ST des isolats positifs.
Cette recherche est réalisée par BLAST avec les options « others» pour database et

« somewhat similar sequences (blastn) » pour la sélection du programme.

Analyse statistique
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Pour explorer l'association entre facteurs de risque et parasitoses intestinales et en
particulier l'infection a Blastocystis sp., des analyses statistiques ont été réalisées avec le
logiciel R (R Development Core Team 2005) en utilisant le test exact de chi-deux et celui de

Fisher. La valeur p <0,05 a été considérée comme statistiquement significative.

1.2.3. Résultats

Dans cette étude, 163 patients ont été inclus dont 77 hommes (47%) et 86 femmes
(53%) agés de 1 a 88 ans avec un age moyen de 22 ans. Plusieurs caractéristiques et variables
socio-économiques et cliniques des patients de cette cohorte sont présentées dans le Tableau
3. Ces patients présentaient tous des diarrhées plus ou moins séveres auxquelles pouvaient
étre associées d’autres troubles digestifs comme des douleurs abdominales et des
vomissements. D’aprés I’examen microscopique direct des selles a 1’état frais suivi
éventuellement d’une coloration de Ziel-Nielsen modifié, 44.8% des patients (73/163) étaient
infectés par au moins un parasite intestinal ce qui confirme la forte prévalence de ces
parasitoses au Liban. La quasi-totalité de ces infections étaient causées par des protozoaires
puisqu’une seule infection par le Taenia a été rapportée. Toujours d’apres ces observations
microscopiques, Blastocystis sp. était le parasite intestinal le plus fréquent (32/163 soit
20,1%) suivi par E. histolytica / E. dispar (23/163 soit 13,07%). Ces patients pouvaient aussi
étre infectés par E. coli, E. hartmanni, Cryptosporidium sp., Giardia intestinalis et
Trichomonas avec des prévalences respectives de 10,42% (17/163), 2,45% (4/163), 6,1%
(10/163), 3,68% (6/163) et 0,61% (1/163). Cependant, aucun individu infecté par Blastocystis
sp. n’était aussi infecté par Cryptosporidium sp. ou Trichomonas (Tableau 4).

En utilisant la PCR en temps réel comme méthode d’identification, la prévalence de
Blastocystis sp. dans cette méme population de patients diarrhéiques atteignait 62,6%
(102/163). Les échantillons positifs avaient des courbes de fusion comprises entre 78°C a
85°C et montraient des valeurs de Ct différentes reflétant logiquement la présence d’une
quantité initiale variable d’ADN et donc de parasites. Comme indiqué ci-dessus, seul 20,1%
des patients avaient été diagnostiqués positifs pour Blastocystis sp. par examen microscopique
direct des selles en comparaison des 62,6% identifiés par PCR en temps réel. De plus, six
échantillons positifs pour ce parasite par examen microscopique des selles n'ont pas pu étre
amplifiés par PCR en temps réel. Cette absence d’amplification n’étant pas, comme nous
avons pu le vérifier, liée a la présence d’inhibiteurs dans les selles, elle pourrait donc

s’expliquer par une dégradation improbable et involontaire de I’ADN de ces échantillons pour
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des raisons qui restent encore a déterminer ou plutdt par une erreur de notre part dans
I’identification du parasite par microscopie.

La positivité des échantillons par PCR en temps réel a été confirmée par séquencgage des
produits d’amplification. Sur les 102 échantillons positifs par PCR en temps réel, 81 d’entre
eux soit 79,4% correspondaient a des mono-infections (Tableau 4). Les séquences des
produits d’amplification de ces 81 échantillons montraient une trés grande similarité¢ (97% a
100%) avec les séquences d’isolats de STs connus disponibles dans les bases de données.
Ainsi comme représenté sur la Figure 24, le ST3 était prédominant parmi les isolats identifiés
(51/81 soit 63%) suivi du ST2 (17/81 soit 21%), du ST1 (11/81 soit 13,6%) et du ST4 (2/81
soit 2,4%). Les ¢électrophorégrammes de séquence des 21 échantillons restant (soit 20,6%)
montraient la superposition de deux séquences (ou séquences doubles). D’aprés notre
expérience, ces superpositions témoignent de co-infections par au moins 2 STs de Blastocystis
sp. probablement issus de sources d’infection différentes. Méme si les STs impliqués dans ces
co-infections ne pouvaient pas étre déterminés par cette approche moléculaire, les
¢chantillons correspondant ont été validés comme étant positifs pour Blastocystis sp.

En se basant sur les données cliniques des patients, les analyses statistiques réalisées ont
permis de mettre en ¢évidence différents facteurs de risque d’infection par Blastocystis sp.
(Tableau 5). Une association significative a ainsi été observée entre la présence de douleurs
abdominales et I’infection par le parasite. De plus, la prévalence de Blastocystis sp. était
curieusement significativement plus élevée chez les patients vivant dans une zone urbanisée
que chez ceux habitant une région rurale. Enfin, les personnes ayant une activité
professionnelle en particulier dans I’armée ou avec statut d’employé ou d’étudiant
présentaient plus de risque d’étre infectés que les personnes sans activité professionnelle. Par
contre, I’dge, le sexe, des voyages récents, la qualité¢ de I’eau consommée ou le contact avec

des animaux n’étaient pas des facteurs de risque d’infection dans cette population.

1.2.4. Conclusions

A notre connaissance, cette étude est la seconde menée au Liban concernant
I’épidémiologie moléculaire de Blastocystis sp. et faisait logiquement suite a celle réalisée
précédemment dans la population totale (Par. 1.1.). C’est par contre la premiére concernant
une cohorte bien ciblée en ’occurrence ici des patients diarrhéiques. Dans cette étude, en
recherchant le parasite par deux méthodes distinctes, nous confirmons la faible sensibilité des

techniques de diagnostic conventionnelles par microscopie. En effet, la prévalence observée
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dans cette population de patients diarrhéiques est de 20,1% par observation microscopique et
de 62,6% par PCR en temps réel soit une augmentation de 1’ordre d’un facteur 3. Parmi les
102 patients positifs pour ce parasite par PCR en temps réel, 81 sont infectés par un seul ST
de Blastocystis sp. et les 4 mémes STs identifiés dans notre premicre étude réalisée dans la
méme région du Nord-Liban sont trouvés chez ces patients. Cependant, les fréquences des
différents STs montrent des variations entre les deux populations puisque celle du ST3 est
nettement plus importante dans la population de patients diarrhéiques (63%) que dans la
population totale (34%). Le ST4 montre dans les deux populations une fréquence faible
confirmant ainsi sa quasi-absence dans cette région géographique. D’autre part, les ST1 et
ST2 sont plus fréquents dans la population totale que dans la population de patients
diarrhéiques. D’ailleurs, la prédominance du ST1 chez les patients symptomatiques mise en
évidence dans la premiere étude n’est pas confirmée dans la seconde enquéte puisque le ST3
est largement prédominant dans la cohorte de patients diarrhéiques. Ces données montrent
clairement la difficulté a faire ressortir une quelconque corrélation entre certains STs et un
pouvoir pathogene. Une analyse statistique nous permet enfin de montrer qu’une activité
professionnelle et une vie en région urbaine sont des facteurs de risque d’infection a

Blastocystis sp. dans cette population de patients diarrhéiques.
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Caractéristiques Fréquence (%)
Sexe :

Male 77 (47.2%)
Femelle 86 (52.8%)
Groupes d’age (ans) :

<22 96 (58.9%)
>22 67 (41.1%)
Variables socio-économiques :

Patients au chbmage 99 (60.7%)
Environnement urbain 114 (69.9%)
Voyage récent (mois d’'un an) 2 (1.2%)
Eau consommée filtrée 47 (28.8%)
Contact avec les animaux 5 (3%)
Symptdmes digestifs :

Diarrhée 163 (100%)
Douleurs abdominales 125 (76.6%)
Vomissement 34 (20.8%)
Fiévre 45 (27.6%)

Tableau 3 : Caractéristiques générales de notre cohorte composée de 163 patients Libanais

diarrhéiques.



Tableau 4: Age, sexe, symptdbmes, parasitoses associées et distribution des STs de
Blastocystis sp. chez des patients diarrhéiques au Liban. Ne sont indiqués dans ce tableau que
les patients positifs pouBlastocystis sp. par PCR en temps réel et présentant une mono-

infection.

Patients Age/sexe Symptémes Parasites STde
associes Blastocystis sp.

DDS1 76/F Diarrhée - ST1
Douleurs abdominales

DDS2 10/M Diarrhée - ST3
Douleurs abdominales
Vomissement

DDS3 62/M Diarrhée - ST4
Douleurs abdominales

DDS4 38/F Diarrhée Entamoeba ST3
Douleurs abdominales hartamni

DDS5 7M Diarrhée Entamoeba ST3
Douleurs abdominales histolityca
Fievre

DDS6 75/F Diarrhée Entamoeba coli ST3
Douleurs abdominales
Fievre
Vomissement

DDS7 88/F Diarrhée - ST3
Fievre
Vomissement

DDS8 13/M Diarrhée - ST3
Douleurs abdominales
Vomissement

DDS9 74/M Diarrhée Taenia ST3

DDS10 5/F Diarrhée - ST3
Douleurs abdominales

DDS11 30/M Diarrhée - ST3
Douleurs abdominales
Fievre

DDS12 22/M Diarrhée - ST1
Douleurs abdominales

DDS13 15/M Diarrhée - ST1
Douleurs abdominales
Fievre

DDS14 76/F Diarrhée - ST2
Douleurs abdominales
Vomissement

DDS15 87/F Diarrhée - ST2
Douleurs abdominales

DDS16 43/M Diarrhée - ST3

DDS17 1/F Diarrhée - ST1
Douleurs abdominales
Fievre

DDS18 2/F Diarrhée - ST2




DDS19

DDS20

DDS21

DDS22

DDS23

DDS24

DDS25

DDS26
DDS27

DDS28

DDS29

DDS30

DDS31

DDS32

DDS33

DDS34

DDS35

DDS36

DDS37

DDS38

DDS39

DDS40

DDS41

1/F

8/M

62/M

1/F

7IM

76/F

1/F

15/M
24/F

4IF

/M

67/F

5/M

2IM

/M

13/F

12/M

4IF

34/M

19/M

2/F

34/F

22/F

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Vomissement
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée
Vomissement

Fievre

Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Fievre

Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Fievre

Diarrhée

Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Fievre

Diarrhée
Vomissement

Fievre

Diarrhée

Douleurs abdominales
Vomissement
Diarrhée

Douleurs abdominales
Vomissement
Diarrhée
Vomissement

Fievre

Diarrhée

Douleurs abdominales
Vomissement

Fievre

Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales

E. coli

E. coli

E. histolytica

Giardia
intestinalis

G. intestinalis

ST2

ST3

ST3

ST1

ST3

ST3

ST2

ST3
ST3

ST3

ST2

ST1

ST3

ST3

ST1

ST3

ST3

ST3

ST3

ST2

ST3

ST3

ST3




DDS42

DDS43

DDS44

DDS45

DDS46

DDS47

DDS48

DDS49

DDS50

DDS51

DDS52

DDS53

DDS54

DDS55

DDS56

DDS57

DDS58

DDS59

DDS60

DDS61

DDS62

DDS63
DDS64

DDS65

DDS66

45/F

29/F

23/IM

46/M

27/F

30/F

2IM

43/F

/M

/M

22/F

/M

/M

5/M

A4/F

1/F

28/F

4IF

35/F

19/M

28/F

68/F
25/F

51/M

75/M

Vomissement
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Fievre

Diarrhée

Douleurs abdominales
Fievre

Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Fievre

Diarrhée

Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée
Vomissement

Fievre

Diarrhée

Douleurs abdominales
Fievre

Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Vomissement
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Diarrhée
Douleurs abdominales

E. histolytica

E. coli

E. histolytica

E. hartmanii

E. coli

E. histolytica
E. histolytica

E. coli

ST3

ST2

ST3

ST3

ST3

ST3

ST3

ST3

ST2

ST1

ST2

ST3

ST3

ST3

ST3

ST3

ST2

ST2

ST2

ST3

ST3

ST3
ST3

ST3

ST3




DDS67

DDS68

DDS69

DDS70

DDS71

DDS72
DDS73

DDS74

DDS75

DDS76

DDS77

DDS78

DDS79

DDS80

DDS81

22/M

6/F

14/M

23/F

6/M

2/F
24/F

58/F

24/F

13/F

3/F

27/F

25/F

54/F

1/M

Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Vomissement
Diarrhée

Douleurs abdominales
Vomissement
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Vomissement
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée

Douleurs abdominales
Diarrhée
Vomissement
Diarrhée

Douleurs abdominales
Fievre

Diarrhée

E. histolytica

E. histolytica

E. coli

E. histolytica

E. histolytica
E. histolytica

E. histolytica

ST2

ST1

ST1

ST3

ST2

ST3
ST1

ST2

ST2

ST3

ST3

ST3

ST3

ST4

ST3




ST4
2,4%

ST3
63%

Figure 24: Distribution des STs dBlastocystis sp. chez les patients positifs pour le parasite
dans la cohorte de patients Libanais diarrhéiques.



Nombre total de

Infection a Blastocystis sp.

Variables patients Nombre de patients % OR (95% IC) p value
infectés
Sexe
Male 77 44 57.1 0.64 019
Femelle 86 58 67.4 (0.32-1.27) '
Groupes d’'age
<22 96 55 57.2 1.87 013
>22 67 47 70.1 (0.86-3.6) :
Activité professionnelles
Nor_w 99 53 53.5 2.81 0.005*
Oui 64 49 76.5 (1.34-6.15)
Environnement
Rural 49 14 28.5 8.32
Urbain 114 88 771 (72195  O72e0Y
Voyage récent
Nor_1 161 102 63.3 0 013
Oui 2 0 0 (0-3.1)
Contact avec des
animaux
Non 158 101 63.9 0.14 0.06
Oui 5 1 0 (0.02-1.48) '
Type d’eau consommée
Non filtrée/non bouillie 116 72 62 1 0.9
Filtrée 47 30 63.8 (0.5-2.3) '
Douleurs abdominales
Non 38 17 44 2.6 0.01623*
Oui 125 85 68 (1.16- 5.9) :
Vomissements
Non 129 80 62 1.12 0.9
Oui 34 22 64.7 (0.48-2.7) '
Fievre
Non 118 78 66.1 0.14 018
Oui 45 24 53.3 (0.27-1.25) '

Tableau 5 : Analyse des facteurs de risque d’infection Blastocystis sp. dans la population

de 163 patients Libanais diarrhéiques.
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L.3. Analyse d’une population d’écoliers au Liban

Préambule : Cette étude fait ’objet d’une publication en cours de rédaction pour soumission

au journal « PLoS One ».

1.3.1. Introduction

Dans nos études précédentes menées au Liban (Par. LI.1. et Par. L1.2.), nous nous
sommes intéressés a la prévalence et a la distribution des STs de Blastocystis sp. dans la
population totale puis dans une cohorte plus ciblée de patients diarrhéiques. Nous avons
poursuivi notre enquéte épidémiologique dans ce pays en nous focalisant sur une cohorte
d’écoliers de la méme région de Tripoli. En effet, la littérature est assez contradictoire
concernant I'influence de 1’age comme facteur de risque d’infection par le parasite. Par la

présente étude, nous amenons notre contribution a cette problématique.

1.3.2. Matériels et méthodes

Population étudiée et questionnaire

Cette nouvelle étude menée a Tripoli, englobait un total de 249 enfants agés de 3 a 16
ans et fréquentant deux écoles de Tripoli (Al Zahra' et Jil alwa'ed). Les échantillons de selles
ont été recueillis en Décembre 2012 et Janvier 2013. Les parents et/ou les tuteurs légaux des
enfants ont signé un formulaire de consentement éclairé concernant la participation de leurs
enfants a cette étude. Une bréve explication des objectifs de cette étude a été présentée aux
enfants et a leurs parents/tuteurs. Un questionnaire standard résumant certaines informations
d’intérét dans cette étude a été complété pour chaque patient (voir Annexe 1 fiche

signalétique vierge).

Collecte des échantillons et analyse microscopique des selles

Les 249 échantillons de selles ont été recueillis dans des récipients stériles. Un examen
microscopique direct a I’état frais des échantillons de selles a été réalisé comme décrit
précédemment (Par. 1.2.2.) au Centre AZM pour la Recherche en Biotechnologie et ses
applications de Tripoli afin d’identifier plusieurs parasites intestinaux. Aucune information
n'était disponible pour ces patients concernant la présence d’infections virales ou

bactériennes.
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Extraction d’ADN, sous-typage des isolats et analyse statistique

L’extraction d’ADN total a partir de ces selles (au Liban) et le sous-typage des isolats
par PCR en temps réel (en France) ont été réalisés comme décrit précédemment (Par. 1.2.2.).
Il en est de méme pour les analyses statistiques visant a déterminer les facteurs de risque

d’infection & Blastocystis sp.

1.3.3. Résultats

Dans cette étude, les échantillons de selles ont ¢€té récoltés chez 249 enfants (149
garcons et 100 filles) agés de 3 a 16 ans (moyenne d’age: 9,3+3,1 ans). Certaines
caractéristiques et variables socio-économiques et cliniques de cette population sont
présentées dans le Tableau 6. Les participants a cette étude fréquentaient deux écoles de
Tripoli de niveaux socio-économiques différents. Ainsi, une partie des enfants ayant un niveau
socio-économique considéré comme ¢élevé fréquentaient 1'école Jil Alwa'ed (36,9%) alors que
les enfants ayant un niveau socio-économique plus bas étaient scolarisés dans I'école Al-
Zahra' (63,1%). Globalement, la moiti¢ des enfants de cette cohorte étaient asymptomatiques
(49,8%) alors que les autres étaient symptomatiques et présentaient un ou plusieurs troubles
gastro-intestinaux (douleurs abdominales, diarrhée, vomissement, constipation). De plus, quel
que soit leur niveau socio-économique, les consommation de fruits et 1égumes crus (78.3%) et
d’eau non traitée (76%) étaient courantes chez ces enfants.

Dans un premier temps, un examen microscopique des selles a montré que 153 enfants
(61,2%) étaient positifs pour au moins un parasite intestinal (Tableau 7). Ainsi, 70,9% des
enfants de I’école de bas niveau socio-économique ¢€taient infectés et « seulement » 44,6% des
enfants de I’école de haut niveau socio-économique. Globalement, Blastocystis sp. était
largement prédominant (moyenne de 51,6%) suivi par Giardia intestinalis (14,4%),
Entamoeba histolytica/dispar (5,6%), Cryptosporidium spp. (5,6%), Entamoeba coli (2,4%),
Ascaris lumbricoides (0,4%) et Hymenolepis nana (0,4%). La majorité des infections
parasitaires étaient des mono-infections (70,6%) mais des infections par deux parasites
différents ont été mises en évidence chez 42 enfants (27,5%). Ces derniers étaient surtout
infectés par Blastocystis sp. et G. intestinalis. A cela s’ajoutait trois enfants souffrant d'une
triple infection parasitaire mettant en jeu Blastocystis sp., G. intestinalis et Cryptosporidium
spp. On note de plus que Blastocystis sp. était le parasite intestinal le plus fréquemment
retrouvé quelle que soit I’école fréquentée. Sa prévalence était plus faible dans 1’école de plus

haut niveau socio-économique (41,3%) par rapport a celle observée dans 1’école de plus bas
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niveau socio-économique (57,6%). C’était d’ailleurs aussi le cas pour toutes les autres
infections parasitaires a ’exception d’E. coli.

La recherche de Blastocystis sp. a ensuite été réalisée par PCR en temps réel et 157/249
soit 63% des écoliers étaient positifs pour le parasite. Comme on pouvait s’y attendre aux
vues des résultats obtenus dans notre précédente étude (Par. L.2.), cette prévalence était donc
de nouveau supérieure a celle observée par la méthode microscopique classique. Ainsi la
prévalence du parasite passait a 66,2% dans 1’école de plus bas niveau socio-économique et a
57,6% dans I’école de plus haut niveau socio-économique. A partir de ces données, des
associations ont été recherchées entre certains facteurs démographiques et socio-économiques
et 'infection a Blastocystis sp. (Tableau 8). Les résultats montraient que les enfants agés de 9
ou plus étaient significativement plus infectés que ceux agés moins de 9 ans (54% vs 69% ;
p=0.02). De méme, une association significative a été trouvée chez les enfants ayant un
membre de leur famille souffrant de symptomes digestifs (72.7% vs 58.7% ; p=0.04). De plus,
le contact direct avec des animaux (36% vs 65% ; p=0.02) et le fait de manger en dehors de la
maison (50% vs 66.8% ; p=0.03) seraient au contraire des facteurs protecteurs de I’infection.
D’autre part, aucune corrélation significative entre I’infection a Blastocystis sp. et le sexe de
I’enfant, le statut socio-économique, la nature de I’eau consommée ou la consommation de
fruits et légumes crus n’a été identifiée. En outre, bien que ce lien soit non significatif, les
patients porteurs de Blastocystis sp. présentaient plutdt des selles molles. Parmi les différents
symptomes digestifs observés, I’infection a Blastocystis sp. était significativement plus
importante chez les patients ayant des douleurs abdominales (71% vs 56,2% ; p=0.02) mais
pas chez ceux présentant des diarrhées, une constipation ou des vomissements.

La positivité des échantillons par PCR en temps réel a été confirmée par séquengage des
produits d’amplification. Sur les 157 échantillons positifs par PCR en temps réel, 138 d’entre
eux soit 87,9% correspondaient a des mono-infections (Tableau 9). Les séquences des
produits d’amplification de ces 81 échantillons montraient une trés grande similarité (97% a
100%) avec les séquences d’isolats de STs connus disponibles dans les bases de données.
Ainsi comme représenté sur la Figure 25, le ST3 était prédominant parmi les isolats identifiés
(64/138 soit 47%) suivi du ST2 (39/138 soit 28%) et du STI (35/138 soit 25%). Les
¢lectrophorégrammes de séquence des 19 échantillons restant (soit 12,1%) correspondaient a
des séquences doubles et donc a des co-infections par au moins 2 STs de Blastocystis sp.

Enfin, des analyses statistiques supplémentaires ont été réalisées afin d’étudier la
corrélation entre la distribution des STs de Blastocystis sp. et les différents facteurs qui

montraient précédemment une corrélation significative avec I’infection par le parasite. Ainsi
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les infections mixtes étaient significativement plus fréquentes chez les enfants
symptomatiques que chez les asymptomatiques en excluant dans cette analyse tous les
patients ayant d’autres parasites intestinaux pouvant étre a 1’origine de ces troubles (Test de
Chi-deux : X*= 12.5933 ; p-value = 0.004707) (Figure 26). Pour les autres facteurs comme
I’age, les douleurs abdominales ou la présence de troubles digestifs chez un membre de la

famille, aucune corrélation avec un ST particulier n’a pu étre mise en évidence (p> 0.05).

1.3.4. Conclusions

A notre connaissance, cette étude est la premiere menée au Liban concernant
I’épidémiologie moléculaire de Blastocystis sp. chez les enfants et faisait logiquement suite a
celles réalisées précédemment dans la population totale (Par. 1.1.) puis dans une cohorte de
patients diarrhéiques (Par. 1.2.). D’aprés nos données de microscopie, plus de 60% des
enfants testés sont porteurs d’au moins un parasite intestinal ce qui de nouveau montre a quel
point ces parasitoses peuvent avoir un impact majeur dans la population libanaise.

Dans cette ¢étude comme dans celle focalisée sur les patients diarrhéiques, nous
reconfirmons la faible sensibilit¢ des techniques de diagnostic conventionnelles par
microscopie de Blastocystis sp. Ainsi, parmi les 249 écoliers testés, 157 d’entre eux sont
positifs pour Blastocystis sp. par PCR en temps réel soit 63% ce qui est proche de la
prévalence observée parmi les patients diarrhéiques (Par. 1.2.). Dans cette cohorte d’écoliers,
les 3 principaux STs décrits dans les deux études précédentes sont retrouvés en 1’occurrence
et par ordre d’importance les ST3, ST2 et ST1. Le ST4 est absent dans cette population
confirmant ainsi de nouveau sa quasi-absence au Liban. A partir de ces données, plusieurs
facteurs de risque d’infection par Blastocystis sp. sont mis en évidence comme 1’dge de
I’enfant (> 9 ans) ou la présence d’un membre de sa famille qui souffre de troubles digestifs.
De méme, I’infection par le parasite est significativement plus importante chez les enfants
ayant des douleurs abdominales. Par contre, ces associations ne sont pas en corrélation avec

un ST précis de Blastocystis sp.
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Variables analysées Fréquence (%)

Sexe

Male 149 (59.8%)
Femelle 100 (40.2%)
Groupes d’age

<9 ans 100 (40.2%)
>9 ans 149 (59.8%)

Données socio-économiques et cliniques

Haut niveau économique de I'école fréquentée 92 (36.9%)

Eau consommeée traitée 60 (24%)
Contact avec des animaux 19 (7.6%)
Voyage récent (moins d’'un an) 6 (2.4%)
Consommation de fruits/légumes crus 195 (78.3%)
Repas en dehors de la maison 56 (22.4%)

Présence de troubles digestifs chez les parents77 (30.9%)
Présence de selles diarrhéiques chez les enfandd (16.4%)
Présence de symptdmes gastro-intestinaux ch&s (50.2%)

les enfants

Tableau 6 :Caractéristiques générales de notre cohorte composée de 249 écoliers Libanais.



249 enfants

Enfants de bas

Enfants de haut

niveau socio- niveau socio-
économique économique
Nombre Nombre Nombre
d’enfants % d’enfants o | d’enfants %
infectés infectés infectés
Parasites
Présence d'une 153 61.2% 112 70.9% 41 44.6%
infection
Blastocystis sp. 129 51.69 91 57.6 38 41.3%
%
Giardiaintestinalis 36 14.4% 36 22.8% 0 0%
Entamoeba 14 5.6% 13 8.2% 1 1.1%
histolyti ca/dispar
Cryptosporidium 14 5.6% 10 6.3% 4 4.4%
spp.
Entamoeba coli 6 2.4% 3 1.9% 3 3.3%
Ascaris 1 0.4% 1 0.6% 0 0%
[umbricoides
Hymenolepis nana 1 0.4% 1 0.6% 0 0%

Tableau 7 :Prévalence des infections parasitaires intestinales chez 249 écoliers Libanais.




Infection a Blastocystis sp.

Nombre
Variables analysées total de ~ Nombre de OR (95% p value
patients patients % IC)
infectés
Sexe
Male 149 99 66.4 0.6 0.22
Femelle 100 58 58 (0.4-1.2) '
Groupes d’age
<9 100 54 54 1.9 0.02*
>9 149 103 69.1 (1.09-3.3) '
Statut socio-économique
Bas niveau 157 104 66.2 0.69 0.22
Haut niveau 92 53 57.6 (0.39-1.2) '
Nature de 'eau consommée
Traitée 60 35 64.5 0.76 0.47
Non traitée 189 122 58.3 (0.4-1.46) '
Contact avec des animaux
Non 230 150 65.2 0.31 0.02*
Oui 19 7 36.8 (0.1-0.9) :
Voyage récent
Non 243 153 62.9 1.17
Oui 6 4 66.6 (fé_lg' 1
Consommation de
fruits/légumes crus
Non 54 31 57.4 1.35
. (0.69- 0.41
Oui 195 126 64.6 2.61)
Repas en dehors de la maison
Non 193 129 66.8 0.49
. (0.25- 0.03*
Oui 56 28 50 0.95)
Troubles digestifs chez les
parents
Non 172 101 58.7 1.8 0.04*
Oui 77 56 72.7 (1-3.5) '
Formes des selles
Solide 46 27 58.6
Molle 162 106 65.4 - 0.5
Diarrhéique 41 24 58.5
Symptomes gastro-intestinaux
Non 124 71 57.2 1.64 007
Oui 125 86 68.8 (0.9-2.8) '
Douleurs abdominales
Non 135 76 56.2 1.9 0.02*
Oui 114 81 71 (2-3.3) '
Diarrhée
Non 186 112 60.2 1.64 014
Oui 63 45 71.4 (0.85-3.2) '
Vomissement
Non 222 140 63 0.99 1

Oui 27 17 62.9 (0.4-2.5)




Constipation

Non 243 154 63.3% 0.5 0.6
Oui 6 3 50 (0.07-4.4) '
Fievre
Non 236 151 63.9 0.4
) (0.12- 0.3
Oui 13 6 46.1 1.74)

Tableau 8 : Résultats des analyses statistiques visant a identifier les facteurs de risque
d’infection parBlastocystis sp. dans la cohorte de 249 écoliers Libanais.



Tableau 9: Age, sexe, symptdbmes, parasitoses associées et distribution des STs de

Blastocystis sp. chez les écoliers au Liban. Ne sont indiqués dans ce tableau que les patients

positifs pour Blastocystissp. par PCR en temps réel et présentant une mono-infection.

. N . ‘s STs de
Patients Sexe Age Symptémes Parasites associés Blastocystis sp.°
ZB1 F 12 - - ST1
Douleurs abdominales
ZB2 F 10 D|Iarrhe’e Entamoeba coli
Céphalée
Asthénie ST3
Douleurs abdominales
Diarrhée
83 F 9 Céphalée i
Asthénie ST3
Douleurs abdominales
ZB4 F 10  Céphalée Giardia intestinalis
Asthénie ST1
ZB5 M 7 - - ST1
ZB 6 F 10 - - ST3
ZB7 M 9 - E. coli ST2
Douleurs abdominales
ZB 8 M 13 Diarrhée Entamoeba histolytica
Vomissement ST3
ZB9 F 10 - - ST3
ZB 10 M 11 - - ST2
Douleurs abdominales
ZB 11 F 1p Diarrhée -
Vomissement
Fievre ST3
ZB 12 F 8 Eg:klgtljgzabdommales G. intestinalis sT1
Douleurs abdominales E. histolytica
2813 F 7 Céphalée G. intestinalis ST2
Douleurs abdominales
Z814 F 1 Diarrhée i ST2
ZB 15 F 11 Douleurs abdominales - ST3
Douleurs abdominales
ZB 16 F 8 Céphalée G. intestinalis
Asthénie ST3
ZB 17 F 9 Eg;‘rlgl‘gzabdom'”a'es G. intestinalis or3
Douleurs abdominales E. histolytica
2818 M 10 Diarrhée ST1
Douleurs abdominales
ZB 19 F 10 Diarrhée G. intestinalis
Vomissement ST1
ZB 20 M 11 Douleurs abdominales - ST2
Douleurs abdominales
2821 Mo 13 ephalge ] ST3
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Figure 25: Distribution des STs de Blastocystis sp. dans la cohorte d’écoliers Libanais.
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RESULTATS

L.4. Analyse d’une population d’enfants au Sénégal

Préambule : Cette étude a fait I’objet d’une publication dans le journal BMC Infectious
Diseases. Cet article est classé « Highly accessed » par ce journal en fonction du nombre de

vues et de téléchargements.

1.4.1. Introduction

Depuis quelques d’années, les données portant sur la prévalence et la distribution des
STs de Blastocystis sp. a travers le monde ont commencé a affluer dans la littérature.
Pourtant, ces données restent encore tres limitées dans quelques zones géographiques comme
le continent africain alors qu’il est plus que probable que la situation vis-a-vis de ce parasite
est alarmante dans cette région du globe du fait de conditions d’hygiéne souvent précaires.
Les quelques études d’épidémiologie moléculaire disponibles et prenant souvent en compte
un nombre faible d’individus ont été réalis€ées en Afrique du Nord et de ’Ouest comme en
Egypte (Hussein et al. 2008 ; Souppart et al. 2010 ; Fouad et al. 2011), en Lybie (Abdulsalam
et al. 2013b ; Alfellani et al. 2013c¢), au Nigéria et au Libéria (Alfellani et al. 2013c) et en
Afrique de I’Est comme en Tanzanie (Petrasova et al. 2011). Ces pays sont souvent
caractérisés par des climats et des modes de vie trés différents de ceux de la majorité des
autres régions étudiées jusqu’a présent ce qui peut influencer la distribution des différents STs
de Blastocystis sp. dans ces populations comme dans 1’environnement. Afin de combler un
manque de données concernant la distribution géographique des différents STs de ce parasite,
une étude épidémiologique a été menée pour la premicre fois au Sénégal incluant 93 enfants
présentant ou non des troubles gastro-intestinaux et vivant dans 3 villages du district de Podor
dans le bassin de la riviere Sénégal. Un questionnaire standardisé a été rempli pour chaque

individu inclus dans cette cohorte (Annexe 2).
1.4.2. Résultats
El Safadi D, Gaayeb L, Meloni D, Cian A, Poirier P, Wawrzyniak I, Delbac F,
Dabboussi F, Delhaes L, Seck M, Hamze M, Riveau G, Viscogliosi E (2014) Children of

Senegal River Basin show the highest prevalence of Blastocystis sp. ever observed worldwide

BMC Infectious Diseases, 14:164 (highly accessed).
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RESULTATS

1.4.3. Conclusions

En utilisant la PCR en temps réel, la prévalence de Blastocystis sp. dans cette cohorte
d’enfants Sénégalais est de 100%. C’est bien entendu la plus forte prévalence jamais
déterminée pour ce parasite a travers le monde. Par cette approche moléculaire couplée pour
quelques échantillons a une PCR classique suivie d’un clonage du produit de PCR, nous
avons pu identifier 85 mono-infections et 8 infections mixtes par 2 ou 3 STs (multiples
sources d’infections potentielles) selon les échantillons et sous-typer ainsi 103 isolats de
Blastocystis sp. La distribution des STs dans cette population est la suivante : ST3 (49,5%),
STI (28,2%), ST2 (20,4%) et ST4 (1,9%). Cette répartition avec en particulier la
prédominance du ST3 est similaire a celles observées dans de trés nombreux pays et confirme
de plus I’absence ou la tres faible prévalence du ST4 en Afrique. Ainsi les ST1, ST2 et ST3
représentent a eux trois plus de 80% de tous les isolats sous-typés en Afrique (Alfellani et al.
2013c et cette étude). D’apres I’analyse des données cliniques obtenues pour chacun des
enfants de cette étude, le ST3 est dominant dans le groupe des individus symptomatiques alors
que les STI et ST2 présentent des prévalences similaires au sein des individus
symptomatiques et asymptomatiques. D’autre part, plus de la moiti¢ des enfants infectés par
ce parasite souffrent de divers troubles gastro-intestinaux pouvant étre liés a une infection par
Blastocystis sp. Cependant, nous n’avons pas pu mettre en évidence dans cette étude de
corrélation entre le ST de Blastocystis sp. et I’apparition de symptomes gastro-intestinaux car
ces enfants sont infectés par de nombreux parasites qui peuvent €tre aussi responsables de

troubles digestifs similaires.
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Abstract

Background: Blastocystis sp. is currently the most common intestinal protist found in human
feces and considered an emerging parasite with a worldwide distribution. Because of its
potential impact in public health, we reinforced the picture of Blastocystis sp. prevalence and
molecular subtype distribution in Africa by performing the first survey of this parasite in
Senegal.

Methods: Stool samples from 93 symptomatic presenting with various gastrointestinal
disorders or asymptomatic children living in three villages of the Senegal River Basin were
tested for the presence of Blastocystis sp. by non-quantitative and quantitative PCR using
primer pairs targeting the SSU rDNA gene. Positive samples were subtyped to investigate the
frequency of Blastocystis sp. subtypes in our cohort and the distribution of subtypes in the
symptomatic and asymptomatic groups of children.

Results: By the use of molecular tools, all 93 samples were found to be positive for
Blastocystis sp. indicating a striking parasite prevalence of 100%. Mixed infections by two or
three subtypes were identified in eight individuals. Among a total of 103 subtyped isolates,
subtype 3 was most abundant (49.5%) followed by subtype 1 (28.2%), subtype 2 (20.4%) and
subtype 4 (1.9%). Subtype 3 was dominant in the symptomatic group while subtypes 1 and 2
were detected with equal frequency in both symptomatic and asymptomatic groups. The
distribution of subtypes was compared with those available in other African countries and
worldwide. Comparison confirmed that subtype 4 is much less frequently detected or absent
in Africa while it is commonly found in Europe. Potential sources of Blastocystis sp. infection
including human-to-human, zoonotic, and waterborne transmissions were also discussed.
Conclusions: The prevalence of Blastocystis sp. in our Senegalese population was the highest
prevalence ever recovered worldwide for this parasite by reaching 100%. All cases were

caused by subtypes 1, 2, 3 and 4 with a predominance of subtype 3. More than half of the
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children infected by Blastocystis sp. presented various gastrointestinal disorders. Such high
prevalence of blastocystosis in developing countries makes its control a real challenge for
public health authorities.

Keywords: Blastocystis sp., Intestinal parasite, Molecular epidemiology, Pathogenicity, PCR,

Subtyping, Transmission, Zoonosis
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Background

Blastocystis sp. is an anaerobic protist that inhabits the gastrointestinal tract of humans and
many groups of animals [1-4]. This cosmopolitan enteric parasite with a worldwide
distribution [5] is often identified as the most common unicellular eukaryote reported in
human fecal samples [1]. Indeed, its prevalence may exceed 50% in developing countries
[6,7] and reach 20% in industrialized countries [8,9]. These differences may be explained by
poor sanitary conditions, close animal contact, and consumption of contaminated food or
water [10-12]. Such prevalence also suggests large-scale human-to-human [13], waterborne,
and zoonotic transmissions for Blastocystis sp. [14]. Numerous studies have demonstrated the
resistance of cysts of the parasite in feces and environmental sources [15] highlighting the
fecal-oral route as the main mode of transmission of Blastocystis sp. Moreover, a higher risk
of infection has been identified in food and animal handlers, providing conclusive evidence
on the transmission of the parasite between humans and animals [16,17].

At the morphological level, Blastocystis sp. isolates from humans and animals have
been reported to be roughly indistinguishable [1]. However, extensive genetic diversity
among Blastocystis sp. isolates has been reported based on the comparison of the small-
subunit (SSU) rDNA gene sequence [ 18] leading to the classification of Blastocystis sp.
isolates into subtypes (STs) [19]. To date, according to recent epidemiological surveys in
human and animal populations, 17 STs have been identified [2] but it is highly likely that
other STs remain yet to be uncovered. Among the 17 STs, nine of them have been detected in
humans with a varying prevalence [5]. Indeed, only four of them are frequent (ST1, ST2, ST3
and ST4) and represent around 90% of the subtyped isolates. A majority of human infections
with Blastocystis sp. is attributable to ST3 but the distribution of the four predominant STs
may vary among the areas studied. Thereby, ST4 is almost as common as ST1 and ST3 in

some European countries but seems rare or completely absent in Africa, Asia, and America



105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

[5,20]. The other STs that are common in animal hosts i.e. ST5 to ST9, are rarely found in
humans and are most likely the result of zoonotic transmission.

As Blastocystis sp. can be found in both symptomatic and asymptomatic patients its
clinical relevance remained uncertain [1]. However, a converging bundle of recent in vivo, in
vitro and genomic data strongly suggests that this microorganism may be pathogen [21-24]
and allows proposing a model for pathogenesis of this parasite [25] particularly involving
virulence factors as cysteine proteases [26,27]. Therefore, Blastocystis sp. should be
associated with a variety of non-specific gastrointestinal disorders including diarrhea,
abdominal pain, nausea and vomiting [1,22] and also suspected to be linked to irritable bowel
syndrome (IBS) [25,28] and chronic or acute urticarial lesions [29,30]. In addition,
Blastocystis sp. has increasingly been implicated in diarrheal illness in immunocompromised
individuals including HIV/AIDS and cancer patients and transplant recipients [31,32].

It has long been suggested that the pathogenesis of Blastocystis sp. may be dependent
upon ST but recent epidemiological data remain contradictory [8,29,33-36]. Nevertheless, the
likely pathogenic power of Blastocystis sp. coupled to its high prevalence in the human
population raise crucial questions about its current burden in public health. Consequently,
information on the prevalence of the parasite and the distribution of STs are starting to emerge
in still poorly studied geographic areas as Africa. To date the available data concern only few
African countries of the North and West such as Egypt [21,37,38], Libya, Nigeria, and Liberia
[5] and one Eastern African country, Tanzania [39]. Therefore, the aim of the present study
was to reinforce the picture of Blastocystis sp. prevalence and ST distribution in Africa by
performing the first survey of this parasite in Senegal. In this epidemiological study, we
described the prevalence of Blastocystis sp. infection and ST distribution in a cohort of
Senegalese children living in 3 rural villages in close contact with animals and with poor or

no access to clean water and sanitation. The distribution of Blastocystis sp. STs in both



130  asymptomatic and symptomatic individuals was investigated together with potential risk
131  factors for transmission of the parasite.

132

133 Methods

134  Cohort and collection of samples

135  This work has been carried out as part of the “SchistoVAN” project (clinicaltrials.gov ID
136 NCTO01553552), sponsored by the Biomedical Research Centre EPLS (Saint-Louis, Senegal)
137  (www.espoir-sante.org). The present study was approved by the National Ethics Committee
138  of the Ministry of Health of Senegal (September 2011; protocol number SEN11/43,

139  clinicaltrials.gov: NCT01553552). Oral and written informed consents were obtained from the
140  parents or the legal guardians of the children in accordance with the Code of Ethics of the
141 World Medical association (Declaration of Helsinki). Children enrolled in the present study
142  formed a sub-cohort of the “AnoPalAnoVac” project (clinicaltrials.gov ID NCT01545115)
143 and were recruited on the basis of their age (6 to 10 years of age in October 2011) through
144  village nurses, healthcare workers in the community and school directors. Date of birth was
145  ascertained from vaccination cards or school register. A standardized questionnaire was

146  completed for each child (see supplementary material). In particular, children were asked
147  about each gastrointestinal symptom individually including abdominal pain, diarrhea, and
148  vomiting. This cross-sectional study was conducted in October 2011, in 3 villages of the
149  Podor district located in northern Senegal: Agniam Towguel (16°32°N-14°48W; total

150  population (TP): 989; several temporary ponds, traditional housing, irrigated crops), Fanaye
151  Diery (16°32°N-15°13"W; TP: 6781; animal husbandry, irrigated crops, some urbanized
152  habitat), and Niandane (16°35°N-14°59"W; TP: 5100; rice and banana farming, irrigated
153  crops, some urbanized habitat, no access to running water). In this region, the climate is

154  Sahelian, with annual rainfall between July and September. Mean temperature ranges between
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20°C and 30°C during the cool season (November to February) and between 25°C and 38°C
during the warm season (March to October). In this study, stool samples were collected from
93 symptomatic and asymptomatic children (Agniam = 17; Fanaye = 38; Niandane = 38)
presenting or not gastrointestinal disorders. These boys (n = 46) and girls (n = 47) were aged
6 to 10 years (median age 8.4; quartiles: 6.6; 9.5) (Table 1). Children presented no symptoms
of severe illness and/or fever and were subject to a questionnaire that was designed to collect
clinical data especially regarding recent diarrhea, vomiting, and abdominal pain. For storage
and transport at -20°C to Lille, stool samples were added in Stool Transport and Recovery
(S.T.A.R.) buffer (Roche) in a ratio of 1:3 according to the manufacturer's recommendations

then homogenized by shaking.

DNA extraction and molecular subtyping of Blastocystis sp. isolates

Samples stored in S.T.A.R. buffer were stirred and then centrifuged for 1 min at 1,000 g.
Total genomic DNA was extracted from 200 pl of the cleared stool supernatant using the
QiaAMP DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. For each sample, 5 ul of extracted DNA was submitted to non-quantitative
Polymerase Chain Reactions (non-qPCRs) as previously described using two independent
pairs of Blastocystis sp.-specific primers designed by Scicluna et al. [40] and Poirier et al.
[20], both targeting the small subunit (SSU) rDNA coding region. The respective 600 bp- and
320 bp-amplified domains have been shown to contain sufficient information for accurate
subtyping of Blastocystis sp. isolates [20,40]. Non-qPCR amplifications were carried out in 50
ul according to standard conditions for Platinum 7aq High-Fidelity DNA polymerase
(Invitrogen). For each DNA sample, the non-qPCR product with the highest intensity on
agarose gel was purified and sequenced. Direct sequencing of few non-qPCR products

generated mixed signals that could reflect infections by different STs or was of poor quality
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probably due to a too small amount of parasite DNA matrix. Because of the difficulty in
interpreting the corresponding DNA sequencing chromatograms, same samples were re-
analyzed by non-qPCRs and positive bands of the expected sizes were purified and cloned as
previously described [41]. Three positive clones containing inserts were arbitrarily selected
for each sample and sequenced on both strands. The DNA samples negative by non-qPCRs
were subsequently amplified using the real time qPCR assay developed by Poirier et al. [20].
Due to the high sensitivity of this detection method, various controls were performed to
prevent artifacts related to contamination though different sources: DNA extraction controls
(isolation of DNAs without stool and from a Blastocystis sp.-negative stool) subsequently
used in qPCR assays and negative (DNA matrix replaced by water) and positive (DNA
obtained from a Blastocystis sp. ST4 culture) qPCR controls. The expected 320 bp-amplified
variable region of the SSU rRNA gene was directly sequenced for subtyping. The SSU rRNA
gene sequences obtained in this study have been deposited in GenBank under accession
numbers KF848509 to KF848624. Obtained sequences were compared with all Blastocystis
sp. SSU rRNA gene sequences available from the National Centre for Biotechnology
Information (NCBI) using the BLAST program. STs were identified by determining the exact
match or closest similarity against all known Blastocystis sp. STs according to the updated

classification by Alfellani et al. [2].

Results and discussion

Screening for Blastocystis sp. in a cohort of Senegalese children using molecular methods
In this study, fecal samples were collected from 93 children, 46 boys and 47 girls, aged 6 to
10 years and living in 3 villages situated in the north of Senegal. This cohort consisted of two
groups: one symptomatic composed of 54 children presenting variously with abdominal pain,

vomiting, and diarrhea and one asymptomatic including 39 other children (Table 1). All 93
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samples were screened for Blastocystis sp. by non-qPCR and qPCR methods using specific
primer pairs amplifying distinct domains of the SSU rDNA coding region [20,40]. Non-qPCR
products were directly sequenced or subsequently cloned whether the resulting sequence
chromatogram showed double or poor quality signals. In the latter case that involved 32
samples, three positive clones containing inserts were arbitrarily selected and sequenced.
Overall, 71 samples were identified as positive for Blastocystis sp. by non-qPCR methods.
The remaining 22 samples negative by non-qPCR nevertheless proved to be positive for the
parasite by qPCR. Thereby, by means of these different molecular approaches, Blastocystis
sp. was recognized in 100% of stool samples of this Senegalese population. To our knowledge
this represents the highest prevalence ever recovered worldwide for this parasite.

In almost all molecular epidemiological studies conducted to date, only one nucleic
acid-based diagnostics methodology was used to identify and subtype Blastocystis sp. isolates
in stool samples. Briefly, PCR screening of fecal samples can be achieved using ST-specific
sequence-tagged-site (STS) primers or genus-specific primers with subsequent sequencing for
ST identification. Several regions in the SSU rDNA gene have been proposed by different
authors for sequencing [24] but the “barcode” region designed by Scicluna et al. [40] has been
extensively used as in the present study. Advantages and limitations of these two PCR
approaches were recently largely discussed [24,42] and a comparative study using both
techniques recommended barcoding as the relevant method for Blastocystis sp. diagnosis and
subtyping [43]. However, as confirmed from our data, direct sequencing of non-qPCR
products may be unsuccessful in the case of mixed infections with more than one Blastocystis
sp. ST in the same sample. Therefore subtyping of isolates in mixed infections requires
cloning of the non-qPCR product and sequencing of several clones as previously suggested
[44]. In addition, about 24% of the samples have not been diagnosed as positive for

Blastocystis sp. by non-qPCR methods in our study. Hence, at this stage of our screening, the
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prevalence of the parasite was 74%, which greatly underestimated its true prevalence as
determined in a second step by gqPCR (100%). Consequently, our study confirmed the impact
of detection methods to ascertain the actual prevalence of Blastocystis sp. in human
populations and the interest and higher sensitivity of gPCR assays in comparison to non-
qPCR methods for epidemiological surveys.

Although the prevalence of Blastocystis sp. never reached 100% in any cohort studied
so far, it was described as very high in some developing countries specially, in children. By
using non-molecular standard methods, the prevalence of the parasite already exceeded 40%
in communities in Venezuela [45], Peru [46], Colombia [7], and in school children or
orphanage in Indonesia [6], Thailand [47], and Lebanon (EI Safadi unpubl.). Moreover, the
prevalence of Blastocystis sp. was around 60% in immigrants in the city of Naples (southern
Italy) who came for a large majority from northern and western African countries [48]. In
Libya, the prevalence of the parasite has been previously reported close to 30% [49]. In
Senegal, although the prevalence of Blastocystis sp. had never been determined before,
intestinal parasites (protozoa and helminths) represent for a long time a major public health
problem. Indeed, the global prevalence of intestinal parasites in children ranged from 32% to
84% depending on the study areas [50-53]. Such impact of intestinal parasites previously
reported in the Senegalese population is clearly in accordance with the pattern found for

Blastocystis sp. in the current study.

Distribution of Blastocystis sp. STs in the Senegalese population and comparison with
other African countries

In all the children, the expected SSU rDNA domains targeted by non-qPCR and qPCR
methods were amplified and successfully sequenced. Each of the new SSU rDNA gene

sequences obtained in this study showed very high similarity (98% to 100%) to homologous
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sequences of the other Blastocystis sp. isolates reported so far. The comparison with
representative sequences of all known Blastocystis sp. STs allowed the direct subtyping of the
new isolates (Table 1). As stated above, for 32 of the 93 samples, cloning of the non-qPCR
product was necessary for subtyping and 3 positive clones were arbitrarily selected and
sequenced. For 14 of these 32 samples, the three sequenced clones were identical (Table 1).
For 10 other samples presenting infection by a single ST, clones showed 1 to 14 nucleotide
differences between them. As previously suggested [40,41], these nucleotide differences may
reflect either coinfection with two isolates of the same ST or sequence variations between
SSU rDNA gene copies within the same isolate [23]. Interestingly, the higher number of
nucleotide difference between the clones (11 to 14) was observed in children infected by ST3.
Recently, by analyzing and comparing respectively SSU rDNA sequences or data from
multilocus sequence typing, Meloni et al. [44] and Stensvold et al. [54] revealed substantial
intra-ST diversity in ST3 and more limited intra-ST2 and intra-ST4 variations. In either case,
we have considered in the following analysis of our data that two different clones of the same
ST identified in the same patient derived from the same isolate of Blastocystis sp. For the last
8 samples, mixed infections with two (6 samples) or three STs (2 samples) were identified
(Table 2). The majority of the subtyped samples included in the present study (85/93)
represented single infections. With the addition of 8 mixed infections consisting of two or
three different isolates, we analyzed a total of 103 isolates. As summarized in Table 3, ST3
was the most common Blastocystis sp. ST in our Senegalese population (49.5%) followed by
STI1 (28.2%), ST2 (20.4%) and ST4 (1.9%). The distribution of STs was almost similar
between the three villages with a majority of infections attributable to ST3. The only
significant difference was that ST1 followed at position 2 in Niandiane and Agniam Towguel

and at position 3 in Fanaye Diery.
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The distribution of Blastocystis sp. STs in Senegal is quite similar to that observed in a
majority of countries all over the world with a predominance of ST3 followed by ST1 then
ST2 or ST4 [5]. If we focused on the studies previously conducted in Africa, the only
available reports concerned the ST distribution in Egypt [21,37,38], Libya, Nigeria, Liberia
[2], and Tanzania [39], the latter survey only including 6 isolates (Figure 1). Globally, ST1,
ST2, and ST3 represent around 82% of all 369 African isolates subtyped so far including
those of the present study. ST3 is highly prevalent in African countries with an average of
46% of the 369 isolates. Consequently, because ST3 is rarely found in animals, a large-scale
human-to-human transmission might likely explain the predominance of this ST in African
countries as also in the rest of the world. Three studies conducted in different cities in Egypt
and that in Liberia have identified ST3 as the predominant ST, as was true for our study
population. However ST1 was detected with the highest frequency in Libya and Nigeria, and
ST2 in Tanzania. Since ST1 and ST2 are frequently found in various animal groups including
livestock [2,4,55], it can be hypothesized that a not yet evaluated proportion of human
infections by both STs are of zoonotic origin. Interestingly ST4 was not detected in the
studies reported in Egypt, Libya and Tanzania and its prevalence is quite low in Senegal
(1.9%). Although ST4 was relatively frequent in Liberia (12%) and Nigeria (14%), these data
confirmed that ST4 is much less frequently detected or absent in Africa while it is commonly
found in Europe [5,34]. However, the reasons for the heterogeneous geographical distribution
of ST4 remain unknown and its reservoir hosts have to be clarified. Additional STs including
ST6 and ST7 were commonly found only in two studies carried out in Egypt [21,38]. Indeed,
these STs were not detected in Senegal, Liberia, Nigeria, and Tanzania as in a third survey in
Egypt [37] and only one isolate belonging to ST7 was identified in Libya. Both STs are

usually hosted by birds (avian STs) [56] and rarely found in mammals. This was confirmed in
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the present study. Given their apparent host specificity, it is highly likely that human
infections by avian STs are of zoonotic origin.

The prevalence of mixed ST infections was 8.6% (8/93 samples) in our Senegalese
cohort. This percentage is probably underestimated but roughly similar to that calculated (6%)
by taking into account subtyped isolates from all epidemiological studies published to date
(191 of 3171 samples) and listed by Alfellani et al. [5]. Mixed ST infections were found in all
three villages of our study but with different proportions. In Agniam Towguel, only one
mixed infection by 3 STs was found (ST1/ST2/ST3) (5.9%) while 4 mixed infections by 2 or
3 STs (10.5%) (ST2/ST3, ST3/ST4 and ST1/ST2/ST3) were recorded in Fanaye Diery.
Regarding Niandane, 3 mixed infections by 2 STs (7.9%) were identified (ST1/ST2,
ST1/ST4, and ST2/ST3) (Table 2). Mixed infections mostly corresponded to ST1, ST2, and
ST3 isolates and were more likely to occur considering the high prevalence of each of these
STs in our cohort. Curiously, the only two ST4 isolates of our study were identified in the

context of mixed infections and not as part of single infections.

Distribution of Blastocystis sp. STs in symptomatic and asymptomatic groups

According to recent epidemiological reports, links between ST and pathogenicity are
still matter of debate [8,29,33-36,41]. To highlight a possible relationship between ST and
major intestinal symptoms associated with Blastocystis sp. infection (diarrhea, vomiting, and
abdominal pain), the ST distribution was evaluated in our cohort of 93 symptomatic or
asymptomatic children. Interestingly, the majority of children infected by Blastocystis sp.
(54/93 or 58%) presented various gastrointestinal disorders as previously observed in a
pediatric unit in Turkey [57]. In the following analysis, symptomatic (6) and asymptomatic
(2) children presenting mixed infections by two or three STs were removed. Thereby the

remaining 48 isolates from symptomatic children and 37 isolates from asymptomatic children
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were considered (Table 4). The most dominant ST in both groups was ST3, and 63% of the
ST3 isolates were found in symptomatic individuals. Predominance or high prevalence of ST3
in symptomatic groups of patients was also shown for instance in France [41], Australia [8],
Turkey [57,58], and Iran [35]. Regarding ST1 and ST2 isolates, both STs were detected with
equal frequency in the symptomatic and asymptomatic groups of our cohort (Chi square test,
p=0.845). However, ST1 was over-represented in groups of symptomatic individuals in
previous epidemiological studies in China [59], Turkey [60], Iran [35], Egypt [21], and
Lebanon [36]. Moreover, ST1 was the most prevalent ST in some cohorts presenting with IBS
[38,61] and was shown to be pathogenic in rat models of blastocystosis [21]. In contrast, ST2
was not usually overrepresented in groups of symptomatic patients from different countries
and Dogruman-Al et al. [57] suggested that ST2 was a non-pathogenic ST. However, in our
study, the proportion of ST2 isolates in symptomatic patients was far from negligible.
Moreover, all ST2 isolates identified in French and Australian sampling were from
symptomatic individuals [8,41]. To complete our observations, it can also be underlined that
the only two ST4 isolates found in our study were associated with symptoms but in the
context of mixed ST infections (associated to ST1 or ST3). Therefore, the pathogenic
potential of ST4 could not be assessed from our epidemiological data. However, a high
prevalence of ST4 was recently found in Danish patients presenting with acute diarrhea [33]
and Spanish symptomatic individuals [62]. Globally, no association between ST and symptom

status was statistically significant from our present data.

Potential risk factors for transmission of Blastocystis sp. within the Senegalese cohort
The fecal-oral route is the main mode of transmission of Blastocystis sp. like the other
common gastrointestinal parasites [1]. To reach a prevalence of 100% as in the present study,

it is reasonable to argue that infection of Senegalese children by the parasite occurred through
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multiple transmission sources. Although we did not had the opportunity to collect and analyze
environmental (mainly water samples) and animal samples, it appears clear that individuals
living in small communities in a rural area with modest socio-economic status (average
income of 0.5 $ per person per day in these Senegalese villages), poor hygiene sanitation,
close contact with domestic animals and livestock, and water supply directly from well and
river as in our study greatly increase their risks of infection by Blastocystis sp. Indeed, recent
studies have revealed a human-to-human transmission coupled with a high prevalence of the
parasite in a close community of girls in Thailand [13] as well as in a rural village in Nepal
[14] whose description and environment (animals reared in or next to villager dwellings and
rivers as water sources of the community) are quite similar to those of Senegalese villages. In
this context, zoonotic transmission of Blastocystis sp. would be another significant source of
infection due to the wide range of animals potentially infected with the parasite and in close
contact with humans [2,4,55,56]. However the impact of this mode of transmission through
contact with contaminated animal fecal materials coupled with poor hand hygiene of villagers
remains difficult to quantify therefore that it involves STs frequently found in humans (ST1 to
ST4) as in the present study. Finally, there is a concern that water should be a main source of
infection by Blastocystis sp. although large-scale waterborne outbreaks involving the parasite
have not yet been documented. Ability of Blastocystis sp. cysts, the only transmissible stage
of this parasite to survive for long periods of time in the environment together with their low
size [1,15] represent some factors that favor waterborne transmission of the parasite. In 2006,
Blastocystis sp. has also been added by the World Health Organization to the list of
waterborne parasites [63]. Blastocystis sp. was previously reported in drinking water, rivers,
tanks, and sewage samples [11,12,14,15,64]. Interestingly, in these latter studies, the same
STs were identified in both the water samples and the stools of consumers providing evidence

for water transmission. In the Senegalese villages of the present study, river and wells

16



378  represent the main water sources for drinking and cooking purposes as well as for bathing of
379  the population. Consequently, water sources of this community potentially contaminated with
380 human and animal feces, may largely facilitate transmission of Blastocystis sp. and should be
381  considered as serious potential threats to consumers. Further, the analysis of fecal samples
382  from animals living in or near the Senegalese villages and of water samples would help to
383  confirm their epidemiological importance as sources of infection and contamination for

384  inhabitants.

385

386  Conclusions

387  To our knowledge, this is the first investigation of prevalence and ST distribution of

388  Blastocystis sp. in Senegal that, moreover, greatly expands the few data available on

389  molecular epidemiology of this parasite in Africa. In this country, the prevalence of

390  Blastocystis sp. in a cohort of children living in a rural area reached a peak of 100% never
391 achieved before. Such high prevalence may reflect different exposure of individuals to animal
392  (zoonosis) and environmental (waterborne) sources of infection together with large-scale

393  human-to-human transmission. This study also raises questions about the real pathogenicity of
394  Blastocystis sp. since more than half of children infected by this parasite presented various
395  gastrointestinal symptoms and highlights the socioeconomic impact of blastocystosis in

396  developing countries with low environmental conditions and quality of life. Finally, this

397 epidemiological survey provides necessary information to public health authorities for

398  urgently setting prevention (water quality assessments and primary education of dwellers

399  regarding the modes of transmission) and control programs that should help to reduce the

400  burden of Blastocystis sp.

401

402  List of abbreviations
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621  Figure legends

622

623  Figure 1. Distribution of Blastocystis sp. STs across African countries. In the case of Senegal,
624  distribution of STs in mixed infections indicated by an asterisk in the histogram was detailed.

625
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Table 1 Clinical data and Blastocystis sp. STs among symptomatic and asymptomatic patients in Senegal

Patients Sex/age Symptoms Blastocystis sp. ST by Nucleotide Blastocystis sp. ST  Accession no.
non-qPCR* differences” by qPCR

DSSI1 M/6.2 Abdominal pain 1 KF848509

DSS2 F/5.9 Abdominal pain 3 (Sc) 0 KF848510
Diarrhea

DSS3 M/6.8 3 (Sc) KF848511

DSS4 F/6.1 Abdominal pain 1 (Sc) KF848512
Vomiting

DSS5 M/8.3 3 KF848513

DSS6 M/7.3 Abdominal pain 1 (Sc) KF848514
Diarrhea

DSS7 F/5.9 3 KF848515

DSS8 M/6.8 Abdominal pain 1 (Sc) KF848516
Vomiting

DSS9 F/9.2 Abdominal pain 3 KF848517

DSS10 M/9.7 Vomiting 3 (Sc) 0 KF848518

DSSI11 F/10 Diarrhea 3 (Sc) KF848519
Vomiting

DSS12 M/8.8 Abdominal pain 3 KF848520
Vomiting
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DSS13
DSS14
DSS15
DSS16
DSS17
DSS18
DSS19
DSS20
DSS21
DSS22
DSS23
DSS24
DSS25
DSS26
DSS27
DSS28
DSS29
DSS30
DSS31
DSS32
DSS33

F/8.6
M/7
F/7.7
M/6.9
F/7.7
F/6.1
M/8.7
M/9.7
F/6
M/10.1
M/7.7
F/6.4
F/9.6
F/6.5
M/7.2
M/8
F/7.3
M/5.8
F/8.6
M/6.6
M/7.7

Abdominal pain

Abdominal pain
Abdominal pain

Abdominal pain

Abdominal pain

Abdominal pain

Abdominal pain

Abdominal pain

Abdominal pain

1 (Sc)
2 (Se)
2 (Se)

3 (Sc)

2 (Sc)

1 (Sc)

3 (Sc)

Mixed 2 and 3 (P)

1 (Sc)

Mixed 3 and 4 (Sc)
Mixed 1, 2 and 3(Sc)
3 (Sc)

3 (Sc)

2 (Sc)
3 (Sc)
Mixed 2 and 3 (Sc)

29

0tol4

Oto 4

KF848521
KF848522
KF848523
KF848524
KF848525
KF848526-7
KF848528
KF848529
KF848530
KF848531
KF848532-3
KF848534
KF848535-7
KF848538-40
KF848541
KF848542
KF848543
KF848544
KF848545
KF848546
KF848547-8



DSS34
DSS35
DSS36
DSS37
DSS38

DSS39
DSS40

DSS41
DSS42

DSS43
DSS44
DSS45

DSS46
DSS47
DSS48

M/9.5
M/7.7
F/5.9
M/7.4
F/9.7

F/9.8
F/9.9

F/9.7
F/10.2

M/9.3
M/10
F/8.9

F/10.2
F/10
M/9.8

Vomiting
Abdominal pain
Abdominal pain

Abdominal pain
Diarrhea
Vomiting
Abdominal pain
Abdominal pain
Diarrhea
Vomiting
Vomiting
Abdominal pain

Diarrhea

Abdominal pain

Abdominal pain

Abdominal pain

3 (Sc)
3 (Sc)
3 (Sc)
2 (Sc)
1 (Sc)

2 (Sc)

3 (Sc)
1 (Sc)

2 (Sc)
3 (Sc)
3 (Sc)

3 (Sc)
3 (Sc)
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Oto 14

KF848549
KF848550
KF848551
KF848552
KF848553

KF848554
KF848555

KF848556

KF848557

KF848558
KF848559

KF848560-1

KF848562
KF848563
KF848564



DSS49 F/10 2 (Sc) KF848565

DSS50 F/10.2 1 KF848566
DSS51 M/9.4 1 (Sc) KF848567
DSS52 M/9 Abdominal pain 1 (Sc) KF848568
DSS53 F/8.1 1 (Sc) KF848569
DSS54 M/8.5 Mixed 1 and 2 (Sc) 0 KF848570-1
DSS55 M/9.1 Abdominal pain 3 (Sc) KF848572
DSS56 F/8.6 1 (Sc) KF848573
DSS57 F/9.7 Abdominal pain 2 (Sc) KF848574
DSS58 M/9.3 Abdominal pain 2 (Sc) KF848575
DSS59 M/8.9 Abdominal pain 3 (Sc) KF848576
DSS60 F/8.8 3 (Sc) KF848577
DSS61 M/9.9 1 KF848578
DSS62 F/9.5 Abdominal pain 1 KF848579
DSS63 M/8.5 Abdominal pain 1 (Sc) KF848580
DSS64 M/6.2 Abdominal pain 3 (Sc) KF848581
DSS65 M/9.8 1 (Sc) KF848582
DSS66 F/9.9 Abdominal pain 2 (Sc) KF848583
DSS67 F/6.1 Abdominal pain Mixed 1 and 4 (Sc) 0 KF848584-5
DSS68 F/6.1 1 (Sc) 0 KF848586
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DSS69
DSS70
DSS71
DSS72

DSS73
DSS74
DSS75
DSS76
DSS77
DSS78
DSS79
DSS80
DSS81
DSS82
DSS8&3
DSS8&4
DSS85

DSS86
DSS87

F/6.8
F/7.8
F/6.7
M/6

F/7
M/8.5
M/5.9
M/8.1
M/6.6
M/6.9
M/8.4
M/6.1
F/5.9
F/9.8
M/6.4
F/9.2
F/6.8

F/6.6
M/9.9

Abdominal pain
Abdominal pain
Abdominal pain
Vomiting

Abdominal pain

Abdominal pain
Abdominal pain
Abdominal pain

Abdominal pain

Abdominal pain

Abdominal pain

Abdominal pain
Vomiting

Abdominal pain
Abdominal pain

3 (Sc)

3 (Sc)

3 (Sc)

3 (Sc)

3 (Sc)

Mixed 2 and 3 (Sc)

3 (Sc)

2 (Sc)
3(P)

Mixed 1, 2 and 3 (P)

3(P)
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2to 12

Oto 11

o

3to 5

KF848587
KF848588
KF848589
KF848590

KF848591
KF848592
KF848593
KF848594
KF848595-7
KF848598
KF848599-600
KF848601
KF848602-3
KF848604
KF848605
KF848606
KF848607-9

KF848610-2
KF848613
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630

DSS88 M/9.5 1 (P) Oto1 KF848614-5

DSS8&9 F/9.1 Diarrhea 3(P) 0 KF848616

DSS90 F/9.5 3(P) Oto 1 KF848617-8

DSS91 F/9.4 1 (P) 0to3 KF848619-20

DSS92 F/6.1 Abdominal pain 3(P) 0to3 KF848621-2
Diarrhea

DSS93 M/6 3(P) Oto 1 KF848623-4

*According to the standard terminology including 17 STs [2]; (Sc) and (P): non qPCRs using the primer pair described by Scicluna et al.
[40] and Poirier et al. [20], respectively.

"Determined in the common region of clones belonging to the same ST and sequenced for each sample
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Table 2 Single and mixed ST infections with Blastocystis sp. identified in the Senegalese cohort

Blastocystis sp. STs

Villages Total no.
ST1 ST2 ST3 ST1/ST2 ST1/ST4 ST2/ST3  ST3/ST4 ST1/ST2/ST3
Agniam Towguel 5 2 9 0 0 0 0 1 17
Niandane 13 5 17 1 1 1 0 0 38
Fanaye Diery 7 8 19 0 0 2 1 1 38
Total no. 25 15 45 1 1 3 1 2 93

Table 3 Blastocystis sp. ST distribution among Senegalese villages

Blastocystis sp. STs (%)

Villages Total no.
ST1 ST2 ST3 ST4
Agniam Towguel 6 3 10 0 19
Niandane 15 7 18 1 41
Fanaye Diery 8 11 23 1 43
Total no. (%) 29 (28.1)  21(20.3) 51(49.5) 2(1.9) 103

Table 4 Distribution of Blastocystis sp. STs among symptomatic and asymptomatic children groups

Blastocystis sp. STs (%)

Group STI ST2 ST3 Mixed infections Total no.
Symptomatic 13 (24) 7 (13) 28 (52) 6 (11) 54
Asymptomatic 12 (31) 8 (20) 17 (44) 2(5) 39
Total no (%) 25 (27) 15 (16) 45 (48) 809 93
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L.5. Analyse de la population totale en France

Préambule : Cette étude fait ’objet d’une publication en cours de rédaction pour soumission

au journal « Eurosurveillance ».

1.5.1. Introduction

Les données de prévalence concernant Blastocystis sp. sont maintenant disponibles dans
de nombreux pays a travers le monde mais restent curieusement assez limitées dans les pays
européens et en particulier en France. Aussi, dans le cadre d’une collaboration nationale
incluant 11 centres hospitaliers répartis sur tout le territoire frangais, une large étude
épidémiologique coordonnée par BDPEE a été menée visant a (i) déterminer la prévalence et
la distribution des STs du parasite, (ii)) mettre en évidence d’éventuelles variations
géographiques ou saisonniéres et (iii) rechercher les facteurs de risques liés au portage de

Blastocystis sp.

1.5.2. Matériels et méthodes et résultats

Cette partie est résumée dans le rapport d’étude qui suit et qui a été envoyé en date du

15 Juillet 2014 a chacun des centres partenaires de cette étude.
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Enquéte épidémiologique
Blastocystis sp.

Centres participants

Référents

Besangon — Dr Anne-Pauline Bellanger
Créteil - Dr Francoise Botterel
Clermont-Ferrand — Dr Philippe Poirier
Lille — Dr Laurence Delhaes

Lyon — Dr Meja Rabodonirina RAP P O RT
Montpellier — Pr Patrick Bastien

Nantes — Dr Florent Morio
Nice — Dr Christelle Pomares
Nimes — Dr Laurence Lachaud D ) E T U D E

Strasbourg — Pr Ermanno Candolfi

Tours — Dr Guillaume Desoubeaux

—

Coordinateurs

Dr Eric Viscogliosi — Institut Pasteur Lille
eric.viscogliosi@pasteur-lille.fr

Dr Laurence Delhaes — CHU Lille EtUdiantS lmpllquéS

Laurence.Delhaes@pasteur-lille.fr

Dima El Safadi — Institut Pasteur Lille

Dr Philippe Poirier — CHU Clermont-Ferrand
ppoirier@chu-clermontferrand.fr Amandine Cian — Institut Pasteur Lille
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Description de I’étude et objectifs

Blastocystis sp. est un parasite unicellulaire anaérobie appartenant au phylum des
Straménopiles. Ce parasite intestinal est retrouvé chez I’homme et d’autres mammiféres, mais
¢galement chez les oiseaux, les batraciens, les reptiles et les insectes. A 1’heure actuelle, au
moins 17 sous-types (STs) de Blastocystis sp. ont été décrits sur la base de la comparaison
des séquences du geéne codant I’ARNr 18S. Un méme ST peut infecter différents hotes,
méme s’il existe une distribution préférentielle des STs au sein du régne animal. Ainsi, bien
que les ST1 a ST9 aient été retrouvés chez ’homme, les ST1 a ST4 sont les plus
fréquemment isolés, le ST3 étant le principal ST humain. Néanmoins, des différences de
distribution entre ces STs sont observées, que ce soit entre les continents ou les pays, et
méme entre les régions d’un méme pays. Ainsi, lors d’une é¢tude menée au CHU de Lille en
2009 sur 40 isolats de Blastocystis, le ST3 était classiquement retrouvé comme le ST
majoritaire (Souppart et al. 2009) alors qu’une étude menée a Clermont-Ferrand rapportait
une forte prévalence du ST4 (Poirier et al. 2011).

Différents travaux ont montré que la prévalence de Blastocystis sp. chez ’homme
variait selon les régions du monde, I’age des patients ou encore leur statut immunitaire. La
notion de voyage semble également étre un point clé. Néanmoins, il n’a encore jamais
¢été réalisé d’étude a grande échelle dans un pays a haut niveau socio-économique tel que la
France. De plus, la plupart des études publiées utilisent des techniques microscopiques ou
culturales dont la sensibilité variable peut largement sous-estimer la prévalence réelle de la
parasitose. En effet, la PCR constitue a I’heure actuelle la méthode de référence pour la
recherche de Blastocystis sp.

Les objectifs de cette enquéte épidémiologique étaient (i) d’étudier la prévalence de
Blastocystis sp. en France par PCR en temps réel sur un nombre significatif d’échantillons de
selles collectés dans différentes régions géographiques, (ii) d’établir une cartographie
globale de la distribution des STs en France, mais également d’étudier les différences entre
régions de recrutement et (iii) de rechercher les facteurs de risques associés au portage de

Blastocystis sp. a partir des données épidémiologiques relatives a chaque isolat.
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Matériels et méthodes

Echantillons de selles. Chaque centre participant a collecté prospectivement des
¢chantillons de selles du 28/12/2013 au 21/03/2013 (campagne d’hiver) et du 01/07/2013 au
12/10/2013 (campagne d’été). Pour chaque échantillon de selles, Blastocystis sp. a été
recherché par microscopie dans chacun des laboratoires participants et un questionnaire
épidémiologique a été complété (Annexe 3). Un échantillon de chaque selle a été suspendu
dans du tampon de conservation S.T.A.R Buffer (Roche) avec un ratio de 1:3 selon les
recommandations du fabricant. Ces aliquots ont €té congelés a -20°C puis adressés a I’Institut
Pasteur de Lille.

Extractions d’ADN. Aprés centrifugation 1 min a 1000 g des selles conservées en
S.T.A.R Buffer, I’ADN total a été extrait a partir de 200 ul de surnageant de selles a I’aide du
QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen) selon les recommandations du fabricant. Un volume
d’élution de 100 pul a été utilisé. Les extraits d’ADNs ont ensuite €été conservés a -20°C
jusqu’a leur utilisation

Recherche de Blastocystis sp. par PCR en temps réel. La recherche de Blastocystis
sp. a ¢été réalisée selon la méthode décrite par Poirier et al. (2011). Cette PCR cible une
séquence d’environ 330 pb du géne codant I’ARNr 18S. Brievement, les PCRs ont été
réalisées sur un appareil Rotorgene 6000 (Corbett Life Science) dans un volume final de 20
ul contenant 0,5 uM de chaque primer (BL18SPPF1 5’-
AGTAGTCATACGCTCGTCTCAAA-3> et BLI18SR2PP 5’-TCTTCGTTACCCGTTAC
TGC-37), 3,65 mM de MgCl2, 1X de LC-FastStart DNA Master SYBR green kit (Roche
Diagnostics) et 1 ul d’ADN. Aprés une dénaturation de 5 min a 95°C, ’amplification a été
réalisée par 45 cycles de 5 sec a 95°C, 10 sec a 68°C et 15 sec a 72°C.

Sous-typage des isolats. Les produits de PCR ont été séquencés dans les 2 sens par la
société Beckman Coulter Genomics (Essex, Royaume-Uni). Les séquences obtenues ont été
analysées par le logiciel BioEdit v7.0.1 (http://www.mbio.ncsu.edu:BioEdit/bioedit.html) et
soumises a la base de données GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Ces
séquences ont été comparées a I’aide du programme BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) a celles d’isolats de Blastocystis sp. disponibles dans
la base de données GenBank et de STs connus. Cette comparaison nous a permis de
déterminer le ST des isolats positifs. Les séquences présentant une superposition de

chromatogrammes ont été considérées comme des infections mixtes par 2 STs parasitaires.
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Analyse statistique. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Stata
(version 13, StataCorp, College Station, USA). Les données qualitatives sont exprimées en
effectifs et fréquences associées et sont comparées entre groupes indépendants par le test du
Chi2 ou le test exact de Fisher. Les données quantitatives, exprimées par la moyenne et écart-
type associé, sont comparées entre les groupes par le test de Student ou le test de Mann-
Whitney (si conditions du t-test non respectées : normalité vérifiée par test de Shapiro-Wilk
et homoscédasticité par le test de Fisher-Snedecor). Tous les tests statistiques sont bilatéraux

et un p<0,05 est considéré comme significatif.

Résultats

1. Description de la population

1.1. Cohorte

Au total, 788 échantillons de selles ont été collectés lors des 2 campagnes (Tableau 1).

Nombre d'échantillons
Centres

Hiver Eté Total
Besancon 48 41 89
Clermont-Ferrand 50 50 100
Créteil 29 29 58
Lille 30 21 51
Lyon 38 44 82
Montpellier 30 29 59
Nantes 49 42 91
Nice 33 30 63
Nimes 30 - 30
Strasbourg 50 48 98
Tours 30 37 67
Total 417 371 788

Tableau 1 : Nombre d’échantillons collectés par centre.
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Le sexe ratio H/F de la population étudié était de 1,37 (456 hommes et 332 femmes) avec

un 4ge moyen de 45,7+21,3 ans.

1.2. Voyage
Au moins 178 échantillons de selles provenaient de patients ayant voyagés en dehors de

la France durant I’année précédente (Tableau 2).

Non Oui Données manquantes

Voyage <lan 457 178 153

Tableau 2 : Nombre de patients ayant voyagés ou non I’année précédente.

1.3. Statut immunitaire des patients

Dans notre cohorte, 44,5% des échantillons de selles étaient issus de patients
immunocompétents (351/788) et 48,0% de patients présentant un facteur
d’immunodépression (378/788). Les facteurs d’immunodépression répertoriés (Tableau 3)
¢taient une sérologie VIH positive, un antécédent de transplantation d’organe solide ou de
moelle osseuse, un contexte de néoplasie (y compris hémopathies) et la présence d’un

traitement immunosuppresseur.

Données
Immunodéprimés Immunocompétents
manquantes
Statut immunitaire 378 351 59
VIH 58
TOS 95
IS 131
GMO 65
Cancers / hémopathies 34

TOS : Transplantation d’organe solide 1S : traitement immunosuppresseur ;GMO : greffe
de moelle osseuse.

Tableau 3 : Statut immunitaire des patients et facteurs d’immunodépression.

1.4. Pathologies intestinales connues
Au total, 5,1% (40/788) des patients recrutés présentaient un antécédent connu de
pathologie intestinale chronique, dont 3,2% de maladies inflammatoires chroniques

intestinales et 1,9% de syndromes de I’intestin irritable.
yn
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1.5. Aspect macroscopique des selles collectées
Sur les 788 selles collectées (Tableau 4), 26,1% (206/788) présentaient un aspect moulé,

25,3% étaient liquides, 43,4% molles et seulement 3,3% étaient dures.

Liquide | Molle Moulée Dure | Données manquantes

Aspect des selles 199 342 206 26 15

Tableau 4 : Aspect macroscopique des selles collectées pendant I’étude.

1.6. Symptomatologie digestive des patients inclus dans I’étude

Sur les 63,7% (502/788) de patients présentant une symptomatologie digestive (Tableau 5),
52,4% (413/788) se plaignaient de diarrhées, 29,9% (236/788) de douleurs abdominales,
6,7% (53/788) de ballonnements, 3.6% (28/788) de constipation et 3,3% (26/788) de

vomissements.
Oui Non Données manquantes

Symptomes digestifs 502 234 52

Douleurs abdominales 236

Diarrhées 413

Ballonnements 53

Constipation 28

Vomissements 26

Tableau 5 : Symptomes digestifs.

2. Blastocystis sp.

2.1. Prévalence de Blastocystis sp. et distribution selon la saison

La prévalence globale de Blastocystis déterminée par PCR était de 18,3% (144/788,
Tableau 6). Le diagnostic microscopique présentait une sensibilit¢ de 45,8%
comparativement a la PCR (tous les échantillons positifs en microscopie étaient positifs

par PCR).
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Données
Négatifs (%) Positifs (%)
manquantes
Blastocystis sp. par microscopie 700 (91,4) 66 (8,6) 22
Blastocystis sp. par PCR (total) 644 (81,7) 144 (18,3) 0
Eté 284 (76,5) 87 (23,5) 0
Hiver 360 (86,3) 57 (13,7) 0

Tableau 6 : Prévalence de Blastocystis sp. (microscopie et PCR)

La prévalence de Blastocystis sp. en ¢été (23,5%) était significativement plus élevée
(p<0,001) qu’en hiver (13,7%). L’analyse multivariée a confirmé I’effet de la saison sur
la prévalence de Blastocystis sp. (p=0,01).

Les prévalences de Blastocystis sp. déterminées par PCR pour chaque centre sont

indiquées dans le Tableau 7 et schématisés dans la Figure 1.
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Nombre Prévalence (%)

Tous centres 144 18,3
Hiver 57 13,7
Eté 87 23,5
Besancon 16 18,0
Hiver 7 14,6
Eté 9 22,0
Clermont-Ferrand 10 10,0
Hiver 4 8,0
Eté 6 12,0
Créteil 8 13,8
Hiver 1 3,4
Eté 7 24,1
Lille 21 41,2
Hiver 12 40,0
Eté 9 42,9
Lyon 15 18,3
Hiver 7 18,4
Eté 8 18,2
Montpellier 13 22,0
Hiver 5 16,7
Eté 8 27,6
Nantes 18 19,8
Hiver 5 10,2
Eté 13 31,0
Nice 10 15,9
Hiver 3 9,1
Eté 7 23,3
Nimes 2 6,7
Hiver 2 6,7
Eté - -
Strasbourg 24 24,5
Hiver 9 18,0
Eté 14 31,3
Tours 7 10,4
Hiver 2 6,7
Eté 5 13,5

Tableau 7 : Prévalence globale et centre par centre de Blastocystis sp. (PCR).
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Figure 1 : Prévalence globale et centre par centre de Blastocystis sp. (prévalence totale,

en hiver et en été).
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2.2. Distribution de Blastocystis sp. selon I’age

Les patients porteurs de Blastocystis sp. étaient significativement moins agés que les patients
non porteurs (43,0+£21,1 versus 48,9£21,1 ans, p=0,003). Une analyse en sous-groupes (0 a
14 ans, 15 a 49 ans et >50 ans) montre une prévalence significativement plus élevée de
Blastocystis sp. dans le groupe d’age allant de 15 a 49 ans (22,2%, p=0,01 procédure de
Marascuillo), comparativement au groupe des plus de 50 ans (18,2%). Le groupe des 0 a 14
ans présentait une prévalence supérieure (26,3%) mais non statistiquement significative
probablement du fait d’'un manque de puissance li¢ aux effectifs. Un découpage par
tranches d’ages de 5 ou 10 ans montre un pic de prévalence chez les enfants entre 5 et 9
ans (Figure 2).

Le lien entre Blastocystis et dge n’était pas retrouvé en analyse multivariée du fait d’une

interaction forte entre les variables age et voyage (voir chapitre Blastocystis sp./voyage).

Prévalence (%)
—_— = NN W W N
hnh O W O Wh O© Wnh O
1 1 1 1 1 1 ]

o

Uil

-9 10-14 15-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 >=70

Tranches d'age (an)

Figure 2: Prévalence de Blastocystis sp. selon I’dge. Les étiquettes de données

indiquent I’effectif de chaque groupe
2.3. Distribution de Blastocystis sp. selon le sexe
Nos résultats ne montrent aucune association (p=0,29) entre la prévalence de Blastocystis

sp. chez les femmes (16,6%) et les hommes (19,5%), quel que soit I’age considéré.

2.4. Distribution de Blastocystis sp. selon la catégorie socio-professionnelle
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Nous n’avons pas pu mettre en relation la prévalence de Blastocystis sp. avec la catégorie
socio-professionnelle (étudiant, ouvrier ou équivalent, cadre ou équivalent, sans emploi,
retraité¢) a laquelle appartenaient les patients. Les patients travaillant dans le milieu de la
restauration n’étaient pas significativement plus porteurs de Blastocystis sp. (22,2%) que les

patients exercant d’autres professions (18,8%).

2.5. Distribution de Blastocystis sp. et la présence d’un animal de compagnie
La prévalence de Blastocystis sp. chez les patients possédant un animal de compagnie n’était
pas significativement supérieure aux patients n’en possédant pas (21,9% versus 19,7%,

p=0,61).

2.6. Relation entre Blastocystis sp. et voyage

Les patients ayant voyagés récemment (<1 an) présentaient une prévalence de Blastocystis
sp. significativement plus élevée que les patients n’ayant pas voyagés (27,5% versus 14,7%,
p<0,001). L analyse multivariée a confirmé cette association entre prévalence de Blastocystis
sp. et voyage (p=0,003). Nous n’avons pas pu relier la destination de ce voyage (Afrique,
Asie, Amérique du Nord, Amérique du Sud, Océanie, Europe) avec un risque accru de
portage du parasite. Bien que non statistiquement significatif, les patients ayant réalisés de
multiples voyages au cours de la derniére année présentaient une prévalence plus élevée

que les patients n’ayant voyagé qu’une seule fois (33,3% versus 25,7%, p=0,43).

2.7. Charge parasitaire déterminée par PCR

La quantité de Blastocystis sp. par gramme de selles a été déterminée par PCR. Cette charge

2 7
parasitaire allait de moins de 10 Blastocystis sp./g de selles a >10 Blastocystis sp./g de

selles (Tableau 8). La sensibilit¢ de la microscopie était de moins de 20% pour des
3
charges parasitaires inférieures a 10 parasites/g de selles et atteignait plus de 50% pour

7
des charges supérieures a 10 parasites/g de selles (Figure 3).
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Charge parasitaire <10” | 10%-10° | 10°-10* | 10*-10° | 10°-10° | 10°-107
Nombre d’échantillons 31 20 13 22 40 18
Microscopie positive 3 5 6 12 15 10
Microscopie négative 28 15 7 10 25 8
Microscopie : données manquantes | 0 3 1 0 0 0
% de positifs en microscopie 9,7 25,0 46,2 54,5 37,5 55,6
Tableau 8 : Charge parasitaire et résultats de microscopie.
Nombre 45 1 r 100 i
' . % de positifs en
d echantlllons40 | o0 microscopie
35 - - 80
- 70
30 -
- 60
25 A
- 50
20 ~
- 40
15 A
- 30
10 - L 20
5 - 10
0 - -0

<10”2

1072-10"3

1073-10"4

1074-10"5

1045-10"6

Charge parasitaire calculée par PCR

1076-10~7

Figure 3: Distribution de la charge parasitaire des échantillons positifs pour

Blastocystis sp. et sensibilité de la microscopie.

2.8. Distribution des sous-types (STs) de Blastocystis sp.
Les sous-types ST1, ST2, ST3, ST4, ST6 et ST7 ont été retrouvés lors de 1’étude (Tableau 9,

Figure 4). Deux infections mixtes ont été détectées.
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Sous-types n(%) ST1

Tous les centres 28 (19,4) 18 (12,5) 61 (42,4) 28 (19,4) 3 (2,1)
14 (24,1) 7 (12,1)

hiver

été
Besancon
hiver

été
Clermont-Fd
hiver

été
Créteil
hiver

été

Lille
hiver

été

Lyon
hiver

été
Montpellier
hiver

été
Nantes
hiver

été

Nice
hiver

été

Nimes
hiver

été
Strasbourg
hiver

éte

Tours
hiver

été

14 (15,9) 11 (12,5) 40 (45,5) 19 (21,6)

1(6,3)
0 (0)
1(11,1)
1 (10,0)
1(25)
0 (0)

2 (25,0)
1 (100)
1(14,3)
6 (28,6)
4 (33,3)
2(22,2)
4 (26,7)
3 (42,5)
1 (12,5)
1(7,7)
0 (0)

1 (12,5)
3 (16,7)
0 (0)
3(23,1)
0 (0)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

/

6 (25,0)
3 (30,0)
3 (21,4)
4 (57,1)
2 (100)

2 (40,0)

RESULTATS

ST2

3 (18,8)
2 (28,6)
1(11,1)
0(0)

0 (0)

0 (0)
0(0)

0 (0)

0 (0)

2 9,5)
1(8,3)
1(11,1)
3 (20,0)
1 (14,3)
2 (25,0)
4 (30,8)
2 (40,0)
2 (25,0)
1(5,6)
0(0)
1(7,7)
2 (20,0)
1 (33,3)
1 (14,3)
0(0)
0(0)

/

3 (12,5)
0 (0)

3 (21,4)
0 (0)

0 (0)

0 (0)

ST3

23 (39,7)

5 (31,3)
3 (42,9)
2 (22,2)
3 (30,0)
1(25)
2 (33,3)
6 (75,0)
0 (0)

6 (85,7)
6 (28,6)
3 (25,0)
3 (33,3)
6 (40,0)
2 (28,6)
4 (50,0)
6 (46,2)
3 (60,0)
3 (37,5)
6 (33,3)
3 (60,0)
3(23,1)
8 (80,0)
2 (66,7)
6 (85,7)
2 (100,0)
2 (100,0)
/

11 (45,8)
4 (40,0)
7 (50,0)
2 (28,6)
0 (0)

2 (40,0)

ST4

9 (15,5)

6 (37,5)
2 (28,6)
4 (44,4)
5 (50,0)
1 (25)
4 (66,7)
0 (0)

0 (0)

0 (0)

6 (28,6)
3 (25,0)
3(33,3)
0 (0)

0 (0)

0 (0)

2 (15,4)
0 (0)

2 (25,0)
5 (27,8)
1 (20,0)
4 (30,8)
0 (0)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

/

3 (12,5)
2 (20,0)
1(7,1)
1(14,3)
0 (0)

1 (20,0)

STé6

2 (3,4)
1 (1,1)
0(0)
0 (0)
0 (0)

1 (10,0)
1 (25)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
1(4,8)
1(8,3)
0(0)
1(6,7)
0(0)

1 (12,5)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

/

0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)

0(0)

ST7

3(2,1)
2 (3,4)
1(1,1)
0 (0)

0 (0)

0 (0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

0 (0)

0 (0)
0(0)

0 (0)
0(0)
1(6,7)
1 (14,3)
0 (0)
0(0)
0(0)
0(0)

2 (11,1)
1 (20,0)
1(7,7)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

0 (0)

/

0 (0)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

Infections
mixtes
2(14)
0 (0)
2(23)
1(6,3)
0(0)
1(11,1)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0(0)
0(0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0(0)
0(0)
0(0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)

1 (5,6)
0(0)
1(7,7)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0(0)

/

0(0)
0(0)
0 (0)
0(0)
0 (0)

0 (0)

Tableau 9 : Distribution des STs de Blastocystis sp.
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EST1 mST2 mST3 mST4 mST6 mST7 minfection mixte

100

90 -

80

70 -

60

50 -

40

30

Prévalence de chaque ST (%)

20 |

Figure 4 : Distribution des sous-types de Blastocystis sp.

Il n’a pas été mis en évidence de différence de distribution des STs selon la saison de

recrutement (Figure 5).
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Figure 5 : Distribution des sous-types de Blastocystis sp. selon la saison
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Dans notre étude, il n’y pas de relation significative entre le ST de Blastocystis sp. et la

charge parasitaire dans les selles (Figure 6).

100

m<]10"2 H107°2-10"3
80 1  m1073-10n4 ®10M4-10M5
E1075-1006  ®10°6-10"7

Pourcentage (%)

N ) ” > o A $
M
Sous-types

Figure 6 : Relation entre sous-type et charge parasitaire

Le diagnostic microscopique (Figure 7) semble induire une surestimation de la prévalence de

ST1 (qui n’est pas liée a de plus fortes charges parasitaires du ST1, voir Figure 6).

45 -
40 - = microscopie
35

mqPCR
15 -
10
5
o - : : : : I -
&T1 5T2 5T3 5T4 &Ta sT7

Mixte

Lt
=
I

Prévale mee (%)
k3 k2
= h

Figure 7 : Impact de la méthode diagnostic sur la prévalence de chaque sous-type de

Blastocystis sp. déterminée au sein de la méme population
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2.9. Relation entre la prévalence de Blastocystis sp. et le statut immunitaire des patients

Les patients immunodéprimés (toutes causes confondues, Tableau 10) présentaient une

prévalence de Blastocystis sp. significativement inférieure a celle des immunocompétents

(p<0,001). L’analyse multivariée a confirmé cette observation (p=0,001). L’analyse selon le

type d’immunodépression montrait que ce fait restait vrai chez les patients transplantés

d’organes solides, traités par immunosuppresseurs et greffés de moelle osseuse. En

revanche, cette différence n’était pas significative chez les patients VIH positifs et les patients

présentant un processus tumoral. Une explication a ces plus faibles prévalences pourrait étre

que dans notre cohorte les patients immunodéprimés ont moins voyagé que les

immunocompétents, a I’exception des patients VIH (Figure 8).

Blastocystis sp. —  Blastocystis sp. + Données
Statut 0 (%) n (%) p value manquantes
Immunodéprimés oui 331 (87,6) 47 (12,4)
) <0,001 59
(toute cause possible) non 266 (75.8) 85 (24,2)
oui 48 (82,8 10 (17,2
VIH (82,8) (17.2) 0,86
non 549 (81,8) 122 (18,2)
Transplanté d'organe oui 83 (87,4) 12 (12,6) 0.14
solide non 514 (81,1) 120 (18,9) ’
Traitement par oui 120 (91,6) 11 (8,4) 0.001
immunosupresseurs non 477 (79,8) 121 (20,2) ’
Greffe de moelle oui 60 (92,31) 5,7 0.00
osseuse non 537 (80,9) 127 (19,1) ’
oui 31(91,2) 3 (8,8
Cancer 0,15
non 566 (81,4) 129 (18,6)

Tableau 10 : Prévalence de Blastocystis sp. chez les patients immunodéprimés
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Sujets aynt voyagés (%)
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Figure 8: Fréquence des voyages (<1 an) dans chaque groupe de patients. TOS :

Transplantation d’organe solide ; IS : traitement immunosuppresseur ; GMO : greffe de

b

moelle osseuse.

2.10. Prévalence de Blastocystis sp. et maladies intestinales
La prévalence de Blastocystis sp. a été étudiée chez les 25 patients présentant une maladie
inflammatoire chronique intestinale (MICI) et les 15 patients souffrant du syndrome de

I’intestin irritable (SII). Aucune différence significative n’a été retrouvée probablement du
fait des faibles effectifs analysés (Tableau 11).

Blastocystis sp. — Blastocystis sp. + Données
Statut p value
n (%) n (%) manquantes
oul 22 (88,0) 3(12)
MICI 0,41 8
non 616 (81,6) 139 (18,4)
oul 12 (80,0) 3 (20,0
SII ) 0,88 55
non 585 (81,5) 133 (18,5)

Tableau 11 : Prévalence de Blastocystis sp. chez les patients MICI et SII

2.11. Blastocystis sp. et signes cliniques

La principale limitation a cette analyse est ’absence de données bactériologiques et virales.
Par ailleurs, chez les patients porteurs d’une autre parasitose intestinale, la prévalence de

Blastocystis sp. était significativement plus élevée (40,0% versus 16,2%, p<0,001).
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Bien que non significatif, les patients porteurs de Blastocystis sp. présentaient plutot des

selles dures ou moulées (Figure 9).

30

N o]
o [

-
(@]
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% de selles positives pour
Blastocystis par gPCR
o S

liquide
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moulée
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Aspect macroscopique de la selle

Figure 9 : Prévalence de Blastocystis sp. selon I’aspect de la selle

Le signe clinique digestif associé¢ au portage de Blastocystis sp. était la présence de douleurs

abdominales (Tableau 12). On retrouvait également une tendance a la présence de

ballonnements. Les Figures 10 et 11 détaillent les valeurs de charges parasitaires ainsi que la

distribution des STs associés aux douleurs abdominales et aux ballonnements.

Symptémes digestifs oui

(tout confondu)

Douleurs
abdominales

Ballonements
Diarrhées
Constipations

Vomissements

non
oui
non
oui
non
oui
non
oui
non
oui
non

Blastocystis —

n (%)
409 (81,5)
196 (83,8)
181 (76,7)
424 (84,8)
39 (73,6)
566 (82,9)
342 (82,8)
263 (81,4)
23 (82,1)
582 (82,2)
22 (84,6)
583 (82,1)

Blastocystis +

n (%)
93 (18,5)
38 (16,2)
55 (23,3)
76 (15,2)
14 (26,4)
117 (17,1)
71 (17,2)
60 (18,8)

5(17,9)
126 (17,8)
4(15,4)
127 (17,9)

p value

0,45
0,007

0,09

2

0,63

1

0,99

2

0,74

1

Données
manquantes

52

Tableau 12 : Signes cliniques digestifs et prévalence de Blastocystis sp.
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Figure 10 : Charge parasitaire et symptomes associés au portage de Blastocystis sp.
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Figure 11 : Distributions des STs selon les principaux symptomes associés au portage

de Blastocystis sp.
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1.5.3. Conclusions

Cette ¢tude épidémiologique mettant en jeu différents centres hospitaliers est a notre
connaissance la premi¢re menée a grande échelle en France visant a déterminer la prévalence
et la distribution des différents STs de Blastocystis sp. dans la population totale. Sur 788
¢chantillons de selle testés, 144 se sont avérés positifs pour le parasite par PCR en temps réel
soit une prévalence de 18,3% ce qui est loin d’étre négligeable. Cette prévalence est plus
forte en été (23,5%) qu’en hiver (13,7%) ce qui peut facilement s’expliquer par des facteurs
de risque de transmission du parasite plus importants en ¢été. Cette prévalence montre aussi
des variations géographiques assez importantes puisqu’elle est de 41,2% a Lille et de 10% a
Clermont-Ferrand. D’autre part, la prévalence du parasite est plus importante dans le groupe
d’age allant de 20 a 49 ans et chez les individus ayant voyagé récemment. Par contre, ce n’est
pas le cas chez les patients immunodéprimés ou chez ceux atteints de différentes pathologies
intestinales type MICI ou IBS. En outre, le signe clinique digestif principalement associ¢ au
portage de Blastocystis sp. est la présence de douleurs intestinales et a un moindre degré celle
de ballonnements. De plus, en déterminant la charge parasitaire dans les selles des patients
par PCR en temps réel, la faible sensibilit¢ de la microscopie comme méthode
d’identification a bien ¢té confirmée en particulier dans le cas des selles peu chargées en
parasites. Pour ce qui est de la distribution des STs, on note globalement une prédominance
du ST3 suivi des ST1 et ST4 et du ST2 ce qui représente une distribution assez classique
dans les pays européens. Cette distribution n’est d’ailleurs pas significativement différente
selon les saisons. D’autre part, aucune corrélation claire n’est observée entre le ST et

I’apparition de certains symptomes digestifs.
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I1. Facteurs de risque de transmission de Blastocystis sp. a ’homme

I1.1. Analyse des sources de transmission animales et environnementales au Liban

Préambule : Cette étude fait ’objet d’une publication en cours de rédaction pour soumission

au journal « PLoS Neglected Diseases ».

II.1.1. Introduction

Dans nos précédentes enquétes épidémiologiques menées au Liban, nous avons pu
confirmer les premieres données alarmantes de Monzer et al. (2004) concernant la prévalence
importante des parasitoses intestinales dans ce pays. En effet, la prévalence de Blastocystis sp.
était de 20% dans la population totale (Par. 1.1.) tout en €tant probablement largement sous-
estimée puisque déterminée par une méthode d’identification par microscopie. D’ailleurs,
cette prévalence atteignait ou dépassait les 60% dans des cohortes ciblées comme les patients
diarrhéiques (Par. 1.2.) ou les €coliers (Par. 1.3.). De telles prévalences posaient logiquement
la question de la circulation de ce parasite dans les populations humaine, animale et dans
I’environnement. Il était donc important de pouvoir identifier les sources de contamination
potentielles pour ’homme qui peuvent étre d’origine hydrique et/ou zoonotique. Aussi, une
nouvelle étude épidémiologique de Blastocystis sp. a été menée dans une région géographique
limitée du Nord-Liban, le district d’ Akkar, dans laquelle un nombre important d’échantillons

humains, animaux et environnementaux ont été prélevés et analysés.

11.1.2. Matériels et méthodes

Descriptif et coordonnées de la région géographique choisie

Le district d’Akkar appartient au gouvernorat du Nord-Liban et représente la seconde
région du pays en termes de superficie (788 km?) et de population avec environ 200 000
habitants répartis dans 216 villes et villages (Figure 27). Ce district se situe a une latitude
(DMS) de 34° 38' 60 N et a une longitude (DMS) de 36° 2' 60 E avec un climat méditerranéen
doux. Plus de 40% des habitants de ce district travaillent dans l'agriculture et dans I'élevage

des animaux et surtout des bovins et des volailles.

Collecte des échantillons et observation microscopique des selles
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De Septembre a Décembre 2012, 152 échantillons de selle de vaches ont été collectés
dans 33 fermes localisées dans 20 villages du district d’Akkar (Figure 28). Le nombre
d’échantillons prélevés dans chaque village variait en fonction du nombre de fermes afin
d’avoir une répartition assez uniforme des prélévements au sein du district. Ces prélévements
ont été réalisés pour des vaches laiticres de I’espéce Holstein qui représente actuellement la
race laitiere la plus répandue au Liban mais aussi dans le monde. La collection des
¢échantillons fécaux a été réalisée en matinée avec l'aide d’une personne prenant soin de
'animal. Les maticres fécales au sol pouvant étre rapidement contaminées et ainsi fausser les
analyses. les échantillons ont donc été recueillis directement sur ’animal a I’aide d’un gant
d’examen rectal puis transférés dans un récipient en plastique stérile portant les informations
nécessaires a 1’identification de 1’échantillon. Pour les selles humaines, des prélevements chez
les personnes en contact avec ces animaux ne pouvaient pas étre réalisées pour des raisons
évidentes d’éthique. Aussi, 100 selles de patients atteints ou non de pathologies pouvant étre
ou non intestinales ont été collectés dans les deux seuls hdpitaux situés dans ce district
(Hopital Al-Youssef et Hopital Rahal). Cependant, puisqu’une grande partie de la population
du district ¢élevait des bovins et était accueillie dans ces deux hdpitaux pour tout probléme de
santé, cette collection de selles humaines ¢était donc pour nous a ’image de ce que nous
aurions pu directement prélever sur le terrain. Tous ces échantillons de selles ont été
rapidement transportés au Laboratoire de Microbiologie, Environnement et Santé du centre
AZM de Tripoli afin de procéder a un examen microscopique direct des selles a 1’état frais et
apres coloration de Ziel-Neelsen modifi¢ avant d’étre congelés. Pour chacun des patients, un
consentement éclairé a ét¢ obtenu et un questionnaire standard (Annexe 1) a été complété
indiquant plusieurs données d’intérét dans le cadre de notre étude. Aucune information n'était
disponible pour ces patients concernant la présence d’infections virales ou bactériennes. En
paralléle, nous avons collecté 97 échantillons d’eau prélevés dans les 33 fermes citées ci-
dessus ainsi que dans 18 autres fermes localisées dans 9 villages voisins. Pour la majorité des
points de prélévement, deux échantillonnages d’eau d’un litre dont ['une est consommée par
les habitants et I’autre par les animaux ont été réalisés. Chaque prélevement environnemental
a été filtré sur une membrane de Polycarbonate Nucleopore Whatman (47 mm de diametre, 1
um de taille des pores, Whatman, GE Healthcare, Life Sciences) a 1’aide une pompe a vide.
Une étape de préfiltration en utilisant une membrane de 60 um de porosité a été réalisée pour
les échantillons d’eau étant trop troubles et donc trop chargés en matiére organique et détritus

qui satureraient rapidement le filtre de faible porosité. Des controles négatifs (eau distillée)
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ont ¢été effectués avant et apreés chaque série de filtration des échantillons recueillis

quotidiennement afin de s’assurer de I’absence de contamination accidentelle.

Extraction d’ADN total a partir des différents échantillons et sous-typage des isolats

L’ADN total a été extrait des selles humaines et animales comme décrit précédemment
(Par. 1.2.2.). Pour ce qui est des échantillons environnementaux, les ADNs totaux ont été
extraits a partir des filtres a ’aide du Power Water DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories)
selon les instructions du fabricant. Tous les ADNs extraits ont été stockés a -80°C avant d’étre
utilisés. La détection de Blastocystis sp. par PCR en temps réel (Poirier et al. 2011) et
I’analyse des séquences obtenues en vue du sous-typage des isolats ont été réalisées comme
décrit ci-dessus (Par. 1.2.2.). Si la séquence d’un produit de PCR en temps réel présentait une
similarité égale ou inférieure a 96% avec celles de STs connus, se posait alors la question de
I’identification d’un nouveau ST. Les ADNs des échantillons en question étaient alors utilisés
dans le cadre d’une PCR classique décrite par Scicluna et al. (2006) permettant d’amplifier un
fragment plus long du géne de I’ADNr nucléaire 18S d’environ 600 pb. Les produits de cette
seconde PCR ¢étaient ensuite purifiés a I’aide du kit Wizard SV Gel and PCR clean-up system
(Promega) puis directement séquencés ou clonés (ligation) dans le vecteur pCR2.1 du kit
TOPO TA Cloning (Invitrogen®™) (Annexe 4) selon les instructions du fabricant. Dans ce cas,
les bactéries compétentes Escherichia coli TOP10 du méme kit étaient transformées par choc
thermique avec les produits de ligation. Ces bactéries étaient étalées sur milieu LB solide
(1.5% d’agar) contenant de I’ampicilline (100 pg/ml) et du X-galactopyranoside (X-gal) (40
ug/ ml) puis incubées une nuit a 37°C. Pour chaque transformation, plusieurs clones positifs
(colonies blanches) étaient sélectionnés puis mis en culture dans 6 ml de milieu LB liquide
contenant de "ampicilline (100 pg/ml), une nuit a 37°C sous agitation. Les plasmides étaient
ensuite extraits a partir de 4 ml de culture bactérienne a 1’aide du kit NucleoSpin Plasmid
(Macherey-Nagel). L’ADN purifi¢ était repris dans 30 pl de tampon d’élution puis dosé au
Nanodrop 2000. La présence d’un insert était vérifiée par digestion du plasmide avec
I’enzyme de restriction EcoRI (Invitrogen) (3 pl de plasmide, 1 pl de tampon 10X de
I’enzyme, 1 pl d’enzyme (10 unités) dans un volume final de 10 pl) puis ce produit de
digestion était déposé et visualisé sur gel d’agarose. A partir des résultats des digestions, cing
clones positifs étaient sélectionnés arbitrairement pour chaque clonage et séquencés a 1’aide
d’amorces conservées localisées de part et d’autre du site de clonage du plasmide (M13

Reverse et M13 Forward).
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Analyse statistique

Pour explorer certaines associations, des analyses statistiques ont été réalisées avec le
logiciel R (R Development Core Team 2005) en utilisant le test exact de chi-deux et le test de

Fisher. La valeur p <0,05 était considérée comme statistiquement significative.

I1.1.3. Résultats

Un total de 252 échantillons de selles humaines et animales ont donc été analysés dans
le cadre de cette étude afin de détecter la présence de Blastocystis sp. par examen
microscopique direct et par PCR en temps réel. La cohorte de 100 patients suivis dans deux
hopitaux du district était composée de 61 individus de sexe masculin et de 39 de sexe féminin
agés de 4 mois a 88 ans avec un age moyen de 11 ans et 7 mois. L’examen microscopique des
selles montrait la présence de parasites intestinaux avec une prédominance de Blastocystis sp.
(20/100 soit 20% des cas) et une faible prévalence de Giardia intestinalis et de Taenia sp. (1
seul cas recensé pour chacun de ces deux parasites). Par PCR en temps réel, 30 patients ont
été diagnostiqués positifs pour Blastocystis sp. et seules des mono-infections furent mises en
¢vidence chez ces individus (Tableau 10). Les séquences des produits d’amplification de ces
30 échantillons présentaient une trés grande similarité (97% a 100%) avec les séquences
d’isolats de STs connus disponibles dans les bases de données. Dans cette cohorte, le ST3
¢tait prédominant (66,7%) suivi du ST1 (16,7%), du ST2 (10%) et du ST4 (6,6%) (Tableau
11). Ces 30 isolats ont été identifiés chez 25 patients symptomatiques et 5 patients
asymptomatiques. Pourtant, méme si la plupart des isolats de ST3 ont été identifiés chez des
patients symptomatiques, aucune différence significative dans la distribution des STs de
Blastocystis sp. entre individus symptomatiques et asymptomatiques (Test exact de Fisher,
p=0.4992) n’a pu étre mis en évidence. De plus, les analyses statistiques réalisées ne
montraient pas d’association significative entre ’infection a Blastocystis sp. et certains
caracteres pris en compte tels que le sexe ou I’dge des patients, la présence de symptomes, la
nature de I’eau consommée ou le contact avec des animaux (p>0.05).

Concernant I’analyse des selles de bovins, Blastocystis sp. a été trouvé dans 48%
d’entre elles (75/152) par examen microscopique direct des selles. Par PCR en temps réel,
cette prévalence grimpait a 80% (121/153) chez ces vaches laitiéres. D’autre part, le parasite a
été détecté dans la totalité des 33 fermes testées réparties dans 20 villages du district d” Akkar.
Les séquences des isolats sous-typés présentaient de 96 a 100% d’identité avec les séquences

d’isolats de STs connus disponibles dans les bases de données. Parmi les séquences obtenues,
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17 d’entre elles présentaient ainsi une similarité¢ de 96% avec celles publiées pour Blastocystis
sp. ST14. Afin de savoir si ces séquences appartenaient bien au ST14 ou si elles
représentaient un nouveau ST, une PCR classique amplifiant un fragment plus long de 600 pb
du géne codant ’ARNr 18S nucléaire de ce parasite a été réalisée pour deux isolats
représentatifs de ce groupe de 17 isolats. Les nouvelles séquences de 600 pb obtenues
montraient une similarité de 98% avec celles connues d’isolats de ST14 confirmant que ces
isolats de bovins appartenaient bien a ce ST. Pour 29 autres échantillons, un signal positif en
PCR en temps réel a été obtenu mais les électrophorégrammes des séquences correspondantes
montraient la présence d’infections mixtes avec présence de plusieurs STs de Blastocystis sp.
Pour les 92 monoinfections identifiées chez ces bovins, la distribution des STs était la
suivante (Tableau 11): ST10 (44,6%), ST14 (44,6%), ST5 (5,4%), ST1 (4,3%) et ST7
(1,1%).

Enfin concernant les prélevements d’eau consommée par les habitants et les animaux,
69 des 102 échantillons testés par PCR en temps réel étaient positifs pour Blastocystis sp. soit
67,7% des prélevements. Si on excluait les 5 infections mixtes identifiées dans ces
¢chantillons, la distribution des STs pour les 64 mono-infections restantes était la suivante :
ST3 (50%), ST1 (20,3%), ST2 (15,6%), ST4 (12,5%) et ST10 (1,6%). Il est important de
signaler que le seul isolat de ST10 identifi¢ dans ces prélévements 1’avait été dans un

¢chantillon d’eau consommé par les vaches.

11.1.4. Conclusions

A notre connaissance, cette ¢tude est la premicre du genre au Liban visant a identifier
les facteurs de risque de transmission de Blastocystis sp. chez I’homme. Pour cela, des isolats
d’animaux et des échantillons d’eau ont été sous-typés. La distribution des STs obtenus a été
comparée a celle observée dans la population humaine consommant cette eau et étant en
contact direct avec ces animaux. Plus généralement, c’est aussi la premiere étude focalisée sur
la transmission du parasite et utilisant une méthode d’identification du parasite trés sensible
comme la PCR en temps réel. Pour ce qui est de la prévalence de Blastocystis sp. dans la
cohorte de patients symptomatiques ou asymptomatiques de cette enquéte, elle est du méme
ordre de grandeur que celle observée dans notre premiére étude menée au Liban (Par. L.1.).
Concernant I’analyse des échantillons environnementaux, les données obtenues montrent sans
ambiguité une contamination massive des sources d’eau de consommation pour les

populations humaine et animale ce qui bien entendu ne peut que faciliter la transmission du
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parasite. D’ailleurs, il est intéressant de constater que les distributions des STs des isolats
humains et environnementaux sont absolument identiques avec une prédominance du ST3
suivie du ST1, du ST2 et du ST4. Cette corrélation marquée ne peut étre une coincidence et
confirme un risque de transmission majeur du parasite par voie hydrique. Chez les bovins, la
fréquence du parasite observée dans cette étude (80%) est I'une des plus importantes jamais
décrites chez un groupe d’animaux. Il est donc évident que ce parasite pourrait avoir un
impact majeur en termes de santé animale si sa pathogénicité venait a se confirmer chez les
bovins. Mais un point majeur concerne I’analyse de la distribution des STs de Blastocystis sp.
observée chez ces animaux. En effet, 5 STs ont été identifiés dans cette cohorte en
I’occurrence les ST10, ST14, STS, ST1 et ST7. Le ST1 fait bien entendu partie des 4 STs
prédominants dans la population humaine mais il reste fortement minoritaire chez les bovins.
Il en est de méme pour les ST7 et STS qui ne sont d’ailleurs que rarement trouvés chez
I’homme. Par contre, les ST10 et ST14 sont prédominants et représentent pres de 90% des
isolats caractérisés dans cette population animale. Or, malgré cette prévalence trés importante,
ces STs n’ont pas été détectés dans la population humaine que ce soit dans cette étude ou dans
la littérature récente. Cependant le plus surprenant est qu'un seul isolat de ST10 a été détecté
dans I’eau malgré le nombre important d’échantillons analysés et la concentration importante
de certains d’entre eux en matieres fécales de bovins. Si une forte spécificité d’hote des ST10
et ST14 pourrait expliquer leurs absences dans la population humaine, elle ne peut pas par
contre I’expliquer dans les échantillons environnementaux. On peut alors proposer une
transmission des ST10 et ST14 par contact direct entre bovins et ’absence de toute forme
kystique de résistance et de transmission de ces STs dans I’environnement mais ces
hypotheéses restent a confirmer. Quoiqu’il en soit, les bovins ne semblent pas, d’aprés nos

données, représenter un risque majeur de transmission zoonotique pour I’homme.
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Figure 27 : Situation géographique du district d’Akkar appartenant au gouvernorat du Nord-
Liban et dont la capitale est Tripoli.
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Patients Sexel/Age Symptdmes STsSs.epI?;ra;tgc%/stls
THB1 F/25 - ST1
THB2 M/7 Douleurs abdominales, asthénie ST3
THB3 F/22 Diarrhée ST2
THB4 M/9 mois Douleurs abdominales ST4
THBS5 F/56 bDouleurs abdominalfas_, ST3

allonnements, asthénie
THB6 M/11 mois Douleurs abdominales, ST4
ballonnements
THB7 M/16 Douleurs abdominales ST2
THB8 M/2 Douleurs abdominales ST2
THB9 M/74 - ST3

THB10 M/10 mois Douleurs abdominales, diarrhée ST1
THB11 F/67 Douleurs abdominaleg, diarrhée, ST1

ballonnements, skin rash

THB12 F/1 Douleurs abdominales ST3
THB13 F/7 mois Douleurs abdominales ST3
THB14 M/5 mois Douleurs abdominales ST3
THB15 F/6 mois - ST3
THB16 M/1 Douleurs abdominales ST3
THB17 F/5 Douleurs abdominales, diarrhée ST3
THB18 M/1 Douleurs abdominales, diarrhée ST3
THB19 M/41 Douleurs abdominales ST3
THB20 F/1 Douleurs abdominales ST3
THB21 M/2 Douleurs abdominales ST3
THB22 F/1 - ST1
THB23 M/1 Douleurs abdominales ST1
THB24 F/1 Douleurs abdominales ST3
THB25 M/7 mois Douleurs abdominales, diarrhée ST3
THB26 F/5 mois Douleurs abdominales ST3
THB27 F/88 Douleurs abdominales, diarrhée ST3
THB28 M/13 Diarrhée ST3
THB29 M/80 - ST3
THB30 M/1 Douleurs abdominales ST3

Tableau 10 :Données cliniques et distribution des STsBtiastocystis sp. chez les patients

symptomatiques et asymptomatiques du district d’Akkar au Nord-Liban.



- N STs deBlastocystis sp. ) Nombre total

. Positifs par  Positifs Infections ;. .
Echantillons : ) : d’échantillons

microscopie par PCR mixtes analysés
ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 ST7 ST10 ST14
69 13 10 32 8 1
Eau - (68%)  (203%) (15.6%) (50%)  (12,5%) | (1,6%) | 5 102
Humains 20 30 5 s 20 2 - - - - - 100
(20%) (30%) (16,7%)  (10%) (66,7%)  (6,6%)
. 75 121 4 5 1 41 41
Bovins (48%) (80%) (4,3%) - - ) (5,4%) (1,1%) (44,6%) (44,6%) 29 152

Tableau 11:Prévalence et distribution des STsBilastocystis sp. dans les échantillons humains, animaux et environnementaux analysés dans le
district d’Akkar.



RESULTATS

I1.2. Prévalence du parasite chez les animaux du zoo de La Palmyre en France

Préambule : Cette étude fait ’objet d’une publication en cours de rédaction pour soumission

au journal « PLoS One ».

11.2.1. Introduction

Du fait du potentiel zoonotique de Blastocystis sp., une meilleure connaissance de
I’épidémiologie moléculaire de ce parasite chez les animaux est tout naturellement un élément
clef pour contrdler et limiter sa transmission a ’homme. Pourtant, & notre connaissance,
aucune donnée concernant la prévalence de Blastocystis sp. chez les animaux qu’ils soient
sauvages ou en captivité n’avait encore été publiée en France. Or, plusieurs études menées en
particulier en Australie (Parkar et al. 2007, 2010) et au Danemark (Stensvold et al. 2009a) ont
montré par exemple que les gardiens de zoos présentaient des risques accrus d’infection par
Blastocystis sp. du fait de leur contact direct avec des animaux. Aussi, I’objectif de la présente
¢tude était d’acquérir les premieres données concernant la prévalence et la distribution des
STs chez un nombre important d’animaux hébergés dans un grand parc zoologique francais.
Cette enquéte pourrait ainsi permettre d’identifier les réservoirs animaux de contamination
potentielle pour I’homme tout en ¢élargissant nos connaissances sur I'épidémiologie

moléculaire de ce parasite chez les animaux.

11.2.2. Matériels et méthodes

Description du parc zoologique

Une mission a laquelle j’ai participé a été réalisée par I’équipe BDPEE au zoo de La
Palmyre, deuxiéme parc zoologique d’Europe du 15 au 18 avril 2013. Ce parc se situe dans
I’Ouest de la France dans le département de la Charente-Maritime a environ 15 km de Royan
et a proximité de La Rochelle. Il s’étend sur 18 hectares de forét et regoit pres de 700 000
visiteurs par an qui ont I’opportunité d’observer plus de 1600 animaux appartenant a 130
especes et répartis en enclos ou zones tout au long d’un parcours de plus de 4 kilometres

(Figure 29).

Collecte des échantillons, extraction d’ADN et sous-typage des isolats
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Dans le cadre de cette mission, 210 échantillons de selles ont été collectés pour 96
espéces animales différentes appartenant a différents groupes taxonomiques. Le nombre

d’échantillons et les especes analysées se répartissaient de la maniére suivante :

Classe des Mammalia

e Ordre des Primata 30 especes et 56 échantillons
e Ordre des Cetartiodactyla 12 espéces et 37 échantillons
e Ordre des Perissodactyla 5 especes et 9 échantillons
e Ordre des Carnivora 16 espéces et 46 échantillons
Classe des Aves (oiseaux) 23 especes et 43 échantillons
Groupe « Autres animaux »* au moins 10 especes et 19 échantillons

* ce dernier groupe englobe plusieurs ordres: Chiroptera, Diprotodontia, Proboscidea,

Rodentia, Squamata, Testudines et Crocodilia

Les prélevements de selles dans des pots stériles étaient organisés par zone ou enclos
et réalisés tot le matin avant ’ouverture du zoo au public. Pour la majorité des especes,
plusieurs prélévements ont été réalisés. Des échantillons correspondaient a des prélévements a
partir de groupes d’individus de la méme espéce (mélanges de selles) et d’autres plus rares ont
pu étre obtenus a partir d’un seul individu (selles individualisées). Toutes les données (nom
familier et scientifique des animaux prélevés, classification, nombre et nature des échantillons
récoltés pour chaque espéce) ont été enregistrées et sont reprises en détails dans les Annexes
5a9. Les selles collectées ont ensuite ét¢ maintenues au froid jusqu’a leur arrivée a Lille ou
elles ont été congelées avant leur utilisation. L’extraction d’ADN total a partir de ces selles
animales et le sous-typage des isolats par PCR en temps réel ont été réalisés comme décrit
précédemment (Par. 1.2.2.). Si la séquence d’un produit de PCR en temps réel venait a
présenter une similarité égale ou inférieure a 96% avec celles de STs connus, la procédure
expérimentale décrite précédemment (PCR classique suivie d’un clonage du produit de PCR
et du séquengage de 5 clones) en vue de tester I’hypothese de 1’identification d’un nouveau

ST a été suivie (Par. I1.1.2.).
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11.2.3. Résultats

Au total, 83 des 210 échantillons de selles (39,5%) et 43 des 96 especes (44,8%) testés
se sont avérés positifs pour Blastocystis sp. par PCR en temps réel (Tableaux 12 et 13).
Cependant, cette prévalence montrait de fortes variations d’un groupe d’animaux a I’autre. En
effet, 35 des 56 (62,5%) échantillons et 17 des 30 especes (56,7%) de primates étaient positifs
pour le parasite. Il en était de méme pour 21 des 37 (56,7%) échantillons et 8 des 12 especes
(66,7%) de Cetartiodactyla, 5 des 9 échantillons (55,5%) et 3 des 5 especes (60%) de
Perissodactyla, 4 des 46 échantillons (8,6%) et 4 des 16 especes (25%) de Carnivora, 7 des 43
échantillons (16,3%) et 5 des 23 especes (21,7%) d’oiseaux et enfin 11 des 19 échantillons
(57,9%) et 6 des 10 especes (60%) englobées dans le groupe « Autres animaux ».

Apres séquencage des produits de PCR en temps réel, les séquences obtenues
présentaient sauf deux exceptions discutées ci-dessous de 97 a 100% de similarité avec celles
de STs connus. En analysant la distribution des différents STs chez les primates et apres
exclusion des 3 infections mixtes identifiées, on notait globalement une prédominance du ST1
(37,1%) suivi des ST2 et STS (20% chacun), du ST3 (8,6%) et du ST4 (5,7%). Chez les
Cetartiodactyla et apres exclusion des 6 infections mixtes identifiées, seul le ST10 a été
retrouvé chez les Bovidae (Oryx, Koudou, Bongo, chévre) alors que le ST14 n’a été identifié
que chez la girafe. Chez les Perissodactyla et aprés exclusion d’un unique cas d’infection
mixte, seul le ST3 a été identifié chez le tapir, le zeébre et le baudet. Chez les oiseaux, en plus
de deux infections mixtes, le ST1 a été identifié chez le Flamant de Cuba, le ST4 chez le
Nandou et le ST5 chez les autruches. Chez les carnivores, le ST1 a été trouvé chez ’otarie, le
ST2 chez le guépard et le ST3 chez I'ours polaire et le loup de Mackensie. Enfin, aprés
exclusion des 6 cas d’infections mixtes identifiés dans le groupe « Autres animaux », le ST1 a
¢été trouve chez 1’¢léphant d’Asie, le ST2 chez le Capybara, le ST3 chez une roussette, le ST9
chez une tortue et le ST10 chez le kangourou.

Comme mentionné ci-dessus, deux séquences obtenues présentaient 96% ou moins de
96% de similarit¢ avec des séquences homologues de STs connus. C’était le cas de la
séquence d’un isolat de Blastocystis sp. identifié chez I’éléphant d’Asie qui montrait une
similarité de 95% avec celles d’isolats de ST1 et de celle d’un isolat de tortue qui présentait
96% d’identité avec celles d’isolats de ST9. Une PCR classique selon le protocole de Scicluna
et al. (2006) nous a permis d’amplifier un fragment plus long du geéne de ’ARNTr 18S a partir
de ’ADN extrait des selles de la tortue, de le cloner, de séquencer plusieurs clones et de

confirmer ’appartenance de I’isolat correspondant au ST9 (97% de similarité). Par contre,
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aucune amplification n’a pu étre obtenue a partir de I’ADN extrait des selles de I’¢léphant ce
qui pourrait s’expliquer par une sensibilité insuffisante de la PCR classique et un nombre sans
doute trop faible de parasites dans les selles de cet animal. Nous avons donc pour I’instant

considéré que cet isolat appartenait au ST1.

11.2.4. Conclusions

A partir de cette toute premicre €tude épidémiologique menée en France sur un grand
nombre d’especes animales, plusieurs considérations majeures peuvent étre tirées de nos
résultats. La premiére concerne bien entendu la forte prévalence globale de Blastocystis sp.
dans ce zoo puisque preés de 40% des ¢échantillons et 45% des especes testés sont porteurs du
parasite. De ce fait, 'impact réel de cette contamination en termes de santé¢ animale reste
encore a évaluer. La seconde porte sur les variations de prévalence de Blastocystis sp.
observées entre groupes d’animaux. En effet, méme si le nombre d’échantillons collectés pour
chacun de ces groupes est tres variable, Blastocystis sp. montre une forte prévalence chez les
primates (62,5% des échantillons) et les Cetartiodactyla (56,7%) alors que celle-ci est
globalement beaucoup plus faible chez les oiseaux (16,3%) et les carnivores (8,6%). La
signification de ces variations peut étre liée a des différences de sensibilité a I’infection de ces
différents hotes ou a des facteurs de risque de transmission environnementaux plus ou moins
importants selon les groupes d’animaux. Enfin la troisiéme a pour objet la distribution des
différents STs dans ces groupes d’animaux et les facteurs de risque de transmission a
I’homme par voie zoonotique. Globalement, les STs 1 a 4 représentent plus de 80% des isolats
identifiés chez les singes. Or ces 4 STs composent aussi plus de 90% des isolats génotypés
chez ’homme. Cette corrélation indique donc clairement que la transmission de ces STs peut
naturellement se faire par contact entre les singes et I’homme. Cependant, la transmission
inverse entre ’homme et 1’animal est sans nul doute possible si on se base sur la faible
spécificité d’hote de ces STs. Chez les oiseaux, dans la majorité des études publiées jusqu’a
présent, on observe une prédominance des ST6 et ST7 qui sont généralement considérés
comme des STs aviaires. Or, seules 5 especes d’oiseaux du zoo de La Palmyre se sont avérées
infectées et seuls les ST1, ST4 et STS5 ont été identifiés chez ces animaux. A notre
connaissance, c’est d’ailleurs la premicre fois que le STS est identifié chez les oiseaux
(autruche). Les STs aviaires n’ayant pas été détectés dans notre étude, il est donc probable que
les infections observées chez les oiseaux par ces 3 STs soient plutot transitoires et

opportunistes et liées & un contact proche avec des selles humaines ou animales ou a la
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consommation d’eau ou de nourriture contaminées par le parasite. Aussi, le risque de
transmission du parasite des oiseaux a ’homme reste a priori trés faible. Concernant les
carnivores, seules 4 espéces de carnivores testées sont positives pour ce parasite en
I’occurrence le Guépard, 1’Otarie, I’Ours polaire et le Loup de Mackenzie. C’est d’ailleurs la
premiére fois que Blastocystis sp. est identifié chez ces espéces animales et les isolats
caractérisés appartiennent aux ST1, ST2 et ST3. Les STs identifiés chez les carnivores comme
d’ailleurs chez les Perissodactyles (ST3) ne présentent donc pas de spécificité¢ d’hote et sont
les mémes que ceux qui sont prédominants chez ’homme. Comme pour les oiseaux, on peut
de nouveau proposer que les infections observées chez ces deux derniers groupes d’animaux
sont les résultats de contaminations ponctuelles par I’homme, par d’autres animaux ou par de
I’eau ou des aliments contaminés et que le risque de transmission du parasite des carnivores et
des Perissodactyles a I’homme reste 1a encore trés faible. C’est aussi le cas pour les
Cetartiodactyla puisque seuls les ST10 et ST14 qui sont, rappelons le, absents chez I’homme,
ont été retrouvés. Cela confirme aussi nos données précédentes observées dans une population
de bovins au Liban (Par. I1.1.4.). Enfin, pour ce qui est des représentants du groupe « Autres
animaux » des conclusions similaires peuvent étre tirées concernant un risque de transmission

négligeable a I’homme.
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I1.3. Prévalence du parasite dans une population de chiens en France

Préambule : Cette étude fait ’objet d’une publication en cours de rédaction pour soumission

au journal « Veterinary Parasitology ».

11.2.1. Introduction

Comme suggéré dans 1’étude précédente réalisée au zoo de La Palmyre (Par.I1.2.4.), le
risque de transmission de Blastocystis sp. a ’homme par voie zoonotique semble a
I’exception des singes globalement assez faible a partir de la plupart des groupes d’animaux.
Ce serait ainsi le cas du groupe des carnivores qui pourtant englobe la plupart des animaux de
compagnie comme les chiens. Cependant, trées peu d’études épidémiologiques visant a
déterminer la prévalence du parasite dans la population canine ont été réalisées. Aussi, en
collaboration avec I’Ecole Vétérinaire de Lyon, nous avons mené ce qui est a notre
connaissance la premicre étude en France visant a déterminer la prévalence de Blastocystis sp.
dans une population de chiens et a clarifier le potentiel de transmission zoonotique du parasite

de ces animaux a ’homme.

11.2.2. Matériels et méthodes

Population animale étudiée et questionnaire

Dans cette étude, les selles de 116 chiens de différentes races, agés de 6 semaines a 10
ans et demi et pour certains présentant des diarrhées ont été collectées par nos collegues de
I’Ecole Vétérinaire Vet-Agro-Sup de Lyon. Ces chiens étaient ceux des étudiants et des
personnels de I’Ecole souhaitant participer a cette étude ou ceux de particuliers suivis pour
différentes pathologies par des vétérinaires étant en contact avec I’Ecole. Les analyses
coprologiques standards ont été réalisées par nos collegues de I’Ecole Vétérinaire. Un tableau
reprenant ’age, le sexe, la race, les résultats de coprologie, les symptdmes et les traitements

éventuels pour chaque chien de cette population est présenté en Annexe 10.

Extraction d’ADN total a partir selles et sous-typage des isolats

Les ADNs totaux ont ¢été extraits des selles fraiches a Lyon comme décrit

précédemment (Par. 1.2.2.) puis congelés avant d’étre envoyés a Lille et utilisés. La détection
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de Blastocystis sp. et I’analyse des séquences obtenues en vue du sous-typage des isolats ont

¢été réalisées a Lille comme décrit ci-dessus (Par. 1.2.2.).

11.2.3. Résultats

Parmi les 116 échantillons testés, seuls 4 d’entre eux se sont avérés positifs pour
Blastocystis sp. par PCR en temps réel soit environ 3,5% de la population analysée ce qui
représente une prévalence extrémement faible. Les 4 chiens positifs pour le parasite sont les
suivants : une femelle Yorkshire de 4 ans sans diarrhée et sans aucun autre parasite (chien n°
12-800) ; une femelle Cocker Anglais de 10 semaines sans diarrhée mais positive pour G.
intestinalis (n° 12-802) ; un male de 8 ans issu d’un croisement entre un Berger Allemand et
un Berger des Pyrénées sans diarrhée et sans aucun autre parasite (n° 12-944) ; et un male
Basset Hound de 8 mois avec diarrhée et positif pour G. intestinalis (n° 13-128). L’analyse
des séquences obtenues a confirmé 1’identification de Blastocystis sp. puisque les 4 séquences
obtenues présentaient 99% de similarité avec des séquences de STs connus du parasite. Ainsi
deux chiens étaient infectés par des isolats de ST2 (chiens 12-944 et 13-128) alors que les
deux autres étaient porteurs de Blastocystis sp. ST10 (chiens 12-800 et 12-802). Comme
indiqué dans I’Annexe 10, ces chiens ¢étaient de races différentes, avaient des ages variables
(de 10 semaines a 8 ans) et la répartition males/femelles était égale. De plus, seul le chien 13-
128 porteur de Blastocystis sp. ST2 était diarrhéique, les 3 autres chiens positifs étant
asymptomatiques. Cependant, comme indiqué ci-dessus, le chien 13-128, en plus d’étre
infecté par Blastocystis sp. ST2, était aussi porteur du parasite G. intestinalis. Le chien 12-802

¢tait lui aussi infecté par Giardia mais ne présentait pas de troubles digestifs.

11.2.4. Conclusions

Dans le cadre de la premiere étude épidémiologique portant sur la prévalence de
Blastocystis sp. chez les chiens en France, nous avons montré que celle-ci est faible puisque
de l'ordre de 3,5%. Deux STs ont été identifiés chez les chiens étudiés en 1’occurrence les
ST2 et ST10. Le ST2 est fréquent chez I’lhomme comme chez de nombreux hdotes comme
nous avons pu le montrer dans nos études précédentes alors que le ST10 n’a pour I’instant été
trouvé que chez les bovins. On ne retrouve donc pas de ST spécifique de ce groupe
d’animaux. Ces données suggérent donc que le chien ne serait pas un hote naturel de

Blastocystis sp. et que cet animal s’infecterait occasionnellement par contact avec des selles
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humaines ou animales ou par consommation d’eau ou de nourriture contaminées par le
parasite. De ce fait, I’hypothese la plus probable est que le chien comme animal de compagnie
n’est pas un facteur majeur de transmission du parasite pour I’homme. Enfin, la question de la
pathogénicité de Blastocystis sp. chez les chiens reste a ce jour sans réponse faute de données
cliniques et épidémiologiques suffisantes. Sur les 4 chiens infectés dans notre étude, un seul
présentait des diarrhées qui pouvaient étre liées a une infection par ce parasite. Or ce chien
diarrhéique était aussi infecté par Giardia, un autre parasite intestinal bien connu et
potentiellement responsable de troubles digestifs. De ce fait, nous ne pouvons pas, d’apres nos

données, répondre a cette interrogation.
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I11. Pathogénicité de Blastocystis sp.

II1.1. Etude d’un cas clinique d’appendicite

Préambule : Cette étude a fait ’objet d’une publication dans le journal « Emerging Infectious

Diseases ».

II1.1.1. Introduction

Un faisceau récent de données épidémiologiques, cliniques et génomiques couplées a
des données obtenues in vitro et in vivo ont permis de supporter I’hypothese de la
pathogénicité de Blastocystis sp. qui est pourtant longtemps restée incertaine. Ainsi,
I’association entre troubles digestifs ou urticaire et une infection par ce parasite a été
confirmée. Cependant, le caractere invasif du parasite et son association avec d’autres
pathologies restent encore a clarifier. Aussi, dans cette étude, nous avons mis en évidence
chez une enfant de 9 ans une infection par Blastocystis sp. associée a une appendicite

purulente et une péritonite.

II1.1.2. Résultats

Fréalle E*, El Safadi D*, Cian A, Aubry E, Certad G, Osman M, Wacrenier A, Dutoit
E, Creusy C, Dubos F, Viscogliosi E (2014). Blastocystis infection in Casablanca (Morocco)
resulting in gastroenteritis and suppurative appendicitis with peritonitis in a 9-year-old child.
Emerging Infectious Disease, sous presse.

* Co-premiers auteurs

1I1.1.3. Conclusions

L’étude de ce cas clinique nous a d’abord permis de confirmer le potentiel invasif et
inflammatoire de Blastocystis sp. et son pouvoir pathogene. En effet, méme si la cause
majeure de I’appendicite observée chez la patiente est trés probablement liée a une obstruction
mécanique, la dissémination du parasite est clairement associée a un processus inflammatoire
d’autant plus qu’aucun autre agent infectieux n’a pu étre identifié. De plus, la présence de

Blastocystis sp. a été révélée dans la lumiere et la lamina propria de I’appendice. Un
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traitement a base de tinidazole a d’ailleurs entrainé la totale disparition a la fois des
symptomes gastro-intestinaux et du parasite dans les selles. En outre, 26 autres membres de la
famille de la patiente ont souffert de diarrhée pouvant étre sévere et de vomissements ce qui

suggere fortement une épidémie de blastocystose dont 1’origine serait une eau contaminée par

le parasite.
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Abstract (50 words)

Despite increasing reports of Blastocystis association with digestive symptoms, its pathogenicity
remains controversial. We report a case of appendicular peritonitis in a 9-year-old girl returning
from Morocco. Only Blastocystis was detected in stools, appendix, peritoneal liquid, and
Douglas pouch. Simultaneous gastroenteritis in 26 members of the child’s family suggested

outbreak.
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Text (1 195 words)

Blastocystis is a ubiquitous anaerobic protozoan parasite infecting humans and a vast
range of animal species. Prevalence in humans varies from 0.5-24% in developed countries to
30-76% in developing countries (1, 2). Classical clinical features include gastro-intestinal
symptoms such as nausea, anorexia, flatulence, acute or chronic diarrhea. Fever is usually absent.
An association with irritable bowel syndrome and extra-intestinal manifestations such as
urticaria has been suggested (2). Reports about invasive infection or disseminated diseases are
rare (3). Here, we report the case of a pediatric patient infected with Blastocystis who presented
with gastroenteritis associated with suppurative appendicitis and peritonitis.

In August 2013, a 9-year-old girl returning from a 1-month stay with her family in
Casablanca, Morocco, was admitted to Lille University Hospital. Symptoms started in
Casablanca 3 days before hospital admission and included fever, severe diarrhea (>10
stools/day), vomiting, abdominal pain in the hypogastric area and in the right and left lower
quadrants associated with bilateral dorsal pain, anorexia and weakness. Blood count showed
13,850/mm’ white blood cells (75.4% neutrophils, 15.9% lymphocytes and 8.5% monocytes). C-
Reactive Protein was increased at 266 mg/l. A traveler’s gastroenteritis was diagnosed and a
symptomatic treatment with paracetamol, phloroglucinol and racecadotril was prescribed.
However, increase in abdominal pain and total food intolerance occurred in the following hours.
An abdominal echography was performed, revealing appendicitis with suppuration in the
Douglas Pouch and the reflex ileus. Parasitological examination of stools revealed only abundant
Blastocystis vacuolar forms, with more than 5 parasites per field. Absence of Cryptosporidium
was further confirmed by glycerin method and real-time PCR. Yeasts and a multi-microbial flora
were present in the stools but other infectious agents such as Salmonella, Shigella,
Campylobacter, Yersinia enterocolitica, Adenovirus and Rotavirus were not detected. Similarly,
multi-microbial flora but no pathogenic bacteria were detected in the peritoneal liquid and
Douglas Pouch (Table 1). Histopathological observation revealed acute suppurative appendicitis
with ulcerations extending deep into muscularis, covered with a suppurative and fibrinous
exudate. An infiltration by numerous neutrophils, eosinophils plasma cells and lymphocytes was
observed through all layers and into the serosa (Fig.1A). After hematoxylin-eosin staining and

immunofluorescence labeling using the anti-Blastocystis Paraflor B monoclonal antibody
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(Boulder Diagnostics), parasitic forms were detected both in the lumen and in the lamina propria
of the mucosa (Fig. 1B-C). Real-time PCR for Blastocystis detection was performed as
previously described (4) using DNA extracted from stools, appendix, peritoneal liquid and
Douglas Pouch, which were all positive. Small Subunit rDNA amplification followed by cloning
of the PCR product and sequencing of 5 clones was subsequently performed from all the DNA
samples in order to subtype (ST) Blastocystis isolates and detect mixed infections (5). ST3 was
identified in all the analyzed compartments. Mixed infection with ST2 and ST3 was only
detected in the stools. The SSU rDNA gene sequences obtained in this study have been deposited
in GenBank under accession nos. KJ605630 to KJ605649. The child completely recovered after
appendectomy, removal of a stercolith from the appendix lumen, and treatment with tinidazole
20 mg/kg/d and ceftriaxone 50 mg/kg/d for 10 days, together with gentamicin 5 mg/kg/d for 5
days. Although tinidazole is not the first line drug for Blastocystis treatment, it was associated
with complete recovery and total clearance of parasites from the stools at day 40 (negative
detection of Blastocystis by light microscopy and real-time PCR). Data obtained from mother’s
child revealed simultaneous cases of gastroenteritis in 26 family members: 13 adults, ages
between 34 and 98-year-old, and 13 children between 18-month-old and 15-year-old, residing in
the same building at the residential “Mohammadi” area of Casablanca. Adults presented mild or
moderate diarrhea but symptoms were more severe in children who all suffered abundant
diarrhea, vomiting and weight loss. Repatriation in France of an 18-month-old baby was
considered but his condition finally improved. Finally, none of the family members required
hospitalization. No microbiological explorations were performed, and these data could not be

objectivized.

Conclusions

Reports of Blastocystis association with diarrhea and clinical symptoms in both
immunocompetent and immunocompromised patients have increased in the last two decades.
Tissue invasion of Blastocystis in the appendix (6) or in the colon mucosa (3), associated with
acute or chronic inflammation, has been reported previously. However, there is still a
controversy over whether this parasite is commensal or pathogenic. The current case further
supports the invasive and inflammatory potential of this parasite. Previous reports regarding the

presence of Blastocystis in 4 out of 100 appendix specimens from patients with acute



93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

appendicitis (7), and of pseudo-appendicular illness, which led to an appendectomy in children
with intestinal infection caused by this parasite (8), suggest that Blastocystis infection could be
associated with appendicitis. Nevertheless, the actual role of Blastocystis in the pathogenesis of
appendicitis remains controversial. In this report, the presence of a stercolith, which can be found
in 50-80% of appendicitis cases, suggested mechanical obstruction of the appendix’s lumen,
which is the main aetiology of appendicitis. Furtheremore, we report dissemination of
Blastocystis into the lumen, the mucosa, and the Douglas Pouch exudate, associated with
appendicular acute inflammation, while no other infectious agents were detected. These
observations together with the well-documented acute or chronic inflammation occurring in
human or animal Blastocystis infections (3,9), likely support the contribution of this infection to
the inflammatory process. Infection with ST3 further reinforced this hypothesis. Indeed, the
presence of pathogenic strains among ST3 has been confirmed by experimental infections in rats
(9). Additionally, a substantial inflammatory reaction and an increased propagation of human
colorectal cancer cells exposed to Blastocystis ST3 antigens has been demonstrated in vitro (10).
In humans, the pathogenicity of different STs is unclear and remains as a controversial issue.
STI isolates were found to be more prevalent among symptomatic patients in Lebanon (5) but
ST3 was found to be the only ST revealing pathogenic potential in Malaysian patients when
compared to ST1 and ST2 (11). ST3 was also found to be more significantly associated with
diarrhea in Libya (12). In the current case, the fact that only ST3 was detected in all analyzed
compartments, whereas a mixed infection with ST2 and ST3 was found in the child’s stools
further supports the high invasive potential of ST3. Interestingly, ST3 is the most common ST in
Europe, but, in African countries, its frequency varies from 17.8% in Libya (12) to 61.9% in
Egypt (13). In Morocco, a 28.7% prevalence of blastocystosis has been reported but data
concerning the ST distribution of the parasite are not available (14). Furthermore, although
Blastocystis infection could not be confirmed among the child’s relatives, the simultaneous
occurrence of gastroenteritis cases in the same family and the absence of other infectious agents
in the child’s stools suggest a potential Blastocystis outbreak. Spreading of Blastocystis could
have occurred within the child’s family, as previously reported in Italy, where two adopted
children originating from India and the Ivory Coast transmitted Blastocystis to their adoptive
parents and grandmother (15). A possible acquisition of this parasite from a common source such

as contaminated water could also explain family transmission. Altogether, this data highlights the
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interest of both systematic parasitological examinations of stools in patients with invasive
infections returning from countries with high Blastocystis prevalence and routine provision of

imidazoles for peritonitis empiric treatment.
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183 Table 1. Time of sampling and results for microbiological examination of stools, appendix, Douglas pouch

184 and peritoneal liquid.

Microbiological findings

Time of Parasitology Virology
) Samples Bacteriology )
sampling . . ) Blastocystis (antigen
Light microscopy Real-time PCR (culture) )
subtype detection)
Absence of
Presence of
Blastocystis : Salmonella, )
" Blastocystis o Adenovirus
Aug 30 positive Shigella, )
Stool Absence of ST3 & ST2 and Rotavirus:
2013 Cryptosporidium : Campylobacter, )
Cryptosporidium or ) Negative
] negative Yersinia
other parasites
enterocolitica
. Blastocystis :
Sept 1° ) Presence of “
Appendix positive ST3 ND ND
2013 Blastocystis
Douglas . Multimicrobial
ND* Positive ST3 ND
pouch flora
Peritoneal o Multimicrobial
o ND Positive ST3 ND
liquid flora
Absence of
Salmonella, )
" Adenovirus
Sept 5 Presence of Shigella, )
Stool ND ND and Rotavirus:
2013 Blastocystis Campylobacter, )
Negative
Yersinia
enterocolitica
Oct 27"
2013 Stool Negative Negative ND ND ND

185 *ND=Not done

186



187  Figure legend
188

189  Figure 1. Histopathological examination of appendix sections. A. Ulceration (U) covered with
190  suppurative and fibrinous exudates (SE) (hematoxylin-eosin). B. Blastocystis (arrow) in the
191  lumen (L), and at the surface of the epithelium (E) (hematoxylin-eosin). C. Blastocystis (arrow)
192  in the lumen, at the surface of the epithelium and in the lamina propria (LP) of the mucosa
193  (immunofluorescence labeling with anti-Blastocystis ParaFlorB antibody).
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DISCUSSION

Le Liban : un pays a haut risque d’infection par Blastocystis sp.

Dans une étude publié¢e en 2004, Hamze et al. ont déterminé la prévalence des parasites
intestinaux au Nord-Liban entre 1997 et 2001 dans une population cumulée de 17126 patients.
Par examen macroscopique puis microscopique des selles, ces auteurs ont montré que plus de
33% des patients analysés durant cette période étaient parasités (Tableau 14). Cette
prévalence importante ne montrait que de faibles variations annuelles et Entamoeba coli,
Ascaris lumbricoides et Giardia intestinalis étaient les parasites prédominants retrouvés dans
cette population ce qui a d’ailleurs été en partie confirmé dans ’une de nos études (Par.
X.L.3.). Ces données montraient donc que le Nord-Liban était une région tres touchée par les
infections parasitaires dues probablement aux problemes de pollution de I’eau potable et a la
consommation par la population de légumes et de certains fruits qui sont irrigués par des eaux
polluées. Les données obtenues dans cette étude qui date maintenant de plus de 10 ans étaient
basées sur des observations microscopiques des selles qui pouvaient bien entendu entrainer un
biais selon I’expérience de I’observateur et ne prenaient pas en compte d’autres parasites
intestinaux majeurs tel que Blastocystis sp. Aussi, dans le cadre d’une collaboration active
avec le centre AZM de Tripoli et en utilisant des approches moléculaires plus sensibles, nous
avons apporté les premieres données de prévalence et de distribution des STs de Blastocystis
sp. dans cette méme région du Nord-Liban.

Dans notre premic¢re étude focalisée sur une population totale de patients
symptomatiques ou asymptomatiques suivis pour différentes pathologies dans plusieurs
hopitaux de Tripoli (Par. L.1.), le parasite a été identifi¢ par microscopie dans 19% des
échantillons de selles testés (42/220 patients). Or, cette méthode d’identification est
comparativement moins sensible que les méthodes moléculaires (Stensvold et al 2007b,; Tan
2008 ; Dogruman-Al et al. 2010 ; Poirier et al. 2011 ; Roberts et al. 2011, 2013a ; Stensvold et
al. 2012a ; Santos et Rivera 2013 ; Stensvold 2013a; Kumarasamy et al. 2014) ce que nous
avons d’ailleurs pu clairement confirmer dans deux autres enquétes réalisées au Liban
focalisées sur des cohortes de patients diarrhéiques et d’écoliers (Par. L.2. et 1.3.). De ce fait,
méme non négligeable, cette prévalence de 19% dans la population Libanaise était trés
probablement largement sous-estimée. D’ailleurs, dans une cohorte similaire d’une centaine
de patients Libanais symptomatiques ou asymptomatiques analysée dans le cadre d’une autre
étude visant a identifier les facteurs de risques animaux et environnementaux de transmission
de Blastocystis sp. a ’homme (Par. I1.1.), la prévalence du parasite était de I’ordre de 30% en

utilisant la méme méthode moléculaire d’identification. Quoiqu’il en soit, une prévalence
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comprise entre 20 et 30% au Liban est du méme ordre de grandeur que celles déterminées par
différentes méthodes dans des pays voisins comme en Iran (Moosavi et al. 2012), en Lybie
(Alfellani et al. 2007, 2013c ; Abdulsalam et al. 2013a,b), en Egypte (Rayan et al. 2007) et
dans certaines communautés en Israél (Ben-Shimol et al. 2014). Plus globalement, ces chiffres
mettent en avant un risque parasitaire majeur dans tous les pays du Moyen-Orient.

Dans cette premiere cohorte de patients Libanais, nous avons pu sous-typer les isolats
de Blastocystis sp. identifiés chez 36 des 42 patients positifs pour le parasite et ainsi obtenir
les premieres données concernant la distribution des STs de Blastocystis sp. au Liban. Les
ST3 et ST2 (33,3%) étaient prédominants suivi de tres pres par le ST1 (30,8%) alors que le
ST4 ¢tait tres faiblement représenté (2,8%). Cette distribution était donc similaire a celle
observée dans une majorité de pays a travers le monde et en particulier ceux du pourtour
méditerranéen (Tan 2008 ; Alfellani et al. 2013¢) (Figure 12). Ces données comme celles
obtenues dans les autres enquétes épidémiologiques menées par nos soins au Liban (Par. L.2.,
L.3. et II.1.), confirmaient de plus la quasi-absence du ST4 dans ce pays et plus globalement
au Moyen-Orient. En effet, ce ST serait fréquent en Europe (Figure 14) comme au Danemark
(Stensvold et al. 2011), en France (Poirier et al. 2011), en Espagne (Dominguez-Marquez et
al. 2009) et aux Pays-Bas (Bart et al. 2013), en Australie (Roberts et al. 2013a) mais pas dans
les autres continents ou régions géographiques comme le Moyen-Orient pour des raisons qui
restent encore a clarifier (Alfellani et al. 2013c).

Toujours dans le cadre de cette premicre étude au Liban, une corrélation entre le ST1 et
I’apparition de symptomes gastro-intestinaux a pu €tre mise en évidence soulignant donc la
prédominance significative de ce ST chez les patients symptomatiques. Cependant, il faut
naturellement rester prudent sur ce type de corrélation d’autant plus que I’identification du
parasite dans cette cohorte de patients a été réalisée par observation microscopique. Depuis
plusieurs années, la question de I’existence de STs plus « pathogenes » que d’autres, reste
posée et discutée mais les résultats obtenus dans le cadre de nombreuses études
¢pidémiologiques restent contradictoires (Tan et al. 2002, 2010 ; Tan 2004, 2008 ; Stensvold
et al. 2009b; Scanlan 2012 ; Scanlan et Stensvold 2013 ; Clark et al. 2013 ; Wawrzyniak et al.
2013). Ces contradictions peuvent refléter de réelles différences de pathogénicité des isolats
d’un ST a l’autre, d’un pays a ’autre ou d’une cohorte a ’autre. Cependant, de nombreux
biais peuvent apparaitre et fausser les analyses statistiques. Par exemple, les données cliniques
obtenues pour chaque patient peuvent étre incomplétes. En effet, les analyses bactériologiques
et virologiques sont souvent trop lourdes a mettre en place dans une cohorte et ne sont en

général pas réalisées sauf dans des cas précis de diarrhée sévere et/ou chronique (Par. IIL.1.).
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De ce fait, ces agents infectieux qui peuvent étre a I’origine de troubles digestifs similaires a
ceux de la blastocystose ne sont pas recherchés. De méme, la présence d’autres protozoaires
pathogenes n’est pas toujours mentionnée dans la fiche clinique du patient alors que ces
microorganismes peuvent étre responsables des mémes symptomes. D’autre part, comme
mentionné ci-dessus, la méthode d’identification de tous ces parasites dont celle de
Blastocystis sp. doit étre trés sensible pour étre au plus proche de leur réelle prévalence et
donc moléculaire ce qui n’est & ce jour que rarement le cas. Pour toutes ces raisons, les
données actuelles doivent €tre prises avec précaution et nos €tudes menées au Liban vont en
ce sens. En effet, le ST3 est prédominant dans toutes les cohortes de patients Libanais. Or, le
STI1 n’est associ¢ significativement a I’apparition de troubles digestifs que dans une seule de
ces populations (Par. I.1.). Actuellement, et comme le confirmerait nos données que ce soit
au Liban ou en France, on s’orienterait plutdt vers ’existence d’isolats pathogenes et non
pathogenes pour les principaux STs présents chez I’homme. Cependant, des données récentes
obtenues in vitro suggerent des différences de pathogénicité inter- et intra-ST des isolats (Wu
et al. 2014b) et la grande diversité génétique observée au sein de certains STs pourrait en
partie expliquer ces différences de virulence (Meloni et al. 2012 ; Stensvold et al. 2012b).
D’autre part, il est évident que le statut « immunologique » de I’hote est trés probablement
grandement impliqué dans la virulence potenticlle des isolats mais celui-ci peut E&tre

difficilement évalué dans ce type d’enquéte.

La situation alarmante de la blastocystose en Afrique et en Europe

Curieusement, dans les pays industrialisés européens et dans les pays supposés a haut
risque d’infection comme ceux du continent africain, trés peu de données €pidémiologiques
sont disponibles dans la littérature concernant la prévalence de Blastocystis sp. En effet, en
Afrique, une seule étude est référencée concernant 1’identification de ce parasite par des
méthodes moléculaires (Alfellani et al. 2013c) et englobe des cohortes limitées de patients
originaires de Lybie, du Libéria et du Nigéria. Les prévalences observées dans ces pays sont
pourtant comprises entre 28 et 70% confirmant ’impact potentiel majeur de Blastocystis sp.
dans cette région géographique. Aussi, en collaboration avec le Centre de Recherche
Biomédicale Espoir pour la Santé de Saint-Louis du Sénégal, nous avons donc déterminé la
prévalence du parasite par PCR en temps réel dans une population d’une centaine d’enfants
vivant dans 3 villages du Sénégal. La prévalence observée de 100% est la plus élevée jamais

déterminée pour ce parasite dans une cohorte d’individus. Le « record » de prévalence était
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jusqu’alors détenu par un autre pays africain, le Libéria avec une valeur de 70% dans une
population de 43 enfants agés de 6 a 18 ans (Alfellani et al. 2013c). Dans la population
sénégalaise, le ST3 était largement prédominant suivi des ST1 et ST2. Le ST4 était de
nouveau trés faiblement représenté (1,9% des isolats) ce qui confirmait sa quasi-absence en
Afrique (Alfellani et al. 2013c). Cette distribution des STs était de plus similaire a celle
observée a travers le monde et en particulier dans la plupart des pays africains pour lesquels
des données moléculaires étaient disponibles (Hussein et al. 2008 ; Souppart et al. 2010 ;
Fouad et al. 2011 ; Petrasova et al. 2011 ; Abdulsalam et al. 2013b) (Figure 12). Dans notre
¢tude, plus de la moitié¢ des enfants infectés par Blastocystis sp. présentaient aussi des troubles
digestifs. De plus, le ST3 était prédominant dans le groupe des enfants symptomatiques. Or,
ce méme ST est significativement associ¢ a des diarrhées dans un pays voisin, la Lybie
(Abdulsalam et al. 2013a). Cependant, comme discuté précédemment, il faut rester prudent
dans I’établissement de ce type d’association et d’ailleurs aucune corrélation n’a été
recherchée au Sénégal entre ST et développement de symptomes car les enfants étaient
infectés par de multiples parasites en plus de Blastocystis sp.

En France, la prévalence du parasite déterminée par PCR en temps réel atteint environ
18% ce qui est a mettre au méme niveau d’infection que des pays voisins comme les Pays-Bas
(Bart et al. 2013) et le Danemark (Stensvold et al. 2009b). Une premicre étude menée en 2007
en France montrait une prévalence d’environ 6% (Bourée 2007) mais cette valeur avait été
déterminée par observation microscopique des selles. Plus récemment, Poirier et al. (2011) en
développant leur méthode d’identification par PCR en temps réel estimaient la prévalence du
parasite a 14,5% dans une population d’individus composée pour moitié de patients
immunocompétents et pour autre moiti€é de patients immunodéprimés atteints de cancers
hématologiques. Concernant la distribution des STs, Poirier et al. (2011) révélaient une
prédominance du ST4 (63%) dans cette étude menée en Auvergne alors que Souppart et al.
(2010) en sous-typant plus d’une quarantaine d’isolats obtenus dans le Nord de la France,
montraient une nette prédominance du ST3 (53,5%). Cette différence dans la fréquence des
STs pouvait naturellement s’expliquer par des sources de contamination différentes liées au
fait que l'une des études avait été menée dans une région considérée comme rurale
(Auvergne) et ’autre dans une zone dite urbaine (Nord de la France). Dans la présente étude,
des variations géographiques significatives en termes de prévalence et de distribution des STs
ont été mises en évidence. Par exemple, la région frangaise la plus infectée était le Nord
(Lille) avec une prévalence dépassant les 40% alors que I’ Auvergne (Clermont-Ferrand) et la

région Centre (Tours) semblaient moins touchées par la blastocystose avec une prévalence de
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I’ordre de 10%. Dans 1’état actuel de nos connaissances, il est difficile de relier ces variations
a des sources de contamination différentes puisque nous n’avons pas d’informations sur les
conditions d’hygi¢ne des patients et sur la qualité de ’eau ou de la nourriture consommées par
ces derniers. Des différences importantes de prévalence entre régions ont déja été observées
par exemple en Chine (Wang et al. 2002 ; Li et al. 2007a,b) sans qu’aucune explication n’ait
¢été clairement formulée. Cependant, si la méthode d’identification du parasite pouvait en
partie expliquer certaines différences observées en Chine, cette variable ne pouvait pas étre
mise en avant dans la présente étude. Pour ce qui est de la distribution globale des STs dans la
population francaise, le ST3 était prédominant suivi des ST1, ST4 et ST2 comme dans de tres
nombreux pays (Alfellani et al. 2013c). De plus, ces valeurs confirmaient la fréquence
importante du ST4 dans les pays européens (Alfellani et al. 2013¢). En outre, méme si le
nombre d’isolats sous-typés restait assez faible pour chaque centre, on notait des variations
géographiques significatives. Par exemple, le ST4 ¢était prédominant a Besangon et a
Clermont-Ferrand mais complétement absent a Créteil, a Lyon, a Nice et a Nimes. Le ST1
¢tait quant a lui absent a Nice et a Nimes et le ST2 a Clermont-Ferrand, Créteil, Nimes et
Tours. De telles variations dans les fréquences des STs ont aussi été observées dans plusieurs
régions de Chine (Yan et al. 2006 ; Li et al. 2007a,b) et reflétaient probablement des sources
de transmission différentes qui restent a identifier (eau, nourriture, contact avec des
animaux...) ou des différences dans la composition des cohortes. Enfin, la prévalence du
parasite dans la population frangaise était trés variable selon que les prélévements aient été
réalisés en €té ou en hiver. Ainsi, la prévalence de Blastocystis sp. était de 23,5% en été et
seulement de 13,7% en hiver. De telles différences saisonnieres ont déja été observées dans
plusieurs autres enquétes et peuvent facilement s’expliquer par des facteurs de risques de
transmission plus importants en été (consommation d’eau plus fréquente, de glacons et de
glaces, eaux de baignade contaminées par des matieres fécales...) (Suresh et al. 2005 ; Amin

2006 ; Trabelsi et al. 2010 ; Ithoi et al. 2011 ; Haider et al. 2012 ; Laodim et al. 2012).

La prévalence de Blastocystis sp. dans des populations ciblées

Dans la littérature récente, la question d’une augmentation significative de la prévalence
de ce parasite chez les enfants ou chez des patients atteints de troubles digestifs reste encore
assez contradictoire. Si nous prenons quelques exemples, aux Pays-Bas, la prévalence globale
dans la population est de ’ordre de 25% (Bart et al. 2013) mais dépasse les 40% chez les

enfants (Maas et al. 2014). De méme, en Colombie, la prévalence de Blastocystis sp. atteint
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les 60% chez les enfants (Londono-Franco et al. 2014) alors qu’elle avoisine les 40% dans la
population totale (Londono et al. 2009 ; Ramirez et al. 2013). Par contre, dans d’autres pays
comme le Pakistan ou le Népal, les données montrent une prévalence plus faible chez les
enfants que chez les adultes (Mehraj et al. 2008 ; Yoshikawa et al. 2009 ; Haider et al. 2012 ;
Lee et al. 2012a). Plus globalement, plusieurs études proposent méme une corrélation entre
I’augmentation de 1’age et le risque d’infection a Blastocystis sp. (Hirata et al. 2007 ; Abu-
Madi et al. 2010 ; Gonzalez-Moreno et al. 2011 ; Forsell et al. 2012 ; Abdulsalam et al.
2013a ; Benouis et al. 2013 ; Boonjaraspinyo et al. 2013 ; Calderaro et al. 2014 ; Engsbro et
al. 2014). La encore, on se doit de rester prudent quand des ¢tudes menées dans un méme
pays ont été réalisées dans des régions différentes et selon un protocole d’identification du
parasite différent. Dans notre cas, nous avons cherché a déterminer la prévalence du parasite
dans une population d’écoliers scolarisés dans la méme région du Nord-Liban que celle ou ont
€té menées nos études précédentes dans la population totale et pour lesquelles nous obtenions
une prévalence de I’ordre de 20 a 30% (Par. L.1. et I1.1.). De plus, la méthode d’identification
du parasite par PCR en temps réel était identique dans toutes ces enquétes. Nos résultats sont
donc sans équivoque puisque la prévalence de Blastocystis sp. observée chez ces enfants
dépassait les 60% soit globalement le double ou le triple de celles observées dans des
populations majoritairement composées d’adultes. D’apreés ces données, les enfants seraient
donc plus susceptibles a 1’infection par ce parasite ce qui pourrait étre li¢ a différents facteurs
comme une immunité déficiente surtout chez les jeunes enfants, des carences alimentaires
nuisant au développement du systéme immunitaire, une promiscuité¢ des enfants et surtout un
faible niveau hygiénique de ceux-ci facilitant la transmission du parasite. De plus, au Sénégal,
la prévalence du parasite atteint 100% chez une centaine d’enfants méme si nous n’avons pas
pu déterminer cette prévalence dans une cohorte d’adultes (Par. 1.4.). Par contre, cette
prévalence plus importante chez les enfants n’est pas clairement démontrée dans la population
francaise (Par. L.5.) puisque le parasite est plus fréquent chez les 20-49 ans. C’est aussi par
exemple le cas en Lybie ou les adultes de plus de 18 ans sont significativement plus infectés
que les enfants (Abdulsalam et al. 2013a) et en Sue¢de avec un pic d’infection entre 35 et 60
ans (Forsell et al. 2012).

Pour ce qui est de la cohorte de patients diarrhéiques libanais, la prévalence du parasite
atteint prés de 63% a comparer avec les 20 a 30% dans la population totale. Cette
augmentation est donc comme chez les enfants, tout a fait significative. Cependant, les
données bactériologiques et virologiques n’ayant pas pu &tre obtenues pour ces patients, la

question de la présence de Blastocystis sp. comme cause ou conséquence de ces diarrhées
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reste posée. Quoiqu’il en soit, le ST3 est prévalent dans cette cohorte de patients diarrhéiques
ce qui confirme les études de Vassalos et al. (2010) et Abdulsalam et al. (2013a) menées en
Grece et en Lybie. Par contre Ramirez et al. (2013) ont mis en évidence une corrélation entre
le ST2 et la présence de diarrhée alors que Stensvold et al. (2011) observaient une relation

entre ce trouble digestif et le ST4.

Les facteurs de risque de transmission de Blastocystis sp.

Sur la base de nos données moléculaires et des questionnaires remplis pour chaque
patient inclus dans nos enquétes au Liban (Par. L.2. et 1.3.) et en France (Par. L.5.), nous
avons cherché a déterminer certains facteurs de risque potentiels de contamination pour
I’homme par Blastocystis sp. Ainsi un environnement urbain et certaines activités
professionnelles étaient des facteurs de risque d’infection par le parasite dans la population de
patients diarrhéiques Libanais ce qui n’¢tait pas le cas du sexe ou de I’age des patients ni des
voyages récents faits par ces mémes patients. D’apres les données récoltées a partir de la
cohorte d’écoliers Libanais, seul un age supérieur a 9 ans et la présence d’un membre de la
famille présentant des troubles digestifs et reflétant ainsi une possibilité de contamination
intra-familiale étaient des facteurs de risque. Ce n’était par contre pas le cas du statut socio-
¢conomique, de voyages récents ou d’une eau non traitée. On voit donc clairement dans ces
deux études des résultats d’analyses assez contradictoires voire méme inattendus. Il en est de
méme en France puisque d’aprés I’enquéte épidémiologique réalisée, le sexe, la catégorie
socio-professionnelle ou le contact avec un animal de compagnie n’étaient pas des facteurs de
risque au contraire de 1’dge, d’un voyage récent ou du statut immunitaire du patient.
Dr’ailleurs, curieusement, dans cette méme étude, les patients immunodéprimés présentaient
une prévalence significativement inférieure a celle des immunocompétents alors que
Blastocystis sp. est souvent considéré comme un opportuniste. Cependant, les mémes données
révélent que ces patients immunodéprimés voyagent beaucoup moins que les
immunocompétents ce qui pouvait expliquer ces résultats. On voit donc la difficulté a
interpréter toutes les données qui peuvent étre assez contradictoires d’une population a I’autre
mais ces contradictions peuvent refléter les différences observées entre ces populations en
termes d’hygiene et de statut socio-économique. On note cependant dans les 3 études reprises
ci-dessus une nette corrélation entre I’infection a Blastocystis sp. et la présence de douleurs
abdominales. Si on analyse maintenant quelques études récentes a des fins de comparaison, il

est évident que la maniere de mener I’enquéte peut faire varier tous les parameétres. Par
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exemple, en Lybie, Abdulsalam et al. (2013b) ont analysé 380 échantillons de selles d’une
population totale. L’identification du parasite s’est faite par observation microscopique des
selles suivie d’'une mise en culture des selles positives. Or, I’identification du parasite est
difficile par microscopie ce qui entraine un premier biais important mais de plus, certains
isolats cultivés ont été perdus. De ce fait, seule une partie de ces isolats ont été sous-typés et
ces données de sous-typage ont ensuite été utilisées dans le cadre d’analyses statistiques alors
qu’elles ne sont pas représentatives de la population de départ. Ces auteurs montrent ainsi que
le ST1 est prévalent chez les femmes et chez les individus ayant un faible niveau d’éducation,
que le ST2 est plus fréquent chez les individus ayant un faible niveau d’éducation et que le
ST3 est prédominant chez les patients atteints de diarrhées. Dans une autre étude et a partir
des mémes données, ces auteurs montrent par contre une prévalence plus importante du
parasite chez le sexe masculin et une association entre ’'infection a Blastocystis sp. et des
douleurs abdominales et des flatulences mais pas avec des diarrhées ce qui est treés surprenant
si on considére leurs premieres analyses. Avec ces deux dernieres études, on comprend
aisément toute la difficulté a mettre en évidence ces facteurs de risque dont I’identification est
directement liée a la qualit¢ des informations obtenues pour une population donnée. Un
contact direct avec des animaux et la consommation d’une eau non filtrée sont des facteurs de
risque dans une population Népalaise d’apres Lee et al. (2012a). De méme ce contact avec des
animaux et des voyages récents sont des facteurs de risque au Danemark pour Stensvold et al.

(2009b).

La prévalence de Blastocystis sp. dans les échantillons environnementaux et la

transmission du parasite par voie hydrique

A ce jour, trés peu d’études cherchant a identifier le parasite dans I’eau de
consommation ont été réalisées. On peut citer les travaux de Khalifa et al. (2001), Suresh et
al. (2005), Li et al. (2007a), Leelayoova et al. (2008), Eroglu et Koltas (2010), Mora et al.
(2010), Banaticla et Rivera (2011), Ithoi et al. (2011), Abdulsalam et al. (2012) et Lee et al.
(2012b) qui ont tous détecté le parasite dans des sources d’eaux utilisées par les populations
humaine et animale pour leurs besoins. Par contre, seuls Leelayoova et al. (2008), Eroglu et
Koltas (2010) et Lee et al. (2012b) ont sous-typé des échantillons environnementaux et
proposé une transmission hydrique par comparaison des STs observés dans ces mémes
échantillons et ceux identifiés dans la population humaine consommant cette eau. Ce faible

nombre de données nous a donc poussés a analyser un nombre important d’échantillons d’eau
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et de selles humaines et animales dans le méme district d’Akkar au Nord-Liban. Nous avons
ainsi pu montrer que 68% des échantillons d’eau étaient contaminés par le parasite tout
comme 30% des échantillons humains et 80% des échantillons prélevés chez les bovins. De
tels chiffres sont alarmants en termes d’impact potentiel en santé publique et confirment une
transmission aisée du parasite par la voie hydrique. En effet, la distribution des 4 STs les plus
fréquents identifiés dans ces échantillons environnementaux (ST3>ST1>ST2>ST4) est
identique a celle observée pour les échantillons humains. Par contre, ces 4 STs sont
quasiment-absents chez les bovins ce qui témoigne d’une transmission tres limitée de ces STs
a ces animaux. De méme, les ST10 et ST14 largement prédominants chez les bovins, ne sont
pratiquement pas retrouvés dans 1’eau alors que ces échantillons environnementaux sont
fréquemment souillés par des maticres fécales animales. Pour expliquer ces résultats, on peut
alors proposer une transmission des ST10 et ST14 par contact direct entre bovins et I’absence
de toute forme kystique de résistance et de transmission de ces STs dans I’environnement

mais ces hypothéses restent encore a confirmer.

La prévalence de Blastocystis sp. dans les échantillons animaux et I’évaluation du

pouvoir zoonotique du parasite

Comme nous l’avons indiqué dans I’analyse bibliographique (Par. VI.), un grand
nombre de groupes d’animaux peuvent étre infectés par Blastocystis sp. et quelques fois dans
des proportions spectaculaires comme peut par exemple en témoigner le nombre
d’échantillons de selle de bovins identifiées comme positives pour le parasite (80%) dans
notre é¢tude menée au Liban (Par. II.1.). Du fait du potentiel zoonotique confirmé du parasite
par des données moléculaires (Arisue et al. 2003 ; Noél et al. 2003, 2005 ; Abe 2004 ; Parkar
et al. 2007, 2010 ; Stensvold et al. 2009a ; Yoshikawa et al. 2009 ; Santin et al. 2011 ;
Alfellani et al. 2013a,b), tous ces groupes d’animaux représentent donc des réservoirs
éventuels de contamination d’ou I’intérét de pouvoir déterminer la prévalence et la
distribution des STs de Blastocystis sp. dans ces populations animales afin d’évaluer un risque
potentiel de transmission a I’homme. Nous 1’avons d’abord fait chez les bovins pour lesquels
les données moléculaires récentes (Yoshikawa et al. 2004c ; Stensvold et al. 2009a ; Fayer et
al. 2012 ; Alfellani et al. 2013a) montraient une prédominance des ST10, ST14 et ST5
(Tableau 15). Ces mémes STs ont été retrouvés dans une cohorte de bovins du Nord-Liban
(Par. IL.1.) avec une tres forte prédominance des ST10 (44,6%) et ST14 (44,6%). Cependant,

aucun des isolats de ces deux STs n’a été identifi¢ dans la population humaine en contact
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direct avec ces animaux. Comme déja suggéré précédemment, la transmission de ces deux
STs se fait trés probablement par contact direct entre les bovins. A cela s’ajoute sans doute
une spécificité d’hote stricte de ces STs expliquant sa non-transmission a I’homme. De ce fait,
les bovins qui pourtant sont omniprésents dans de trés nombreuses régions rurales a travers le
monde ne représenteraient pas des vecteurs majeurs de transmission zoonotique de
Blastocystis sp. a ’homme.

Dans la méme optique, nous avons poursuivi notre étude épidémiologique chez un
grand nombre d’animaux hébergés au zoo de La Palmyre en France, la finalit¢ de cette
enquéte étant de compléter le peu d’analyses réalisées jusque-la dans des zoos (Abe et al.
2002 ; Stensvold et al. 2009a ; Parkar et al. 2010 ; Alfellani et al. 2013a.,b ; Roberts et al.
2013b) ou pourtant le nombre de taxa pouvant étre €chantillonnés est important. Ainsi 210
selles ont été récoltées chez 96 especes animales différentes et analysées pour la présence de
Blastocystis sp. Le pourcentage d’échantillons positifs avoisinait les 40% soulignant la forte
prévalence du parasite dans ce zoo. C’est cependant chez les primates que 1’on a retrouvé la
plus forte prévalence avec plus de 62,5% des échantillons et 56,7% des especes analysées
positifs pour Blastocystis sp. Cette prévalence importante a déja été observée chez les
primates de zoos au Japon (85%) ou en Australie (86%) (Abe et al. 2002 ; Roberts et al.
2013Db). Fait intéressant, Blastocystis sp. a été, dans notre étude, identifi¢ chez tous les grands
groupes de primates: les prosimiens (Lemuridae 9 échantillons sur 10), les singes du nouveau
monde (Callitrichidae 4/15), les singes de I’ancien monde (Cercopithecidae 11/13), les
« singes inférieurs » ou gibbons (Hylobatidae 2/3) et les grands singes (Hominidae 9/12). Par
contre, ce parasite n’a pas ¢été identifi¢ dans une famille de singes du nouveau monde en
I’occurrence les Cebidae (0/7) mais cette absence pourrait étre liée au faible nombre
d’échantillons analysés. Sur le plan moléculaire, 35 isolats de Blastocystis sp. de primates ont
été génotypés avec 1’identification de 5 STs différents : STs 1, 2, 3, 4 et 5. Si on excluait les 3
infections mixtes, les 32 isolats restant se répartissaient de la maniere suivante : ST1 (37,1%),
ST2 (20%), STS5 (20%), ST3 (8,6%) et ST4 (5,7%). Si on compare cette distribution des STs a
celle présentée dans la publication récente d’ Alfellani et al. (2013b) combinant les données de
sous-typage déja obtenues dans différentes études pour un total de 441 singes (Figure 15), on
note de fortes similitudes. En effet, dans le récapitulatif d’ Alfellani et al. (2013b), le ST1 est
comme dans notre étude prédominant (30,8% des isolats). En termes de prévalence, le ST1 est
suivi dans 1’étude d’Alfellani et al. (2013b) des ST3 (26,1%) et ST2 (20,9%). Le ST2 était
aussi fréquent dans notre population de singes ce qui n’est par contre pas le cas pour le ST3.

Yoshikawa et al. (2009) n’avaient pas non plus identifi¢ le ST3 dans une population de 10
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singes rhésus (Macaca mulatta). Pour ce qui est du ST4, il n’a été trouvé dans notre étude que
chez les lémuriens. C’était aussi le cas de la majorité des isolats de ST4 identifiés par
Alfellani et al. (2013b). Une autre forte similitude concernait le STS qui n’a été identifié dans
notre étude que chez les Hominidae. Or, 20 des 24 isolats de STS identifiés par Alfellani et al.
(2013b) I’ont été dans cette méme famille de singes. Enfin, Alfellani et al. (2013b) avaient
aussi identifié le ST8 dans plusieurs familles de singes (7,9% des isolats) et quelques isolats
de STs minoritaires (STs 10, 13 et 15). Or, ces STs n’ont pas été retrouvés dans notre étude.
En résumant, nos données comme celles de Alfellani et al. (2013b) suggerent d’abord une
certaine spécificité d’hote des ST4 et STS chez les singes. En effet, le ST4 infecterait
préférentiellement les 1émuriens et le STS les hominidés ou grands singes. Pour ce qui est du
ST3, il présenterait aussi une certaine spécificité d’hote au sein des primates qui demeure
cependant a clarifier. Toutes ces hypothéses restent encore a confirmer par ’analyse d’un plus
grand nombre d’échantillons pour toutes les familles de singes. Globalement, les STs 1 a 4
représentent dans notre étude comme dans celle de Alfellani et al. (2013b) plus de 80% des
isolats identifiés chez les singes. Or ces 4 STs composent aussi plus de 90% des isolats
génotypés chez I’homme (Alfellani et al. 2013c¢). Cette corrélation indique donc clairement
que la transmission de ces STs peut naturellement se faire par contact entre les singes et
I’homme. D’ailleurs Yoshikawa et al. (2009) ont clairement montré cette transmission entre
des singes rhésus et des enfants au Népal et Parkar et al. (2010) entre des singes et leurs
gardiens au zoo de Perth en Australie. La transmission inverse entre I’homme et 1’animal est
sans nul doute possible si on se base sur la faible spécificit¢ d’hote de ces STs. Cette
transmission du parasite probablement aisée entre 1’homme et les singes peut tres
probablement s’expliquer par leur origine évolutive commune et récente puisque la séparation
des lignées de I’homme et des grands singes comme les chimpanzés et les gorilles n’est
estimée qu’a quelques millions d'années. Le risque de transmission a I’homme a partir des
singes semble donc étre treés élevé.

Concernant maintenant les oiseaux, trés peu d’études ont été menées visant a déterminer
la prévalence de Blastocystis sp. chez ce groupe d’animaux. D’aprés quelques études récentes
(Stensvold et al. 2009a ; Alfellani et al. 2013a ; Ramirez et al. 2014), la prévalence de ce
parasite chez les oiseaux serait trés variable puisque comprise entre 7 et 90% selon les
populations animales analysées. Par contre, dans toutes ces études, on observait une
prédominance des ST6 et ST7 qui sont généralement considérés comme des STs aviaires
(Noél et al. 2005). Or, ces STs ne sont que rarement retrouvés dans la population humaine

(Alfellani et al. 2013c). Seules 5 especes d’oiseaux du zoo de La Palmyre se sont avérées
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infectées ce qui témoigne d’une tres faible prévalence de Blastocystis sp. De plus, seuls les
STs 1, 4 et 5 ont été identifiés dans cette population animale. A notre connaissance, c’est la
premiere fois que le STS est identifié chez les oiseaux et ce fut le cas chez I’autruche. Les STs
aviaires n’ayant pas été détectés dans notre étude, il est donc probable que les infections
observées chez les oiseaux par les STs 1, 4 et 5 soient plutot transitoires et opportunistes et
liées a un contact proche avec des selles humaines ou animales contaminées par le parasite.
De ce fait, le risque de transmission du parasite des oiseaux a I’homme reste a priori tres
faible.

Pour ce qui est des Cetartiodactyla englobant surtout les bovins, 56,7% des échantillons
¢taient positifs pour Blastocystis sp. au zoo de La Palmyre. Sans surprise, les ST10 et ST14
ont été identifiés dans ce groupe d’animaux comme dans notre étude précédente au Liban
(Par. II.1.) avec cependant une forte prédominance du ST10 ce qui est en accord avec les
données obtenues précédemment par plusieurs auteurs (Stensvold et al. 2009a ; Fayer et al.
2012 ; Alfellani et al. 2013a). Comme discuté ci-dessus, ce groupe d’animaux ne
représenterait pas un risque majeur de transmission a ’homme. Ce serait aussi le cas des
Perissodactyla puisque seuls 3 espéces étaient infectées par le ST3 qui est aussi le ST
dominant chez I’homme. C’est d’ailleurs a notre connaissance la premiere identification du
parasite chez ces espéces (Baudet, Tapir et Zebre) et du ST3 dans ce groupe d’animaux. Ce
serait aussi le cas du groupe « Autres animaux », englobant plusieurs familles d’animaux et
pour lequel les ST1, ST2 et ST3 ont été identifiés respectivement chez un Eléphant, un
Capybara et une roussette. A noter les ST9 et ST10 identifiés chez une tortue et un kangourou
alors que ces STs n’ont pratiquement jamais été trouvés chez ’homme.

Enfin, concernant les carnivores, la prévalence de Blastocystis sp. chez ce groupe
d’animaux est tres faible dans notre étude menée au zoo de La Palmyre puisqu’elle est de
I’ordre de 8%. En effet, seules 4 espeéces de carnivores testées étaient positives pour ce
parasite en I’occurrence le Guépard, 1’Otarie, I’Ours polaire et le Loup de Mackenzie. A notre
connaissance, c’est d’ailleurs la premicre fois que Blastocystis sp. est identifié chez ces
especes animales. Dans ce groupe, 3 STs ont été identifiés en ’occurrence les ST1, ST2 et
ST3 qui sont aussi prédominants chez I’homme. En fait trés peu de données sont disponibles
dans la littérature pour les carnivores sauvages. Seul le cas d’un Léopard infecté par du ST4
dans un zoo Australien a été relevé (Roberts et al. 2013b). De ce fait, vu le faible nombre
d’échantillons analysés, il est difficile de savoir si ce groupe d’animaux est un réservoir
majeur de transmission pour ’homme. Par contre des informations complémentaires sont

disponibles dans la littérature ou ont pu étre obtenues en France dans le cadre de ma thése
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(Par. IL.3.) pour des carnivores domestiques comme les chiens. Ces études sont d’autant plus
intéressantes que les contacts entre ces animaux de compagnie et leurs maitres peuvent étre
directs dans le cadre d’une cohabitation. La prévalence du parasite chez ces animaux peut
d’ailleurs étre spectaculaire puisque 70,8% des chiens étaient infectés en Australie (Duda et
al. 1998), 36% au Chili (Lopez et al. 2006) et 28% en Iran (Daryani et al. 2008). Pourtant, on
note de trés fortes variations de prévalence dans ces populations canines d’un pays a 1’autre
ou au sein d’un méme pays (Tableau 16). Ainsi, dans une étude récente portant sur 240
chiens échantillonnés en Australie (80), au Cambodge (80) et en Inde (80), la prévalence de
Blastocystis sp. n’était que de 2,5% dans la région de Brisbane, de 1.3% au Cambodge mais
de 24% en Inde (Wang et al. 2013). Cependant, cette prévalence plus importante du parasite
chez les chiens en Inde pouvait s’expliquer par la nature de la cohorte analysée puisqu’elle
était principalement composée de chiens errants plus facilement parasités. En Colombie, 37%
d’une population de 40 chiens étaient infectés par le parasite et toujours par du ST2 (Ramirez
et al. 2014). Dans une autre é¢tude menée en Australie englobant 56 chiens, aucun d’entre eux
n’était infecté par le parasite (Roberts et al. 2013b) et il en était de méme dans une étude
menée en Grece sur 72 chiens (Spanakos et al. 2011). Notre étude portant sur 116 chiens de
compagnie (Par. I1.3.) allait aussi dans le sens d’une trés faible prévalence du parasite chez
ces animaux puisque seuls 4 d’entre eux se sont avérés parasités soit 3,5% de la population
analysée. De plus, ces chiens étaient infectés par des isolats de ST2 et ST10. Ce ST2 est
fréquent chez de nombreux groupes d’animaux et chez I’homme alors que le ST10 est
fréquent chez les bovins et autres Cetartiodactyles comme nous I’avons vu précédemment. On
ne retrouve donc pas dans notre étude comme dans celle de Ramirez et al. (2014) de ST
spécifique des Canidae. D’ailleurs, il a été¢ récemment montré que des chiens en contact avec
leurs maitres porteurs de Blastocystis sp. ST1, ST3 ou ST4 étaient eux-mémes infectés par des
isolats de mémes STs (Nagel et al. 2012) laissant penser a une infection occasionnelle des
chiens par I’homme. Ainsi, la nature moléculaire des isolats identifiés et la faible prévalence
du parasite dans la plupart des populations canines analysées suggerent que le chien ne serait
pas un hote naturel de Blastocystis sp. et donc pas un facteur de risque majeur de transmission

a ’homme.

Le pouvoir invasif et pathogéne de Blastocystis sp. : étude d’un cas clinique

Clarifier la physiopathologie de ce parasite n’était pas une thématique prioritaire de ma

theése qui était plus axée sur I’épidémiologie moléculaire et la transmission de Blastocystis sp.
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Cependant, dans le cadre de I’analyse d’un cas clinique, j’ai eu I'opportunité de me pencher
sur cette question et de mettre en évidence une association entre le parasite et le
développement d’une appendicite purulente et d’une péritonite chez une jeune patiente.
Blastocystis sp. est un parasite du tube digestif avec un tropisme bien défini puisqu’il infecte
le colon de son hote (Tan 2008 : Clark et al. 2013). Les médecins lillois ayant pris en charge
cette patiente a son retour d’un séjour au Maroc furent frappés par la présence en nombre
important de microorganismes identifiés comme étant Blastocystis sp. dans les selles d’ou
notre collaboration dans cette ¢tude. En analysant par différentes approches des prélévements
de selles, de liquide péritonéal, d’appendice et d’exsudat du cul-de-sac de Douglas de la
patiente (Figure 30), ce méme parasite a été détecté dans ces échantillons par des méthodes
moléculaires, immunologiques et histologiques supportant le caractere invasif de Blastocystis
sp. Chez cette patiente, ’origine de I’appendicite était vraisemblablement une obstruction
mécanique comme dans une majorit¢ de cas. Cette obstruction a été suivie d’une
dissémination du parasite dans la lumiere et la muqueuse du colon et de I’appendice ainsi que
dans I’exsudat du cul-de-sac de Douglas couplée a une inflammation aiglie de 1’appendice.
Blastocystis sp. était donc clairement associ¢ a cette inflammation puisqu’aucun autre agent
pathogéne n’a ¢été détecté confirmant ainsi son pouvoir pathogéne. De plus, apres
appendicectomie de la patiente et traitement avec un nitro-imidazole de 2°™ génération
proche du métronidazole, le tinidazole, le parasite n’a plus été retrouvé dans les selles de la
patiente quelques semaines apres le début du traitement. A ce jour, quelques cas de colite ou
d’appendicite en relation avec une infection a Blastocystis sp. ont été recensés (Andiran et al.
2006 ; Lucia et al. 2007 ; Thanikachalam et al. 2008 ; Tai et al. 2011 ; Lintong et al. 2012)
mais notre étude est la premiére a confirmer la présence du parasite dans ce contexte par des
méthodes moléculaires. Ce cas ouvre donc, pour les professionnels de santé, des perspectives
futures intéressantes en termes de recherche du parasite et de son impact clinique dans des
pathologies similaires. D’autre part, s’est naturellement posée la question de 1’origine de cette
infection par Blastocystis sp. et trés vite, une eau contaminée par le parasite et consommée par
la patiente a été proposée comme source de transmission. En effet, en plus de cette patiente,
pas moins de 26 autres membres de sa famille (13 adultes et 13 enfants) résidant dans le
méme batiment et réunis pour une féte familiale ont souffert d’une gastro-entérite avec
comme point commun, la consommation de cette eau. Aucune analyse n’a pu étre réalisée
chez les autres membres de cette famille ni sur des échantillons d’eau mais une épidémie de
blastocystose d’origine hydrique a été logiquement proposée. C’est 1a encore un résultat

majeur obtenu dans le cadre de cette étude puisque les exemples d’épidémie de blastocystose
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d’origine hydrique sont extrémement rares dans la littérature (Guglielmetti et al. 1989 ; Wu et

al. 2000).
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Année Sexe Patients Patients Prévalence Tableau 2 Répartition totale des parasites chez les malades infoctés
i H o
examinés parasités (%) Amnée Sexn A, Taenia H. Enter.  Trichuris Ent G. Ent, Trich.  Total
lumbricoides  spp. nana  vermicularis trichiura coli lamblia  histolytica intestinalis
1997 M 1660 508 30,48 " N % N % N % N % N % N % N % N %
F 2128 699 32,84
' 1997 M 186 3875 13 25 2 040 1 020 2 040 183 3617 100 1978 18 356 5 098 506
Total 3788 1205 3181 F 24 3491 27 386 1 014 4 057 0 0 283 4049 112 16@ 25 358 10 143 699
1998 M 1468 453 30,85 Total 430 3568 40 331 3 025 5 041 2 017 466 3867 212 175 43 357 15 1,25 1205
F 1989 624 31,37 1998 M 161 3554 7 154 3 066 3 066 0 0 174 3841 74 1634 26 574 7 15 453
Total 3457 1077 31,15 F 215 3446 44 705 O 0 3 048 0 0 262 4199 M 1218 0 480 8 129 624
1999 M 1425 423 29,68 Total 37 3491 51 473 3 028 6 05 0 0 436 4048 150 130 56 520 15 1,30 1077
1 1 { ) 4 ¥ 4
= iada ki 35.49 1999 M 63 3853 3 307 2 047 0 O O O 147 3476 77 1821 2 520 4 094 423
F 272 394 21 304 4 05 3 043 0 0 272 3942 8 122 25 362 13 18 690
Total 3369 1113 33,03 Total 435 3908 34 305 6 054 3 027 0 0 419 3765 162 145 47 422 17 1,82 1113
2000 M 1466 498 33,96 2000 M 176 3534 13 261 2 040 2 040 2 040 177 3555 101 2028 24 482 5 100 498
F 2003 793 35,59 F 309 3897 24 302 2 025 2 025 0 0 201 3670 117 1475 44 555 10 126 793
Total 3469 1291 37,21 Total 485 37,57 37 28 4 031 4 031 2016 468 3618 218 168 68 528 15 1.6 1201
2001 M 1254 412 32.85 2000 M 157 3811 8 194 1 024 0 0O O O 160 3884 60 1456 23 558 5 121 412
. 1769 615 3437 F 239 388 18 292 2 0X 2 032 1016 248 4033 77 128 24 390 10 163 615
Total 396 385 26 253 3 029 2 019 1 010 408 3973 137 1334 47 458 15 146 1027
Total 3043 1027 3,74 Total 212 3714 188 33 19 033 20 035 5 009 2197 3845 879 1539 261 457 77 135 5713
Total 17126 5713 33,35
N : nombre de cas
M: " M ; masculin
.HITBSIC_IHH. F : feminin.
F . féminin.

Tableau 14 : Détermination du nombre de patients infectés par des parasitoses intestinales de 1997 a 2001 au Nord-Liban (A) et

répartition des parasites identifiés par année dans cette population (B) (Hamze et al. 2004).



Tableau 15:Distribution des STs dBlastocystis sp. dans différentes populations de vaches a travers le monde.

a.
b.

Saus-typede Blastocystis sp.
Pays i Total Références
ST1 ST3 ST5 ST7 ST10 ST14 Mixtes
Japon 1 1 6 - ? ? 8 Yoshikawa et al. 2004
Danemark - - 3 - 22 - - 25 Stensvold et al. 2009
Etats-Unis - - - - 13 1 ) 16 Fayer et al. 2012
Angleterre 1 - 1 - 3 - 2 7 Alfellani et al. 2013b
Lybie - - 2 - 6 2 5 15 Alfellani et al. 2013b
Liban 4 - 5 1 41 41 29 121 Présente étude
6 1 17 1 85 44 38
Total 192
(3.1%) (0.5%) (8.9%) (0.5%) (44.2%) (23%) (19.8%)

La technique STS-PCR utilisée dans cette étude ne permet de sous-typer que les isolats des ST1 & ST7.
Deux infections mixtes par des isolats de ST10 et ST14 ont été identifiées dans cette étude.



Tableau 16:Distribution des STs de Blastocystsp. dans différentes populations de chiens a travers le monde.

Nom scientifique Pays Nombre Echantilons ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 ST6 ST7 ST8  ST9 ST10 Inf. Références

Nature des hotes d’échantillons positifs mixtes

Canislupus Pas de données moléculaires Lopez et al.
familirias 2006

Chiens domestiques

Chiens domestiques Canislupus Thailande Pas de données moléculaires Leelayoova

familirias et al. 2009

Canislupus Turquie 3 Eroglu et
familirias al. 2010

Chiens domestiques

Chiens domestiques Canislupus Toowoomba, 5 5 2 - 2 - - - - - - - ST1/ST Nagel et al.

familirias Australie 4 2012

Chiens domestiques et Canislupus Sydney, Roberts et

errants familirias Australie al. 2013b

Canislupus Colombie Ramirez et
familirias al. 2014

Chiens domestiques




Chiens semi- Canislupus Cambodge 80 1 - 1 - - - - - - - - - Wang el al.
domestiques familirias 2013

Chiens domestiques Canislupus France 116 4 - 2 - - - - - - - 2 - Présente

familirias étude




Appareil digestif:
1- Diaphragmme
2- Cardia
3- Estomac
4 - Rate
5- Ligament gastro-colique
&6 - Célon descendant
7 - Jéjunum (intestin gréle) A
8- Cédlon sigmoide
Q- Rectum
10 - Iléon (intestin gréle)
11 - Appendice vermiculaire
12 - Coecum
13- Célon ascendant
14 - Célon transverse
15 - Silhouette du foie
16 - Duodénum
17 - Pylore

B C

Fig. 2. Coupe sagittale médiane du pelvis chez la femme.
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Figure 30 : Description de I'appareil digestif (A), localisation de I'appendice (B) et du cul-
de-sac de Douglas (C).

Sources des images :

(http://dilaurus.org/Defecart/-hygiene%20et%20sante.htm) (A)
(http://www.chirurgie-beaujolais.fr/specialites/chirurgie-viscerale/appendicite/) (B)
(http://www.larousse.fr/archives/grande-encyclopedie/page/11528) (C)
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nos travaux ont apporté une contribution significative a 1’étude de 1’épidémiologie
moléculaire, de la transmission et de la pathogénicité du protiste parasite Blastocystis sp. En
particulier, une trés forte prévalence du parasite a été mise en évidence au Liban comme au
Sénégal et a un moindre degré en France dans la population humaine soulignant ainsi I’impact
socio-économique de la blastocystose dans les pays en développement. Il est clair que
I’absence ou le manque de systémes d’assainissement de 1’eau couplés a des conditions
d’hygiéne précaires dans ces pays représentent les principaux problémes expliquant la
transmission aisée de parasites d’origine hydrique comme Blastocystis sp. Preuve en est la
proportion tres importante d’échantillons d’eau identifiés comme positifs pour ce parasite au
Nord-Liban. La situation vis-a-vis de Blastocystis sp. devient donc alarmante et nos enquétes
épidémiologiques fournissent les informations nécessaires aux autorités de santé publique de
certains pays pour mettre en place, de maniére urgente, des programmes de prévention
(analyse de la qualité de 1’eau, €ducation des populations vis-a-vis des modes de transmission
des parasitoses digestives...) et de controle visant a réduire I’impact du parasite dans ces
populations a risque. L’un des objectifs de la collaboration Franco-Libanaise mise en place
dans le cadre de ma theése est justement de créer dans un futur proche une unité spécialisée
dont le role sera de surveiller 1’évolution d’agents pathogénes comme Blastocystis sp. au
Liban (Projet en cours d’évaluation déposé conjointement en Mai 2014 dans le cadre du
Programme Hubert Curien CEDRE 2015). A ce jour, malgré des avancées significatives lors
de ces dernieres années, la prévalence et la distribution des STs du parasite restent encore non
déterminées pour de nombreux pays et entre autre, pour certains pays du pourtour
méditerranéen voisins du Liban et de la France comme la Tunisie. Ce manque devrait étre
rapidement comblé dans le cadre d’une collaboration entre I’Institut Pasteur de Lille et celui
de Tunis et du dépdt conjoint en Mai 2014 d’un projet dans le cadre du Programme Hubert
Curien UTIQUE 2015.

A partir des données moléculaires obtenues dans nos enquétes épidémiologiques et des
informations collectées pour chaque patient a travers des questionnaires standardisés, nous
avons cherché a déterminer des facteurs de risque de transmission de Blastocystis sp. a
I’homme. Ces facteurs de risque sont difficilement mis en évidence car souvent liés a la
diversité de la population étudiée. Par exemple, un voyage récent a I’étranger est, dans la
population francaise étudiée, un facteur de risque mais ce n’est curieusement pas le cas de
I’'immunodépression. Or, il est possible que I'immunodépression n’ait pas, comme attendu,
¢té identifiée comme un facteur de risque en France car les patients immunodéprimés

voyagent moins que les individus globalement en bonne santé. La complexité des cohortes
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analysées rend donc toute analyse des données extrémement complexe. A cela s’ajoute des
incohérences entre études menées dans différents pays ou au sein d’un méme pays. Ces
incohérences peuvent étre prioritairement liées a la méthode choisie pour I’identification du
parasite. En effet, nous avons confirmé dans nos différentes études la faible sensibilité de la
microscopie comparée a une méthode moléculaire comme la PCR en temps réel développée
par Poirier et al. (2011). De ce fait, un groupe de patients positifs pour Blastocystis sp.
déterminé par microscopie ne sera pas le méme que celui déterminé par PCR en temps réel
dans la méme cohorte. Par conséquent, les analyses statistiques des données des patients
positifs déterminés par ces deux méthodes n’aboutiront a priori pas aux mémes conclusions. I1
est donc grand temps de pouvoir standardiser les études épidémiologiques a venir a des fins
de comparaison et nous proposons d’utiliser la méthode de PCR en temps réel comme
méthode standard. La méthode d’identification du parasite comme la nature de la population
étudiée peuvent aussi expliquer les discordances relevées dans la littérature concernant une
éventuelle corrélation entre les STs de Blastocystis sp. et le développement de troubles
digestifs. Nous avons par exemple montré une prédominance du ST1 chez les patients
symptomatiques dans une premicre cohorte de patients Libanais que nous n’avons pas
retrouvée dans une seconde population vivant pourtant dans la méme zone géographique.
Globalement, une synthése de toutes les données disponibles dans la littérature propose
I’existence d’isolats pathogénes et non pathogeénes pour tous les principaux STs ce qui semble
se confirmer dans nos études.

Ce parasite ayant un pouvoir zoonotique confirmé, il était donc judicieux de rechercher
Blastocystis sp. dans les selles d’un grand nombre d’animaux afin d’identifier les sources
animales potentielles de contamination pour ’homme. D’aprés nos résultats, les primates sont
globalement tres infectés par Blastocystis sp. et de plus par les mémes STs que ceux identifiés
chez ’homme et représenteraient donc une source majeure de transmission zoonotique.
Curieusement, cela ne semble pas étre le cas d’animaux de ferme comme les bovins ou les
oiseaux ni d’animaux de compagnie comme les chiens. Nous allons maintenant chercher a
confirmer ces observations a travers deux enquétes. La premiere qui est en cours vise a
analyser les selles de tous les animaux hébergés au zoo de Lille. Cette étude est trés
intéressante car les données obtenues permettront de confirmer ou de compléter celles
collectées au zoo de La Palmyre. En effet, certains groupes d’animaux sont communs aux
deux zoos mais d’autres ne sont présents qu’au zoo de Lille comme un nombre important de
reptiles hébergés au sein d’un vivarium. La seconde enquéte sera quant a elle menée dans le

cadre du Programme Hubert Curien CEDRE 2015 et visera a évaluer le risque de transmission
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zoonotique de Blastocystis sp. a 'homme dans la filiere poulet de chair qui est tres
développée au Liban. La particularité de cette étude sera de comparer les STs des isolats
identifiés dans les fientes d’oisecaux et dans les selles des personnels des abattoirs de cette
filiere. Une autre grande interrogation concerne la pathogénicité¢ de Blastocystis sp. chez les
animaux puisqu’aucune étude majeure n’est disponible dans la littérature a ce sujet. Les
enquétes prévues a l’avenir dans plusieurs populations animales devront donc prendre en
considération I’état de santé¢ des animaux et en particulier, ceux infectés par ce parasite
(Chapman et al. 2009).

Enfin, méme si la pathogénicité de Blastocystis sp. ne serait plus a prouver au regard de
la littérature récente, notre étude a cependant révélé I'implication du parasite dans le
développement d’une inflammation de I’appendice couplé a une péritonite chez une patiente.
Ces observations se doivent d’étre confirmées chez d’autres patients ayant des tableaux
cliniques similaires en associant identification moléculaire du parasite et analyse histologique
des tissus comme nous 1’avons réalisé dans notre étude. Plus globalement, et afin de clarifier
la physiopathologie du parasite et sa dynamique d’infection tout en apportant des réponses
quant a la pathogénicité de certains isolats ou STs, il est indispensable de pouvoir développer
un modele animal reproductible de blastocystose permettant de passer en routine un nombre
important d’isolats a des fins de comparaison. Ce développement est actuellement en cours
dans I’équipe BDPEE chez le rat et bénéficie de la disponibilité¢ de multiples isolats maintenus
en culture axénique au laboratoire. Il est aussi urgent de pouvoir identifier des facteurs de
virulence du parasite qui pourraient étre ST-dépendants. Pour les identifier, une large analyse
de génomique comparative a €té initi¢ée dans 1’équipe BDPEE prenant en compte des isolats
des ST1, ST2, ST3, ST4, ST6, ST7 et ST8. Enfin, la pathogénicité de certains isolats peut étre
corrélée a leur action sur le microbiote intestinal de 1’hote. Afin de savoir si une infection par
certains isolats de Blastocystis sp. serait capable d’induire une dysbiose et les symptdmes qui
en découlent, des analyses de métagénomique ont été initiées dans 1’équipe afin de déterminer
la composition de la flore bactérienne d’hdtes infectés ou non infectés. A ce jour, les hotes
étudiés sont le rat dans le cadre du développement d’un modele animal ainsi que ’homme et

le singe dans le cadre de nos enquétes épidémiologiques.
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ANNEXES

Annexe 1 :Questionnaire standardisé relatif a la notification des cas de blastocystose au
Liban.

Recherche de Blastocystis sp a visée scientifique

Nom de laboratoire: ........cccccevveeeeiinnnnnnnnn PBR : i,
1. Nom, prénom du patient: ........ccccceeeeiiiiiiiiiiiiieeeee e
2. AQE.
3. Sexe: M [] F[]
4. Profession: .........ueeiiiiiiiiiiee s
5. RESIAENCE: ..oovvvviiiiieeeieeeee e
6. Le patient est-il en contact avec des animaux (de compagnie ou de fernl__]JOui [__INon
7. Le patient a-t-il voyagé hors du Liban (< 1ans)? (| ]
Sioui, quand et dans quel PaYS? .......eveieiiiiiiii s
8. Nature de I'eau consommée : |k Robil "} Min{__ e Autres........
9. Le patient est-il immunodéprimé&ni [_| Non[_]

Sioui, quelle est la cause?

[ 1VH

[ ] Immunosuppresseurs

[ ] Autres

10.Parmi les symptdmes suivants, lesquels sont présents?

[ 1 Douleurs abdominales [ ] Diarrhée

[ 1 Constipation ] Douleur articulaire
[ ] Rash cutané [ ] Aucun

AULTES: . e,

11.S'il est diarrhéique, quel est le nombre des selles émis parjour ? .....................
12.Le patient souffre-t-il d’'une colopathie fonctionnelle (Syndrome de l'intestin irritable) ?
[ 1Oui [ 1 Non
13.Quand les symptédmes ont-ils commencés : .
14.Le patient présente-t-il d’autres pathologles/para5|toses (amlbes Glardla) pouvant entrainer cette
symptomatologie : Nol ] d_] lequel :
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Annexe 2 : Questionnaire standardisé relatif a la notification des cas de blastocystose au

Sénégal.

Identifiant : Essiy e

. -1 Questionnaire enfant
[P3V : Octobre 2011-Etude Schisto-VAN)

Village [ ]A [JF[N Date fort/2011  Heure oo EnquetetT o st masmm T.ext wamanC
PrEMON s issmesissmasmim s nss pasass s = [ Fille [] Gargon
PETE ar s marar s maarssssntssst st sin e ass pasas sasasmes " . 3 Ecole, CIASSE s s
Date de NEIS5ance ) moef e T Température auriculaire _ _ , _ 2C
Qui 2 rEPondu 7w s —— Lien i I'eTfant . s s o R T — CHEf warsmanrsrarnrsrarssmarsmsrns
Liens de parenté aver d amtres eTfATis 8 FEIIE T o i sm s meres s s osm s e sea o s o e 4t s £ 4t £ R 1 b8 S —
Partage I'habitation avec certains de cesenfants 7 [ Joui [ |non lesquels 7 mommo e m e ————————————- -
Dl Non (mand Durée Traitement
Fiévre récente
Paludisme récent

Toux de phes que 3 semaines

Diarrhée

Vomissements

Autres maladies
Hématurie ? [ ] oui ] non Manx deventre 7[ Joui [ |mon Douleurs 3 lamiction? [ Joui [ non
Baignade réguliére dans le fleuve ou canaux d'irrigation [ Joui [ |non  Fréquence 7 wmemsssmmss s s -
Heure T 13T — Traitement au PZQ Y Joui [ non Quand 7 s ———————— -
= S
Voyage 7 Joui [ | mon 1 T —— Duree 7w Il ¥ a combien de temps Tammm——"
ObsServations Felatives AUD TIFEIIESS © i o o s s o s 1 0 81818 8 044 0 4 B B 8 1 1 e 8 0 B 8
Observations Felatives QU0 SEIIES: wimimrmimeimm i s e e i s 5 8 s 10 0 0 00 8100888 8 0 0 B B
Taux dhémoglobine - I:l g/dl Taille 1: oo fcm]  Taille 2 - v (£m2) Poids: —u.... [KE)
Carnet de vaccination -[ ]| oni [] oui mais manguant [ Jnon Complétement vaceing [ Joui [ |non
2 00— o1 I S — 3= e — 1 T O ——— S T —
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Annexe 3 :Questionnaire standardisé relatif a la notification des cas de blastocystose en

France

Enquéte épidémiologique sur le portage de Blastocystis dans les selles en France Fiche
confidentielle

Identification du laboratoire déclarant ou N° Nom & Tél. du contact :
Enregistrement Labo
Nom :
Tel :

N° Inclusion du Patient : L.
Date du préléevement :

(1/MM/AA)
NNN — AA — MM — PPP —PP — N°

Veuillez indiquer dans I'ordre:

- Votre code de laboratoire a 3 lettres

- L'année du prélévement (4 chiffres)

- Le mois du prélévement (2 chiffres)

- Les trois premieres lettres du nom du patient

- Les deux premiéres lettres du prénom du patient

- Le numéro du prélévement:1 pour le premier prélévement, 2 pour le deuxiéme etc.
Sexe: [Im[]F Date de naissance : A défaut, age:
Profession :
Animaux de compagnie : Non[_| Oui: [ ] Si oui lesquels :
Voyages récents (<1 an) : Non | | Oui:[ ] Si oui quels continents :
Aspect des selles : [ ] selles liquides, [_] molles, [_] moulées, [ ]dures

Statut immunitaire : 1:[ | 2:[]3:[]a:[]5:[]6:[] Autres=
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[ ]Numération CD4 :

Sérologie HIV positive = 1/ Transplantation = 2 / Immunosuppresseur = 3 / Greffe de moelle osseuse = 4 / Pas de probléme connu =5

Présence de Blastocystis a I’examen direct : [ INon[ ] Oui
Symptomatologie : [ INon [ ] Oui

Date de début des symptomes :

(JJIMM/AA)
[ ] Douleurs abdominales [ ]Douleurs articulaires [_|Ballonnements abdominaux
[ ] Diarrhée [ ] constipation [ ] Rush cutané
[ ] Asthénie [ ] Aucun symptdme [ _] Autres, préciser : ------
-Le patient souffre-t-il d’une colopathie fonctionnelle ? Non [ Joui:[]

(Syndrome de l'intestin irritable).

-Le patient présente-t-il d’autres pathologies/parasitoses (amibes, Giardia, bactéries, ...) pouvant
entrainer cette symptomatologie ? Non |:| Oui : |:|

Si oui, préciser :
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Annexe 4 :Vecteur pCR 2.1-TOPO, carte de restriction du polylinker inclus dans le plasmide

et site de clonage de l'insert.

TOPO représente la topoisomérase | liée de fagon covalente au niveau du site d’insertion. Les
amorces M13 Forward et M13 Reverse utilisées pour le séquencage sont encadrées en bleu. A
noter les deux sites EcoRI qui encadrent le produit de PCR cloné.

M13 reverse
priming site

Hind I

lacZa ATG i
everse pnmer H’"'d n Kp'nl Safl BlamHl Sﬁlael

205§CAG GAA ACA GCT ATG ACEJATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGLJTAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX1 EcoR| EC?R |

| 1
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT BAG GGC GAA TTC TGC
M T ¢ (CC CTT AAG ACG

CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAg

EC(I>R \" lelX | Not | Xllvo | Nsill )l(ba | Apla |
|

AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC [GGG_ATA

4
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer M13 Forward (-40) Primer

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCAJCTG GCC GTC GTT TTA CAAjCGT CGT GAC TGG GAA AAC | 426
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT|GAC CGG CAG CAA AAT GTTJGCA GCA CTG ACC CTT TTG
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Annexe 5 :Synthése des données enregistrées concernant les échantillons de primates.
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Annexe 6 :Synthése des données enregistrées concernant les échantillons de Cetartiodactyla
et Perissodactyla.

it s|2§§§§§£2}5 Zigleiglcle




ANNEXES

9T SIHOAINHYI S333d453 V101
9t S10d 30 V101
o 2] [ [ Ta]
% £ 5 100 (e e EnsEyy sepiuodaaly =]
[ %03 =]
ﬂ SIRID SIEI0 Za)
El E 2¥3
ot iis ; w0 ) o]
T 9 9 7] AL 0 oo |
o EIe] Ee] e |
o =0 ] [ e0 |
% W T El SaIBIL S50pUE0 SN0 PR TR | SepIRIsOi o |
Jide 102,
v 7 Z z T n?aﬁ am .wom_ SRy S sepuniry W
s N SFIUNS F=]
B £ r g SEoInS =)
T ] aIRpd sIng 3
Bac £ £ [ emepdsing aiRpd sing sepisi 5
%66 I .iﬂwmn:n_ nil&m ] =]
[ W L EL:ITY N (=
i W 4 z ET0 ETT ST CAXGE S =)
a7 I I3 JeTroe =]
o AU (SPBUR UL 158 < ¢ Tide erGer AR ERE R =]
Pz 1493 SR ] Sabau sep alagiug (=)
5 pu1 L1059 ¢ g SiiAne S35 Sop SUIed < U] | e I —
Pz 1093 z z SUBATe L L oL LN e : CE)
[l PUTL 153 SUSATe ] U US 8P ssegied | T eaple EE]
B SEW SSIENPIADUT LO[IUELR S T Z predeng pIedsne) 0
T T A BUBANE S e@aL predeng) =)
22 159 W SUTATE S R@aLa prdene) S R F=)
4001 Z1S [ W £ 8 SR ] w0 pRdeng 3
T W57 W SN ] ewep prdeng | E=)
24 B[ U01] 9P UoJIueTR g I T [ suor] uor) 087 EA S =)
oe7 I T I suon SN P XU LTy =]
i +INE S0PURS SURP] G sDURpW 3] W [ 23UIL3 - =]
FNE S0pUs SURp] ENE]] W ] BB, | £
S0[US SLED ]| [T] G 9 gu DFLILG, =)
suep) s W ELELD aaRz sadfig [
TR | 1 2] mm =]
| PUIZ 193 ] JaL3. e |
T U119 z £ (7] eus =]
g Pl £ 1199 SaAreS Uoean it )
7] AT £ e SUBATE S 0B ] YT VST 5]
227 PUTL 1333 SUBANTE o PRl FE]
<7 Ul § 11595 I E SISLR) 9 Ho
o7 puUl £ U39 FUIAE FISUIHIR| 5]
B pui Z 199 v e SRR SRR K ST R
£1S PUIL 1559

use|q 1B nsas 13|

a] oeae guuapy 3z 019 AS

(W) sa|jas ap abuejaw no 5 o007 n| e .
(1) sesyenplaipul sa|jes hum_ .n.-.un_ L m,.._.m Naas 2P UNWLWOD Wo| opdsy | enmwey || epip || esSRld | oo,

Annexe 7 :Synthése des données enregistrées concernant les échantillons de carnivores.
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Annexe 8 :Synthése des données enregistrées concernant les échantillons d’oiseaux.
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Annexe 9 :Synthése des données enregistrées concernant les échantillons du groupe « Autres

animaux ».
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Date derniere

Traitement au

N° chien Race Age Sexe Résultats coprologie Diarrhée vermifugation métronidazole
12-765 Teckel 3 ans F - - panacur 01/09/2012 non
12-769 Jack Russel 2,5 ans F - - drontal 05/10/2012 non
12-770 Bouvier d'Appenzell 1,5 ans M |sospora +/ Toxocara ++ - panacur 10/10/2012 non
12-771 Border 16 mois F - - panacur 30/09/2012 non
12-772 Samoyéde 3 ans M - + milbemax 01/10/2012 non
12-773 Springer Anglais 5 ans M - - dolthéne 01/09/2012 non
12-774 Border Collie 1 an et 3 mois F - - milbemax 01/10/2012 non
12-775 Berger Australien 3 ans F - - panacur 30/09/2012 oui 01/01/201
12-782 Cavalier King Charles 9 ans F - - panacur 01/07/2012 oui 15/06/201.
12-799 Border Collie 8,5 mois M Isospora ++++ /Giardia +++ + milbemax 26/10/2012 non
12-800 York Shire 4 ans F - - panacur 01/10/2012 non
12-801 Berger Australien 3 ans M - - drontal 01/09/2012 oui 01/09/2017
12-802 Cocker Anglais 2,5 mois F Giardia ++ - milbemax 29/10/2012 non

Trichures +++Giardia+ /présence dg
12-803 Cocker Anglais lan M Toxocara + milbemax 3x/an non
12-804 Golden Retriever 1,5 mois M |sospora + - milbemax 15/09/2012 non
12-805 Berger Australien 11 mois M - - drontal 10/09/2012 non
12-806 Cocker Anglais 10 mois F - - milbemax 01/07/2012 non
12-807 Beauceron (fils) 7 mois M Toxocara ++ / |sospora + - milbemax 10/09/2012 non
12-808 Beauceron (fille) 7 mois F Toxocara + - milbemax 10/09/2012 non
12-809 Beauceron (mére) 3,5 ans F Toxocara +++ - milbemax 10/09/2012 non
12-811 Labrador 2 ans M Isosporidés ++ / sporé3yniclomyces - milbemax 27/09/21012 non
Bouvier appenzell x Berger
12-812 Australien 2 ans M Toxocara + - drontal 01/09/2012 non
12-814 Border Collie 5 mois F - + milbemax 1/10/2012 non
12-815 Border x Springer 3 mois F |sospora +++ - non renseigné non
12-823 labrador x Braque All 11 ans M - + milbemax 15/09/21012 non
12-938 Border 6 ans F - - milbemax 01/10/2012 non
12-939 Bouledogue Francais 2,5 mois F - - 13/12/2012 non
12-940 Fox Terrier 3 ans M Trichures + - milbemax 01/05/2012 non
12-941 Cocker Anglais 1lan F Toxocara + / |sospora ++ - milbemax 13/12/2012 non
12-942 Husky 2 ans M |sospora + - milbemax 30/11/2012 non
12-943 Setter Gordon 2 ans F - - panacur 01/10/2012 non
Berger Allemand x
12-944 Berger Pyrénnées 8 ans M - - drontal 15/11/2012 non
12-945 Labrador 1,5 ans M - - milbemax 27/11/2012 non
12-946 Berger Hollandais 3,5 mois F Giardia dégénérées + - milbemax 27/11/2013 oui 26/10/2012
12-947 Berger 5 ans F - + panacur 15/10/2012 non
Oocystes coccidiens + / spores
12-949 Jagd Terrier 2,5 ans F Cyniclomyces - panacur 21/10/2012 non
12-952 Berger Australien 3,5 ans M - - milbemax 01/12/2012 non
12-953 Berger Australien 6,5 mois F Giardia + - milbemax 01/12/2012 non
12-954 American Staff 3,5 ans F - - drontal 01/12/2012 non
12-964 Jack Russel 10 ans M - - milbemax 7/12/2012 non
SporesCyniclomyces ++ / autres
12-965 Malinois x Groenendal 7 mois M spores ++ - milbemax 15/11/2012 non
12-966 Bouledogue x Flat coatted 3 ans F - - milbemax 3/12/2012 non
12-967 Beagle 4 ans F - - milbemax 10/12/2012 oui 15/10/2012
12-968 Border x Labrador 2 mois M Giardia + - drontal 18/12/2012 non
12-969 Labrador 2 ans F SporeCyniclomyces + panacur 01/09/2012 non
12-970 Bouvier de I'entlebuch 4 ans M - - milbemax 13/11/2012 non
Giardia + / Isospora + / Toxocara
12-971 Labrador x Border 4 mois M présence - milbemax 17/12/2012 non
12-972 Finnois de Laponie 1an M Giardia ++++ / spore€yniclomyces - dolthéne 10/12/2012 non
Isospora +++ / Giardia + / spores
13-4 Bouledogue Frangais 4 mois F cyniclomyces + + non
Oocystes d'isosporidés présence,
13-5 Yorkshire 7 ans F Giardia présence + non
Giardia ++ / Isosporidés petite taille
13-6 Yorkshire 8 ans F + + non
13-8 Labrador 2 ans F - + non
Toxocara ++++ /Giardia +++ /
|sospora +/ Taenia présence/
13-18 Berger Allemand 9 mois F Isosporidés + - milbemax 12/01/2013 non
Giardia + / Isospora + / oocystes
13-19 Berger 1an F coccidiens + - drontal 22/12/2012 non
13-23 Berger Blanc Suisse 3 mois M Spores Cyniclomyces ++++ + milbemax 14/01/2013 non
oocystes coccidiens + / spores
13-24 Eurasier 1an F Cyniclomyces + - milbemax 01/10/2012 non
13-25 Setter Anglais 15 mois F Giardia +++ / beaucoup de bacilleg + milbemax 13/11/2012] non
13-26 Golden Retriever 1,5 ans F - - dolthene 24/12/2012 non
13-27 Dalmatien 1,5 ans M - (bactéries coques) - milbemax 20/12/2012 non
Giardia +++ /Isosporidés petites taillp
13-65 + (crypto - test saccharose) +
13-66 Labrador 2 ans F - + milbemax 30/01/2013 non
13-68 Berger Allemand 10,5 ans F Présence d'oocystésoghora + aucun depuis 5 ans non
13-89 Bouledogue Frangais 9 mois F Giardia ++ (petites et grosses) + milbemax ts les mois non
Oocystes d'isosporidés + /Présend
13-111 Setter Anglais 1,5 ans F d'oocystes &imeria + milbemax 01/01/2013 non
13-112 Berger Allemand 7 mois M - + panacur 07/02/2013 non
dolthene 5/01/2013 panacyr  oui flagyl
13-128 Basset Hound 8 mois M Giardia + + 10/01/2013 10/01/13
13-129 Sharpei 10,5 ans F - + milbemax ts les 6 mois non
13-168 Bouledogue 1,5ans F - + strantel 12/03/2013 non
Toxocara canis +++ /
13-169 Malinois 1lan M Ankylostomatidés + milbemax 15/01/2013 non
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trés variés alternant tous les  oui flagyl
13-309 Berger Hollandais 9 mois F Giardia ++++ / Isospora présence + mois 31/01/13
Toxocara canis ++ /
Ankylostomatidés ++ / Taeniidae oui flagyl
13-312 Berger Allemand 1,5 ans M présence + dolthene 01/03/2013 12/04/13
13-332 Berger Australien 3 ans F - - strantel 01/04/2013 non
13-333 Spitz 6 mois M - - dolthéne 24/05/2013 non
13-348 Westi 2,5 ans F - - milbemax 28/12/2012 non
13-349 Shih-Tzu 10 ans F - - profender 08/05/2013 non
13-350 Berger Blanc Suisse 8 mois M Giardia + + milbemax 01/04/2013 non
13-353 Nova Scotia Retriever 9 mois F - - dolthéne 15/03/2013 non
13-356 Labrador 4 ans F Spores d€yniclomyces guttilatus - milbemax 15/01/2013 non
13-366 Malamute 9 mois M - - milbemax 01/03/2013 non
Spores de€yniclomyces guttilatus
13-371 Labrador 3 ans F ++++ - milbemax 01/08/2012 non
Oocystes dEimeria ++ (spores de
13-372 Labrador x Chien chasse 2 ans F Cyniclomyces guttilatus ++++ ) - milbemax 18/04/2013 non
Isospora +++ / Giardia ++ /
13-373 Beauceron x Husky 5 mois F Ankylostomatidae présence + milbemax 24/05/2013 non
13-375 Labrador 7 ans F - - advocate 14/12/2012 non
13-381 Berger Australien 2 ans F - - drontal 21/05/2013 non
13-382 Berger des Pyrénées 12 ans F - - drontal 21/05/2013 non
13-383 Golden Retriever 7 ans F Giardia + - non
13-384 Labrador 7 ans F - - drontal 10/01/2013 non
13-385 Sharpei 2,5 ans M - - drontal 22/05/2013 non
oui stomorgyl
13-388 Bichon frisé 15 ans F - - milbemax 01/04/2013 (20/05-2/06)
13-394 Labrador 5 ans M - - drontal 15/05/2013 non
13-395 Bouvier Bernois 4,5 ans M - + drontal 15/05/2013 non
13-401 Labrador 10 mois F - + milbemax 01/05/2013 non
13-403 Beauceron 1lan M - - milbemax 19/04/2013 non
milbemax 01/05 et dolthéng oui flagyl
13-406 Yorkshire 4 mois F - + 30/05/2013 22/05/2013 5j
13-413 Briard 6 ans M - - milbemax 15/01/2013 non
13-437 Boxer x Braque 8 ans F Ankylostomatidae - vermi pharmacie 10/06/2018 non
13-438 Labrador 3 ans F Giardia ++ - dolthéne 20/06/2013 non
13-439 Labrador 2 mois M Giardia + - dolthéne 21/06/2013 non
13-440 Golden Retriever 12 ans F - - drontal 7/06/2013 non
13-451 Yorkshire 13 ans F Giardia + - milbemax 01/12/2012 non
13-452 Levrier 7 mois F - - milbemax 03/06/2013 non
13-453 BA x Terre Neuve 3,5 mois F Giardia ++ - vermi pharmacie 13/06/2018 non
13-455 Epagneul Breton 1,5 ans F - - milbemax 01/01/2013 non
13-456 American Staff 2,5 ans F - - drontal 01/05/2013 non
13-457 Beagle 3,5 mois F Giardia + - milbemax 05/06/2013 non
13-458 Labrador x Berger 3 mois F - - jamais vermifugé non
13-460 Golden Retriever 10 ans M - - drontal 01/06/2013 non
13-461 Cocker Spaniel Anglais 3,5 mois M Giardia ++++ - milbemax 13/06/2013 non
13-464 Jack Russel 3,5 mois F - - milbemax 12/06/2013 non
buccoval
13-465 Yorkshire 4,5 mois M - - drontal 04/04/2013 12/06/2013
phytothérapie pharma
13-466 Caniche 13 ans F - - 06/2013 non
13-467 Berger 6 ans F - - milbemax 01/07/2012 non
13-468 Golden Retriever 15 mois F - - milbemax 10/06/2013 non
13-469 Rottweiler 2 ans M - drontal 01/01/2012 non
13-442 Labrador sable 2 mois Giardia/l sospora canis/l sospora sp. + panacur
13-441 Labrador noir 4 mois Giardia/l sospora canis/| sospora sp. + panacur

Annexe 10 :Synthese des données enregistrées concernant la population de chiens étudiée en
France.



