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RESUME

Blastocystis sp. est un protozoaire entérique parasitant fréqguemment I’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 1I’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’étre évalué par exemple
pour le bétail. Aussi, dans une premiére 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 enquéte épidémiologique jamais
menée en Afrique. La prévalence rapportée atteint les 80% témoignant ainsi d’une circulation
trés active du parasite dans cette région du globe en lien avec des conditions sanitaires et
d’hygiéne précaires. Le sous-typage des isolats correspondants par séquencage montre une
prédominance du ST2 suivi des ST1, ST3, ST7, ST10 et STI4. C’est la premiére
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 révele que la prévalence de Blastocystis sp. dépasse les 60%
dans les élevages de vaches laitieres au Nord-Liban. Ces premiéres données pour ce groupe
d’animaux d’importance économique majeure dans ce pays posent la question de I’impact de
cette infection dans la filiére bovine. Le sous-typage des isolats indique la présence d’une
grande variété de STs chez ces animaux couplée a 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 a des contaminations opportunistes a 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
trés limité de transmission zoonotique a pu étre mis en évidence. La derniére enquéte a quant
a elle été conduite dans une cohorte de réfugiés syriens vivant dans plusieurs camps localisés
au Nord-Liban. Elle représente la toute premiére 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 la encore tres active puisque la

prévalence du parasite excéde les 60% avec une large predominance 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 acces difficile a une eau potable et a de bonnes conditions sanitaires et d’hygi¢ne
favorise la transmission du parasite. D’autre part, 1’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 suggere 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 extrémement limitée du fait de contacts trés restreints. C’est a ce
jour la seule étude s’étant intéressée au risque potentiel de transmission de Blastocystis sp. a

une population locale via une vague de migration.



ABSTRACT

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

A ce jour, et méme si leur impact en santé publique reste encore difficile a estimer, les
parasitoses intestinales demeurent un veéritable 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 developpement et ce en lien avec une
transmission oro-fécale facilitée par des conditions sanitaires et d’hygiene souvent
déplorables et un assainissement de 1’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 parallele, 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 a des fins professionnelles ou récréatives vers des zones
géographiques considérées a haut risque d’infection entrainent une recrudescence significative
de ce péril fecal.

Parmi les parasites impliqués, les protozoaires occupent une place majeure méme s’ils
demeurent globalement négligés par les autorités sanitaires. Parmi ces microrganismes, deux
d’entre eux, en 1’occurrence Blastocystis et Cryptosporidium, font I’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), 1’équipe Ecologie et Physiopathologie des
Protozoaires Intestinaux (ECOPHIP) dirigée par le Dr Eric Viscogliosi, Directeur de
Recherche au CNRS, s’intéresse 1) a la prévalence et a la diversité génétique de ces deux
parasites dans la population humaine a travers la conduite de larges enquétes
épidémiologiques a travers le monde, 2) aux sources potentielles de transmission animales et
environnementales de Blastocystis et Cryptosporidium a I’Homme et enfin, 3) au pouvoir
pathogéne de ces microorganismes et aux facteurs de virulence mis en jeux (Figure 1). Pour
mener a bien ces travaux, 1’équipe ECOPHIP développe des modéles d’étude in vitro, in vivo
et ex vivo et maitrise des techniques de pointe dans les domaines de la génomique, de la
métagénomique en lien avec 1I’étude du microbiote de 1’héte, de la transcriptomique et de la
protéomique. ECOPHIP adopte une approche intégrative originale et unique en Europe allant
de la cellule a la population. Elle combine ainsi « recherche de laboratoire » et « études de
terrain » dans de nombreuses zones géographiques via un trés large réseau de collaborations
faisant ainsi de I’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 1’équipe ECOPHIP concernant 1’étude
des protozoaires intestinaux dont Blastocystis sp. Les travaux menés durant ma these sont en

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

Le projet de these qui m’a été proposé s’intégrait alors parfaitement aux thématiques
de 1’équipe ECOPHIP en se focalisant sur I’épidémiologie moléculaire et la circulation de
Blastocystis sp. au Sénégal et au Liban. En effet, il s’avere que méme si 1’Afrique et le
Moyen-Orient sont des zones géographiques connues pour étre largement impactées par les
parasitoses intestinales, encore trop peu de données sont finalement, a 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 a notre
connaissance eté réalisée chez les bovins au Liban alors que ces animaux d’intérét
économique majeur peuvent représenter une source potentielle de contamination pour
I’Homme. Les trois enquétes que j’ai menées dans ma thése 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 potenticlles de contamination pour I’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 I’Homme
et de tres nombreux animaux incluant en particulier, différents groupes de mammiferes 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 étre décrites dans les selles ou en culture in
vitro: les formes vacuolaire, granulaire, amiboide et kystique (Figure 2).

Le stade vacuolaire est le plus facilement reconnaissable et le plus fréquemment
observeé dans les cultures de laboratoire et dans les échantillons de selles. C’est aussi la forme
identifiée pour le diagnostic d’une infection a Blastocystis sp. Sa taille peut varier de 2 & 200
um avec un diametre moyen de 4 a 15 um. Cette forme est caractérisée par une large vacuole
centrale qui aurait un réle 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 repousses 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) amiboides et (d) kystiques. Bar = 10

um.



ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

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 plutét une forme vacuolaire possédant un contenu cellulaire
particulier (Stenzel et Boreham 1996). Cette forme est plut6t observée dans les cultures non-
axéniques plus anciennes ou traitées avec des antibiotiques (Tan 2008).

Pour ce qui est de la forme amiboide, elle a quelques fois éte identifiée dans des selles
diarrhéiques et liquides mais n’a été que rarement observée en culture. D’un diamétre compris
entre 3 et 8 um, sa forme est irréguliere et elle est caractérisée par la présence de pseudopodes
tout en étant décrite comme immobile. Elle a été supposée jouer un rdle dans la pathogénie du
parasite ce qui reste encore a confirmer (Katsarou-Katsari et al. 2008; Tan et Suresh 2006).

La forme kystique souvent ovoide ou sphérique est quant a elle la plus petite forme
décrite du parasite (2 a 5 um) ce qui peut entrainer une confusion avec des débris fécaux lors
de I’observation de selles fraiches. La forme kystique présente une paroi épaisse qui a un role
protecteur face a des conditions environnementales défavorables. En effet, les kystes de
Blastocystis sp. peuvent rester viables entre 19 jours et 6 mois dans l'eau a température
ambiante et au moins deux mois a 4°C (Moe et al. 1996; Suresh et al. 2009). lls sont aussi
résistants aux traitements classiques au chlore ou a I'ozone (Khalifa et al. 2001; Zaki et al.
1996). De nombreuses infections expérimentales réalisées par exemple chez des rongeurs et
des oiseaux a I’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 proposes 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). Brievement, I’infection
débute par I’ingestion par un héte humain ou animal de la forme kystique présente dans
I’environnement. Aprés excystation, les kystes se transforment en formes vacuolaires dans le
gros intestin de I’hote. Ces formes vacuolaires peuvent se multiplier par fission binaire ou se
transformer en formes granulaires ou amiboides. Certaines de ces formes vont ensuite
s’enkyster lors de la traversee du cblon, conduisant a I’excrétion de kystes dans les selles qui
pourront, a leur tour, se disséminer et contaminer un nouvel ou le méme hote. Ainsi

Blastocystis sp. vit dans des environnements a tres faible teneur en oxygéne.

4
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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 hypothéses s’accordent a 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 génétigue de Blastocystis sp.

La premiére 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 I'a classé comme une

5
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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 gene de I'ARNr 18S ont
clairement inclus Blastocystis au sein du groupe des Stramenopiles (Figure 4) (Silberman et
al. 1996). On peut noter que Blastocystis sp. est phylogénétiquement proche de Proteromonas
lacertae, un endosymbionte flagellé de I’intestin de 1ézards 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.
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Relationship of Blastocystis
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Blastocystis (ATCC 50177
and 50578) 16Slike rRNA
genes were amplified in
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rRNA coding regions from
other eukaryotes. Phylo-
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using maximum:likelihood,
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Figure 4 : Relations de parenté du genre Blastocystis avec d’autres eucaryotes basées sur la
comparaison des séquences du géne de I’ARNr 18S (Silberman et al. 1996). Les branches

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

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

complexe et hétérogéne qui comprend des protistes unicellulaires et multicellulaires, avec des
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représentants a la fois hétérotrophes et photosynthétiques (Tan 2004). 1l englobe par exemple
les algues brunes, les ditaomées et les oomycetes qui sont des parasites de plantes. Une
nouvelle classe parmi les Straménopiles a €té spécialement créée pour Blastocystis : la classe
des Blastocystea dans le sous-phylum des Opalinata, Infrakingdom Heterokonta, Subkingdom
Chromobiota, Kingdom Chromista (Cavalier-Smith 1998). Cette derniére classification
permet d’accueillir dans un taxon propre Blastocystis qui est le seul Straménopile susceptible
d’infecter ’Homme suggeérant un processus évolutif récent d'adaptation au parasitisme chez
ce micro-organisme.

Le statut d’espéce au sein du genre Blastocystis a longtemps été discuté car les isolats
retrouvés chez I’Homme comme chez 1’animal sont morphologiquement trés semblables.
Jusqu’a trés récemment, le nom d’espece d’un isolat de Blastocystis était donné en fonction
de I'h6te chez lequel il avait été isolé. On peut ainsi citer B. hominis chez I'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 dernieres années. Des différences en termes de caryotypes
ont d’abord été observées entre isolats humains (Carbajal et al. 1997), suggérant 1’existence
de plusieurs espéces au sein du genre Blastocystis (Singh et al. 1996; Teow et al. 1991). Puis,
avec I’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 I’amplification du gene codant I’ARNr 18S (B6hm-Gloning et al. 1997; Hoevers et
al. 2000), une large diversité génétique fut mise en évidence entre isolats de Blastocystis
provenant d’hotes trés variés. En outre, une similarité des profils obtenus pour certains isolats
humains et animaux fut observée suggérant tout naturellement une faible spécificité d’hote du
parasite. Ce n’est qu’en 2003 que les premiéres données de séquences du géne de I’ARNr 18S
furent obtenues pour un nombre significatif d’isolats humains et animaux (Arisue et al. 2003;
Noél et al. 2003). Elles confirmerent cette large hétérogénéité moléculaire entre isolats et
cette identité de séquence entre isolats provenant d’hotes différents. En 2005, Noél et al.
furent les premiers a publier une large analyse phylogénétique du genre Blastocystis et a
proposer 1’existence d’au moins 9 sous-types (STs), chacun d’entre eux pouvant représenter
une espece (Figure 5). De plus, certaines séquences d’isolats provenant d’hotes différents
étaient identiques ce qui confirmait pour la premiére fois le potentiel zoonotique de ce

parasite.
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Figure 5 : Phylogénie moléculaire des isolats de Blastocystls sp. basée sur la comparaison des
séquences complétes du géne codant I’ARNr 18S (Noél et al. 2005). Les auteurs ont identifié

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

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

sont identiques a celles d’isolats animaux

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

isolats devront étre nommeés Blastocystis sp. et caractérisés par I’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
mammiferes 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 NMASTSs
pour Non-Mammalian and Avian STs (Cian et al. 2017; Gantois et al. 2020; Yoshikawa et al.

2016).
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Figure 6: Phylogénie du genre Blastocystis établie d’aprés la comparaison des séquences du
géne codant I’ARNr 18S (Cian et al. 2016). Les fleches indiquent les 10 STs identifiés chez

I’Homme avant cette thése.

3. Méthodes de detection de Blastocystis sp.

Comme pour de nombreux parasites, plusieurs méthodes de détection de Blastocystis
ont été développées et sont, a ce jour, disponibles avec pour chacune leurs avantages comme
leurs inconvénients. Cela englobe I’observation microscopique de selles fraiches avec
traitement éventuel de 1’échantillon biologique par coloration ou concentration, les méthodes
culturales et les méthodes moléculaires suivies éventuellement du sous-typage des isolats. De
trés nombreuses études ont vise a comparer I’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 1’identification de Blastocystis sp. par rapport aux méthodes

morphologiques et culturales.

a. Observation microscopique des selles

Le pouvoir pathogéne 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, méme 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 1’absence de tout autre agent diarrheique, la
recherche du parasite peut étre réalisée via une observation microscopique directe d’un frottis
de selles dilué dans du sérum physiologique a un grossissement x400. Une présence de plus
de 5 Blastocystis sp. sur un méme champ a ce dernier grossissement indique la positivité de
I’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 a 10 jours en raison de
I’irrégularité de 1’excrétion des parasites. |l 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 1’agressivité de ce traitement (Stensvold et al. 2006, 2007b; Suresh et
Smith 2004). La coloration du frottis fécal peut aussi légérement 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’avere nettement plus sensible que 1’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 a 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 I’utiliser dans le cadre d’études épidémiologiques a 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 méme incapables d’étre cultivés (Stensvold et al. 2007b). De ce
fait, dans les cas d’infections mixtes ¢’est-a-dire la présence simultanée d’au moins deux STs
différents dans un méme échantillon, la croissance d’un ST particulier peut étre favorisée par
rapport a celle d’un autre ST (Parkar et al. 2007; Roberts et al. 2013; Yan et al. 2007). 1l 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 gene codant I’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 deévelopées pour la détection de ce parasite (B6hm-Gloning et al. 1997; Hisao
et Ayako 1996; Tan et al. 2006; Yoshikawa et al. 2004b; Yoshikawa et Hayakawa 1996)
méme si ces approches ne sont maintenant que rarement utilisées puisqu’elles ne fournissent
pas de données de séquences. Brievement, la méthode RAPD se base sur I’utilisation de
plusieurs couples d’amorces dont chacun est spécifique d’un ST donné. A ce jour, seuls 7 des
17 STs connus peuvent étre identifiés par RAPD ce qui représente un inconvénient majeur
méme si cette méthode permet éventuellement de détecter les infections mixtes dans un
échantillon (Scanlan et al. 2015).

Tres 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
specifiques du genre Blastocystis ont été décrits ciblant différents domaines du gene codant
I’ARNTr 18S et amplifiant ainsi une région commune a tous les STs connus du parasite (Clark
et al. 2013) (Figure 7).

Santinregion

‘ ' Stensvold region
Scicluna ‘barcode —_—

Parkar extended region

Blastocystis SSU-rRNA gene
(ca. 1800 bp)

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

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

Pour augmenter la sensibilité de détection du parasite tout en ciblant le méme gene, des
approches par PCR en temps réel ont par la suite été développées. La premiere 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. Briévement, cette approche amplifie un fragment d’environ
350 pb du géne de I’ARNr 18S qui peut ensuite étre 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 1’échantillon. En effet, la séquence obtenue peut étre aisément
comparée aux séquences homologues de STs connus disponibles dans les bases de données.
L’attribution d’un isolat a un ST donné nécessite une identit¢ de séquence du domaine
comparé équivalant ou dépassant les 96% (Stensvold et Clark 2020). Une valeur inférieure a
96% peut signifier que la séquence obtenue est représentative d’un nouveau ST. Dans ce cas,
cela doit étre confirmé par 1’obtention de la séquence compléte du gene de I’ARNr 18S de
I’isolat correspondant suivie de son intégration dans une large analyse phylogénétique. Cette
technique permet aussi de détecter les infections mixtes puisque celles-ci apparaitront aprés
séquencage comme des doubles traces sur les chromatogrammes. Par contre, 1’identification
des STs impliqués n’est que trés 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 colt non négligeable en particulier dans le cadre d’enquétes
épidémiologiques a grande échelle. La seconde approche par PCR en temps réel utilise quant
a elle la technologie TagMan avec une sonde contrdle interne (Stensvold et al. 2012). Elle a
I’inconvénient majeur de ne pas permettre le séquengage 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 a ce jour permet la détection simultanée de 9 STs

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

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

Devant I’intérét majeur de la communauté scientifique pour Blastocystis sp., un nombre
croissant d’enquétes épidémiologiques ont ét€ menées depuis plusieurs années dans toutes les

régions du globe soulignant ainsi la répartition mondiale de ce parasite. 11 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 trés dépendantes de plusieurs paramétres comme
I’expérience de I’observateur dans 1’identification ou la qualité des échantillons analysés. Un
exemple tres réveélateur est par exemple la différence tres significative de prévalence observée
entre différentes cohortes d’arborigenes malaisiens puisque comprise entre 3,9 et 52,3%
(Noor Azian et al. 2007; Sinniah et al. 2012). Cette différence importante peut tres
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 detailler les données par région geographique, 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 tres urbaines comme a 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 Thailande, une
prévalence assez similaire (23 a 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 ou la prévalence déterminée dans la population totale (26,1%)
(Lee et al. 2012a) est extrémement proche de celle observée chez les enfants (24,4%)
(Yoshikawa et al. 2009). Par contre en Chine, cette prévalence est tres fluctuante d’une région
a 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 derniére enquéte 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
trés limité concernant Blastocystis sp. Cette prévalence est de 1’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 a 14,9% en Italie (Beghini et al. 2017; Gabrielli et
al. 2020), de 10,5 a 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 Tcheque (Lhotska et al.
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2020). Aux Pays-Bas, deux études conduites & 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 enquéte aux Etats-Unis étaient
positifs pour Blastocystis sp. (Scanlan et al. 2016) alors qu’au Mexique cette prévalence
approchait les 70% (Rojas-Veldzquez 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 a Blastocystis sp. dans
une zone rurale de Colombie était de 45% chez des adultes (Ramirez et al. 2014). Dans ce
méme pays, elle était par contre de 88,7% au niveau du bassin amazonien (Sanchez 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 indigéne (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 1’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).

Méme si le continent africain est, pour des raisons évidentes de conditions sanitaires et
d’hygi¢ne précaires, une région du globe a haut risque d’infection par les parasites
intestinaux, peu d’énquétes ont pourtant ét¢é menées concernant I’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 1I’Afrique centrale, elle est finalement assez
faible en Angola puisque de I’ordre de 25,6% (Dacal et al. 2018) mais trés importante au
Cameroun avec une prévalence approchant les 90% (Lokmer et al., 2019). En Afrique de
I’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 trés récente a été publiée a Madagascar montrant une
prévalence du parasite d’environ 65% (Greigert et al. 2018).

Pour ce qui est de la région qui nous intéresse plus particuliérement dans le cadre de
cette thése en I’occurrence 1’Afrique de 1’Ouest, plusieurs enquétes ont été réalisées dans
différents pays comme la Cote d’Ivoire avec des prévalences de 58,2% (D’Alfonso et al.
2017) et de 70% (lebba 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 1’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 premiere 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’exceéde 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 I’Afrique. Le peu d’études menées 1’ont été en Arabie
Saoudite avec une prévalence limitée de 1’ordre de 10,5% (Mohamed et al. 2017) et en Iran
avec une fréguence de 6,5% (Badparva et al. 2014). Deux autres enquétes ont été conduites au
Qatar (Abu-Madi et al. 2015) et aux Emirats Arabes Unis (AbuOdeh et al. 2016) mais elles ne
peuvent pas étre 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-a-vis de ce parasite est la mieux
connue. En effet, une premiere étude a révélé une prévalence de 63% dans une cohorte
d’écoliers de Tripoli au Nord-Liban (Osman et al. 2016). Elle était du méme 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 hopital de Tripoli (56%) (Greige et al. 2018).

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

Comme rappelé préecédemment, 17 STs de Blastocystis ont été a ce jour décrits chez les
mammifeéres et les oiseaux et d’autres seront trés probablement validés dans les années qui
viennent.

On note tout d’abord que 10 de ces 17 STs en I’occurrence ST1 a ST9 et ST12 ont été a
ce jour identifiés chez ’'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 déja 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 synthese 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. Méme si,
comme nous le verrons plus loin, ces STs peuvent étre 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; Lhotska 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 a confirmer.

Comme indiqué sur les Figures 8 et 9, les autres STs (ST5, ST6, ST7, ST8 et ST12)
identifiés chez ’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.
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Figure 9: Nouvelle synthése 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 brievement les données concernant la distribution des STs de
Blastocystis sp. dans les zones géographiques qui nous intéressent dans le cadre de cette these
en I’occurrence 1’ 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 (EI 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 I’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 1’Ouest comme le Nigéria (Poulsen et al. 2016) et la
Cote d’Ivoire (D’Alfonso et al. 2017). 1l faut cependant indiquer que ces prédominances ne
sont pour ’instant que des tendances basees 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 méme pays comme par exemple en
Tanzanie (ST1 ou ST2 predominant 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 1’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 trés similaire a celle observée dans d’autres régions du globe,
avec une prédominance du ST3 suivi du ST1 ou du ST2 couplée a I’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 enquétes 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 premieres 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 enquéte réalisée sur 249 écoliers de Tripoli n’a identifié que les ST1
a 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 méme région (Greige et al. 2018).
Dans la premiére composeée 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 enquétes 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 €té identifié chez les mammiferes comme les primates, les
artiodactyles, les proboscidiens, les perissodactyles, les carnivores, les rongeurs et les
chiroptéres, 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 derniéres
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 a grande échelle dans deux zoos
francais a par exemple été conduite sur 160 especes différentes (Cian et al. 2017) et a révélé
que pres de 40% des espéeces testées etaient colonisées par Blastocystis sp., témoignant ainsi
de I’'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 synthése publiées récemment, en I’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 espéeces différentes de singes. Sa prévalence est extrémement
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
(Kalousova et al. 2014) et les 30% en Chine (Ma et al. 2020). D’aprés les synthéses citées ci-
dessus, 13 STs différents ont été identifiés chez ce groupe d’animaux avec une trés large
majorité d’isolats appartenant aux ST1 a ST3 et a un degré moindre au ST8. Du fait du lien de
parenté évolutive entre I’Homme et le singe, il n’est sans doute pas étonnant que les ST1 a
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)
méme s’il a aussi été détecté chez quelques marsupiaux (Ramirez 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 I’hypothése qu’il
soit un hoéte naturel du parasite (Osman et al. 2015; Ruaux et Stang 2014; Wang et al. 2013).
Cela est confirmé par I’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 & ST3 comme dans la population
humaine suggérant ainsi une exposition a des matiéres fécales humaines ou d’autres animaux
dans I’environnement et donc un passage possible de I’Homme a I’animal.

En ce qui concerne d’autres groupes de mammiféres 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 étre un ST
prédominant chez ce groupe d’animaux (Chai et al. 2020; Katsumata et al. 2018).

Toujours chez les mammifeéres, les Artiodactyles attirent toute notre attention dans cette
these et en particulier les bovidae. Dans cette famille, la prévalence de Blastocystis sp. peut
étre extrémement 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 parametres peuvent expliquer ces
variations comme la zone géographique, 1’age ou le sexe des animaux, le type d’élevage

(intensif ou en plein air) ou selon que I’on s’adresse a des vaches laitiéres ou a 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 a noter que
Blastocystis sp. peut aussi étre tres fréquent chez les petits ruminants comme les chévres et les
moutons (de 30 a 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
la encore avec une prédominance significative des ST10 et ST14.

Chez les Suidae (cochons domestiques), de nombreuses enquétes ont été réalisées et ce,
dans plusieurs pays. Les plus importantes en termes d’animaux testés et d’isolats sous-typés
I’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
I’importante circulation de Blastocystis sp. chez ce groupe d’animaux. Au Sein de ce groupe,
le ST5 est trés 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 1’hote naturel
de ce ST.

Un autre groupe d’intérét car trés 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 a 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’ou I’hypothése émise que ces deux STs correspondraient a des STs aviaires
(Cian et al. 2017; Greige et al. 2018; Noél 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, trés
peu de données sont, a 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 NMASTSs pour « Non mammalian and avian STs » qui seraient spécifiques de ces
hétes puisque non identifiés chez d’autres animaux (Cian et al. 2017). Il en est de méme 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 trés vite posée du fait de sa
présence et souvent, de sa forte prévalence chez de nombreux groupes d’animaux pouvant
étre 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 a la
fois pour les animaux et pour les individus vivant a proximité de ces mémes 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 I’Homme
comme les ST1 a ST4, cette mise en évidence d’une zoonose est beaucoup plus
problématique. Pour toutes ces raisons, tres peu d’études ont réellement mis en évidence cette
transmission entre 1’animal et ’Homme. On peut cependant citer 1’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 méme infectés a hauteur de 25% par ce méme ST ce qui
représentait une valeur anormalement élévée pour ce ST qui est extrémement rare chez
I’Homme. De plus, les séquences de ces isolats de ST8 trouvés chez les singes et chez le
personnel des zoos étaient identiques. En 2014, 1’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
I’exemple précédent, on observait 100% d’identité entre les séquences des isolats de ST5 de
cochons et du personnel de I’élevage. Enfin, les ST6 et ST7 ont été proposés, depuis plusieurs
années, comme étant des STs aviaires (Noél et al. 2005 ; Stensvold et al. 2009 ; Cian et al.
2017) sans que cela ait pu étre confirmé comme dans les deux exemples précedents. C’était
un point important puisque les isolats de ST6 et ST7 représentent prés de 10% des isolats
sous-typés en dehors de I’Europe (Figure 9). Récemment, Greige et al. (2018) ont analyseé 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 maniére
intéressante, le ST6 a eté 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, & ce jour, jamais été identifiés chez ’'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 étre probablement directe
par contact avec des individus infectés en particulier dans des conditions de forte promiscuité
mais cela reste trés difficile a 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 mémes STs de Blastocystis sp. De méme, dans une résidence pour jeunes
filles de Bangkok en Thailande, plus de 30% d’entre elles qui partageaint toutes les
installations communes étaient colonisés par le parasite et souvent par le méme ST et variant
renforcant ainsi I’hypothése 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
Thailande (Boondit et al. 2014). Une autre étude toujours menée dans un orphelinat
Thailandais a montré que les orphelins vivant dans des pieces avec des surveillants infectés
par Blastocystis sp. avaient plus de risques d’étre eux-mémes colonisés que des orphelins
vivant avec des surveillants non infectés (Pipatsatitpong et al. 2012). D’autre part, de
nombreuses enquétes 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 symptomes digestifs.

Pour ce qui est de la transmission féco-orale indirecte via 1’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 1’Organisation Mondiale
de la Sante (OMS) a en 2006 rajouté Blastocystis sp. a la liste des parasites d’origine
hydrique. Cependant, comme ce parasite n’est pas systématiquement recherché, trés 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 1’étude

de Wu et al. (2000) qui ont reporté une épidémie d’origine hydrique impliquant sans doute la

22



ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

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 (riviéres ou lacs) ou I'eau potable, ce qui indique que
I'eau contaminée peut étre une source d'infection humaine et animale (Hublin et al. 2020). La
fréguence élevée de Blastocystis sp. détectée dans diverses sources d'eau a usage domestique
(jusqu'a 50% dans I'eau du robinet et jusqu'a 100% dans les réservoirs et conteneurs de
stockage d'eau domestique) met en évidence le potentiel de transmission de ce parasite par
I'eau. Grace a la culture in vitro, il a été démontre que les kystes de Blastocystis sp. récupéres
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 mémes kystes
présentent une résistance aux concentrations de chlore utilisées pour désinfecter I'eau potable
et conservent un certain degré de viabilité aprés exposition a I'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 Ecosse et en Suéde
et des études moléculaires ont permis d'identifier dans ces eaux principalement les ST1 a 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 I'eau des rivieres utilisées par les
villageois locaux ainsi que dans d'autres sources d'eau du village comme I'eau du robinet,
I'eau stockée ou l'eau de puits (Noradilah et al. 2016). Au Népal, les ST1 et ST4 ont été
identifiés dans une riviére ainsi que chez les habitants et animaux du méme village utilisant
cette source d’eau, prouvant une fois de plus I'existence d'une transmission par voie hydrique
(Lee et al. 2012a,b). D’autre part, I'infection chez I'Homme et les animaux a été associée a
une contamination des réserves d'eau du robinet par du ST1 en Turquie (Eroglu et Koltas
2010). Ce méme ST a également été identifie chez des écoliers et dans I'approvisionnement en
eau des écoles correspondantes en Thailande (Leelayoova et al. 2008).

Comme l'eau méme préalablement traitée peut encore contenir des kystes de
Blastocystis sp. viables, l'utilisation d'eau de surface pour lirrigation et les opérations de
conditionnement présente aussi un risque de contamination des produits frais. En Iran, le
sous-typage moléculaire de I'eau utilisée pour l'irrigation des terres agricoles maraichéres 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 manguent de données moléculaires alors que Blastocystis sp. a été identifié dans des
légumes crus au Breésil (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 prétes a
consommer en Italie (Caradonna et al. 2017). Dans une étude menée a Cuba, ou Blastocystis
sp. a été identifié chez 38,5 % des enfants d'une garderie, la consommation de fruits non lavés
a été associée de maniere significative a une augmentation du risque d'infection par des
parasites intestinaux (Cafete et al. 2012). L'identification de Blastocystis sp. chez les
mollusques bivalves suggére également que les fruits de mer contaminés peuvent étre une
source de transmission alimentaire (Stodkowicz-Kowalska et al. 2015). Plusieurs enquétes
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’étre transmis par 1’air, une hypothése
récemment validée par une étude menée en Corée du Sud ou ce parasite a été détecté dans un
collecteur d’air (Han et al. 2018). Encore plus surprenant, Blastocystis sp. vient d’étre détecté
dans pres de 80% des échantillons de poussiéres de lit et de salon prélevés dans des maisons
en Equateur mettant ainsi en avant un niveau élevé de contamination fécale de

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

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

Le pouvoir pathogéne de Blastocystis sp. reste toujours un sujet controversé et a fait
I’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 majorit¢é de porteurs du parasite sont
asymptomatiques et ce possiblement pendant plusieurs années (Scanlan et al. 2014) suggerant
que Blastocystis sp. peut aussi étre un commensal ayant le potentiel dagir comme un
pathogene opportuniste ce que nous detaillerons ci-dessous. D’autre part, aucun symptome ne
semble étre 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 symptdémes n’est pas toujours évidente puisque les autres agents
entéropathogénes (bactéries, virus et autres parasites) pouvant étre responsables de ces mémes
symptdémes 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 a I’infection par Blastocystis sp.
peut aussi étre lié & la grande diversite génétique observée entre isolats et décrite
précédemment.

Pour poursuivre avec les troubles digestifs, il a été suggeré que Blastocystis sp. pourrait
étre associ¢ au syndrome de I’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 étre réalisées pour clarifier le réel impact de ce
parasite dans le développement et la progression de cette pathologie digestive multi-
factorielle fréquente tout particulierement dans les pays industrialisés. D’autre part,
Blastocystis sp. a été frequemment 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’ulcéres (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 méme exacerber la
cancérogenése du colon (Kumarasamy et al. 2017).

Ces troubles gastro-intestinaux ne sont pas les seuls symptdmes décrits associés a la
blastocystose chez I"'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 a effet
soit clairement établie (Bahrami et al. 2020; Balint et al. 2014; Kolkhir et al. 2016;
Lepczynska et al. 2016; Salvador et al. 2016; Yilmaz et al. 2016). Il a aussi été frequemment
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 I’'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).

25



ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

Chez les animaux, la plupart des infections & Blastocystis sp. ne semblent pas avoir
d'effet sur la santé (Fayer et al. 2012, 2014; Ruaux et Stang 2014; Ruzkova et al. 2018).
Toutefois, les informations associées a la blastocystose chez 1’animal et les présentations
cliniques sont limitees, et peu d'études ont été menées pour traiter directement cette question.
Un rapport fait par exemple état d'une diarrhée liquide aigué et de douleurs abdominales chez
un macaque d'un centre de recherche, qui ont été associées a une infection a 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 a 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 a se développer et une anorexie. Blastocystis sp. fut identifié par
PCR et suite a un traitement antiparasitaire, les symptémes ont disparu tout comme le parasite
dans les selles (Goe et al. 2016). En outre, une infection extra-entérique a Blastocystis sp.

provoquant un gonflement facial chez un canard a éte signalée (llchyshyn et Monti 2019).

10. Physiopathologie de Blastocystis sp.

Afin d’étudier la pathogénicité de Blastocystis sp., plusieurs études synthétisees pour la
plupart dans la revue d’Ajjampur et Tan (2016) ont porté sur le développement de mode¢les
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 these, d’autres études ont suivi confirmant pour la plupart la
pathogénicité du parasite dans des modeles de rongeurs infectés par voie orale ou intra-
caecale a travers une infection chronique accompagnée de la dégradation des mucines de la
barriére colique, de dommages sur 1’épithélium intestinal ou de I’invasion éventuelle des
tissus par le parasite voire méme de I’initiation d’une cancérogenése intestinale (Ajjampur et
al. 2016; Defaye et al. 2018, 2020; Kumarasamy et al. 2017; Pavanelli et al. 2015; Ruzkova
et al. 2018; Yason et al. 2019). Un probléme 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 contrdle microbiologique et virologique de

I’inoculat n’est géneralement réalisé. D’autre part, méme si un sous-typage de 1’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,
I’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 a la forme kystique
nécessaire a I’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
tres lourd nécessitant une formation et une expertise. De plus, ce mode d’administration
entraine trés souvent des infections ou des inflammations voire méme la mort des animaux et
ne peut étre utilisé que sur des périodes d’infection treés courtes.

Un modéle 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 mémes cellules épithéliales avec des lysats parasitaires ou avec des
produits de sécrétion de filtrats de cultures de parasites ont permis I’identification de plusieurs

protéines et mécanismes impliqués dans la pathogénicité de Blastocystis sp. (Figure 10).
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Figure 10: Modele shématique representant les différentes protéines et mécanismes
potentiellement impliqués dans la virulence de Blastocystis sp. (Ajjampur et Tan 2016).

Dans I’environnement intestinal de 1’hote et lors de la colonisation par le parasite, ce
dernier est d’abord capable de dégrader la couche de mucine composée de glycoprotéines
associées a des oligosaccharides qui représente la premiere ligne de défense de 1’épithélium
intestinal. A travers 1’analyse du génome de Blastocystis sp. (Denoeud et al. 2011), il a été
proposé que cette dégradation pourrait se faire sous I’action de fucosidases, hexosaminidases
et polygacturonases sécrétees par le parasite (Martinez-Ocafia 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 a 1’épithélium intestinal de
I’hote, préférentiellement au niveau des jonctions inter-cellulaires ou jonctions serrées (Wu et
al. 2014a,b). Cette adhésion est bloquée par 1’addition de galactose dans le milieu d’une co-
culture Caco?2 / Blastocystis sp. suggérant un attachement du parasite aux résidus galactose de
la surface de 1’épithélium probablement par I’intermédiaire de lectines. Apres attachement,
Blastocystis sp. peut dégrader les jonctions-intercellulaires de 1’épithélium. Cette dégradation
est induite par des protéases a 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 parallele 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 a cystéine en 1’occurrence, la légumaine 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
I’apoptose des entérocytes via 1’activation des voies des caspases 3 et 9 de la cellule hote
(Puthia et al. 2006; Wu et al. 2014a) ce qui contribue aussi fortement au dysfonctionnement
de la barriére épithéliale de I'n6te. Il est cependant a noter que cet effet délétere du parasite sur
I’épithélium intestinal est ST-dépendant puisque le ST7 induit une augmentation de la
perméabilité de 1’épithélium alors que le ST4 n’a que des effets négligeables (Mirza et al.
2012 ; Wu et al. 2014a).

A cOté de ses effets directs sur 1’épithélium intestinal de I’hote, Blastocystis sp. a aussi
des propriétés immunomodulatrices lui permettant d’échapper au Ssystéme immunitaire de
I’hote et de coloniser le tube digestif. En particulier, les protéases a cystéine sécrétées par le
parasite sont capables de dégrader les IgA prédominantes a la surface de 1’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 1’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 I’intestin en les dégradant a travers la
libération de protéases et I’induction d’une acidification de 1’environnement atténuant
I’activité de ces mémes 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 Vvia I’inhibition de I’expression de 1’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 1’infection a 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 I’hote (Alzate et al. 2020; Andersen et al. 2015;
Audebert et al. 2016; Beghini et al. 2017; Calderdn de la Barca et al. 2020; Castafieda et al.
2020; Forsell et al. 2016; Gabrielli et al. 2020; lebba et al. 2016; Kodio et al. 2019; Lappan et
al. 2019; Nieves-Ramirez 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 ’hdte. Méme 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 a un microbiote eubiotique caractérisé par des
espéces bactériennes potentiellement bénéfiques telles que Prevotella (Alzate et al. 2020 ;
Andersen et al. 2016 ; Gabrielli et al. 2020 ; Nieves-Ramirez et al. 2018), Ruminococcus
(Calderon de la Barca et al. 2020; Gabrielli et al. 2020) et Faecalibacterium (Castafieda 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 ; Castafieda 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 I’intestin
humain par Arumugam et al. (2011), Blastocystis sp. serait alors plus enclin a coloniser les
deux entérotypes dominés respectivement par Prevotella et Ruminococcus que celui dominé
par Bacteroides. Cependant, la question de savoir si Blastocystis sp. est capable de modifier la
composition du microbiote de 1’hote ou si sa colonisation est facilitée par le type d’entérotype

rencontré par le parasite au moment de 1’infection reste ouverte.
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11. Génomique de Blastocystis sp.

Le séquencage des génomes nucléaires de plusieurs isolats de Blastocystis sp. a permis
d’apporter des informations sur 1’architecture respective de ces génomes mais aussi de
proposer des genes candidats potentiellement impliqués dans la physiopathologie ou le
métabolisme de ce parasite a mettre en parallele avec les résultats des études in vitro.
Brievement, 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 genes
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 genes codant pour des protéines. Une comparaison rapide avec le ST7 montrait que
pres de 30% des génes 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 extréme diversité
génomique entre STs a été récemment confirmée par Gentekaki et al. (2017) avec I’apport de
la séquence du génome nucléaire d’un isolat de ST1 (16,5 Mb pour 6544 genes prédits). En
effet, en comparant les trois génomes disponibles, ces auteurs ont par exemple montré que le
pourcentage de protéines uniques a 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 génes comme par exemple celle codant les
protéases a cystéine peuvent étre tres variables concernant en particulier le nombre de copies
de ces genes entre STs. Ces données suggerent ainsi de fortes différences entre STs en

particulier, en termes de virulence potentielle.

12. Traitement de la blastocystose

Le traitement de la blastocystose souléve au moins deux questions: d’abord qui doit étre
traité et ensuite quelle molécule doit étre utilisée. En pratique clinique, le traitement visant a
éradiquer la blastocystose peut étre indiqué pour les patients présentant des symptdmes
gastro-intestinaux sans autre étiologie c’est-a-dire sans autre agent pathogéne pouvant induire
les mémes symptomes (Stensvold et al. 2010). Stenzel et Boreham (1996) ont associé la
symptomatologie de patients a un nombre de parasites supérieur a 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 méme, en utilisant une méthode
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trés 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 a 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 premiére ligne (Dinleyici et al. 2011; Nigro et al. 2003; Silva-
Diaz et al. 2016; Tai et al. 2011) avec une éradication significative de Blastocystis sp. couplée
a une disparition des symptémes. 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), suggeérant 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 étre, selon les cas, équivalente
a celle du métronidazole (Moghaddam et al. 2005; Roberts et al. 2015; Stensvold et al. 2008).
Une éradication de Blastocystis sp. avec diminution des symptdmes a également été observée
lors de l'utilisation du nitazoxanide (Rossignol et al. 2005; Silva-Diaz et al. 2016; Speich et
al. 2013) associé éventuellement avec la mésalazine (Toychiev et al. 2021). C’est aussi le cas
avec un antibiotiqgue aminoside tel que la paromomycine (van Hellemond et al. 2013;
Vogelberg et al. 2010). De méme, I’atorvastatine s’est avérée efficace couplée au
métronidazole (Basyoni et al. 2018) tout comme 1’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 I’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, Gaél 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 a I’étude

e Management et organisation de la collection d’échantillons
e Réalisation des expériences de biologie moléculaire et analyse des séquences
e Interprétation des données obtenues

e Rédaction de I’article

b. Résumé de I’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 a Saint-Louis au Sénégal, nous avons
mené la plus large enquéte épidémiologique jamais conduite pour Blastocystis sp. sur ce
continent.

Au total, 731 échantillons de selles ont été collectés aupres d’écoliers ne présentant pas
de symptomes digestifs a la date de I’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
presence de Blastocystis sp. par PCR en temps réel en ciblant un domaine du géne de I’ARNr

18S. Une variation importante de la prévalence du parasite entre les villages (51,7 a 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 séquencage. 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 a 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 enquéte était trés 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
I’Homme. C’est donc la premiére fois que ces deux STs sont trouvés dans la population
humaine et leur origine zoonotique ne fait guére 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 sequences obtenues pour les isolats de Blastocystis sp. appartenant a un
méme 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 a 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 a une possible exposition des enfants a différentes sources d'infection

extérieures en plus de la transmission interhumaine.
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