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Résumé

Cryptosporidium spp. est un protozoaire parasite du systéme gastro-intestinal
largement répandu chez les vertébrés et causant la cryptosporidiose, une zoonose
occasionnant des troubles digestifs séveéres pouvant entrainer la mort chez les individus
immunodéficients. Au Canada, la déclaration de cette maladie est obligatoire depuis 1’an
2000. Ainsi, il est pertinent de mieux comprendre I’infection chez les animaux de
compagnie, puisqu’ils sont potentiellement un réservoir du parasite. Durant [’année 2008,
des échantillons fécaux provenant de 1 202 chats (n = 371) et chiens (n = 831) de la
province du Québec ont été analysés par comptage des ookystes de Cryptosporidium spp.
au moyen de la technique de centrifugation en solution de sulfate de zinc. Dans cette étude,
la prévalence de Cryptosporidium spp. chez les chats (28/371 : 7,55 %) et chez les chiens
(88/831 : 10,59 %) de compagnie confirme leur potentiel en tant que réservoir du parasite.
Au Québec, de par leur nombre, les chats sont potentiellement un réservoir zoonotique du
parasite plus important que celui des chiens, bien qu’il n’existe pas de différence
significative entre la prévalence du parasite chez le chat et le chien pour I’année 2008.
L’age (p = 0,0001) et I’infection concomitante par Giardia spp. (p = 0,0001) se sont avérés
étre des facteurs associés avec la présence de Cryptosporidium spp. chez le chien. Parmi
I’ensemble des variables testées chez le chat (I’dge, le sexe, la saison et I’infection
concomitante par Giardia spp.), aucune n’a été associ¢e de maniere significative a la
présence du parasite chez le chat. Ceci peut étre dii au nombre limité d’individus testés pour
cette espece. Un suivi de I’excrétion des ookystes de Cryptosporidium spp. chez deux chats
suggere que 1’excrétion des ookystes peut se faire sur une période de sept mois et que le
taux d’excrétion varie dans le temps. Le diagnostic moléculaire des espéces et génotypes de
Cryptosporidium spp. isolés a partir des échantillons de matieres fécales devait étre réalisé
par la technique de PCR emboitée des fragments des génes ARNr 18S et HSP70 et du
séquencage des produits de PCR. Aucun résultat positif n’a toutefois été obtenu. Afin
d’augmenter la puissance statistique des analyses épidémiologiques sur la prévalence de
Cryptosporidium spp., il serait nécessaire a I’avenir de travailler sur un nombre d’animaux

beaucoup plus important.



Mots-clés : Cryptosporidium spp., chat, chien, zoonose, ookyste, prévalence, facteurs de

risque
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Abstract

Cryptosporidium spp. is a protozoan parasite from the gastro-intestinal tract with a
large range of vertebrate hosts causing cryptosporidiosis, a zoonotic disease which may
lead to severe digestive troubles and sometimes death for immunocompromised people. It
is a noticeable disease in Canada since 2000. It is thus relevant to study the infection in cats
and dogs as they may represent an important zoonotic reservoir for the parasite. A total of
1,202 stool samples from cats (n = 371) and dogs (n = 831) from the province of Quebec
were examined during the year 2008 for this research. The prevalence of Cryptosporidium
spp. was calculated using coprology tests using centrifugation in a zinc sulfate solution.
The prevalence in cats (28/371: 7,55 %) and dogs (88/831: 10,59 %) corroborates that pets
living in the province of Quebec may be a reservoir for Cryptosporidium spp. While we did
not find a significant difference in the prevalence of Cryptosporidium spp. between cats and
dogs, cats may represent a larger reservoir as they represent a larger population within the
province. We identified age (p = 0,0001) and concomitant infection with Giardia spp (p
=0,0001) as risk factors for dogs. Among all the variables tested on cats (age, sex, season,
concomitant infection with Giardia spp.), none were significantly associated with the
presence of the parasite in cats. This may be caused in part by the small number that was
analyzed. A follow-up study with two cats showed the excretion of oocysts can last for a
minimum of seven months and varies in intensity through time. The molecular diagnostic
of species and genotypes of Cryptosporidium spp. isolated from fecal samples should have
been done by using the amplification of the gene fragments ARNr 18S and HSP70 nested
PCR reactions and the sequencing of PCR products. Although this technique was attempted
in this study, no positive result was obtained. It is recommended to work on larger animal
populations to increase the statistical power of epidemiological analysis of the prevalence

of Cryptosporidium spp.

Keywords : Cryptosporidium spp., cat, dog, zoonosis, oocyst, prevalence, risk factors
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Introduction

Les organismes du genre Cryptosporidium Tyzzer 1907 (Apicomplexa) sont des
protozoaires entéroparasites ayant la capacité¢ de parasiter un grand nombre de vertébrés
appartenant aux classes des poissons, reptiles, oiseaux et mammifeéres, dont 1’homme
(O'Donoghue, 1995, Lindsay et al, 2000). Ces parasites ont été détectés lors d’infections
naturelles chez 170 especes vertébrées, et cela dans plus de 50 pays différents situés en
zones tropicales tout comme en zones tempérées (O'Donoghue, 1995). Parmi les principales
especes du genre Cryptosporidium, on compte C. parvum (Tyzzer, 1912), C. hominis
(Morgan-Ryan et al, 2002), C. baileyi (Current et al, 1986), C. canis (Fayer et al, 2001), C.
felis (Iseki, 1979), C. meleagridis (Slavin, 1955), et C. muris (Tyzzer, 1907).

C. parvum, une espece commune et peu spécifique a longtemps été considérée comme
I’unique espece responsable de la cryptosporidiose chez I’homme et chez les autres
mammiferes (Fayer et Xiao, 2008). Or, on sait aujourd’hui qu’il existe plusieurs especes
différentes voire génotypes pouvant engendrer la pathologie chez I’homme. La
cryptosporidiose cause principalement des problémes diarrhéiques pouvant entrainer la

mort chez des hotes généralement immunodéficients.

Le role des animaux domestiques au Québec en tant que réservoir potentiel de
Cryptosporidium spp. est mal connu. Parmi les différentes espéces que 1’ont retrouve chez
le chat, Felis catus (Mammelia : Felidae), figurent C. felis et C. muris (Tableau I). Chez le
chien, Canis lupus familiaris (Mammelia : Canidae), figurent C. canis, C. parvum et C.
muris (Tableau I), (Pedraza-Diaz et al, 2001). Ces mémes especes ont été retrouvées chez

des humains en santé autant que chez des humains immunodéficients (Tableau I).

En 2006, un sondage Léger Marketing (2008) effectué conjointement avec ’ADMVQ,
portant sur les animaux de compagnie constate qu’au Québec, il y aurait
approximativement 1 325 000 chats, soit 1,6 chats par foyer et environ 840 000 chiens, soit

1,2 chiens par foyer québécois. Il est a noter que les animaux errants et en attente dans les
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animaleries n’ont pas été pris en compte dans ce sondage. De par leur grand nombre et
leur proximité avec les humains, les animaux domestiques sont potentiellement un réservoir
zoonotique pour ces protozoaires entéroparasites. Ainsi, comprendre le role des animaux
domestiques dans 1’épidémiologie et I’infectiosité des parasites du genre Cryptosporidium
est d’autant plus important qu’aux Etats-Unis d’Amérique, il y aurait une augmentation
significative du nombre de cas entre les années 2003 et 2005 selon le rapport de
surveillance de la cryptosporidiose chez 1’homme. En effet, le nombre de personnes
infectées est pass€ de 3 505 cas en 2003, a 3 911 en 2004, puis 8 269 en 2005 (Yoder et
Beach, 2007).

Au cours des cinq derni¢res années, le laboratoire de diagnostic du Centre hospitalier
universitaire vétérinaire (CHUV) de I’Université de Montréal a remarqué une augmentation
des cas d’infection a Cryptosporidium spp. chez les chiens et les chats domestiques en
provenance de la province de Québec (Alain Villeneuve, communication personnelle).
L’infection et la transmission zoonotique de Cryptosporidium spp. chez les animaux
malades ou porteurs sains sont mal connues. Etant donné le manque d’information sur la
biologie de ce protozoaire, I’augmentation des cas diagnostiqués chez les animaux de
compagnie, et compte tenu du fait qu’il n’existe toujours pas de thérapie efficace contre
Cryptosporidium spp. chez les chats et les chiens, il est pertinent d’étudier de plus pres cet
agent pathogéne zoonotique. Il est également nécessaire de connaitre sa prévalence au
Québec afin d’identifier les facteurs de risque liés a I’infection chez le chat et le chien.
Cette étude a pour but d’étudier I’infection naturelle a Cryptosporidium spp. chez le chien
et le chat vus en établissement vétérinaire, en testant I’association de variables explicatives

a la présence de ce parasite.



Chapitre I : Recension de la littérature

1 Entéroparasites du genre Cryptosporidium

1.1 Historique

Le parasite a été observé pour la premicre fois dans les glandes gastriques d’une
souris, Mus musculus, de laboratoire en 1907 par Tyzzer, qui lui donna le nom de
Cryptosporidium muris. Ce méme chercheur observa a nouveau ce protozoaire dans le petit
intestin de la souris en 1912, mais comme il était plus petit que le premier, il le considéra
comme une espece différente et le nomma C. parvum. Plusieurs années s’écoulérent avant
que Slavin (1955) décrive une nouvelle infection a C. meleagridis dans le systeme digestif
de la dinde, Meleagris gallopavo. Puis, c’est dans les années 70 que plusieurs rapports
d’études vétérinaires montrent un lien entre Cryptosporidium spp. et des cas de diarrhée

chronique chez le bétail (O’Donoghue, 1995).

La premiere infection due a Cryptosporidium spp. chez ’homme est diagnostiquée en 1976
chez un enfant de trois ans immunocompétent, mais atteint d’une entérocolite aigiie (Nime
et al, 1976). En 1982, quelques personnes en bonne santé ceuvrant auprés de bétail sont
infectées par des entéroparasites du genre Cryptosporidium (Current et al, 1983). Depuis ce
temps, I’infection est associée a des signes cliniques pouvant étre séveres, autant chez les

personnes immunodéficientes que chez les personnes saines.

L’épidémie la plus connue est celle de 1993 & Milwaukee (Etats-Unis d’Amérique). Elle
aurait touché plus de 400 000 personnes ayant bu de 1’eau du robinet contaminée (Mac
Kenzie et al, 1994). La source d’approvisionnement en eau potable de la ville de
Milwaukee aurait été¢ contaminée par 1’eau de ruissellement ayant transporté des ookystes
de Cryptosporidium spp. excrétés par le bétail paissant pres des rivieres du bassin versant

du lac Michigan. D’autres sources potentielles de contamination ont été identifiées, telles
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que les eaux usées municipales et les abattoirs situés preés de ces rivieres (Mac Kenzie et
al, 1994). D’ailleurs, les personnes travaillant avec des animaux, principalement le bétail,

sont plus a risque de se faire parasiter par Cryptosporidium spp. (O’Donoghue, 1995).

1.2 Taxonomie

1.2.1 Apicomplexes

Les organismes du genre Cryptosporidium sont des eucaryotes unicellulaires
appartenant au groupe monophylétique des alvéolés (Morrison, 2009). Les alvéolés, dont la
plupart appartiennent au sous-groupe des ciliés, dinophytes et apicomplexes, possédent tous
des vésicules sous-membranaires appelées alvéoles (Gould et al. 2008). Ils ont des modes
de nutrition trés divers, allant de la photoautotrophie, a la prédation, au parasitisme
intracellulaire et a la mixotrophie (Gould et al. 2008). En effet, les apicomplexes, dont font
partie les différentes espeéces de Cryptosporidium spp., comprennent des parasites
obligatoires pour la plupart des cellules animales (Gould et al. 2008). Plusieurs
apicomplexes sont pathogenes pour les humains et leurs animaux domestiques, engendrant

par exemple la malaria, la toxoplasmose et la coccidiose (Adl et al. 2005).

Etant donné la difficulté a différencier les apicomplexes sur la base de leur morphologie,
ces derniers ont ¢été¢ définis en quatre groupes distincts (i.e. coccidies, grégarine,
haemosporidiens et piroplamides), a partir de caractéristiques phénotypiques telles que
I’association a leurs hotes ou vecteurs et leurs sites d’infection. Aujourd’hui, cette
classification utilitaire n’est plus considérée représentative des relations évolutives existant
entre les différents organismes du groupe des apicomplexes (Morrison, 2009). Plus de 300
genres dans plus d’une soixantaine de familles ont été reconnus sur la base d’analyses
phylogénétiques faites principalement a partir des séquences de nucléotides du gene ARNr
18S (Morrison, 2009). Il n’existe toujours pas de phylogénie intégrant a la fois les

caracteres phénotypiques et génotypiques (Morrison, 2009).



5
Auparavant, Cryptosporidium était classé parmi les coccidies, alors qu’aujourd’hui, les
nouvelles études phylogéniques démontrent que ce groupe partagerait un ancétre commun
avec les grégarines (Figure 1 et 2), ce qui expliquerait I’inefficacité des traitements anti-
coccidies (Morrison, 2009). Le genre Cryptosporidium est donc actuellement considéré
comme un groupe sceur aux grégarines (Morrison, 2009). Les deux groupes présentent des
similitudes telles que leur cycle de vie monoxeéme (cycle direct avec un seul hote), leurs
ookystes contenant quatre sporozoites et leur comportement de préhension alimentaire par
une organelle multi-membraneuse, nommée rhoptrie, permettant de percer la membrane
cellulaire de 1I’hote et d’en ingérer le contenu cellulaire (Barta et Thompson, 2006). Ce

mode trophique se nomme myzocytose.
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Figure 1 : Relations phylogénétiques entre les différents groupes faisant partie des alvéolés
effectuées a partir des séquences completes du géne ARNr 18S (d’apres: Barta et

Thompson, 2006).
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Figure 2 : Arbre phylogénétique des genres du groupe des apicomplexes fait a partir des
séquences complétes du gene ARNr 18S (tiré de Morrison 2009).



1.2.2 Especes du genre Cryptosporidium

Cryptosporidium est le seul genre de la famille des Cryptosporidiidées et il est
constitué de plusieurs especes. Traditionnellement, les nouvelles especes de
Cryptosporidium étaient identifiées et nommées selon 1’hdte dans lequel le parasite avait
été identifi¢ la premiere fois, la localisation des stades de développement endogénes, la
morphologie et la localisation des stades de développement exogenes (Slapeta, 2009).
Ainsi, les noms des hétes de Cryptosporidium spp. ont souvent été utilisés pour désigner
une nouvelle espéce (Fayer, 2010). C. felis en est un exemple (Iseki, 1979). Depuis la
premiere description d’une espece appartenant au genre Cryptosporidium (1907), 37 noms
d’especes ont €t introduits (Slapeta, 2009). De ces noms, quatre étaient des nomina nuda
et cinq ont di étre retirés, car ces organismes n’appartenaient pas au genre Cryptosporidium
(Slapeta, 2009). Des 28 noms d’especes étudiés par Slapeta en 2009, seulement 21 espéces
seraient valides, puisque cing especes doivent étre mieux décrites afin d’obtenir ce statut et
que deux noms sont synonymes (Tableau I). Encore aujourd’hui, le statut des especes de
Cryptosporidium n’est pas toujours clair. En effet, une étude de Fayer (2010) accepte C.
macropodum (Power et Ryan, 2009), C. fragile (Jirku et al, 2008), C. fayeri (Ryan et al,
2008) et C. Ryanae (Fayer et Xiao, 2008), quatre nouvelles espéces non discutées dans
I’étude taxonomique de Slapeta effectuée en 2009, alors que les especes C. nasoris, C.
cichlidis, C. reichenbachklinkei, C. scophthalmi, C. pestis et C. cuniculus, acceptées par
Slapeta (2009) n’ont pas été discutées par Fayer (2010). Si I’on se fie a ces deux études

récentes, il existerait 25 especes de Cryptosporidium valides.

La taxonomie des especes de Cryptosporidium est particuliecrement complexe étant donné
qu’il existe trés rarement de culture in vitro (Slapeta, 2009) et de spécimens de référence
dans les collections, ce qui est le cas des protistes en général (Morrison, 2009). De plus,
bien que ’approche moléculaire se révele puissante pour différencier les especes de ce
genre, les bases de données publiques de référence telles que DDBJ/EMBL/GenBank ne
possedent pas tous les génotypes correspondant a I’ensemble des espéces décrites de

Cryptosporidium. De plus, I’information disponible dans ces bases de données est souvent
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limitée quant a ’information relative a I’hote et au lieu d’infection, ce qui restreint la
capacité de tirer des conclusions quant a ’adaptation et la spécificité de ces organismes a
un hote (Slapeta, 2009). Les especes les plus importantes sont C. parvum, C. hominis, C.
canis, C. felis et C. muris. Elles ont été décrites pour une premiere fois chez leurs différents
hétes, soit le bétail, I’homme, le chien, le chat et la souris respectivement. Il a longtemps
été considéré que les parasites étaient spécifiques a I’espece chez laquelle ils ont été isolés
et décrits pour une premicre fois (Slapeta, 2009). Cependant, I’hypothese de spécificité de
I’héte a été rejetée suite a des expériences de transmissions croisées (O’Donoghue, 1995;
Tzipori et Griffiths, 1998). De nos jours, il est possible d’identifier des génotypes a partir
de séquences d’ADN. Ainsi, 61 génotypes ont été caractérisés au moyen d’outils
moléculaires; ces derniers n’ont cependant pas le statut d’espéce puisqu’il n’existe pas
suffisamment d’information quant a leur biologie et ne répondent donc pas aux normes de
la Commission Internationale de Nomenclature Zoologique. Lors du sixieme
congres Molecular Epidemiology and Evolutionary Genetics in Infectious Disease, qui eut
lieu a Paris en 2002, il a été établi que pour obtenir le statut d’espéce, un parasite doit (1)
étre caractéris€ morphologiquement sur la base de ses ookystes, (2) étre caractérisé
génétiquement, (3) avoir démontré de fagcon naturelle et expérimentale (si possible) sa
spécificité avec son hote et (4) étre conforme aux régles de la Commission Internationale de

Nomenclature Zoologique (Fayer et Xiao, 2008; Plutzer et Karanis, 2009).



Tableau I: Mise a jour des noms et le statut attribué aux différentes espéces de

Cryptosporidium (D’apres Slapeta, 2009 et Fayer, 2010)

Nom Auteur Statut du nom d'espece Homo Felis Canis
C. muris Tyzzer, 1907 valide oui oui  oui
C. parvum Tyzer, 1912 valide oui oui  oui
C. crotali Triffit, 1925 retiré du genre

C. vulpis Wetzel, 1938 retiré du genre

C. baikalika Matschoulsky, 1947 retiré du genre

C. meleagridis Slavin, 1955 valide oui

C. tyzzeri Levine, 1961 synonyme (C.meleagridis)

C. lampropeltis Anderson et al, 1968 retiré du genre

C. ctenosauris Duszynski, 1968 retiré du genre

C. ameivae Arcay et Bastardo, 1969 nomina nuda

C. wrairi Vetterling et al, 1971 valide

C. agni Barker et Carbonell, 1974 nomen dubium

C. anserinum Proctor et Kemp, 1974 nomen dubium

C. bovis Barker et carbonell, 1974; Fayer et al, 2005 valide

C. cuniculus Inman et Takeuchi, 1979 valide

C. felis Iseki, 1979 valide oui oui

C. rhesi Levine, 1980 nomen dubium

C. serpentis Levine, 1980 valide

C. garnhami Bird, 1980 nomen dubium

C. nasoris Hoover et al, 1981 valide

C. enteritidis Payne et al, 1983 nomina nuda

C. baileyi Current et al, 1986 valide

C. curyi Ogassawara et al, 1986 nomen dubium

C. varanii Pavlasek et al, 1995 valide

C. villithecum Paperna et Vilekin, 1996 nomina nuda

C. cichlidis Paperna et Vilenkin, 1996 valide

C. reichenbachklinkei Paperna et Vilenkin, 1996 valide

C. saurophilum Koudela et Modry, 1998 synonyme (C. varanii)

C. galli Pavlasek, 1999 valide

C. andersoni Lindsay et al, 2000 valide oui

C. canis Fayer et al, 2001 valide oui oui
C. blagburni Morgan et al, 2001 nomina nuda

C. hominis Morgan-Ryan et al, 2002 valide oui

C. molnari Alvarez-Pellitero et Sitja-Bobadilla, 2002  valide

C. scophtalmi Alvarez-Pellitero et al, 2004 valide

C. pestis Slapeta, 2006 valide oui

C. fragile Jirku et al, 2008 valide

10



C. ryanae
C. fayeri
C. macropodum

C. suis

Fayer et al, 2008
Ryan et al, 2008
Power et Ryan, 2009
Ryan et al, 2009

valide
valide
valide

valide

oui

11



12
1.2.3 Especes retrouvées chez le chat, le chien et ’homme

Au début des années 80, il a été démontré de fagon expérimentale que C. parvum
pouvait parasiter le chien. Des anticorps associés au parasite ont été trouvés dans 80% des
échantillons sérologiques testés (Tzipori et Campbell, 1981). Jusqu’en 2001, on supposait
que les infections a Cryptosporidium spp. chez le chien étaient causées par C. parvum. Or,
le génotype C. canis a été¢ découvert en Australie en 2001 a partir d’une séquence d’un
fragment du géne ARNr 18S obtenue a partir d’un isolat de biopsie et de coprologie
effectués sur un chiot de moins de six mois et atteint du parvovirus (Denholm et al, 2001).
En 2001, Fayer et collaborateurs ont montré que le génotype canin possede des patrons
d’enzymes de restrictions différents de 1’espece C. parvum, ce qui lui conféra le statut
d’espece (C. canis). Puis, en 2003, lors d’un examen post-mortem d’un yorkshire de huit
semaines, on découvre pour la premiere fois Cryptosporidium canis dans I’estomac d’un
chien par ’amplification du fragment du géne actin extrait de la muqueuse intestinale et
gastrique (Miller et al, 2003). Bien qu’on la retrouve presque exclusivement chez les
canidés, I’espece C. canis infecte également I’homme et le bétail (Abe et al, 2002; Fayer et
Xiao, 2008). C. canis est incapable de contaminer la souris, méme naissante et/ou
immunodéficiente (Fayer et al, 2001). Les chiens sont susceptibles d’étre contaminés par

deux especes soit C. parvum et C. canis (Fayer et al, 2001).

L’espeéce Cryptosporidium felis a été identifiée par microscopie et par I’amplification d’un
fragment du géne ARNTr 18S pour la premiere fois en 1998 (Sargent et al, 1998). L’analyse
de la morphologie des ookystes soulignait une taille inférieure a celles des ookystes trouvés
dans les selles d’étres humains. La taille moyenne d’un ookyste du génotype félin est de 4,6
par 4,0 um, alors que les ookystes caractéristiques de C. hominis ont une taille moyenne de
5,0 par 4,5 um. Les analyses phylogéniques du géne ARNr 18S ont placé ces séquences
provenant d’isolats félins dans un groupe distinct suggérant ainsi le statut d’espece (Sargent

et al, 1998).
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1.3 Caracteéristiques biologiques

Les especes du genre Cryptosporidium se développent dans le lumen du petit
intestin des hotes vertébrés, a la surface apicale des cellules épithéliales. Des coupes
histologiques révelent un corps basophile attaché a la surface de la cellule lui donnant un
aspect granuleux avec des microvillosités. Ces protozoaires sont de forme sphérique ou
elliptique et mesurent entre 2 et 6 um de diametre. Toutes les espéces du genre
Cryptosporidium sont munies d’une organelle située a la base de chaque vacuole
parasitaire. Cette organelle permet au protozoaire de se nourrir aux dépens de la cellule de
I’héte. Les ookystes matures contiennent quatre sporozoites non enveloppés. La taille des
ookystes varie entre 4,5 et 7,9 um de longueur et 4,2 et 6,5 um de largeur, selon 1’espece.
Le complexe apical de ce protozoaire est rudimentaire; il consiste en un anneau double ou

triple formant un collier électro-dense (O'Donoghue, 1995).

Contrairement a d’autres apicomplexes parasites d’importance médicale et vétérinaire tels
que Plasmodium falciparum ou Toxoplasma gondii, les especes du genre Cryptosporidium
ne possédent ni génome extranucléaire, ni génome mitochondrial. Le génome de
Cryptosporidium parvum a été séquencé en 2004 (Abrahamsen et al, 2004). Le génome
nucléaire de dix mégabases code pour environ 3 800 geénes dont 4% serviraient aux
fonctions enzymatiques. Le génome nucléaire de Cryptosporidium spp. est relativement de
petite taille si on le compare a d’autres membres des apicomplexes. Ceci serait dii a son
faible nombre d’introns et a I’absence de certains génes codant pour des fonctions

métaboliques et pour une variance d’antigénes de surface (Abrahamsen et al, 2004).

Une étude portant sur la spécificité de ce protozoaire démontre que la pathogénicité differe
selon I’espece impliquée. Okhuysen et collaborateurs (1999) ont montré que la dose
infectante, la période de pré-patence, la durée et I’intensité de I’infection différent selon
I’espece et méme selon le génotype impliqué. Cela pourrait étre di a une variation dans la

composition en protéines de surface du parasite (Mead et al, 1990). En effet, des molécules
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importantes pour I’adhérence et 1’attachement du protozoaire aux cellules gastriques
joueraient un role quant a sa virulence. D’autre part, le protozoaire contiendrait également
une entérotoxine probablement impliquée dans la virulence (Simon et al, 1994; Okhuysen

et al, 1999).

1.4 Cycle de vie et mécanismes de ’infection

Ce parasite ne se multiplie pas dans I’environnement et I’infection résulte d’une
exposition directe (i.e. d’animal a animal, d’un animal & ’homme, de I’homme a I’homme)
ou indirecte (i.e. par ingestion d’eau contaminée et par pratique d’activités nautiques, par
ingestion de nourriture contaminée et par I’air contaminé) (Fayer et al, 2000; Pedraza-diaz

et al, 2001).

1.4.1 Développement dans 1’hote

Le cycle de vie complet peut se compléter a I’intérieur de I’hote (Figure 3) en deux
jours (Villeneuve, 2003). Les ookystes sporulés contiennent quatre sporozoites
immédiatement infectieux qui sont excrétés dans les matieres fécales de 1’hote. Une fois
ingérés, des facteurs tels que la présence d’enzymes pancréatiques, la température
corporelle, le dioxyde de carbone et les sels biliaires entrainent la dégradation d’une
extrémité de la paroi de 1’ookyste, ce qui permet de libérer les sporozoites. Ces derniers
s’attachent par la suite a la surface apicale des cellules épithéliales de 1’intestin

(O’Donoghue, 1995).

Des études in vitro démontrent que des facteurs tels que le pH, le temps d’incubation, la
dose infectante, les cations divalents et la réponse immunitaire de I’hote jouent un role
important sur la capacité des sporozoites a s’attacher sur les cellules épithéliales (Hamer et
al, 1994). Des glycoprotéines appartenant aux sporozoites contribuent également a la

mobilité et & I’adhésion, comme par exemple des lectines spécifiques Gal/GalNAc (Joe et
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al, 1998). Des études sur C. parvum démontrent que ce dernier induit un réarrangement
du cytosquelette, avant d’incorporer I’actine et I’a-actine des cellules hétes, formant ainsi
un complexe entre la cellule de I’hote et le parasite. Cette accumulation filamenteuse
d’actine est typique aux cellules infectées par ce protozoaire et elle reste en place durant la
pénétration intracellulaire et le début du développement du parasite (Elliot et al, 2000,

2001; Deng et al, 2004).

Le parasite pénétre ensuite dans un compartiment extracytoplasmique, mais intracellulaire.
Le mécanisme exact par lequel le parasite atteint cette vacuole parasitaire est méconnu. A
ce stade, le protozoaire, alors nommé trophozoite, se multiplie de fagon asexuée par
mérogonie, ce qui entraine la formation de huit nouvelles cellules filles ou mérozoites.
Ceux-ci pénetrent ensuite de nouvelles cellules épithéliales de 1’hote afin de pratiquer une
nouvelle mérogonie et former des mérozoites de type II. Ainsi, le mérozoite I forme quatre
mérozoites de type II. Suite a I’invasion de nouvelles cellules hotes, les mérozoites II se
reproduisent de fagon sexuée (gamétogonie) donnant naissance a des microgametes males
ou a des macrogametes femelles qui, a leur tour, se développent respectivement en
microgamétocytes et macrogamétocytes. Les microgamétocytes se développent en
microgametes non-flagellés qui fertiliseront les macrogamétocytes afin de former des
zygotes. Finalement, le zygote se multiplie de facon asexuée (sporogonie) et donne
naissance a un ookyste sporulé contenant quatre sporozoites. Parfois, les sporozoites se
libérent et redémarrent un nouveau cycle de développement dans le méme hote, mais
autrement les ookystes sont évacués avec les matieres fécales (O'Donoghue, 1995). Par
ailleurs, une étude in vitro menée par Hijjawi et collaborateurs (2004) montre que dans un
milieu de culture adéquat, ce protozoaire est capable de mener a bien son développement

sans cellule hote.

Chez la majorité des especes, la période de prépatence de ce parasite se situe dans un
intervalle allant de 2 a 14 jours, alors que la période de patence peut varier de quelques

jours a plusieurs mois selon les individus et les especes hotes (Villeneuve, 2003).
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Figure 3 : Cycle évolutif de Cryptosporidium spp. dans I’intestin gréle, démontrant les

étapes intracellulaires et extracellulaires connues (d’aprés Hijjawi et al, 2004; Barta et
Thompson, 2006).
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1.4.2 Dispersion des ookystes dans I’environnement

Les animaux contaminés par Cryptosporidium spp., en particulier le bétail, excrétent
de grandes quantités d’ookystes contaminant I’environnement et la nappe phréatique
(Peeters et al, 1989). Une étude montre que I’eau de surface des paturages peut contenir
jusqu’a 6 X 10° ookystes/L (Madore et al, 1987). Le ruissellement de 1’eau de paturage peut
contaminer 1’eau potable ou les cours d’eau utilisés a des fins de plaisance. Les chats et les
chiens contaminés peuvent également excréter des ookystes dans I’environnement sur une
période variant de quelques jours a quelques mois. En effet, Yoshiuchi et ses collaborateurs
(2010) montrent que 1’excrétion d’ookystes dans les matieres fécales peut durer entre 48 et
116 jours chez le chat et entre 21 et 88 jours chez le chien. Les ookystes de ce protozoaire
ont la faculté de survivre dans des milieux aérobiques ou anaérobiques, ce qui lui confere la
flexibilité de s’adapter tres facilement a divers environnements (Barta et Thompson, 2006).
Un test en milieu contr6lé montre que les ookystes de Cryptosporidium spp. peuvent
survivre un an dans ’eau salée a 4 °C (Castro-Hermida et al, 2008). Le fait que les ookystes
demeurent viables et infectieux dans 1’eau joue un role considérable dans la transmission de

cette zoonose (Chen et al, 2007).

La capacité du protozoaire d’entrer en dormance et ainsi de rester infectieux sur une longue
période de temps lui permet d’accroitre sa capacité de dispersion et d’infection. En effet,
une durée de dormance prolongée affecte le taux d’amylopectine, un hydrate de carbone qui
est la source d’énergie utilisée par le parasite pour éclore et former des sporozoites. Il s’agit
donc d’un élément important du pouvoir infectant du protozoaire. Lors de la dormance, les
ookystes utilisent de petites quantités d’amylopectine et lorsque le seuil devient trop bas,
les sporozoites qui s’y sont formés manquent d’énergie pour infecter les cellules (Vetterling
et Doran, 1969). Des ookystes de Cryptosporidium parvum stockés dans de 1’eau stérile
durant quatre mois a 15 °C ne présentent plus de trace d’amylopectine (Jenkins et al, 2002).
Le stade ookyste est relié a la dispersion, a la survie du parasite et a son pouvoir

d’infection.
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1.5 Réaction du systeme immunitaire de [’hote

Lorsque les parasites sont intracellulaires, ils sont moins susceptibles d’étre
reconnus et éliminés par le systtme immunitaire de leur hote (Heussler et al, 2001).
Cependant, la cellule contaminée possede la capacité d’engendrer sa propre mort et d’ainsi
contrecarrer 1’invasion du pathogene (Heussler et al, 2001). Les parasites Cryptosporidium
spp. logent au pdle apical des cellules épithéliales de I’intestin. La cellule infectée sécrete
des cytokines telles que IL-8 et GROSa qui attirent des neutrophiles dans la muqueuse des
tissus contaminés (Laurent et al, 1999). Cette médiation cellulaire est trés importante pour
se débarrasser de la présence du parasite. Ojcius et collaborateurs (1999) ont démontré par
immunofluorescence et par cytofluorimétrie que Cryptosporidium parvum peut entrainer
I’apoptose. Les cellules apoptotiques sont reconnues puis phagocytées par les macrophages.
Les résultats indiquent que le pourcentage de cellules subissant I’apoptose est fonction du

nombre d’ookystes infectants (Ojcius et al, 1999).

Cependant, Cryptosporidium spp. aurait acquis la capacité de moduler les défenses de
I’hote. Ainsi, les protozoaires intracellulaires dont Cryptosporidium parvum ont la capacité
d’inhiber la mort cellulaire programmée de la cellule hote en activant le facteur de
transcription NF-kB qui régule la transcription de protéines anti-apoptotiques (Heussler et

al, 2001).

1.6 Evolution des interactions hotes-parasites

Une étude phylogénétique sur I’adaptation des parasites a leur hote suggere que C.
parvum provient de parasites de rongeurs tandis que C. meleagridis provient de parasites
d’autres mammiferes et qu’ils auraient par la suite changé d’hote, pour se déplacer vers

I’homme, entre autres (Xiao et al, 2002).
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Les especes ayant récemment trouvé un passage chez ’homme seraient plus virulentes
afin d’assurer leur succes reproducteur et la propagation de ’infection parasitaire. Cette
stratégie est souvent retrouvée lorsque la transmission est horizontale, ¢’est-a-dire lorsqu’il
y a un changement d’héte (Poulin, 2006). Par exemple, la diarrhée chez 1’hédte facilite la
transmission des ookystes et ce, méme si une diarrhée prolongée peut compromettre la
survie de 1’hote. En théorie, le protozoaire évoluera jusqu'a ce qu’il atteigne une
exploitation optimale de son hote, lui permettant ainsi de maximiser sa longévité par son

pouvoir reproductif (Dybdahl et Storfer, 2003; Poulin, 2006).

1.7 Décontamination et désinfectants utiles

Des études ont montré que les rayons UV, le chlore et I’ozone affecteraient la
viabilité des ookystes de Cryptosporidium spp. en modifiant la perméabilité de leur
membrane, ou encore en modifiant les stimuli biochimiques qui permettent au protozoaire

de pénétrer et de se multiplier dans les entérocytes de son hote (Quilez et al, 2005).

Certaines compagnies d’épuration des eaux utilisent du dioxyde de chlore et du dioxyde
d’ozone pour désinfecter I’eau. Cependant, ces derniers ne sont efficaces que lorsque le
seuil de contamination est bas (moins de 10" ookystes par ml : Peeters et al, 1989). Une
étude in vivo montre que la température influence la capacité d’infection. En effet, des
ookystes de C. muris en suspension dans 1’eau, placés trois jours a -5°C et une journée a -
20°C ne sont plus infectieux. La méme étude démontre le méme effet pour une exposition a

55°C durant une minute (Neumayerova et Koudela, 2008).

Quelques désinfectants (Tableau II) ont la capacité d’inactiver des ookystes infectieux.
Parmi eux se trouvent les produits a base de formol (10%), d’ammoniaque (5%) ainsi que le
peroxyde d’hydrogene (Peeters et al, 1989; Quilez et al, 2005). Quilez et collaborateurs

(2005) ont comparé 1’efficacité¢ de deux produits a base de peroxyde d’hydrogeéne sur
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Cryposporidium spp. Leurs travaux montrent que 3% du produit « Ox-Agua », qui
contient une concentration de 48% de peroxyde d’hydrogéne appliqué pendant 30 minutes
rend inactifs les ookystes; le méme effet est obtenu avec 5% du produit « Ox-Virin » ayant

une concentration de 5% de peroxyde d’hydrogeéne appliqué pendant 120 minutes.

Tableau II : Désinfectants efficaces contre Cryptosporidium spp.

Produits Temps de contact Références
(minutes)

Ammoniac 5% 120 Campbell et al, 1982
Dioxyde de chlore 15 Peeters et al, 1989
Dessiccation 120 (air libre) Robertson et al, 1992
Formol 10% 120 Campbell et al, 1982
Congélation -5°C 4320 Neumayerova et Koudela, 2008
Congélation -20°C 1440 Neumayerova et Koudela, 2008
Conggélation -70°C non spécifié Campbell et al, 1982
Chaleur 55°C 1 Neumayerova et Koudela, 2008
Chaleur 65°C 30 Tzipori, 1983
H,0, 5% 120 Quilez et al, 2005
H,0, 48% 30 Quilez et al, 2005
Ozone 1,11 p.p.m. 6 Peeters et al, 1989

H,0; : peroxyde d’hydrogene

1.8 Traitement

Pour le moment, les options de traitement contre les différentes especes de
Cryptosporidium sont limitées (Chalmers et Davies, 2010). L’analyse des génomes de C.
hominis et C. parvum a permis de révéler I’absence de cible habituellement utilisée par les
traitements conventionnels contre les coccidies (Barta et Thompson, 2006). Contrairement
aux autres membres des apicomplexes, les espéces de Cryptosporidium ne possederaient
pas de plastide. Ainsi, I'inhibition du métabolisme des plastides n’est pas une option
pharmacologique (Zhu et al, 2000). Cook (2008) a d’abord suggéré I’utilisation de la

paromomycine, mais celle-ci n’a pas été retenue, car elle provoque de I’insuffisance rénale
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chronique chez le chat. Ce méme auteur suggere cependant un supplément en glutamine
pour aider la guérison des entérocytes affectés par les parasites Cryptosporidium spp.
D’autres médicaments tels que 1’azithromycine et le tylosin peuvent étre considérés pour
traiter des chats immunodéficients (Cook, 2008). Une étude menée en 2006 par Rossignol
et ses collaborateurs montre que la nitazoxanide, un thialozide qui empéche les protozoaires
de compléter leur cycle de vie, est considéré comme un traitement efficace contre la
diarrhée causée par la présence des parasites Cryptosporidium spp. chez les hommes
immunocompétents et agés d’au moins douze ans. Santé Canada (2010) permet I'usage de

la paromomycine chez ’homme.

1.9 Prévention

1.9.1 Immunothérapie

Développer un vaccin présenterait de nombreux avantages tels que permettre une
protection contre la cryptosporidiose, particulicrement chez les personnes
immunodéficientes et donc plus a risque de développer la maladie de fagon chronique. Il a
déja été¢ démontré que le colostrum bovin hyperimmun a la capacité d’enrayer ou du moins
d’améliorer les signes cliniques chez des personnes atteintes de cryptosporidiose (Ungar et
al, 1990; Doyle et al, 1993). Ceci suggere qu’il serait possible de développer un vaccin, a
condition d’identifier les antigénes de Cryptosporidium spp. Pour étre efficaces, les
anticorps spécifiques doivent se trouver sur le site d’infection assez longtemps pour se lier a
I’antigéne au moment approprié du cycle de vie du parasite, inactivant ainsi le mécanisme

d’infection (Crabb, 1998).
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1.9.2 Anticorps monoclonaux

Puisque les anticorps polyclonaux réduisent I’infection causée par Cryptosporidium
parvum, Schaefer et ses collaborateurs (2000) ont testé 1’hypotheése selon laquelle
I’immunité passive pourrait étre augmentée par [’utilisation d’anticorps monoclonaux
neutralisant des antigénes de stades définis du cycle de vie du parasite. Ces chercheurs ont
trouvé que les anticorps monoclonaux 3E2 (anti-CSL [aCSL]), 3H2 (aGP25-200) et 1E10
(aP23) pouvaient réduire ’infection de 93% chez la souris. Des protéines de surface jouent
un role connu dans I’adhésion, ’attachement et 1’invasion des cellules et sont ainsi des
cibles potentielles pour 1’élaboration d’un vaccin (Joe et al, 1998; Yu et al, 2010). Yao et
ses collaborateurs (2007) ont identifi¢ deux nouvelles protéines de surface des sporozoites
de Cryptosporidium parvum potentiellement intéressantes pour la confection d’un vaccin,
dont CP12, une protéine importante pour 1’adhésion du sporozoite et de 1’ookyste aux
cellules épithéliales du systéme intestinal. Des essais par immunofluorescence montrent
que Dl’anticorps peut spécifiquement se lier a la surface apicale du sporozoite. Yu et
collaborateurs (2010) ont testé les antigénes de CP12 et CP21 en tant que candidats
potentiels pour la fabrication d’un vaccin sur des souris BALB/c ayant préalablement été
inoculées oralement avec 1 X 10° ookystes de C. parvum. L’étude montre que le vaccin par
voie nasale offre une meilleure protection que le vaccin injecté par voie intramusculaire.
Bien que le vaccin testé par Yu et ses collaborateurs (2010) ne permet pas une protection
complete contre le parasite, une diminution statistiquement significative (77,5% de
réduction) quant a I’excrétion des ookystes du parasite dans les matieres fécales, une
augmentation significative du niveau d’IgG dans le sérum, ainsi qu’un plus haut
pourcentage des cellules T CD4" et T CD8" ont été notés pour le groupe de souris ayant été

vaccinées par voie nasale.

L’efficacité et la sécurité¢ d’utilisation de concentré d’immunoglobulines dérivant de
colostrum bovin ont été testés chez des individus atteints a la fois de VIH et du parasite
Cryptosporidium spp. Le traitement s’est avéré significativement efficace pour diminuer le

nombre d’évacuations fécales par jour, en plus de réduire le poids des feces (p= 0,04), sans
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engendrer d’effets secondaires (Greenberg et Cello, 1996). Le développement d’un
vaccin efficace est actuellement considéré prioritaire afin d’offrir une protection adéquate

aux personnes a risque.

2.1 Signes cliniques chez ’homme

Le site principal d’infection est le petit intestin, mais 1’infection peut également se
propager dans tout le systeme digestif (Chalmers et Davies, 2010). Dans certains cas isolés,
on observe méme que Cryptosporidium spp. posséde la capacité de migrer jusque dans les
organes extra-intestinaux (Davis et al, 1987). Les signes cliniques les plus spécifiques de la
cryptosporidiose sont: une perte de poids rapide, des crampes, des nausées, des
vomissements, une légere fievre et plusieurs évacuations liquides (jusqu’a dix selles par
jour) souvent avec mucus, mais rarement accompagnées de sang. La gravité et la durée de
I’infection dépendent du degré d’immunité de la personne atteinte. Les signes cliniques
durent de une a deux semaines chez une personne immunocompétente (O'Donoghue, 1995).
I1 est établi que les especes zoonotiques peuvent causer la diarrhée chez les individus ayant
un systeme immunitaire déficient (Abe et al, 2002; Bowman et Lucio-Forster, 2010). Cama
et collaborateurs (2007) ont caractérisé les différentes manifestations cliniques selon
I’espece de Cryptosporidium en cause. Leurs résultats suggerent que le signe clinique
associé a C. felis et a C. canis est la diarrhée, car C. hominis et C. parvum étaient également
présents chez six des 21 patients qui présentaient des vomissements en plus de la diarrhée.
Les auteurs de cette recherche suggérent que des infections dues a plusieurs espéces de

Cryptosporidium pourraient étre plus fréquentes que ce qui a été observé.

2.2 Facteurs de risque

2.2.1 Immunodéficience

Les groupes les plus a risque de souffrir de cryptosporidiose sont les enfants, les

personnes souffrant de malnutrition, les personnes immunodéficientes, les personnes ayant
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subi une greffe, ou encore les personnes recevant un traitement de chimiothérapie (Fayer
et al, 2000; Tumwine et al, 2005). D’autres études effectuces sur des personnes ayant peu
de cellules CD4 (comptage inférieur a 50) ont permis de trouver une faible corrélation entre
la présence de ce protozoaire et celle du VIH (Hunter et Nichols, 2002; Bowman et Lucio-
Forster, 2010). C’est en 1999 que Pieniazek et collaborateurs ont détecté une premiere
infection chez I’humain causée par C. felis et par C. canis. Ces mémes auteurs suggerent
que la découverte d’un nouveau génotype chez I’homme serait issue d’une infection
opportuniste; en effet, les personnes testées étaient immunodéficientes et leur infection
aurait ¢té causée par des especes en circulation chez des animaux domestiques. Cependant,
C. felis a été détectée par PCR chez une fillette de cinq ans immunocompétente ne
présentant aucun signe clinique (Wang et al, sous presse). D’autre part, les personnes
n’ayant jamais été exposées a Cryptosporidium spp. sont plus susceptibles d’étre
contaminées par de petites quantités d’ookystes, car elles n’ont pas d’anticorps spécifiques
contre ces parasites. Aussi, selon 1’espéce ou le génotype en cause, la DIso passe de neuf

ookystes a 1 042 ookystes (Okhuysen et al, 1999).

2.2.1 Présence d’animaux domestiques

L’animal domestique partageant [’habitat de 1’homme, la proximité et les
interactions avec les proprictaires augmentent les risques de transmission d’agents
zoonotiques pathogénes. Un sondage mené aux Pays-Bas démontre que 50% des gens
permettent a leur animal de compagnie de lécher leur visage, 60% des animaux de
compagnie sont admis dans la chambre a coucher, 45 a 60% des chats et chiens sont admis
sur le lit et 18 a 30% dorment avec leur propriétaire. Presque 39% des propriétaires de
chiens ne ramassent jamais les mati¢res fécales de leur animal. Finalement, 15% des
propriétaires de chiens et 8% des propriétaires de chats se lavent régulierement les mains
apres avoir caressé leur animal (Overgaauw et al, 2009). Xiao et collaborateurs (2001) ont
isolé et détecté, par diagnostic moléculaire, cinq especes de Cryptosporidium issues des
matieres fécales de 80 enfants immunocompétents au Pérou soit C. parvum, C. meleagridis,

C. hominis, C. canis et C. felis. Selon leurs résultats, la présence d’animaux domestiques
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dans [I’habitat immédiat n’explique pas la prévalence de ces cinq especes de
Cryptosporidium : la prévalence du parasite chez les enfants vivant avec des animaux de
compagnie n’est pas statistiquement différente de la prévalence du parasite chez les enfants
ne possédant pas d’animal domestique. Une étude récente menée par Neira et
collaborateurs (2010) a rapporté pour la premicre fois la possibilité d’une transmission de
C. parvum entre une femme immunocompétente, mais atteinte de diarrhée et son chat
asymptomatique. En effet, C. parvum a été détectée par PCR dans leurs matieres fécales et
tous deux étaient infectés durant la méme période de temps par le parasite. La littérature
rapporte peu de cas de zoonose, les animaux domestiques représenteraient un risque
minimal dans la transmission zoonotique de cet agent pathogéne (Lucio-Forster et al,

2010).

2.3 Prevalence

Une méta-analyse (Horman et al, 2004) a permis d’estimer la prévalence de
Cryptosporidium spp. chez les habitants des pays nordiques européens (Suede, Norvege,
Danemark et Finlande), a 0,99% pour la catégorie de personnes ne présentant pas de signe
clinique et 2,91% pour la catégorie de personnes présentant un ou plusieurs signes cliniques
(vomissements, gastroentérite, diarrhée, douleur ou crampes abdominales. Selon ces
auteurs, la prévalence est sous-estimée, car les personnes n’ayant ni inconfort ni signe
clinique ne consultent habituellement pas de médecin pour un contréle du systéme
gastrique, et que les méthodes de diagnostic utilisées dans les laboratoires médicaux ne sont

pas assez sensibles.

La prévalence de Cryptosporidium spp. peut atteindre 31,5% dans les pays en voie de
développement. Elle affecte particulicrement les enfants (Gatei et al, 2006). Gatei et
collaborateurs (2006) ont effectué¢ une recherche sur ce parasite au Kenya et ils estiment
que la prévalence de ce parasite est plus élevée chez les enfants agés de 13 a 24 mois. Les

résultats de Gatei et collaborateurs (2006) démontrent que sur les 4 899 échantillons de
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maticres fécales analysées, 4% contenaient Cryptosporidium spp. L’analyse moléculaire
a permis d’affiner ces résultats en démontrant que 87% des échantillons étaient contaminés
par C. hominis, 9% par C. parvum et 4% par C. canis, C. felis, C. meleagridis ou C. muris.
La méme étude montre que le taux d’infection augmente entre novembre et février, c'est-a-
dire pendant la saison chaude et seche au Kenya. Les auteurs de cette ¢tude suggerent que
le manque d’eau en période de saison séche commune a plusieurs pays en voie de
développement diminue la qualité¢ de I’hygi¢ne de ces populations humaines, ce qui a pour
conséquence d’augmenter le risque d’étre contaminé par Cryptosporidium spp. (Gatei et al,
2006). Cependant, une étude menée par Siwila et collaborateurs (sous presse) sur 100
enfants en Zambie, démontre un pic d’infection avec une prévalence de Cryptosporidium
spp atteignant 34,8 % durant la saison humide (octobre-avril) contre 24,7% lors de la saison
séche (mai-septembre). Les auteurs de cette étude suggerent que les fortes pluies et le

ruissellement auraient probablement contaminé les sources d’approvisionnement en eau.

Aux FEtats-Unis d’Amérique, environ 2% des matiéres fécales testées lors d’examens
médicaux sont positifs a Cryptosporidium spp. Etant donné que 15 millions de personnes
atteintes de diarrhée consultent un médecin chaque année, on estime a 300 000 le nombre
de personnes infectées par ce parasite dans ce pays (Fayer et al, 2000). Durant I’année
2000, toujours aux Etats-Unis d’ Amérique, une étude menée sur 2 896 personnes provenant
de 48 Etats estime la prévalence de Cryptosporidium spp. a 13%. De ce nombre, 30% des
gens infectés ne présentaient aucun signe clinique (Amin, 2002). De plus, le rapport de
surveillance de la cryptosporidiose aux E-U rapporte une augmentation de cet agent
pathogéne de 111,4% entre 2003 et 2005. La majorité des cas a été rapportée dans les Etats
du nord. Les enfants entre un et neuf ans et les adultes entre 30 et 39 ans comptent parmi
les plus fréquemment atteints. Ceci pourrait étre expliqué par I'immaturité du systéme
immunitaire des jeunes enfants, puis la transmission a leurs parents ou aux personnes qui en
prennent soin (employés de la garderie, enseignants, etc.). L’infection débute en été et
persiste jusqu’au début de I’automne, ce qui coincide avec I’augmentation des activités

extérieures, dont la natation (Yoder et Beach, 2007). Cette infection est maintenant a
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déclaration obligatoire au Canada, et cela depuis 1’année 2000 (Agence de santé publique

du Canada, 2003).

2.4 Prévention

Etant donné que les traitements pour la cryptosporidiose restent limités, la
prévention reste la meilleure fagon de lutter contre le parasite (Chalmers et Davies, 2010).
L’ingestion d’eau et d’aliments contamings, ainsi que le contact direct sont les principaux
modes de transmission du parasite (Brown et al, 2004). Comme les personnes infectées
excretent une grande quantité d’ookystes dans I’environnement et que la dose infectieuse
est faible, une hygiéne rigoureuse incluant de fréquents lavages de mains (particulierement
apres avoir changé des couches, apres avoir pris soin d’une personne souffrant de diarrhée,
apres avoir fait ses besoins, apres avoir nettoy¢ des vétements ou de la literie souillée, apres
avoir été¢ en contact avec des animaux, avant de préparer de la nourriture et avant de
manger) est la principale fagon d’éviter la contamination (Brown et al, 2004; Chalmers et
Davies, 2010). De plus, les fruits et légumes devraient étre lavés avec de I’eau
préalablement bouillie, lorsque 1’eau potable est indisponible (Chalmers et Davies, 2010). 11
est recommandé que les individus contaminés par le parasite soient exclus de leur lieu de
travail, de 1’école et autres institutions publiques jusqu’a 48 heures apres le dernier épisode
diarréhique (Brown et al, 2004). Les individus doivent également attendre un minimum de
48 heures apres le dernier épisode diarrhéique avant de fréquenter les piscines publiques,
car les ookystes de Cryptosporidium spp. continuent d’étre excrétés en méme temps que les
premiéres selles normales. De plus les ookystes résistent au taux standard de chlore

retrouvé dans I’eau des piscines (Peeters et al, 1989; Brown et al, 2004).

Des mesures plus rigoureuses sont recommandées pour les individus a risque. Les jeunes
individus atteints de leucémie aigué, les personnes ayant un syst¢eme immunitaire déficient,
incluant tous les individus dont la fonction des cellules T est compromise, ou encore ayant

une déficience du ligant CD 40 (syndrome d’hyper IgM) devraient bouillir I’eau, que ce
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soit pour la boire, pour laver des aliments ou pour faire de la glace et ce, pour I’eau
provenant de n’importe quelle source, embouteillée ou non (EPA, 1999; Hunter et Nichols,
2002; Brown et al, 2004). Des filtres supprimant les particules d’un diametre plus petit
qu’un micrometre peuvent aussi €tre utilisés (EPA, 1999). D’autres comportements tels que

le contact avec de jeunes animaux et I’ingestion d’eau en se baignant doivent étre évités

(Hunter et Nichols, 2002).

2.5 Dépistage et identification de Cryptosporidium spp.

Plusieurs méthodes existent afin de diagnostiquer l’infection (Figure 4). Les
meéthodes de concentration, de coloration ou encore les méthodes d’immunofluorescence ou
de capture d’antigenes (ELISA) sont utilisées pour dépister la présence d’ookystes dans les

maticres fécales (Baillargeon, 2004).

2.5.1 Techniques de concentration

Différentes techniques de concentration sont utilisées : la flottation dans une
solution saturée de sucrose (technique Sheather), dans une solution saturée de ZnSO4 ou
dans une solution saturée de NaCl. Il existe également des techniques de concentration par
sédimentation dans la formaline-acétate d’éthyl (FAE) ou dans la formaline-éther (FE) qui
nécessitent de plus petites quantités de matieres fécales que les techniques de flottation
(Bukhari et Smith, 1995; Baillargeon, 2004). Le seuil de détection pour les techniques de
flottation de Sheater ou de flottation dans une solution saturée de NaCl est évalué a 4 000
ookystes par gramme de maticres fécales (Webster et al, 1996). Bukhari et Smith (1995)
ont comparé trois techniques de concentration, soit la flottation de Sheater, la flottation
dans le ZnSO, et celle dans I’eau-éther. Ils ont obtenu des taux de recouvrement
respectivement de 24 a 64,8%, de 21 a 40,9% et de 46,4 a 74,9%. De plus, selon leurs
résultats, il semble que ni la flottation avec la solution de sulfate de zinc, ni la flottation

avec la solution sucrée ne permet de déterminer la viabilité des ookystes. Ainsi, leur choix
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quant a la méthode la plus sensible est celle de I’eau-éther suivie par la solution saturée

€n SucCrose.

Certains facteurs influencent la sensibilité des techniques de concentration. La provenance
des ookystes et la présence de lipides dans les féces en sont des exemples. Il semble que la
méthode de flottation dans une solution saturée en ZnSO4 soit plus efficace pour la
détection des ookystes dans le sol que les autres méthodes. Ceci serait dii au fait que les
cations dispersent les particules du sol, empéchant ainsi les ookystes de former des agrégats
avec celles-ci (Kuczynska et Shelton, 1999). Les techniques par sédimentation sont
appropriées lorsqu’il faut extraire les lipides des matieres fécales. La FAE retient les lipides
et les débris fécaux, ce qui permet aux ookystes de se disperser dans la phase aqueuse. Il est
également possible de combiner une méthode de sédimentation avec une méthode de
flottation afin d’optimiser les chances d’obtenir un haut taux de recouvrement (Bukhari et

Smith, 1995; Baillargeon, 2004).

2.5.2 Techniques de coloration

Les techniques de coloration utilisées pour les ookystes de Cryptosporidium spp.
sont basées sur les propriétés de coloration alcoolo-acido-résistante de leur membrane
(Baillargeon, 2004). Ces techniques comprennent la technique de coloration par la chaleur,
aussi nommée Ziehl-Nielsen modifiée, et la technique Kinyoun. La technique de coloration
a froid (Kinyoun) requiert une concentration d’ookystes située entre 10* et 10 ookystes par
gramme de matieres fécales pour obtenir une efficacité de 100% (Weber et al, 1992). La
coloration est couramment utilisée dans les techniques de diagnostic puisqu’elle permet
plus facilement de repérer, de reconnaitre leur morphologie et de compter les ookystes

(Baillargeon, 2004).
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2.5.3 Test de capture d’antigéne (ELISA)

Les infections avec Cryptosporidium parvum stimulent la production
d’immunoglobulines A, M et G spécifiques aux antigénes de surface. Il est ainsi possible de
diagnostiquer 1’agent en cause grace a un test de capture d’antigene (ELISA). Priest et ses
collaborateurs (1999) ont testé la sensibilité et la spécificité d’un ELISA pour la détection
d’anticorps contre I’antigéne 17-KDa. Les résultats montrent une sensibilité de 91% et une
spécificité de 60%. Le test d’immunobuvardage de 1’ouest serait plus sensible que I’ELISA
(Priest et al, 1999). L’existence d’antigénes communs a Cryptosporidium spp. et Eimeria
spp. diminuerait la spécificité des tests sérologiques, ce qui en limiterait 1’utilisation. En
effet, une réaction immunitaire croisée entre Cryptosporidium spp. et Eimeria spp. a été
démontrée avec un test ELISA et confirmée par un test d’immunobuvardage de 1’ouest
(Lorenzo et al, 1998). La non-spécificité des méthodes basées sur les anticorps peut
s’avérer problématique lorsqu’il y a une réaction croisée avec d’autres microorganismes.
Par exemple, lors d’une étude sur des ookystes trouvés dans les branchies et dans
I’hémolymphe d’huitres, un grand nombre d’organismes de tailles et formes différentes
étaient aussi fluorescents que les ookystes de Cryptosporidium spp. (Fayer et al, 1998;

Fayer et al, 2000).

2.6 Diagnostic moléculaire

Le diagnostic moléculaire par 1’utilisation de la réaction en chaine par polymérase
(PCR) est la technique la plus efficace et cela, autant pour les études cliniques que pour les
études environnementales (Kaushik et al, 2008). Cette technique, mise au point par Dr
Kerry Mullis, se base sur I’amplification d’un fragment spécifique d’ADN. L’ADN
amplifié peut ensuite étre visualisé sur gel d’agarose et étudi¢ par différentes techniques
telles que I’hybridation, 1’analyse des RFLP ou encore le séquencage direct (Voet et Voet,

1998).
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L’amplification exponentielle du locus choisi permet a la PCR de détecter des séquences
cibles présentes en nombres extrémement faibles dans un échantillon. Cela en fait une
méthode tres sensible. Cependant, une étude menée par Webster et collaborateurs (1996)
montre qu’un seuil minimal de 1 600 ookystes par gramme de maticres fécales doit Etre
atteint pour que la PCR détecte le protozoaire. De plus, I’extraction d’ADN et son
amplification sont plus ardues lorsque les échantillons proviennent de matic¢res fécales et de
I’environnement (Widjojoatmodjo et al, 1992; Monteiro et al, 1997). Les échantillons
provenant de matieres fécales et de I’environnement contiennent des substances inhibitrices
de la « Taq polymerase ». En effet, une faible concentration de bile, de bilirubine et des
polysaccharides complexes en provenance des matieres fécales peuvent inhiber 1’activité de
la « Taq polymerase » et donc la PCR (Widjojoatmodjo et al, 1992; Monteiro et al, 1997).
La technique de séparation immunomagnétique (IMS) couplant des billes magnétiques a un
anticorps, permet de se débarrasser des impuretés qu’elles soient biologiques, particulaires

ou chimiques (Webster et al, 1996; Baillargeon, 2004).

Il existe plusieurs variantes de techniques moléculaires conduisant & une grande variété
d’applications (Figure 5). Les techniques suivantes ont été utilisées pour le dépistage de

Cryptosporidium spp.

2.6.1 PCR multiplexe

Le protocole permet d’amplifier plusieurs locus d’ADN distincts a la fois. Ceci est
utile pour diagnostiquer des infections concomitantes causées par des génotypes différents,
ce que la méthode standard ne permet pas dans une méme réaction PCR. Cette méthode se
base sur le dessin de couples d’amorces spécifiques correspondant aux différents locus
appartenant a chaque génotype. Ainsi, cette méthode a 1’avantage d’étre plus rapide en
diminuant le nombre de réactions PCR a effectuer et la quantité de réactifs totaux a utiliser

pour un méme nombre de diagnostics. Un PCR multiplexe a été développé pour
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diagnostiquer les especes C. parvum, C. andersoni, C. ryanae, et C. bovis (Santin et

Zarlenga, 2009).

2.6.2 PCR emboitée

Cette technique a pour but d’augmenter la spécificité et la sensibilité du diagnostic.
La PCR emboitée se fait en deux étapes et utilise deux couples d’amorces différents. Le
premier couple d’amorces sert a amplifier un fragment de géne spécifique aux différentes
especes de Cryptosporidium, alors que le second couple d’amorces permet d’amplifier un
fragment interne de I’amplicon de maniere spécifique a une espéce particulicre de
Cryptosporidium. Cela permet une meilleure sensibilité et réduit les chances de
contamination par la présence d’autres apicomplexes dans les maticres fécales a 1’étude.
Cette technique est capable de détecter la majorité des génotypes et des especes de

Cryptosporidium (Xiao et al, 1999).
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Figure 4: Schéma des différentes approches utilisées pour détecter et quantifier
Cryptosporidium spp. issu d’échantillons de matiéres fécales ou d’échantillons d’eau. (A)
méthode par microscopie, (B) détection des antigénes par immunoessai, (C) cytométrie, (D)
hybridation in situ, (1) échantillon a tester, (2) échantillon positif a Cryptosporidium spp.,
(3) contrdle positif, (4) anticorps de capture, (5) anticorps secondaire spécifique, (6)
conjugué pour une détection par colorimétrie, (7) antigene, (8) ELISA, (9) émetteur laser,
(10) échantillon contenant des ookystes colorés et labellés, (11) détecteur par lumiere, (12)
affichage par ordinateur, (13) oligonucléotide, (14) fluorochrome, (15) locus cible (ex: gene

ARNr 18S). (D’apres Jex et al, 2008)
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Figure 5: Méthodes basées sur la réaction en chaine par polymérase (PCR) afin d’effectuer
le génotypage de Cryptosporidium spp. (D’apres Jex et al, 2008)



35

2.6.3. Marqueurs moléculaires

Différentes techniques de diagnostic moléculaire ont été utilisées par des chercheurs
afin de différencier les especes et génotypes de Cryptosporidium (Figure 5). Les geénes
couramment utilisés pour le diagnostic moléculaire de Cryptosporidium spp. sont énumérés
dans le Tableau III. L’amplification d'un fragment de géne de la petite sous-unité d’ARN
ribosomiale (ARNr 18S) est fréquemment utilisée afin de détecter la présence de
Cryptosporidium spp. chez ’homme, les animaux et I’eau (Jex et al, 2008; Xiao et al,
2010). L’alignement des séquences de ce gene permet de différencier les especes de
Cryptosporidium par la présence a la fois de régions hautement conservées et de régions
variables (Xiao, 2010). Le diagnostic moléculaire fait a partir des génes codant pour les
protéines de la membrane de 1’ookyste (COWP) est moins populaire ces derni¢res années,
car elles ont donné de moins bon résultats que les diagnostics faits a partir du géne ARNr
18S. En effet, seulement 23 sur 116 articles scientifiques publiés entre 2007 et 2010 ont
utilisé ce marqueur et dans plusieurs cas, le gene ARNr 18S a été amplifié conjointement
aux génes COWP (Xiao, 2010). D’autres genes tel que celui codant pour la protéine de
I’actine et de la « heat shock proteine » (HSP70) permettent d’identifier les différentes
especes de Cryptosporidium présentes, alors que les séquences des espaces de transcription
(ITS) de I’ADN ribosomiale sont beaucoup plus variables et sont utilisées pour détecter la

variation intraspécifique existant au sein d’une méme espece (Jex et al, 2008).
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2.7 Prévalence et facteurs de risque chez le chien

Le protozoaire est signalé dans plusieurs pays (Tableau IV). En Italie, Rinaldi et
collaborateurs (2008) ont observé une prévalence de Cryptosporidium spp. de 4,2% chez
des chiens en milieu urbain. Une autre étude menée au Brésil dans laquelle des fragments
du géne ARNr 18S de Cryptosporidium spp. retrouvés dans des matieres fécales provenant
de neuf chiens infectés par ce parasite ont été¢ amplifiés par la réaction PCR puis séquencés,
a identifié¢ C. canis (Thomaz et al, 2007). Dans la ville d’Osaka (Japon), la prévalence a été
estimée a 9,3% et la caractérisation du génotype par amplification et séquengage de
fragments du géne ARNr 18S a démontré que 100% des échantillons étaient contaminés par

C. canis (Abe et al, 2002).

L’environnement du chien influence le risque d’étre contaminé par le protozoaire. En effet,
les chiens habitant un refuge ont un risque de contamination plus élevé, car le stress
affaiblit leur systeme immunitaire (Palmer et al, 2008). Ils ont également plus de contacts
avec d’autres chiens et la possibilité¢ de se réinfecter (Dubna et al, 2007; Palmer et al,
2008). En Corée, une ¢tude effectuée sur 257 chiens établit une prévalence de
Cryptosporidium spp. atteignant 9,7%, les plus atteints étant les chiens de compagnie
(13,8%), suivis par les chiens de garde (10,1%) puis par les chiens de ferme (6,1%) (Kim et
al, 1998). Cependant, en Espagne, il n’existerait pas de différence statistiquement
significative de la prévalence de Cryptosporidium spp. chez les chiens errants et les chiens

de compagnie (Causapé et al, 1996).

Par contre, 1’age serait une variable pouvant expliquer la présence du parasite puisque la
prévalence la plus élevée (22%) se trouve chez les chiots non-errants de six mois et moins
probablement a cause de leur systtme immunitaire immature (Causapé et al, 1996 ; Palmer
et al, 2008). De plus, la prévalence de ce parasite est significativement plus élevée (p <
0,05) chez les chiens diarrhéiques (prévalence de 30%) par rapport aux chiens n’ayant pas

de diarrhée (prévalence de 4,2 %) (Causapé et al, 1996).
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La saison et les habitudes alimentaires pourraient également étre des facteurs de risque.
En République tcheéque, la prévalence de Cryptosporidium spp. estimée chez le chien est de
1,4%. De plus, la prévalence globale estimée est significativement plus élevée au printemps
et particulierement dans les milieux ruraux (p < 0,01). Les auteurs ont avancé I’hypothese
qu’a la campagne, les animaux ont la possibilité de chasser des hotes paraténiques et qu’ils
sont plus souvent nourris avec de la nourriture crue. Cette méme étude permet de conclure
que la prévalence peut €tre jusqu'a sept fois plus élevée chez les chiens de refuge, surtout

s’ils y résident pour une longue période (Dubna et al, 2007).

Les études de Causapé (1996) et de Dubna (2007) ne caractérisent pas 1’espeéce
Cryptosporidium en cause. Il est difficile d’évaluer si C. canis est fréquent et pathogeéne
pour le chien. Cependant, il devient clair que le chien peut contribuer de fagon significative
a la dispersion de ces agents zoonotiques tant en milieu urbain qu’en milieu rural (Dubna et

al, 2007).
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2.7.1 Pathogénicité de Cryptosporidium spp. chez le chien

Aydin et collaborateurs (2004) ont détecté la présence d’une espece de
Cryptosporidium lors de la nécropsie d’un chiot de dix mois atteint de distemper.
Cryptosporidium spp. a également été identifi¢ chez un chiot de neuf semaines atteint du
parvovirus et souffrant d’une gastroentérite aigiie (Denholm et al, 2001). Lorsque les
animaux sont jeunes et atteints d’une infection comme le distemper ou le parvovirus, il
devient difficile de déterminer I’importance respective de chaque microorganisme dans
I’apparition de signes cliniques. Il n’est pas toujours possible de savoir si la découverte du
parasite est accidentelle ou si le protozoaire est associé avec la pathologie. Généralement,
I’immunosuppression provoquée par ces infections virales, tel que le distemper augmente la
gravité¢ des infections parasitaires. Il est aussi possible que I’infection soit sous-clinique
(Aydin et al, 2004). Les signes cliniques identifiés chez un chien adulte immunocompétent
atteint de cryptosporidiose sont une perte de poids et la présence d’une diarrhée chronique

(Greene et al, 1990).

2.8 Prévalence et facteurs de risque chez le chat

La premicre découverte de Cryptosporidium spp. chez le chat fut faite au Japon en
1979 (Iseki, 1979). Dans la littérature scientifique, trois especes de Cryptosporidium ont été
retrouvées chez le chat soit : C. felis, C. parvum et C. muris (Morgan et al, 1998; Sargent et
al, 1998; Pavlasek et al, 2007). La prévalence de ce parasite chez le chat a été évaluée par
microscopie entre 0% et 12,3% aux Etats-Unis d’Amérique, en Australie, en République
tchéque, au Japon, en Allemagne et en Ecosse (Fayer et Xiao, 2008). Par exemple, en
Australie, Sargent et collaborateurs (1998) ont trouvé une prévalence de 1,2% de I’espece
féline chez des chats agés de 12 a 18 mois. Une autre étude australienne menée sur 40 chats
(dont les ages se situaient entre six mois et 20 ans) a montré une prévalence de 10%. Si ces
40 échantillons de maticeres fécales félines ont montré des résultats négatifs a
Cryptosporidium spp. lors d’une évaluation microscopique, il s’avere que suite a
I’amplification et au séquengage du fragment du gene ARNr 18S, 10% de ces mémes

échantillons contenaient C. felis (McGlade et al, 2003). Thomaz et collaborateurs (2007)
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ont également amplifié et séquencé un fragment du gene ARNr 18S provenant
d’échantillons positifs a Cryptosporidium spp. issus de sept chats ayant passé un examen de
routine a la Faculté¢ de médecine vétérinaire de Sao Paulo (Brésil). Tous les échantillons
contenaient C. felis. Malgré le petit nombre d’échantillons, ce résultat est important vu la

possibilité zoonotique de cet agent pathogene.

Sachant que I’excrétion des ookystes de Cryptosporidium spp. est intermittente autant chez
les chats asymptomatiques que chez les chats présentant des signes cliniques, il est possible
que la prévalence chez le chat soit sous-évaluée, car les maticres fécales sont souvent

testées qu’une seule fois par individu (Rambozzi et al, 2007).

Rambozzi et collaborateurs (2007) ont identifié quatre facteurs de risque pour le chat,
statistiquement associés a une augmentation de probabilité de contracter la maladie. Ces
facteurs sont : un age inférieur a un an, le type de diéte (s’il est adepte d’une di¢te maison
ou d’une dicte commerciale), la présence de diarrhée et la présence d’autres parasites
entériques. La présence de kystes de Giardia est associée de fagon statistiquement
significative avec 1’excrétion d’ookystes de Cryptosporidium spp. chez les félins

(Ballweber et al, 2009).

2.8.1 Pathogénicité de Cryptosporidium spp. chez le chat

Il est possible que les infections dues a C felis n’engendrent pas ou peu de signes
cliniques chez le chat, puisqu’il serait adapté a cet hote (Ballweber et al, 2009). Une étude
d’Asahi et de ses collaborateurs (1990) ne permet pas d’associer de signe clinique avec la
présence de Cryptosporidium spp. chez des chats. Cependant, certains chats infectés par C.
felis présentent des signes cliniques tels que de 1’anorexie, de la diarrhée et une perte de
poids (Poonacha et Pippin, 1982; Thomaz et al, 2007). La cryptosporidiose est

pratiquement toujours auto-limitante chez le chat. La diarrhée ne serait pas statistiquement



42
associée avec I’infection par Cryptosporidium spp., ce qui signifie que dans la plupart
des cas, les chatons immunocompétents sont des porteurs asymptomatiques (Abe et al,

2002).
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Chapitre I1 : Cryptosporidium spp. chez le chat et le

chien au Québec

1 Hypotheses et objectifs

Des hypotheses liées aux différentes variables identifiés dans la revue de littérature seront
testées. (1) Les chiens sont plus a risque d’étre contaminés par Cryptosporidum spp. que les
chats, car ils serait plus fréquemment exposés aux environnements contaminés par le
parasite, contrairement aux chats, souvent confinés a I’intérieur. (2) Les chiens et les chats
sont plus propices a s’infecter lors de saisons durant lesquelles la température est tempérée
(i.e. le printemps et I’automne). (3) Les jeunes chiens et les jeunes chats (< 1 an) sont plus a
risque d’étre infectés par le parasite étant donné que leur systéme immunitaire acquis est
moins compétent que celui des animaux adultes (> 1 an), et (4) les animaux infectés par
Giardia spp sont plus susceptibles d’étre également infectés par Cryptosporidium spp. car

ce sont tous deux des parasites ubiquistes et le mécanisme d’infection est le méme.

Une autre composante du projet de recherche avait pour but d’identifier les espéces et les
génotypes de Cryptosporidium que 1’on retrouve chez le chat et le chien a ’aide du
diagnostic moléculaire. L’identification des especes et génotypes présents chez leurs hotes
domestiques (chats et chiens) a I’aide de séquences d’ADN et d’analyses phylogénétiques
devait permettre de déterminer 1’existence potentielle de compartiments spécifiques pour
une espece ou encore certains génotypes. Ces données devaient servir a leur associer des

signes cliniques (s’il y en a) spécifiques.
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2 Méthodologie

2.1 Echantillons

Durant I’année 2008, 1 202 échantillons de maticres fécales de chiens (n = 831) et
de chats (n = 371) provenant d’établissements vétérinaires de la province de Québec
circonscrits entre les coordonnées GPS suivantes : sud-est : 45.311 115,-73.254 089 a sud-
ouest : 45.495 278,-75.646 362 et de nord est:48.593 867,-68.192 825 a nord-ouest :
48.67736,-72.445221 (Figure 6) ont été analysés. Les échantillons envoyés au laboratoire
de parasitologie de la Faculté de médecine vétérinaire de 1’Université de Montréal
provenaient de cas internes du Centre hospitalier universitaire vétérinaire (CHUV) de

I’Université de Montréal (n = 144) ou de cliniques vétérinaires privées (n =1 058).
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Figure 6 : Distribution géographique de la provenance des 831 échantillons fécaux de
chiens et des 371 échantillons fécaux de chats analysés durant I’année 2008 par le
laboratoire de parasitologie de la Facult¢ de médecine vétérinaire de I’Université de
Montréal.



45
Les maticres fécales ont été récoltées directement sur le sol ou dans la litiere. La quantité
de matieres fécales soumise correspondait a la totalité des selles pour les chats et une
portion entre 5 et 50 g pour les chiens. Les échantillons ont ensuite été placés
individuellement dans un contenant en plastique, puis dans une boite avec un bloc de gelée
congelable rigide, afin de les garder au frais. Le tout a été envoyé par courrier rapide et
livré au laboratoire de parasitologie de la Faculté de médecine vétérinaire de 1’Université de
Montréal en moins de 24 heures. Les échantillons ont été placés a 4°C avant d’étre analysés

la journée méme de leur réception, ou le lendemain.

2.2 Animaux testés

Les raisons ayant poussé les propriétaires a demander une analyse de féces de leur
animal sont multiples. Les animaux testés pour cette étude ont été soit des animaux atteints
de diarrhée, des animaux ayant du sang dans les feces ou, en derni¢re option, des animaux
malades sur lesquels plusieurs tests ont été effectués sans succes. Les coproscopies ont
également ¢été réalisées sur des matieres fécales provenant d’animaux sains, lors d’examens

annuels, de nouvelles adoptions ou de suivis médicaux.

2.3 Dossiers

Pour soumettre un échantillon, les demandeurs avaient a leur disposition un
exemplaire de requéte fourni par le laboratoire (Annexe I), qu’ils ont d remplir. La qualité
de I’anamnese et des informations concernant 1’animal varie selon chaque médecin
vétérinaire responsable de son évaluation clinique. Ainsi, plusieurs formulaires n’ont pas
été complétés entierement, ce qui explique le nombre de variables incomplétes dans les
tableaux des résultats. Les données descriptives de I’animal ont été tabulées dans le logiciel

informatique « Omnitech », alors que I’anamnése est capturée dans le dossier papier.
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2.4 Centrifugation dans le sulfate de zinc

La technique utilisée par le laboratoire de parasitologie du CHUV pour le diagnostic
de Cryptosporidium spp. provenant de maticres fécales est la centrifugation dans le sulfate
de zinc. La solution saturée de sulfate de zinc est composée de 331 g de ZnSOy par litre
d’eau du robinet. Une fois le ZnSOy dissout, la densité obtenue varie entre 1,18 et 1,20, ce qui

permet de faire flotter les ookystes de Cryptosporidium spp.

Deux grammes de matic¢res fécales par échantillon ont été utilisés en incluant le mucus
périphérique (si présent). Dix millilitres d’eau du robinet ont été ajoutés a ces deux
grammes de matieres fécales afin de les solubiliser. L’échantillon a été filtré a I’aide d’une
triple épaisseur de gaze ou d’un tamis a thé pour enlever les gros débris. Le filtrat a ensuite
été versé dans un tube a centrifugation pour étre centrifugé a 1 500 rpm durant dix minutes.
Par la suite, le surnageant a été enlevé et le culot, entierement et minutieusement solubilisé
avec un batonnet dans une petite quantité de sulfate de zinc avant d’ajouter de la solution de
sulfate de zinc dans le tube jusqu’a I’obtention d’un ménisque positif afin d’y déposer une
lamelle. Le tube a été centrifugé de nouveau a 1 500 rpm pendant dix minutes. Finalement,
la lamelle a été transférée sur une lame sur laquelle une goutte de sucrose a été déposée,
puis examinée au microscope avec un objectif 40X. Le sucrose facilite 1’identification de
Cryptosporidium spp. en donnant un aspect rosé et brillant au cytoplasme du protozoaire

(Figure 7).

Bien que la littérature stipule que la technique du Winsconsin soit la technique a favoriser
pour le diagnostic de Cryptosporidium spp., le laboratoire de parasitologie du CHUV utilise
la centrifugation dans le sulfate de zinc, car celle-ci permet de récupérer un plus grand
nombre d’ookystes et de se débarrasser de plus de débris, ce qui facilite la lecture au

microscope (Alain Villeneuve, communication personnelle).
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Les échantillons présentant des ookystes de Cryptosporidium spp. ont été placés a 4°C
pour une durée de temps variant entre 24 heures et une semaine, avant d’étre utilisés pour
I’extraction d’ADN. L’ADN a été conservé a -20°C, pour ensuite E&tre soumis a
I’amplification par PCR. L’amplification d’ADN a été tentée sur six échantillons provenant

de maticres fécales de chats et sur six échantillons provenant de matiéres fécales de chiens.

Figure 7 : Identification microscopique de Cryptosporidium spp. a I’aide de la méthode de
centrifugation dans le sulfate de zinc (image du Laboratory Identification of Parasites of
Public Health Concern, provenant de http://dpd.cdc.gov/).

2.5 Traitement des données et tests statistiques

Les données ont été classées dans un fichier Microsoft Excel™ afin de calculer la
prévalence globale et spécifique chez les chats et les chiens testés. Pour cette étude, les
facteurs de risque sont définis comme étant des agents associés a 1’augmentation de la
probabilité a étre infecté par le parasite Cryptosporidium spp. Tous les facteurs de risque

ont été répartis en catégories nominales soit : selon 1’espéce (féline ou canine), I’age (moins
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de un an et plus de un an), le sexe (femelle ou male) et la saison de 1’échantillonnage

(automne, hiver, printemps ou &t¢).

L’existence d’une relation entre Cryptosporidium spp. et les variables décrites plus haut a
6té effectuée a I’aide des tests statistiques Khi” ou du test exact de Fisher lorsque les valeurs
attendues sont plus petites que cing. Les tests ont été exécutés a l'aide du logiciel

informatique SAS v9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

2.5.1 Test du Khi?

Le Khi® a été utilisé pour tester I’indépendance entre les animaux présentant des ookystes
de Cryptosporidium spp. dans leurs matieres fécales par rapport aux animaux exempts
d’ookystes selon les variables étudides. Le principe du test du Khi® repose sur la différence
au carré entre la fréquence observée et la fréquence attendue divisé par la fréquence

attendue (Dawson et Trapp, 2004):
X3(degrés de liberté) = X (fréquence observée — fréquence attendue)’/ fréquence attendue

Le seuil critique alpha a été fixé a 0,05, il est ainsi accepté qu’il existe un risque de 5% de
rejeter HO alors qu’elle ne devrait pas étre rejetée. Sous ce seuil, ’hypotese HO a été

rejetée.

Les données étant nombreuses chats (n = 371) et chiens (n = 831), il a été possible
d'appliquer le théoréme central limite et donc d’affirmer que la distribution est normale.
Cependant, pour les facteurs de risque suivants : 1’age chez le chat et ’infection par
Giardia spp. chez le chat, la méthode exacte de Fisher a été appliquée étant donné que les
effectifs n’étaient pas assez grands (fréquence attendue < 5) pour respecter la condition
d’application du Khi’. Pour ces cas, la validité des hypothéses a été déterminée au seuil a

de 0,05 avec 1 degré de liberté.
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2.5.2 Hypothéses posées

Espéce

HO : I n’existe pas de différence statistiquement significative quant a la prévalence

de Cryptosporidium spp. selon les especes testées (chat et chien).

HI : 1l existe une différence statistiquement significative quant a la prévalence de

Cryptosporidium spp. selon les espéces testées (chat et chien).

~

Age

HO : I n’existe pas de différence statistiquement significative quant a la prévalence
de Cryptosporidium spp. chez les animaux (chats et chiens) agés de moins d’une année et la

prévalence de Cryptosporidium spp. chez les animaux agés de plus d’une année.

HI1 : 1l existe une différence statistiquement significative quant a la prévalence de
Cryptosporidium spp. chez les animaux (chats et chiens) 4gés de moins d’une année et la

prévalence de Cryptosporidium spp. chez les animaux agés de plus d’une année.

Sexe

HO : I n’existe pas de différence statistiquement significative quant a la prévalence
de Cryptosporidium spp. chez les animaux (chats et chiens) de sexe féminin et la

prévalence de Cryptosporidium spp. chez les animaux de sexe masculin.
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HI : 1l existe une différence statistiquement significative quant a la prévalence de
Cryptosporidium spp. chez les animaux (chats et chiens) de sexe féminin et la prévalence

de Cryptosporidium spp. chez les animaux de sexe masculin.

Saison

HO : I n’existe pas de différence statistiquement significative quant a la prévalence
de Cryptosporidium spp. chez les animaux (chats et chiens) selon les quatre saisons (hiver,

printemps, été, automne).

H1 : 1l existe une différence statistiquement significative quant a la prévalence de
Cryptosporidium spp. chez les animaux (chats et chiens) selon les quatre saisons (hiver,

printemps, été, automne).

Infection par Giardia spp.

HO : Il n’existe pas de différence statistiquement significative quant a la prévalence
de Cryptosporidium spp. chez les animaux (chats et chiens) infectés par Giardia spp. par
rapport a la prévalence de Cryptosporidium spp. chez les animaux (chats et chiens) exempts

de Giardia spp.

HI : 1l existe une différence statistiquement significative quant a la prévalence de
Cryptosporidium spp chez les animaux (chats et chiens) infectés par Giardia spp. par
rapport a la prévalence de Cryptosporidium spp. chez les animaux (chats et chiens) exempts

de Giardia spp.
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2.6 Extraction de ’ADN

Des échantillons fécaux provenant de chats (n = 12) et de chiens (n = 17) contenant
des ookystes de Cryptosporidium spp. ont été traités avec la trousse commerciale « KIT
PowerSoil™ DNA Isolation Kit » (MO BIO, Carlsbad, CA, USA) en respectant les

recommandations du fabricant.

2.7 Amplification de ’ADN

La méthode de PCR emboitées ou « nested PCR » a été utilisée afin d’amplifier des
fragments des genes ARNr 18S et HSP70. La méthode de PCR emboitées a été retenue, car
elle permet une meilleure sensibilité¢ tout en réduisant les possibilités de contamination.
L'amplification d’un fragment du gene HSP70 (environ 1950 pb) et du géne nucléaire
ARNTr 18S (environ 830 pb) a été choisie, car en plus d’étre présents en plusieurs copies,
ces genes possedent a la fois des régions polymorphiques et des régions interspécifiques
hautement conservées. Ceci est un atout, puisque les régions conservées permettent de
dessiner des amorces communes a toutes les especes de Cryptrosporidium. Les régions
polymorphiques, quant a elles, permettent de discriminer les différentes especes de
protozoaires sur la base de différences dans la séquence d’ADN (Xiao et al, 2002; Fayer et

Xiao, 2008).

Les séquences des fragments de genes ARNr 18S et HSP70 ont été utilisées dans plusieurs
études afin de caractériser C. muris, C. andersoni, C. serpentis, C. baileyi, C. meleagridis,
C. wrairi, C. saurophilum, C. ferret, C. felis, et C. canis, ce qui justifie leur utilisation pour
la présente étude (Tableau III). Deux couples d’amorces par gene ont donc été utilisés afin
d’effectuer la réaction de PCR emboitées. Le premier couple d’amorces, PIF et P2R,
permet I’amplification du grand fragment de géne ARNr 18S, alors que deuxieme couple
d’amorces, P3F et P4R, permet d’amplifier le fragment intérieur (Tableau V; Annexe II).
Les couples d’amorces PSF et P6R ainsi que P7F et P8R permettent respectivement

I’amplification du grand fragment et du fragment intérieur du gene HSP70.
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Tableau V : Liste des amorces utilisées pour 1’amplification des fragments des geénes

ARNTr 18S et HSP70 par la méthode de PCR emboitées.

Noms Séquences 5'-3' Genes Produits (bp)  Orientations Réferences

PIF  TTCTAGAGCTAA TACATGCG ARNr 18S  ~1320 Sens Xiao et al, 1999
P2R  CCCATTTCCTTCGAAACAGGA ARNr 18S Antisens Xiao et al, 1999
P3F  GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG ARNr 18S  ~830 Sens Xiao et al, 1999
P4R AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA ARNr 18S Antisens Xiao et al, 1999
P5F  ATGTCTGAAGGTCCAGCTATTGGTATTGA HSP70 ~2000 Sens Irshad et al, 2000
P6R  TTAGTCGACCTCTTCAACAGTTGG HSP70 Antisens Irshad et al, 2000
P7F TATTCATGTGTTGTTGTATGGAGAAA HSP70 ~1950 Sens Irshad et al, 2000
PSR CAACAGTTGGACCATTAGATCC HSP70 Antisens Irshad et al, 2000

Les oligonucléotides lyophilisés ont été centrifugés a 14 000 rpm durant 20 secondes avant
d’étre reconstitués avec de 1’eau ultra pure (exempte d’ADN et d’ARN) jusqu’a I’obtention
d’une concentration de 200 pmol/ul. Une fois reconstituées, les amorces sont restées a
température piece pendant une heure pour ensuite étre homogénéisées au vortex. Les
amorces ont par la suite été diluées dans de 1’eau ultra pure jusqu'a une concentration de 5

pmol.

Les quatre réactions de PCR ont été effectuées dans un volume total de 50 pl constitué de 5
ul de I’extrait d’ADN ajouté a 21,5 pl d’eau ultra pure, 5 pl de BSA de concentration 1
ug/ul, 5 pl de solution tampon 10X, 1 pl de DNTPs 10 mM, 0,5 pl de Taq polymérase a
5U/ul, 6 ul d’amorce sens 5 pmol/ul et 6 pul d’amorce antisens 5 pmol/ul. Seul le couple
d’amorces a changé afin de réaliser les réactions de PCR emboitées, indépendamment du
géne a amplifier. Un controle négatif a été fait en remplacgant les 5 pl d’ADN par 5 pul d’eau
ultra pure. Des extractions d’ADN de C. parvum conservées a -20°C provenant d’études
antérieures du laboratoire de microbiologie de I’Institut de Recherche et de Développement

en Agroenvironnement (IRDA) ont servi de contréles positifs.
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Chaque amplicon a été versé dans un microtube de 0,5 ml & paroi mince pour la réaction
de PCR puis déposé dans un thermocycleur. Les cycles d’amplification pour les deux
fragments du géne ARNr 18S débutent par un cycle de dénaturation de I’ADN de 15 min a
95°C, suivi de 36 cycles d’amplification de ’ADN de 55 s a 94°C, de 30 s a 55°C
(appariement des amorces), de 50 s a 72°C (synthése du brin complémentaire d’ADN) et
d’un cycle de 10 min a 72°C. Les cycles d’amplification pour les deux fragments du gene
HSP70 débutent par un cycle de 15 min a 95°C suivi de 40 cycles de 45 s 2 94°C, de 45 s a
55°C, de 60 s a 72°C et d’un cycle de 10 min a 72°C. Une fois ces cycles terminés, les
amplicons ont été¢ conservés a une température de 4°C avant d’étre visualisés par

¢électrophorese sur gel d’agarose.

2.8 Migration sur gel d’électrophorese et visualisation des fragments

d’ADN

Des concentrations de 0,5% et de 0,7% d'agarose ont été utilisées pour la
préparation de gel d’électrophorése afin de visualiser les produits des amplifications des
fragments des geénes HSP70 et ARNr 18S obtenus a la derniere étape des réactions de PCR
emboitées. L'agarose a été mélangée a 100 ml de la solution tampon TBE 1X avant d'étre
chauffée jusqu'a dissolution compléte. Le liquide a ensuite été versé sur le module
d’électrophorese de fagon a éviter la formation de bulles. Un couvercle a été placé sur le
module durant 30 minutes, jusqu’a ce que le gel soit figé. Les parametres de migration sont
les suivants : 100 volts et 400 mAmps pour 60 minutes. Une fois la migration terminée, le
gel a été placé dans la solution colorante commerciale SYBR safe™ (Invitrogen, Carlsbad,
CA) durant 30 minutes a 1’abri de la lumiére et sous agitation lente. Finalement, le gel a été
placé sur la plaque du transilluminateur sous un rayonnement UV afin de visualiser les

produits d’ADN.
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2.9 Caractérisation moléculaire a partir des séquences d’ADN

Le but de cette étape est de réaliser la caractérisation moléculaire des différents
isolats de Cryptosporidium spp. que ’on retrouve chez les chats et les chiens du Québec a
partir des séquences du fragment de géne ARNr 18S préalablement obtenues par

séquengage des produits de PCR.

Chaque produit PCR a été purifié¢ a I’aide « QIAquick purification kit » (QIAGEN). La
PCR de séquencage a été réalisée avec « Big Dye terminator cycle sequencing kit version
1.1 » (Applied Biosystems). Le séquencage a été effectué¢ avec un séquenceur « DNA
analyser ABI 3730 » de Applied Biosystems dans les deux directions, en utilisant les
amorces sens et antisens (Tableau V) a la plateforme génomique de I’Institut de recherche
en immunologie et cancérologie de 1’Université de Montréal. Les chromatogrammes de
toutes les séquences ont été vérifiés au moyen du logiciel informatique « FinchTV 1.4.0 »
(Geospiza Inc.), pour ensuite étre alignés en utilisant « Clustal X 1.83 » (Thompson et al,
1997). La caractérisation moléculaire a partir des séquences a pu étre réalisée en utilisant

I’outil de recherche BLAST (Altschul et al, 1990) de la base de donnée GenBank.

2.9.1 Relations phylogénétiques entre les différents génotypes

Cette étape a pour but d’inférer sur les relations phylogénétiques qui existent entre
les especes et génotypes de Cryptosporidium spp. isolés chez les chats et les chiens du
Québec a partir des séquences du fragment de géne ARNr 18S obtenues par séquengage des

produits de PCR.

Les relations phylogénétiques entre les différentes especes de Cryptosporidium spp.
trouvées ont €té inférées au moyen des méthodes d’analyse bayésienne et de maximum de
vraisemblance implémentées dans « MRBayes 3.1.2 » (Ronquist et Huelsenbeck, 2003) et

« Treefinder » (Jobb et al, 2004) respectivement. Le choix du meilleur modele de
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substitution a été déterminé par le logiciel « MODELTEST 3.7 » (Posada et Crandall,
1998). Une séquence du géne ARNr 18S de Eimeria tenella telle qu’utilisée par Nakamura
et collegues (2009) a servi de groupe externe. Chaque analyse bayésienne a €té initiée a
I’aide d’un arbre aléatoire utilisant le meilleur modele de substitution déterminé par le
logiciel « MODELTEST 3.7 » et comprenant deux simulations de Markov Chain Monte
Carlo pendant 1000 000 générations avec huit chalnes simultanées, en utilisant une
fréquence d’échantillonnage a toutes les 1 000 générations et un allumage des 1 000

premiers arbres phylogénétiques.

3 Reéesultats

3.1 Prévalence globale de Cryptosporidium spp.

Les analyses de maticres fécales par centrifugation dans le sulfate de zinc montrent
qu’en 2008, 28 des 371 chats et 88 des 831 chiens (Figure 8) testés a la Faculté de
médecine vétérinaire de 1’Université de Montréal, excrétaient des ookystes de
Cryptosporidium spp. Ainsi, la prévalence chez les animaux domestiques testés est de
7,55% pour les chats et de 10,59 % pour les chiens. La différence de prévalence entre les
deux especes d’hdte n’est pas statistiquement significative (Tableau VI p = 0,0989) et la

prévalence est donc considérée semblable.
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Figure 8 : Proportion des chats et des chiens dont les analyses coproscopiques effectuées
par le laboratoire de parasitologie de la Faculté de médecine vétérinaire de I’Université de
Montréal en 2008 ont révélé la présence d’ookystes de Cryptosporidium spp. dans leurs
maticres fécales (en bleu), par rapport aux animaux exempts d’ookystes (en rouge).

3.2 Prévalence des autres entéroparasites

Plusieurs entéroparasites ont été diagnostiqués lors des coproscopies effectuées par
le laboratoire de parasitologie de la Faculté de médecine vétérinaire de I’Université de
Montréal. La majorité des infections concomitantes observées chez le chat et le chien
infectés par Cryptosporidium spp. dans cette étude était le fait de Giardia spp (Tableau VI).
Il est intéressant de noter que Cryptosporidium spp. est I’entéroparasite le plus fréquent
chez le chat (Figure 9) alors que Giardia spp. est ’entéroparasite qui a été¢ diagnostiqué le

plus souvent chez le chien (Figure 10).
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Figure 9 : Prévalence (en pourcentage) des autres entéroparasites chez les chats (n = 371)
testés par le laboratoire de parasitologie de la Faculté de médecine vétérinaire de
I’Université de Montréal durant I’année 2008.
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Figure 10 : Prévalence (en pourcentage) des autres entéroparasites chez les chiens (n = 831)
testés par le laboratoire de parasitologie de la Facult¢ de médecine vétérinaire de
I’Université de Montréal durant I’année 2008.
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3.3 Variables explicatives
Espéce

Il n’y a pas de différence statistiquement significative quant a la prévalence de
Cryptosporidium spp chez les chats et les chiens (p = 0,0989). Les résultats ne permettent
pas de démontrer que 1’espeéce est une variable corrélée a la présence de ce parasite

(Tableau VI).

Strate d’age

Le nombre de chiens infectés varie significativement selon la strate d’age (p <
0,0001). 1l y a une plus grande prévalence de chiens de moins d’une année infectés (18,34
% > 3,48 %) par le parasite (Tableau VI). Par contre, bien qu’une tendance semblable au
chien soit détectée pour les chats, c'est-a-dire que la proportion d’animaux infectés chez la
strate de moins de une année est plus élevée (9,52 % > 3,42 %), la différence n’est pas
statistiquement significative (Tableau VI: p = 0,0551). La strate d’age serait donc un
facteur explicant la présence du parasite chez le chien, alors qu’une tendance serait

observée chez le chat.

Sexe

Il n’y a pas de différence statistiquement significative quant a la prévalence de
Cryptosporidium spp. selon le sexe, ni chez les chats (p = 0,2150), ni chez les chiens (p =
0,2640) (Tableau VI). Le sexe ne serait donc pas une variable associée a la présence du

parasite chez les deux especes.

Saison

Le nombre d’animaux atteints par Cryptosporidium spp. ne varie pas de facon
statistiquement significative selon la saison, ni chez le chat ni chez le chien, soit p = 0,5630
et p = 0,1770 respectivement (Tableau VI). La saison ne serait donc pas une variable

associée a la présence du parasite chez les deux especes.



59

Infection par Giardia spp.

Le nombre de chats et de chiens infectés par le parasite Giardia spp. (présence de
kystes et/ou trophozoites) s’éleve a (21/371) et (95/831) respectivement. Il y a une
prévalence significativement plus grande (p < 0,0001) de chiens infectés a la fois par
Giardia spp. et par Cryptosporidium spp., par rapport aux chiens infectés par
Cryptosporidium spp seulement (Tableau 1V). Alors que chez les chats il n’y a pas de
différence statistiquement significative (p = 0, 6661), la prévalence de chats infectés a la
fois par Giardia spp. et par Cryptosporidium spp. et la prévalence des chats infectés que par

par Cryptosporidium spp. est considérée comme ¢tant semblable (Tableau VI: p = 0,6661).
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3.4 Durée d’excrétion des ookystes de Cryptosporidium spp.

Deux chats infectés par Cryptosporidium spp. ont subi plusieurs coproscopies afin
de tenter d’identifier la durée de I’excrétion du parasite. Lors de ces tests, les matieres
fécales d’un chat agé de plus d’une année (chat A), dont la présence ou 1’absence de signes
cliniques n’a pas ét¢ mentionné dans le dossier, et les matieres fécales d’un chat agé de
moins d’un an (chat B), mais ne présentant pas de signes cliniques ont été examinées
(Figure 11 A) une fois par semaine afin d’observer la durée et I’intensité de leur excrétion.
Aucun test statistique n’a pu étre fait, étant donné que le début de I’infection n’était pas
connu et que le nombre d’animaux étudiés était trop faible (n = 2). Cependant, il est
possible de constater que ’intensité¢ peut varier dans le temps (Figure 11 B) et que le
parasite peut persister un minimum de sept mois, soit plus que ce qui est rapporté par

Yoshiuchi et ses collaborateurs (2010).
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Figure 11 : Suivi dans le temps de I’excrétion de 1’entéroparasite Cryptosporidium spp.
chez deux chats (A et B). Le chat A a été suivi pour la présence/absence du parasite sur une
période de 12 mois entre le 12 aolit 2009 et le 12 aolit 2010. Le chat B a été suivi sur une
période d’environ sept mois entre le 4 septembre 2008 et le 19 mars 2009. L’intensité
d’excrétion a été quantifiée en trois classes sur une échelle logarithmique de 0 a 3. Une
intensité de 0 signifie qu’il y a absence d’ookystes sur la lame examinée au microscope a
40X. Une intensité de 1 équivaut a la présence 10 ookystes et moins par champ de
microscope examiné a 1I’objectif 40X. Une intensité de 2 équivaut a la présence de 11 a 100
ookystes par champ de microscope examiné a I’objectif 40X et une intensité de 3 équivaut
a la présence de 100 ookystes et plus par champ de microscope examiné a I’objectif 40X.
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3.5 Diagnostic moléculaire

La mise au point des outils moléculaires a échoué et n’a pas permis de caractériser
génotypiquement les échantillons de Cryptosporidium spp. provenant des chiens et des

chats et ainsi identifier les especes et génotypes en cause.

4 Discussion

4.1 Prévalence

La prévalence de Cryptosporidium spp. chez les chats (7,55%) et les chiens
(10,59%) du Québec, confirme leur importance en tant que réservoir du parasite. Il est
intéressant de constater qu’a partir des estimés d’un sondage Léger Marketing (2008),
environ 100 038 chats et 88 956 chiens du Québec, suivi par un médecin vétérinaire et dont
les propriétaires auraient demand¢ une analyse de mati¢ére fécales seraient infectés par
Cryptosporidium spp. Ceci met en perspective que bien que les chats semblent moins
souvent infectés, ils représentent un réservoir potentiellement plus important étant donné

leur nombre absolu.

I1 est fort probable que la prévalence observée chez les chats et les chiens est sous-estimée.
Il a été démontré que plusieurs chats domestiques ne présentaient pas de signes cliniques
(Abe et al, 2002; Rambozzi et al, 2007; Neira et al, 2010), ce qui ne pousse pas les
propridtaires a faire examiner leurs maticres fécales. Bien que I’existence du chien
contaminé par Cryptosporidium spp., mais ne présentant pas de signes clinique n’ait pas été
discuté dans la littérature, il est probable qu’il existe aussi des porteurs sains pour cette
espece. Une autre raison pour laquelle la prévalence de ce parasite est probablement sous-
estimée est que la sensibilité de la technique de flottation dans le sulfate de zinc est limitée,
puisqu’elle permet de détecter une infection uniquement lorsqu’il y a plus de 1 000

ookystes par gramme de matieres fécales (Weber et al, 1992; Xiao et Herd, 1993). Ainsi,
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I’utilisation d’un test plus sensible comme par exemple I’amplification des fragments des
genes ARNr 18S et HSP 70 a 1’aide d’une réaction PCR pourrait modifier le résultat obtenu
par coproscopie (Webster et al, 1996). De plus, étant donné que I’intensité d’excrétion n’est
pas constante (Figure 11B), et que ’excrétion est intermittente (Fayer et Xiao, 2008), il est
possible que cela influence a la baisse 1’estimation de la prévalence. Pour ces raisons, de
nombreux échantillons de matic¢res fécales devraient étre analysés avant d’affirmer que

I’animal est exempt de Cryptosporidium spp.

Les populations de chiens et de chats pour lesquelles 1’examen coprologique a été réalisé
dans cette étude ne représentent probablement pas les populations du Québec, étant donné
qu’il y a possiblement un biais d’échantillonnage sur des animaux ayant, dans la majorité
des cas, des problémes de santé puisqu’ils sont suivis par des médecins vétérinaires. Les
animaux errants et les animaux ne fréquentant aucun établissement vétérinaire n’ont pas été

pris en compte.

Le taux d’infection par Cryptosporidium spp. chez le chat et le chien au Québec est
relativement élevé en comparaison avec la prévalence des chats en Australie (1,2%, Sargent
et al, 1998) et celle des chiens en République tcheque (1,4%, Dubna et al, 2007), mais la
prévalence de ce parasite est trés variable et peut atteindre 12,3% pour les chats aux Etats-
Unis d’Amérique, en République tchéque, au Japon, en Allemagne et en Ecosse (Fayer et
Xiao, 2008) et 13,8% chez les chien habitant la Corée (Kim et al, 1998). La proximité des
animaux d’élevage avec les humains et I’importance des animaux errants (chats et chiens)

sont probablement des facteurs importants.

4.2 Espéce

Bien que I’étude porte sur un nombre restreint de chats et de chiens infectés, des

raisons comportementales et écologiques peuvent expliquer la différence de prévalence de
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Cryptosporidium spp., entre les deux especes. Les résultats ne permettent pas d’affirmer
que I’espece est une variable associée a la présence du parasite (Tableau VI). Cependant, il
serait intéressant de tester a nouveau cette variable sur un nombre plus importants de chats
et de chiens, car selon nous, le chat est moins exposé a Cryptosporidium spp. que le chien.
En effet, plusieurs propriétaires gardent leurs chats a I’intérieur, alors que la quasi-totalité
des chiens doivent aller a I’extérieur pour expulser leurs matieres fécales. Ceci les rend plus
vulnérables aux parasites en général. Les chiens ont encore plus de comportements a risque,
tels que boire dans une flaque d’eau ou entrer en contact avec d’autres canidés, lors des
cours de dressage ou encore dans les « parcs a chiens », par exemple. L’environnement des
animaux domestiques devrait aussi faire I’objet d’une étude afin de déterminer I’importance
de la transmission indirecte et ainsi estimer le risque lié a la présence d’autres animaux

domestiques dans leur environnement quotidien.

La coprophagie est un autre comportement a risque décrit chez le chien, tandis que ce
comportement est rarement observé chez le chat (Nonaka et al, 2008). Les raisons pour
lesquelles un chien développe le comportement de coprophagie sont multiples : le stress,
I’ennui (Beerda et al, 1999; Schipper et al, 2008), les problémes de digestion, la déficience
en enzymes pancréatiques (Kwong et Barnes, 1975), I’exploration et le jeu chez le chiot
(Richard Beaudet, éthologue, communication personnelle), etc. Le chien aura tendance a
manger les féces d’un autre chien si elles contiennent des aliments qui ne font pas partie de
sa diete (Richard Beaudet, éthologue, communication personnelle). D’ailleurs, la
coprophagie est un comportement naturel chez le chien a I’état sauvage, car il mange les
selles d’herbivores (Richard Beaudet, éthologue, communication personnelle). La présence
du comportement de coprophagie ainsi que ’accés a ’extérieur n’ont pas été notés aux
dossiers des animaux testés mais sont potentiellement des facteurs de risque a la

contamination de I’animal par Cryptosporidium spp.
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4.3 Strates d’age

L’age pourrait jouer un rdle quant a la vulnérabilité des animaux testés face a une
infection a Cryptosporidium spp. La production endogéne des anticorps commence des
I’age de 5 a 6 semaines, on considére I’animal immunocompétent vers 1’age de trois mois,

et adulte a I’age d’un an (Day, 2007).

Ballweber et collaborateurs (2009) ont identifié¢ que les chats 4gés d’un an et moins étaient
plus a risque d’étre infectés par Cryptosporidium spp. Cependant, nos résultats ne vont pas
en ce sens. Le faible nombre de chats agés de plus d’une année (n=4) pourrait expliquer
pourquoi nous n’avons pas pu valider cette hypothese. Il serait important de tester 1’age sur
une plus grande population de chats afin de vérifier & nouveau ce facteur de risque

potentiel.

Selon nos résultats, les chiens agés d’une année et moins sont plus a risque d’étre
contaminés par Cryptosporidium spp. que les chiens de plus d’une année. Pourtant, selon
une recherche effectuée au Brésil, 40 chiens sur 450 sont infectés par Cryptosporidium spp
et les chiens agés de moins d’un an auraient une prévalence plus faible de ce parasite
(5,5%), comparé aux chiens agés de plus d’une année (9,3%) (Lallo et Bondan, 2006).
Cependant, Lallo et Bondan (2006) sont incapables d’expliquer pourquoi les animaux agés
d’une année ou moins ont une prévalence plus faible. Selon ces auteurs, il existerait
probablement d’autres facteurs que le systtme immunitaire (immunité acquise moins
compétente que les animaux adultes) pour expliquer la prévalence de ce parasite chez les
jeunes animaux. Une étude semblable également menée au Brésil et effectuée sur 433
chiens n’a trouvé aucune différence significative entre ces deux strates d’age (Mundim et
al, 2007). Toutefois, le nombre de chiens de cette étude excrétant des ookystes de
Cryptosporidium spp. est peu €levé (n=6). Il serait donc préférable de faire une recherche

sur une plus grande population canine afin d’augmenter la puissance des tests statistiques.
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Certains facteurs peuvent interférer sur les résultats. Par exemple, les chiens en tres bas
age (trois semaines et moins) sont possiblement contaminés, mais non diagnostiqués étant
donné qu’ils n’ont pas encore acquis le réflexe de défécation (Beaver, 2009). De plus, le
métabolisme est différent selon la taille de I’animal. En effet, les chiens de grande taille
deviennent adultes plus rapidement (Speakman et al, 2003). Ainsi, le systtme immunitaire
des chiens de grande taille pourrait étre compétent plus tot et par le fait méme, plus efficace

pour détecter, puis se débarrasser de ces parasites.

4.4 Sexe

Notre étude est en accord avec la littérature scientifique, le sexe ne serait pas une
variable associée avec la présence de Cryptosporidium spp. pour ces deux especes
d’animaux domestiques (Lallo et Bondan, 2006; Mundim et al, 2007). Cependant, il serait
possible que les femelles ayant eu des rejetons soient plus a risque de se contaminer aupres
de leurs petits, puisqu’elles déclenchent la défécation en Iéchant la zone anale du chaton ou

du chiot et en avalent les déjections (Alain Villeneuve, communication personnelle).

4.5 Saison

La saison modifie I’environnement des animaux par un changement de température.
Cependant, les tests statistiques indiquent qu’il n’existe pas de différence significative
quant a la prévalence du parasite selon les saisons ni chez le chat, ni chez le chien. Ce
résultat est plausible pour le chat, compte tenu que plusieurs d’entre eux sont confinés a
I’intérieur et ont ainsi moins de chances de se contaminer via I’environnement ou de se

réinfecter.

Le gel au sol prévient probablement que les animaux domestiques, principalement le chien,

se contaminent en buvant 8 méme une flaque d’eau ou en se baignant dans un lac. Une
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étude menée en République tchéque par Dubna et collaborateurs (2007) a montré une
augmentation de la prévalence de Cryptosporidium spp. au printemps chez les chiens
habitant en milieu rural. Tout comme le Québec, la République tchéque se situe
géographiquement dans la zone tempérée et posséde quatre saisons. Dubna et
collaborateurs (2007) ont avancé I’hypothése que durant cette saison, les chiens pourraient
chasser davantage et s’infecter en consommant des proies contaminées. Il serait intéressant
de vérifier cette hypothese chez les chiens de campagne laissés en liberté ainsi que chez les

chats vivant en milieu rural et fréquentant 1’extérieur.

La saison pourrait jouer un rdle sur la prévalence des animaux atteints par le parasite
puisque la température a un effet sur la viabilité¢ et le pouvoir infectieux des ookystes
(Fayer et al, 1998; Neumayerova et Koudela, 2008). Etant donné qu’une température de -
3°C durant trois jours tue ou inactive le pouvoir infectieux des ookystes (Neumayerova et
Koudela, 2008), il serait plausible que la prévalence d’animaux contaminés par
Cryptosporidium spp. diminue durant I’hiver, d’autant plus que la moyenne des
températures du mois de février 2008 (année de cueillette des échantillons) a été de -10,4°C
(Environnement Canada). Une température de plus de 15°C altere le temps de survie des
ookystes (Fayer et Xiao, 2008). Selon 1’étude de Fayer et ses collaborateurs (1998), 10%
d’ookystes placés dans 1’eau a 25°C survivent durant huit semaines, alors qu’a une
température de 35°C, 20% des ookystes survivent une seule semaine et aucun ookyste de

cette derniere étude n’était vivant aprés deux semaines.

Cependant, pour bien ¢évaluer si les saisons sont associées avec la présence de
Cryptosporidium spp. chez le chat et le chien, il serait important de suivre des animaux
préalablement sains durant quelques mois, voire quelques années. Car comme la durée de
I’infection peut s’étendre sur plusieurs mois (Figure 11A et B) et donc plusieurs saisons, il
est important de connaitre le moment de I’infection afin de pouvoir démontrer leur

importance en tant que variable associce a la prévalence du parasite.
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4.6 Infection par Giardia spp.

L’importance des infections concomitantes par Giardia spp. par rapport a
I’importance des infections concomitantes par les autres entéroparasites identifiés lors de
cette étude, suggere qu’il pourrait exister un facteur de risque commun a Cryptosporidium
spp. et a Giardia spp. Le mécanisme d’infection par Giardia spp. est le méme que celui de
Cryptosporidium spp., soit par contact direct ou indirect via I’environnement (i.e. ingestion
d’eau ou de nourriture contaminée, contact avec un homme ou avec un animal
infecté (Fayer et al, 2000; Pedraza-diaz et al, 2001; Siwila et al, sous presse). De plus, il n’y
a pas de compétition entre les deux especes, car elles n’occupent pas tout a fait le méme site
anatomique de I’hote. En effet, Giardia spp. est libre ou fixé a 1’aide de sa ventouse a la
muqueuse du lumen du petit intestin et il ne pénétre jamais les tissus (Aronson et al, 2001),
alors que Cryptosporidium spp. est un parasite qui se loge dans un compartiment
extracytoplasmique, mais intracellulaire des cellules épithéliales des intestins (O'Donoghue,

1995), tant chez les chats que chez les chiens.

Tout comme Cryptosporidium spp., Giardia spp peut occasionner la diarrhée. Ainsi, lors
d’infections concomitantes, fréquentes chez les animaux, I’apparition de signes cliniques
devient plus probable, mais il devient impossible de savoir & quel parasite ils sont reliés.
Plusieurs facteurs affectent le pouvoir pathogéne et le succés de transmission des agents
infectieux. Par exemple, la compétition interspécifique peut limiter le nombre d’agents
pathogenes ou changer I’emplacement du site anatomique de I’infection (Poulin, 2006). De
plus, le dommage pathologique causé par un parasite pourrait augmenter la susceptibilité de
I’hote a étre infecté par une autre espece de parasite. Bien que ces interactions soient de
plus en plus étudiées, il existe encore peu d’information a ce sujet. Ainsi, les professionnels
de la santé traitent chaque agent infectieux comme une entité séparée, alors que

I’interaction entre agents pathogenes contribue a la « maladie globale » (Petney et al, 1998).
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4.7 Mise au point de la PCR

Il a été impossible d’effectuer le diagnostic moléculaire des espéces et génotypes de
Cryptosporidium spp. isolés a partir d’échantillons de maticres fécales par la méthode de
centrifugation dans le sulfate de zinc. Quelques hypotheéses peuvent étre avancées quant

aux causes possibles ayant mené a I’échec de I’amplification des fragments de genes cibles.

La trousse d’extraction d’ADN utilisée a été choisie en fonction de sa sensibilité a extraire
I’ADN total de ce protozoaire. Dans le méme laboratoire, des résultats positifs avaient été
obtenus avec des ookystes de Cryptosporidium spp. isolés a partir d’échantillons en
provenance de 1’environnement. Il est possible que cette méthode d’extraction ne soit pas
appropriée pour extraire I’ADN provenant d’échantillons fécaux. Cette hypothese est peu
probable puisque la trousse commerciale « KIT PowerSoil™ DNA Isolation Kit » (MO
BIO, Carlsbad, CA, USA) a été utilisée avec succes pour isoler de I’ADN a partir ookystes
de Cryptosporidium spp. retrouvés dans des échantillons fécaux (Nolan et al, 2009; Ng et
al, 2011). Les échantillons de matieres fécales sont les plus difficiles a utiliser pour faire un
PCR, car la présence de nombreux produits de dégradation des aliments peuvent interférer
avec la réaction PCR, en plus de nombreuses substances inhibitrices de la Taq polymérase
(polysaccharide, bile, heme s’il y avait du sang dans les feces). Il est difficile de trouver une
solution efficace pour retirer ces produits de dégradation des matieres fécales, car la
concentration des substances inhibitrices varie d’un échantillon a I’autre (Monteiro et al,
1997; Jaulhac et al, 1998). Parmi les alternatives ayant pu étre évaluées durant la période
d’optimisation de la PCR, il y a I’utilisation de plus petits volumes de solution d’extraction
d’ADN (i.e. 2 pl, 1 pl, 0,5 pl), de maniere a réduire la concentration des inhibiteurs de la
Taq polymérase potentiellement présents dans les feces et conséquemment, dans

I’extraction d’ADN.

Une autre hypotheése quant a 1’échec de Iamplification des fragments de genes cibles est

que la quantité¢ d’ADN recueillie ait ét¢ insuffisante. Plusieurs facteurs peuvent influencer
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la quantit¢ d’ADN totale isolée a I’aide de la trousse d’extraction. D’une part, il est
possible, mais peu probable que la quantité d’ookystes recueillis par la méthode de
flottation dans le sulfate de zinc soit insuffisante. Selon Smith et ses collaborateurs (2009),
la méthode d’amplification par PCR de la sous-unité ribosomiale du géne ARNr 18S n’est
pas assez sensible pour les espéces autres que C. parvum ou C. hominis, car il y aurait
moins de copies du gene cible que les autres especes. Bien qu’il soit possible que C.
parvum et C. hominis aient moins de copies du gene ARNr 18S, cette limitation n’a pas
empéché plusieurs auteurs de réaliser la réaction de PCR ainsi que le séquencage des
produits de PCR (Tableau III). D’autre part, 1’absence d’ADN appartenant a
Cryptosporidium spp. pourrait s’expliquer par une dégradation des ookystes qui serait due a
une durée de conservation trop longue (la durée de conservation des ookystes a varié de
quelques heures a trois semaines). Cette derniére hypothése est encore peu probable
puisque les ookystes de Cryptosporidium spp. sont tres résistants et s’adaptent facilement a

différents environnements (Barta et Thompson, 2006).

4.8 Conclusions

En 2008, la prévalence des parasites du genre Cryptosporidium des animaux testés
s’éleve a 7,55% chez les chats et a 10,59% chez les chiens. Bien que la prévalence de
Cryptosporidium spp. semble plus faible chez les chats, ceux-ci sont un réservoir de
I’entéroparasite potentiellement plus important que les chiens étant donné leur nombre plus
¢levé au Québec. Selon la strate d’age, les chiens agés de moins d’une année seraient plus a
risque d’étre contaminés par Cryptosporidium spp. Cependant, les résultats ne permettent
pas d’associer I’age avec la présence du parasite chez les chats. D’autre part, nos analyses
montrent que les infections concomitantes par Giardia spp. seraient un facteur de risque
pour le chien et non pour le chat. L’espece (chat et chien), le sexe et la saison ne sont pas
des variables expliquant la présence de Cryptosporidium spp. chez aucune des deux espéces

étudiées.
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Malgré que le résultat du test ne soit pas statistiquement significatif, le chien semble plus
propice a s’infecter avec Cryptosporidium spp. que le chat. En effet, la prévalence de
Cryptosporidium spp. est plus élevée chez le chien que chez le chat, ce qui pourrait
s’expliquer par le fait que la quasi-totalit¢ des chiens doivent faire leurs besoins a
I’extérieur et peuvent ainsi s’exposer aux parasites présents dans 1’environnement. De plus,
cela pourrait contribuer a contaminer I’environnement commun a ’homme et aux animaux

domestiques.

5 Investigations futures

Les futures investigations devraient comporter deux volets, expérimental et
épidémiologique afin de mieux comprendre le réle que jouent les animaux domestiques
dans la transmission des especes/génotypes du genre Cryptosporidium chez ’homme. Pour
ce faire les investigations futures devraient intégrer 1’étude de la diversité génétique inter et

intra spécifique par I’utilisation de marqueurs moléculaires appropriés.

Le diagnostic moléculaire fait a I’aide de I’amplification de fragments de génes cibles (e.g.
ARNr 18S et HSP 70) permettrait d’obtenir un apercu global de la prévalence des
especes/génotypes de Cryptosporidium spp. a I’échelle du Québec. Il serait ainsi possible
d’identifier les facteurs de risque et ou variables pouvant expliquer la cryptosporidiose chez
les animaux domestiques selon les espéces/génotypes. La dynamique d’infection du
parasite pourrait étre investigué a 1’aide de marqueurs moléculaires beaucoup plus variables
(e.g. microsatellites et minisatellites : Feng et al, 2011). Ainsi 1’étude de la diversité intra
spécifique (e.g. génétique des populations) permettrait de détecter la présence de
groupements génétiques dans la population d’une certaine espece de Cryptosporidium. Le
volet expérimental permettrait de mieux comprendre le cycle de vie et les mécanismes
d’infection du parasite, ainsi que la durée de I’infection selon les espéces/génotypes et

I’hote.
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Les études futures portant sur ce parasite devraient étre réalisées sur un groupe de chiens
et de chats beaucoup plus important (~10 000 individus de chaque espece) afin de travailler

sur une population infectée d’environ 1 000 individus (~10%).

L’environnement des chats et des chiens pourrait expliquer la présence du parasite. Ainsi,
I’environnement pourrait étre caractérisé par les classes suivantes : maison, environnement
urbain, environnement rural. De plus, le pourcentage de temps passé a I’extérieur selon les
saisons devrait étre pris en compte. Le comportement alimentaire de chaque individu
devrait également étre décrit a I’aide d’un questionnaire distribué aux propriétaires des
animaux testés afin d’identifier des facteurs de risque pouvant expliquer la présence ou
I’absence de Cryptosporidium spp. tels que les comportements de coprophagie et de chasse.
Un effort devrait finalement étre consenti a mieux caractériser les signes cliniques associés
a la présence de Cryptosporidium spp., afin de permettre aux vétérinaires de les reconnaitre
et pousser I’investigation plus loin pour identifier cet agent pathogéne potentiellement

dangereux pour I’homme.

Pour mieux comprendre la biologie du parasite, il serait pertinent de suivre le cycle
d’excrétion des ookystes du parasite chez les chiens et les chats contaminés, a condition de
connaitre le moment exact de Dinfection. Il faudrait donc que [D’infection par
Cryptosporidium spp. se fasse en milieu contr6lé, avec un nombre fixe de chats et de
chiens. Une portion de 1’échantillon de matiéres fécales serait utilisée afin de déterminer la
durée d’excrétion et la variation d’excrétion d’ookystes du parasite a 1’aide d’un
microscope optique, alors qu’une autre portion du méme échantillon servirait au diagnostic

moléculaire.

Le diagnostic moléculaire permettrait d’identifier les especes de Cryptosporidium
parasitant les animaux domestiques, chats et chiens, du Québec. Il pourrait étre pertinent de

suggérer des tests de dépistage chez les personnes possédant des animaux domestiques
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infectés afin de vérifier si elles aussi sont infectées par ce méme parasite. La relation
entre le génotype et les especes du parasite, leur hote et la géographie devrait étre étudiée. 11
serait ainsi possible d’établir la distribution géographique des especes et de comprendre la

dynamique d’infection des agents pathogenes.
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