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Blastocystis sp. est un protozoaire entérique parasitant fréquemment l’Homme et de 

nombreux groupes d’animaux. Malgré son impact majeur en santé publique, encore trop peu 

de données concernant la prévalence et la distribution des sous-types (STs) de Blastocystis sp. 

sont disponibles dans la littérature pour certaines régions du monde comme l’Afrique et le 

Moyen-Orient. De plus, sa fréquence importante chez les animaux d’élevage pose 

naturellement la question de son potentiel zoonotique qui se doit d’être évalué par exemple 

pour le bétail. Aussi, dans une première étude, Blastocystis sp. a été recherché par PCR en 

temps réel dans un grand nombre d’échantillons de selles collectés au sein d’écoliers 

sénégalais dans le cadre de ce qui représente la plus large enquête épidémiologique jamais 

menée en Afrique. La prévalence rapportée atteint les 80% témoignant ainsi d’une circulation 

très active du parasite dans cette région du globe en lien avec des conditions sanitaires et 

d’hygiène précaires. Le sous-typage des isolats correspondants par séquençage montre une 

prédominance du ST2 suivi des ST1, ST3, ST7, ST10 et ST14. C’est la première 

identification dans la population humaine des ST10 et ST14 qui sont fréquents chez les 

bovins. Plus globalement, les isolats d’origine animale (ST7, ST10 et ST14) sont en nombre 

limité en Afrique suggérant un faible risque de transmission zoonotique. L’étude de la 

diversité génétique intra-ST des ST1, ST2 et ST3 confirme que le ST3 est principalement 

transmis par voie interhumaine alors que différentes sources de transmission existent pour les 

ST1 et ST2. Une seconde étude révèle que la prévalence de Blastocystis sp. dépasse les 60% 

dans les élevages de vaches laitières au Nord-Liban. Ces premières données pour ce groupe 

d’animaux d’importance économique majeure dans ce pays posent la question de l’impact de 

cette infection dans la filière bovine. Le sous-typage des isolats indique la présence d’une 

grande variété de STs chez ces animaux couplée à une large prédominance des ST10 et ST14, 

confirmant que ces deux STs sont bien les STs adaptés aux bovins. La présence des autres 

STs est probablement liée à des contaminations opportunistes à partir de différentes sources 

humaines, animales ou environnementales. D’autre part, en comparant la distribution des STs 

du parasite chez ces animaux avec celle déterminée chez les éleveurs de ces bovins, un risque 

très limité de transmission zoonotique a pu être mis en évidence. La dernière enquête a quant 

à elle été conduite dans une cohorte de réfugiés syriens vivant dans plusieurs camps localisés 

au Nord-Liban. Elle représente la toute première étude portant sur la population syrienne 

complétant ainsi les données épidémiologiques disponibles pour Blastocystis sp. au Moyen-

Orient. Dans cette population, la circulation du parasite est là encore très active puisque la 

prévalence du parasite excède les 60% avec une large prédominance du ST3 suivi du ST1, du 



RESUME 

 
 

ST2 et du ST10 (1 seul isolat). En comparant la prévalence du parasite observée dans les 

camps avec assainissement avec celle déterminée dans les camps sans assainissement, il est 

clair qu’un accès difficile à une eau potable et à de bonnes conditions sanitaires et d’hygiène 

favorise la transmission du parasite. D’autre part, l’analyse comparative de la diversité 

génétique intra-ST des ST1, ST2 et ST3 des isolats de cette cohorte de réfugiés et de ceux de 

la population locale du Nord-Liban suggère fortement que Blastocystis sp. est principalement 

transmis par la voie anthroponotique chez les réfugiés et que la circulation du parasite entre 

ces deux communautés est extrêmement limitée du fait de contacts très restreints. C’est à ce 

jour la seule étude s’étant intéressée au risque potentiel de transmission de Blastocystis sp. à 

une population locale via une vague de migration. 
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Blastocystis sp. is a frequent enteric protozoon parasitizing humans and numerous 

groups of animals. Despite its major public health impact, still a little data on the prevalence 

and subtypes (STs) distribution of Blastocystis sp. are available in certain regions of the world 

such as Africa and the Middle East. Moreover, its significant frequency in domestic animals 

raises naturally the question of its zoonotic potential, which needs to be assessed in livestock 

for example. Thus, in a first study, Blastocystis sp. was sought by real-time PCR in a large 

number of feces samples collected from Senegalese schoolchildren as part of what represents 

the largest epidemiological survey never conducted in Africa. The reported prevalence of the 

parasite reaches up to 80% in this geographical area of the world indicating its widespread 

and active circulation in link with precarious sanitary and hygienic conditions in this 

population. The subtyping of the corresponding isolates by sequencing shows a predominance 

of ST2 followed by ST1, ST3, ST7, ST10 and ST14. This is the first identification of ST10 

and ST14 in the human population, both STs being common in cattle. More globally, there is 

a limited number of isolates of animal origin (ST7, ST10 and ST14) in Africa highlighting the 

low risk of zoonotic transmission. The study of the intra-ST genetic diversity of ST1, ST2 and 

ST3 confirms that ST3 is mainly transmitted by the inter-human route, whereas different 

sources of transmission exist for ST1 and ST2. A second study shows that the prevalence of 

Blastocystis sp. exceeds 60% in dairy cattle in Northern Lebanon. These first data for this 

group of animals of major economic importance in this country raise the question about the 

impact of this infection in the cattle production chain. The subtyping of isolates indicates the 

presence of a wide variety of STs in livestock coupled with a large predominance of ST10 and 

ST14, confirming that these two STs represent cattle-adapted STs. The presence of the other 

STs is probably related to opportunistic contamination from various human, animal, or even 

environmental sources. On the other hand, by comparing the ST distribution of the parasite in 

these animals and in-contact dairy farmers, very limited risk of zoonotic transmission has 

been highlighted. The last survey was conducted in a cohort of Syrian refugees living in 

several camps in Northern Lebanon. This represents the first study performed in the Syrian 

population, thus completing the epidemiological data available on Blastocystis sp. in the 

Middle East. In this population, the circulation of the parasite is again very active since the 

prevalence of Blastocystis sp. exceeds 60% with a large predominance of ST3 followed by 

ST1, ST2 and ST10 (only 1 isolate). By comparing the prevalence of the parasite observed in 

camps with and without sanitation, it is clear that poor access to safe drinking water, sanitary 

and hygiene promotion favor the transmission of the parasite. On the other hand, the 
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comparative analysis of the intra-ST genetic diversity of ST1, ST2 and ST3 isolates in this 

cohort of refugees and the local population in Northern Lebanon strongly suggests that 

Blastocystis sp. is mainly transmitted through the anthroponotic route in refugees and that the 

circulation of the parasite between these two communities is extremely limited due to very 

restricted contacts. To date, this is the only study investigating the potential risk of 

transmission of Blastocystis sp. to a local population through a flow of migrants. 
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INTRODUCTION 

 

1 
 

A ce jour, et même si leur impact en santé publique reste encore difficile à estimer, les 

parasitoses intestinales demeurent un véritable fléau puisqu’elles sont répandues 

mondialement et ont une prévalence grandissante dans de nombreux pays. C’est 

principalement le cas dans les pays en voie de développement et ce en lien avec une 

transmission oro-fécale facilitée par des conditions sanitaires et d’hygiène souvent 

déplorables et un assainissement de l’eau de consommation quasi inexistant. Cette situation 

favorise une propagation de ces infections parasitaires qui représentent une des principales 

causes de mortalité principalement par diarrhée, de morbidité et de malnutrition en particulier 

chez les enfants. En parallèle, les flux actuels de migrants originaires de régions fortement 

impactées par ces parasitoses vers les pays occidentaux ainsi que les déplacements de 

populations de pays développés à des fins professionnelles ou récréatives vers des zones 

géographiques considérées à haut risque d’infection entraînent une recrudescence significative 

de ce péril fécal. 

Parmi les parasites impliqués, les protozoaires occupent une place majeure même s’ils 

demeurent globalement négligés par les autorités sanitaires. Parmi ces microrganismes, deux 

d’entre eux, en l’occurrence Blastocystis et Cryptosporidium, font l’objet de nombreux projets 

de recherche menés par mon équipe d’accueil en France. En effet, au sein du Centre 

d’Infection et d’Immunité de Lille (CIIL), l’équipe Ecologie et Physiopathologie des 

Protozoaires Intestinaux (ECOPHIP) dirigée par le Dr Eric Viscogliosi, Directeur de 

Recherche au CNRS, s’intéresse 1) à la prévalence et à la diversité génétique de ces deux 

parasites dans la population humaine à travers la conduite de larges enquêtes 

épidémiologiques à travers le monde, 2) aux sources potentielles de transmission animales et 

environnementales de Blastocystis et Cryptosporidium à l’Homme et enfin, 3) au pouvoir 

pathogène de ces microorganismes et aux facteurs de virulence mis en jeux (Figure 1). Pour 

mener à bien ces travaux, l’équipe ECOPHIP développe des modèles d’étude in vitro, in vivo 

et ex vivo et maîtrise des techniques de pointe dans les domaines de la génomique, de la 

métagénomique en lien avec l’étude du microbiote de l’hôte, de la transcriptomique et de la 

protéomique. ECOPHIP adopte une approche intégrative originale et unique en Europe allant 

de la cellule à la population. Elle combine ainsi « recherche de laboratoire » et « études de 

terrain » dans de nombreuses zones géographiques via un très large réseau de collaborations 

faisant ainsi de l’équipe ECOPHIP une référence dans les domaines de la parasitologie et de 

la protozoologie comme peut en témoigner sa production scientifique 

(https://www.ciil.fr/teams/ecology-physiopathology-of-intestinal-protozoa). 
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Figure 1: Représentation shématisée des objectifs de l’équipe ECOPHIP concernant l’étude 

des protozoaires intestinaux dont Blastocystis sp. Les travaux menés durant ma thèse sont en 

adéquation avec les objectifs 1 et 2 de l’équipe. 

 

Le projet de thèse qui m’a été proposé s’intégrait alors parfaitement aux thématiques 

de l’équipe ECOPHIP en se focalisant sur l’épidémiologie moléculaire et la circulation de 

Blastocystis sp. au Sénégal et au Liban. En effet, il s’avère que même si l’Afrique et le 

Moyen-Orient sont des zones géographiques connues pour être largement impactées par les 

parasitoses intestinales, encore trop peu de données sont finalement, à ce jour, disponibles 

concernant la prévalence et la diversité génétique de Blastocystis sp. dans ces régions du 

globe. D’autre part, aucune étude portant sur la présence de ce parasite n’avait à notre 

connaissance été réalisée chez les bovins au Liban alors que ces animaux d’intérêt 

économique majeur peuvent représenter une source potentielle de contamination pour 

l’Homme. Les trois enquêtes que j’ai menées dans ma thèse ont donc permis d’obtenir des 

données précieuses concernant la prévalence du parasite dans les populations sénégalaise, 
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libanaise et syrienne et de traquer les sources potentielles de contamination pour l’Homme en 

lien avec le potentiel zoonotique avéré du parasite.  
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1. Polymorphisme et cycle biologique de Blastocystis sp. 
 

Blastocystis sp. est un protozoaire anaérobie parasitant le tractus intestinal de l’Homme 

et de très nombreux animaux incluant en particulier, différents groupes de mammifères ainsi 

que les oiseaux, les reptiles, les amphibiens, les poissons ou bien encore les insectes 

(Boreham et Stenzel 1993; Cian et al. 2017; Gantois et al. 2020; Hublin et al. 2020; Tan 

2004; Yoshikawa et al. 2016). L’une des caractéristiques principales de Blastocystis sp. réside 

en son polymorphisme (Stenzel et Boreham 1996; Suresh et al. 2009; Tan 2008) puisque 4 

formes majeures de ce microorganisme ont pu être décrites dans les selles ou en culture in 

vitro: les formes vacuolaire, granulaire, amiboïde et kystique (Figure 2). 

Le stade vacuolaire est le plus facilement reconnaissable et le plus fréquemment 

observé dans les cultures de laboratoire et dans les échantillons de selles. C’est aussi la forme 

identifiée pour le diagnostic d’une infection à Blastocystis sp. Sa taille peut varier de 2 à 200 

μm avec un diamètre moyen de 4 à 15 μm. Cette forme est caractérisée par une large vacuole 

centrale qui aurait un rôle de stockage de glucides et de lipides (Yoshikawa et al. 1995) et qui 

occupe environ 90% du volume de la cellule. Le cytoplasme et les organites comme le noyau, 

le réticulum endoplasmique, l'appareil de Golgi et les mitochondries (MLO pour 

Mitochondria-Like Organelles) sont ainsi repoussés dans une mince bande périphérique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Observation des formes de Blastocystis sp. en microscopie en contraste de phase 

(Tan 2008). (a) Formes vacuolaires, (b) granulaires, (c) amiboïdes et (d) kystiques. Bar = 10 

μm. 
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Concernant la forme granulaire, la seule différence clairement visible avec la forme 

vacuolaire est la présence de granules dans le cytoplasme et la vacuole centrale et une taille 

généralement plus réduite. Pour certains auteurs, cette forme granulaire ne serait pas un stade 

parasitaire distinct mais plutôt une forme vacuolaire possédant un contenu cellulaire 

particulier (Stenzel et Boreham 1996). Cette forme est plutôt observée dans les cultures non-

axéniques plus anciennes ou traitées avec des antibiotiques (Tan 2008). 

Pour ce qui est de la forme amiboïde, elle a quelques fois été identifiée dans des selles 

diarrhéiques et liquides mais n’a été que rarement observée en culture. D’un diamètre compris 

entre 3 et 8 μm, sa forme est irrégulière et elle est caractérisée par la présence de pseudopodes 

tout en étant décrite comme immobile. Elle a été supposée jouer un rôle dans la pathogénie du 

parasite ce qui reste encore à confirmer (Katsarou-Katsari et al. 2008; Tan et Suresh 2006).  

La forme kystique souvent ovoïde ou sphérique est quant à elle la plus petite forme 

décrite du parasite (2 à 5 μm) ce qui peut entraîner une confusion avec des débris fécaux lors 

de l’observation de selles fraîches. La forme kystique présente une paroi épaisse qui a un rôle 

protecteur face à des conditions environnementales défavorables. En effet, les kystes de 

Blastocystis sp. peuvent rester viables entre 19 jours et 6 mois dans l'eau à température 

ambiante et au moins deux mois à 4°C (Moe et al. 1996; Suresh et al. 2009). Ils sont aussi 

résistants aux traitements classiques au chlore ou à l'ozone (Khalifa et al. 2001; Zaki et al. 

1996). De nombreuses infections expérimentales réalisées par exemple chez des rongeurs et 

des oiseaux à l’aide de kystes isolés chez différents groupes d’animaux ont démontré que le 

kyste représentait bien la forme de résistance et de transmission du parasite (Hussein et al. 

2008; Iguchi et al. 2007, 2009; Suresh et al. 2005). 

Plusieurs cycles de vie du parasite, parfois contradictoires, ont été proposés par 

différents auteurs. Néanmoins, en tenant compte des observations morphologiques comme 

celles démontrant le développement des kystes en formes vacuolaires et inversement (Chen et 

al. 1999; Suresh et al. 1993; Villar et al. 1998), le cycle de vie le plus probable de 

Blastocystis sp. est celui proposé par Tan (2004, 2008) (Figure 3). Brièvement, l’infection 

débute par l’ingestion par un hôte humain ou animal de la forme kystique présente dans 

l’environnement. Après excystation, les kystes se transforment en formes vacuolaires dans le 

gros intestin de l’hôte. Ces formes vacuolaires peuvent se multiplier par fission binaire ou se 

transformer en formes granulaires ou amiboïdes. Certaines de ces formes vont ensuite 

s’enkyster lors de la traversée du côlon, conduisant à l’excrétion de kystes dans les selles qui 

pourront, à leur tour, se disséminer et contaminer un nouvel ou le même hôte. Ainsi 

Blastocystis sp. vit dans des environnements à très faible teneur en oxygène. 
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Figure 3: Cycle de vie proposé pour Blastocystis sp. (Tan 2008) 

 

Malgré le manque de données concernant le cycle biologique de Blastocystis sp., toutes 

les hypothèses s’accordent à dire que le principal mode de transmission du parasite est la voie 

féco-orale via principalement la consommation d’eau ou de nourriture contaminées par des 

kystes (Eroglu and Koltas 2010; Leelayoova et al. 2008; Parija et Jeremiah 2013; Tan 2004, 

2008). 

 

2. Taxonomie et diversité génétique de Blastocystis sp. 

 

La première description et classification cohérente de Blastocystis sp. a été publiée en 

1911 par Alexeieff. Alors que cet auteur croyait d'abord observer des kystes de flagellés, il a 

finalement nommé ce micro-organisme Blastocystis enterocola et l'a classé comme une 
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levure. Un an plus tard, Brumpt, qui travaillait sur du matériel humain, a modifié le nom de 

cet unicellulaire en Blastocystis hominis (Brumpt 1912). D'autres études basées sur les 

caractéristiques morphologiques, ultrastructurales et physiologiques ont classé Blastocystis 

comme un protozoaire (Zierdt et al. 1967), d'abord dans le groupe des sporozoaires (Zierdt et 

Tan 1976) puis dans celui des Sarcodina (Zierdt 1991). Plus récemment, des analyses 

phylogénétiques basées sur la comparaison des séquences du gène de l'ARNr 18S ont 

clairement inclus Blastocystis au sein du groupe des Straménopiles (Figure 4) (Silberman et 

al. 1996). On peut noter que Blastocystis sp. est phylogénétiquement proche de Proteromonas 

lacertae, un endosymbionte flagellé de l’intestin de lézards et d’amphibiens. Ces deux 

microorganismes ont en commun la capacité de coloniser le tube digestif des vertébrés et de 

présenter un stade de résistance (kyste) qui est aussi le stade de transmission. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Relations de parenté du genre Blastocystis avec d’autres eucaryotes basées sur la 

comparaison des séquences du gène de l’ARNr 18S (Silberman et al. 1996). Les branches 

orange de l’arbre correspondent aux représentants du groupe des Straménopiles. 

 

Les Straménopiles (ou Heterokonta) sont définis comme un assemblage évolutif 

complexe et hétérogène qui comprend des protistes unicellulaires et multicellulaires, avec des 
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représentants à la fois hétérotrophes et photosynthétiques (Tan 2004). Il englobe par exemple 

les algues brunes, les ditaomées et les oomycètes qui sont des parasites de plantes. Une 

nouvelle classe parmi les Straménopiles a été spécialement créée pour Blastocystis : la classe 

des Blastocystea dans le sous-phylum des Opalinata, Infrakingdom Heterokonta, Subkingdom 

Chromobiota, Kingdom Chromista (Cavalier-Smith 1998). Cette dernière classification 

permet d’accueillir dans un taxon propre Blastocystis qui est le seul Straménopile susceptible 

d’infecter l’Homme suggérant un processus évolutif récent d'adaptation au parasitisme chez 

ce micro-organisme. 

Le statut d’espèce au sein du genre Blastocystis a longtemps été discuté car les isolats 

retrouvés chez l’Homme comme chez l’animal sont morphologiquement très semblables. 

Jusqu’à très récemment, le nom d’espèce d’un isolat de Blastocystis était donné en fonction 

de l'hôte chez lequel il avait été isolé. On peut ainsi citer B. hominis chez l'Homme, B. ratti 

chez le rat, B. galli chez le poulet et B. pythoni chez le python (Belova et Kostenko 1990; 

Chen et al. 1997; Singh et al. 1996). La diversité génétique de ce protozoaire a ensuite été 

largement explorée au cours des dernières années. Des différences en termes de caryotypes 

ont d’abord été observées entre isolats humains (Carbajal et al. 1997), suggérant l’existence 

de plusieurs espèces au sein du genre Blastocystis (Singh et al. 1996; Teow et al. 1991). Puis, 

avec l’essor de la biologie moléculaire, notamment en se focalisant d’abord sur les approches 

de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Tan et al. 2006; Yoshikawa et al. 1998; 

Yoshikawa et al. 2003) ou de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) toutes 

basées sur l’amplification du gène codant l’ARNr 18S (Böhm-Gloning et al. 1997; Hoevers et 

al. 2000), une large diversité génétique fut mise en évidence entre isolats de Blastocystis 

provenant d’hôtes très variés. En outre, une similarité des profils obtenus pour certains isolats 

humains et animaux fut observée suggérant tout naturellement une faible spécificité d’hôte du 

parasite. Ce n’est qu’en 2003 que les premières données de séquences du gène de l’ARNr 18S 

furent obtenues pour un nombre significatif d’isolats humains et animaux (Arisue et al. 2003; 

Noël et al. 2003). Elles confirmèrent cette large hétérogénéité moléculaire entre isolats et 

cette identité de séquence entre isolats provenant d’hôtes différents. En 2005, Noël et al. 

furent les premiers à publier une large analyse phylogénétique du genre Blastocystis et à 

proposer l’existence d’au moins 9 sous-types (STs), chacun d’entre eux pouvant représenter 

une espèce (Figure 5). De plus, certaines séquences d’isolats provenant d’hôtes différents 

étaient identiques ce qui confirmait pour la première fois le potentiel zoonotique de ce 

parasite. 
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Figure 5 : Phylogénie moléculaire des isolats de Blastocystis sp. basée sur la comparaison des 

séquences complètes du gène codant l’ARNr 18S (Noël et al. 2005). Les auteurs ont identifié 

9 STs différents certains représentés par des flèches et composés d’un ou deux isolats. Les 

isolats humains apparaissent en gras. On note que les séquences de certains isolats humains 

sont identiques à celles d’isolats animaux 

 

En 2007, une nouvelle classification du parasite a été proposée dans laquelle tous les 

isolats devront être nommés Blastocystis sp. et caractérisés par l’un des 9 STs précédemment 

identifiés (Stensvold et al. 2007a). Ce nombre de STs a ensuite progressivement augmenté au 

gré des études moléculaires pour finalement atteindre aujourd’hui 17 pour les isolats de 

mammifères et d’oiseaux (Alfellani et al. 2013a,b; Fayer et al. 2012; Parkar et al. 2010; 

Stensvold et al. 2009) (Figure 6). Ce nombre de STs n’est probablement pas définitif comme 
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récemment discuté par Stensvold et Clark (2020). En outre, plusieurs autres STs ont été 

proposés chez les amphibiens, les reptiles, les poissons et les insectes et appelés NMASTs 

pour Non-Mammalian and Avian STs (Cian et al. 2017; Gantois et al. 2020; Yoshikawa et al. 

2016). 

 

Figure 6: Phylogénie du genre Blastocystis établie d’après la comparaison des séquences du 

gène codant l’ARNr 18S (Cian et al. 2016). Les flèches indiquent les 10 STs identifiés chez 

l’Homme avant cette thèse. 

 

3. Méthodes de detection de Blastocystis sp. 

 

Comme pour de nombreux parasites, plusieurs méthodes de détection de Blastocystis 

ont été développées et sont, à ce jour, disponibles avec pour chacune leurs avantages comme 

leurs inconvénients. Cela englobe l’observation microscopique de selles fraiches avec 

traitement éventuel de l’échantillon biologique par coloration ou concentration, les méthodes 

culturales et les méthodes moléculaires suivies éventuellement du sous-typage des isolats. De 

très nombreuses études ont visé à comparer l’efficacité de ces différentes méthodes de 

détection (Bart et al. 2013; Dogruman-Al et al. 2010; Kumarasamy et al. 2014; Osman et al. 

2016; Poirier et al. 2011; Roberts et al. 2011; Santos et Rivera 2013; Stensvold et al. 2007b; 

Stensvold et al. 2012; Tan 2008). Toutes ont clairement démontré la plus grande sensibilité 
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des méthodes moléculaires pour l’identification de Blastocystis sp. par rapport aux méthodes 

morphologiques et culturales. 

 

a. Observation microscopique des selles 

 

Le pouvoir pathogène de Blastocystis restant encore controversé, la recherche de ce 

protozoaire dans les selles n’est donc pas généralisée dans la plupart des laboratoires 

hospitaliers. En outre, même pour un technicien expérimenté, son polymorphisme rend son 

identification difficile, ce qui diminue la sensibilité de cette approche analytique. En effet, la 

forme vacuolaire, facilement détectable, n’est pas prédominante dans les selles (Stenzel et 

Boreham 1991) tandis que la forme kystique dominante est difficilement distinguable des 

débris de selles (Tan 2004). Malgré tout, en l’absence de tout autre agent diarrhéique, la 

recherche du parasite peut être réalisée via une observation microscopique directe d’un frottis 

de selles dilué dans du sérum physiologique à un grossissement x400. Une présence de plus 

de 5 Blastocystis sp. sur un même champ à ce dernier grossissement indique la positivité de 

l’échantillon analysé (Tan 2004, 2008). Cependant, il est conseillé, comme pour tout autre 

parasite, d’examiner trois échantillons de selles sur une période de 7 à 10 jours en raison de 

l’irrégularité de l’excrétion des parasites. Il est possible de précéder cette observation 

microscopique d’une concentration classique des selles au formol/éther. Cette technique est 

efficace pour les formes kystiques (Koltas et al. 2014) mais pas pour les formes vacuolaires 

qui sont lysées par l’agressivité de ce traitement (Stensvold et al. 2006, 2007b; Suresh et 

Smith 2004). La coloration du frottis fécal peut aussi légèrement améliorer la sensibilité de la 

méthode d’observation par microscopie notamment en utilisant le trichrome comme agent 

colorant (Stensvold et al. 2007b; Termmathurapoj et al. 2004). 

 

b. Méthode culturale 

 

La culture xénique d’un échantillon de selles est une autre méthode non moléculaire qui 

s’avère nettement plus sensible que l’observation microscopique pour la détection de 

Blastocystis sp. (Stensvold et al. 2007b). Cette mise en culture est réalisée en anaérobiose 

dans du milieu de Jones pendant 24 à 72 heures (Leelayoova et al. 2002; Stensvold et al. 

2007b; Suresh et Smith 2004; Termmathurapoj et al. 2004). Néanmois, cette méthode reste 

trop chronophage si on souhaite l’utiliser dans le cadre d’études épidémiologiques à grande 

échelle. De plus, certains STs de Blastocystis présentent un taux de croissance lent dans ces 
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conditions de culture ou sont même incapables d’être cultivés (Stensvold et al. 2007b). De ce 

fait, dans les cas d’infections mixtes c’est-à-dire la présence simultanée d’au moins deux STs 

différents dans un même échantillon, la croissance d’un ST particulier peut être favorisée par 

rapport à celle d’un autre ST (Parkar et al. 2007; Roberts et al. 2013; Yan et al. 2007). Il est 

donc clair que ces déficiences pourront fausser les résultats de prévalence obtenus par cette 

approche de détection. 

 

c. Méthodes moléculaires et sous-typage 

 

Depuis quelques décennies, le gène codant l’ARNr 18S est une cible privilégiée pour la 

détection de Blastocystis sp. par des approches moléculaires. Ce fut le cas des méthodes 

RFLP et RAPD dévelopées pour la détection de ce parasite (Böhm-Gloning et al. 1997; Hisao 

et Ayako 1996; Tan et al. 2006; Yoshikawa et al. 2004b; Yoshikawa et Hayakawa 1996) 

même si ces approches ne sont maintenant que rarement utilisées puisqu’elles ne fournissent 

pas de données de séquences. Brièvement, la méthode RAPD se base sur l’utilisation de 

plusieurs couples d’amorces dont chacun est spécifique d’un ST donné. A ce jour, seuls 7 des 

17 STs connus peuvent être identifiés par RAPD ce qui représente un inconvénient majeur 

même si cette méthode permet éventuellement de détecter les infections mixtes dans un 

échantillon (Scanlan et al. 2015). 

Très vite ont ensuite été développées plusieurs approches utilisant tout d’abord la PCR 

en point final pour identifier Blastocystis sp. Pour se faire, plusieurs couples d’amorces 

spécifiques du genre Blastocystis ont été décrits ciblant différents domaines du gène codant 

l’ARNr 18S et amplifiant ainsi une région commune à tous les STs connus du parasite (Clark 

et al. 2013) (Figure 7). 

                      

Figure 7: Représentation schématique du gène codant l’ARNr 18S de Blastocystis sp. Les 

régions de ce gène utilisées dans différentes études pour l’identification et le sous-typage des 
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isolats sont indiquées (Parkar et al. 2010; Santín et al. 2011; Scicluna et al. 2006; Stensvold et 

al. 2006). 

 

Pour augmenter la sensibilité de détection du parasite tout en ciblant le même gène, des 

approches par PCR en temps réel ont par la suite été développées. La première qui est de loin 

la plus utilisée actuellement dans le cadre de larges études épidémiologiques (Cian et al. 

2017; El Safadi et al. 2016; Greige et al. 2018) est celle publiée par Poirier et al. (2011) basée 

sur la technologie SYBR Green. Brièvement, cette approche amplifie un fragment d’environ 

350 pb du gène de l’ARNr 18S qui peut ensuite être purifié et séquencé. Cela permet non 

seulement de vérifier que la séquence obtenue est bien celle de Blastocystis sp. mais aussi de 

déterminer le ST présent dans l’échantillon. En effet, la séquence obtenue peut être aisément 

comparée aux séquences homologues de STs connus disponibles dans les bases de données. 

L’attribution d’un isolat à un ST donné nécessite une identité de séquence du domaine 

comparé équivalant ou dépassant les 96% (Stensvold et Clark 2020). Une valeur inférieure à 

96% peut signifier que la séquence obtenue est représentative d’un nouveau ST. Dans ce cas, 

cela doit être confirmé par l’obtention de la séquence complète du gène de l’ARNr 18S de 

l’isolat correspondant suivie de son intégration dans une large analyse phylogénétique. Cette 

technique permet aussi de détecter les infections mixtes puisque celles-ci apparaitront après 

séquençage comme des doubles traces sur les chromatogrammes. Par contre, l’identification 

des STs impliqués n’est que très rarement réalisée. En effet, il est nécessaire pour cela de 

cloner le produit de PCR et de séquencer un certain nombre de clones (Meloni et al. 2012) ce 

qui représente un coût non négligeable en particulier dans le cadre d’enquêtes 

épidémiologiques à grande échelle. La seconde approche par PCR en temps réel utilise quant 

à elle la technologie TaqMan avec une sonde contrôle interne (Stensvold et al. 2012). Elle a 

l’inconvénient majeur de ne pas permettre le séquençage des produits d’amplification obtenus 

et donc le sous-typage des isolats correspondants. A noter aussi le développement encore en 

cours d’une approche PCR multiplex qui à ce jour permet la détection simultanée de 9 STs 

différents sans fournir de données de séquence (Yoshikawa et Iwamasa 2016). 

 

4. Prévalence de Blastocystis sp. dans la population humaine. 

 

Devant l’intérêt majeur de la communauté scientifique pour Blastocystis sp., un nombre 

croissant d’enquêtes épidémiologiques ont été menées depuis plusieurs années dans toutes les 

régions du globe soulignant ainsi la répartition mondiale de ce parasite. Il m’est donc 
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naturellement impossible dans ce mémoire de résumer toutes ces études. Cependant, plusieurs 

revues ont tenté de regrouper les données de prévalence obtenues dans de nombreux pays 

(Stenzel et Boreham 1996; Tan 2008). D’autre part, on sait que les méthodes non 

moléculaires sous-estiment largement la prévalence de ce parasite (Poirier et al. 2011; 

Stensvold 2013). En effet, ces méthodes sont très dépendantes de plusieurs paramètres comme 

l’expérience de l’observateur dans l’identification ou la qualité des échantillons analysés. Un 

exemple très révélateur est par exemple la différence très significative de prévalence observée 

entre différentes cohortes d’arborigènes malaisiens puisque comprise entre 3,9 et 52,3% 

(Noor Azian et al. 2007; Sinniah et al. 2012). Cette différence importante peut très 

difficilement s’expliquer par de simples variations de composition des cohortes, de région ou 

de sources d’infection. Par conséquent, seules les données de prévalence obtenues par des 

méthodes moléculaires seront mentionnées et analysées dans ce mémoire.  

Globalement et avant de détailler les données par région géographique, il est important 

de signaler que la prévalence de Blastocystis sp. est plus importante dans les pays en voie de 

développement en lien avec le péril fécal que dans les pays développés (Stenzel et Boreham 

1996; Tan 2008). Si, dans un premier temps, on se focalise sur les pays asiatiques, on peut 

citer la faible prévalence déterminée dans des zones très urbaines comme à Singapour (3,3%) 

(Wong et al. 2008) ou en Corée du Sud (9%) (Kim et al. 2020) alors qu’elle est par exemple 

de 25% dans une zone rurale aux Philippines (Santos et Rivera 2013). En Thaïlande, une 

prévalence assez similaire (23 à 40,6%) a été observée entre populations de différents villages  

(Popruk et al. 2015; Srichaipon et al. 2019; Thathaisong et al. 2013; Yowang et al. 2018). 

C’est aussi le cas au Népal où la prévalence déterminée dans la population totale (26,1%) 

(Lee et al. 2012a) est extrêmement proche de celle observée chez les enfants (24,4%) 

(Yoshikawa et al. 2009). Par contre en Chine, cette prévalence est très fluctuante d’une région 

à l’autre puisque comprise entre 1,9 et 32,6% en lien principalement avec des conditions 

climatiques et socio-économiques différentes (Deng et al. 2019, 2020; Li et al. 2007a,b; Ning 

et al. 2020; Qi et al. 2020). Une dernière enquête réalisée en Malaisie a révélé une prévalence 

de 40% dans une communauté autochtone (Noradilah et al. 2017). 

Pour ce qui est du continent européen, le nombre d’études reste curieusement encore 

très limité concernant Blastocystis sp. Cette prévalence est de l’ordre de 5% chez des enfants 

irlandais (Scanlan et al. 2018) et de 13% chez des enfants scolarisés en Espagne (Muadica et 

al. 2020). Chez les adultes, elle est de 7,6 à 14,9% en Italie (Beghini et al. 2017; Gabrielli et 

al. 2020), de 10,5 à 16% en France (Cian et al. 2016; Menu et al. 2019; Poirier et al. 2011) et 

de 24% au Danemark (Stensvold et al. 2007b) et en République Tchèque (Lhotská et al. 
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2020). Aux Pays-Bas, deux études conduites à Amsterdam ont montré des prévalences de 

24,2% dans la population globale (Bart et al. 2013) et de 43% dans une cohorte d’écoliers 

(Maas et al. 2014). 

En Amérique du Nord, 7% des individus testés dans une enquête aux Etats-Unis étaient 

positifs pour Blastocystis sp. (Scanlan et al. 2016) alors qu’au Mexique cette prévalence 

approchait les 70% (Rojas-Velázquez et al. 2019). En Amérique centrale, une étude menée au 

Panama sur des enfants scolarisés indiquait que 74,2% d’entre eux étaient infectés par ce 

parasite (Perea et al. 2020). En Amérique du Sud, le taux d’infection à Blastocystis sp. dans 

une zone rurale de Colombie était de 45% chez des adultes (Ramírez et al. 2014). Dans ce 

même pays, elle était par contre de 88,7% au niveau du bassin amazonien (Sánchez et al. 

2017), de 39,2% dans la région de Cauca dans le sud-ouest (Villamizar et al. 2019) et de 

51,8% dans une étude multicentrique (Higuera et al. 2020). Au Brésil, cette prévalence était 

de 21% dans une communauté indigène (Malheiros et al. 2011) et dépassait les 50% dans des 

régions rurales des états de Rio de Janeiro (Barbosa et al. 2018) et de Sao Paolo (David et al. 

2015). En Océanie, les seules études menées l’ont été en Australie dans la région de Sydney 

avec des prévalences observées de 19% dans la population totale (Roberts et al. 2013) et de 

plus de 80% chez des fermiers du Queensland (Wang et al. 2014). 

Même si le continent africain est, pour des raisons évidentes de conditions sanitaires et 

d’hygiène précaires, une région du globe à haut risque d’infection par les parasites 

intestinaux, peu d’énquêtes ont pourtant été menées concernant l’impact de Blastocystis sp. 

En Afrique du Nord, la seule donnée de prévalence concerne la Libye avec une prévalence de 

28% (Alfellani et al. 2013a). Pour ce qui est de l’Afrique centrale, elle est finalement assez 

faible en Angola puisque de l’ordre de 25,6% (Dacal et al. 2018) mais très importante au 

Cameroun avec une prévalence approchant les 90% (Lokmer et al., 2019). En Afrique de 

l’Est, trois études ont été réalisées en Tanzanie montrant des prévalences respectivement de 

55,6% (Beghini et al. 2017), de 60,9% (Forsell et al. 2016) et de 81,5% (Lokmer et al., 2019). 

En Afrique australe, une seule étude très récente a été publiée à Madagascar montrant une 

prévalence du parasite d’environ 65% (Greigert et al. 2018). 

Pour ce qui est de la région qui nous intéresse plus particulièrement dans le cadre de 

cette thèse en l’occurrence l’Afrique de l’Ouest, plusieurs enquêtes ont été réalisées dans 

différents pays comme la Côte d’Ivoire avec des prévalences de 58,2% (D’Alfonso et al. 

2017) et de 70% (Iebba et al. 2016), le Nigeria avec des prévalences de 49% (Alfellani et al. 

2013a) et de 84% (Poulsen et al. 2016), le Libéria avec une prévalence de l’ordre de 70% 

(Alfellani et al., 2013a) et le Mali avec une prévalence voisine de 50% (Kodio et al. 2019). 
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D’autre part, une première étude menée par mon équipe d’accueil au Sénégal avait montré 

une prévalence de 100% dans une cohorte limitée composée d’une centaine d’enfants vivant 

dans le district de Podor situé au Nord Est du pays (El Safadi et al. 2014). Toutes ces données 

montrent clairement une prévalence importante du parasite en Afrique puisque celle-ci 

dépasse largement en moyenne les 50% dans de nombreux pays alors que pour comparaison, 

elle n’excède généralement pas les 20% en Europe et en particulier en France (Poirier et al. 

2011 ; Cian et al. 2016).  

Concernant le Moyen Orient et la péninsule arabique, les données épidémiologiques 

sont encore plus limitées que pour l’Afrique. Le peu d’études menées l’ont été en Arabie 

Saoudite avec une prévalence limitée de l’ordre de 10,5% (Mohamed et al. 2017) et en Iran 

avec une fréquence de 6,5% (Badparva et al. 2014). Deux autres enquêtes ont été conduites au 

Qatar (Abu-Madi et al. 2015) et aux Emirats Arabes Unis (AbuOdeh et al. 2016) mais elles ne 

peuvent pas être prises en compte car elles ne concernaient pas la population locale 

puisqu’elles se focalisaient sur des cohortes de travailleurs migrants originaires d’Afrique et 

d’Asie. C’est donc finalement au Liban que la situation vis-à-vis de ce parasite est la mieux 

connue. En effet, une première étude a révélé une prévalence de 63% dans une cohorte 

d’écoliers de Tripoli au Nord-Liban (Osman et al. 2016). Elle était du même ordre de 

grandeur dans une seconde étude, toujours au Nord-Liban, incluant une cohorte d’individus 

travaillant dans des abattoirs de poulets (54%) et un groupe de patients hospitalisés pour 

différentes pathologies dans un hôpital de Tripoli (56%) (Greige et al. 2018). 

 

5. Distribution des STs de Blastocystis sp. dans la population humaine. 

 

Comme rappelé précédemment, 17 STs de Blastocystis ont été à ce jour décrits chez les 

mammifères et les oiseaux et d’autres seront très probablement validés dans les années qui 

viennent. 

On note tout d’abord que 10 de ces 17 STs en l’occurrence ST1 à ST9 et ST12 ont été à 

ce jour identifiés chez l’Homme et ce avec des fréquences variables (Figure 8) (Alfellani et 

al. 2013a ; Ramirez et al. 2016 ; Stensvold et Clark 2016). La distribution de ces différents 

STs dans la population humaine et par région géographique a déjà été décrite dans plusieurs 

revues (Alfellani et al. 2013a; Cian et al. 2016; Clark et al. 2013; Deng et al. 2019; Jiménez 

et al. 2019; Ning et al. 2020; Stensvold et Clark 2016; Tan 2008).  
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Figure 8: Distribution des STs de Blastocystis sp. dans la population humaine par régions 

géographiques (Alfellani et al. 2013a). 

 

Dans une synthèse publiée par Stensvold et Clark (2016) (Figure 9), ces auteurs ont 

montré que 95% des 3200 isolats sous-typés en date de la publication de cette étude 

appartenaient aux ST1, ST2, ST3 et ST4 avec une nette prédominance du ST3. Même si, 

comme nous le verrons plus loin, ces STs peuvent être retrouvés chez les animaux, leur 

prédominance dans la population humaine peut naturellement s’expliquer par une large 

transmission-interhumaine. Concernant le ST4, on note une forte variation de sa prévalence 

selon les régions géographiques. En effet, les isolats de ST4 comptent en 2016 pour plus de 

20% des isolats sous-typés en Europe et pour seulement 2% dans le reste du monde. Cette 

forte fréquence du ST4 en Europe a par la suite été confirmée dans plusieurs études récentes 

(Beghini et al. 2017; Kaczmarek et al. 2017; Lhotská et al. 2020). Pour expliquer cette 

différence de prévalence du ST4 entre régions du globe, Clark et al. (2013) ont suggéré une 

émergence récente du ST4 en Europe. Cette émergence pourrait avoir une origine zoonotique 

(rongeurs probablement) qui reste encore à confirmer. 

Comme indiqué sur les Figures 8 et 9, les autres STs (ST5, ST6, ST7, ST8 et ST12) 

identifiés chez l’Homme ne montrent que de faibles prévalences. Ces différents STs comme 

détaillé ci-dessous sont considérés d’origine animale et de ce fait seraient le résultat d’une 

transmission zoonotique. 

 

ST12 
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Figure 9: Nouvelle synthèse de la distribution des STs de Blastocystis sp. dans la population 

humaine (Stensvold et Clark 2016). Le camembert de droite représente la distribution des STs 

dans la population européenne et celui de gauche dans le reste du monde. 

 

Si on synthétise brièvement les données concernant la distribution des STs de 

Blastocystis sp. dans les zones géographiques qui nous intéressent dans le cadre de cette thèse 

en l’occurrence l’Afrique, on constate que le ST3 est globalement prédominant en Afrique du 

Nord comme par exemple en Tunisie (Ben Abda et al. 2017) et en Egypte (El Deeb et 

Khodeer 2013; Fouad et al. 2011; Hameed et al. 2011). C’est aussi le cas en Afrique centrale 

comme en Angola et au Cameroun (Dacal et al. 2018 ; Lokmer et al. 2019). Par contre, en 

Afrique de l’Est, le ST2 est prédominant en particulier en Tanzanie (Beghini et al. 2017 ; 

Lokmer et al. 2019) alors que c’est le cas du ST1 en Afrique australe (Greigert et al. 2018) et 

dans une majorité de pays d’Afrique de l’Ouest comme le Nigéria (Poulsen et al. 2016) et la 

Côte d’Ivoire (D’Alfonso et al. 2017). Il faut cependant indiquer que ces prédominances ne 

sont pour l’instant que des tendances basées généralement sur un nombre encore restreint 

d’échantillons pour certains pays. De plus, on peut observer des différences assez 

significatives dans la distribution des STs au sein d’un même pays comme par exemple en 

Tanzanie (ST1 ou ST2 prédominant selon les études) (Beghini et al. 2017 ; Forsell et al. 

2016) qui peuvent certainement s’expliquer par des sources de transmission différentes du 

parasite. Pour ce qui est des autres STs, quelques isolats de ST4 ont été identifiés 

essentiellement en Afrique de l’Ouest (Alfellani et al. 2013a ; El Safadi et al. 2014) et un 

nombre plus important d’isolats de ST6 et ST7 majoritairement en Egypte (Fouad et al. 2011 ; 

Hussein et al. 2008). 
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Au Moyen-Orient et dans la péninsule arabique, la distribution des STs dans cette zone 

géographique est généralement très similaire à celle observée dans d’autres régions du globe, 

avec une prédominance du ST3 suivi du ST1 ou du ST2 couplée à l’absence d’autres STs. 

C’est le cas en Arabie Saoudite (Mohamed et al. 2017) et en Iran (Jalallou et al. 2017; Salehi 

et al. 2017). D’autres enquêtes ont identifié des cas sporadiques d’infections par le ST4, le 

ST6 et/ou le ST7 en Iran (Khademvatan et al. 2017; Rezaei Riabi et al. 2018). Dans le cas 

particulier du Liban, les premières données de sous-typage des isolats de Blastocystis sp. ont 

été obtenues en 2013 dans la région de Tripoli avec une répartition similaire des 3 STs 

principaux (ST1 30,6%, ST2 33,3% et ST3 33,3%) et un cas d’infection par le ST4 (El Safadi 

et al. 2013). Une seconde enquête réalisée sur 249 écoliers de Tripoli n’a identifié que les ST1 

à ST3 avec une prédominance du ST3 suivi du ST2 et du ST1 (Osman et al. 2016). Plus 

récemment, une étude a englobé deux cohortes dans cette même région (Greige et al. 2018). 

Dans la première composée de patients hospitalisés, le ST3 était largement prédominant suivi 

du ST2 et du ST1. Par contre, dans une cohorte d’employés d’abattoirs de poulets, le ST3 

restait prédominant mais suivi du ST1 et du ST2. De plus, une faible proportion d’isolats 

appartenait au ST6. 

 

6. Distribution des STs de Blastocystis sp. dans la population animale 

 

Au travers des nombreuses enquêtes menées chez des animaux sauvages, domestiques 

ou en captivité, il a été montré que Blastocystis sp. est capable de coloniser de nombreux 

groupes d’animaux. Il a ainsi été identifié chez les mammifères comme les primates, les 

artiodactyles, les proboscidiens, les perissodactyles, les carnivores, les rongeurs et les 

chiroptères, ainsi que chez les oiseaux, les marsupiaux, les poissons, les amphibiens et les 

insectes comme détaillé dans plusieurs articles et revues publiés au cours des 25 dernières 

années  (Alfellani et al. 2013b,c; Boreham et Stenzel 1993; Cian et al. 2017; Gantois et al. 

2020; Hublin et al. 2020; Ning et al. 2020; Stenzel et Boreham 1996; Tan 2004, 2008; 

Yoshikawa et al. 2016; Zanetti et al. 2020). Une étude à grande échelle dans deux zoos 

français a par exemple été conduite sur 160 espèces différentes (Cian et al. 2017) et a révélé 

que près de 40% des espèces testées étaient colonisées par Blastocystis sp., témoignant ainsi 

de l’ubiquité de ce parasite dans le monde animal. 

Vu le nombre d’études publiées dans ce domaine, nous avons décidé, afin de présenter 

les données de prévalence et de sous-typage par groupe d’animaux, de nous focaliser 

principalement sur deux revues de synthèse publiées récemment, en l’occurence celles de 
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Cian et al. (2017) et de Hublin et al. (2020). Concernant d’abord les primates, Blastocystis sp. 

a été identifié dans plus de 75 espèces différentes de singes. Sa prévalence est extrêmement 

importante puisqu’elle peut par exemple, dépasser les 80% dans une étude menée en Italie 

(Zanzani et al. 2016), les 60% en Equateur (Helenbrook et al. 2015), les 50% en Tanzanie 

(Kalousová et al. 2014) et les 30% en Chine (Ma et al. 2020). D’après les synthèses citées ci-

dessus, 13 STs différents ont été identifiés chez ce groupe d’animaux avec une très large 

majorité d’isolats appartenant aux ST1 à ST3 et à un degré moindre au ST8. Du fait du lien de 

parenté évolutive entre l’Homme et le singe, il n’est sans doute pas étonnant que les ST1 à 

ST3 soient majoritaires dans la population humaine comme chez les primates non humains. 

Pour ce qui est du ST8, il est problement spécifique des primates (Helenbrook et al. 2015) 

même s’il a aussi été détecté chez quelques marsupiaux (Ramírez et al. 2014). 

Le second groupe est celui des carnivores qui regroupe en particulier les animaux 

domestiques tels que les chats et les chiens. Ce groupe montre une prévalence beaucoup 

moins importante que celle observée chez les primates, ce qui exclut a priori l’hypothèse qu’il 

soit un hôte naturel du parasite (Osman et al. 2015; Ruaux et Stang 2014; Wang et al. 2013). 

Cela est confirmé par l’analyse de la distribution des STs identifiés chez ce groupe 

d’animaux. En effet, aucun ST particulier semble spécifique des carnivores et les isolats 

identifiés chez ces animaux sont majoritairement de ST1 à ST3 comme dans la population 

humaine suggérant ainsi une exposition à des matières fécales humaines ou d’autres animaux 

dans l’environnement et donc un passage possible de l’Homme à l’animal. 

En ce qui concerne d’autres groupes de mammifères comme les Perissodactyla, les 

Proboscidea, les Chiroptera et les Marsupiaux, le nombre encore limité de données 

épidémiologiques ne permet pas d’avoir une idée claire de la prévalence et de la distribution 

des STs du parasite. Par contre, concernant le groupe des rongeurs, le ST4 semble être un ST 

prédominant chez ce groupe d’animaux (Chai et al. 2020; Katsumata et al. 2018). 

Toujours chez les mammifères, les Artiodactyles attirent toute notre attention dans cette 

thèse et en particulier les bovidae. Dans cette famille, la prévalence de Blastocystis sp. peut 

être extrêmement variable puisque comprise entre 1,8% en Espagne (Quilez et al. 1995) et 

100% en Indonésie (Suwanti et al. 2020). Elle est aussi par exemple comprise entre 3 et 20% 

aux Etats-Unis (Fayer et al. 2012; Maloney et al. 2019) et entre 50 et 70% au Japon (Abe et 

al. 2002; Masuda et al. 2018) sans dépasser les 10% en Corée du Sud (Lee et al. 2018) ou en 

Chine (Wang et al. 2018; Zhu et al. 2017). De nombreux paramètres peuvent expliquer ces 

variations comme la zone géographique, l’âge ou le sexe des animaux, le type d’élevage 

(intensif ou en plein air) ou selon que l’on s’adresse à des vaches laitières ou à viande. Sur un 
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plan génotypage, pas moins de 16 STs ont été décrits chez les bovins mais avec une plus forte 

présence des ST10 et ST14 qui ont été proposés comme étant adaptés aux bovins et qui de 

plus n’ont encore jamais été trouvés dans la population humaine. Il est à noter que 

Blastocystis sp. peut aussi être très fréquent chez les petits ruminants comme les chèvres et les 

moutons (de 30 à 95% de prévalence) (Song et al. 2017; Tan et al. 2013; Udonsom et al. 

2018). Chez ces animaux, plusieurs STs ont été identifiés avec des fréquences variables mais 

là encore avec une prédominance significative des ST10 et ST14. 

Chez les Suidae (cochons domestiques), de nombreuses enquêtes ont été réalisées et ce, 

dans plusieurs pays. Les plus importantes en termes d’animaux testés et d’isolats sous-typés 

l’ont été en Australie (Wang et al. 2014), en Chine (Han et al. 2020; Song et al. 2017; Wang 

et al. 2018), en Indonésie (Yoshikawa et al. 2016), en Corée du Sud (Paik et al. 2019) et en 

Espagne (Rivero-Juarez et al. 2020). Pour ces quelques études reflétant une situation 

générale, la prévalence du parasite est comprise entre 21,7 et 87,1% témoignant de 

l’importante circulation de Blastocystis sp. chez ce groupe d’animaux. Au sein de ce groupe, 

le ST5 est très largement dominant et est d’ailleurs le seul ST identifié dans certaines études 

(Alfellani et al. 2013c; Fayer et al. 2014) suggérant que les Suidae représentent l’hôte naturel 

de ce ST. 

Un autre groupe d’intérêt car très étudié et souvent fortement infecté est celui des 

oiseaux qu’ils soient domestiques ou sauvages. On peut par exemple citer les études les plus 

importantes menées en Australie (Lee et Stenzel 1999), au Brésil (Maloney et al. 2020), en 

Colombie (Ramirez et al. 2014), en Iran (Asghari et al. 2019) et au Liban (Greige et al. 2018) 

avec des prévalences allant de 15 à 90% parmi les oiseaux testés. Pour ce qui est la 

distribution des STs, globalement les ST6 et ST7 sont largement prédominants dans ce groupe 

d’animaux d’où l’hypothèse émise que ces deux STs correspondraient à des STs aviaires 

(Cian et al. 2017; Greige et al. 2018; Noël et al. 2005; Stensvold et al. 2009). D’ailleurs 

plusieurs études n’ont détecté que ces deux STs chez les oiseaux testés (Chandrasekaran et al. 

2014; D’Alfonso et al. 2017; Greige et al. 2018). 

Pour d’autres groupes d’animaux comme les reptiles, les amphibiens et les insectes, très 

peu de données sont, à ce jour, disponibles dans la littérature (Cian et al. 2017; Kostka et al. 

2008; Yoshikawa et al. 2007, 2016). De nombreux isolats sont représentatifs de nouveaux 

STs appelés NMASTs pour « Non mammalian and avian STs » qui seraient spécifiques de ces 

hôtes puisque non identifiés chez d’autres animaux (Cian et al. 2017). Il en est de même chez 

les poissons pour lesquels la seule étude moléculaire jamais menée a montré une prévalence 

de 3,5% chez des poissons marins (Gantois et al. 2020). 
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7. Evaluation du potentiel zoonotique de Blastocystis sp. 

 

La question du potentiel zoonotique de Blastocystis sp. s’est très vite posée du fait de sa 

présence et souvent, de sa forte prévalence chez de nombreux groupes d’animaux pouvant 

être en contact avec la population humaine. Cependant, prouver ce type de transmission reste 

souvent délicat car cela nécessite d’avoir des données épidémiologiques et moléculaires à la 

fois pour les animaux et pour les individus vivant à proximité de ces mêmes animaux. D’autre 

part, confirmer une telle transmission est largement facilité si les animaux en question sont 

colonisés par des STs qui leur sont spécifiques comme les ST5, ST6, ST7, ST10 et ST14. 

Pour les autres STs colonisant les animaux et retrouvés majoritairement chez l’Homme 

comme les ST1 à ST4, cette mise en évidence d’une zoonose est beaucoup plus 

problématique. Pour toutes ces raisons, très peu d’études ont réellement mis en évidence cette 

transmission entre l’animal et l’Homme. On peut cependant citer l’étude de Stensvold et al. 

(2009) qui ont montré que des gardiens de zoos anglais en charge de primates colonisés 

fréquemment par le ST8 étaient eux même infectés à hauteur de 25% par ce même ST ce qui 

représentait une valeur anormalement élévée pour ce ST qui est extrêmement rare chez 

l’Homme. De plus, les séquences de ces isolats de ST8 trouvés chez les singes et chez le 

personnel des zoos étaient identiques. En 2014, l’étude de Wang et al. conduite dans un 

élévage intensif de cochons en Australie a révélé que ces animaux étaient seulement porteurs 

du ST5. Or, ces auteurs ont aussi montré une prévalence importante de Blastocystis sp. chez le 

personnel de cet élevage et que le ST5 qui est normalement peu répandu dans la population 

humaine était fortement représenté chez le personnel de cet élevage. De plus, et comme dans 

l’exemple précédent, on observait 100% d’identité entre les séquences des isolats de ST5 de 

cochons et du personnel de l’élevage. Enfin, les ST6 et ST7 ont été proposés, depuis plusieurs 

années, comme étant des STs aviaires (Noël et al. 2005 ; Stensvold et al. 2009 ; Cian et al. 

2017) sans que cela ait pu être confirmé comme dans les deux exemples précédents. C’était 

un point important puisque les isolats de ST6 et ST7 représentent près de 10% des isolats 

sous-typés en dehors de l’Europe (Figure 9). Récemment, Greige et al. (2018) ont analysé les 

céca d’un grand nombre de poulets de chair dans plusieurs abattoirs du Nord-Liban et montré 

que plus de 30% de ces animaux étaient colonisés par Blastocystis sp. En outre, le sous-

typage de ces isolats animaux a révélé la seule présence des ST6 et ST7. De manière 

intéressante, le ST6 a été retrouvé chez 7% du personnel de ces abattoirs. De plus, les 

séquences des isolats humains et animaux de ST6 étaient identiques dans cette étude 

confirmant ainsi la transmission zoonotique du parasite par contact direct et répété avec les 
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animaux. Pour ce qui est des ST10 et ST14 considérés comme des STs spécifiques aux 

bovins, ils n’ont, à ce jour, jamais été identifiés chez l’Homme suggérant que les bovins ne 

représenteraient pas un réservoir majeur de transmission zoonotique. 

 

8. Les autres modes de transmission de Blastocystis sp. 

 

Outre la transmission zoonotique détaillée précédemment, la transmission 

anthroponotique ou inter-humaine féco-orale représente probablement, comme pour tous les 

parasites intestinaux, une voie majeure de circulation de Blastocystis sp. notamment pour les 

ST1, ST2, et ST3 largement prédominants dans la population et éventuellement pour le ST4 

principalement en Europe. Cette transmission anthroponotique peut être probablement directe 

par contact avec des individus infectés en particulier dans des conditions de forte promiscuité 

mais cela reste très difficile à mettre en évidence. Yoshikawa et al. (2000) ont par exemple 

montré que dans un établissement hospitalier, des patients et du personnel de santé étaient 

colonisés par les mêmes STs de Blastocystis sp. De même, dans une résidence pour jeunes 

filles de Bangkok en Thaïlande, plus de 30% d’entre elles qui partageaint toutes les 

installations communes étaient colonisés par le parasite et souvent par le même ST et variant 

renforcant ainsi l’hypothèse d’une large transmission inter-humaine (Thathaisong et al. 2013). 

Des résultats similaires ont été reportés dans un orphelinat de la province de Nonthaburi en 

Thaïlande (Boondit et al. 2014). Une autre étude toujours menée dans un orphelinat 

Thaïlandais a montré que les orphelins vivant dans des pièces avec des surveillants infectés 

par Blastocystis sp. avaient plus de risques d’être eux-mêmes colonisés que des orphelins 

vivant avec des surveillants non infectés (Pipatsatitpong et al. 2012). D’autre part, de 

nombreuses enquêtes dont celles d’Osman et al. (2015) et d’Anuar et al. (2013) ont 

clairement montré un risque accru d’infection pour des individus vivant dans une famille 

présentant des cas d’infection avec ou sans symptômes digestifs. 

Pour ce qui est de la transmission féco-orale indirecte via l’eau ou la nourriture 

contaminées par des kystes issus de selles humaines ou animales, elle est probablement 

prépondérante car plus aisée que la transmission directe. D’ailleurs l’Organisation Mondiale 

de la Santé (OMS) a en 2006 rajouté Blastocystis sp. à la liste des parasites d’origine 

hydrique. Cependant, comme ce parasite n’est pas systématiquement recherché, très peu 

d’exemples d’épidémies de blastocystose d’origine hydrique sont relatés dans la littérature 

comme cela a été souligné par Baldursson et Karanis (2011). On peut cependant citer l’étude 

de Wu et al. (2000) qui ont reporté une épidémie d’origine hydrique impliquant sans doute la 
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consommation d’eau contaminée par Blastocystis sp. et qui a touché 1122 personnes en moins 

de deux mois, toutes présentant des diarrhées. Plus récemment, des cas cliniques de 

blastocystose et d’épidémies familiales en lien avec la consommation d’eau contaminée par le 

parasite ont été publiés (Angelici et al. 2018; Fréalle et al. 2015; Guglielmetti et al. 1989). 

Blastocystis sp. a été identifié dans diverses sources d'eau que ce soit les eaux usées 

(influent et effluent), les eaux de surface (rivières ou lacs) ou l'eau potable, ce qui indique que 

l'eau contaminée peut être une source d'infection humaine et animale (Hublin et al. 2020). La 

fréquence élevée de Blastocystis sp. détectée dans diverses sources d'eau à usage domestique 

(jusqu'à 50% dans l'eau du robinet et jusqu'à 100% dans les réservoirs et conteneurs de 

stockage d'eau domestique) met en évidence le potentiel de transmission de ce parasite par 

l'eau. Grâce à la culture in vitro, il a été démontré que les kystes de Blastocystis sp. récupérés 

dans 50% des échantillons d'influents totaux et 25% des échantillons d'effluents totaux étaient 

encore viables (Suresh et al. 2005). En outre, il a été démontré que ces mêmes kystes 

présentent une résistance aux concentrations de chlore utilisées pour désinfecter l'eau potable 

et conservent un certain degré de viabilité après exposition à l'eau ozonée (Khalifa et al. 2001; 

Zaki et al. 1996). Blastocystis sp. a ainsi été identifié dans des échantillons d'eaux usées, tant 

dans les affluents que dans les effluents, aux Philippines, en Malaisie, en Écosse et en Suède 

et des études moléculaires ont permis d'identifier dans ces eaux principalement les ST1 à ST4 

qui, on le sait, sont prédominants dans la population humaine mais aussi le ST6 aviaire et le 

ST8 (Banaticla et Rivera 2011; Stensvold et al. 2020; Suresh et al. 2005; Zahedi et al. 2019). 

En Malaisie, les ST1, ST2 et ST3 ont été rapportés dans l'eau des rivières utilisées par les 

villageois locaux ainsi que dans d'autres sources d'eau du village comme l'eau du robinet, 

l'eau stockée ou l'eau de puits (Noradilah et al. 2016). Au Népal, les ST1 et ST4 ont été 

identifiés dans une rivière ainsi que chez les habitants et animaux du même village utilisant 

cette source d’eau, prouvant une fois de plus l'existence d'une transmission par voie hydrique 

(Lee et al. 2012a,b). D’autre part, l'infection chez l'Homme et les animaux a été associée à 

une contamination des réserves d'eau du robinet par du ST1 en Turquie (Eroglu et Koltas 

2010). Ce même ST a également été identifié chez des écoliers et dans l'approvisionnement en 

eau des écoles correspondantes en Thaïlande (Leelayoova et al. 2008). 

Comme l'eau même préalablement traitée peut encore contenir des kystes de 

Blastocystis sp. viables, l'utilisation d'eau de surface pour l'irrigation et les opérations de 

conditionnement présente aussi un risque de contamination des produits frais. En Iran, le 

sous-typage moléculaire de l'eau utilisée pour l'irrigation des terres agricoles maraîchères a 

permis d'identifier les ST1, ST6 et ST8 (Javanmard et al. 2019), ce qui met en avant le 
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potentiel de transmission par les aliments. Cependant, il est encore difficile de tirer des 

conclusions sur la transmission du parasite par la nourriture. En effet, les études qui ont été 

menées manquent de données moléculaires alors que Blastocystis sp. a été identifié dans des 

légumes crus au Brésil (Rodrigues et al. 2020), en Arabie Saoudite (Al-Megrin 2010) et en 

Syrie (Al Nahhas et Aboualchamat 2020) ainsi que dans des paquets de salades prêtes à 

consommer en Italie (Caradonna et al. 2017). Dans une étude menée à Cuba, où Blastocystis 

sp. a été identifié chez 38,5 % des enfants d'une garderie, la consommation de fruits non lavés 

a été associée de manière significative à une augmentation du risque d'infection par des 

parasites intestinaux (Cañete et al. 2012). L'identification de Blastocystis sp. chez les 

mollusques bivalves suggère également que les fruits de mer contaminés peuvent être une 

source de transmission alimentaire (Słodkowicz-Kowalska et al. 2015). Plusieurs enquêtes 

conduites dans différents pays ont aussi montré que les vendeurs ou manipulateurs de viande 

étaient significativement plus infectés par ce parasite que la population générale (Bradbury et 

al. 2015; Cruz Licea et al. 2003; Salim et al. 1999). 

Pour compléter ces données sur la transmission de Blastocystis sp., il a aussi été décrit 

que Blastocystis sp. serait également susceptible d’être transmis par l’air, une hypothèse 

récemment validée par une étude menée en Corée du Sud où ce parasite a été détecté dans un 

collecteur d’air (Han et al. 2018). Encore plus surprenant, Blastocystis sp. vient d’être détecté 

dans près de 80% des échantillons de poussières de lit et de salon prélevés dans des maisons 

en Equateur mettant ainsi en avant un niveau élevé de contamination fécale de 

l'environnement chez ces habitants (Mejia et al. 2020). 

 

9. Impact de Blastocystis sp. en santé humaine et animal 

 

Le pouvoir pathogène de Blastocystis sp. reste toujours un sujet controversé et a fait 

l’objet de nombreuses revues dans la littérature (Ajjampur et al. 2016; Boorom et al. 2008; 

Cian et al. 2016; Clark et al. 2013; Roberts et al. 2014; Scanlan 2012; Stensvold et al. 2009; 

Stensvold et Clark 2016; Tan 2008; Tan et al. 2010; Wawrzyniak et al. 2013). Cette 

interrogation vient principalement du fait qu’une majorité de porteurs du parasite sont 

asymptomatiques et ce possiblement pendant plusieurs années (Scanlan et al. 2014) suggérant 

que Blastocystis sp. peut aussi être un commensal ayant le potentiel d'agir comme un 

pathogène opportuniste ce que nous détaillerons ci-dessous. D’autre part, aucun symptôme ne 

semble être spécifique de la blastocystose puisque des diarrhées et des douleurs abdominales 

sont principalement décrites chez les patients positifs accompagnées éventuellement par des 
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vomissements, des ballonnements, des flatulences et des nausées. La relation entre la présence 

de Blastocystis sp. et ces symptômes n’est pas toujours évidente puisque les autres agents 

entéropathogènes (bactéries, virus et autres parasites) pouvant être responsables de ces mêmes 

symptômes ne sont pas toujours recherchés sauf pour quelques cas cliniques (Fréalle et al. 

2015 ; Gil et al. 2016). De plus, un large éventail de réponses à l’infection par Blastocystis sp. 

peut aussi être lié à la grande diversité génétique observée entre isolats et décrite 

précédemment.  

Pour poursuivre avec les troubles digestifs, il a été suggéré que Blastocystis sp. pourrait 

être associé au syndrôme de l’intestin irritable ou IBS (Jadallah et al. 2017; Kesuma et al. 

2019; Nourrisson et al. 2014; Poirier et al. 2012; Rostami et al. 2017; Shariati et al. 2019) 

mais des études complémentaires doivent être réalisées pour clarifier le réel impact de ce 

parasite dans le développement et la progression de cette pathologie digestive multi-

factorielle fréquente tout particulièrement dans les pays industrialisés. D’autre part, 

Blastocystis sp. a été fréquemment identifié chez les patients atteints de colite ulcéreuse (Tai 

et al. 2011; Toychiev et al. 2021), d’appendicite/péritonite (Fréalle et al. 2015; Lintong et al. 

2012; Thanikachalam et al. 2008) et d’ulcères (Janarthanan et al. 2011). De plus, ce parasite 

est aussi fréquent chez les patients atteints de cancer colorectal (Chandramathi et al. 2012; 

Esteghamati et al. 2019; Mohamed Mohamed et al. 2017; Padukone et al. 2017; Toychiev et 

al. 2018; Yersal et al. 2016) et il a été suggéré que Blastocystis sp. pourrait induire une 

prolifération accrue des cellules cancéreuses (Ahmed et al. 2019) ou même exacerber la 

cancérogenèse du colon (Kumarasamy et al. 2017). 

Ces troubles gastro-intestinaux ne sont pas les seuls symptômes décrits associés à la 

blastocystose chez l’Homme puisque de nombreux cas d’urticaire, d’éruptions cutanées et de 

démangeaisons en lien avec ce parasite ont été décrits sans qu’une relation de cause à effet 

soit clairement établie (Bahrami et al. 2020; Bálint et al. 2014; Kolkhir et al. 2016; 

Lepczyńska et al. 2016; Salvador et al. 2016; Yilmaz et al. 2016). Il a aussi été fréquemment 

identifié chez les patients dialysés (Barazesh et al. 2015; Karadag et al. 2013; Omrani et al. 

2015; Taghipour et al. 2020). Globalement, Blastocystis sp. est considéré comme un 

opportuniste communément trouvé chez les transplantés (Silva et al. 2020), les 

immunodéprimés (Bednarska et al. 2018; Khorshidvand et al. 2020) incluant ceux atteints du 

virus de l’immunodéficience humaine (Adamu et al. 2013; Alemu et al. 2011; Fontanelli 

Sulekova et al. 2019; Hamad et al. 2018; Kurniawan et al. 2009; Paboriboune et al. 2014; 

Piranshahi et al. 2018; Tian et al. 2012, 2013; Zhang et al. 2019).  
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Chez les animaux, la plupart des infections à Blastocystis sp. ne semblent pas avoir 

d'effet sur la santé (Fayer et al. 2012, 2014; Ruaux et Stang 2014; Růžková et al. 2018). 

Toutefois, les informations associées à la blastocystose chez l’animal et les présentations 

cliniques sont limitées, et peu d'études ont été menées pour traiter directement cette question. 

Un rapport fait par exemple état d'une diarrhée liquide aiguë et de douleurs abdominales chez 

un macaque d'un centre de recherche, qui ont été associées à une infection à Blastocystis sp. 

(Zanzani et al. 2016). Un grand nombre de kystes de Blastocystis sp. ont également été 

observés dans des échantillons de selles d'un autre macaque souffrant de diarrhée chronique et 

réfractaire à la thérapie conventionnelle (McClure et al. 1980). La présence d'un grand 

nombre de kystes dans les selles a aussi été signalée aux USA chez un chien souffrant de 

diarrhée chronique, de vomissements et de perte de poids. Il a été postulé qu'une maladie 

pancréatique sous-jacente avait permis la prolifération de Blastocystis sp. chez cet animal 

(Chapman et al. 2009). Au Brésil, un porc-épic a été diagnostiqué avec une diarrhée 

chronique, une incapacité à se développer et une anorexie. Blastocystis sp. fut identifié par 

PCR et suite à un traitement antiparasitaire, les symptômes ont disparu tout comme le parasite 

dans les selles (Goe et al. 2016). En outre, une infection extra-entérique à Blastocystis sp. 

provoquant un gonflement facial chez un canard a été signalée (Ilchyshyn et Monti 2019). 

 

10. Physiopathologie de Blastocystis sp. 

 

Afin d’étudier la pathogénicité de Blastocystis sp., plusieurs études synthétisées pour la 

plupart dans la revue d’Ajjampur et Tan (2016) ont porté sur le développement de modèles 

animaux de blastocystose que ce soit chez la souris, le rat, le cochon d’Inde, la gerbille ou 

encore le poulet en utilisant différents STs du parasite. Sans rentrer dans les détails puisque ce 

n’est pas l’objet de ma thèse, d’autres études ont suivi confirmant pour la plupart la 

pathogénicité du parasite dans des modèles de rongeurs infectés par voie orale ou intra-

caecale à travers une infection chronique accompagnée de la dégradation des mucines de la 

barrière colique, de dommages sur l’épithélium intestinal ou de l’invasion éventuelle des 

tissus par le parasite voire même de l’initiation d’une cancérogenèse intestinale (Ajjampur et 

al. 2016; Defaye et al. 2018, 2020; Kumarasamy et al. 2017; Pavanelli et al. 2015; Růžková 

et al. 2018; Yason et al. 2019). Un problème majeur dans cette approche méthodologique est 

que les isolats utilisés pour infecter expérimentalement les animaux sont des kystes purifiés 

issus de selles humaines ou animales et qu’aucun contrôle microbiologique et virologique de 

l’inoculat n’est généralement réalisé. D’autre part, même si un sous-typage de l’inoculat est 
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mené ce qui n’est d’ailleurs pas toujours le cas, il est possible que le ST détecté soit un ST 

majoritaire dans le cas d’infections mixtes et que d’autres STs minoritaires présents soient 

indétectables faussant ainsi les observations et conclusions tirées ultérieurement. En ce sens, 

l’utilisation d’isolats axéniques et clonés de STs connus et cultivés en laboratoire est donc 

essentielle. Cependant, les formes cultivées sont les formes vacuolaires et aucune méthode ne 

permet actuellement de passer in vitro en routine de la forme vacuolaire à la forme kystique 

nécessaire à l’inoculation par voie orale. Il est cependant possible d’infecter les animaux avec 

des formes vacuolaires par voie intra-caecale mais ce mode d’administration chirurgical est 

très lourd nécessitant une formation et une expertise. De plus, ce mode d’administration 

entraîne très souvent des infections ou des inflammations voire même la mort des animaux et 

ne peut être utilisé que sur des périodes d’infection très courtes. 

Un modèle animal reproductible n’étant pas disponible, de nombreux chercheurs se sont 

tournés vers des études in vitro afin de clarifier la physiopathologie de Blastocystis sp. Je ne 

détaillerai pas ces expérimentations qui sont synthétisées comme précédemment dans la revue 

de Ajjampur et Tan (2016) et n’en donnerais que les conclusions principales. Ainsi les 

travaux impliquant des co-cultures de cellules épithéliales intestinales et principalement des 

cellules Caco-2 d'adénocarcinome colorectal avec différents STs de Blastocystis sp. ou la 

mise en contact de ces mêmes cellules épithéliales avec des lysats parasitaires ou avec des 

produits de sécrétion de filtrats de cultures de parasites ont permis l’identification de plusieurs 

protéines et mécanismes impliqués dans la pathogénicité de Blastocystis sp. (Figure 10). 
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Figure 10: Modèle shématique représentant les différentes protéines et mécanismes 

potentiellement impliqués dans la virulence de Blastocystis sp. (Ajjampur et Tan 2016). 

 

Dans l’environnement intestinal de l’hôte et lors de la colonisation par le parasite, ce 

dernier est d’abord capable de dégrader la couche de mucine composée de glycoprotéines 

associées à des oligosaccharides qui représente la première ligne de défense de l’épithélium 

intestinal. A travers l’analyse du génome de Blastocystis sp. (Denoeud et al. 2011), il a été 

proposé que cette dégradation pourrait se faire sous l’action de fucosidases, hexosaminidases 

et polygacturonases sécrétées par le parasite (Martínez-Ocaña et al. 2020). Ces mucines 

dégradées représenteraient aussi une source de nutriments pour Blastocystis sp. Une fois la 

couche de mucine dégradée, le parasite est capable d’adhérer à l’épithélium intestinal de 

l’hôte, préférentiellement au niveau des jonctions inter-cellulaires ou jonctions serrées (Wu et 

al. 2014a,b). Cette adhésion est bloquée par l’addition de galactose dans le milieu d’une co-

culture Caco2 / Blastocystis sp. suggérant un attachement du parasite aux résidus galactose de 

la surface de l’épithélium probablement par l’intermédiaire de lectines. Après attachement, 

Blastocystis sp. peut dégrader les jonctions-intercellulaires de l’épithélium. Cette dégradation 

est induite par des protéases à cystéine sécrétées par le parasite qui sont capables de 

désorganiser les complexes protéiques de ces jonctions composés en particulier de ZO1 et 

d’occludine et de provoquer en parallèle la réorganisation des filaments d’actine sous-

membranaires (Mirza et al. 2012; Puthia et al. 2006) entrainant ainsi une augmentation de la 

perméabilité intestinale. Deux de ces protéases à cystéine en l’occurrence, la légumaïne et la 

cathepsine B, ont d’ailleurs été identifiées et bien étudiées par différents auteurs (Wawrzyniak 

et al. 2012; Wu et al. 2010). D’autre part, des protéases de Blastocystis sp. peuvent induire 

l’apoptose des entérocytes via l’activation des voies des caspases 3 et 9 de la cellule hôte 

(Puthia et al. 2006; Wu et al. 2014a) ce qui contribue aussi fortement au dysfonctionnement 

de la barrière épithéliale de l'hôte. Il est cependant à noter que cet effet délétère du parasite sur 

l’épithélium intestinal est ST-dépendant puisque le ST7 induit une augmentation de la 

perméabilité de l’épithélium alors que le ST4 n’a que des effets négligeables (Mirza et al. 

2012 ; Wu et al. 2014a). 

A côté de ses effets directs sur l’épithélium intestinal de l’hôte, Blastocystis sp. a aussi 

des propriétés immunomodulatrices lui permettant d’échapper au système immunitaire de 

l’hôte et de coloniser le tube digestif. En particulier, les protéases à cystéine sécrétées par le 

parasite sont capables de dégrader les IgA prédominantes à la surface de l’épithélium 

intestinal (Puthia et al. 2005) mais aussi d’induire la production de cytokines pro-
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inflammatoires (Long et al. 2001; Puthia et al. 2008), via par exemple l’activation de la voie 

des MAP kinases (Lim et al. 2014). Ce parasite est aussi résistant aux peptides anti-

microbiens produits par les cellules épithéliales de l’intestin en les dégradant à travers la 

libération de protéases et l’induction d’une acidification de l’environnement atténuant 

l’activité de ces mêmes peptides (Yason et al. 2016). En outre, Blastocystis sp. est aussi 

capable d’échapper au stress nitrosatif induit pas les cellules intestinales en réprimant la 

production d’oxyde nitrique via l’inhibition de l’expression de l’oxyde nitrique synthase 

inductible en limitant la biodisponibilité de la L-arginine qui est le substrat de cette enzyme 

(Mirza et al. 2011). 

Tous ces effets immunomodulateurs permettent la survie et la colonisation du parasite 

mais aussi celle éventuellement d’autres entéroparasites soit directement soit indirectement du 

fait des changements potentiels du microbiote intestinal en lien avec l’infection à Blastocystis 

sp. Plusieurs études récentes ont ainsi eu pour but de savoir si ce parasite avait un effet sur la 

composition du microbiote intestinal de l’hôte (Alzate et al. 2020; Andersen et al. 2015; 

Audebert et al. 2016; Beghini et al. 2017; Calderón de la Barca et al. 2020; Castañeda et al. 

2020; Forsell et al. 2016; Gabrielli et al. 2020; Iebba et al. 2016; Kodio et al. 2019; Lappan et 

al. 2019; Nieves-Ramírez et al. 2018; Tito et al. 2019). Dans tous ces travaux, la colonisation 

par Blastocystis sp. va de paire avec une augmentation de la diversité bactérienne du 

microbiote de l’hôte. Même si quelques différences apparaissent entre études en lien avec le 

type de cohorte analysée ou la diversité des STs présents chez les individus infectés, 

Blastocystis sp. est globalement associé à un microbiote eubiotique caractérisé par des 

espèces bactériennes potentiellement bénéfiques telles que Prevotella (Alzate et al. 2020 ; 

Andersen et al. 2016 ; Gabrielli et al. 2020 ; Nieves-Ramirez et al. 2018), Ruminococcus 

(Calderón de la Barca et al. 2020; Gabrielli et al. 2020) et Faecalibacterium (Castañeda et al. 

2020; Kodio et al. 2019) et non avec un microbiote dysbiotique avec une forte abondance de 

Bacteroides (Andersen et al. 2016 ; Audebert et al. 2016 ; Castañeda et al. 2020 ; Forsell et 

al. 2017 ; Gabrielli et al. 2020, Lappan et al. 2019 ; Tito et al. 2019). Si on se base sur la 

notion d’entérotypes proposée pour une description rapide du microbiome de l’intestin 

humain par Arumugam et al. (2011), Blastocystis sp. serait alors plus enclin à coloniser les 

deux entérotypes dominés respectivement par Prevotella et Ruminococcus que celui dominé 

par Bacteroïdes. Cependant, la question de savoir si Blastocystis sp. est capable de modifier la 

composition du microbiote de l’hôte ou si sa colonisation est facilitée par le type d’entérotype 

rencontré par le parasite au moment de l’infection reste ouverte. 
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11. Génomique de Blastocystis sp. 

 

Le séquençage des génomes nucléaires de plusieurs isolats de Blastocystis sp. a permis 

d’apporter des informations sur l’architecture respective de ces génomes mais aussi de 

proposer des gènes candidats potentiellement impliqués dans la physiopathologie ou le 

métabolisme de ce parasite à mettre en parallèle avec les résultats des études in vitro. 

Brièvement, le premier génome nucléaire séquencé a été celui d’un isolat humain de ST7 

(Denoeud et al. 2011) dont la taille est de 18,8 Mb avec une prédiction de 6020 gènes 

codants. Le draft d’un second génome a été publié par Wawrzyniak et al. en (2015) et 

concernait un isolat de ST4 de rongeur. La taille déduite de ce génome n’était que de 12,9 Mb 

avec 5713 gènes codant pour des protéines. Une comparaison rapide avec le ST7 montrait que 

près de 30% des gènes de ST4 n’avaient par d’orthologues dans le génome de ST7. De plus, 

sur les 20 protéases identifiées pour le ST4 et potentiellement impliquées dans la virulence du 

parasite, 7 d’entre elles n’avaient pas d’orthologues chez le ST7. Cette extrême diversité 

génomique entre STs a été récemment confirmée par Gentekaki et al. (2017) avec l’apport de 

la séquence du génome nucléaire d’un isolat de ST1 (16,5 Mb pour 6544 gènes prédits). En 

effet, en comparant les trois génomes disponibles, ces auteurs ont par exemple montré que le 

pourcentage de protéines uniques à chaque ST était compris entre 6,2 et 20,5%. De plus, les 

protéines orthologues entre STs affichent une grande divergence en termes de séquences en 

acides aminés. En outre, certaines familles de gènes comme par exemple celle codant les 

protéases à cystéine peuvent être très variables concernant en particulier le nombre de copies 

de ces gènes entre STs. Ces données suggèrent ainsi de fortes différences entre STs en 

particulier, en termes de virulence potentielle. 

 

12. Traitement de la blastocystose 

 

Le traitement de la blastocystose soulève au moins deux questions: d’abord qui doit être 

traité et ensuite quelle molécule doit être utilisée. En pratique clinique, le traitement visant à 

éradiquer la blastocystose peut être indiqué pour les patients présentant des symptômes 

gastro-intestinaux sans autre étiologie c’est-à-dire sans autre agent pathogène pouvant induire 

les mêmes symptômes (Stensvold et al. 2010). Stenzel et Boreham (1996) ont associé la 

symptomatologie de patients à un nombre de parasites supérieur à 5 formes vacuolaires par 

champ par observation microscopique des selles au grossissement 400 ce qui n’est pas le cas 

de Leder et al. (2005) qui n'ont trouvé aucune corrélation. De même, en utilisant une méthode 
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très sensible comme la PCR en temps réel pour évaluer la charge parasitaire dans les selles, 

Poirier et al. (2011) n'ont pas trouvé de corrélation significative avec les patients 

symptomatiques. Ces données expliquent pourquoi il n'existe pas de recommandations 

cliniques valables à ce jour concernant cette parasitose. Les patients asymptomatiques ne sont 

donc généralement pas traités, contrairement d’ailleurs aux porteurs asymptomatiques de 

Giardia lamblia et Entamoeba histolytica (Coyle et al. 2012). De nombreux composés ont été 

utilisés pour traiter la blastocystose (Coyle et al. 2012; Kurt et al. 2016; Roberts et al. 2014, 

2015; Stensvold et al. 2010) mais la plupart des essais thérapeutiques ont utilisé le 

métrodinazole en traitement de première ligne (Dinleyici et al. 2011; Nigro et al. 2003; Silva-

Díaz et al. 2016; Tai et al. 2011) avec une éradication significative de Blastocystis sp. couplée 

à une disparition des symptômes. Néanmoins, l'efficacité du métrodinazole s’est avérée 

inconstante selon les études (Batista et al. 2017; Haresh et al. 1999; Nagel et al. 2012; 

Rajamanikam et al. 2018, 2019; Salvador et al. 2016), suggérant des différences potentielles 

de sensibilité entre les isolats et STs de Blastocystis sp. (Mirza et al. 2011; Yakoob et al. 

2004). Aussi, d’autres drogues ont été utilisées en seconde ligne comme le mélange 

triméthoprime / sulfaméthoxazole avec une efficacité pouvant être, selon les cas, équivalente 

à celle du métronidazole (Moghaddam et al. 2005; Roberts et al. 2015; Stensvold et al. 2008). 

Une éradication de Blastocystis sp. avec diminution des symptômes a également été observée 

lors de l'utilisation du nitazoxanide (Rossignol et al. 2005; Silva-Díaz et al. 2016; Speich et 

al. 2013) associé éventuellement avec la mésalazine (Toychiev et al. 2021). C’est aussi le cas 

avec un antibiotique aminoside tel que la paromomycine (van Hellemond et al. 2013; 

Vogelberg et al. 2010). De même, l’atorvastatine s’est avérée efficace couplée au 

métronidazole (Basyoni et al. 2018) tout comme l’auranofine (Yason et al. 2018) et un 

mélange d’antibiotiques (furazolidone, nitazoxanide et secnidazole) (Roshan et al. 2020).
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1. Epidémiologie moléculaire de Blastocystis sp. chez des écoliers au Sénégal 

 

Cette étude fait l’objet d’un article publié dans la revue « Microorganisms» 

 

Prevalence and subtype distribution of Blastocystis sp. in Senegalese school children 

Salma Khaled*, Nausicaa Gantois*, Amadou Tidjani Ly, Simon Senghor, Gaël Even, Ellena 

Dautel, Romane Dejager, Manasi Sawant, Martha Baydoun, Sadia Benamrouz-Vanneste, 

Magali Chabé, Seynabou Ndiaye, Anne-Marie Schacht, Gabriela Certad, Gilles Riveau, Eric 

Viscogliosi 

Microorganisms 2020, 8, 1408 

* Co-premiers auteurs 

 

a. Contribution de la candidate à l’étude 

 

 Management et organisation de la collection d’échantillons 

 Réalisation des expériences de biologie moléculaire et analyse des séquences 

 Interprétation des données obtenues 

 Rédaction de l’article 

 

b. Résumé de l’étude 

 

Les données actuelles sur la prévalence et la distribution des STs de Blastocystis sp. 

restent encore trop rares en Afrique. Aussi, en collaboration avec le Centre de Recherche 

Biomédicale « Espoir Pour La Santé (EPLS)» localisé à Saint-Louis au Sénégal, nous avons 

mené la plus large enquête épidémiologique jamais conduite pour Blastocystis sp. sur ce 

continent. 

Au total, 731 échantillons de selles ont été collectés auprès d’écoliers ne présentant pas 

de symptômes digestifs à la date de l’échantillonnage et vivant dans 10 villages de la région 

du nord-ouest du Sénégal. Tous ces échantillons (1 seul par individu) ont été testés pour la 

présence de Blastocystis sp. par PCR en temps réel en ciblant un domaine du gène de l’ARNr 

18S. Une variation importante de la prévalence du parasite entre les villages (51,7 à 100 %) a 
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été mise en évidence, avec une prévalence globale dans cette population atteignant 80,4 %. 

Les 588 échantillons positifs ont ensuite été sous-typés par séquençage. Des infections mixtes 

(infections par au moins deux STs non déterminés dans cette étude) ont été identifiées chez 

23 % des individus positifs. Parmi les 453 écoliers présentant une infection simple, le ST2 

était prédominant (49,9%), suivi du ST1 (24,9%), du ST3 (23,6%), du ST7 (0,7%), du ST10 

(0,45%) et du ST14 (0,45%). Globalement, les ST1 à ST3 représentaient 98,4% des 

échantillons sous-typés dans cette étude mettant en avant une large transmission inter-

humaine. Concernant le ST7, il est considéré comme un ST aviaire et de ce fait son origine 

chez les 3 enfants infectés dans notre enquête était très probablement d’origine zoonotique. 

Pour ce qui est des ST10 et ST14, ils ont chacun été trouvés chez 2 écoliers sénégalais. Or, 

ces deux STs sont prédominants chez les bovins et n’avaient encore jamais été identifiés chez 

l’Homme. C’est donc la première fois que ces deux STs sont trouvés dans la population 

humaine et leur origine zoonotique ne fait guère de doute. Quoiqu’il en soit, les isolats 

considérés d’origine animale dans notre cohorte étaient en nombre restreint soulignant le 

faible risque de transmission zoonotique dans ce pays comme plus globalement en Afrique. 

Par la suite, les séquences obtenues pour les isolats de Blastocystis sp. appartenant à un 

même ST (ST1, ST2 ou ST3) ont été alignées entre elles afin de déterminer la diversité intra-

ST et identifier les différents génotypes présents. Globalement, nos données ont mis en 

évidence une plus faible diversité génétique du ST3 par rapport aux ST1 et ST2. Cette faible 

diversité génétique suggérait que la plupart des infections à ST3 étaient principalement 

causées par une transmission anthroponique. En revanche, les nombreux génotypes identifiés 

pour les ST1 et ST2 dans la population sénégalaise et souvent représentés par un seul isolat, 

laissaient penser à une possible exposition des enfants à différentes sources d'infection 

extérieures en plus de la transmission interhumaine. 
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Abstract: Blastocystis sp. is an enteric protozoan that frequently colonizes humans and many 

animals. Despite impacting on human health, data on the prevalence and subtype (ST) 

distribution of Blastocystis sp. remain sparse in Africa. Accordingly, we performed the first 

multicenter and largest epidemiological survey ever conducted on Blastocystis sp. for this 

continent. A total of 731 stool samples collected from healthy school children living in 10 

villages of the northwestern region of Senegal were tested for the presence of Blastocystis sp. 

by real-time polymerase chain reaction followed by subtyping of positive samples. 

Considerable variation in prevalence between villages (51.7 to 100%) was evident with the 

overall prevalence being 80.4%. Mixed infections were identified in 23% of positive 

individuals. Among 453 school children with a single infection, ST2 was predominant, 

followed by ST1, ST3, ST7, ST10, and ST14; this is the first report of ST10 and ST14 in 

humans. Genetic polymorphisms were evident at the intra-ST level with the identification of 

numerous ST1 to ST3 genotypes. ST1 showed the greatest intra-ST diversity followed by 

ST2 and ST3. The prevalence and distribution of STs and genotypes varied among target 

villages, pointing to several potential infection sources, including human-to-human, zoonotic, 

and waterborne transmission. 

 

Keywords: Blastocystis sp.; intestinal parasites; Africa; Senegal; molecular epidemiology; 

real-time quantitative PCR; SSU rDNA sequence; subtyping; transmission; zoonosis 
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1. Introduction 

Blastocystis sp. is an enteric protozoa with a worldwide distribution, frequently found 

in human as well as in various animal groups spanning from non-human primates to insects 

[1–6]. As the main mode of transmission of this parasite is the fecal–oral route through the 

host colonization by the transmissible environment-resistant cystic form [7], its prevalence in 

the human population is strongly correlated to sanitary conditions, hygiene practices, and 

quality of drinking water. Not surprisingly, the prevalence of Blastocystis sp. is thus much 

lower in industrialized countries than in lower-income geographical areas [5]. For instance, it 

reaches 10 to 20% in European countries [8–11] but can largely exceed 40–50% in various 

African [12,13], Asian [14,15], and American countries [16,17]. 

The high prevalence of Blastocystis sp. described in healthy individuals also raises the 

long-standing question of its real pathogenicity and clinical impact in the human population 

[5,18–20]. Indeed, this single-celled microorganism was commonly found in individuals with 

neither any gastrointestinal complaints nor symptoms. In contrast, it was the only causative 

agent identified in the stools of patients presenting gastrointestinal symptoms such as diarrhea 

or abdominal pain [21] but also urticaria [22]. Therefore, under certain circumstances or 

interactions with the host, colonization by Blastocystis sp. becomes infection [5,6,21,22]. In 

that respect, recent in vitro studies have led to the identification of molecules and 

mechanisms potentially involved in the pathogenicity of Blastocystis sp. [23]. 

An extensive genetic diversity has been highlighted among numerous Blastocystis sp. 

isolates from both humans and animal hosts on the basis of small subunit (SSU) rDNA gene 

sequences analysis [24,25]. Formerly, 17 separate lineages, so-called subtypes (STs) arguably 

species, had been clearly recognized among mammalian and avian isolates (ST1 to ST17) 

[26]. Recently, epidemiological surveys conducted in various mammalian and non-

mammalian (reptiles, fish, and insects) sources described isolates representative of potential 

novel STs [3,4,27–30]. However, several if not all of these proposed STs are likely invalid 

and should be rejected at this time until near-complete SSU rDNA gene sequences should be 

generated. 

Among the 17 mammalian and avian STs recognized so far, 10 of them (ST1–ST9 

and ST12) have been identified in the human population even if ST1–ST4 appear by far to be 

the most common colonizers of the human intestinal tract [19,31,32]. Indeed, ST1–ST4 

represent nearly 95% of the subtyped isolates in the world, which is consistent with large-

scale parasite spread directly from person to person (anthroponotic transmission). 
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Conversely, the rarer STs in humans (ST5–ST9 and ST12) are frequently harbored by various 

animal groups including non-human primates (ST8) [4,33], hoofed animals (ST5) [34], and 

birds (ST6 and ST7) [35], strongly suggesting the zoonotic origin of these STs in humans. 

Despite the current burden of Blastocystis sp. in humans, only sparse molecular 

studies provide information on the prevalence and ST distribution of Blastocystis sp. in the 

African population. However, most African countries are considered to be at high risk of 

Blastocystis sp. infection due to poor access to sanitation and clean water, thus favoring 

parasite transmission. To date, the available data mainly concerns few countries of the 

Northern, Western, and Central Africa such as Libya [31], Egypt [36], Nigeria [37], Côte 

d’Ivoire [38], Senegal [12], and Cameroon [13]. Moreover, these epidemiological studies 

remained based on cohorts still too limited in size. Consequently, it is necessary to keep 

expanding the molecular epidemiology of Blastocystis sp. in Africa through additional studies 

to further clarify aspects of prevalence, ST distribution, and potential sources of transmission 

of this parasite. Therefore, the aim of the present study was to reinforce the picture of 

Blastocystis sp. impact and circulation by performing the first multicenter and largest 

epidemiological survey ever conducted in Africa. 

2. Materials and Methods 

2.1. Ethics Approval 

The present study was sponsored by the Biomedical Research Centre Espoir pour la 

Santé (Saint-Louis, Senegal: www.espoir-sante.org) and approved by the National Ethics 

Committee of the Ministry of Health and Social Action of Senegal (reference number 

000146/MSAS/DPRS/CNERS; protocol number SEN19/43; Date of approval: 08/27/2019). 

Written and oral informed consents were obtained from the parents or the legal guardians of 

the children for biological samples. The subjects’ data were collected anonymously (with 

encryption of the identity of individuals). This study was conducted in accordance with the 

Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki III) and with the 

International Ethical Guidelines for Biological Research Involving Human Subjects. 

2.2. Sampling Sites 

The study was conducted in 10 villages of the Saint-Louis (Maka Diama, Ndiol 

Maure, Lampsar, Mbakhana, Ndiawdoune, Mbane, Diokhor Tack, and Malla) and Louga 

(Foss and Malla Tack) regions located in northwestern Senegal. The geographical coordinates 

of the villages together with their total population are indicated in Figure 1. Five of these 
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villages are located in the Senegal River Basin (so-called herein area of Saint-Louis), either 

on the banks of the Senegal River (Maka Diama), Lampsar River (Ndiol Maure, Lampsar and 

Mbakhana), or Ngalam River (Ndiawdoune). The five other villages are located around the 

Lake Guiers (so-called area of Lake Guiers). Lake Guiers is mainly supplied to the north by 

the Senegal River, to which it is connected by the canalized Taouey River and represents a 

chief source of fresh water for the city of Dakar. The two areas of Saint-Louis and Lake 

Guiers are separated by ~50 km. 

 

Figure 1. Detailed location of the 10 villages in Northwestern Senegal screened for the 

presence of Blastocystis sp. by qPCR. Geographic coordinates and total population (TP) 

of each of the villages are indicated. 
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Throughout the villages, the habitat is of urban type with houses built as permanent 

constructions except for the village of Maka Diama where some traditional dwellings subsist. 

Regarding sanitary and environmental conditions, all villagers use traditional latrines, 

isolated pit latrines with (very few) or without flushing or open-air toilet facilities (mainly 

children). In contrast, water supplies and their use (drinking; washing; bathing; domestic 

activities such as cooking, household cleaning, dishes, and laundry; and irrigating crops) 

differ between villages according to their geographical location and socio-economic status 

(Table 1). With the exception of Maka Diama, Ndiol Maure, Mbakhana, and Mbane, all other 

villages have a fishing activity which remains rather limited. In addition, the breeding of farm 

animals (cattle, sheep, goats, donkeys, chickens, and horses) is practiced in all the villages. 

Table 1. Water supplies and usage in the 10 Senegalese villages studied. 

Villages Water Sources and Usage 

Area of Saint-Louis  

Maka Diama Tap watera (Drinking, washing, domestic activitiesb) 

 Senegal River (Domestic activitiesb, bathing, irrigating crops) 

Ndiol Maure Tap watera (Drinking, washing, domestic activitiesb) 

 Lampsar River (Domestic activitiesb, bathing, irrigating crops) 

Lampsar Tap watera (Drinking, washing, domestic activitiesb) 

 Lampsar River (Domestic activitiesb, bathing, irrigating crops) 

Mbakhana Tap watera (Drinking, washing, domestic activitiesb) 

 Lampsar River (Domestic activitiesb, bathing, irrigating crops) 

Ndiawdoune Tap watera (Drinking, washing, domestic activitiesb) 

 Ngalam River (Domestic activitiesb, bathing, irrigating crops) 

  

Area of Lake Guiers  

Mbane Tap watera (Drinking, washing, domestic activitiesb) 

 Lake Guiers (Domestic activitiesb, bathing, irrigating crops) 

Diokhor Tack Lake Guiers (Drinking, washing, domestic activitiesb, bathing, irrigating crops) 

Foss Lake Guiers (Drinking, washing, domestic activitiesb, bathing, irrigating crops) 

 Public and private water wells (Drinking, washing) 

Malla Tap water non-potable at a single point in the village (Drinking, washing, domestic activitiesb) 

 Lake Guiers (Drinking, washing, domestic activitiesb, bathing, irrigating crops) 

Malla Tack Tap water non-potable in 3 houses of the village (Washing, domestic activitiesb) 

 Lake Guiers (Drinking, washing, domestic activitiesb, bathing, irrigating crops) 
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a Tap water in less than 20% of the dwellings (most prosperous part of the population). b 

Domestic activities consisting mainly of cooking, household cleaning, dishes and 

laundry. 

2.3. Cohort and Collection of Samples 

Sampling was conducted between August 2019 and October 2019. During the warm 

season (March to October), temperature ranges between 25 °C and 45 °C. Under the 

supervision of school directors, 25 to 104 stool samples were collected in the schools of each 

of the 10 villages from elementary school children (1 sample per individual). Date of birth of 

each child was ascertained from vaccination cards or school register. A total of 731 stool 

samples were thus collected from boys (n = 379) and girls (n = 352) (sex ratio M/F of 1.08) 

and the age of participants was between 6 and 19 years (mean age of 10.5 ± 2.09 years). 

Sampling size was quite similar between the two study areas of Saint-Louis (363 stool 

samples) and Lake Guiers (368). For each school child, ~2 g of fresh stool was added to 2 mL 

of 2.5% potassium dichromate (w/v in water) (Sigma Life Sciences, Saint-Louis, MO, USA) 

in a sterile tube then homogenized by shaking. All samples were transported at 4 °C to the 

Institut Pasteur of Lille (France). 

2.4. DNA Extraction and Molecular Subtyping of Blastocystis sp. Isolates 

One mL of diluted stool from each sample was stirred and then centrifuged 3 times 

for 10 min at 3000× g with water to remove all traces of potassium dichromate. The resulting 

stool pellet was diluted in 500 µL of water. Total genomic DNA was extracted from the 

diluted pellet using the QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) 

according to the manufacturer’s recommended procedures. DNA extraction negative controls 

were included. DNA was eluted in 100 µL of elution (AE) buffer provided in the DNA 

extraction kit and stored at −20°C until being analyzed. For each sample tested, 2 µL of 

extracted DNA was subjected to a qPCR assay using the Blastocystis-specific primers 

BL18SPPF1 (5′-AGTAGTCATACGCTCGTCTCAAA-3′) and BL18SR2PP (5′-

TCTTCGTTACCCGTTACTGC-3′) targeting the small subunit (SSU) rDNA gene [39]. 

DNA extraction controls were also used in qPCR assays and both positive (DNAs from 

Blastocystis sp. ST7 and ST4) and negative (DNA matrix replaced by water) qPCR controls 

were included. The positive qPCR products were purified and directly sequenced on both 

strands by Genoscreen (Lille, France). For a significant proportion of samples, sequence 

chromatograms analysis revealed the presence of double traces, suggesting infections by at 
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least two different Blastocystis STs. In these cases, the STs present were not determined and 

these positive samples were considered as mixed infections. The SSU rDNA sequences 

obtained in this study were deposited in GenBank under accession numbers MT621678 to 

MT622130. These sequences were compared with all Blastocystis sp. homologous sequences 

of known STs available from the National Centre for Biotechnology Information (NCBI) 

using the nucleotide Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) program. The STs were 

identified by determining the exact match or closest similarity against all known mammalian 

and avian Blastocystis sp. STs according to the most recent classifications of the parasite 

[4,26]. Subsequently, the sequences of Blastocystis sp. isolates belonging to the same ST 

(ST1, ST2 or ST3) were aligned with each other using the BioEdit v. 7.0.1 package (Date of 

release 06/10/2019) (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) to determine intra-ST 

diversity and identify so-called genotypes referring to genetically distinct strains within a 

same ST. The term “genotype” was proposed in a previous survey [35] to prevent any 

confusion with the term “allele” already used by others and designed through the comparison 

of sequences from another domain of the SSU rDNA gene [18,40]. 

2.5. Statistical Analysis 

For the statistical analysis, Fisher’s exact test was used to test the relationship 

between different categorical variables. Logistic regression models were created to calculate 

odds ratios (OR) and 95% confidence interval (CI) considering Blastocystis sp. colonization, 

STs, and genotypes as the main outcomes. The general significance level was set at a p-value 

below 0.05. All analyses were performed using packages stats and OR from the R statistical 

computing program v. 3.6.1 (Date of release 07/05/2019) (R Development Core Team; 

http://www.R—project.org). 

3. Results 

3.1. Prevalence of Blastocystis sp. in the Cohort of Senegalese School Children 

Single stool samples were collected from a total of 731 school children living in 10 

villages of the region of Saint-Louis in Senegal. All were considered asymptomatic due to the 

apparent absence of digestive disorders. The overall prevalence of Blastocystis sp.-positive 

individuals was shown to be 80.4% (588/731) using qPCR (Table 2). The difference in 

prevalence observed between males (51.5%) and females (48.5%) colonized by the parasite 

was not significant (OR: 0.937, CI: 0.649-1.351, p = 0.729). In addition, the mean age of 

Blastocystis sp.-colonized children was not significantly different compared to the age of 
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Blastocystis sp.-free subjects (mean age of 10.54 ± 2.12 years versus 10.36 ± 1.99; OR: 1,28, 

CI: 0.755-2.219, p = 0.3684). The prevalence of the parasite was then analyzed separately in 

the two areas of Saint-Louis and Lake Guiers. The average prevalence observed in the area of 

Saint-Louis was slightly significantly higher than that of the area of Lake Guiers (83.5% 

versus 77.4%; OR: 1.471, CI: 1.018-2.134, p = 0.04). At the village level, the prevalence of 

Blastocystis sp. was highly variable, ranging from 51.7% to 100% (Table 2). Within the area 

of Saint-Louis, the parasite was significantly more prevalent in the village of Ndiawdoune 

than in the 4 other villages of the same area (OR: 11.58043, CI: 1.899-474.992, p = 0.0009), 

while it was significantly less prevalent in the village of Ndiol Maure (OR: 0.277, CI: 0.145-

0.531, p < 0.0001). In the same way, within the area of Lake Guiers, the prevalence of 

Blastocystis sp. was significantly higher in the villages of Malla (OR: 5.794, CI: 11.794-

29.83, p = 0.000643) and Malla Tack (OR: 2.775, CI: 1.374-6.103, p = 0.003) and lower in 

the one of Mbane (OR: 0.180, CI: 0.102-0.317, p < 0.0001). 

Table 2. Prevalence and ST distribution of Blastocystis sp. in the 10 Senegalese villages 

screened in the present study. 

Villages 
Samples 

(n) 

Positive 

Samples (n) 

Prevalence 

(%) 

Blastocystis sp. STs  

ST1 ST2 ST3 ST7 ST10 ST14 MIa 

Area of Saint-

Louis 
          

Maka Diama 75 57 76.0 15 15 13 0 1 0 13 

Ndiol Maure 71 47 66.2 18 12 9 0 0 0 8 

Lampsar 86 77 89.5 8 27 27 2 0 0 13 

Mbakhana 81 72 88.9 11 27 13 0 0 1 20 

Ndiawdoune 50 50 100 0 24 10 1 0 1 14 

Total area 363 303 83.5 52 105 72 3 1 2 68 

           

Area of the Lake 

Guiers 
          

Mbane 89 46 51.7 17 11 10 0 0 0 8 

Diokhor Tack 104 80 76.9 22 32 7 0 0 0 19 

Foss 25 23 92.0 7 8 3 0 0 0 5 

Malla 54 51 94.4 2 34 3 0 0 0 12 

Malla Tack 96 85 88.5 13 36 12 0 1 0 23 

Total area 368 285 77.4 61 121 35 0 1 0 67 

           

Grand total 731 588 80.4 113 226 107 3 2 2 135 
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a MI, Mixed infections. 

The qPCR products of the 588 samples positive for Blastocystis sp. were all 

sequenced on both strands. For 135 of these samples (23%), sequence chromatogram analysis 

revealed the presence of double traces, reflecting mixed infection by different STs that were 

not identified. The remaining 453 isolates corresponded to single infection by one ST. All 

partial SSU rDNA gene sequences obtained from these 453 positive samples showed 98 to 

100% identity with homologous sequences available in databases for known STs (Table 2). 

ST2 was predominant (n = 226, 49.9%), followed by ST1 (n = 113, 24.9%), ST3 (n = 107, 

23.6%), ST7 (n = 3, 0.7%), ST10, and ST14 (both n = 2, 0.45%). This distribution of 

Blastocystis sp. STs in our overall population was not significantly associated with gender 

(Fisher’s exact test, p = 0.3) or age (Fisher’s exact test, p = 0.75) of the individuals. On the 

other hand, significant difference in the distribution of predominant STs (ST1 to ST3) was 

found between the area of Saint-Louis and that of the Lake Guiers (Fisher’s exact test, p = 

0.0007). A strong overabundance of ST3 was identified in the area of Saint-Louis (OR: 

2.398, CI: 1.529-3.819, p = 0.0002), whereas ST2 was slightly more frequently found in the 

area of Lake Guiers (OR: 0.679, CI: 0.467-0.985, p = 0.04). The distribution of STs also 

varied between the villages, even within the same area and even though ST2 was 

predominant in 8 of the 10 villages screened. ST1 was significantly less abundant in Lampsar 

(OR: 0.39, CI: 0.155-0.862, p = 0.01), Malla (OR: 0.217, CI: 0.042-0.706, p = 0.004) and 

Ndiawdoune (OR: 0, CI: 0-0.308, p < 0.0001), and more reported in Ndiol Maure (OR: 

2.778, CI: 1.335-5.731, p = 0.03) and Mbane (OR: 2.597, CI: 1.233-5.404, p = 0.01), while 

ST3 was more predominant in Lampsar (OR: 2.935, CI: 1.606-5.320, p = 0.003) and less 

frequently reported in Malla (OR: 0.236, CI: 0.046-0.772, p = 0.01) and Diokhor Tack (OR: 

0.371, CI: 0.138-0.855, p = 0.01). Moreover, ST2 was significantly more frequently found in 

Malla (OR: 6.322, CI: 2.55-18.83, p < 0.0001), Ndiawdoune (OR: 2.50, CI: 1.112-6.015, p = 

0.02) and less reported in Mbane (OR: 0.368, CI: 0.160-0.791, p = 0.006), Maka Diama (OR: 

0.490, CI: 0.236-0.984, p = 0.04), and Ndiol Maure (OR: 0.403, CI: 0.181-0.851, p = 0.01). 

Rare human STs including ST7, ST10, and ST14 were more frequently identified in the area 

of Saint-Louis (identification of three ST7, one ST10, and two ST14 isolates) than in the area 

of Lake Guiers (identification of a single ST10 isolate). 

All the partial SSU rDNA gene sequences representative of the same ST were aligned 

with each other to assess intra-ST diversity. The 113 ST1 sequences showed 97.2% to 100% 

identity between them. By comparing all these ST1 sequences, 12 positions were reported as 
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variable, i.e., positions exhibiting at least one nucleotide difference within at least one of the 

compared sequences (Figure 2), allowing the identification of 15 so-called genotypes (ST1-

1–ST1-15). 

 

Figure 2. Alignment of partial SSU rDNA gene sequences from Blastocystis sp. ST1 

(A), ST2 (B), and ST3 (C) isolates. Only the variable positions identified in the 

compared domain of the gene for these STs are shown in this alignment. The positions of 

variable nucleotides with respect to the reference sequences (genotypes ST1-1, ST2-1, 

and ST3-1) are indicated above the alignment (vertical numbering). Nucleotides identical 

to those of the reference sequences are represented by dashes and gaps are represented by 

asterisks. All the genotypes identified for each ST are indicated on the left of the 

alignment. On the right of the alignment is reported the total number and percentage of 
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isolates identified in our study for each genotype followed by their repartition per village 

(number of isolates in parentheses). Abbreviations: MB, Mbakhana; MD, Maka Diama; 

NM, Ndiol Maure; LR, Lampsar; NE, Ndiawdoune; MT, Malla Tack; FS, Foss; ME, 

Mbane; DT, Diokhor Tack; MA, Malla. The abbreviations of the villages located in the 

area of Lake Guiers are underlined, which is not the case of those located in the area of 

Saint-Louis. 

 

The ratio between the number of ST1 isolates and the number of ST1 genotypes was 

7.5 (113/15). Among these genotypes, four of them (ST1-7, ST1-9, ST1-10, and ST1-12) 

identified in six to seven villages comprised more than 80% of the ST1 isolates (93/113), 

while nine other ST1 genotypes were only represented by a single isolate. Regarding ST2 

sequences, their identity with each other ranged from 95.8 to 100%. The alignment of the 226 

ST2 sequences allowed the identification of 22 variable positions, leading to 20 ST2 

genotypes (ST2-1 to ST2-20), with an average of 11.3 isolates per genotype (226/20). Only 

two of these genotypes, ST2-1 and ST2-9, both present in nine of the 10 villages screened, 

accounted for more than 80% of the ST2 isolates (188/226). In contrast, more than half of the 

ST2 genotypes (12/20) were represented by a single isolate. The identity between the 

sequences of the 107 ST3 isolates was comprised between 98.9 and 100%, with the 

identification of only three variable positions, leading to 8 ST3 genotypes (ST3-1 to ST3-8). 

The ratio between the number of isolates per ST3 genotype reached 13.4 (107/8). The two 

predominant genotypes, ST3-2 and ST3-3, included more than 80% of the ST3 isolates and 

were found in 10 and nine villages, respectively. On the other hand, three ST3 genotypes 

were represented by only one isolate (ST3-1, ST3-6, and ST3-8). 

In the two compared areas, the number of ST1 to ST3 genotypes identified was 

roughly similar (30 genotypes in the area of Saint-Louis versus 27 in the area of Lake 

Guiers). However, genotypes ST3-2 (OR: 2.311, CI: 1.184-4.741, p = 0.02) and ST3-4 (OR: 

5.47, CI: 1.443-35.67, p = 0.03) were more frequently reported in the area of Saint-Louis, 

while ST2-9 was predominantly found in the area of Lake Guiers (OR: 0.306, CI: 0.164-

0.549, p = 0.0001). A large variability in the number of genotypes was also reported between 

villages even within the same region (Table 3). Within the area of Saint-Louis, the calculated 

ratio between the total number of subtyped isolates (ST1, ST2, and ST3) and the total number 

of genotypes identified from each village ranged between 1.9 and 8.5), for an area average of 

7.6 isolates per genotype. In the area of Lake Guiers, this ratio showed a slightly narrower 

range, between 1.6 and 6.8. The average ratio within this area (8.0) was quite similar to that 
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calculated for the area of Saint-Louis. Moreover, ST3-4 and ST2-9 were the only genotypes 

that were significantly more abundant in our survey, respectively, in Lampsar (OR: 7.0, CI: 

1.93-26.34, p = 0.0007) and Malla Tack (OR: 3.13, CI: 1.45-6.56, p = 0.001). 

Table 3. Distribution of ST1, ST2, and ST3 genotypes of Blastocystis sp. in the 10 

Senegalese villages. 

Villages 

ST1 

Isolat

es 

ST1 

Genotypes/15 

ST2 

Isolates 

ST2 

Genotypes/20 

ST3 

Isolates 

ST3 

Genotypes/

8 

Total 

ST1, ST2 

and ST3 

Isolates 

Total ST1, 

ST2 and 

ST3 

Genotypes/

43 

Total 

Isolates/Total 

Genotypes 

Area of Saint-

Louis 
         

Maka Diama 15 3 15 5 13 4 43 12 3.6 

Ndiol Maure 18 11 12 6 9 4 39 21 1.9 

Lampsar 8 2 27 3 27 4 62 9 6.9 

Mbakhana 11 4 27 4 13 5 51 13 3.9 

Ndiawdoune 0 0 24 2 10 2 34 4 8.5 

Average 

 
      229 30 7.6 

Area of Lake 

Guiers 
         

Mbane 17 6 11 4 10 3 38 13 2.9 

Diokhor Tack 22 4 32 4 7 1 61 9 6.8 

Foss 7 5 8 3 3 3 18 11 1.6 

Malla 2 1 34 3 3 2 39 6 6.5 

Malla Tack 13 6 36 12 12 4 61 22 2.8 

Average       217 27 8.0 

 

Regarding rarer STs such as ST7, sequences of three isolates were compared, showing 

99.6 to 100% identity (only one variable position). In case of ST10 and ST14, two sequences 

were obtained and compared for each of these two STs, exhibiting 98.9 (3 variable positions) 

and 96.9% (9 nucleotide differences) identity, respectively. 

4. Discussion 

The present study represents the largest-scale epidemiological survey ever conducted 

in Africa regarding the prevalence and ST distribution of Blastocystis sp. and gives a more 

comprehensive overview of the parasite circulation in African developing countries. The 
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overall prevalence observed herein among Senegalese school children reached 80.4%, 

highlighting the burden of Blastocystis sp. in this part of the world. This is in line with a 

previous study also conducted in Senegal in which the prevalence of Blastocystis sp. reached 

100% among a limited cohort of ~100 children living in the Podor district located further 

north of the country [12]. This represented the highest prevalence of the parasite ever 

observed worldwide. Strikingly, a prevalence of 100% was also reported in the present study 

in the village of Ndiawdoune by screening a limited cohort of 50 school children (Table 2). 

The data obtained herein were thus compared with those reported in other African 

regions and countries (Table 4). In this aim, only data obtained by molecular methods were 

recorded as non-molecular methods such as microscopic observation of fresh feces are known 

to greatly underestimate the prevalence of the parasite [39,41]. The prevalence of the parasite 

ranges between 25.6% and 100% depending on the geographical area [12,13,31,36-38,41-53]. 

By focusing on the neighboring countries of Senegal (West Africa), the prevalence of 

Blastocystis sp. was, respectively, 58.2% [38] and 70% [45] in two different surveys 

performed in Côte d’Ivoire and 49.7% in Mali [46]. Two other field studies showed a 

prevalence of 49% [31] and 84% [37] in Nigeria, while only one small-scale cohort screened 

in Liberia [31] indicated a frequency of the parasite of ~70%. All these epidemiological data 

point to the high prevalence of the parasite in Africa, with an average of over 50% in 

numerous countries. It is thus clear that significant prevalence values in African developing 

countries are associated with fecal peril in link with precarious sanitary conditions and 

quality of drinking water. Moreover, promiscuity in schools is an additional factor that could 

likely facilitate the transmission of the parasite. 
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At the regional level, the prevalence of Blastocystis sp. was of the same order of 

importance between the two Senegalese study areas of Saint-Louis (83.5%) and Lake Guiers 

(77.4%). Nevertheless, a large variation was reported between villages of these two areas that 

could scarcely be explained by differences in sanitary conditions encountered in the villages. 

Indeed, the habitat is of urban type in all the villages and all inhabitants use latrines. In 

contrast, various origins of water sources for drinking, domestic activities, and irrigated crops 

potentially contaminated with human and animal feces might account for the observed 

variation of the waterborne parasite frequency. For instance, the highest prevalence of 

Blastocystis sp. has been reported in the village of Ndiawdoune. Within the area of Saint-

Louis, this is the only village to be located on the banks of the Ngalam River (Table 1), which 

might exhibit a potential higher level of contamination by the parasite than the Senegal River 

or the Lampsar River. Regarding the villages of the area of Lake Guiers, the water sources 

tended to be more diversified than for the area of Saint-Louis (Table 1), even though the lake 

water represents the main one. Interestingly, the prevalence of Blastocystis sp. gradually 

increased in villages located from north to south of the Lake Guiers. Indeed, Mbane, the 

northernmost village, exhibited a prevalence of 51.7% followed to the south by Diokhor Tack 

(76%) and then further south by the villages of Foss, Malla, and Malla Tack with a 

prevalence reaching or exceeding 90%. Interestingly, Mbane is the closest to the geographical 

zone in which the lake is supplied by the Taouey River. In this zone, stagnation of water 

together with fecal debris could likely be reduced, leading to a more limited contamination of 

the villagers. In addition, Mbane is the only village of this area with tap water unlike the 

inhabitants of other villages in the same area whose main water supply is the lake. Moreover, 

lake water flowing to villages further north within a closed aquatic system could stagnate and 

accumulate fecal debris from villages located further south and thus potentially increase the 

risk of infection by Blastocystis sp. This stagnation in the vicinity of the water points of these 

villages is also important because of the extreme density of aquatic vegetation on the shores 

of the lake. These hypotheses remain to be further confirmed through the search for the 

parasite in water samples collected near the Senegalese villages. 

Within our overall Senegalese cohort, ST2 was largely predominant (49.9% of the 

subtyped isolates) followed by ST1 (24.9%) and ST3 (23.6%). Additional STs including ST7 

(0.7%), ST10, and ST14 (both 0.45%) were poorly represented. This ST distribution could 

first be compared with that observed in a previous survey conducted in children of the Podor 

district in Senegal, reporting the predominance of ST3 followed by ST1 and ST2 [12]. In 

other West African countries like Nigeria [31,37] and Côte d’Ivoire [38], ST1 was the 
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predominant variant followed by either ST2 or ST3. Variation in ST distribution was also 

observed between other African regions as ST3 was predominant in Central [13,42] and 

North [36,47,49–51] Africa, with the exception of Libya, where ST1 was the most frequent 

ST [31,48] as in Southern Africa [44]. Although all these data were often based on a limited 

number of individuals, a geographical variation in the frequency of the three major STs was 

reported between African regions or within the same country that might simply reflect 

different exposure to environmental and/or animal infection sources. This variation was also 

described within the same region as shown in the present survey in the zone of Saint-Louis. 

Indeed, ST3 was the most commonly detected ST in the area of Saint-Louis while it was ST2 

in the area of Lake Guiers. Still, in West Africa, but in Nigeria, ST2 was the second most 

identified ST after ST1 in a community living in the town of Ilero (Oyo state) [37], while ST2 

was surprisingly not detected in samples collected in patients attending a clinic in Lagos 

(Lagos state) [31]. 

Overall, ST1, ST2, and ST3 isolates represent the huge majority of human isolates 

identified in Senegal and more generally in Africa with 95.1% (1550/1630) of the total of 

isolates subtyped until now on this continent, together with an overall predominance of ST3. 

As these three STs are frequently found in the human population and globally more rarely in 

animals [4], it can be concluded that ST1 to ST3 infections in humans are mostly the result of 

large-scale human-to-human transmission, which can be reasonably enhanced in low-income 

countries such as Senegal in which an increase in the number of cases of waterborne illnesses 

of humans and animals living in the Senegal River Basin has been reported in the last years 

[54]. Interestingly, ST4 has not been identified in the present epidemiological survey and a 

total of only nine ST4 isolates have been characterized in Africa out of the 1630 isolates 

subtyped so far on this continent (0.55%) (Table 3). In contrast, ST4 appears to be common, 

primarily in Europe [8,31,39]. Our observations therefore support the hypothesis that ST4 

entered the human population in the recent past in comparison to others STs [18]. However, 

the potential zoonotic source of this ST4 emergence likely in the European population still 

remains unknown. 

In Senegal, three cases of ST7 infection were identified in our study, all of them in the 

area of Saint-Louis. It has been confirmed that ST6 and ST7 represent avian-adapted STs in 

view of their large predominance in birds [35]. In Africa, these two STs together represent 

only ~4% (66/1630) of the human isolates subtyped (Table 3), confirming that “avian STs” 

are rare in humans outside of Asia [18,19]. The most likely origin of these ST7 isolates is 

zoonotic from farm poultry but the mode of transmission between hosts is not conclusively 
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demonstrated. Indeed, it can occur either through intimate contact of humans with animals 

(fecal–oral route) or through consumption of water or food contaminated with bird feces. To 

complete this overview, ST10 and ST14 were identified in four school children living in 

different villages, indicating independent sources of contamination. Numerous studies have 

reported that ST10 and ST14 were largely predominant in bovid, confirming that both STs 

could be considered as adapted to this animal group [55,56]. However, despite the high 

prevalence of these two STs in bovid and potential long-term and repeated contact with these 

animals, especially for farmers, ST10 and ST14 had never been documented in human 

infections worldwide prior to this survey [18,19]. As for ST7, the mode of transmission of 

ST10 and ST14 to humans remains speculative and may be through either direct contact with 

livestock or waterborne transmission, as ST10 has already been detected in river water 

samples collected for instance in Peninsular Malaysia [57]. 

Due to the large number of isolates subtyped herein, the intra-ST diversity of the three 

major STs identified in our Senegalese cohort (ST1 to ST3) could be thoroughly investigated. 

Strikingly, these three STs appeared very different in terms of their intra-ST variation that 

was evaluated through the ratio between the number of isolates and the number of genotypes 

from each ST (Table 3). In case of ST1, 15 genotypes were reported with an average of 7.5 

isolates per genotype. Regarding ST2, 20 genotypes were registered, thus suggesting a 

greater intra-ST genetic diversity than ST1. However, the ratio between the number of 

isolates and the number of ST2 genotypes reached 11.3, rebutting this assumption. 

Noticeably, ST3 exhibited the lower intra-ST diversity as only eight genotypes were 

identified with an average of 13.8 isolates per genotype. For comparison, very few studies 

have previously focused on the intra-ST genetic diversity among these three major STs and 

almost all were based on the analysis of sequences from another domain of the SSU rDNA 

gene than the one targeted in our study [18,40]. Through the analysis of this second marker, it 

was also reported that genetic diversity could vary dramatically at the intra-ST level in 

epidemiological surveys conducted for instance in China [58] and Nigeria [37]. Indeed, ST2 

was shown to exhibit the greater intra-ST diversity (average of 2.2 isolates per genotype) 

followed by ST1 (6.7) then ST3 (21.5) in the Chinese study. In Nigeria, ST3 was far more 

divergent (5.6) then ST2 (13) and ST1 (20). Interestingly, intra-ST diversity also largely 

fluctuated between different geographical regions within the same country as shown from 

two studies conducted in Colombia. In one of these surveys [59], the greater intra-ST 

diversity was reported for ST2 (7) followed by ST1 (9.2) and ST3 (15.8), while in the second 

[17], ST2 was the most divergent ST (4.2) ahead of ST3 (4.7) and ST1 (9.6). Globally, our 
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data coupled with those obtained these previous studies highlighted the lower intra-ST 

genetic diversity of ST3 compared to ST1 and ST2. Interestingly, this was confirmed through 

the comparative analysis of a large number of draft Blastocystis sp. genomes reconstructed 

from shotgun metagenomics data [43]. 

It is known that ST1 and ST2 can colonize different groups of animals while ST3 is 

mainly found in humans [4]. This highlighted the relatively high host specificity within ST3 

as previously proposed [40], strongly suggesting that most ST3 infections in humans are 

caused predominantly by anthroponotic transmission. This was emphasized in the present 

study as three of the eight ST3 genotypes identified represented more than 90% of ST3 

isolates. Consequently, the remaining five ST3 genotypes including only one to three isolates 

were likely of external source. In contrast, numerous genotypes identified in the Senegalese 

population and belonging to either ST1 or ST2 were represented by only one isolate, 

implying a possible concurrent exposure of the villagers to different sources of infection or 

few sources containing several genotypes. These potential sources could therefore be multiple 

and particular to some villages as described for instance in Ndiol Maure and Malla Tack. In 

Ndiol Maure, seven of the 11 ST1 genotypes were represented by a single isolate and were 

only detected in this village. Similarly, among the 12 ST2 genotypes reported in Malla Tack, 

seven of them including only one isolate were uniquely found in that village. Consequently, 

even if part of the ST1 and ST2 infections occurs through human-to-human transmission in 

our Senegalese cohort, a large proportion would be the result of sporadic contamination from 

different well-located sources that remain to be determined. Future studies should be 

conducted to detect the presence of the parasite in animal and environmental samples 

collected from the corresponding villages. 

5. Conclusions 

The present survey completes the still insufficient data available for the African 

continent regarding Blastocystis sp.. The prevalence observed in our Senegalese cohort is 

extremely high as it exceeds 80%. Such prevalence is most probably linked to widespread 

and active transmission of the parasite due to precarious sanitary and hygiene conditions 

within the population and exposure to various contaminated environmental sources. 

Interestingly, the analysis of the intra-ST genetic diversity of the three main STs identified 

herein strongly suggests that the predominant ST3 is mainly transmitted by the inter-human 

route, whereas several sources of transmission occur for ST1 and ST2. Consequently, 

Blastocystis sp. may be a good sentinel for the detection of water contamination. It is also 
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shown that the isolates considered with certainty to be of animal origin (ST7, ST10, and 

ST14) are in rather limited numbers in Senegal, highlighting the low risk of zoonotic 

transmission in this country as more globally in Africa. Finally, this large-scale field survey 

also provides valuable information to the local health authorities to implement urgent 

prevention and control measures in order to significantly reduce the incidence of Blastocystis 

sp. in this part of the world. 
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2. Prévalence et distribution des sous-types de Blastocystis sp. chez les vaches 

laitières au Liban et évaluation de son potentiel zoonotique 

 

Cette étude fait l’objet d’un article publié dans la revue « Acta Tropica». 

 

First report of prevalence and subtype distribution of Blastocystis sp. in dairy cattle in 

Lebanon and assessment of zoonotic transmission risk 

Salma Khaled*, Stéphanie Greige*, Dima El Safadi*, Nausica Gantois, Martha Baydoun, 

Marianne Chemaly, Sadia Benamrouz-Vanneste, Magali Chabé, Marwan Osman, Gabriela 

Certad, Monzer Hamze, Eric Viscogliosi 

Acta Tropica 2019, 194, 23-29 

* Co-premiers auteurs 

 

a. Contribution de la candidate à l’étude 

 

 Collecte des échantillons humains et animaux sur le terrain et des données 

cliniques des individus 

 Management et organisation de la collection d’échantillons 

 Réalisation des expériences de biologie moléculaire et analyse des séquences 

 Interprétation des données obtenues 

 Rédaction de l’article 

 

b. Résumé de l’étude 

 

Blastocystis sp. est fréquemment identifié chez de nombreux hôtes animaux, y 

compris les bovins. En raison de son potentiel zoonotique, ce parasite a été recherché chez 

des bovins domestiques dans différents pays puisque ce bétail peut également représenter un 

réservoir d’infection possible pour l’Homme. Cependant, aucune donnée épidémiologique 

concernant la prévalence et la distribution des STs de Blastocystis sp. dans ce groupe 

d’animaux d’importance économique majeure n’était disponible au Liban. Par conséquent, 

des échantillons de matières fécales ont été collectés pour un total de 254 vaches laitières 

élevées dans 55 exploitations localisées dans 37 villages des deux gouvernorats de la région 

du Nord-Liban. En parallèle, et pour évaluer le potentiel zoonotique du parasite, 40 selles de 
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fermiers en contact avec ces animaux et 40 selles de patients hospitalisés pour différentes 

pathologies à l’hôpital de Tripoli et n’ayant pas de contact direct avec ces animaux ont été 

obtenues. 

Comme pour l’étude précédente, Blastocystis sp. a été recherché dans les échantillons 

animaux par PCR en temps réel. La prévalence globale du parasite était de l’ordre de 63% 

chez le bétail. L'analyse des séquences des échantillons positifs indiquait la présence de 7 STs 

avec une prédominance du ST10 (44,0%) et du ST14 (36,8%) et des proportions nettement 

plus faibles pour le ST2 (8,0%), le ST1 (7,2%), le ST5 (2,4%) et les ST3 et ST7 (0,8% 

chacun). Cette enquête était la première à identifier les ST2 et ST7 chez les bovins 

domestiques et a confirmé que les ST10 et ST14 représentaient des STs adaptés aux bovins 

en raison de leur prédominance. 

Chez les éleveurs, la prévalence du parasite par PCR en temps réel était de 52,5% et 

celle observée chez les patients hospitalisés était du même ordre de grandeur (57,5%). Ces 

données étaient très similaires aux prévalences déterminées précédemment au Liban dans 

différentes cohortes humaines indiquant que la prévalence du parasite est très élevée dans 

cette région du Liban quelle que soit sans doute la classe socio-professionnelle des individus 

et ce en lien probablement avec la vétusté du réseau de distribution d’eau. Les trois mêmes 

STs ont été identifiés dans les deux cohortes humaines, avec une prédominance du ST3 suivie 

du ST1 ou du ST2 selon le groupe considéré. Aucun autre ST comme le ST10 ou le ST14 n'a 

été signalé dans ces deux cohortes humaines. De plus, même si quelques isolats de ST1, ST2 

et ST3 ont été identifiés à la fois chez les vaches laitières et chez les éleveurs, un seul isolat 

de ST3 présentait une parfaite identité de séquence entre les deux hôtes, suggérant une 

transmission de l’Homme à l’animal du fait de la prédominance du ST3 dans la population 

humaine libanaise. 

La présence et la faible prévalence des ST1, ST2, ST3, ST5 et ST7 identifiés chez les 

vaches laitières et dont la plupart présentent une faible spécificité d’hôte pourraient être liées 

à une exposition occasionnelle à des matières fécales humaines ou animales diverses ou par 

ingestion d'eau potable ou d'aliments contaminés dans l'enceinte des exploitations. Par 

conséquent, du fait de l’absence des ST10 et ST14 dans la population Libanaise, ces données 

montraient que les vaches laitières jouaient probablement un rôle négligeable en tant que 

réservoirs zoonotiques pour Blastocystis sp. 
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Abstract 

Blastocystis sp. is one of the most common gut-dwelling protozoans colonising 

humans worldwide, while also being frequently identified in a wide range of animal hosts, 

including bovids. Because of its burden and zoonotic potential, this parasite has been sought 

in domestic cattle from various countries, since this livestock may also represent a possible 

reservoir of human infection. However, epidemiological data regarding the prevalence and 

ST distribution of Blastocystis sp. in this animal group of major economic importance is 

lacking in Lebanon. Therefore, faecal samples were collected from a total of 254 dairy cattle 

raised on 55 farms located in the North Lebanon region and screened for the presence of the 

parasite by quantitative real-time PCR targeting the small subunit rDNA gene. The overall 

prevalence of Blastocystis sp. was shown to reach 63.4% in cattle livestock. Sequence 

analysis of positive samples indicated the presence of seven STs, with predominance of ST10 

(44.0%) and ST14 (36.8%) and lower proportions of ST2 (8.0%), ST1 (7.2%), ST5 (2.4%), 

ST3 and ST7 (0.8% each). This survey was the first conducted worldwide reporting ST2 and 

ST7 in domestic cattle and confirmed that ST10 and ST14 represent cattle-adapted STs in 

view of their high prevalence. To explore the zoonotic potential of the parasite, faecal 

samples from in-contact breeders and patients hospitalised in the same Lebanese governorate 

who reported no contact with cattle livestock were also analysed for the presence of 

Blastocystis sp. The same three STs were identified in both human cohorts, with 

predominance of ST3, followed either by ST1 or ST2 depending of the group. No other STs, 

including ST10 or ST14, have been reported. Moreover, even though ST1, ST2 and ST3 were 

found to be common to dairy cattle and breeders cohorts, only one ST3 isolate showed 100% 

sequence identity between both hosts, strongly suggesting reverse zoonosis from handlers to 

animal according to the predominance of this ST in the human population. In our opinion, the 

presence and low prevalence of ST1, ST2, ST3, ST5 and ST7 identified herein in domestic 

cattle, most of which exhibit low host specificity, could be derived from occasional direct 

exposure to faecal material from human and non-human hosts or by ingestion of 

contaminated drinking water or food in the enclosure of the farms. Consequently, together 

with the absence of ST10 and ST14 in the human population, these data suggest that cattle 

play a negligible role as zoonotic reservoirs of Blastocystis sp. 

 

Keywords: Blastocystis sp., Dairy cattle, Intestinal parasite, Molecular epidemiology, 

Transmission, Zoonosis 
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1. Introduction 

Blastocystis sp. is currently the most common single-celled intestinal parasite found in 

humans, since its prevalence can greatly exceed 50% in developed countries (El Safadi et al., 

2014; Forsell et al., 2016) and reach an average of around 20% in industrialised regions of 

Europe (Bart et al., 2013; El Safadi et al., 2016). This protozoan has also been frequently 

found in many groups of animals, including non-human primates and various groups of 

mammals, birds, reptiles, amphibians and insects (Tan, 2004; Stensvold and Clark, 2016; 

Yoshikawa et al., 2016; Cian et al., 2017). The principal mode of transmission of Blastocystis 

sp. is the faecal-oral route, essentially through consumption of water or food contaminated by 

environmentally resistant cystic forms of the parasite (Tan, 2008). Due to the very common 

asymptomatic carriage of the parasite in the human population worldwide, its pathogenic 

potential and clinical significance remains uncertain (Andersen and Stensvold, 2016), even 

though numerous recent in vitro studies have identified the mechanisms and molecules 

involved in the virulence of the parasite (Clark et al., 2013; Wawrzyniak et al., 2013; 

Ajjampur and Tan, 2016; Stensvold and Clark, 2016). Moreover, recent data suggest that 

colonisation by the parasite is associated with certain intestinal bacterial communities in the 

host (Andersen et al., 2015; Audebert et al., 2016; Forsell et al., 2017). Blastocystis sp. 

infection would thus be associated with various gastrointestinal disorders (Tan, 2008; Tan et 

al., 2010) and/or urticaria (Lepczynska et al., 2015) in numerous human clinical cases. 

An extensive genetic diversity has been demonstrated within the genus Blastocystis 

based on the comparison of small subunit (SSU) rDNA gene sequences (Noël et al., 2005; 

Stensvold et al., 2007a). Indeed, 17 subtypes (STs) have been identified so far in mammalian 

and avian hosts (Alfellani et al., 2013a), ten of which infect humans with varying prevalence 

(Alfellani et al., 2013b; Clark et al., 2013; Ramirez et al., 2016; Stensvold and Clark, 2016). 

Briefly, more than 90% of human isolates belong to ST1 to ST4, in large part likely related to 

human-to-human transmission (Alfellani et al., 2013b; Clark et al., 2013). Most other STs 

found in the human population are considered to be of animal origin, with low host 

specificity and are potentially zoonotic. For instance, ST5 frequently infects pigs, whereas 

ST6 and ST7 are predominant in birds (Cian et al., 2017). Based on large-scale 

epidemiological surveys, these last STs were considered to be pig- and avian-adapted STs 

respectively, and corresponding isolates were shown to be possibly transmitted from these 

animals to their in-contact workers at intensive commercial piggeries and poultry 

slaughterhouses (Wang et al., 2014; Greige et al., 2018). In addition, ST8, which is common 

in non-human primates, was identified with unexpected high prevalence in their keepers 
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(Stensvold et al., 2009). In view of these data, it became necessary to determine the infection 

rate and ST distribution of Blastocystis sp. in other animal groups, such as bovids and 

particularly livestock cattle. In the main recent molecular epidemiological surveys including a 

large number of specimens (Zhu et al., 2017; Lee et al., 2018; Masuda et al., 2018; Wang et 

al., 2018), the prevalence of the parasite in domestic dairy/beef cattle varied between 6.7% 

and 54.1%, depending on the country. The potential significant occurrence of Blastocystis sp. 

in livestock cattle could thus induce a risk of zoonotic transmission, especially in breeders. 

Moreover, the same molecular studies and a few others identified ST10 and ST14 as the 

predominant STs in cattle, likely reflecting bovids as natural hosts for both STs (Cian et al., 

2017; Zhu et al., 2017; Masuda et al., 2018). Strikingly, ST10 and ST14 have never yet been 

reported in human infections, suggesting minimal risk of zoonotic transmission (Cian et al., 

2017; Wang et al., 2018). However, neither of these STs has so far been sought in cattle and 

their in-contact breeders to confirm this hypothesis.  

The objectives of this study was thus to obtain the first molecular data regarding the 

prevalence and ST distribution of Blastocystis sp. in dairy cattle in Lebanon. A particular 

purpose was to confirm that bovids represent natural hosts of ST10 and ST14. In addition, the 

risk of zoonotic transmission of the parasite was assessed through a comparative analysis of 

the ST distribution of isolates identified in dairy cattle and in-contact breeders, as well as in 

individuals reporting no contact with these animals. 

 

2. Materials and methods 

2.1. Ethics statement 

The protocol of this study was approved by the Lebanese Minister of Public Health 

with reference number 2014/4/39716 and by the research ethics committee of Hamidi 

Medical Centre in Tripoli, Lebanon, with reference number Hamidi-7-2017. Oral and written 

informed consent was obtained from all subjects included in this study after a clear 

explanation of the research objectives prior to enrolment. The subjects’ data were collected 

anonymously (with encryption of the identity of individuals). This study was conducted in 

accordance with the Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of 

Helsinki). All dairy cattle samples were collected under the supervision of the breeders. No 

approval from the Institutional Animal Care and Use Committee or ethics committee was 

necessary, as no invasive sampling approach was performed. 

 

2.2. Study sites and sample collection 
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The study was conducted in the two governorates comprising the North Lebanon 

region, namely Akkar and North governorates, the latter including the regional capital Tripoli 

(Figure 1). All healthy adult dairy cattle included in this study were older than 12 months and 

were of the Holstein-Friesian breed (Bos taurus). In Akkar governorate, 157 faecal specimens 

were randomly collected from 22 villages and 36 farms from July to November 2016. In 

order to obtain epidemiological data from dairy cattle in different geographical areas in 

Lebanon, 97 samples were also randomly obtained from 15 villages and 19 farms from July 

to November 2017 in North governorate, for an overall total of 254 cattle samples screened in 

this survey (one specimen per animal). Briefly, faecal samples were collected in the early 

morning with the assistance of the breeders and veterinarians. Specimens were either 

collected directly from the rectum of the animal with a gloved hand or directly from the 

ground immediately after defecation to prevent potential contamination between animals. 

Each fresh faecal sample was recovered in a sterile plastic container, respecting the 

conditions of asepsis and hygiene. The containers were stored in ice and then immediately 

transported to the LMSE at the AZM Centre in Tripoli. To evaluate the zoonotic potential of 

Blastocystis sp. isolates identified in dairy cattle, human stool samples were obtained during 

the same period from 40 breeders working at the same 19 dairy cattle farms located in North 

governorate and from 40 individuals followed up for different pathologies or who presented 

for routine medical check-ups at Hamidi Medical Centre in Tripoli who reported no contact 

with cattle (control population). A standardised questionnaire was designed to collect data of 

interest, such as age, sex, residency and gastrointestinal symptoms (abdominal pain, bloating, 

constipation, diarrhoea and/or vomiting) for each voluntary individual, as well as seniority as 

in-contact worker with cattle for the cohort of breeders. 

 

2.3. DNA extraction 

Total genomic DNA was extracted directly from approximately 250 mg of animal or 

human faecal samples using the QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, 

Germany) according to the manufacturer’s recommended procedures. The DNA was eluted in 

200 μl of elution buffer and stored at -20°C at the LMSE in Tripoli. The DNA samples were 

then transported to the Pasteur Institute in Lille (France) for molecular screening and 

subtyping of Blastocystis sp. 

 

2.4. Detection and molecular subtyping of Blastocystis sp. isolates 
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SSU rDNA gene detection of the parasite was performed by quantitative real-time 

PCR (qPCR) using 2 µl of extracted DNA and the Blastocystis-specific primer pair 

BL18SPPF1 / BL18SR2PP, as described previously by Poirier et al. (2011). DNA extraction 

controls (isolation of DNAs without stool and from a Blastocystis sp.-negative stool) 

subsequently used in qPCR assays and positive (DNA obtained from Blastocystis sp. ST7 

strain B axenic culture maintained in the laboratory) and negative (DNA matrix replaced by 

water) qPCR controls were performed. The qPCR product from each positive sample was 

purified and sequenced in both strands by Genoscreen (Lille, France). For 3 human samples 

obtained from breeders and 3 others collected from patients followed at Hamidi Medical 

Centre in Tripoli, sequence chromatogram analysis revealed the presence of double traces, 

suggesting mixed infection by different STs. Mixed signals were also generated for numerous 

qPCR products obtained from dairy cattle samples. All 6 human samples and a selection of 9 

animal samples corresponding to mixed infections were thus re-analysed by non-qPCR using 

the same primer pair as for qPCR. Non-qPCR amplification, as well as purification and 

cloning of the non-qPCR product, were performed as described previously (Cian et al., 2017). 

Briefly, the purified non-qPCR product cloned in the T-vector, pCR 2.1-TOPO (Invitrogen, 

Carlsbad, USA) was amplified in Escherichia coli One Shot TOP10 competent cells and 

minipreparations of plasmid DNA were done using the NucleoSpin Plasmid kit (Macherey-

Nagel, Düren, Germany). Five positive clones containing inserts of the expected size were 

selected arbitrarily and sequenced on both strands. The SSU rDNA gene sequences obtained 

in this study were deposited in GenBank under accession numbers MH883051 to MH883225. 

The sequences obtained were compared with all Blastocystis sp. homologous sequences 

available from the National Centre for Biotechnology Information (NCBI) using the 

nucleotide Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) program. The STs were identified 

by determining the exact match or closest similarity to all known mammalian and avian 

Blastocystis sp. STs according to the most recent classification of the parasite (Alfellani et al., 

2013a). 

 

2.5. Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software, version 6 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). The chi-squared test was used to compare the 

Blastocystis sp. prevalence between the Akkar and North governorate dairy cattle groups. 

Fisher’s exact test was used to compare the ST distribution of the parasite between the two 
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human cohorts, as well as those of the two animal groups. All tests were two-sided and the 

general significance level was set at a P value of below 0.05. 

 

3. Results and discussion 

A total of 254 single dairy cattle samples collected from 37 villages and 55 farms located 

in two governorates of North Lebanon were screened in this study (Table 1). Of these 

samples, 157 were obtained at Akkar governorate from cattle raised on 36 different farms. Of 

these 157 samples, 78.3% (n = 123) were identified as positive for Blastocystis sp. by qPCR. 

Of the 97 dairy cattle samples collected from 19 different farms in North governorate, 38 

(39.2%) were also positive for the parasite by qPCR. The statistically significant difference of 

Blastocystis sp. prevalence in cattle between the two geographical regions (chi-squared test, Z 

= 4.498, P < 0.05) may possibly be due to the lower quality hygiene and sanitary conditions 

at farms in the rural governorate of Akkar, thus facilitating the transmission of the parasite 

between livestock. By combining the molecular data obtained from the two governorates, the 

prevalence of Blastocystis sp. reached 63.4% (161/254) among dairy cattle samples. This 

high infection rate in Lebanon was roughly similar to that observed using molecular methods 

in other countries, including Japan (54.1%) (Masuda et al., 2018), Thailand (50.0%) 

(Udonsom et al., 2018), Colombia (80.0%) (Ramirez et al., 2014) and Libya (41.7%) 

(Alfellani et al., 2013a) but was significantly higher than that reported in Korea (6.7%) (Lee 

et al., 2018), China (9.5% and 10.3%, respectively) (Zhu et al., 2017; Wang et al., 2018), Iran 

(9.6%) (Badparva et al., 2015), the United Kingdom (22.6%) (Alfellani et al., 2013a) and the 

United States (19.1%) (Fayer et al., 2012). Additional surveys also revealed a prevalence of 

71.0%, 21.4% and 1.8% in Japan (Abe et al., 2002), Brazil (Franco Moura et al., 2018) and 

Spain (Quilez et al., 1995) respectively, using direct light microscopy of faecal smears, in the 

knowledge that this identification method has been shown to be less sensitive than PCR 

(Poirier et al., 2011). Although the prevalence of the parasite in domestic cattle may vary 

between geographical areas, it is nevertheless globally important worldwide, thus inducing a 

potential risk of transmission to in-contact humans. 

To start assessing this zoonotic risk, single stool samples were collected from a total of 80 

volunteers divided into two cohorts (Table 1). The first cohort included 40 individuals (26 

males and 14 females), all working on dairy cattle farms in North governorate for a period of 

between 6 months and 30 years, with a median of 8 years, indicating a potentially long period 

of contact with animals. The age of the individuals in this cohort was between 22 and 65 

years (mean age of 36 ± 10 years) and 21 of these 40 breeders (52.5%) were shown to be 
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infected with Blastocystis sp. by qPCR. Moreover, only 5 breeders presented gastrointestinal 

symptoms and 3 of them were infected by the parasite. The second cohort (or control group) 

consisted of 40 patients (12 males and 28 females) aged 21 to 70 years (mean age of 24 ± 12 

years), hospitalised at Hamidi Medical Centre in Tripoli for various pathologies or medical 

check-ups, who reported no contact with cattle. 62.5% of the patients (25/40) presented one 

or more gastrointestinal symptoms. Using qPCR, the prevalence of Blastocystis sp. in this 

second human cohort was not significantly different to that of the breeders, i.e. 57.5% 

(23/40). In addition, 52.0% of symptomatic patients (13/25) were infected by the parasite. 

Interestingly, the infection rate observed in each of these two groups (52.5% and 57.5% 

respectively) was very similar to that recently reported in North Lebanon region in a large 

cohort of schoolchildren (63.0%) (Osman et al., 2016) and two groups of individuals working 

in a poultry slaughterhouse (56.0%) or hospitalised at Hamidi Medical Centre in Tripoli 

(54.0%) (Greige et al., 2018). On the other hand, the similar prevalence observed between all 

these Lebanese groups of individuals suggested that people working closely with animals, 

including for instance domestic cattle or poultry (Greige et al., 2018) but also pigs (Wang et 

al., 2014), did not systematically have a higher risk of acquiring Blastocystis sp. infection as 

previously proposed (Rajah Salim et al., 1999), without thereby jeopardising the potential 

zoonotic transmission of certain animal STs. 

In a second step, the genetic diversity of Blastocystis sp. isolates was explored in dairy 

cattle and human cohorts. In this study, all partial SSU rDNA gene sequences obtained from 

animal or human samples showed 99 to 100% identity with homologous sequences available 

in databases allowing the direct subtyping of the corresponding isolates (Table 1). Regarding 

the 123 positive dairy cattle samples identified in Akkar governorate, 84 corresponded to 

single infections by either ST1 (n = 4, 3.3%), ST5 (n = 3, 2.4%), ST7 (n = 1, 0.8%), ST10 (n 

= 40, 32.5%) and ST14 (n = 36, 29.3%). The 39 remaining positive dairy cattle samples 

(31.7%) from this governorate presented mixed infections with at least 2 unidentified STs 

according to the resulting sequence chromatograms. Of the 38 positive animal specimens 

identified in North governorate, 21 corresponded to single infections with the detection of 

ST2 (n = 1, 2.6%), ST3 (n = 1, 2.6%), ST10 (n = 12, 31.6%) and ST14 (n = 7, 18.4%) and the 

17 other samples (44.8%) to mixed infections. Given the large number of mixed infections 

identified in animal samples collected in both governorates, only a selection of them was thus 

re-analysed by non-qPCR to have a partial overview of the STs found in these specimens. 

Therefore, one sample from each farm presenting mixed infection in North governorate was 

selected. Cloning of the non-qPCR products was performed from these 9 representative 
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animal specimens for subtyping, and 5 positive clones were selected arbitrarily and 

sequenced for each cloning. Seven of the 9 selected samples showed mixed infections with 

two different STs (ST2/ST1, n = 4; ST2/ST10, n = 1; ST2/ST14, n = 2) whereas the two 

remaining samples harboured 3 different STs (ST1/ST2/ST10 and ST2/ST10/ST14 

respectively). Taking into account these 9 mixed infections consisting of either two or three 

different STs, the ST distribution in dairy cattle from this governorate was as follows: ST1 (n 

= 5), ST2 (n = 10), ST3 (n = 1), ST10 (n = 15) and ST14 (n = 10). The major difference 

observed between these two animal cohorts in terms of distribution of STs was the presence 

of only ST2 in the group of North dairy cattle, while it was absent from the Akkar group of 

animals (Fisher’s exact test, 24.4% vs. 0%, P < 0.05). By merging all molecular data 

obtained from dairy cattle samples in North Lebanon region, a total of 125 isolates were 

subtyped and belonged to 7 different STs with, in order of prevalence, ST10 (55/125, 44.0%), 

ST14 (46/125, 36.8%), ST2 (10/125, 8.0%), ST1 (9/125, 7.2%), ST5 (3/125, 2.4%), ST3 and 

ST7 (1/125 each, 0.8%). Herein, ST10 and ST14 were thus largely predominant by 

accounting for more than 80% of the subtyped isolates. As shown in Table 2 reporting all the 

isolates subtyped from domestic cattle in various geographical areas, ST10 and ST14 also 

globally represented the most widely distributed STs (73.2% of total isolates). This was 

clearly the case, for instance, in Japan (Masuda et al., 2018), Korea (Lee et al., 2018), China 

(Zhu et al., 2017) and Libya (Alfellani et al., 2013a). Strikingly, ST10 and ST14 were the 

only two STs identified in cattle in the USA (Santin et al., 2011; Fayer et al., 2012). 

Therefore, all of these data confirmed that domestic cattle would be natural hosts for 

Blastocystis sp. ST10 and ST14. In addition to these two predominant STs, five minor STs 

(ST1, ST2, ST3, ST5 and ST7) were identified in the livestock investigated in this study. 

Briefly, it was the first report of the presence of ST2 and ST7 in domestic cattle, while the 

three other STs had previously been detected with varying prevalence in the same animal 

group in different countries (Table 2). 

Regarding the breeders cohort, 18 individuals presented single infections by the parasite, 

and 3 others had mixed infections with two STs. With the addition of these mixed infections, 

a total of 24 isolates was subtyped. As shown in Table 1, ST3 was predominant (12/24, 

50.0%), followed by ST2 (7/24, 29.2%) and ST1 (5/24, 20.8%). In the case of the second 

human cohort comprising patients enrolled at Hamidi Medical Centre in Tripoli, 20 and 3 of 

them presented single and mixed infections with two STs respectively. Therefore, a total of 

26 isolates was subtyped and three different STs were identified as follows: ST3 (13/26, 

50.0%), ST1 (8/26, 30.8%) and ST2 (5/26, 19.2%). Interestingly, no other ST was identified 
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in these two human groups. Moreover, although the number of samples analysed in each 

cohort remained limited, the distribution of the different STs was not significantly different 

between the two human groups (Fisher’s exact test, P = 0.67). Strikingly, this distribution 

with predominance of ST3 followed by either ST1 or ST2 was also nearly similar to that 

observed in previous studies conducted recently among patients at the same hospital in 

Tripoli, staff members working in poultry slaughterhouses in North Lebanon (Greige et al., 

2018) and among schoolchildren in Tripoli (Osman et al., 2016). 

By analysing all the molecular data obtained herein, the zoonotic potential of Blastocystis 

sp. was evaluated through the comparison of the ST distribution reported in animal and 

human cohorts in North Lebanon. Despite the high prevalence of ST10 and ST14 in cattle 

livestock, neither ST was identified especially in breeders despite these workers having 

intimate, long-term and repeated contact with these animals. To our knowledge, these two 

STs have also never been documented in human infections worldwide (Clark et al., 2013; 

Stensvold and Clark, 2016), suggesting that humans would not be susceptible to their 

infection. Another hypothesis that remains to be further confirmed could be that these two 

STs produce non-resistant cystic environmental forms or even produce no cysts, thus 

preventing any possible transmission of the parasite to another host through indirect contact. 

ST5 was also infrequently identified in dairy cattle, as in previous studies conducted in 

various countries (Table 2) and herein only in animals raised at Akkar governorate. Recently, 

ST5 was proposed as a pig-adapted ST (Wang et al., 2014) and consequently cannot likely be 

assigned to domestic cattle at this time. Its zoonotic potential was confirmed through the 

frequent infection of piggery staff by this ST (Wang et al., 2014) and pig-rearing villagers 

(Yan et al., 2007). However, despite the very large number of samples screened, ST5 has not 

yet been identified in this study as in other Lebanese human cohorts (Osman et al., 2016; 

Greige et al., 2018). The only known case of ST7 infection in cattle was identified in this 

study at a farm located at Akkar governorate. This ST was proposed as an avian-adapted ST 

with potential zoonotic risk (Alfellani et al., 2013a; Cian et al., 2017) and its episodic 

prevalence in cattle livestock likely reflected opportunistic infection through contact with 

bird faeces. Again, ST7 has never been yet identified in the Lebanese human population 

(Osman et al., 2016; Greige et al., 2018), as confirmed herein. Interestingly, three STs (ST1, 

ST2 and ST3) were found in common in dairy cattle and their in-contact breeders in North 

governorate, suggesting potential transmission between the hosts. However, only six animal 

isolates belonging to these STs and as part of single or mixed infections were identified on 4 

different farms at which breeders were infected by the same STs. By comparing the 
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corresponding dairy cattle and in-contact breeder isolate sequences, 100% identity was shown 

for only one ST3 isolate infecting both hosts. Since ST3 is known to be predominantly 

harboured by the human population (Clark et al., 2013; Stensvold and Clark, 2016) including 

Lebanon and very rarely found in domestic cattle as shown in Table 2, this case of 

Blastocystis sp. ST3 infestation in livestock can likely be explained by reverse zoonosis from 

human handlers to animals, as suggested in previous studies focused on various animal hosts 

(Ramirez et al., 2014) and pigs (Wang et al., 2014). Regarding the two others, ST1 and ST2, 

considered to be emerging STs linked to human infection (Clark et al., 2013; Stensvold and 

Clark, 2016), their origin in Lebanese domestic cattle remains uncertain according to our 

sequence data. Globally, the low prevalence of ST1, ST2, ST3, ST5 and ST7 observed in the 

Lebanese cattle population suggests that these animals are unlikely to be natural hosts of 

these STs and are potentially opportunistically infected through direct exposure to faecal 

material from human and non-human hosts or by ingestion of contaminated drinking water or 

food in their environment, as proposed in both stray and household dogs (Wang et al., 2013; 

Osman et al., 2015). The difference in the prevalence of ST2 observed between dairy cattle 

raised in the two Lebanese governorates, while this ST is known to infect humans and 

numerous animal groups (Clark et al., 2013; Stensvold and Clark, 2016; Cian et al., 2017), 

reinforced this hypothesis by highlighting different infection sources in two different 

Lebanese geographical areas. However, since domestic cattle carry potential zoonotic STs, 

these animals are thus capable of shedding the corresponding isolates and may therefore 

represent secondary zoonotic reservoirs of infection. 

 

4. Conclusion 

This study presents the first molecular epidemiological data on Blastocystis sp. infection 

in cattle livestock in Lebanon. Through both the high number of samples screened and 

isolates subtyped, it provided new insights into the prevalence and ST distribution of the 

parasite in this animal host. This survey conducted in North Lebanon demonstrated that dairy 

cattle were frequently infected by Blastocystis sp., with an overall prevalence of the parasite 

exceeding 60%. This clearly raised the question of the impact of this infection in the bovid 

sector, which is of major importance in this country. The variety of STs colonising this 

animal group was also highlighted, with a total of seven STs identified, including ST1, ST2, 

ST3, ST5, ST7, ST10 and ST14. ST10 and ST14 were largely predominant in this animal 

population, confirming that both STs could be considered cattle-adapted STs. Others STs 

were all identified with low prevalence and their presence was suggested to be related to 
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opportunistic contamination from various animal or even human and environmental sources. 

Finally, by comparing the ST distribution of the parasite in cattle and in-contact breeders, as 

well as in individuals without contact with bovids, the risk of zoonotic transmission of 

Blastocystis sp. was demonstrated to be minimal. However, further large-scale studies should 

be conducted to fully understand the exact role of domestic cattle in the epidemiology of 

Blastocystis sp. and as potential sources of transmission of the parasite to humans, at least as 

secondary reservoirs. 
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Table 1 

Prevalence of Blastocystis sp. infection and ST distribution in animal and human cohorts in 

North Lebanon 

Infection Akkar dairy cattle 

(n = 157) 

North dairy cattle 

(n = 97) 

North breeders 

(n = 40) 

North hospital patientsa 

(n = 40) 

% positive 78.3% (123) 39.2% (38b) 52.5% (21c) 57.5% (23d) 

ST1 4 5 5 8 

ST2 0 10 7 5 

ST3 0 1 12 13 

ST5 3 0 0 0 

ST7 1 0 0 0 

ST10 40 15 0 0 

ST14 36 10 0 0 

MIe 39 8 0 0 

aHamidi Medical Centre, Tripoli 

bMixed infections by 2 or 3 STs identified in 9 selected samples resulting in the molecular 

characterisation of a total of 40 isolates 

cMixed infections by 2 STs identified in 3 samples resulting in the molecular characterisation 

of a total of 24 isolates 

dMixed infections by 2 STs identified in 3 samples resulting in the molecular characterisation 

of a total of 26 isolates 

eMI, Mixed infections with unidentified STs 

  



 

79 
 

Table 2 

ST distribution of Blastocystis sp. in domestic cattle around the world 
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Figure captions 

 

Fig. 1. Study area in Lebanon and description of the animal and human cohorts screened in 

this epidemiological survey. 
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3. Epidémiologie moléculaire de Blastocystis sp. chez les réfugiés syriens du Nord 

Liban 

 

Cette étude fait l’objet d’un article publié dans la revue « Microorganisms». 

 

Blastocystis sp. prevalence and subtypes distribution amongst Syrian refugee 

communities living in North Lebanon 

Salma Khaled, Nausicaa Gantois, Aisha Ayoubi, Gaël Even, Manasi Sawant, Jinane El 

Houmayraa, Mathieu Nabot, Sadia Benamrouz-Vanneste, Magali Chabé, Gabriela Certad, 

Dima El Safadi, Fouad Dabboussi, Monzer Hamze and Eric Viscogliosi 

Microorganisms 2021, 9, 184 

 

a. Contribution de la candidate à l’étude 

 

 Collecte des échantillons humains sur le terrain et des données cliniques des 

participants à l’étude 

 Management et organisation de la collection d’échantillons 

 Réalisation des expériences de biologie moléculaire et analyse des séquences 

 Interprétation des données obtenues 

 Rédaction de l’article 

 

b. Résumé de l’étude 

 

Malgré un nombre croissant d'enquêtes épidémiologiques visant à clarifier la 

prévalence et la diversité génétique des isolats de Blastocystis sp. à travers le monde, 

plusieurs régions géographiques restent encore mal explorées, comme le Moyen-Orient et les 

pays de la péninsule arabique. En particulier, aucune étude épidémiologique n'a jamais été 

réalisée dans la population syrienne. Cela peut en grande partie s’expliquer par la crise 

syrienne qui dure depuis 2011 et qui empêche toute enquête sur le terrain. Par conséquent, 

notre premier objectif a été de combler une lacune géographique dans notre connaissance de 

la prévalence et de la diversité de Blastocystis sp. en menant une étude à grande échelle chez 

les réfugiés syriens hébergés dans des camps dans la région du Nord-Liban. De plus, le rôle 

des migrants dans les épidémies de maladies parasitaires dans les pays d'accueil a déjà été 

bien documenté. Comme les données moléculaires concernant l'épidémiologie moléculaire de 
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Blastocystis sp. étaient déjà disponibles pour la population libanaise vivant dans cette même 

région du Nord-Liban, notre second objectif a donc été de comparer les STs et génotypes 

identifiés dans les populations syrienne et libanaise afin d’évaluer le niveau de circulation du 

parasite entre ces deux communautés. 

Un total de 306 échantillons de selles de réfugiés syriens a donc été collecté. Ces 

réfugiés présentaient ou non des symptômes digestifs et étaient hébergés dans 26 camps avec 

ou sans assainissement localisés au Nord-Liban. La détection de Blastocystis sp. et le sous-

typage des isolats pour les échantillons positifs a été réalisé comme pour les deux études 

précédentes. La prévalence globale du parasite atteignait 63,7% dans cette cohorte de 

réfugiés. A partir du questionnaire rempli par chaque participant de cette étude, nous avons pu 

montrer que la colonisation par Blastocystis sp. n’était pas associée de manière significative 

au sexe, à l'âge ou à l'état symptomatique des participants ni à la présence de douleurs 

abdominales ou de diarrhée chez ces derniers. En revanche, l'état sanitaire des camps a été 

identifié comme un facteur de risque d'infection. Sans surprise, la prévalence du parasite était 

nettement plus élevée dans les camps dépourvus d’assainissement. 

Parmi les 195 échantillons de selles positifs pour Blastocystis sp., 15,9 % d'entre eux 

représentaient des infections mixtes. Dans l'analyse des 164 isolats positifs restants 

correspondant à des infections simples, ST3 était le ST le plus souvent détecté (54,3%), suivi 

du ST1 (26,2%), du ST2 (18,9%) et du ST10 (0,6%). Cette distribution était donc très 

similaire à celles observées pour les autres pays du Moyen-Orient dont le Liban. De plus, ce 

type de distribution avec une très forte prédominance des ST1 à ST3 suggérait fortement une 

large transmission interhumaine. Pour ce qui est de l’isolat de ST10 identifié chez les réfugiés 

et comme discuté dans notre étude précédente menée au Sénégal, il était, sans doute possible, 

d’origine zoonotique. D’autre part, on notait que comme au Liban, le ST4 était inexistant dans 

la population syrienne. En outre, la distribution des STs de Blastocystis sp. était similaire 

entre les camps avec ou sans assainissement et aucune association significative n'a été 

démontrée entre les STs et le sexe ou l'âge des participants. Il est intéressant de noter qu'aucun 

ST particulier n’était associé au statut symptomatique des réfugiés ou à des troubles digestifs 

tels que des douleurs abdominales ou des diarrhées. 

L'étape suivante de notre enquête a consisté à étudier la diversité intra-ST des trois 

principaux STs (ST1 à ST3) signalés dans la cohorte de réfugiés syriens par l’identification de 

génotypes. Le ST3 présentait la plus faible diversité intra-ST suivi du ST2 et du ST1. Il était 

frappant de constater que la même approche avait montré, dans notre enquête précédente, un 

ordre similaire dans la diversité intra-ST des ST1 à ST3 parmi les isolats sénégalais. Au sein 
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de la cohorte syrienne, la transmission interhumaine était donc largement prédominante, 

expliquant le faible nombre de génotypes trouvés dans cette population. 

L'analyse comparative des génotypes de Blastocystis sp. caractérisés chez les réfugiés 

syriens et de ceux circulant dans la population libanaise locale du Nord Liban montrait que 

seuls 16,6% des 277 isolats libanais appartenant aux ST1 à ST3 pouvait être classés parmi les 

12 génotypes syriens identifiés. En outre, certains génotypes syriens n’avaient pas été 

identifiés dans la population libanaise. Sur cette base, nous avons pu suggérer que la 

circulation du parasite entre la population locale et les réfugiés était très limitée en raison de 

contacts restreints entre ces deux communautés. 
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Abstract: 

Molecular data concerning the prevalence and subtype (ST) distribution of the 

intestinal parasite Blastocystis sp. remain scarce in the Middle East. Accordingly, we 

performed the first molecular epidemiological survey ever conducted in the Syrian 

population. A total of 306 stool samples were collected from Syrian refugees living in 26 

Informal Tented Settlements (ITS) subjected or not to Water, Sanitation and Hygiene 

(WASH) interventions in North Lebanon, then screened for the presence of Blastocystis sp. 

by real-time polymerase chain reaction followed by subtyping. The overall prevalence of the 

parasite was shown to reach 63.7%. Blastocystis sp. colonization was not significantly 

associated with gender, age, symptomatic status, abdominal pain or diarrhea. In contrast, 

WASH intervention status of ITS was identified as a risk factor for infection. Among a total 

of 164 subtyped isolates, ST3 was predominant, followed by ST1, ST2 and ST10. No 

particular ST was reported to be associated with age, gender, symptomatic status, digestive 

disorders or WASH intervention status of ITS. Intra-ST diversity of ST1 to ST3 was low 

suggesting large-scale anthroponotic transmission. Moreover, comparative analysis of ST1 to 

ST3 genotypes revealed that the circulation of the parasite between Syrian refugees and the 

host population was likely limited. 

 

Keywords: Blastocystis sp.; intestinal parasites; Syrian refugees; North Lebanon; internal 

tented settlements; molecular epidemiology; real-time PCR; SSU rDNA subtyping; 

transmission; risk factors 
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1. Introduction 

Blastocystis sp. is currently the most frequent intestinal protozoa found in the human 

gut [1-4]. Indeed, by extrapolating published prevalence data from many countries, 

Blastocystis sp. is estimated to colonize between 1 and 2 billion people on a global scale [5]. 

This high prevalence of the parasite all over the world is strongly related to its main mode of 

transmission, which is the fecal-oral route mainly through the consumption of contaminated 

water [6,7]. The transmission of Blastocystis sp. is thus naturally favored by the precarious 

sanitary and hygienic conditions encountered in certain populations with low level of 

sanitation, particularly in African, Asian or American developing countries [8-13]. On the 

other hand, the zoonotic potential of Blastocystis sp. has been confirmed in recent 

epidemiological surveys and several animal groups colonized by the parasite such as birds 

and pigs may represent additional reservoirs of infection for human beings [14-16], thus 

potentially contributing to a prevalence increase. 

Consequently, the ubiquity and high prevalence of the parasite has a major impact on 

public health even though a large number of individuals colonized by the parasite do not 

present digestive symptoms (i.e. asymptomatic patients) [7,17-19]. However, asymptomatic 

carriage and high prevalence in healthy individuals does not preclude pathogenicity. Indeed, 

numerous clinical cases of blastocystosis reported patients presenting nonspecific 

gastrointestinal disorders including diarrhea and abdominal pain, without any other causal 

organisms [20,21]. It is therefore clear that under certain conditions related for instance to the 

microbiota composition and immunocompetent status of the host and/or to the variable 

virulence of the parasite isolates, colonization by Blastocystis sp. becomes an infection. In this 

regard, virulence factors and mechanisms associated with the pathogenicity of the parasite 

have been identified mainly through the accumulating data of in vitro and comparative 

genomics studies [22,23]. 

Even if it remains challenging to differentiate one Blastocystis sp. isolate from another 

based on morphological criteria [1,2,7], this genus is highly genetically divergent since 17 

different subtypes (STs) (arguably species) have been validated so far in mammalians and 

birds through the comparison of small subunit (SSU) rDNA gene sequences [24-26]. This 

genetic diversity also extends to Blastocystis sp. isolates identified in amphibians, reptiles, 

fish and insects, in which potential additional STs were described [14,27-30]. By synthesizing 

all available epidemiological data, Blastocystis sp. ST1 to ST4 represent the most frequent 

STs identified in the human population worldwide and account for around 95% of all human 

carriage [9,18,31-33], consistent with a large-scale anthroponotic transmission of the parasite. 
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The 8 other STs found in the human population with a lower frequency (ST5-ST10, ST12 and 

ST14) [9,14,32,34] were supposed to be of zoonotic origin. This was strongly evidenced 

through the unusual high prevalence of ST8 in zoo monkey keepers [34], ST5 in piggery 

workers [15] and ST6 in poultry slaughterhouse staff [16], likely correlated with repeated 

exposure to animals. 

Despite an increasing number of epidemiological surveys conducted in the last decade 

to clarify the molecular distribution and genetic diversity of Blastocystis sp. isolates around 

the globe, several geographical regions remain yet poorly explored such as the Middle East 

and Arabian Gulf countries. Indeed, data currently available mainly focuses on Lebanon 

[4,16,35,36], Iran [37,38] and Saudi Arabia [39]. To our knowledge, no molecular 

epidemiological study has ever been performed in the Syrian population, in part because of 

the humanitarian crisis that has heavily impacted this country since 2011. This crisis has 

furthermore displaced a huge number of refugees into Lebanon increasing the total host 

population by 30% [40]. Most Syrian refugees are at risks for contracting parasitic infections 

as they face extreme high rates of poverty without proper access to infrastructure services and 

adequate sewage systems. This may obviously create the perfect environment for wide 

dissemination and outbreaks of parasitic infections among Syrians and Lebanese population 

as well. 

Therefore, our first aim was to fill a geographical gap in the knowledge of Blastocystis 

sp. prevalence and diversity by conducting a large-scale epidemiological survey in Syrian 

refugees living in informal tented settlements (ITS) in North Lebanon and to assess the 

burden of the parasite in this at-risk population. In addition, since molecular data regarding 

Blastocystis sp. epidemiology were already available from previous studies conducted in the 

Lebanese population living in the North Lebanon region, our second aim was thus to compare 

the STs and genotypes identified in the Syrian and local populations to investigate the 

circulation/transmission of the parasite between both communities. 

 

2. Materials and Methods 

2.1. Ethics approval 

Ethical approval for this project was obtained from the local competent Ethics 

Committee of AZM Center for Research in Biotechnology and its Applications, Tripoli, 

Lebanon (Reference number CE-EDST-7-2018; Date of approval: 12/14/2018). This study 

was conducted in accordance with the Code of Ethics of the World Medical Association 

(Declaration of Helsinki III) and with the International Ethical Guidelines for Biological 
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Research Involving Human Subjects. After a clear explanation of the research objectives prior 

to enrolment, written informed consents were obtained from each adult or from the parents or 

legal guardians of each children included in this study. 

 

2.2. Questionnaire survey 

A standardized questionnaire was designed to collect information about each 

participating Syrian refugee including gender, age and city of origin as well as clinical data 

regarding the presence of any digestive symptoms (diarrhea, abdominal pain, vomiting, 

bloating and constipation). A participant was considered symptomatic if at least one of the 

five selected digestive disorders described above was present. All data collected from each 

subject remained confidential and were fully anonymized through the encryption of the 

identity of individuals. 

 

2.3. Sites sampling and collection of samples 

This large-scale study was conducted in 26 Informal Tented Settlements (ITS) 

inhabited by Syrian refugees and located in the vicinity of the city of Halba (latitude 

34°33′2″N, longitude 36°4′41″E), the capital of the Akkar governorate in North Lebanon 

region (Figure 1). The nomenclature of the ITS was also encrypted in the present report. 
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Figure 1. Location of the 26 ITS in the governorate of Akkar in the North Lebanon region 

screened for the presence of Blastocystis sp. 

 

Halba is situated about ten kilometers from the Syrian border. The refugees 

participating in this survey originate from several major Syrian cities such as Aleppo, Racca, 

Homs, Hama, Qamishli and Deir ez-Zor. The distribution of the refugees in the ITS is mainly 

organized by region of origin and a large proportion of them are housed in these ITS since the 

beginning of the Syrian crisis in 2011. As shown in Table 1, 184 stool samples were collected 

in 16 ITS so-called ITS with Water, Sanitation and Hygiene (WASH) intervention (WI), in 

which drinking water supply, rehabilitation/construction of toilets, regular waste removal and 

hygiene promotion awareness were provided by the two non-governmental organizations 

(NGOs) Concern Worldwide and Solidarités International. The remaining 122 stool samples 

were collected in 10 other ITS so called ITS without WI where no facilities were yet provided 

by NGOs at the time of sampling regarding sanitation and hygiene conditions. For drinking, 

washing, and domestic activities, refugees in ITS without WI could use wells close to the 

camps. In the absence of wells, NGOs provide only drinking water through safe water 

trucking. 

 

Table 1. Prevalence and ST distribution of Blastocystis sp. in the ITS housed by Syrian 

refugees screened in the present study 

    Blastocystis sp. STs  

ITSa Samples 

(n) 

Positive 

samples 

(n) 

Prevalence 

(%) 

ST1 ST2 ST3 ST10 MIb 

With WIc         

Kwechra A 1 0 0 0 0 0 0 0 

Kwechra B 6 6 100 2 1 2 0 1 

Kwechra C 7 4 57.1 0 0 2 0 2 

Kwechra D 13 12 92.3 4 2 4 0 2 

Kwechra E 7 5 71.4 1 0 4 0 0 

Mhamra A 16 8 50 2 0 6 0 0 

Mhamra B 21 15 71.4 3 0 11 0 1 

Mhamra C 39 21 53.8 2 8 5 0 6 

Mhamra D 14 7 50 2 3 1 0 1 

Mhamra E 17 10 58.8 1 0 7 0 2 

Chir Hmirin A 3 3 100 2 0 1 0 0 

Chir Hmirin B 2 2 100 0 0 2 0 0 

Khraybet Al Jundi A 16 9 56.3 1 3 3 0 2 

Sammouniye A 3 2 66.7 0 0 1 0 1 

Saadine A 17 5 29.4 0 2 3 0 0 

Tal Abbas A 2 0 0 0 0 0 0 0 

Total 184 109 59.2 20 19 52 0 18 

         

Without WI         
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Bebnine A 8 4 50 2 0 1 0 1 

Bebnine B 10 5 50 2 1 2 0 0 

Bebnine C 1 0 0 0 0 0 0 0 

Mhamra F 4 4 100 1 2 0 0 1 

Mhamra G 6 4 66.7 0 1 2 1 0 

Mhamra K 2 2 100 0 0 2 0 0 

Mhamra L 6 5 83.3 2 1 2 0 0 

Kobet Chamra A 16 11 68.8 4 1 6 0 0 

Kobet Chamra B 58 43 74.1 9 3 20 0 11 

Sammouniye B 11 8 72.7 3 3 2 0 0 

Total 122 86 70.5 23 12 37 1 13 

         

Grand total 306 195 63.7 43 31 89 1 31 
a ITS, Informal Tented Settlements; b MI, Mixed infections; c WI, WASH Intervention 

 

With the valuable assistance of NGOs staff, the fecal sample collection was conducted 

between February and December 2019. Briefly, 1 to 58 stool samples were collected in each 

of the 26 ITS (Table 1), for an overall total of 306 samples. The highly variable number of 

collected samples between ITS was correlated to the size of the settlements and the number of 

volunteers for this study in each sampling site. For each subject, one fresh stool sample was 

collected in a sterile container then immediately transported to the Laboratory Microbiologie 

Santé et Environnement, Doctoral School of Sciences and Technologie in Tripoli for DNA 

extraction. 

 

2.4. DNA extraction and molecular subtyping of Blastocystis sp. isolates 

Total genomic DNA was extracted from approximately 250 mg of stool samples using 

the QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) according to the 

manufacturer’s recommended procedures then eluted in 200 μl of elution buffer (Qiagen 

GmbH, Hilden, Germany). All DNA samples were stored at -20°C then transported to the 

Institut Pasteur of Lille (France). To detect and subtype Blastocystis sp., 2 µl of extracted 

DNA from each sample was subjected to highly sensitive real-time PCR (qPCR) assay using 

the Blastocystis-specific primers BL18SPPF1 (5’-AGTAGTCATACGCTCGTCTCAAA-3’) 

and BL18SR2PP (5’-TCTTCGTTACCCGTTACTGC-3’) targeting the small subunit (SSU) 

rDNA gene as previously described [41]. The corresponding amplified gene domain of about 

300 bp has been shown to contain sufficient sequence information for accurate subtyping of 

Blastocystis sp. isolates. Positive (DNA from Blastocystis sp. ST7 axenic culture) and 

negative (DNA replaced by water) qPCR controls were included with each batch of samples 

analyzed. The qPCR product from each positive sample was purified and directly sequenced 

on both strands (Genoscreen, Lille, France). For a proportion of samples, sequence 
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chromatograms analysis revealed the presence of double traces, suggesting mixed infections 

by at least two different Blastocystis STs that were not determined. The SSU rDNA sequences 

obtained in this study from samples presenting single infection were deposited in GenBank 

under accession numbers MW168447 to MW168610. Obtained sequences were compared 

with all Blastocystis sp. homologous sequences of known STs available from the National 

Centre for Biotechnology Information (NCBI) using the nucleotide Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST) program. STs were identified by determining the exact match or 

closest similarity against all known Blastocystis sp. STs [14,26]. Moreover, the sequences of 

Blastocystis sp. isolates belonging to the same ST (ST1, ST2 or ST3) were aligned with each 

other using the BioEdit v7.0.1 package (Date of release 06/10/2019; 

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) to determine intra-ST diversity and identify 

so-called genotypes referring to genetically distinct strains within the same ST as described in 

recent surveys [9,16]. Subsequently, ST1, ST2 and ST3 sequences from isolates previously 

identified in the local population of North Lebanon [4,16,35,36] were extracted from 

databases and compared to genotypes reported herein from the cohort of Syrian refugees. 

 

2.5. Statistical analysis 

For the statistical analysis, Fisher’s exact test was used to test the relationship between 

different categorical variables. Multilevel logistic mixed regression models were also used to 

calculate odds ratios (OR) and 95% confidence interval (CI) and to measure the association of 

the explanatory variables considering Blastocystis sp. colonization, STs and genotypes as the 

main outcomes. The general significance level was set at a p-value below 0.05. All analyses 

were performed using packages stats and odds ratio from the R statistical computing program 

v. 3.6.1 (Date of release 07/05/2019) (R Development Core Team; http://www.R—

project.org). 

 

3. Results 

3.1. Analysis of the cohort of Syrian refugees and prevalence of Blastocystis sp. 

Stool samples were collected from a total of 306 Syrian refugees housed in 26 ITS 

located in North Lebanon. The sex ratio (F/M) was 1.47 and the age of the participants was 

between 1 and 85 years (mean age of 20.4 ± 16.7 years). Epidemiological records revealed 

that 131/306 refugees (42.8%) suffered from digestive symptoms. Among this cohort, 74 

individuals (56.5%) presented abdominal pain, 47 (35.9%) diarrhea, 36 (27.5%) constipation, 

32 (24.4%) bloating and 7 (5.3%) vomiting. Moreover, 84 of the 131 symptomatic individuals 
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reported only one of these digestive symptoms, while 31 and 16 exhibited two or three of 

these selected intestinal disorders, respectively. The remaining 175 participants were 

considered asymptomatic at the time of the survey. The number of asymptomatic individuals 

was statistically significantly higher than the number of symptomatic individuals in the age 

groups 0-14 years (101 asymptomatic versus 56 symptomatic; OR: 0.547, CI: 0.345-0.863, p 

= 0.001) but not in the 15-29 years age group (35 versus 29; OR: 1.137, CI: 0.65-1.978, p = 

0.6). In contrast, the prevalence of symptomatic participants was reported to be significantly 

higher in the group aged over 30 years (46 versus 39; OR: 1.887, CI:1.14-3.14, p = 0.01). 

 

3.2. Screening for Blastocystis sp. using qPCR 

 Of the 306 stool samples tested for the presence of Blastocystis sp. by qPCR, 195 of 

them were positive for the parasite leading to an overall prevalence of 63.7% (Table 1). 

Analysis of our data based on qPCR detection revealed that neither sex (62.9% of males 

versus 64.3% of infected females; OR: 1.062, CI: 0.659-1.704, p = 0.80) nor age (Fisher exact 

test, p = 0.1) of the participants affected prevalence significantly. However, subgroup analysis 

showed the highest prevalence of Blastocystis sp. in the group of refugees aged over 30 years 

(60/85, 70.6%), followed by the group aged 0-14 years (101/157, 64.3%) and subjects aged 

15-29 years (34/64, 53.1%). The average prevalence of the parasite in refugees housed in ITS 

without WI (86/122, 70.5%) was significantly higher than that observed among refugees 

living in ITS with WI (109/184, 59.2%) (OR: 1.644, CI: 1.014-2.695, p = 0.04). Regarding 

Blastocystis sp. infection and digestive symptoms, the prevalence of the parasite was not 

significantly higher in symptomatic refugees (84/131, 64.1%) than in asymptomatic carriers 

(111/175, 63.4%) (OR: 1.03, CI: 0.644-1.655, p = 0.9). Within the group of participants 

positive for Blastocystis sp., abdominal pain was reported in 27.2% (53/195) of the subjects, 

followed by diarrhea (17.4%, 34/195), constipation (9.2%, 18/195), bloating (8.7%, 17/195) 

and vomiting (1.5%, 3/195). Even if abdominal pain and diarrhea were more frequent in this 

cohort compared to non-carriers (27.2% versus 18.9% and 17.4% versus 11.7%, respectively), 

no significant difference was identified in the frequency of these symptoms between these 

two groups of participants (OR: 1.6, CI: 0.915-2.876, p = 0.11 for abdominal pain and OR: 

1.592, CI: 0.818-3.265, p = 0.18 for diarrhea). 

 

3.3. Distribution of Blastocystis sp. STs and genotypes 

 The qPCR products of the 195 samples positive for Blastocystis sp. in the present 

study were all sequenced on both strands. For 31 of these samples (15.9%), sequence 
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chromatograms with multiple signals were obtained, suggesting mixed infections by different 

STs. The remaining 164 isolates corresponded to single infections by one ST, exhibiting 

100% sequence identity with the reference sequences of known STs as for instance isolate 26 

sequence for ST1 (GenBank accession number MT645808), isolate 515 sequence for ST2 

(MN836830), isolate 31 sequence for ST3 (MT645813) and isolate HC104 for ST10 

(MF573945). The most frequent ST identified in the entire cohort of Syrian refugees was ST3 

(54.3%; 89/164), followed by ST1 (26.2%; 43/164), ST2 (18.9%; 31/164) and ST10 (0.6%; 

1/164). This ST distribution was not significantly associated with gender (Fisher exact test, p 

= 0.29) or age (Fisher exact test, p = 0.19) of the refugees. No significant difference in the 

distribution of STs was reported between ITS with or without WI because ST1 (OR: 1.651, 

CI: 0.836-3.186; p = 0.15), ST2 (OR: 0.789, CI: 0.351-1.716, p = 0.56) and ST3 (OR: 0.863, 

CI: 0.486-1.528, p = 0.61) were not more frequently found in either of these two types of ITS. 

No significant association was detected between ST1 (OR: 0.505, CI: 0.237-1.028, p = 0.07), 

ST2 (OR: 1.082, CI: 0.494-2.342, p = 0.84) or ST3 (OR: 1.705, CI: 0.962-3.041, p = 0.07) 

and the symptomatic status of the refugees. Abdominal pain and diarrhea were also not shown 

to be significantly associated with ST (Fisher exact tests, p = 0.45 and p = 0.76, respectively). 

 To evaluate intra-ST diversity and identify genotypes, the partial SSU rDNA gene 

sequences obtained in the present survey and belonging to ST1, ST2 or ST3 were aligned with 

each other. As shown in Figure 2, the comparison of the 43 ST1, 31 ST2 and 89 ST3 

sequences revealed 5, 2 and 3 variable positions, respectively, i.e. positions showing at least 

one nucleotide difference within at least one of the compared sequences. This comparison 

allowed the identification of 5 ST1 (ST1-1 to ST1-5), 3 ST2 (ST2-1 to ST2-3) and 4 ST3 

(ST3-1 to ST3-4) genotypes among the Syrian population. 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Alignment of partial SSU rDNA gene sequences from Blastocystis sp. ST1 (A), 

ST2 (B), and ST3 (C) isolates colonizing Syrian refugees. Positions of variable nucleotides in 

comparison to reference sequences (genotypes ST1-1, ST2-1 and ST3-1) are indicated above 
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the alignment (vertical numbering). Genotypes identified within each ST are indicated on the 

left of the alignments. Nucleotides identical to those of the reference sequences are 

represented by dashes. On the right of each alignment are reported the total number and 

percentage of isolates identified in Syrian refugees for each genotype. 

 

The ratio between the number of isolates and genotypes belonging to ST1, ST2 and 

ST3 was 8.6 (43/5), 10.3 (31/3) and 22.3 (89/4), respectively. The major ST1 (ST1-1, ST1-3 

and ST1-5), ST2 (ST2-1 and ST2-3) and ST3 (ST3-1) genotypes included all together more 

than 90% of the total number of isolates characterized in this study. The remaining 2 ST1, 1 

ST2 and 3 ST3 genotypes were only represented by 1 to 4 isolates. The distribution of 

genotypes was not significantly different according to age (Fisher exact test, p = 0.30), WI 

status of ITS (Fisher exact test, p = 0.39), symptomatic status of the refugees (Fisher exact 

test, p = 0.21) or digestive disorders exhibited by Syrian participants such as abdominal pain 

(Fisher exact test, p = 0.58) and diarrhea (Fisher exact test, p = 0.76). In contrast, distribution 

of genotypes was reported to be slightly significantly associated with sex of the refugees 

(Fisher exact test, p = 0.05). Accordingly, genotype ST3-1 which largely predominated in 

refugees was less frequently identified in males than in females (OR: 0.513, CI: 0.267-0.971, 

p = 0.04). Moreover, although the number of isolates belonging to genotype 1-5 was limited, 

this genotype was more frequent in males than in females (OR: 3.958, CI: 1.227-15.172, p = 

0.03) 

To clarify the circulation of Blastocystis sp. between refugees and the host population, 

the 277 sequences of isolates previously identified in Lebanese individuals living in the 

region of North Lebanon and belonging to ST1 (68 isolates), ST2 (74 isolates) and ST3 (135) 

(Table 2) were extracted from databases and aligned with those obtained in the present study.  

 

Table 2. Distribution and percentages of ST1, ST2 and ST3 isolates among the 

Lebanese population living in North Lebanon region and the Syrian refugee cohort. 

Cohort Blastocystis sp. STs Reference 

 ST1 ST2 ST3  

Lebanon 12 (34.3%) 12 (34.3%) 11 (31.4%) [35] 

Lebanon 35 (25.4%) 39 (28.2%) 64 (46.4%) [4] 

Lebanon 8 (14.8%) 11 (20.4%) 35 (64.8%) [16] 

Lebanon 13 (26.0%) 12 (24.0%) 25 (50.0%) [36] 

Total Lebanon 68 (24.5%) 74 (26.7%) 135 (48.8%)  

Syrian refugees 43 (26.4%) 31 (19.0%) 89 (54.6%) Present study 
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Briefly, among the 68 Lebanese ST1 isolates, 22 of them (32.4%) showed identical 

sequences with Syrian ST1-1 (10), ST1-2 (2), ST1-3 (5) or ST1-5 (5) genotypes. Syrian 

genotype ST1-4 was not found in the Lebanese population. Regarding the 74 Lebanese ST2 

isolates, 19 of them (25.7%) exhibited 100% sequence identity with Syrian ST2-1 (12), ST2-2 

(6) or ST2-3 (1) genotype. Strikingly, only 3.7% of the Lebanese ST3 isolates (5/135) 

belonged to ST3-2 (1) and ST3-3 (4) Syrian genotypes. The predominant Syrian genotype 

ST3-1 together with ST3-4 was not identified in the Lebanese population. 

 

4. Discussion 

To our knowledge, this study is the first to explore the prevalence and distribution of 

Blastocystis sp. STs and genotypes in the Syrian population. This allowed us to broaden our 

knowledge about the epidemiology of Blastocystis sp. in a region of the world still poorly 

investigated, such as the Middle East, wherein some populations living in this geographical 

area may be considered at risk of infection due to precarious sanitary conditions and deficient 

drinking water supply. Because of the Syrian crisis, conducting field studies in Syria remains 

almost impossible which may partly explain the crucial lack of current molecular 

epidemiological data and burden assessment regarding intestinal parasitic protozoa. 

Consequently, this large-scale survey was conducted in the ITS housing Syrian refugees in the 

North Lebanon region. 

Through the screening of stool samples collected from 306 Syrian refugees of which 

about 43% suffering from digestive symptoms, qPCR assay revealed an overall prevalence of 

Blastocystis sp. reaching 63.7%, highlighting a wide circulation of the parasite in this 

community. Such high frequency corresponded well with prevalence data obtained previously 

using molecular tools in Middle Eastern countries such as Lebanon (55 to 63% depending of 

the cohort) [4,16,36] but was much more substantial than those observed in Saudi Arabia 

(10.5%) [39] and Iran (6.5%) [42]. Prevalence of Blastocystis sp. in Syrian refugees was also 

of the same order of magnitude as those reported in Qatar (71.1%) [43] and the United 

Arabian Emirates (UAE) (44.4%) [44]. However, these two latter studies did not reflect the 

situation of the parasite in the local populations since the small size cohorts analyzed 

corresponded to migrant workers newly arriving in Qatar and UAE and originating from 

African, East Asian and West Asian countries. 

Among the overall Syrian cohort, gender was not identified as a potential risk factor 

associated with Blastocystis sp. colonization, considering that both males and females have 

highly similar values of prevalence. This statement was in agreement with previous 
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epidemiological surveys conducted in Middle Eastern countries [4,43,44]. In the same way, 

no significant difference in prevalence of the parasite between the age classes in our data (0-

14 years, 15-29 years and over 30 years) was reported. However, the prevalence of 

Blastocystis sp. was higher above the age of 30 years which could be explained by frequent 

reinfections or stable long term colonization of these adults by the parasite. Not surprisingly, 

WI status of ITS represented a risk factor for Blastocystis sp. infection, with prevalence of the 

parasite significantly higher in ITS without WI. This difference could easily be explained by 

the poor hygiene conditions and low level of water safety in ITS without WI, thus facilitating 

the transmission of the parasite. Indeed, intestinal parasites are usually considered as vectors 

of poverty related diseases as highlighted for instance by the high prevalence of Blastocystis 

sp. revealed in low-income African [9], Asian [11] and American countries [13]. Moreover, 

the prevalence of Blastocystis sp. was for instance reported to be significantly higher in 

schoolchildren of low socioeconomic status than in schoolchildren of high socioeconomic 

status in Lebanon [4]. In parallel, accumulating epidemiological data do not support a clear 

association between Blastocystis sp. infection and the presence of digestive symptoms 

[3,7,17] and this is also the case among the overall refugee population of the present study. 

Besides, no digestive symptoms were significantly identified more frequently within the 

cohort of Blastocystis sp. carriers. Nevertheless, abdominal pain was recorded as the most 

common digestive disorder in Syrian refugees colonized by the parasite as described in earlier 

studies [4,7,45]. 

Among the stool samples positive for Blastocystis sp. in the present survey, 15.9% of 

them (31/195) represented mixed infections consisting of at least two different STs according 

to the resulting sequence chromatograms. This relevant percentage revealed that mixed 

infections were common in the Syrian refugees as it was previously demonstrated in other 

cohorts [9,46], in link with a probable exposure of individuals to different sources of 

infection. In the ST analysis of the remaining 164 positive isolates corresponding to single 

infections, ST3 was the most commonly detected ST, followed by ST1 and ST2. This 

predominance of ST3, which is highly common in the human population worldwide 

[17,18,26], is also emphasized in the compiled studies from Lebanon (Table 2) along with the 

neighboring countries including Iran [37,47,48] and Saudi Arabia [39]. The only difference in 

ST distribution observed between Middle Eastern cohorts is that the ST1 was the second most 

common variant after ST3 within the Syrian refugees and in Saudi Arabia while it stands at 

the third position among the overall subtyped Lebanese isolates, but still with a high 

frequency. Since ST1 to ST3 are predominant in the human population [26] and less 
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frequently identified in animal groups [14], this strongly suggested that Syrian refugee 

infections by these STs were mostly correlated with large-scale inter-human transmission. 

Interestingly, ST4 with the focus being in Europe [41,45,49] was completely absent among 

individuals participating to this survey. In Middle Eastern countries, only one ST4 isolate has 

been previously identified in Lebanon [35] and no more than two dozen on a total of around 

700 subtyped isolates in Iran [50-52]. In addition, it was pointed out that ST4 seems rare in 

regions with mainly Muslim population [26], situation that is highly probable in the current 

study, hypothesizing a potential link with eating habits or certain animal contacts of this 

population. Why ST4 is absent in certain areas of the world remains unknown although the 

hypothesis of a recent emergence of this ST in Europe probably associated with a zoonotic 

origin has been proposed [17]. Interestingly, the last isolate subtyped in Syrian refugees 

belonged to ST10. Until very recently, this ST had never been documented in humans 

worldwide, whereas it represents the most widely distributed ST in bovid [14,36]. In a large 

epidemiological study conducted in Africa [9], ST10 isolates were reported in two Senegalese 

individuals. As for the zoonotic ST10 isolate identified in the present study, the transmission 

of this ST may be due to direct contact with livestock or consumption of water contaminated 

by ST10 parasite cysts. 

Furthermore, ST distribution of Blastocystis sp. was similar between ITS with or 

without WI and no significant association was demonstrated between ST and gender or age of 

the participants. Interestingly, no particular ST was consistently linked to the symptomatic 

status of refugees or digestive disorders such as abdominal pain or diarrhea. Numerous 

molecular studies have investigated the possibility of a link between Blastocystis sp. STs and 

symptoms and the corresponding results were contradictory [7,17], probably for two main 

reasons. The former is that it is almost impossible to exclude any other identifiable cause 

(other intestinal parasites, bacteria or virus) of the same digestive symptoms as those 

described for blastocystosis for each individual within a population. The second is that the 

clinical outcome of Blastocystis sp. infection by the same isolate from one individual to 

another may largely depend on the immunity and composition of the intestinal microbiota of 

the host [53] and on the genotype/virulence [22] of the parasite. Consequently, individual 

clinical case studies will remain the main source of information focusing on the potential link 

between ST and symptoms [20]. 

The next step of our survey was to investigate the intra-ST diversity of the three major 

STs (ST1 to ST3) reported in the Syrian refugee cohort. This diversity was determined 

through the identification of genotypes based on nucleotide differences at the SSU rDNA 
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locus among isolates and the evaluation of the ratio between the number of isolates and the 

number of genotypes (Table 3) as previously described [9]. ST1 was delineated to 5 different 

genotypes (ST-1 to ST1-5) with an average of 8.6 isolates per genotype. In case of ST2 and 

ST3, the number of genotypes was respectively 3 and 4 with an average ratio of 10.3 for ST2 

and 22.3 for ST3. Considering only the number of genotypes, ST2 would appear to be the ST 

with the lower intra-ST diversity. However, this statement was invalidated by the analysis of 

the average isolates/genotypes ratios highlighting that ST3 had the lower intra-ST diversity in 

the present study followed by ST2 and ST1. Strikingly, the same approach targeting this 

domain of the 18S rDNA locus showed a similar pattern of intra-ST diversity for ST1 to ST3 

among Senegalese isolates [9]. In addition, the lower intra-ST diversity of ST3 was also 

confirmed through the comparative analysis of draft Blastocystis sp. genomes from various 

STs [54]. None of the Syrian genotypes belonging to ST1, ST2 or ST3 was more frequently 

found according to age or WI status of ITS. Similarly, no genotype was significantly 

associated with the symptomatic status of the refugees or with the presence of abdominal pain 

or diarrhea. 

In the Syrian cohort, the number of genotypes characterized was undoubtedly very low 

compared to the above-mentioned recent study conducted in Senegal [9]. Indeed, a total of 43 

different genotypes were reported within the Senegalese cohort with a significant proportion 

of these genotypes represented by a limited number of isolates. These observations suggested 

the existence of multiple potential environmental sources of infection by the parasite in this 

rural region of Senegal in addition to large anthroponotic transmission. Within the Syrian 

cohort, it was therefore evident that human-to-human transmission was largely predominant, 

thus explaining the low number of genotypes found in this population. This could be 

explained on the one hand by the relatively low number of children enrolled in Lebanese 

schools (around 25%), who additionally attend school at different hours than Lebanese 

schoolchildren, thus limiting contacts between these two populations. On the other hand, only 

15% of adult refugees have a professional activity outside the camp that is mostly related to 

agriculture in the vicinity of the settlements. Both statements could thus favor human-to-

human transmission of the parasite among refugees within the ITS. 

This assumption was also supported by the thorough comparative analysis of the 

Blastocystis sp. genotypes identified in Syrian refugees and those circulating in the local 

Lebanese population of North Lebanon. Strikingly, only 16.6% of the 277 Lebanese ST1 to 

ST3 isolates (Table 2) could be classified among the 12 Syrian genotypes. Moreover, Syrian 

genotypes ST1-4, ST3-4 and especially ST3-1 were not identified in the Lebanese population. 
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On this basis, we can hypothesize that the circulation/transmission of the parasite between 

local and refugee populations was quite restricted because of limited contact. Accordingly, 

genotype ST3-1 which is largely predominant in the Syrian cohort with around 90% of ST3 

isolates was significantly more frequently identified in females. A suggested explanation may 

be that women are more likely to stay longer in the ITS during the day even though, like men, 

they also leave the settlements for work activities. Consequently, inter-human transmission 

undoubtedly perpetuates the over-representation of this genotype, especially in this group of 

refugees and promiscuity in some of the ITS obviously facilitates such a transmission. In 

contrast, genotype ST1-5 which represents only about 30% of the Syrian ST1 isolates was 

overrepresented in males. Since this genotype has also been reported in the Lebanese 

population, it can therefore be proposed that Syrian males harboring ST1-5 could have been 

contaminated through an external source as a result of their participation in outdoor activities. 

Another underlying hypothesis that could be tested in future epidemiological studies would be 

the circulation of this genotype in the different countries of the Middle East and the Arabian 

Gulf. 

 

5. Conclusion 

The present survey is the first to provide epidemiological data on the prevalence and 

distribution of Blastocystis sp. STs and genotypes in the Syrian population, giving a more 

comprehensive view of the parasite burden in Middle Eastern countries. The prevalence 

observed in our cohort of Syrian refugees living in ITS in North Lebanon is significant since 

it exceeds 60%, highlighting the active circulation of the parasite in this population. 

Moreover, by comparing the prevalence of the parasite in ITS with or without WI, it is clearer 

that poorer access to water, sanitation and hygiene promotion awareness favor the 

transmission of Blastocystis sp. in such an environment. In parallel, the comparative analysis 

of the STs and genotypes identified in the Syrian refugees and local North Lebanese 

population strongly suggests that Blastocystis sp. is mainly transmitted through the inter-

human route in the Syrian cohort and that the circulation of the parasite between the refugee 

and host communities remains limited. Screening programs of intestinal protozoa together 

with the implementation of prevention and health education measures, sanitary facilities and 

water quality monitoring are thus urgently needed in the ITS to improve the health status of 

the refugees and prevent the spread of the parasites among refugees and to the host 

population. 
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Situation de la blastocystose au Sénégal et plus globalement en Afrique 

 

Malgré l’impact socioéconomique et en santé publique majeur de Blastocystis sp., 

seules quelques rares études moléculaires fournissent à ce jour des informations sur la 

prévalence et la distribution des STs de ce parasite dans la population africaine. Or, la plupart 

des pays africains sont considérés comme étant à haut risque d'infection par Blastocystis sp. 

en raison d'un accès insuffisant à un assainissement et à une eau potable favorisant ainsi la 

transmission du parasite. À ce jour, les données moléculaires disponibles concernent surtout 

quelques pays d'Afrique de l'Ouest et d’Afrique centrale tels que le Nigeria (Poulsen et al. 

2016), la Côte d'Ivoire (D’Alfonso et al. 2017), le Sénégal (El Safadi et al. 2014) ou le 

Cameroun (Lokmer et al. 2019). En outre, ces enquêtes épidémiologiques n’englobent que 

des cohortes très limitées en termes de nombre de participants et ne fournissent ainsi que des 

tendances. Par conséquent, il est nécessaire de poursuivre ces études épidémiologiques en 

Afrique afin de clarifier la prévalence et la distribution des STs tout comme les sources 

potentielles de transmission de ce parasite à l’Homme. Aussi, le principal objectif de ce 

premier article de ma thèse a été d’analyser la circulation de Blastocystis sp. dans une 

population d’écoliers sénégalais vivant dans 10 villages localisés dans deux régions du nord-

ouest du pays (Article 1 Figure 1). C’est à la fois la première enquête multicentrique menée 

en Afrique mais aussi la plus large étude épidémiologique jamais réalisée sur ce continent. 

La prévalence globale du parasite observée dans cette cohorte composée de 731 écoliers 

sénégalais et déterminée par PCR en temps réel atteignait les 80% soulignant ainsi la large 

circulation de Blastocystis sp. dans ce pays (Article 1 Table 2). D’ailleurs, cette valeur de 

prévalence est assez proche des 100% rapportée précédemment pour un groupe d’une 

centaine d’enfants sénégalais vivant dans le district de Podor situé plus au nord du pays (El 

Safadi et al. 2014). Cette valeur globale de prévalence a pu aussi être comparée à celles 

rapportées pour d'autres pays africains via l’utilisation de méthodes moléculaires (Article 1 

Table 4). En effet, on sait que les méthodes non moléculaires telles que l'observation 

microscopique de selles fraîches sous-estiment fortement la réelle prévalence du parasite 

(Forsell et al. 2016; Osman et al. 2016; Poirier et al. 2011). Globalement, on note que la 

prévalence de Blastocystis sp. est comprise entre 25,6 et 100% selon les pays. En se focalisant 

sur les pays d’Afrique de l’Ouest voisins du Sénégal, la prévalence de Blastocystis sp. est de 

58,2% (D’Alfonso et al. 2017) et de 70% (Iebba et al. 2016) dans deux enquêtes menées en 

Côte d'Ivoire et de 49,7% au Mali (Kodio et al. 2019). Trois autres études de terrain ont 

montré une prévalence de 49% (Alfellani et al. 2013a) et de 84% (Poulsen et al. 2016) au 
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Nigeria et d’environ 70% au Liberia (Alfellani et al. 2013a). Toutes ces données 

épidémiologiques soulignent la forte prévalence du parasite en Afrique, avec une moyenne de 

plus de 50 % dans de nombreuses régions. Il est donc clair que ces valeurs importantes dans 

ces pays en développement sont associées au péril fécal en lien avec des conditions sanitaires 

précaires et une qualité insuffisante de l'eau de consommation. 

Si on analyse séparément les deux régions du Sénégal dont sont originaires les écoliers 

participant à notre étude, la prévalence de Blastocystis sp. est du même ordre de grandeur 

dans la région de Saint-Louis (83,5%) que dans celle du lac de Guiers (77,4%). Par contre, 

une large variation de prévalence est observée entre les villages de ces deux zones puisque la 

fréquence du parasite est comprise entre 51,7 et 100% (Article 1 Table 2). Une telle 

variabilité pouvant aller du simple au double peut difficilement s'expliquer par de simples 

différences dans les conditions sanitaires rencontrées d’un village à l’autre puisque l'habitat 

est généralement de type urbain dans tous ces villages et que tous les participants à cette étude 

utilisent des latrines. En revanche, les origines diverses des sources d'eau utilisées par les 

habitants pour la consommation, pour les activités domestiques et pour les cultures irriguées 

qui peuvent être potentiellement contaminées par des excréments humains et/ou animaux, 

pourraient expliquer cette variabilité de fréquence de ce parasite à transmission hydrique 

(Article 1 Table 1). Par exemple, la plus forte prévalence de Blastocystis sp. a été observée 

dans le village de Ndiawdoune qui est le seul, dans la région de Saint-Louis, à être situé sur 

les rives du fleuve Ngalam. Ce fleuve pourrait alors présenter un niveau potentiel de 

contamination par Blastocystis sp. plus élevé que ceux des fleuves Sénégal ou Lampsar. Pour 

ce qui est des villages de la région du lac de Guiers, les sources d'eau ont tendance à être plus 

diversifiées que celles de la région de Saint-Louis même si l'eau de ce lac reste la principale 

source des villageois. Il est intéressant de noter un gradient croissant de la prévalence de 

Blastocystis sp. dans ces villages, allant du nord au sud du lac de Guiers. En effet, Mbane, le 

village le plus septentrional de cette région affiche une prévalence de 51,7%, suivi au sud par 

Diokhor Tack (76%), puis plus au sud encore par les villages de Foss, Malla et Malla Tack 

avec pour chacun, une prévalence atteignant ou dépassant les 90%. Mbane est le village le 

plus proche de la zone géographique dans laquelle le lac de Guiers est alimenté par la rivière 

Taouey. Dans cette zone plus mouvementée, la stagnation de l'eau et des débris fécaux 

pourrait être réduite et donc associée à une contamination plus limitée des habitants de 

Mbane. D’autre part, l'eau du lac qui s'écoule vers les villages situés plus au sud dans un 

système aquatique fermé pourrait stagner et accumuler des débris fécaux provenant de 

villages situés plus au nord, augmentant ainsi potentiellement le risque d'infection par 
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Blastocystis sp. Cette stagnation à proximité des points d'eau de ces villages est également 

importante en raison de l'extrême densité de la végétation aquatique sur les rives du lac. 

Sur les 588 échantillons positifs, 23% d’entre eux correspondaient à des infections 

mixtes pour lesquelles les isolats n’ont pas été sous-typés. Pour les 453 isolats restant 

correspondant à des infections simples, le ST2 était largement prédominant (49,9% des isolats 

sous-typés), suivi du ST1 (24,9%) du ST3 (23,6%), du ST7 (0,7%) et des ST10 et ST14 

(0,45% chacun). Cette distribution est légérement différente de celle déterminée 

précédemment pour des enfants du district de Podor au Sénégal qui faisait état de la 

prédominance du ST3 suivi du ST1 et du ST2 (El Safadi et al. 2014) (Article 1 Table 4). 

Dans d'autres pays d'Afrique de l'Ouest comme au Nigeria (Alfellani et al. 2013a ; Poulsen et 

al. 2016) et en Côte d'Ivoire (D’Alfonso et al. 2017), le ST1 est quant à lui prédominant suivi 

du ST2 ou du ST3. Des variations dans la distribution des STs ont également été observées 

entre les autres régions africaines puisque le ST3 est prédominant en Afrique centrale (Dacal 

et al. 2018; Lokmer et al. 2019) ainsi qu’en Afrique du Nord (Ben Abda et al. 2017; El Deeb 

and Khodeer 2013; Fouad et al. 2011; Hameed et al. 2011; Souppart et al. 2010) à l'exception 

cependant de la Libye, pays pour lequel le ST1 semblerait être le ST le plus fréquent 

(Abdulsalam et al. 2013; Alfellani et al. 2013a) comme c’est d’ailleurs aussi le cas en Afrique 

australe (Greigert et al. 2018). Bien qu’il soit nécessaire de rappeler que toutes ces données 

sont souvent basées sur un nombre limité d'individus pour chaque étude, une variation 

géographique dans la fréquence des trois principaux STs de Blastocystis sp. (ST1, ST2 et 

ST3) est clairement rapportée entre les régions africaines ou au sein d'un même pays ce qui 

pourrait simplement refléter une exposition des populations à des sources d'infection 

différentes qu’elles soient environnementales et/ou animales. Cette variation a également été 

décrite entre régions d’un même pays comme c’est le cas dans notre étude. En effet, le ST3 

est le plus fréquent dans la région de Saint-Louis alors que le ST2 est majoritaire dans la 

région du lac de Guiers. De même au Nigeria, alors que le ST2 est le deuxième ST le plus 

fréquemment identifié dans une communauté vivant dans la ville d'Ilero (État d'Oyo) (Poulsen 

et al. 2016), ce ST n’a même pas été détecté chez des patients fréquentant une clinique à 

Lagos (État de Lagos) (Alfellani et al. 2013a). 

Globalement, les ST1, ST2 et ST3 représentent la grande majorité des isolats humains 

identifiés au Sénégal et plus généralement en Afrique avec 95,1% (1550/1630) du total des 

isolats sous-typés jusqu'à présent sur ce continent, avec une prédominance globale du ST3 

(Article 1 Table 4). Comme ces trois STs sont tres fréquemment présents dans la population 

humaine et plus rarement chez les animaux (Cian et al. 2017; Hublin et al. 2020; Ning et al. 
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2020), on peut en conclure que les infections chez l'Homme par ces 3 STs sont principalement 

le résultat d'une transmission interhumaine à grande échelle, qui peut être raisonnablement 

accentuée dans les pays en développement tels que le Sénégal. D’ailleurs, une augmentation 

du nombre de cas de maladies hydriques chez les humains et les animaux vivant dans le 

bassin du fleuve Sénégal a été signalée ces dernières années (Michel et al. 2011). Il est 

intéressant de noter que le ST4 n'a pas été identifié dans la présente enquête épidémiologique 

et qu'au total, seuls neuf isolats de ST4 ont été caractérisés en Afrique sur les 1630 isolats 

sous-typés à ce jour sur ce continent soit 0,55% (Article 1 Table 4) alors qu’il est fréquent 

principalement en Europe (Alfellani et al. 2013a; El Safadi et al. 2016; Poirier et al. 2011). 

Cette observation soutient donc l'hypothèse d’une émergence récente de ce ST dans la 

population européenne (Clark et al. 2013). 

Au Sénégal, trois cas d'infection par le ST7 ont été identifiés dans notre étude. Or, il a 

été confirmé que le ST7, tout comme le ST6, est un ST adapté aux oiseaux compte tenu de 

leur forte prédominance chez ce groupe d’animaux (Cian et al. 2017; Greige et al. 2018; 

Hublin et al. 2020). En Afrique, ces deux ST ne représentent à eux deux qu'environ 4% des 

isolats humains sous-typés (Article 1 Table 4). L'origine la plus probable de ces isolats de 

ST7 est donc zoonotique via un contact supposé direct ou indirect avec des volailles 

d'élevage. Pour compléter cette vue d'ensemble, les ST10 et ST14 ont aussi été identifiés chez 

quatre écoliers vivant dans des villages différents, ce qui indique des sources de 

contamination indépendantes. De nombreuses études ont rapporté que les ST10 et ST14 

étaient largement prédominants chez les bovins, suggérant fortement que ces deux STs 

pouvaient être considérés comme adaptés à ce groupe d'animaux (Cian et al. 2017; Hublin et 

al. 2020; Zhu et al. 2017). Cela sera d’ailleurs confirmé dans la seconde étude de ma thèse 

(Article 2). Cependant, malgré la forte prévalence de ces deux STs chez les bovins et les 

contacts répétés et à long terme avec ces animaux en particulier pour les éleveurs, les ST10 et 

ST14 n'avaient encore jamais été documentés dans la population humaine avant cette étude 

(Clark et al. 2013; Stensvold et Clark 2016). Comme pour le ST7, le mode de transmission 

des ST10 et ST14 à l'Homme demeure spéculatif et peut être soit par contact direct avec le 

bétail, soit indirect via la consommation d’eau contaminée par des selles animales. Il est 

d’ailleurs à noter que le ST10 a déjà été détecté dans des échantillons d'eau de rivière 

collectés par exemple en Malaisie (Noradilah et al. 2016). 

Vu le grand nombre d'isolats sous-typés dans notre étude, la diversité intra-ST des trois 

principaux STs identifiés dans notre cohorte sénégalaise (ST1 à ST3) a pu être étudiée de 

manière approfondie en identifiant les différents génotypes de ces STs sur la base des 
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variations de séquences observées entre isolats au niveau du gène de l’ARNr 18S (Article 1 

Figure 2 et Table 3). Si on analyse les rapports nombre d’isolats sur nombre de génotypes 

pour chacun de ces 3 STs, on peut constater que le ST1 est le ST présentant la plus grande 

diversité intra-ST suivi du ST2 et du ST3. À titre de comparaison, très peu d'études se sont 

focalisées sur cette diversité génétique intra-ST et presque toutes étaient basées sur l'analyse 

des séquences d'un autre domaine du gène de l’ARNr 18S que celui ciblé dans notre étude 

(Clark et al. 2013; Stensvold et al. 2012). L'analyse de ce deuxième « marqueur » a aussi 

permis de mettre en évidence une large diversité génétique du parasite au niveau intra-ST 

dans le cadre d’enquêtes épidémiologiques. C’est le cas en Chine où le ST2 présentait la plus 

grande diversité intra-ST (Qi et al. 2020) et au Nigéria où le ST3 était le ST le plus divergent 

(Poulsen et al. 2016). Cette diversité intra-ST peut aussi être fluctuante entre différentes 

régions d'un même pays comme le montrent deux études menées en Colombie. Dans l'une de 

ces études (Ramírez et al. 2017), la plus grande diversité intra-ST a été signalée pour le ST2 

suivi du ST1 et du ST3 tandis que dans la seconde enquête (Higuera et al. 2020), le ST2 était 

toujours le ST le plus divergent mais devant le ST3 puis le ST1. Globalement, nos données 

couplées à celles obtenues lors de ces études précédentes ont mis en évidence la plus faible 

diversité génétique intra-ST du ST3 par rapport aux ST1 et ST2. Cela a d’ailleurs été 

confirmé par l'analyse comparative d'un grand nombre de séquences de génomes de 

Blastocystis sp. reconstruits in silico à partir de données de métagénomique (Beghini et al. 

2017). 

Les ST1 et ST2 sont connus pour pouvoir coloniser différents groupes d'animaux alors 

que le ST3 infecte principalement l'Homme (Cian et al. 2017; Hublin et al. 2020). Le ST3 

aurait donc de fait une plus forte spécificité d’hôte (Stensvold et al. 2012) et la plupart des 

infections à ST3 chez l'Homme seraient ainsi causées par une transmission anthroponique. 

Cela s’est confirmé dans la présente étude puisque trois des huit génotypes de ST3 identifiés 

représentent plus de 90 % des isolats ST3. Les cinq autres génotypes de ST3 représentés par 

seulement un à trois isolats seraient quant à eux probablement en lien avec un réservoir 

d’infection extérieur et possiblement environnemental. Ces observations expliquent la plus 

faible diversité intra-ST du ST3. En revanche, de nombreux génotypes identifiés dans la 

population sénégalaise et appartenant au ST1 ou au ST2 sont représentés par un seul isolat, ce 

qui implique une possible exposition des villageois à différentes sources d'infection ou à 

quelques sources contenant plusieurs génotypes. Ces sources potentielles pourraient donc être 

multiples et propres à certains villages comme décrit par exemple pour les villages de Ndiol 

Maure et de Malla Tack. Par conséquent, même si une partie des infections par ST1 ou ST2 
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est liée à une transmission interhumaine dans notre cohorte sénégalaise, une grande partie 

d’entre elles serait le résultat d'une contamination sporadique provenant de différents 

réservoirs bien localisés. Cette transmission à l’Homme via de multiples voies pour les ST1 et 

ST2 permet de comprendre la plus grande diversité génétique intra-ST observée pour ces 

deux STs en comparaison à celle du ST3. De futures études devront être menées pour détecter 

la présence du parasite dans les échantillons animaux et environnementaux prélevés à 

proximité de ces villages. 

 

Prévalence et distribution des STs de Blastocystis sp. dans la filière bovine et dans la 

population humaine au Nord-Liban 

 

Comme détaillé précédemment, plusieurs STs de Blastocystis sp. identifiés dans la 

population humaine sont considérés comme étant d'origine animale et potentiellement 

zoonotiques. C’est le cas du ST5 qui infecte fréquemment les porcs et qui a été trouvé avec 

une prévalence anormalement élevée chez les ouvriers d’élevages intensifs de porcs (Wang et 

al. 2014) mais c’est aussi le cas du ST6 qui est prédominant chez les oiseaux et transmissible 

par exemple au personnel d’abattoirs de volailles (Greige et al. 2018). Au vu de ces données, 

il est devenu nécessaire de déterminer la prévalence et la distribution des STs de Blastocystis 

sp. chez d'autres groupes d'animaux tels que les bovins et d’analyser leur potentiel comme 

réservoir de transmission du parasite à l’Homme. Dans les enquêtes d'épidémiologie 

moléculaire récentes incluant un grand nombre de spécimens (Lee et al. 2018; Masuda et al. 

2018; Wang et al. 2018; Zhu et al. 2017), la prévalence du parasite chez les vaches laitières et 

à viande variait entre 6,7% et 54,1% selon les pays. Cette prévalence potentiellement 

importante de Blastocystis sp. chez les bovins pourrait donc induire un risque de transmission 

zoonotique, en particulier chez les éleveurs. En outre, la plupart de ces études moléculaires 

ont identifié les ST10 et ST14 comme les STs prédominants chez ces animaux suggérant que 

les bovins seraient les hôtes naturels de ces deux STs. 

Les objectifs de la seconde enquête épidémiologique de ma thèse étaient donc d’abord 

d'obtenir les premières données moléculaires concernant la prévalence et la distribution des 

STs de Blastocystis sp. chez les vaches laitières au Liban et de confirmer que les bovins 

représentaient bien les hôtes naturels des ST10 et ST14. Pour ce faire, 254 échantillons de 

selles de vaches laitières ont été collectés dans 55 fermes du Nord-Liban puis analysés pour la 

présence de Blastocystis sp. par PCR en temps réel. La prévalence observée est très 

importante puisqu’elle dépasse les 63% dans ce cheptel. Cependant, même importante, cette 
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prévalence est finalement très similaire à celles déterminées par des méthodes moléculaires 

dans plusieurs autres pays comme au Japon (54,1%) (Masuda et al. 2018), en Thaïlande 

(50%) (Udonsom et al. 2018), en Colombie (80%) (Ramírez et al. 2014) ou bien encore en 

Libye (41,7%) (Alfellani et al. 2013a). Par contre, cette prévalence au Liban est beaucoup 

plus élevée que celles observées en Corée (6,7%) (Lee et al. 2018), en Chine (9,5 % et 10,3 

%, respectivement) (Wang et al. 2018; Zhu et al. 2017), en Iran (9,6%) (Badparva et al. 

2015), au Royaume-Uni (22,6%) (Alfellani et al. 2013a) ou aux États-Unis (19,1%) (Fayer et 

al. 2012). Ainsi, même si on note une large variation géographique de la prévalence de 

Blastocystis sp. dans ce cheptel bovin, ce parasite a clairement une répartition et un impact 

mondial induisant de fait un risque potentiel de transmission à l’Homme. 

Au contraire des cochons et des poulets (Greige et al. 2018; Wang et al. 2014), aucune 

étude n’a été programmée afin d’évaluer ce risque de transmission pour les bovins d’élevage. 

Ceci a donc été réalisé pour la première fois dans mon enquête puisque les selles de 40 

éleveurs de vaches laitières en contact direct avec leur bétail ont pu être collectées en parallèle 

à celles des animaux. De plus, les selles d’un groupe composé de 40 personnes suivies pour 

différentes pathologies dans un l’hôpital de Tripoli ont été obtenues. Cette seconde cohorte a 

pu nous servir de groupe témoin puisque les individus la composant ont déclaré n’avoir aucun 

contact avec du bétail. La prévalence du parasite est de 52,5% chez les éleveurs et du même 

ordre de grandeur (57,5%) dans le groupe contrôle. Il est intéressant de noter que le taux 

d'infection observé dans chacun de ces deux groupes est très similaire à celui observé toujours 

au Nord-Liban dans une cohorte d'écoliers (63,0%) (Osman et al. 2016) ainsi que dans deux 

groupes de personnes travaillant dans un abattoir de volailles (56,0%) ou hospitalisés à Tripoli 

(54,0%) (Greige et al. 2018). Ces valeurs de prévalence dépassant toutes les 50% indiquent 

clairement que Blastocystis sp. circule très activement au sein de la population du Nord-Liban 

et ce quelque soit la catégorie professionnelle ou la classe d’âge. D'autre part, même si les 

cohortes humaines analysées dans notre étude sont restreintes, nos données ne montrent pas a 

priori un risque plus élevé d’infection par Blastocystis sp. chez les éleveurs malgré un contact 

fréquent avec le bétail. 

Dans un second temps, la diversité génétique des isolats de Blastocystis sp. a été 

explorée au sein de la cohorte de bovins et des deux cohortes humaines. Sur les 125 isolats 

sous-typés chez les vaches laitières, 44% d’entre eux correspondent au ST10 et 37% au ST14 

soit plus de 80% des isolats pour ces deux STs (Article 2 Table 1). Le reste des isolats 

appartiennent aux ST1, ST2, ST3, ST5 et ST7 en des proportions variables avec pour la toute 

première fois, l’identification des ST2 et ST7 chez les bovins. Si on synthétise toutes les 
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données de sous-typage d’isolats de bovins domestiques à travers le monde (Article 2 Table 

2), les ST10 et ST14 sont de loin les plus fréquents avec 73% du total de ces isolats. Cette 

prédominance s’observe par exemple au Japon (Masuda et al. 2018), en Corée (Lee et al. 

2018), en Chine (Zhu et al. 2017) ou en Libye (Alfellani et al. 2013a). En outre, les ST10 et 

ST14 ont été les seuls STs identifiés chez des bovins aux États-Unis (Fayer et al. 2012; Santín 

et al. 2011). Toutes ces données comme celles de mon étude confirment donc que les bovins 

domestiques sont bien les hôtes naturels des ST10 et ST14 de Blastocystis sp.  

Pour ce qui est des deux cohortes humaines de mon étude, la distribution des STs est 

très similaire puisque le ST3 est prédominant dans chacune d’entre elles suivi du ST1 ou du 

ST2 selon la cohorte (Article 2 Table 1). Il est frappant de constater que cette distribution 

avec prédominance du ST3 suivi du ST1 ou du ST2 est également celles rapportées chez des 

patients hospitalisés à Tripoli, chez le personnel travaillant dans des abattoirs de volailles au 

Nord-Liban (Greige et al. 2018) et chez des écoliers de Tripoli (Osman et al. 2016). Ainsi 

chez les éleveurs de bétail, aucun autre ST n’a été détecté en dehors des ST1 à ST3. Cela 

sous-entend que malgré la forte prévalence des ST10 et ST14 dans le bétail, aucun de ces 

deux STs n'a été identifié chez les éleveurs bien que ces derniers soient en contact direct, à 

long terme et répété avec ces animaux. Plus globalement, et jusqu’à ma thèse et en particulier 

jusqu’à la réalisation de cette étude au Liban, ces deux STs n’avaient jamais été documentés 

dans les infections humaines à travers le monde (Clark et al. 2013; Stensvold et Clark 2016), 

suggérant que l’Homme ne serait pas sensible à l’infection par ces deux STs. Nous avons 

aussi emis l’hypothèse que ces deux STs pouvaient produire des formes kystiques non 

résistantes dans l’environnement voire même ne produire aucun kyste, empêchant ainsi toute 

transmission possible de ces deux STs du parasite à un autre hôte par contact indirect. En fait, 

dans la première étude de ma thèse menée au Sénégal et postérieure à l’étude présente 

(Article 1), le ST10 et le ST14 ont été identifiés chez des écoliers remettant ainsi en cause les 

hypothèses émises ci-dessus. Un autre cas d’infection par le ST10 a aussi été rapporté dans la 

troisième étude de ma thèse chez un réfugié syrien (Article 3). 

Pour terminer avec cette étude, le ST5 a été identifié chez les vaches laitières libanaises 

tout comme le ST7. Or ces deux STs sont respectivement adaptés aux porcs et aux oiseaux 

(Greige et al. 2018; Wang et al. 2014). Aussi leur présence épisodique chez les bovins reflète 

probablement une infection opportuniste par contact avec des fèces d'oiseaux et d’autres 

animaux à identifier en particulier pour le ST5. Il est aussi intéressant de noter que trois STs 

(ST1, ST2 et ST3) ont été trouvés en commun chez les vaches laitières et leurs éleveurs 

(Article 2 Table 1). En comparant les séquences correspondantes de ces isolats humains et 
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animaux, une identité de 100% a été démontrée pour un seul isolat de ST3 commun à ces 

deux hôtes. Comme on sait que le ST3 est largement prédominant dans la population humaine 

(Clark et al. 2013; Stensvold et Clark 2016), y compris au Liban, et qu'il est très rarement 

présent chez les bovins domestiques (Article 2 Table 2), ce cas d’infection du bétail par 

Blastocystis sp. ST3 peut probablement s'expliquer par une zoonose inverse c’est-à-dire un 

passage de l’Homme à l’animal comme cela a été suggéré dans des études antérieures pour 

différents autres groupes d’animaux (Ramírez et al. 2014; Wang et al. 2014). En ce qui 

concerne les ST1 et ST2, leur origine dans le bétail domestique libanais reste incertaine selon 

nos données de séquence. Globalement, la faible prévalence des ST1, ST2, ST3, ST5 et ST7 

observée dans la population bovine libanaise suggère que ces animaux ne sont probablement 

pas des hôtes naturels de ces STs et qu'ils sont potentiellement infectés de manière 

opportuniste par une exposition directe à des matières fécales provenant d'hôtes humains et 

non humains ou par l'ingestion d'eau potable ou d'aliments contaminés dans leur 

environnement comme cela a été proposé chez les chiens errants et les chiens domestiques 

(Osman et al. 2015; Wang et al. 2013). Cependant, comme les bovins domestiques sont 

porteurs de STs zoonotiques potentiels, ces animaux sont donc capables d’excréter les kystes 

correspondants et peuvent donc représenter des réservoirs zoonotiques secondaires 

d'infection. 

 

Prévalence et distribution des STs de Blastocystis sp. dans des camps de réfugiés syriens 

au Nord-Liban 

 

Malgré un nombre croissant d'enquêtes épidémiologiques récentes visant à clarifier la 

diversité génétique des isolats de Blastocystis sp. à travers le monde, plusieurs régions 

géographiques restent encore peu explorées comme celles des pays du Moyen-Orient et de la 

péninsule arabique. En effet, les données actuellement disponibles concernent principalement 

le Liban comme nous avons pu en discuter dans mon étude précédente (El Safadi et al. 2013; 

Greige et al. 2018; Osman et al. 2016; Etude 2) ainsi que l'Iran (Alinaghizade et al. 2017; 

Moosavi et al. 2012) et l'Arabie Saoudite (Mohamed et al. 2017). A ma connaissance, aucune 

étude d'épidémiologie moléculaire n'a jamais été réalisée dans la population syrienne, en 

partie à cause de la crise humanitaire qui touche fortement ce pays depuis 2011. Cette crise a 

en outre engandré le déplacement d’un nombre considérable de réfugiés au Liban, pour la 

plupart syriens, augmentant ainsi la population locale de près de 30% (Ghanem 2016). La 

majorité de ces réfugiés risquent de contracter des infections parasitaires puisqu’ils se 
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retrouvent souvent dans des conditions d’extrême pauvreté et d’hygiène insuffisantes. Cela 

peut naturellement créer un environnement idéal pour le déclenchement d’épidémies parmi les 

réfugiés mais aussi au sein de la population libanaise. Le premier objectif de cette troisième 

enquête de ma thèse a donc été d’explorer la prévalence et la distribution des STs de 

Blastocystis sp. dans la population syrienne en menant une étude épidémiologique à grande 

échelle auprès des réfugiés syriens vivant dans des camps au Nord-Liban. En outre, comme 

les données moléculaires concernant l'épidémiologie de Blastocystis sp. étaient aussi 

disponibles pour la population libanaise vivant dans cette même région du Nord-Liban (voir 

Etude 2), mon second objectif a alors été de comparer les STs et génotypes identifiés dans la 

population syrienne et dans la population locale libanaise afin d’évaluer la circulation du 

parasite entre ces deux communautés. 

Cette étude menée dans la population syrienne permet d'élargir nos connaissances sur 

l'épidémiologie de ce parasite dans une région du monde encore peu étudiée où certaines 

populations vivant dans cette zone géographique peuvent être considérées à risque d'infection 

en raison de conditions sanitaires précaires et d'un approvisionnement en eau potable 

déficient. En raison de la crise syrienne, la réalisation d'études de terrain en Syrie reste 

quasiment impossible, ce qui peut expliquer en partie le manque crucial de données 

épidémiologiques concernant les protozoaires parasites intestinaux dans ce pays. Pour palier à 

cette contrainte, nous avons choisi de nous intéresser à la population syrienne hébergée dans 

les camps du Nord-Liban. Un total de 306 échantillons ont ainsi été collectés chez des 

réfugiés syriens vivant dans 26 camps du Nord-Liban avec ou sans assainissement (Article 3 

Figure 1) puis testés pour la présence de Blastocystis sp. Par PCR en temps réel, 63,7% 

d’entre eux se sont avérés positifs soulignant une large circulation du parasite dans ces camps. 

Cette prévalence élevée est proche de celle observées dans les pays du Moyen-Orient comme 

au Liban (55 à 63% selon la cohorte) (Greige et al. 2018; Osman et al. 2016; Etude 2) mais 

beaucoup plus importante que celles rapportées en Arabie Saoudite (10,5%) (Mohamed et al. 

2017) et en Iran (6,5%) (Badparva et al. 2014). Elle est aussi du même ordre de grandeur que 

celles observées au Qatar (71,1%)  (Abu-Madi et al. 2015) et aux Émirats arabes unis (EAU) 

(44,4%) (AbuOdeh et al. 2016). Cependant, ces deux dernières études ne reflètent pas la 

situation du parasite dans les populations locales puisque les cohortes analysées étaient 

uniquement composées de travailleurs migrants nouvellement arrivés au Qatar et aux EAU et 

originaires de pays d'Afrique, d'Asie de l'Est et de l'Ouest. 

Au sein de l'ensemble de la cohorte syrienne, le sexe des participants n'a pas été 

identifié comme un facteur de risque potentiel associé à la colonisation par Blastocystis sp. ce 
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qui était aussi le cas dans les études conduites dans d’autres pays du Moyen-Orient (Abu-

Madi et al. 2015; AbuOdeh et al. 2016; Osman et al. 2016). De même, l’âge n’était pas un 

facteur de risque significatif même si la prévalence de Blastocystis sp. était plus élevée dans la 

classe d’âge des plus de 30 ans ce qui pouvait s'expliquer par des réinfections fréquentes ou 

une colonisation à long terme chez ces adultes. Par contre, un facteur de risque significatif 

était le statut sanitaire des camps puisque la prévalence du parasite était plus importante dans 

l’ensemble des camps sans assainissement (70,5%) que dans l’ensemble des camps avec 

assainissement (59,2%) (Article 3 Table 1). Ce facteur de risque était attendu puisque 

directement en lien avec le péril fécal. C’est d’ailleurs dans les pays où les conditions 

sanitaires et d’hygiène sont les plus précaires que les prévalences du parasite sont les plus 

élevées que ce soit en Afrique (El Safadi et al. 2014; Etude 2), en Asie (Noradilah et al. 2017) 

ou en Amérique du Sud (Higuera et al. 2020). En outre, aucune association n’a pu être établie 

dans cette étude entre l’infection à Blastocystis sp. et la présence de symptômes digestifs 

comme décrit et discuté précédemment dans plusieurs revues (Clark et al. 2013; Tan 2008; 

Wawrzyniak et al. 2013). De même, aucun symptôme digestif n’est significativement corrélé 

à la présence de Blastocystis sp. chez ces réfugiés même si les douleurs abdominales 

représentent le trouble digestif le plus fréquent chez les participants colonisés par le parasite 

comme cela a été montré dans d’autres cohortes comme par exemple au Liban (Osman et al. 

2016) et en France (El Safadi et al. 2016). 

Parmi les échantillons de selles positifs pour Blastocystis sp. dans la présente enquête, 

15,9 % d'entre eux représentaient des infections mixtes qui sont donc courantes chez les 

réfugiés syriens en lien avec une exposition probable des individus à différentes sources 

d'infection comme cela a aussi été suggéré dans mon étude conduite au Sénégal (Article 1). 

Dans l'analyse des 164 isolats positifs restants correspondant à des infections simples, le ST3 

était le ST le plus fréquent suivi du ST1 et du ST2 (Article 3 Table 1). Comme nous l’avons 

détaillé tout le long de cette thèse, ST3 est de loin le ST le plus répandu dans la population 

humaine à travers le monde (Alfellani et al. 2013a; Clark et al. 2013; Stensvold et Clark 

2016). C’est donc aussi le cas dans la population syrienne mais aussi au Liban (Article 3 

Table 2) (El Safadi et al. 2013; Greige et al. 2018; Osman et al. 2016; Etude 2) ainsi que dans 

les pays voisins tels que l'Iran (Moosavi et al. 2012; Rezaei Riabi et al. 2018; Shirvani et al. 

2020) et l'Arabie Saoudite (Mohamed et al. 2017). La seule différence dans la distribution des 

STs observée entre cohortes du Moyen-Orient est que le ST1 est le deuxième ST le plus 

courant après le ST3 chez les réfugiés syriens et en Arabie Saoudite, alors qu'il se situe à la 

troisième position parmi les isolats libanais sous-typés, mais toujours avec une fréquence 
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élevée. Étant donné que les ST1 à ST3 sont prédominants dans la population humaine et 

moins fréquemment identifiés chez les animaux (Cian et al. 2017; Hublin et al. 2020), cela 

suggère fortement que les infections par ces STs chez les réfugiés syriens sont principalement 

corrélées à une large transmission interhumaine comme c’est le cas supposé par exemple chez 

les écoliers sénégalais (Article 1). Il est aussi intéressant de noter que le ST4 est totalement 

absent chez les réfugiés syriens. Dans les pays du Moyen-Orient, un seul isolat de ST4 a été 

identifié au Liban (El Safadi et al. 2013) et pas plus de deux douzaines sur un total d'environ 

700 isolats sous-typés en Iran (Khademvatan et al. 2017; Khoshnood et al. 2015; Piranshahi 

et al. 2018). Par ailleurs, Alfellani et al. (2013a) ont mis en avant la rareté voire même 

l’absence du ST4 dans les régions à population majoritairement musulmane comme dans la 

présente étude, émettant ainsi indirectement l'hypothèse d'un lien potentiel entre cette 

population et ses habitudes alimentaires ou son absence de contact avec certains animaux. Les 

raisons de l'absence de ST4 dans certaines régions du monde restent inconnues bien que, 

comme précisé précédemment (Article 1), une émergence récente du ST4 en Europe 

d’origine zoonotique a été proposée (Clark et al. 2013). Le dernier isolat sous-typé chez les 

réfugiés syriens appartient au ST10 et jusqu'à très récemment, ce ST n'avait encore jamais été 

documenté chez l'Homme alors qu'il représente le ST le plus largement répandu chez les 

bovins (Cian et al. 2017; Hublin et al. 2020; Article 2). Dans l’étude conduite dans cette thèse 

au Sénégal (Article 1), deux isolats de ST10 ont été identifiés. Le cas de ST10 chez un 

réfugié syrien s’ajoute donc à ces deux cas précédents suggérant pour chacun d’entre eux une 

transmission du bétail à l’Homme. 

La distribution des STs de Blastocystis sp. est très similaire entre camps avec ou sans 

assainissement et aucune association significative n'a été démontrée entre le ST et le sexe ou 

l'âge des participants. De même, aucun ST n'a été trouvé comme étant significativement 

associé au statut symptomatique des réfugiés ou à des troubles digestifs tels que des douleurs 

abdominales ou des diarrhées. De nombreuses études moléculaires en particulier reprises dans 

les revues de Clark et al. (2013) et Tan (2008) ont cherché à établir un lien possible entre STs 

de Blastocystis sp. et symptômes. Les résultats obtenus étaient contradictoires d’une étude à 

l’autre et ce, pour deux raisons principales. La première est qu'il est quasiment impossible 

d'exclure pour chaque individu au sein d'une population toute autre cause identifiable (autres 

parasites intestinaux, bactéries ou virus) pouvant induire les mêmes symptômes digestifs que 

ceux décrits pour la blastocystose. La seconde est que le résultat clinique de l'infection par 

Blastocystis sp. pour un même isolat d'un individu à l'autre peut largement dépendre de 

l'immunité et de la composition du microbiote intestinal de l'hôte (Audebert et al. 2016) mais 
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aussi du ST/génotype et de la virulence du parasite (Ajjampur et Tan 2016). Par conséquent, 

les études de cas cliniques restent la principale source d'information pour analyser le lien 

potentiel entre le ST et la présence de symptômes (Fréalle et al. 2015). 

Comme nous l’avons précédemment réalisé chez les écoliers sénégalais (Article 1), 

l'étape suivante de notre enquête a consisté à étudier la diversité intra-ST des trois principaux 

STs (ST1 à ST3) identifiés dans la cohorte de réfugiés syriens. Le nombre de génotypes mis 

en évidence est très limité avec seulement 5 génotypes de ST1, 3 de ST2 et 4 de ST3 soit un 

total de 12 génotypes (Article 3 Figure 2). Si on considère uniquement le nombre de 

génotypes, ST2 semble être le ST présentant la plus faible diversité intra-ST. Toutefois, cette 

affirmation est invalidée par l'analyse des rapports moyens isolats/génotypes qui a mis en 

évidence que le ST3 présentait la plus faible diversité intra-ST chez ces réfugiés suivi du ST2 

et du ST1. Il est frappant de constater que la même approche a montré un schéma similaire de 

diversité intra-ST pour ST1 à ST3 parmi les isolats sénégalais (Article 1). Aucun des 

génotypes syriens appartenant aux ST1, ST2 ou ST3 n'a été trouvé plus fréquemment en 

fonction de l'âge ou du niveau d’assainissement des camps. De même, aucun génotype n'a été 

identifié comme étant associé de manière significative au statut symptomatique des réfugiés 

ou à la présence de douleurs abdominales ou de diarrhée. 

Dans la cohorte syrienne, le nombre total de génotypes caractérisés (12) était en 

comparaison très nettement inférieur à celui déterminé au sein de la cohorte sénégalaise (43) 

(Article 1 Figure 2). Dans cette dernière cohorte, une proportion importante des génotypes 

n’englobe qu’un nombre limité d'isolats suggérant l'existence de multiples sources 

environnementales potentielles d'infection par le parasite en plus d'une transmission 

anthroponotique. Au sein de la cohorte syrienne, la transmission interhumaine est sans nul 

doute très largement prédominante expliquant ainsi le faible nombre de génotypes trouvés 

dans cette population. Cela peut en particulier s'expliquer par le nombre relativement faible 

d'enfants inscrits dans les écoles libanaises (environ 25%), qui de plus fréquentent l'école à 

des heures différentes de celles des écoliers libanais, limitant ainsi les contacts entre ces deux 

populations. D’autre part, très peu de réfugiés syriens adultes (15%) ont une activité 

professionnelle en dehors des camps. Ces deux observations peuvent donc favoriser la 

transmission interhumaine du parasite parmi les réfugiés dans ces hébergements provisoires. 

En comparant les génotypes de Blastocystis sp. identifiés chez les réfugiés syriens et 

dans la population libanaise du Nord-Liban, il est frappant de constater que seuls 16,6 % des 

277 isolats de ST1 à ST3 libanais (Article 3 Table 2) peuvent être classés parmi les 12 

génotypes syriens. En outre, les génotypes syriens ST1-4, ST3-4 et surtout le ST3-1 qui 
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représente environ 90% des isolats de ST3 n'ont pas été identifiés dans la population 

libanaise. Sur cette base, nous avons proposé que la circulation du parasite entre la population 

locale et les réfugiés était assez limitée en raison de contacts restreints. Ainsi le ST3-1 syrien 

a été significativement plus fréquemment identifié chez les femmes que chez les hommes. Les 

femmes ayant moins d’activités en extérieur, elles restent donc plus longtemps dans les camps 

pendant la journée. De ce fait, la transmission interhumaine est facilitée et perpétue sans doute 

la surreprésentation de ce génotype ST3-1. De plus, la promiscuité dans certains camps 

faciliterait évidemment une telle transmission. En revanche, le génotype ST1-5, qui ne 

représente qu'environ 30 % des isolats syriens de ST1 est surreprésenté chez les hommes. 

Comme ce génotype a également été signalé dans la population libanaise, on peut donc 

proposer que les hommes syriens colonisés par le ST1-5 ont été contaminés par une source 

extérieure à la suite de leur participation à des activités en dehors des camps. Une autre 

hypothèse sous-jacente qui peut être testée dans le cadre de futures études épidémiologiques 

est d’analyser la circulation de ce génotype dans les différents pays du Moyen-Orient et de la 

péninsule arabique. 
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Les différentes enquêtes toutes valorisées dans ma thèse apportent une contribution 

significative à notre connaissance de l’épidémiologie et de la transmission de Blastocystis sp. 

dans les populations humaine et animale. En effet, j’ai d’abord pu conduire la plus large étude 

jamais réalisée en Afrique et sous-typer un très grand nombre d’isolats Sénégalais. Les 

données obtenues ont d’abord montré une prévalence extrêmement élevée du parasite dans 

une large cohorte d’écoliers puisque celle-ci dépassait les 80%. Cette forte prévalence est très 

probablement liée à une circulation active et généralisée du parasite en raison à la fois des 

conditions sanitaires et d'hygiène précaires au sein de cette population et de l'exposition de 

ces individus à diverses sources environnementales contaminées. L'analyse de la diversité 

génétique intra-ST des trois principaux STs identifiés dans cette étude montre que le ST3 est 

principalement transmis par la voie anthroponotique, alors que plusieurs autres sources 

d’infection existent pour les ST1 et ST2 en plus d’une transmission inter-humaine. Il a 

également été démontré que les isolats considérés comme étant d'origine animale (ST7, ST10 

et ST14) sont en nombre assez limité au Sénégal, ce qui souligne le faible risque de 

transmission zoonotique dans ce pays tout comme d’ailleurs plus globalement en Afrique. 

Cette enquête de terrain à grande échelle permet ainsi de fournir des informations précieuses 

aux autorités sanitaires locales afin de mettre en place des mesures urgentes de prévention 

(analyse de la qualité de l’eau et éducation des villageois concernant les modes de 

transmission des parasites intestinaux par exemple) et de contrôle afin de réduire de manière 

significative l’impact de Blastocystis sp. Cela peut aussi passer par le développement de 

méthodes moléculaires de détection du parasite dans ce pays. En effet, les méthodes dites 

morphologiques ne sont pas assez sensibles et doivent être supplantées par des approches 

moléculaires. Cela peut être mis en place à l’hôpital de Saint-Louis au Sénégal en sachant que 

la partie sous-typage qui est de loin la plus couteuse peut rester optionnelle dans une optique 

de dépistage. 

J’ai aussi dans le cadre de ma thèse obtenu les premières données d'épidémiologie 

moléculaire concernant Blastocystis sp. dans la filière des vaches laitières au Liban qui est 

d’un intérêt économique majeur dans ce pays. La prévalence rapportée dépasse les 60% ce qui 

pose naturellement la question de l'impact de cette infection chez ces animaux. Une grande 

variété de STs colonisant ces vaches ont été identifiés (ST1, ST2, ST3, ST5, ST7, ST10 et 

ST14). Parmi eux et du fait de leur prédominance, j’ai pu confirmer que les ST10 et ST14 

représentaient bien les STs adaptés aux bovins. Les autres STs sont minoritaires et leur 

présence est vraisemblablement liée à une contamination opportuniste provenant de diverses 

sources animales, humaines et/ou environnementales. En parallèle, j’ai pu dans cette étude et 
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pour la première fois chez les bovins, comparer la distribution des STs du parasite chez ces 

animaux avec celle observée chez les éleveurs. Cette comparaison a mis en évidence un risque 

de transmission zoonotique de Blastocystis sp. a priori très limité. Toutefois, d'autres études à 

grande échelle devront être menées pour comprendre pleinement le rôle exact des bovins 

domestiques dans l'épidémiologie de Blastocystis sp. en particulier comme sources 

potentielles de transmission du parasite à l'Homme, tout au moins en tant que réservoirs 

secondaires via le portage et la libération de STs minoritaires dans l’environnement. 

La dernière enquête de ma thèse est tout à fait unique sous deux aspects. Le premier est 

d’avoir pu fournir les premières données épidémiologiques sur la prévalence et la distribution 

des STs et des génotypes de Blastocystis sp. dans la population syrienne hébergée dans des 

camps dans la région du Nord-Liban ce qui donne une vue plus complète de la charge 

parasitaire dans les pays du Moyen-Orient. La prévalence de 60% observée dans cette étude 

met en évidence une circulation active du parasite dans cette population. De plus, le manque 

d’assainissement dans certains camps est clairement un facteur de risque d’infection 

favorisant la transmission de Blastocystis sp. Le second aspect tout à fait original de cette 

enquête est d’avoir réalisé une analyse comparative des STs et génotypes identifiés chez les 

réfugiés syriens avec ceux préalablement rapportés dans la population locale du Nord-Liban. 

Cette comparaison nous a d’abord permis de démontrer que la transmission de Blastocystis sp. 

au sein des réfugiés est principalement anthroponotique et que la circulation du parasite entre 

les réfugiés et la population locale libanaise est limitée pour cause de contacts restreints entre 

ces deux communautés. Des programmes de dépistage des protozoaires intestinaux ainsi que 

la mise en œuvre de mesures de prévention et de contrôle de la qualité de l'eau couplée à la 

mise en place d'installations sanitaires sont donc nécessaires au sein de plusieurs de ces camps 

afin d’améliorer l'état de santé des réfugiés et prévenir la propagation de parasites entre les 

réfugiés et la population locale. 

Plus globalement, mes travaux ont montré l’intérêt et l’utilité de poursuivre ces 

enquêtes d’épidémiologie moléculaire que ce soit chez l’Homme comme chez l’animal pour 

clarifier la diversité génétique et la transmission de ce parasite. Plusieurs régions du globe 

restent cependant encore trop peu étudiées et en particulier l’Afrique mais aussi l’Asie. Mon 

équipe d’accueil en France apporte sans cesse sa contribution afin de palier à ce manque de 

données puisqu’elle participe actuellement à de larges études en Guinée (collaboration avec le 

Dr T. Guilavogui, financement en cours demandé au CNRS) et au Vietnam (collaboration 

avec le Dr L. Nguyen, projet financé par l’Ambassade de France au Vietnam). Il est évident 
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que ces nouvelles données permettront de compléter encore un peu plus notre panorama 

d’ensemble de la circulation de Blastocystis sp. à travers le monde. 
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