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Introduction

Les Trichomonadidés sont des protozoaires trés anciens qui se sont différenciés tres tét
phylogénétiquement. En effet, une étude récente de Frey et Muller 2012, suggere que les dinosaures
étaient déja affectés par des Trichomonadidés. Méme si de nombreux membres de la famille des
Trichomonadidés sont non pathogénes, ou considérés comme commensaux de l'intestin, de la cavité
nasale, ou orale, certains sont responsables de pathologies trés graves que ce soit chez ’'homme ou
chez I'animal. Trichomonas vaginalis, par exemple, provoque la plus importante maladie
sexuellement transmissible non virale chez I'homme a travers le monde. Tritrichomonas foetus est un
pathogéne transmis sexuellement qui touche les bovins et provoque d’importantes pertes
économiqgues en élevage. Trichomonas gallinae affecte quant a lui les oiseaux et peut provoquer une
maladie grave, voire fatale, du systéme digestif.

Depuis une dizaine d’années, des études tout d’abord américaines puis mondiales, ont
démontré la pathogénicité de Tritrichomonas foetus chez le chat. Ce parasite colonise le colon, le
caecum, et I'iléon du chat, et provoque chez certains individus une diarrhée chronique intermittente,
le plus souvent sans conséquence sur la santé de I'animal, mais parfois beaucoup plus catastrophique
chez des animaux trés jeunes. Si plusieurs facteurs de risque comme la vie en communauté ou I'age
ont pGt étre mis en évidence, I'épidémiologie et notamment la transmission du parasite restent
encore difficiles a comprendre. En effet, a ce jour, méme si des pseudo-kystes ont été observés,
aucune forme kystique pouvant survivre dans le milieu extérieur n’a été observé pour Tritrichomonas
feetus, contrairement a son proche parent, Giardia duodenalis, qui est un protozoaire responsable de
diarrhée chronique chez le chat et le chien (Cook 2008).

C’est dans ce contexte de maladie émergente ou ré-émergente que nous avons souhaité
réaliser un travail épidémiologique. Ce travail de these a consisté en une étude épidémiologique
moléculaire de Tritrichomonas fcetus chez le chat de race en France, au travers d’un dépistage
proposé gratuitement a des éleveurs volontaires, lors de trois expositions félines, entre septembre
2009 et octobre 2010.

Apres une premiére partie bibliographique sur la trichomonose féline, nous aborderons la
partie expérimentale de ce travail, qui a abouti a une présentation lors du congrés national
vétérinaire 2011, et a une publication en 2013, présentées en annexe.
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Premiere partie : la trichomonose féeline

|.  Le parasite : Tritrichomonas fcetus

A. Historique

Comme beaucoup d’espéces animales et végétales, Tritrichomonas feetus n’a pas toujours
porté ce nom. L’isolement de Trichomonas des selles de chats domestiques a été décrit en premier
par des chercheurs au Brésil, en France, en Yougoslavie et en Chine durant le début des années 1900
(Gookin et al. 1999). Des signes de pathologie gastro-intestinale chez des chats naturellement
infectés n’étaient pas rapportés ou étaient difficiles a attribuer uniquement a I'infection par T. fcetus.

Le genre Tritrichomonas est créé en 1920 par Kofoid. Tritrichomonas faetus apparait sous le
nom de « Trichomonas felis », observé en 1922 par Da Cunha et Muniz dans le gros intestin d’un chat
du Brésil, malade, et atteint de diarrhée. Il est ensuite identifié par Brumpt, en 1925, au cours de ses
travaux de recherche sur la dysenterie amibienne du chat (Brumpt 1925, figure 1). C’est en 1928 que
Riedmuller lui donne son nom définitif Tritrichomonas foetus, lorsqu’il retrouve le parasite dans des
feetus avortés de bovins. A I'époque, ce protozoaire est presque exclusivement étudié chez cette
espece. Il est responsable d’'une maladie sexuellement transmissible, la trichomonose bovine, qui a
des conséguences économiques graves puisqu’elle se traduit par une mort embryonnaire précoce,
de I'infertilité, des avortements, voire méme une stérilité permanente des vaches.

Chez le chat, Tritrichomonas fcetus était jusqu’a présent trés souvent confondu avec Giardia
duodenalis et n’était donc pas identifié. Une étude de Gookin et al. (2004) précise qu’a I'occasion
d’un dépistage dans une exposition féline, aucun éleveur dont le chat avait été testé positif ne
connaissait ce parasite. Chez tous les animaux, la diarrhée avait été attribuée a Giardia duodenalis.

T. feetus a été également souvent confondu avec Pentatrichomonas hominis. Ce parasite a
été identifié en 1854 par Davaine dans des prélévements de selles humaines. Il sera isolé par la suite
par Wenrich en 1944, dans le colon de chats, de chiens, de primates non humains et de cochons
d’inde. Il est considéré comme faisant partie de la flore commensale du célon dans toutes ces
espéeces (Crucitti et al. 2004). Néanmoins, Pentatrichomonas hominis fut retrouvé par la suite dans
des selles diarrhéiques de chats et de chiens (Gookin et al. 2005 et 2007), trés frequemment en
co-infestation avec T. feetus, mais son réle pathogene reste incertain.
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Figure 1 : Différentes formes de Trichomonadidés, observées chez un chat par Brumpt en 1925

Par coloration a I’nématoxyline ferrique apres fixation des frottis humides, par I'acide osmotique et
le liquide de Bouin. (Brumpt 1925)

B. Classification et taxonomie

1) Place de Tritrichomonas foetus

Tritrichomonas foetus est un protozoaire de la famille des Trichomonadidés, du genre
Tritrichomonas Kofoid, 1920. Les Trichomonadidés sont des protistes flagellés obligatoires retrouvés
chez les invertébrés et les vertébrés incluant les mammiféres. lls sont considérés comme faisant
partie des organismes eucaryotes les plus primitifs.

L’ancienne classification était basée sur des éléments morphologiques observés au
microscope photonique. Une nouvelle classification des Eucaryotes a été proposée récemment par
Adl et al. (2005), qui inclue les études de phylogénie moléculaire récentes, principalement basées sur
I’ARNr 16S. Elle regroupe les Eucaryotes en six « super-groupes », chacun divisé ensuite en rangs. Les
super-groupes et deux premiers rangs de la nouvelle classification sont présentés dans la figure 2.
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Super-groups First rank Second mnk, examples

Amoebaorog Tubalinen Leptomy xidn, Testncenlobosin, Tubalinida
Flabellinea Cocliliopodin, Dactylopodia, Thecamoehida, Vanellida
Slereomyxida

Acanthamaoe bidac

Entumoebada

Mustigamoebidae

Peloyaa

Eumveetia Dactvostelia, Myxogasing, Probostelia

isthokonta Fung Ascommycota, Busidiomyeota, Chytridiomyoetes.
K ¥ ) ¥ Y
Glomermmycota, Microsporidia, Urediniomyestes,
Ustilaginomycetes, Zygomycota

Musomyycetog Aphelides, Capraypora, Corallactvtnum, lehthyosporea,
Minisrerip, Muclearida
Choanormenada Acanthoecidae, Monosigidae, Salpingoccidae
Melazl.w.' Porifera, Trichoplar, Mesozoa, Snimmslia
Rhizana Cercozon Cercomonndida, Chlomrachniophyin, Nucleohelen, Phosodarea,
Phytomy sea, Silicodilosca
Haplosporidia
Formminifern Subdivisions uncerinin
Liroirsiig
Radsokarii Acantharia. Polyeystinea, Sticholonche
Archaeplastica Ciloucophyin
Rhodophyceac Subdivisions unceriuin
Chboroplastida Charophyta®, Chlorodendrales, Chlorophyta, Mesosigmae,
Prusimophytne
Chresminlvecdnen Cryptophycens Cryptomonndnles, Goniomaonsdiles
Hapuoghyta Paviovophyeeae, Prymnesiophyeeac
Stramenopiles Actinophryidase., Bacilluriophyla, Sofidemonas, Bioosoecida,
Chry sophyveene, Dictyochophyeene, Enstigmatabes,
H_'. poctiviraies, |..Ju|'i:| ri1|l:|'|I|-|l.HI'|}'l. i [ rl|'l:|l|||-1|~.1.
Pelugophycene, Peronosporomyceles, Phaeophyceas”,
Phaeothammiophyceae, Pinguiochrysidales, Rophidiophyeease,
Schizoctadio, Synurabes, Xamhophveeae
Alveslala Apicomplexa, Ciliophor, Dinoecoa
Excuvatn Formicatn Carpediemaonas, Eopharymgin
Malawimionas
Parabasalia Crastamonadsda, Spimirichonymphida, Trchonwnadicla,
Trichenymphicla
Preaxostyla Omyrmonadida, Trimasiiy
Jakodada Histionedae, fakoba
Heterolibaosen Acrusidae, Gruberellidoe, Yahlkampfildae
Euglenozoa Euglenida, Daplonemea. Kinetoplastea

Clades with mualticeflular prosps

Figure 2 : Rangs les plus hauts de la nouvelle classification des Eucaryotes

Adl et al. (2005). En bleu, place des animaux ; en rose, place des Trichomonadideés.

Voici le détail de la classification de Tritrichomonas fcetus, d’aprés Adl et al. (2005).

Super Groupe : Excavata: (qui signifie “creusés”). Eucaryotes unicellulaires hétérotrophes
généralement flagellés. Le type ancestral se caractérise par la présence d’un sillon d’alimentation, le
cytostome, permettant la capture et I'ingestion de fines particules alimentaires.

Premier rang : Parabasalia: Eucaryote unicellulaire possédant un corps parabasal et des
hydrogénosomes, producteurs d'énergie, a la place des mitochondries. Une des caractéristiques du
groupe est la cinétide qui comprend un axostyle, un corps parabasal, et plus ou moins trois flagelles
antérieurs et un récurrent associé a une membrane ondulante. Le corps parabasal est composé de
fibres filamenteuses striées qui relient I'appareil de Golgi au systeme flagellaire. Le fuseau mitotique
(lors de la division cellulaire) est extranucléaire.
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Deuxiéme rang : Trichomonadida : Eucaryote unicellulaire possédant 2 a 8 flagelles, pas de
kinétoplaste mais 3 a 5 kinétosomes antérieurs et un kinétosome postérieur qui supportent
généralement des flagelles. Présence d’un flagelle récurrent bordant une membrane ondulante et
parfois d’un complexe pelta-axostyle (squelette axial microtubulaire).

Le deuxieme rang Trichomonadida comprend plusieurs familles: Cochlosoma,
Dientamoeba, Monocercomonas, Pentatrichomonoides, Pseudotrichomonoides, Pseudotrichomonas,
Trichomitopsis, Trichomonas et Tritrichomonas.

2) Apports des études phylogénétiques récentes
a) T.foetus bovin et T. suis appartiennent a la méme espéce

Tritrichomonas fcetus a été observé en premier par Kunstler (1888) et Mazzanti (1990).
Cependant le nom Trichomonas feetus lui fut donné par Riedmuller en 1928. Wenrich et Emmerson
(1933) classérent ensuite I’'espéce dans le genre Tritrichomonas.

Tritrichomonas suis est le nom donné aux trichomonadidés de la cavité nasale, de I’estomac,
du petit et large intestin, et du caecum du porc. Le rapport le plus ancien de trichomonadidés dans
I’estomac du porc a été fait par Gruby et Delafond (1843), et I'organisme a été nommé Trichomonas
suis par Davaine en 1877. Les trichomonadidés porcins sont maintenant considérés comme des
parasites commensaux non pathogénes (Bon Durant et Honigberg 1994) (Tachezy et al. 2002).

D’aprées le concept d’espéece biologique, une espéce est généralement percue comme une
communauté reproductrice dont le pool génétique reste cohérent par le croisement et I'’échange de
matériel génétique. Ce concept n’est pas applicable aux protistes et autres organismes unicellulaires
qui se reproduisent par clonage ou semi-clonage. Les espéces sont alors décrites sur des bases
morphologiques, spécificité d’hdte, pathogénicité, d’autres caractéres physiologiques et
épidémiologiques, et la divergence phylogénétique. Dans le cas de T. feetus et T. suis, des études
d’infection croisées entre le porc et le bovin, des études phylogénétiques, ainsi que des études de
virulence sur des souris montrent une similitude totale entre les deux organismes, permettant de
conclure qu’ils appartiennent a la méme espece (Tachezy et al. 2002).

Ces résultats sont trés importants puisque la trichomonose bovine est considérée comme
éradiquée dans de nombreux pays européens, alors que la trichomonose porcine ne I’est pas du tout.
Les porcs pourraient donc constituer un réservoir naturel et un risque de réintroduction de la
trichomonose bovine si les deux especes animales sont élevées ensembles (Tachezy et al. 2002).

Théoriquement, du fait des régles d’antériorité, le nom Tritrichomonas suis est prioritaire sur
Tritrichomonas feetus. Cependant, I'importance de Tritrichomonas feetus dans la littérature
scientifique rend difficile un changement de nom et on utilise toujours T. foetus dans les publications
récentes. Les deux organismes sont tout de méme répertoriés sous le nom Tritrichomonas suis dans
la banque de données GenBank.
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b) T. foetus bovin et T. feetus félin semblent différents

Des études expérimentales ont démontré qu’une souche féline de T. feetus peut infecter un
bovin et inversement. La maladie chez la vache induite par la souche féline AUTf-1 de T. feetus est
comparable mais pas identique a celle causée par la souche bovine D-1 de T. feetus (Stockdale et al.
2007). Deux différences importantes furent observées: premierement, il y avait une différence
significative histopathologique au niveau de I’épithélium de la surface utérine qui était intacte chez
les vaches inoculées avec la souche féline, tandis que chez les vaches infectées par la souche bovine,
I’épithélium était infiltré par des cellules inflammatoires et caractérisé par la disparition des glandes
utérines. Deuxiemement, les huit vaches éliminérent la souche bovine de T. feetus au cours des vingt
semaines de I'expérience, tandis que seulement deux des huit vaches infectées avec la souche féline
furent négatives en culture a vingt semaines post inoculation (Stockdale et al. 2007).

Une autre étude, réalisée par Slapeta et al. (2010), avait pour objectif d’investiguer les
différences entre T. feetus du chat domestique et T. feetus du bovin en utilisant les souches
récemment isolées, et ainsi de mettre en évidence un « génotype chat » et un « génotype bovin ».
Slapeta et son équipe ont ainsi comparé certaines séquences (internal transcribed region ITS) du
génome de souches de T. faetus isolées chez des chats et chez des bovins. lls ont observé une exacte
similitude des souches félines entre elles, et des souches bovines entre elles. Cependant des
différences sont observées entre les souches félines et bovines et mettent en évidence deux
génotypes. Le génotype bovin, responsable d’une maladie vénérienne et d’épidémie d’avortements
chez les bovins, et également un parasite commensal du caecum et de la cavité nasale du porc. Le
génotype félin est responsable d’une diarrhée chronique intermittente du gros intestin chez les chats
domestiques. Cependant, la spécificité d’hdte n’est pas encore assez forte pour nommer
formellement deux génotypes. Ces deux génotypes font partie de la méme espéce T. fcetus. Il est
possible que T. foetus subisse actuellement une diversification qui pourrait conduire a une
augmentation de la spécificité hote/parasite (Slapeta et al. 2010).

La méme équipe a publié tres récemment une nouvelle étude qui confirme les résultats
précédents. Le génotype bovin de T. feetus est identique a T. suis du porc. Le génotype félin de T.
feetus est distinct du génotype bovin au niveau de 10 loci différents. L'étude concernait une famille
multi génique de cystine protéases. Nombre de ces enzymes sont sécrétées par le parasite et
représentent donc des facteurs clefs de virulence. Ces genes pourraient jouer un role dans
I'adaptation a I’hOte (Slapeta et al. 2012). La relation entre T. foetus bovin, félin, et T. suis est illustrée
par la figure 3.
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T. foetus cattle gencty pe
T. sis{1/N, 195, C19F)

T. foetus cat genctype

0.001

T. mobile nsis
Figure 3 : Analyse phylogénétique du maximum de parenté utilisant les 10 loci et les 4552 positions

d’alignement des données finales.

L’arbre est dessiné a I'échelle, avec la longueur des branches proportionnelle au nombre de
substitutions de nucléotides par site (Slapeta et al. 2012).

C. Structure et morphologie

Figure 4 : Photographie de Tritrichomonas foetus observé au microscope optique G=400
(Profizi, Laboratoire de Parasitologie, 2010)

Tritrichomonas feetus est un protozoaire unicellulaire. Il posséde une morphologie fusiforme
a piriforme, avec une extrémité antérieure arrondie et une extrémité postérieure pointue, et mesure
10 & 25 um de long pour 3 a 15 um de large. |l posséde un unique noyau bien délimité situé dans la
partie antérieure de la cellule (Levine 1973).

T. foetus présente trois flagelles antérieurs mesurant 11 a 17 um, et un flagelle postérieur
libre, appelé flagelle récurrent, d’environ 16 um chez les parasites normaux, vivants et non en
division. Ce flagelle prolonge une membrane ondulante qui s’étend sur presque toute la longueur du
corps et posséde 2 a 5 vagues. La membrane ondulante est fixée a la surface du corps le long d’un
filament appelé la costa. Le flagellé a un axostyle proéminent, fin et hyalin, avec un capitulum
contenant des granules endoaxostylaires, et un anneau chromatique au niveau de son émergence a
I'extrémité postérieure du corps. Cet axostyle joue le réle de cytosquelette.
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Figure 5 : Tritrichomonas foetus observé au microscope électronique

(Parkinson et al. 2001)

Les organites importants sontdonc : le noyau, le corps basal, le costa, I'axostyle, le pelta,
I'appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique rugueux, les vacuoles alimentaires et les
hydrogénosomes qui semblent remplacer les mitochondries (Lun et al. 2005). La structure de T.
feetus est représentée dans la figure 5 et la localisation et la fonction des organites sont présentées
dans le tableau I.

L'ultrastructure est spécifique du genre Tritrichomonas Kofoid et n’aide pas a la
différenciation des espéces. T. feetus et T. suis possédent une membrane ondulante de type T.
augusta (Tachezy et al. 2002). T. foetus, tout comme T. suis, posséde 2n=10 chromosomes (Xu et al.
1998). La taille du génome de T. fcetus est de 177 £ 11 a 12 Mb (millions de paires de bases de
nucléotides) (Zubacova et al. 2008).
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Figure 6 : Structure de Tritrichomonas foetus

AF : flagelles antérieurs ; N : noyau ; H : hydrogénosomes ; AX : axostyle ; PF : flagelle postérieur ;

(Stockdale et al. 2006)

C: costa ; UM : membrane ondulante ; PL : pelta

Tableau I: Localisation et fonction des structures cytosquelettiques et organites des Trichomonadidés

Organite Localisation Fonction
Axostyle Toute la longueur du corps Soutien cellulaire
Pelta Extrémité antérieure Support des flagelles
antérieurs
Costa En continuité de la Support cellulaire au niveau

Appareil parabasal
Hydrogénosomes

Flagelles

membrane ondulante

Extrémité antérieure, pres
de I'axostyle
Principalement le long de
I'axostyle
Antérieures et postérieures

du site d’attachement de la
membrane ondulante
Appareil de Golgi

Métabolisme, production
d’énergie
Déplacement
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D. Biologie

1) Hotes et habitat

La famille des Trichomonadidés ne comporte que des parasites obligatoires. La plupart vivent
dans la cavité buccale, nasale, génitale ou dans le tube digestif des mammiféres ou des oiseaux.

Des Trichomonadidés treés proches de T. foetus ont été retrouvés dans les poumons d’un
patient atteint du SIDA en association avec Pneumocystis pneumonia (Duboucher et al. 2006).

La présence de Tritrichomonas fcetus a été rapportée de facon spontanée principalement
chez les bovins, le chat (Gookin et al. 2001), et le chien (Gookin et al. 2005), mais également chez le
zébu, le cheval et le chevreuil. De plus, beaucoup d’espéces animales ont été expérimentalement
infectées selon diverses méthodes. Des infections vaginales ont été réussies chez le lapin, le hamster
doré, le cochon d’inde, le chien, la chévre et le porc (Lun et al. 2005).

Chez les bovins, on retrouve le parasite au niveau du prépuce chez le méle, et au niveau du
vagin et de I'utérus chez la femelle. Chez le chat et le chien, le parasite se situe dans le tube digestif,
au niveau du codlon, de l'iléon et du caecum. Dans une étude récente (Dahlgren et al. 2007),
Tritrichomonas feetus a été retrouvé dans un utérus de chat qui avait un pyomeétre. C'est le
seul cas de tropisme génital décrit chez le chat jusqu’a aujourd’hui. Une autre étude de Gray et
al. (2010) n’a pas trouvé le parasite dans I'appareil reproducteur de quinze chattes atteintes de
trichomonose digestive.

Les cystéines protéases ont été rapportées pour étre capables de couper la fibronectine, le
fibrinogéne, la lactoferrine, I'albumine et les immunoglobulines G1 et G2. Ces protéases aident le
parasite a se nourrir et sont également connues pour induire I'apoptose des cellules du tractus
génital de I'hdte, provoquant chez celui-ci une réaction immunitaire importante. Chez les bovins, T.
foetus sécréte des cystéines protéases extracellulaire pour dégrader les polypeptides dans le mucus
vaginal des vaches infectées. Les cystéines protéases ont donc un réle vital dans les interactions
hote-parasite comme la virulence, I'adhérence, le métabolisme et I'induction de I'inflammation. Dans
une étude de 2012, Sun et son équipe ont découvert des différences génotypiques entre la cystéine
protéase 8 des souches bovines et félines de Tritrichomonas foetus, pouvant expliquer en partie les
différences de pathogénicité chez ces deux hotes, et notamment la différence de localisation chez
I’hote.
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2) Métabolisme

Les Trichomonadidés ont un mode de vie micro-aérophile ou anaérobie. Ils sont
hétérotrophes. Tritrichomonas foetus ne possede pas de mitochondries mais des organites
particuliers, sphériques, les hydrogénosomes, qui synthétisent de I’ATP, énergie de la cellule
(Benchimol et al. 2004 et Midlej et al. 2011).

Figure 7 : Hydrogénosome de Tritrichomonas fcetus bovin au microscope optique
Echelle 100 nm

(Van der Giezen et al. 2005)

3) Nutrition

Les Trichomonadidés se nourrissent en phagocytant les fluides de leurs hoétes, des
leucocytes ou des bactéries (Mehlhorn et al. 2001).

4) Reproduction

Tritrichomonas feetus se reproduit de fagon asexuée par fission binaire longitudinale (Levine
1973). La forme active du parasite se nomme le trophozoite, par opposition a la forme
pseudokystique.

5) Transmission

La transmission de Tritrichomonas fcetus se fait par contact direct entre individus (Gookin et
al. 2001), soit par le coit chez la vache, soit trés probablement par Iéchage ou par ingestion de
matieres contaminées chez le chat. Des trophozoites sont excrétés par le chat porteur dans ses
selles, et les autres chats utilisent la méme litiére et ingerent les trophozoites en faisant leur toilette.
La toilette entre individus contribue surement encore plus directement a la transmission du parasite.

Contrairement a de nombreux protozoaires parasites, T. foetus semble incapable de former
des formes kystiques et ne peut pas survivre a I’extérieur de son hote trés longtemps. Cependant une
forme pseudokystique a été découverte dans des cultures en conditions naturelles, et peut-étre
induite sous certaines conditions qui provoquent un stress physiologique, notamment des
traitements a I’hydroxy-urée, ou des cycles de cultures froides et chaudes.
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[l reste encore a prouver dans quelle mesure la transmission vénérienne est possible ou non.
En effet, T. foetus a été isolé en Argentine chez 12 vaches n’ayant jamais été saillies, mais il est
possible que les organismes cultivés soient d’une autre espéce T. faetus-like (Lun et al. 2005).

Figure 8 : Pseudokyste de Tritrichomonas feetus observé au microscope électronique

(Midlej et al. 2011)

Ce qu’il faut retenir :

v" Tritrichomonas feetus est un protozoaire flagellé.

v" Il est connu depuis longtemps dans le monde entier comme pathogéne de I'appareil
reproducteur chez les bovins.

v’ Tritrichomonas feetus semble ne faire qu’un avec son synonyme Trichomonas suis,
pathogene du porc chez qui le portage est fréquent.

v’ Les derniéres études phylogénétiques indiqueraient qu’il existe une souche bovine et
une souche féline de Tritrichomonas foetus.

v" Chez le chat, Tritrichomonas foetus se retrouve dans le c6lon, I'iléon et le caecum.

v’ T. feetus se transmet par contact direct entre chats, par voie oro-fécale. Cependant,
une étude a réussi a mettre en évidence une forme pseudo-kystique.
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Epidémiologie de la Trichomonose féline

A. Répartition géographique de T. feetus chez le chat et prévalence

T. feetus est un parasite présent dans le monde entier, comme en témoignent les
nombreuses études de prévalence et les rapports de cas présentés dans le tableau Il ci-
dessous. Sa prévalence varie entre 0 et 81% selon les pays et surtout le type d’étude.

Tableau Il : Prévalence du portage de Tritrichomonas fcetus chez le chat dans le monde

Pays et année Population Méthodes Prévalence | Référence
Canada 1 cas rapporté PCR Pahm 2009
USA 2008 173 chats chez des vétérinaires InPouch/PCR 10 % Stockdale 2009
USA 2004 117 chats lors d’une exposition Direct/InPouch/PCR | 31 % Gookin 2004

. —

2006

expositions

Allemagne 2011 | 230 chats de race dans cing InPouch/PCR 15,7 % Kuehner 2011
expositions
Norvege 2011 52 chats de race dans trois InPouch/PCR 21 % Tyshes 2011
expositions
Gréce 2010 31 chats PCR 20 % Xenoulis 2010
Italie 2009 74 chats diarrhéiques en refuge Direct/InPouch/PCR | 32 % Holliday 2009
Suisse 2008 45 chats diarrhéiques InPouch/PCR 24 % Frey 2009
Angleterre 2007 | 111 chats diarrhéiques PCR 14,4 % Gunn-Moore 2007
Asie-Australie
Corée 1 cas rapporté Direct/InPouch/PCR Lim 2010
Japon 2011 147 chats diarrhéiques InPouch/PCR 8,8% Doi 2011
(4,12 13,8 %)
Australie 38 cas rapportés PCR Bell 2010
Australie 2009 134 chats dont 82 de race, et 52 InPouch/PCR 0% Bissett 2009
de refuge
Nouvelle Zélande | 22 chats de race dans deux InPouch/PCR 81,8% Kingsbury 2010
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Figure 9 : Etudes épidémiologiques de Tritrichomonas foetus chez le chat dans le monde.

25



B. Sources et mode de transmission

Comme nous I'avons vu plus tot, de nombreuses équipes de recherche s’accordent pour dire
que la voie de transmission de Tritrichomonas foetus est la voie oro-fécale. Des parasites sont
excrétés dans les selles des animaux infestés, et les autres chats vivants dans la méme maison se
contaminent en faisant leur toilette aprés avoir marché dans la litiere, ou par toilettage mutuel.
Actuellement, aucun autre mode de transmission n’a pu étre mis en évidence, méme si la découverte
d’une forme pseudo-kystique nous impose de moduler ces conclusions. T. feetus ne survit pas dans la
litiere seule mais il peut survivre plus de 3h dans I'urine et jusqu’a 24h dans les selles (Rosypal et al.
2012 et Hale et al. 2009).

Une étude trés originale de Van der Saag publiée en 2011 montre que T. feetus peut survivre
5 jours dans la nourriture pour chat. Il passe sans soucis a travers le tube digestif de deux espéeces de
limaces communes en Australie ce qui pourrait expliquer une partie de sa survie et dissémination
dans le milieu extérieur, notamment pour les chats qui ont leur nourriture a I'extérieur et dans
laquelle les limaces peuvent manger et faire leurs selles !

C. Facteurs de risque
Plusieurs facteurs de risque ont pu étre mis en évidence, notamment par I’équipe de Gookin :

» L'age : les individus jeunes sont plus sensibles au parasitisme et développent plus
souvent une diarrhée qu’un adulte qui subirait la méme pression infectieuse.

» Lataille de la communauté : plus la chatterie ou la communauté est importante (refuges
par exemple), plus la pression infectieuse est importante et plus les animaux
développent facilement la maladie (Gookin 2004).

» Une poly-infestation : une infestation concomitante a Cryptosporidium a provoqué une
diarrhée d’apparition plus rapide et plus marquée que chez les chats uniquement
porteurs de Tritrichomonas foetus (Gookin 2001).

L’influence de I'immunodépression n’a pas été démontrée. Dans I'étude de Gookin (2001), un
traitement immunosuppressif a base de prednisolone n’a pas eu d’effet sur la consistance des feces
ou la fréquence des résultats positifs par examen direct des selles.

Ce qu’il faut retenir :

v’ Tritrichomonas feetus est présent dans le monde entier.
v LaFrance est actuellement indemne de trichomonose bovine.
v’ Laprévalence de la trichomonose féline varie de 0 a 81 % selon les pays et le type d’étude.

v’ Le parasite se transmet par voie oro-fécale directe et peut survivre jusqu’a 24h dans les selles.

7

v' Le principal facteur de risque est la vie en communauté (chatteries, refuges).
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l1l.  Expression clinique

A. Pathogénie

Dans son étude de 2001, Gookin et son équipe ont infecté expérimentalement 8 chatons
agés de 4 mois, par voie orale, a partir d’'une culture axénique de T. feetus isolé d’un chaton
diarrhéique. L’infection a été effective chez les 8 chats, & partir du 2°™ jour post-inoculation et
durant les 203 jours de I'étude, et a provoqué une diarrhée résolue en 7 semaines. Quatre des 8
chats étaient des animaux specific-pathogen-free. Cette étude démontre la pathogénicité chez le
chat de Tritrichomonas feetus, qui a lui seul peut provoquer I'apparition d’une diarrhée (Gookin et al.
2001). Dans cette étude, des Tritrichomonas ont été observés exclusivement dans I'iléum, le caecum,
le cblon et le rectum.

Dans I'espéce bovine, chez qui T. foetus est responsable de maladie vénérienne, I'adhérence
de T. feetus a I'épithélium utéro-vaginal est considéré comme un premier pas critique dans la
pathogénicité de T. feetus. De plus, I'adhérence est connue pour étre un pré-requis essentiel dans la
colonisation intestinale et la cytopathogénicité de nombreux protozoaires intestinaux incluant
Giardia intestinalis, qui utilise son disque adhésif ventral pour faciliter son adhérence a I'épithélium
du petit intestin. L’équipe de Tolbert et al. a montré en 2012 que le Tritrichomonas feetus félin
adhére a I'épithélium intestinal monocouche par un mécanisme récepteur-ligand dépendant. Cette
adhésion requiert la viabilité de T. foetus mais est indépendante de I'intégrité de son cytosquelette.
L’adhésion de T. feetus suit une cinétique de liaison saturable et compétitive qui suggere des
interactions récepteur-ligand spécifiques avec I’épithélium. Cette étude montre que I'adhésion de T.
feetus a I'épithélium intestinal pourrait étre inhibée chimiquement.

Rappelons également le rble de CP8, cette cystéine protéase qui joue un role trés important
dans les interactions hote parasite en permettant notamment I'adhérence du parasite a la muqueuse
de I'hdte, et dont les différences entre souches de Tritrichomonas foetus peuvent expliquer la
pathogénicité ou du moins la virulence (Sun et al. 2012).

B. Symptomes

De nombreuses études ont été menées ces 15 derniéres années: des études d’infection
expérimentale, des études de prévalence du parasite dans une population tout venant, et des études
de prévalence du parasite dans une population de chats malades.

En 1999, Gookin et son équipe publient une étude sur 32 chats naturellement porteurs de
Tritrichomonas faetus. Tous présentaient les signes suivant : diarrhée malodorante, pateuse a semi-
moulée, et contenant fréquemment du sang frais et du mucus. L’émission involontaire de selles était
fréquente. La défécation était souvent accompagnée de flatulences et de ténesme. La durée de la
diarrhée était de 2 jours & 3 ans. L’examen clinique des animaux ne présentait pas d’anomalie
excepté I'anus qui apparaissait souvent érythémateux, cedémacié, et douloureux. Ces signes sont
caractéristiques d’une atteinte du colon. Pour rappel, les critéres de différentiation d’'une diarrhée du
petit et du gros intestin sont présentés dans le tableau Il1.
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Tableau Il : Critéres de différentiation des diarrhées de I'intestin gréle et du cdlon

Diarrhée de I'intestin gréle Diarrhée du c6lon
Fréquence des Augmentée ou non Trés augmentée
défécations
Aspect des selles Liquides ou molles (non Molles
moulées) Mucus
+/- méléna +/- sang frais
+/- aliments non digérés
Volume Toujours augmenté Normal
Répercussions trés importantes  Faibles répercussions voir
Répercussions sur Etat général souvent altéré aucune
I’état général Hyperthermie, anorexie,
polydipsie
Signes associés Distension abdominale Ténesme
Borborygmes Prurit anal
Vomissements
Polydipsie

Dans I'étude de Kingsbury et al. (2010), sur 22 chats testés dans une exposition féline, 18
sont positifs pour T. foetus en PCR. Cing d’entre eux avaient eu la diarrhée durant les 6 mois
précédant, qui avait duré de 3 jours a 8 semaines. Chez ces cing chats, du mucus a été observé dans
les selles, et pour 4 d’entre eux une hémochésie était également présente. Une perte de poids était
rapportée pour I'un des chats mais il n’avait présenté une diarrhée que pendant 3 jours. Aucun chat
ne souffrait de diarrhée au moment des prélevements.

En 2009, Holliday et son équipe rapportent qu’un chaton de 7 mois, diagnostiqué porteur de
T. feetus et atteint d’une trés sévére diarrhée, est mort de septicémie apreés 2 jours de traitement. On
peut suspecter une lésion profonde de la muqueuse colique ayant entrainé un choc endotoxémique.
C’est un des rares cas de trichomonose mortelle.

Afin de vérifier la responsabilité de T. foetus, Gookin et son équipe infectent
expérimentalement, en 2001, 8 chatons, agés de 4 mois. Chez ces 8 chatons, une diarrhée (semi
moulées a bouse de vache) est observée pendant 7 semaines. Aucune modification n’est observée
dans la fréquence de défécation, la température rectale, I'appétit, le poids, le comportement, ou
I’apparition de vomissements (Gookin et al. 2001).

Ces observations sont confirmées dans d’autres études comme par exemple celle de
Stockdale et al. (2009). Cent soixante treize chats sont recrutés au hasard par des vétérinaires. Dix
sept sont porteurs de T. feetus. Tous présentent une diarrhée chronique, sans forcément de sang ou
de mucus, mais parfois avec des vomissements et une perte de poids. Il est intéressant de noter que
35% des chats recrutés présentaient une diarrhée et n’étaient pas porteurs de T. feetus. De plus 53%
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des chats positifs souffraient d’une infection concomitante couramment responsable de diarrhée
(Giardia, Cryptosporidium, coccidies, PIF (1 cas)).

Pour étudier I'évolution de la maladie, Gookin et son équipe suivent 26 chats souffrants de
diarrhée associée a une trichomonose intestinale, diagnostiquée au moins 22 mois avant le début de
I’étude (Gookin et al. 2004). Vingt-trois chats avaient eu une compléte résolution de leur diarrhée en
moyenne 9 mois apres le diagnostic (4 a 24 mois). L’analyse des selles a montré une persistance de
I'infestation chez 12 chats, avec une moyenne de 39 mois apres la résolution de la diarrhée. Cela
montre que I'infestation sans signe clinique peut étre prolongée. Cette étude suggére que la majorité
des chats atteints de diarrhée du gros intestin par infection a T. faetus auront une résolution de la
diarrhée spontanée dans les 2 ans.

D’autres études de prévalence montrent également que beaucoup de chats sont porteurs
asymptomatiques, et on peut se demander si tous ces chats ne sont pas en fait dans la période
asymptomatique de résolution de I'infestation ; L’étude de Xenoulis et al. (2010) rapporte 6 chats
porteurs de T. foetus sur une population de 30 chats testés. Tous avaient des selles totalement
normales. En 2011, Tysnes et al. publient une étude dans laquelle 52 chats d’une exposition féline
sont testés. Onze sont positifs (21%) et aucun chat n’a de diarrhée. Tous les chats testés sont
déclarés en bonne santé par leur propriétaire. L'étude de Kuehner et al. (2011) comprenait 230 chats
de race avec une prévalence de 15% de porteurs de T. foetus. Parmi ces chats positifs, 64% avaient un
score fécal entre 1 et 2 et 61% avaient un historique de diarrhée.

C. Lésions

Les lésions du célon provoquées par T. foetus sont principalement décrites par I'étude de
Yaeger et Gookin publiée en 2005. Quarante-trois sections de cblon de 7 chats, 4gés de 10 semaines
a 12 mois, infectés de facon naturelle par T. foetus, et atteints de diarrhée chronique, ont été
évaluées par microscopie optique, immuno-histochimie, et microscopie électronique. Des T. feetus
furent identifiés chez tous les chats mais seulement dans 56 % (24/43) des sections de célon. Les
parasites étaient généralement présents en association étroite avec la muqueuse colique, et moins
fréquemment dans la lumiére des cryptes. La présence de T. feetus dans le colon était constamment
associée avec une colite lympho-plasmocytaire et neutrophiligue |égere a modérée, une
hypertrophie des cellules épithéliales des cryptes, une hyperplasie et une augmentation de I'activité
mitotique, une diminution du nombre des cellules en gobelet, des micro-abces au niveau des
villosités des cryptes, et un amincissement de la muqueuse colique. Chez deux chats, les lésions
histologiques étaient plus séveres et étaient associées avec I'invasion de la lamina propria et/ou des
couches plus profondes de la paroi colique par les parasites. Lors de biopsie, il est nécessaire de
prélever au moins 6 échantillons de célon, car le parasite n’est pas forcément présent dans toutes les
sections.
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Figure 10 : Photographies au microscope optique. Célon d’un chat souffrant d’une infection
intestinale a T. faetus.

Les Trichomonadidés sont visibles dans la lumiére d’une crypte, avec une invasion de la lamina
propria. On note une hypertrophie des cellules épithéliales des cryptes, une augmentation de
Iactivité mitotique et une absence de cellules en gobelet. Coloration Hémalin Eosine. Echelle = 20
pum (Yaeger et Gookin 2005)

Ce qu’il faut retenir :

v' Tritrichomonas feetus est un parasite pathogéne du célon chez le chat.
v De nombreux animaux sont porteurs asymptomatiques.

v' Tritrichomonas feetus provoque chez certains individus une diarrhée chronique et
intermittente du gros intestin, le plus souvent sans altération de I’état général.

v' Dans certains cas graves, I'animal souffre d’une diarrhée chronique avec du
ténesme, des flatulences, un anus érythémateux, cedémacié et douloureux,

altérant I’état général de I'animal, et conduisant méme parfois a la mort.

v" Le plus souvent la diarrhée disparait soontanément dans les 2 ans.
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IV.  Diagnostic différentiel

Comme nous I'avons vu précédemment, Tritrichomonas foetus provoque classiguement une
diarrhée du gros intestin. Le diagnostic différentiel est donc celui de la diarrhée du gros intestin ou
plus largement de la diarrhée car chez le chat il est souvent difficile de faire la différence. Selon
I’étude de Gunn-Moore et al. (2007), sur 111 chats présentés pour diarrhée, 14% étaient porteurs de
T. feetus. Dans une autre étude de Holliday et al. (2009), dans un refuge en lItalie, sur 74 chats
présentant une diarrhée chronique du gros intestin, 32% étaient porteurs de T. feetus.
Tritrichomonas foetus doit donc définitivement faire partie du diagnostic différentiel face a une
diarrhée chronique. Les causes de diarrhée féline sont présentées dans le tableau IV.

Tableau IV : Causes inflammatoires et infectieuses de diarrhée féline (Stockdale et al. 2006 et Cook

2008)

Maladie ou Symptémes Diagnostic
Agent infectieux
Maladie inflammatoire Léthargie Endoscopie
intestinale Vomissements Biopsie muqueuse

Diarrhée Exclusion des agents infectieux
Virus de I'lmmunodéficience Anorexie ELISA
Féline Amaigrissement PCR

Diarrhéee
Péritonite Infectieuse Féline Diarrhée Sérologie

Vomissements PCR

Dépression Biopsie
Virus de la Leucose Féline Hyperthermie ELISA

Faiblesse Immunofluorescence

Diarrhée
Cryptosporidiose Diarrhée ELISA sur feces
(Cryptosporidium spp) Flottaison

Anticorps immunofluorescents

Parvovirus félin Diarrhéee ELISA

Hyperthermie

Faiblesse
Giardiose Diarrhée Examen direct fécal
(Giardia duodenalis) Flottaison sulfate de zinc

ELISA sur feces

Trichomonose Diarrhéee Examen direct
(Tritrichomonas feetus) PCR  Culture
Salmonellose Diarrhée Culture fécale
(Salmonella sp.) Hyperthermie

Faiblesse
Clostridiose Diarrhéee Cytologie fécale
(Clostridium perfringens) Hyperthermie ELISA PCR
Toxocara cati Diarrhée Coproscopie

Toxascaris leonine
Trichuris culpis
Ancylostoma tubaeforme
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V. Diagnostic de laboratoire

Plusieurs méthodes de diagnostic existent. Les plus utilisées sont I'observation directe des
parasites au microscope, la mise en culture et I’Amplification en Chaine par Polymérase (PCR). Pour
ces trois méthodes, la premiére étape est toujours la méme : un prélévement de selles.

A. Prélevements
1) Selles fraiches

Dans la plupart des études, les prélevements sont réalisés a partir de selles fraichement
émises et récoltées par le propriétaire dans la litiere. Une étude de Hale et al. (2009) montre que les
parasites peuvent survivre 24h dans des selles a température ambiante, si leur concentration est
suffisante (au moins 2x10°T. feetus par gramme). Pour avoir la meilleure sensibilité possible, il est
tout de méme préférable de prélever des selles fraiches de moins de 6h.

2) Ecouvillon rectal

Une autre possibilité est de réaliser un écouvillon rectal. Le parasite se logeant
principalement dans la muqueuse du cblon et du rectum, cette méthode est également trés
intéressante, notamment a réaliser en clinique si les propriétaires n’ont pas pu récupérer des selles
fraiches. Dans I'étude de Gookin et al. (2001), I’écouvillon rectal donne plus souvent des résultats
positifs a I'examen direct au microscope que le prélevement sur selles fraiches.

I
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Figure 11 : Ecouvillon rectal

B. Observation directe au microscope

La recherche de Tritrichomonas faetus se fait a un grossissement x100 a 200. Les parasites
ont un mouvement tres caractéristique, on dit « qu’ils dansent le jerk »... Le diagnostic précis est fait
d’apres les caractéristiques morphologiques de T. feetus. Ce diagnostic se fait au grossissement x400
ou plus afin de visualiser correctement les trois flagelles antérieurs, le flagelle postérieur, et la
membrane ondulante (Rae et al. 2006). Cependant, I'étude de Gookin et al. (2004) rapporte une
sensibilité de seulement 14 %. La sensibilité de I'observation directe est grandement influencée par
le délai entre I'’émission des selles et I'observation. En effet, comme les parasites se trouvent
principalement dans le mucus du cblon et que c’est la partie qui se desséche le plus vite, quelques
heures suffisent a faire diminuer tres fortement le taux de succeés de I'examen.
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C. Mise en culture

Plusieurs systemes de culture et de transport ont été décrits, et sont généralement des
milieux de croissance. Nous décrirons les deux principaux utilisés.

1) TYM Diamond Medium

Depuis le milieu des années 1940 jusqu’a la fin des années 1980, les échantillons chez les
bovins étaient le plus souvent cultivés dans le milieu de Diamond. Ce milieu contient des trypticases,
des extraits de levures, du maltose, et du sérum.

2) In-Pouch TM TF Feline

Au début des années 1990, un nouveau milieu contenu dans une poche en plastique,
InPouch™ TF-Feline, est commercialisé par BioMed (BioMed Diagnostics, Inc. San Jose, CA). Ce milieu
contient également un support nutritif, des antibiotiques, et des antifongiques. Pour la mise en
culture, I'incubation est effectuée a une température de 35a 37°C pendant 18 a 24 heures
puis a température ambiante (25°C) pendant cing jours. L'observation de la culture est réalisée tous
les jours (observation microscopique a l'objectif x20 ou x40) en positionnant directement la
pochette en plastique sous le microscope. Si la culture est négative au bout de six jours, cela
confirme I'absence de Tritrichomonas fcetus. La sensibilité des deux milieux a été comparée et est
sensiblement similaire. Elle a été estimée entre 81% et 95% (d’apres Rae et al. 2006).

Ce milieu était réputé jusqu’a présent totalement spécifique pour Tritrichomonas foetus, mais
une étude trés récente a démontré la survie pendant 5 jours de Pentatrichomonas hominis, qui est
un parasite commensal occasionnel non pathogene du tractus digestif du chat, le plus souvent
présent en co-infection avec T. feetus (Ceplecha et al. 2013). Les auteurs mettent donc en garde les
vétérinaires contre une erreur de diagnostic et I'administration d’un traitement non justifié, car
comme nous le verrons plus tard, le traitement de la trichomonose n’est pas sans danger. De plus,
cette découverte remet en question toutes les études précédentes qui utilisaient uniquement ce
systéme de culture. Malgré tout, la différenciation au microscope optique est tout a fait réalisable
d’apres le nombre de flagelles, et la culture garde donc tout son intérét.

Figure 12 : Poche de prélévement In-Pouch™ TF-Feline
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D. Amplification en Chaine par Polymérase (PCR)

Cette méthode de biologie moléculaire a été mise au point en 1985 par Kary Mullis. Ce
procédé permet, grace a une ADN polymérase thermorésistante, d’obtenir in vitro une amplification
d’environ 10° & 10°d’un fragment donné d’ADN afin de pouvoir le détecter et I’étudier (Site internet
de I'Université Pierre et Marie Curie).

Cette technique est la plus sensible (94% dans I'étude de Gookin et al. (2004)) et la plus
spécifique. Il existe en effet une PCR permettant de détecter un fragment d’ADN spécifique des
Trichomonadidés, mais également une PCR encore plus spécifique d’espece permettant d’identifier
un fragment d’ADN de Tritrichomonas fcetus, et cela grace au choix des amorces. La réalisation de la
PCR se fait sur matiéres fécales et permet la détection du matériel génétique des parasites vivants ou
morts par isolation et amplification du gene ribosomal 5,8 S et des régions ITS1 et ITS2 (Gookin et al.
2002). La haute spécificité de la technique est due au choix d’amorces (TFR3, TFR4, TFITS-F et
TFITS-R) bien spécifiques d’espéce (Gookin et al. 2002). Cependant, cette PCR n’est pas si
évidente a réaliser a cause de la présence d’inhibiteurs dans ce type de prélévements qui sont co-
extractés avec I’ADN (polysaccharides complexes, sels biliaires, produits de dégradation de
I’hémoglobine, composés phénoliques et métaux lourds). Cette technique a I'avantage, comparée
aux deux autres, d’utiliser des matieres fécales réfrigérées voire congelées.

E. Histopathologie

Des biopsies coliques peuvent étre utilisées pour le diagnostic de la trichomonose,
mais cela n’est pas réalisé en routine. L’histopathologie est utilisée dans de tres rares cas, soit
lors de laparotomie exploratrice, soit en post-mortem. En effet, le diagnostic histologique de
trichomonose digestive se heurte a quelques difficultés. Dans I'étude de Yaeger et Gookin (2005),
les parasites n'ont été mis en évidence que dans 56% des sections de cdlon examinées. La probabilité
de détecter le parasite par rapport au nombre de section de biopsie a examinera été calculée:
chez un animal infecté, pour retrouver le parasite avec une probabilité supérieure a 95%, il
faut au minimum six sections du colon. Dans les tissus, Tritrichomonas foetus a une
morphologie différente de celle observée dans des prélevements de selles: les parasites sont
plus allongés, avec une forme de «larme» ou «croissant», ils mesurent 7-8um de long pour 4-
5um de large. De plus, Tritrichomonas feetus est fragile et se loge dans la lumiére colique et
dans le mucus. |l peut étre alors difficile de préserver les parasites durant le préléevement de tissu et
le traitement de ce dernier (fixation et inclusion).

C’est pourquoi Gookin et al. (2010) ont mis au point une technique d’hybridation in situ
en fluorescence en utilisant une séquence d’oligonucléotides d’ARNr 18S de Tritrichomonas feetus
hautement spécifique d’espéce. Cette technique présente le double intérét de localiser le
parasite et d’identifier sa présence de fagcon moléculaire dans les prélevements histologiques.
L’inconvénient principal de cette méthode est I'auto-fluorescence des globules rouges qui sont a peu
pres de la méme taille que T. feetus et compliquent la lecture des lames.

Mostegl et al. (2012) quant a eux ont développé une technique d’hybridation in situ
chromogénique qui est encore une autre alternative. Son intérét principal est qu’on ne peut pas
confondre les parasites avec les globules rouges.
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Ce qu’il faut retenir :

Les méthodes de diagnostic les plus utilisées sont la mise en culture et la PCR.

Dans tous les cas, le prélevement se fait soit sur selles fraiches, soit par
écouvillon rectal qui est aujourd’hui la méthode de choix pour un praticien.

Une étude trés récente a démontré la non-spécificité de la technique de culture
InPouch™ TF-Feline, mettant en garde les vétérinaires contre des erreurs de

diagnostic.

Il est donc conseillé, lors de culture positive, de confirmer par une PCR, ou de

réaliser directement une PCR.
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VI. Traitement, prophylaxie et pronostic

A. Traitements disponibles actuellement

Actuellement il n’existe aucun traitement dans le monde bénéficiant d’'une AMM contre
Tritrichomonas feetus chez le chat.

Tres vite, les antiparasitaires classiques se sont révélés inefficaces. L’étude de Kather et al.
(2007) montre que T. foetus est résistant in vitro au métronidazole, a la furazolidone, a la
paromycine, & I'oméprazole, et est uniquement sensible au ronidazole. T. feetus est également
résistant au fenbendazole (Panacur®) utilisé pour le traitement de la giardiose. Les études se sont
donc concentrées sur I'utilisation du ronidazole avec en premiére ligne la publication de Gookin et al.
(2006). En effet, ils ont montré que I'administration de ronidazole a 30-50 mg/kg BID pendant 14
jours résolvait la diarrhée et permettait d’éliminer I'infection, sur la base d’'une PCR négative.
L’expérience était alors réalisée sur 11 chats, et la diarrhée n’est pas réapparue pendant les 21 a 30
semaines de suivi apres traitement.

Dans I'étude de Holliday et al. (2009), 24 chats souffrant de diarrhée chronique du gros
intestin dans un refuge en Italie, et diagnostiqués porteurs de T. foetus par culture, sont traités avec
du ronidazole (Orffa® UK) a 30 mg/kg per os BID pendant 14 jours. Dans tous les cas, le traitement a
permis soit une résolution compléte, soit une tres forte diminution des signes cliniques de colite. Des
selles de 17 chats ont pu étre contr6lées apres le traitement et sont revenues négatives par culture.
Cependant un chat a été également testé par PCR qui s’est avérée positive. Deux chatons en tres
mauvais état général ont développé une septicémie et sont morts trés rapidement. L’'un avait 7 mois
et était porteur de T. feetus. Il est mort apres 2 jours de traitement. L’autre avait 4 mois et était
négatif. Il n’avait donc pas recu de traitement.

Enfin dans I’étude de Bell et al. (2010), 12 chats atteints de trichomonose sont traités avec du
ronidazole 30 mg/kg per os SID ou BID (pour deux chats) pendant 14 jours. En effet, méme si Gookin
2006 recommandait 30 a 50 mg/kg BID, et ne trouvait pas d’efficacité en dessous de 10 mg/kg SID,
une étude récente LeVine et al. (2008) a montré qu’aprés une administration par voie orale, le
ronidazole est détectable dans le plasma pendant plus de 48h, suggérant qu’une administration
unique toutes les 24h pourrait étre adéquate. Cependant, la concentration finale de ronidazole
atteinte dans la muqueuse colique n’a pas été déterminée. Dans I'étude de Bell, la diarrhée a
rétrocédé avec le protocole décrit ci dessus, et n’est pas réapparue, avec un suivi d’au moins 6 mois.
Le contr6le a un mois a été réalisé par PCR chez 7 chats et par examen direct chez 2 chats et était
négatif pour tous les animaux. Il faut préciser que 7 chats sur les 12 avaient une Giardiose
concomitante et furent préalablement traités au fenbendazole 50 mg/kg SID pendant 5 jours
(Panacur®).

L’étude de Rosado et al. (2007) décrit le cas de 4 chats ayant développé divers signes
neurologiques & partir du 3°™ & 6°™ jour de traitement. Ces animaux recevaient du ronidazole & 40 &
54 mg/kg BID pendant 10 jours. Les effets secondaires neurologiques étaient variables : abattement,
anorexie, faiblesse des postérieurs, ataxie, |éthargie, faiblesse générale, tremblements de la face et
des extrémités, et parfois agitation et hyperesthésie. Ces symptémes ont disparus complétement
une semaine a un mois apres l'arrét du traitement. La posologie est beaucoup plus importante que
dans I'étude de Bell et al. (2010) dans laquelle des signes de toxicité neurologique n’ont été observés
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que chez un seul chat agé de 6 mois et recevant du ronidazole a 30 mg/kg SID. La thérapie au
ronidazole a alors été interrompue, mais ce chat est mort de Péritonite Infectieuse Féline trois
semaines plus tard et les symptdmes ne peuvent donc pas étre attribués avec certitude au
traitement. Il semblerait que la dose de 30 mg/kg SID induise beaucoup moins d’effets secondaires
neurologiques, tout en étant assez efficace pour éliminer l'infection. Des cas de résistance au
ronidazole ont été récemment rapportés, (Gookin et al. 2010).

Devant I'importance des effets secondaires et I'absence de préparation avec AMM chez le
chat, certains propriétaires refusent le traitement et optent pour une prise en charge hygiénique. La
plupart des articles ne montrent pas d’amélioration de la diarrhée par un changement alimentaire.
En effet, les changements d’alimentation ont souvent plus tendance a augmenter la diarrhée en
perturbant la flore intestinale, plutét que la diminuer. Il est d’ailleurs fréquent que les propriétaires
de chat, pensant leur faire plaisir, multiplient les aliments secs et humides dans une méme journée.
Gookin et al. (2004) précise que les traitements ou les changements d’alimentation peuvent
améliorer I'aspect des selles, mais pourraient allonger la durée de résolution compléete de la diarrhée.
Un cas clinigue récemment décrit montre les bénéfices de certains aliments associés a des
probiotiques, Hugonnard (2012). Chez un chat abyssin d’un an, souffrant de diarrhée liquide depuis
ses 8 mois, I'administration d’'un aliment sec, PURINA VETERINARY DIETS Feline EN®, ainsi que des
probiotiques, FORTIFLORA®, ont permis d’améliorer significativement I'aspect des selles en
seulement trois semaines. De plus I'animal souffrait de ténesme et de flatulences qui ont totalement
disparus, et il a trés rapidement repris du poids. Cependant, une culture pour Tritrichomonas feetus
réalisée 5 semaines apres le début du changement d’alimentation montrait une persistance de
I'infestation.

D’aprés les connaissances actuelles, le traitement de choix est actuellement du ronidazole a
30 mg/kg SID pendant 14 jours, a préparer en pharmacie ou éventuellement avec du Trichorex®,
produit disposant d’une AMM pour la trichomonose chez le pigeon.

B. Prophylaxie

Tritrichomonas feetus n’étant sensible a aucun antiparasitaire classique, il n’existe pas
actuellement de protocole de prophylaxie en tant que tel. Face a un éleveur félin, on conseillera,
comme pour toute maladie contagieuse, une quarantaine lors de I'introduction d’'un nouvel individu.
Si 'animal présente de la diarrhée, on réalisera soit une culture, soit une PCR sur écouvillon rectal, et
selon le résultat et la motivation du propriétaire, I'animal sera traité ou éventuellement rendu au
vendeur. Cependant, la trichomonose n’est pas un vice rédhibitoire pouvant annuler la vente.

C. Pronostic

Le pronostic de trichomonose est plutt favorable. Le plus souvent, la diarrhée disparait
spontanément au bout de plusieurs mois comme le montre I’étude de Foster et al. (2004). Chez 88 %
(23/26) des chats atteints de trichomonose, la diarrhée s’est résolue spontanément aprés en
moyenne 9 mois (5 a 24 mois). Cependant, on constate une persistance de I'infection chez 12 chats
sur 22, malgré la disparition de la diarrhée. Les auteurs ont trouvé une corrélation positive entre le
temps du diagnostic a la résolution de la diarrhée, et le nombre de chats présents dans la maison.
Ceci peut s’expliquer par une ré-infestation possible des chats vivants en forte densité.
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Ce qu’il faut retenir :

Il n’existe pas de préparation disposant d’'une AMM pour le traitement de la
trichomonose chez le chat.

Le traitement de choix est actuellement du ronidazole & 30 mg/kg SID pendant
14 jours, a préparer en pharmacie ou éventuellement avec du Trichorex®,
produit disposant d’'une AMM pour la trichomonose chez le pigeon.

Les effets secondaires potentiels sont surtout neurologiques et varient:
abattement, anorexie, faiblesse des postérieurs, ataxie, léthargie, faiblesse
générale, tremblements de la face et des extrémités, et parfois agitation et
hyperesthésie. lls semblent plus fréquents a une posologie plus élevée de 30 a
50 mg/kg BID. lls nécessitent parfois l'arrét du traitement et sont alors
totalement réversibles en une semaine a un mois.

I 'y a pas de prophylaxie particuliere excepté la quarantaine avant
I'introduction d’un nouvel individu dans un effectif.

Le pronostic est plutdt bon si I'animal est en bon état général. Une majorité des
animaux voient leur diarrhée disparaitre spontanément dans les deux ans.
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VII.  Santé publique vétérinaire

Pour terminer cette premiére partie, nous aborderons I'aspect potentiellement zoonotique
de la trichomonose féline. La diversité des Trichomonadidés et leurs différents hotes sont
présentés dans le tableau V. Bien que jusqu’a présent Tritrichomonas feetus n’a été retrouvé chez
I’lhomme que treés rarement et jamais dans le systéeme digestif, on peut s’interroger sur le
potentiel zoonotique de T. feetus, comme c’est le cas pour la giardiose en ce moment. Gookin et
al. (1999) rapporte des transmissions expérimentales de Trichomonadidés de I’hnomme au chat.
Dans une étude de Kessel (1928), 14 chatons ont été exposés a des Trichomonadidés entériques
humains aprées quoi 10 d’entre eux ont été infestés et 6 ont développé une diarrhée. Dans une
autre étude de Simic (1932), 9 chats sur 10 ont développé une infestation persistante du colon
aprés une exposition orale ou rectale a des Trichomonadidés entériques humains. Simic est
également le seul a avoir tenté d’infecter ’'homme a partir du chat. Quatre sur six enfants
Yougoslaves entre 10 et 12 ans développérent une trichomonose aprés une administration orale
d’'une dose unique de Trichomonadidés cultivés a partir de feces d’un chaton infecté
naturellement. Les enfants restérent asymptomatiques pendant les 3 semaines de suivi. Etant
donné le peu de cas rapportés chez I’'hnomme, il semble tout de méme que I'importance clinique
de I'infestation entérique a Trichomonadidés soit limitée au tiers monde et/ou aux patients
atteints du SIDA (Floch et al. 1989). Cependant, dans aucune de ces études on ne connait
précisément I'espéce de Trichomonadidés incriminée. On ne peut donc pas conclure sur le risque
zoonotique de T. feetus qui semble trés faible a I’heure actuelle.

Tableau V : Trichomonadidés d'importance en médecine humaine et vétérinaire

(D’aprés Stockdale 2006)
Espéce Hote Localisation Maladie / symptomes
Trichomonas tenax Homme Cavité orale Aucun
Trichomonas vaginalis Homme Vagin Vaginite
Uretre Uretrite
Pentatrichomonas Homme Intestin Aucun
hominis Chien Gros intestin Diarrhée
Trichomonas gallinae  Oiseaux Tractus digestif Nodules caséeux
supérieur
Trichomonas Chien Cavité orale Aucun
canistomae
Trichomonas Chat Cavité orale Aucun
felistomae
Tritrichomonas feetus ~ Bovin Vagin Avortement
Utérus Métrite
Prépuce Balanite
Porc Estomac Aucun
Cblon
Voies nasales
Chat Gros intestin Diarrhée
Chien Gros intestin Diarrhée
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Deuxieme partie : étude epidemiologique
dans les élevages francais lors
d’expositions félines internationales*

*Ce travail a déja fait I'objet d’une présentation au congres national de I’AFVAC en 2011 et d’une
publication dans Veterinary Parasitology en 2013 (annexes 5 et 6).

. Introduction

Comme nous I'avons vu en détail dans la premiére partie, la trichomonose féline est une
maladie émergente, présente dans le monde entier, et notamment en Europe dans plusieurs pays
frontaliers avec la France. Cette pathologie est trés problématique, particulierement dans les
élevages félins. Cependant, aucune étude n’a été publiée a ce jour sur la prévalence de
Tritrichomonas feetus chez le chat en France. De plus, étant donné les récentes avancées en matiere
de phylogénie entre le Tritrichomonas du chat et de la vache, il paraissait intéressant de vérifier que
les T. feetus identifiés chez les chats en France sont tous similaires entre eux et avec ceux déja
identifiés dans d’autres pays.

Cette étude avait donc pour objectifs (1) de déterminer la prévalence du parasite chez les
chats de race francais, (2) d’analyser les facteurs de risque du portage, (3) de comparer deux
méthodes diagnostiques : culture et PCR, et enfin (4) d’investiguer la diversité génétique des isolats
de T. feetus, identifiés dans la population féline francaise.

. Matériels et méthodes

A. Population d’étude

Entre Novembre 2009 et Octobre 2010, 140 échantillons fécaux ont été récoltés a partir de
140 chats de race francais d’age variable, participant a trois expositions félines internationales en
France (40, 52 et 48 chats respectivement a Orléans, Oyonnax et Avignon). Avant I'exposition, les
éleveurs étaient informés par mail sur I'objectif et la disponibilité d’'un dépistage gratuit de
Tritrichomonas foetus chez leur chat. Pendant I'exposition, une nouvelle présentation de I'étude était
réalisée et les éleveurs étaient invités a y participer en complétant auparavant un questionnaire
présenté en annexe 2. Deux chats maximum étaient acceptés par chatterie afin d’avoir la
représentation la plus large possible de la population féline (une seule exception avec trois chats
provenant de la méme maison). Le questionnaire a été congu pour récolter des informations de base
sur chaque chat participant: I'age, le sexe, la race, la nourriture, I'appétit, la corpulence, les
antécédents médicaux avec notamment un éventuel historique de diarrhée, le nombre de chats dans
la chatterie, la localisation géographie, et la promiscuité avec des animaux d’autre race pouvant
souffrir de diarrhée (chiens ou oiseaux).
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Figure 13: Chaton prélevé par écouvillon rectal. Contention réalisée par clipnose.

Figure 14: Adulte prélevé par écouvillon rectal
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B. Mise en culture et examen microscopique

Pendant I'exposition, des écouvillons rectaux furent réalisés sur chacun des 140 chats.
L’écouvillon servait & ensemencer aussitdt un systéme de culture, InPouch-TF™ Feline (Biomed
Diagnostics, White City, Oregon) qui était ensuite incubé a température ambiante (25°C). Le méme
manipulateur réalisa les 140 prélevements et I'observation des cultures pour déterminer la présence
de Tritrichomonas fcetus. L’évaluation microscopique fut réalisée a un grossissement x100 un jour sur
deux a partir de 24 a 48h post-inoculation, et cela durant 12 jours. Les cultures étaient déclarées
négatives si aucun parasite n’était observé au bout de 12 jours.

Figure 15: Ensemencement de la poche avec I’écouvillon

C. Extraction ADN et caractérisation moléculaire des
Trichomonadidés isolés

Afin de confirmer I'identité des Trichomonadidés isolés par culture, ’ADN des échantillons
positifs fut amplifié, en utilisant les amorces sens TRICHO-F et anti-sens TRICHO-R, spécifiques des
Trichomonadidés, qui ciblent les régions ITS1-5.8S et rRNA-ITS2.

D. Diagnostic par PCR

Un deuxiéme écouvillon est réalisé sur les 100 chats testés lors des expositions 2 et 3. Cet
écouvillon est ramené au laboratoire vétérinaire départemental LVD 69 puis congelé en attente des
PCR. Le LVD 69 a développé sa PCR selon la méthode publiée par Gookin et al. (2002) avec les
amorces TFR3, TFR4, TFITS-F et TFITS-R.

E. Etude statistique

Pour explorer la relation entre I'infection a T. foetus et les facteurs de risque associés, les
analyses statistiques furent réalisées en utilisant un test du x* pour I’age, le nombre de chats dans la
chatterie, la proximité d’un chien, le type de nourriture. Un test de Fisher a été utilisé pour la relation
entre T. foetus et diarrhée.
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ll.  Reésultats
Les résultats complets sont reportés dans des tableaux en annexe 3.
A. Analyse de la population de chats étudiée

Cette étude inclue 140 chats provenant de 117 chatteries différentes. L'age moyen des chats
est de 14 mois (3 mois a 11 ans, médiane de 9 mois). Cette population comporte 61 adultes (un an et
plus) et 79 chatons (moins d’un an). Il y a 74 femelles (47 %) et 66 males (53 %). Les 140 chats
proviennent de 40 départements différents, illustrés par la figure 13 ci-dessous, et incluent 23 races
différentes : Abyssin (6), Angora Turc (1), Bengal (7), British Longhair (6), British Shorthair (8),
Burmese (1), Chartreux (5), Cornish Rex (1), Exotic Shorthair (1), Korat (1), Main Coon (26), Mau
Egyptien (1), Nebelung (1), Norvégien (21), Oriental (3), Persan (22), Ragdoll (3), Sacré de Birmanie
(15), Scottish Fold (2), Siamois (2), Sibérien (4), Somali (2) et Sphinx (1).

B. Prévalence de Tritrichomonas fcetus dans la population féline
francaise étudiée

Parmi les 140 échantillons testés, 24 furent positifs soit par culture (20/24), soit par PCR
(15/24). La prévalence de I'infection par T. foetus est donc de 17,1 % parmi les chats (24/140) et 18,8
% parmi les chatteries (22/117). Les cas positifs sont distribués a travers tout le territoire francais
comme l'illustre la figure 13 ci-dessous.
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Figure 16: Répartition géographique des chats positifs (en noir) et négatifs (en blanc) pour le portage
de T. feetus dans cette étude.
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Figure 17 : Tritrichomonas feetus observé au microscope optique au grossissement x400

Profizi, Service de parasitologie VetAgro Sup

Figure 18 : Deux Tritrichomonas fcetus observés au microscope optique au grossissement x400

Profizi, Service de parasitologie VetAgro Sup

Figure 19 : Culture fortement positive (tous les ronds sont des parasites), au microscope optique
grossissement x200

Profizi, Service de parasitologie VetAgro Sup
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C. Relation entre Tritrichomonas foetus et la diarrhée

Parmi les chats porteurs de T. feetus, 20,8% (5/24) avaient une diarrhée chronique, au lieu de
seulement 6,9% (8/116) parmi les chats négatifs. Cette différence est statistiquement significative
(Test de Fisher, p=0,049).

Tableau VI : Répartition des cas de portage de T. feetus en fonction de I'historique de diarrhée

T. foetus positif T. foetus négatif
Diarrhée chronique 5 8
Pas de diarrhée 19 108

D. Facteurs de risque associés a I'infection et signes cliniques

1) Influence du sexe

L'effectif testé comprenait 74 femelles (47 %) et 66 males (53 %). Quinze pour cent des
males et 18,9% des femelles étaient porteurs de Tritrichomonas fcetus. La différence n’est pas
significative (test x? : p>0,05).

2) Influence de I'age

L’age moyen des chats sains était de 14,4 mois, tandis que I’age moyen des chats porteurs de
T. foetus était de 12,7 mois. Pour étudier la relation entre I'age et le portage de T. feetus, les
publications séparent généralement les chats en deux populations: chats de moins de 12 mois
(chatons), et chats de 12 mois et plus. Dans notre étude, la relation entre I'age et le portage de T.
feetus n’a pas pu étre mise en évidence (test x? : p>0,05).

N
o

[N
(6]
1

Pourcentage
H
o
1

a1
1

<12 mois >ou =12 mois
Age

Figure 20: Pourcentage de chats porteurs de T. feetus en fonction de I'age, avec deux classes d’age

45




N
(6]

20
S
S 15
c
8
5 10 A
o
o
5 .
0 .
0a5 mois 6 a 11 mois 12217 mois 18 mois et plus
Age

Figure 21 : Pourcentage de chats porteurs de T. feetus dans la population testée en fonction de I'age,
avec quatre classes d’age

3) Influence du nombre de chats dans la chatterie

Les chatteries concernées comptaient entre 1 et 22 chats. Les données sont inconnues pour
15 chats. Les chats porteurs de T. feetus vivaient en moyenne dans des chatteries de 8,5 chats, tandis
que les chats négatifs vivaient en moyenne dans des chatteries de 7,5 chats. Cependant, aucune
limite de nombre avec une valeur significative n’a pu étre mise en évidence.

4) Influence de la nourriture

Quatre-vingt cing chats étaient nourris exclusivement avec des croquettes, c'est-a-dire une
nourriture seche, tandis que 42 étaient nourris de facon mixte, avec des croquettes et des aliments
humides type boite ou sachet fraicheur. Les données sont inconnues pour 13 chats. Dix huit pour
cent (13/72) des chats mangeant une nourriture séche étaient porteurs de T. foetus, contre 27%
(9/33) des chats mangeant une nourriture mixte. La différence n’est pas significative (test x*:
p>0,05).
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H T. foetus positif

M T. foetus négatif

Nombre de chats testés

seche mixte
Nourriture

Figure 22 : Nombre de chats testés positifs ou négatifs pour T. feetus en fonction du type de
nourriture
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5) Influence de la présence d’un chien

Quarante-huit chats vivaient en présence d’un chien, sur 127 questionnaires remplis. Les
données sont inconnues pour 13 chats. Vingt-trois pour cent des chats porteurs de T. feetus vivaient
avec un chien, contre 40,9% des chats sains. Cependant cette relation n’est pas significative (test x?:
p>0,05).
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Figure 23: Nombre de chats testés positifs ou négatifs pour T. feetus en fonction de la présence d’un
chien

E. Comparaison entre culture par In-Pouch TF™ Feline et PCR

Sur les 100 prélévements, 5 PCR n’ont pas pu étre réalisées. Le contréle GAPDH est revenu
négatif signifiant que la PCR n’avait pas aboutie, trés probablement par manque de matériel sur
I’écouvillon. La comparaison est donc faite sur les 95 animaux testés par PCR et culture. Les 5 chats
n’ayant pas eu de PCR étaient négatifs en culture. Le tableau de correspondance entre les résultats
de PCR et de culture est présenté ci-apres (tableau VII). Les deux techniques sont en adéquation dans
83% des cas (79/95). Cependant, on constate que quatre chats sont positifs en PCR et négatifs en
culture, tandis qu’un chat est négatif en PCR et positif en culture.

Tableau VIl : Correspondance entre PCR et culture In-Pouch TF™ Feline

PCR
+ -
Culture + 11 1
In-Pouch TF™ Feline - 4 79
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F. Caractérisation moléculaire des isolats de Trichomonadidés

L’ADN des 20 échantillons positifs par culture furent amplifiés en utilisant des amorces
spécifiques des Trichomonadidés. Aprés avoir cloné le produit de la PCR, un clone positif fut
séquencé pour chaque clonage. Les 20 clones séquencés furent identiques a 100%. Dans la majorité
de notre alignement ils montrérent également 100% d’identité avec des séquences homologues de
souches de T. feetus isolées de chats domestiques aux Etats-Unis (AF466749, AF466750 et
EU569309), en Suisse (JNO06994), en Norvege (HM856630 et EF165538), et en Australie (GU170216).
Par contre, ces séquences différaient a 3 et 5 endroits avec celles de T. feetus identifiées aux Etats-
Unis (respectivement EU569310 et EU569311). A I'exception d’EU569310 et EU569311, toutes les
séquences de chat domestiques, y compris celles obtenues dans notre étude, et les séquences de la
vache, different par un unique nucléotide polymorphe (SNP) dans la région ITS2. L’alignement des
séquences est présenté en annexe 4.

V. Discussion

A. Prévalence de la trichomonose féline

Cette étude est la deuxiéme étude, apres la these de Nora Brigui (2007), sur la trichomonose
féline en France. C’est la premiere étude de prévalence dans des expositions félines. Elle confirme la
présence du parasite dans une grande partie du territoire francais. Vingt quatre chats parmi 140
(17,1%) chats de race et 22 parmi 117 chatteries (18,8%), testés a I'occasion de trois expositions
félines, ont été identifiés comme porteurs de Tritrichomonas faetus. Ces proportions sont similaires a
celles trouvées dans les autres pays européens. En Allemagne (Kuehner et al. 2011), en Gréce
(Xenoulis et al. 2010), en Italie (Holliday et al. 2009) et en Norvége (Tysnes et al. 2011),
respectivement 15,7% (36/230), 20,0% (6/30), 32% (24/74), et 21,2% (11/52) des échantillons de
feces obtenus dans des expositions félines ont été identifiés comme positifs pour Tritrichomonas
feetus. Quoi qu’il en soit, la prévalence moyenne générale du parasite observé dans les pays
européens est plus faible que celle trouvée dans des expositions félines aux Etats-Unis (31% de 117
chats, Foster et al. 2004), et en Nouvelle-Zélande (82% de 22 chats, Kingsbury et al. 2010). En
conséquence, soit la prévalence du parasite est réellement plus faible en Europe qu’en Amérique et
en Océanie, soit cette prévalence est sous-estimée dans les études européennes. Les participants a
cette étude étaient recrutés sur la base du volontariat. Méme si les chats étaient déclarés en bonne
santé sur I’exposition, certains d’entre eux souffraient de désordres intestinaux chroniques au
moment du prélevement.

B. Diarrhée et facteurs de risque

Plusieurs autres études épidémiologiques ont été conduites a travers le monde pour
déterminer la prévalence de T. foetus et incluaient différentes populations de chats en bonne santé
et malades, dans des expositions félines, des refuges ou des cliniques vétérinaires (Gookin et al.
2004, Bisset et al. 2009, Stockdale et al. 2009, Kingsbury et al. 2010, Xenoulis et al. 2010, Kuehner et
al. 2011, Tysnes et al. 2011, Doi et al. 2012). La prévalence de la diarrhée dans notre étude était
basée sur les données obtenus a partir du questionnaire distribué aux propriétaires. Cing chats parmi
les 24 chats porteurs de T. foetus (20,8%) présentaient une diarrhée chronique, contre 8 parmi les
116 (6,9%) chats négatifs. Cette différence est ici significative (Test de Fisher, p=0,049) et a déja été
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démontrée comme nous I'avons vu dans la premiére partie, notamment par Gookin et al. (2001,
2006, 2007). Ces auteurs réussirent a induire expérimentalement une diarrhée chez des chatons par
I’inoculation d’une culture de T. feetus, isolé d’'un chat diarrhéique. Récemment, une relation
significative a été démontrée entre une consistance anormale des selles et l'infection a
Tritrichomonas fcetus (Kuehner et al. 2011), tout comme entre I'age des animaux et I'infection a T.
feetus (Holliday et al. 2009, Stockdale et al. 2009, Xenoulis et al. 2010). Notre étude n’a pas
confirmée cette derniére relation. De méme, aucune relation significative n’a été trouvée entre la
présence du parasite et la taille de la chatterie, la vie avec un chien, ou le type de nourriture.

C. Comparaison culture et PCR

Douze parmi 95 chats sont revenus positifs en culture (12,6%) contre 15/95 en PCR (15,8%).
La différence n’est pas significativement différente, contrairement aux données de Gookin et al.
(2004) et Tysnes et al. (2011). Gookin et al. (2004) obtinrent le double de cas positifs en PCR comparé
avec la culture (34/36 contre 20/36), et la différence est encore plus importante dans I'étude de
Tysnes et al. (2011), avec une culture positive contre 11 PCR positives. Les deux études utiliserent
des selles fraichement émises pour réaliser la culture, soit collectées juste apres I’exposition féline,
soit aprés un transport de moins de huit heures. Les études précédentes qui ont évalué la prévalence
de Tritrichomonas foetus chez le chat réalisent généralement la culture et la PCR & partir d’un
échantillon de selles fraichement émises, mais pendant une exposition féline, les chats font rarement
leurs selles. En effet les gens passent devant les cages toute la journée, les chats n’ont pas d’endroit
tranquille pour faire leurs besoins et sont parfois tres stressés. Pour contourner ce probleme,
rencontré lors de la premiere exposition a Orléans nous avons décidé d'utiliser des écouvillons
rectaux pour la culture et la PCR, comme cela avait été suggéré par Bell et al. (2010). Le fait que nous
ayons utilisé un écouvillon rectal pour inoculer le systtme de culture In-Pouch TF™ Feline,
immédiatement apres le prélevement pourrait expliquer la bonne sensibilité de la culture dans notre
étude. Un écouvillon rectal est plus adapté pour la récolte des parasites car il frotte la muqueuse du
colon et emporte le mucus. Cependant, on notera que les résultats d’une autre étude utilisant des
selles fraiches sont similaires aux nétres, sans différence significative entre les chats positifs par
culture (29/36) et par PCR (28/36).

Quoi gqu’il en soit, chacune des deux méthodes peut mener a des faux négatifs, comme nous
I’avons vu dans notre étude. Des faux négatifs peuvent se produire en PCR, soit par contamination
des selles par de la litiére contenant des inhibiteurs (Bell et al. 2010), soit par un manque de matériel
sur I'écouvillon rectal. En effet, les chats infectés a trés bas niveau pourraient également étre sous le
seuil de détection de la PCR. Cela pourrait expliquer pourquoi le contréle GAPDH sont revenus
négatifs pour cing chats. D’un autre c6té, la culture peut parfois étre moins sensible que la PCR dans
le cas d’une faible densité parasitaire, ou lorsque I'inoculum ne contient pas de parasites vivants,
particulierement si I'ensemencement est fait aprés un transport. Hale et al. (2009) ont montré une
survie de T. foetus d’au moins 24h dans les selles de chat a température ambiante pour une
concentration de 2x10* parasites par gramme, mais cette survie est bien moindre a une
concentration de 2x102 T. foetus par gramme, environ 6h, et la détection était meilleure avec le
milieu de culture Modified Diamonds Medium qu’avec le systéme In-Pouch TF™ Feline. Cela pourrait
expliquer les 4 chats positifs en PCR et négatifs en culture.

49



L’étude de Ceplecha et al. (2013) rapporte la survie de Pentatrichomonas hominis dans le
systéme In-Pouch TF™ Feline et donc la possibilité de faux positifs en culture. Dans notre étude,
I’ADN de 18 cultures positives a pu étre extrait et séquencé, et les parasites étaient bien des
Tritrichomonas feetus. Neuf chats parmi les 18 positifs en culture étaient par ailleurs positifs par PCR
au LVD 69. Pour les 2 cultures dont I’ADN n’a pas pu étre extrait, les chats sont revenus également
positifs par PCR au LVD 69, ce qui confirme la présence de T. foetus. Cependant, une co-infestation de
P. hominis ne peut étre exclue.

Tableau VIII : Comparaison entre In-Pouch TF™ Feline et PCR

In-Pouch TF™ Feline PCR
Colt Environ 20 euros Environ 40 euros
Délai 2 a10 jours selon la charge 5 jours de délai écouvillon sec
rectal
Matériel Un kit de prélévement Un écouvillon rectal sec
Avantage CoQt, Absence de faux positifs, remis  Détecte les parasites méme

en question par I'étude récente de morts
Ceplechaetal. (2013)

Inconvénients Nécessite I’envoi d’un kit de Codlt, Detecte les parasites
prélévement par le laboratoire méme morts

D. Apports de la phylogénie

En utilisant des paires d’amorces spécifiques des Trichomonadidés, I’ADN des 20 cultures
positives fut amplifié et séquencé. De facon intéressante, toutes les séquences obtenues ont montré
100% d’homologie, suggérant fortement qu’elles sont toutes dérivées de la méme souche de T.
feetus. De plus, des analyses comparatives avec les séquences homologues de T. faetus provenant de
différents hotes et disponibles actuellement chez GenBank ont montré 100% d’homologie avec ceux
de chats domestiques (AF466749, AF466750, EU569309, JN006994, HM856630, EF165538 et
GU170216) provenant de différents pays. Certaines séquences isolées de chats domestiques par
séquencage simple brin (EU569310 et EU569311) montrent plusieurs polymorphismes,
principalement dans la région ITS1. Comme suggéré par Slapeta et al. (2010), ces polymorphismes
qui ne sont pas partagés par d’autres séquences isolées de félins y compris celles de notre étude,
doivent étre vérifiés en double brin. De plus, toutes les séquences isolées de chats domestiques
inclus dans notre étude montrent le méme polymorphisme dans la région ITS2 des séquences félines
par rapport aux séquences bovines (T pour les félins et C pour les bovins). Ces résultats sont tout a
fait concordants avec les données précédentes obtenues par Slapeta et al. (2010) et Reinmann et al.
(2012), suggérant que ce Single Nucleotide Polymorphism (SNP) pourrait discriminer un génotype
félin d’'un génotype bovin. Enfin, les T. fcetus isolés de différents hétes (bovins, chats et
probablement humains) et différents pays montrent une tres faible diversité génétique par
comparaison des loci ITS1 et ITS2, aussi bien que par des marqueurs additionnels comme le géne CP8
(Sun et al. 2012), le TR7/TR8 de répétition de longueur variable (Slapeta et al. 2010), et le géne (EF)-
1a du facteur d’élongation (Reinmann et al. 2012). Comme suggéré par Reinmann et al. (2012), les T.
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feetus isolés avec une forte identité génétique pourrait étre capables de s’adapter a différents
environnements chez de multiples hotes. En effet, un isolat bovin de T. feetus a été capable d’infecter
le caecum de chats méme si plusieurs différences de pathogénicité ont été observées entre les
souches bovine et féline chez le chat (Stockdale et al. 2008). En paralléle, une souche féline de T.
feetus inoculée dans le tractus reproducteur de vaches a créé une endométrite mais avec des signes
moins importants que les lésions créées par une souche bovine (Stockdale et al. 2007). Cette
homologie pourrait également refléter une diversification moléculaire précoce des souches de T.
feetus avec I'identification de nouveaux génotypes incluant les génotypes félins et bovins spécifiques
d’hote.

Ce qu’il faut retenir :

v Notre étude a confirmé la présence de Tritrichomonas fcetus sur le territoire
frangais, avec une prévalence de 17,1% sur 140 chats testés par culture et/ou PCR.

v’ Cette prévalence est similaire a celle obtenue dans les pays européens par les
mémes méthodes.

v Nos données ont confirmé la relation entre présence de T. foetus et diarrhée, mais
n’ont pas pu mettre en évidence de facteurs de risque.

v Laculture par In-Pouch TF™ Feline et la PCR développée au LVD 69 ont montré
une sensibilité similaire dans notre étude.

v L’identification de T. foetus dans les poches de culture a été vérifiée soit par PCR,
soit par séquencage des régions ITS1 et ITS2, confirmant I’absence de faux positifs
en culture.

v Le séquengage des souches de T. foetus cultivées a montré une totale homologie
entre elles et avec les souches félines européennes. Il confirme également la
différence entre les isolats bovin et félin.
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CONCLUSION

La trichomonose féline fait 1’objet de nombreuses publications depuis une vingtaine
d’années, mais aucune étude jusqu’a présent n’avait été publiée en France. Tritrichomonas feetus est
responsable d’une diarrhée chronique chez le chat. Cette étude expérimentale a permis de déterminer
la prévalence du parasite chez le chat de race en France qui est d’environ 15%, ce qui est loin d’€tre
négligeable. Ces nouvelles données confirment I’idée actuelle selon laquelle T. feetus doit faire partie
du diagnostic différentiel des diarrhées chroniques chez le chat, et plus encore chez les chatons vivant
en collectivit¢ comme dans les chatteries. Le mode de transmission est encore mal connu et il est
difficile de savoir comment une chatterie est infectée en premier lieu. De plus, les analyses
phylogénétiques récentes ont pu montrer des variations génétiques entre les souches félines et bovines
de T. feetus, suggérant ainsi que la vache n’est pas la source de contamination du chat.

Cette maladie émergente, ou ré-émergente, existe probablement depuis longtemps chez le
chat et est observée aujourd’hui du fait d’une meilleure prise en charge clinique et thérapeutique des
autres causes plus communes de diarrhée chez le chat, notamment la giardiose, et du développement
de nouvelles techniques diagnostiques plus sensibles. Lors de notre étude, nous avons montré une
efficacité similaire entre le systtéme de culture InPouch TF-Feline et la PCR sur la population de chats
testés. Malheureusement, une fois le diagnostic de trichomonose posé, aucun traitement disposant
d’une AMM pour le chat n’existe a ce jour, et la seule molécule utilisée, le ronidazole, peut provoquer
d’importants effets secondaires neurologiques. Qui plus est, de nombreux chats étant porteurs
asymptomatiques, on peut se demander la pertinence d’un traitement systématique.

D’autres études sont donc encore nécessaires dans les années a venir pour comprendre le
mode de transmission, les facteurs de risque, et surtout pour développer un traitement plus adapté pour
le chat. Il est également nécessaire de continuer a informer les vétérinaires francais sur le dépistage et
le traitement de cette pathologie, comme avons pu le faire, au travers des congres et des publications.
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Annexes

Annexe 1 : Mode d’emploi du systéme In-Pouch réalisé pour les vétérinaires

)RELEVEMENT IN-POUCH POUR ANALYSE
TRITRICHOMONAS

Languette servant a la fermeture
Poche du haut

Partie blanche pour les références
Zone d'etranglement entre les 2 poches 2

Poche du bas

In-pouch :
b Liquide jaune =milieu de culture

ETAPE 1

Prendre I'in-pouch en position verticale et pousser le liquide dans la
poche du bas. Préparer I'ouverture de l'in-pouch en découpant au
dessus de la languette qui servira a la refermer a la fin ; puis s'assurer
qu'il sera facile d’ouvrir la poche pour insérer I'écouvillon sans en
toucher les bords. Mettre de coté I'in-pouch en position verticale le
temps du prélévement.

ETAPE 2

Réaliser le prélévement rectal a I'aide de I'écouvillon.
Entrer 'écouvillon sur 1cm et le faire pivoter pour bien
racler la paroi du rectum.

Attention, de ne pas toucher les poils du chat avec
I'écouvillon stérile et de ne pas tenir trop fort la queue du chat a la
verticale car certains chats en se débattant pourraient se casser la
gueue.

ETAPE3

Insérer I'écouvillon dans la poche tenue verticalement. L'insérer
jusgqu’au fond de la poche du haut.

ETAPE 4

Faire remonter environ 1cm de liquide dans la poche du haut pour
recouvrir la téte de |"écouvillon

ETAPE 5

En tenant d'une main l'extrémité de I'écouvillon en place dans le
fond de la poche du haut, faire rouler I'écouvillon dans vos doigts
avec l'autre main pour rincer/essorer "écouvillon et récupérer ainsi
les matiéres dans le milieu de culture.
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ETAPE 6

Ressortir I"écouvillon, et pousser entierement le liquide dans la poche
du bas

Etape 4 Etape 5 Etape 6 E';;pe 7

ETAPE 7

Refermer I'in-pouch en enroulant la poche du haut, puis en rabattant
les deux extrémités de la languette de chaque coté.

ETAPE S8
Noter les références de I'animal sur la partie blanche de I'in-pouch

ETAPE 9
Remplir la feuille de commémoratifs de I'animal

ETAPE 10 : MODALITES D’ENVOI

L'in-pouch rempli doit étre conservé a température ambiante a I'abri
de la lumiére, et envoyé le plus rapidement possible dans une boite
garnie de papier bulle (ou tout autre remplissage qui permettra de
garantir I'intégrité de la poche).

Adresse d'envoi : Dr. Zenner service de Parasitologie
Vetagrosup Campus Vétérinaire de Lyon
1, av Bourgelat 69280 MARCY L'ETOILE
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Annexe 2 : Questionnaire distribué aux éleveurs lors du dépistage en exposition féline

N* du chat préleve :

Questionnaire Tritrichomonas- Commémoratifs

Tout d'abord merci 3 vous et a votre chat d'avoir accepté de participer 4 ce travail de
recherche, votre aide nous est trés précieuse. Le contenu de ce guestionnaire m'aidera a
comprendre les modalités de transmission de la maladie étudiée,

A propos du propriétaire :

MNom, Prénom ;

Adresse :

Code postal, ville ;

Tél: Mail :

A propos du chat :

Mom du chat :
Race :
Age :
Nombre de portées/chatons si fernelle reproductrice :
Appétit :
Alimentation
Etat corporel
Antécédents pathologiques: [ Aucun
Diarrhée occasionnelle D Diarrhée chronigue D Autres :
Si oui : date et / age d'apparition :
Aspect des selles : moulées-molles-liquides ; présence de sang-mucus-ténesme ; couleur :
Traiternent parasitaire interne/date :
Autre traitement/date :

A propos de I'environnement :
Nombres d'animaux élevés ensembles :
Jeunes ;

Adultes :

MWom du vetérinaire traitant ; Dr.

Votre chat vit-il avec des animaux d'une autre espéce 7
D Mon D Qui, précisez :

Ces animaux présentent-ils des pathologies digestives ?
D Mon D Pathologies digestives [diarrhées) D autres :

Résultats :

Recherche de Tritrichomonas fortus par In Pouch : positif = négatif
Recherche de Tritrichomonas foetus par la PCR ; positif — negatif
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Annexe 3: Résultats des expositions

- b I uou k1 T uou | uaEanou] Dg
3 L uou N llopged] B¢
- ayaes uou £ B B||l2UCISEII0 Al uaifaniou| RBE
- ayags uou 1 il uou Nl nniesodue| (Z
- ERTIT no g +7 uou 4 uesiad| g7
Ino + ayaas uou q E uou 4 ejpuang| &7
- FIX Ino ¥ 5 uou 4 Jleyuoys ysipag|  pe
“ FPHRL Ino ET F uou d ysnugl  Ee
- ML Ino ET E uou 4 ueway g 243es|  FF
- X0 L L L H [HULITSE LD il udigaanm| g
- ayaas uou [ € uou | uaEanou| o7
: £ uou 4 Jieyduo| ysnugl BT
- ¥l uou wl aeyduo) ysipagl Q1
ayaas uou € P uou N guniagqau| /T
no + AP Ino £ T B||2UC|5E320 4 uoos sujew| o1
ino + AP ino c g anbiucad 4 uoot suew| gy
- ayaes Ino t B uou 4 wsshge| w1
o + v uou 4 [eduag| &1
Ino + ERETIT Lou {1 g 2||2ucisean 4 uaigamou| 71
- M uou {1 r 3||8uCIsEI20 Al uvaifanou]| 11
- ayaas no q B A [AUCISEI00 Wl neyduopysnugl ot
ayags uou g Fa anbiucaya Al [Eduag| g
- ayaes uou 7 £ B||8uCIsE320 4 [eduag] g
o + Jyads mno g vl anbiucays il [eduay L
ayaos uou t TET anblucaya N newos| g
Ino + ayaes uou 5 T B||2uc|seIno Wl jewos| g
- ¥ ino BT g1 3||auciserno M uesiad| ¢
ayaas uou £ anbiucay? Al ualEamou| ¢
- ayias uou £ anbjucaya 4 ualgamniou| T
- ayaas ino q ) 3||auciserdn 4 Ieysuo|ysnug| T
NaY ainind uojleluDW|E uaya S1ELD 9p 4guU ade agyue|p axas goed| .N

salnpe gr 12 saunal pr

sueajQ uoiysadxy

61



- ayaas uou T A uou 4 uood aulew 85

- YA uou 8 [ uou N uestad LS

- 24235 T [4" uou E | JIEYIIOYS Ysplq 95

- ayoras uou 1 £T 3||2UUOISBII0 W ua11dA83 ney ol

+ Ino + ayaas uou 9 St a|[2uuoiseano Fl ueslad 5

- I no £T £ uou 9 ueslad £5

- 2IKIW uou g ¥ uou N uIssAgQy 75

- Ino + ayaas ino ST 6 anbjuoayo W UooD UleWw I5s

- ayaas no Fi o€ 3||3UU0ISEI0 Fl uissAqy 0s

- ayoas Ino Fi 5'g 3||2UU0ISEID0 i uissAqy [

- ayaas no L 21 uou W UGod UIB A 8t

= S Ino L 5 uou | JIeYLIOYS Ysiuiq L

- ayaas no 0z g uou 1 uestad at

- ayaas no 0z [S uou Fl uestad St

- ayoas Ino oz g uou 1 uessad T

- I uou o1 ' 3|[8UUDISEII0 9 usiganiou £t

- ayaas uou £T ve anbiuoiyd i uIssAqy 4

- ayaas uou v It J||3UU0ISBII0 N uood UIB N It

Had NaVY 3amn2 | uonejuawie uaIy2 s1eyd ap Jqu ase aayuielp axas aoey| .N
sa)npe gT 18 saunal g5 xeuuoAQ uoinsodxy

- ayaas uou Fé 6 3|[2u015ea20 N |eduaqg| or

- ayaas no L r4 2||2uolseaao 1 uoo2 aulew| gEg

Ino + ayoas uou ot ZT uou W xnaiueya| g€

- ayoas uou 9 T uou Fl uessad| /g

- NI Ino oz g 9||2uo15e330 i xnasueys| gg

- ayaas no 0z L anbjuoaya N xnaJueya| gg

- ayaas uou T [ anbjuoay2 N |eduaq| +E

- ayoaas Ino € 6 3]|2uoiseado W |e8uag| ¢€g

- ayaas Ino / v uou W uessad| 7g

- 1K1 uou vI L uou Fl ualSamou| TEg

Nav ainj|na uonejuawie uaya sjeys ap aiqu age aayuielp axas ey N

62




- ayoas Ino t 6 uou W ualaqis 62

. ayoas uou v 8 uou A BlUBLLIIG 3I0eS 88

- aY1as Ino v 8T 3||2uUuUoIsEI30 A uood aulew 8

- 21XIW uou 1 g uou N uood IUIEeW 98

- W uou v 8T 3||2UU0ISEIT0 N uessad 58

- 21XILW uou t o€ 3||]2uUuUoIseId0 9 uesiad +2

+ Ino + ayoas uou 7 g 3||auuoIseo 9 2SI0WE.IS cg
- aYa3s uou T 8T uou AN JIEYHIOYS ysnug 8

- Yaas Ino € 3 uou N uoo2 3ulew 18

- ayoas Ino [ g uou 9 |lop8el 0g

+ Ino + 21X uou € uou W |eluaLQ 6L
& Ino i 21XILU uou g'c uou W SIOWBIS Qs
8 1L uou 8 9 uou i JIEYHOYS ysnug L

+ uou + a3 uou OT g .m_—._—u__.._ntr_u 9 C&_WW?— ou 9/
- a1xIwW Ino v BT uou N uaidamou 5/

- ayoas ino ST ST uou 9 ualgamou ¥l

- 3T uou W uood AuleWw <l

. ayoas uou 8 q uou A uaiganiou T

- aY1as uou 1 v uou A xuyds T

- a1xIw uou 6 50T 3||2UU0ISEIT0 9 uaidamou 0L

+ uou + )XW uou v ¥ 2||2UU0ISEID0 7 ualgamou 69
- )XW Ino 0T 5t uou 9 uaigamou 29

- W Ino 0T 0€ uou 9 uaiFamou [9

= a3xi uou ra ra uou W _.._.m_wm?_ ou 99

+ Ino + aydas uou 0T 1T uou N [EUENG 59
- Ino g 5 uou 9 uood 3ulew 9

- ayoas uou S 8t uou 9 uessad €9

- Ino € T uou W uesiad 79

- uou v 5'p uou 9 uessad 19

- uou 6 5'p uou 4 uessad 09

- ETRER uou €1 BT uou N uood 3ulew 65

¥od NaY 2n3n2 uonejuawie u21yo S}EYD AP AqU m.wﬂ agysielp XIS aoed| N

63



- ayaas uou 7T uou q U002 auUlBW 61T

- ayoas uou €71 v uou 4 XnaJueya 8TT

+ no ¥ a1xIw uou 0z 9 uou 4 3IUE ULl 3P a1des [TT
- ajxiw Ino T vz 3||2UUOISEII0 A EMEIEEREIEES aTT

- ENTEEE Ino g G uou q 3IUBLLIG 3P 243BS STT

- EITREE: uou 5 g uou N XnaJueya bIT

- ayoas Ino < 5y 3||2UUOISED20 N uoo2 aujew €TT

= X1 uou t € uou N Jieyqioys ysipugq (4N

- 21XIW uou I3 07 3||2uUuoIse120 N U00J BUleW ITT

- ayoas uou 2 2T uou 4 uo0J BuleW 0TT

+ Ino + EITREE uou 5 = 3|[2Uuo|seIno 4 BIUBLLIQ 3P 34IES 60T
- EITREE uou € i uou 4 3IUBLLLIQ 3P 24IES 80T

- 2w uou Fa 0T uou q uoo2 aujew £0T

- 21XIW uou 9 3T 3||2uuoIsel120 4 3IUEWLIG Bp AUJes 90T

- ayoas Ino g T uou 4 uoO0d auIewWw SOT

- aYdas uou ¥ £ uou q plo} Ysimoas 0T

+ Ino * aydas uou g g 3|[puuoiseIZ0 Il uoo3 aulew £0T
- EITREE uou 5 5y uou 4 3IUBWLIG 2P 240BS 70T

+ - ayaas uou 8 8% anbjuoJaya q uestad 10T
- ayoas Ino v g¢ 3|jpuuoIseln0 4 J1rey8uoj ysipaq 00T

+ - ajxIw Ino 8T = uou I uesiad 66
- ajxiw uou T b uou q uoo3 aulew 86

- ayoas uou Fa 5 3||2UUOISEDI0 N uood aulewWw L6

- ayoas uou g ST uou N xuyds 96

- ENSER uou € 7 2||PUUOISED20 4 1el0y 56

+ - ayoas uou 0T gg uou 4 uesiad 6
. ayoas uou £ Sy uou 4 PO} Ysiioas €6

Hod Nav ainj|na uonejuawie uaiys sjeyd ap iqu ade agyuelp axas aoel N

$21|Npe g7 1@ SUOIEYD 0T uousiny uonsodxz

- ayoas Ino 8 g¢ anbiuoiya N [ElU2L0 76

- ayoas uou 2 [ 3||2uUuoIsel20 4 XaJ1 ysiulod 6

- g 9 uou N 3IUBLLIIG BUdES 06

64



- ayoas Ino § 7T uou 4 ualags vt
+ - aYIas uou g ot uou Wi uoCod EUjEW BET
n Y235 Ino L 2 ucu 4 ualagis BET

3 ayags T Bt ucu 5 usldagls fET

- ax|w 5T 5 uou W ua|Baniou oET

. aydas c 0g uou W uaiSaniou cET

EITREL t b7 SJIAUUCISEII0 W JIBYIOUE Ysq bET

- aYIas 9 uou 4 uoCd UjEW £ET

- AY2as Ino 9 81 djjlauucisezio W Jiey3duo| ysniiq ZET

- i uou 1 SIUEWLIIG 3P AUIES IET

. ayIas 2T uou Wl uood aujew CET

. i ucu m EGYETEERGYE 62T

g oYags £ 9 ucu | [lopdeJ BCT

+ [no + Ji uou 4 ujssAge LZT
. 1MW uou 71 0g uou 1 SUBWLIG 2P 2108S 07T

MW uou i 9 ugu m DIUBWLIIG 2P UIES 57T

- AYas LI i Fil uou 4 ualdanion T

. aydas uou o1 ¥ ajjauucniselio 4 uoca auiew 7T

ayoas Ino 0z 5 uou W uesiad 7T

- aYags Ino o1 [ ucu = ysiug TET

. aydas Loy 1 ot uou 4 SULLLIG 3P 21785 0ZT

H2d NOY ginyna | uonewswie uaiyo S1BY2 ?p Jgu age agyuelp oxXas 2984 N




Annexe 4 : Alignement des séquences des régions ITS1 et ITS2

Trichomcnar vagiaalir LIPI4]1 Bummn
Festatrichomosas bomizis AFLS4%6d busan Liuzge
restatrichososas bomisis UBAELE himan [eeces
Feztatrichomosar Booizis AN724331 doge
Faatatrlohoaosas hoaiais AFIIITIL Bovide
fricrichosonss fostus BEEAART] humsn Jurgs
Frierickossnss Foatur HELEE: bBowlde
Tricrickomones foatus SHL0EATE bowide
Tritrichkomones fowtur JELEE4ADY Eawids
Tritrickomonss footur GUITI31Y bavids
Triteickhomonid Foetus JOELYH bovide
Triteiohomenid Fostus olowes 1 w 30 savs
Tricriobasmnes Fostus SODEFF cans
Fritrickomonss fostus APEEETIS cacw
Frierickossnss Foarur AFIETE] cate
Tricrichkomonay foatur HEAISEN cate
Tribrickomonas fowtur EFLES2M cate
Tritrickomonid Foatus OULTI214 caks
Triteichomonid footus BTSERI0N caks
TricEiohasones Fostus EFSEAL1 cans
Tricrichasonss fostus EESEA11L cace

Trichomoaar vagiaslfs LIF5EL Busan
Fextatsichososay bomisie AFLIE¥E busan luzgw
restatrichososas bomieis DRAELE Busan [esced
restalelchososas bominis ATTSELED dogs
FeatalFlchomoras homieis AFMITIL bovide
Friderichoaones foscss BOE41910 human Jursge
Fritrichesones foatsa HI1R42 bBavids
Tritrichosonar fowtas M1OEA3E howide
Tedtpichassnis footds JLOE4SS bovids
Trdipiohosenes fostad 07178213 Dovids

Tede s Foatuad brvids
Triteichasones fostas clobes § Le 30 caus
Tritrichomonas foatss JMOOEYS4 caks
Tritrichosones fomisw AFLEITES caks
Tritrichosonay Fombuw AFSEIT23] cakan
Tritrichosonar fowtos EELEEH] cats
Tedleichosends foatdd EF165504 cana
Trifeiohpaenes fostss 07178316 oans
Tritriohosones fostus ESSERNDT oane
fritrichomonas fostsa EUSERN1D cace
Tritrichomonss fostse ROSERNIL cams

redchamoney vapinalis LIFSE1 Busan
PestiLElohimosaE DominiE AFISERE] busan Lusge
Fostarr i choscoas hominis URSELE human [ soes
Fastatrichomoras hominis AVTRAMED doge
Faztatrichosoras homicis AFMITIL bovide
Tricrictomones fowtus DQE43%19 buman lungm
Tritrictomones Fowtus ME1E4D bowids
Trierichomones Fodtuy JWLGS454 Bovide
TrieEichomonsd Foatus J000ES455 Bovids
Tritrichasoned Fostus OvlTE319 Bowids
Tricriokassnes fostus SOULER Bavide
fricrickamonss foetus cionss | to 30 cacs
Tricrictomonsa foetus JEOMEFEA cace
Tricrickomonss foetur AFAESTED cats
Tritrickomones Fowtus AFREATE] caks
Triericiomonss fowtus HESSE1] caka
Tricrickoamcsnsd Festus RF1EGE1A cata
Trioriokasones Fostue GF1TIR16 cans
fricrickascnss foatus EESEEI0E cate
fricrictomonsa fostus EOSE9113 cace
Tritrichosomes fomtus BUSESILL caks

Trichomonay vigiaalls LI9SE1 Busan
Fmcarrichononar homdafis AF1S4P64 busan luags
Fencatrichomones hominis TEGELE hosan fesces
Fastatrichomocas homizus AN7S135] dogm
Fartatrichosoras hominis AFI4ATEL bovide
Triecichommas Footus DOR4A¥1 Buman Jungs
TEierichomanid Fostus HELESD bovids
TEiCFiobomoibd Fostus SIS Bowide
Tricrickamsoned fostus MIMELES bovide
fricrickomonss fowior G2LTAZ19 Eovids
Tricrictomonsa fostus SOLDLEFH bovids
Trictrickomonss foeotus clocas 1 to 10 cats
Tritcictommes fowtur BOMYH cats
Tritrichosomes fomtus AF4EETAY caks
TEIEF i chomiiad Foslus APSEETED sand
Trieriokusoned Fostus EEEEELT cans
fricrickomonss foetus EFLEGREIA cats
Tricrickomcsnsa fowtus SULTAZME cate
Tricrictomonsa footusr EOSESI0D cats
Tritrichkomonsa fowtusr ETSE9113 cats
Tritrickomones Fostur EFSEIY1L caka

ST TEARCE TEC DO T TOEAT AT TOTNGT T TTALTAN CTARCA COAR * CITT * TTTTATT * *ARACAARMACT ARTRCARAATTRARA* AACTARCTTCATTRAN.
TTUTTTTT# &7 SOAT* * ARANOCANTRCAAT*ATRRAC® SOTRACTT &4 &4 SN

TRICHD P

ATCAFTTeTCITTRATRETTA TATTTTTTT

AT T A T AT TN CLAREA TATTTTTTTA)
WADCK T AUFTAALT THRATCTTTOAAT
TTOGCTUCTTACRCD THAAT T
TUTARAL TTEOCTOCT AT CTTGORT NGTAACTT AAITT LATCTTTOAAT
TOTUTAAML CACKD TOCAT TOCHAAC AT TURNTCTTTUGANT
T - TOCAT! AN AT TRIALTET TOTAACAMITT* AN TCTTTIRAT
AATTTRACTE A, PMICETET Al T IHRT AT T TSR A TR R TTTARA T
RATPTALACTTEA LA I KELLA TALCTTICH FEILLLT
WATTTRIADCT TADCTTICT TOLLAT
AATTTMGADCTTA GECA b ATTAGCTTTU TTTOCSACAMITTOGNTOTTTHAAT
ANTTTAIATCTTABECANT TR * TOGAT TSI TT TR ACRATTOGA TCTTTOAN T
RATTTMGAOTTTAGECA TTCTTACH: CGTTGONTY GOCTOGATTAGCTTTC TT TR AR AR P TTOGA T TTTRAAT
EATTTMIACCTTAGECA THICTTCTTACE TROCTTTCT TOGNTCTTTUAAT
AATTTAGADTT = T
BT CTTADGCR TTCTTACMD TADTTPICITT TOGATCTTTOLAT

A
G HTARACE &+ o CIFTRGTC TROMA TATSTA

O TR RA O e o RS T NGOG T ATET MG e
GTATTAACAARN 123
GTATT TMCSALUMCTOOCTOARCTORROCS 17
BTATTANCAA RN TRTAGA 1%
ATETTAAILARR: TRTALL, 13§
ETATTRALRA R ST T TRTA T
GTAT A 133
BTAT TCT 1z
GTATTRACAA RN SSGOTTC TEPCTTATRTVGE 13z
GTATTARACAA RS “EGOTTC TEICTTATATVGEA 13
CETATTAADAARL N OTTUTEICTCATATRGEA 33k
STATTAACAA R I TTU TOICTUAT ATAGA ¥an
T o
FTAT A 137
GTAT A 137
GTAT CTCATRTRAGEA 1%
GTATTRACAAR 128
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Annexe 5: Abstract de la présentation au congrés national vétérinaire a Lyon en 2011

EPIDEMIOLOGIE DU TRITRICHOMONAS FCETUS
CHEZ LES CHATS DE RACE EN FRANCE ET
COMPARAISON DE DEUX METHODES DE DEPISTAGE

| . PROFIZI™23 M. HUGONNARDZ, V. LAMBERT*, K. GROUD* A. GAGNONZ, L.
ZENNER?

1. Anses - Dozulé - 14430 GOUSTRANVILLE

2. Vetagro-Sup - 69280 MARCY LETOILE

3. Vetagro-Sup - 69280 MARCY L'ETOILE

4. Laboratoire Vétarinaire Départemental du Rhone - 89280 MARCY L'ETOILE
5. Clinigue Vétérinaire Féline - 89110 STE FOY LES LYOMN

Epidémiologie du Tritrichomonas foefus chez les chats de race en France et comparaison de
deux méthodes de dépistage.

C. PROFIZ 1. M. HUGONMARD 1, V. LAMBERT 2, K. GROUD 2, AC. GAGNON 3, L. ZENNER1

1 VetAgroSup, Université de Lyon, 1 avenue Bourgelat, 69280, Marcy I'Etoile, c.profizi@vetagro-sup.fr
06 64 53 13 83, m.hugonnardi@velagro-sup fr 04 78 87 27 98, Lzennan@velagro-sup.fr 04 78 BT 27 02

2 LVD 69, 1 avenue Bourgelat, 59280, Marcy I'Elcile, v.lambert@vetagro-sup.fr, k.groud@vetagro-sup.fr
04 78 87 26 60

2 Clinigue Vétérinaire Féline, 47 avenua Valicud, 59110 Ste Foy les Lyon, ac.gagnoni@wanadoo.ir
D4T25TEETS

Intreduction

Tritrichomonas fosfus est un protozoaire flagellé phylogénétiquement proche de Giardia. Reconnu
comme pathogéne depuis longtemps dans lespéce bovine, il est forement suspecte d'étre
occasionnellemant responsable de diarhée chronique chez le chat. Il pourait &tre un agent
pathogéne émergent. Les chats de race, élevés en communautés, sont pariculiérement sensibles aux
affections digestives dorigine infectieuse. Ceftte étude prospective décrit la prévalence du portage de
Tritrichomonas frefus chez las chats de race en France et compare deux méthodeas de dépistage & partir
d'un &couvillon rectal © la mise en culture du parasite et lamplification moléculaire (Polymerase Chain
Reaction ou PCR).

Matériel et Méthodes

Entre novembre 2009 et octobre 2010, 140 chats de race, présumes sains, ont été dépistés pour T,
foatiis, sur la base du volontariat, dans trols expositions félines en France. Chague propriétaire a rempll
un quastionnaire indiquant 'Age, la race, les antécédents de pathologe digestive pour chague chat,
el le nombie d'animaux dans elevage. Deux dcouvilons reclaux onl &1 effectuds sur chague chal
parmettant de réaliser une culture en systéme « In Pouch TF-Feline » (Biomed, Diagnostics ; White City,
Oregon) et une PCR mise au poeint selon [1]. La spécificité de la méthode PCR a éabé validée en la testant
sur les espéces d'ongine féling Glardra, Isospora et Toxocara, Les cultures ont toutes été observéas par
le méme Investigateur au micrescope optigue et le résultat rendu au terme d'une période d'observation
de 12 jours.

Résultats

La population d'étude (140 chats) était composée de 74 femelles (53%) et de 66 méles (47%) provenant
de 40 départements frangais metropolitains. Vingt-irois races étaient representees. Soixante-dix sept
chats sur 140 (55%) avaient moins d'un an. La prevalence de T, fostus était de 15% (14,3% en culture,
15% par PCR). Sur les 100 chats soumis aux deux methodes de depistage, 11 ataient positifs pour les
deux méthodes, 12 étaient positifs en culture, et 15 en PCR. Un chat était positif en culiure et negatif
en PCR. Quatre chats étaient positifs en PCR et négatifs en culture, La sensibilité de la PCR est de
93,7 % conira T5 % pour la culbure.

Quatre chats sur les 24 (16,6%) portewrs de T, foefus présentaient des symptdmes digestifs chroniques
alors gue seuls 8 chats sur les 116 (6,9%) chals négatifs pour e dépistage présantalent une pathologie
digestive, L'écart entre la frequence des signes digestifs pour ces deux populations est statistiquement
significatif (p
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Annexe 6: Publication dans Veterinary Parasitology en 2013

ARTICLE IN PRESS

Vererinary Parasioology woe (2013 ) xxon-o

Contents lists available st SciVerse ScienceDirect

Veterinary Parasitology

1
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journal homepage: www.alaavier.com/locate/vetpar

W

Prevalence of Tritrichomonas foetus infections in French
catteries

Claire Profizi**, Amandine Cian®, Dionigia Meloni®, Marine Hugonnard *¢,
Véronique Lambert®<, Karine Groud®, Anne-Claire Gagnon?, Eric Viscogliosi®,
Lionel Zenner**
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© LSC 1230 Equripe PERS

ARTICLE INFO ABSTREACT

Article listory:

Received T December 2012

Receiwed in revised Torem 28 lansary 2003
Accepied 25 January 2013

Recently, Tritrichomomas foetus, the ko etiologic agent of bovine trichomonosis was
identified in domestic cats in many countrees around the world, In felids, this parasite
wonild be a significant cause of large-bowel diarrhoea. Therefore the aim of the present
study was to determine for the first tme the prevalence of T. foefus infection in French
catteries. In this epidemiological survey, rectal swabs from 140 cats participating in three
inernational slsiws were tested for the presence of motile parasites by microscopy after

Trienic frosmonas foarus

cx culturing. The prevalence of T feetus infection was 14.3% among cats (20/140) and 159%
France among catteries {18{117), These values were similar to those previowsly abtained in other
Genotyping European countries. Except for the age, no sgnificant assoclations were found between the
msz presence of T, foemus and various risk factors of infection such as the size of the cattery, the
type of Food, or the vicinity af a dog. Internal transcribed region of the ribosomal DNA unit
wias sequenced from the 20 T. foerus isolates identified In this study. They exhibited 100%
identity and are homodogous with other sequences of strains isolated from domestic cats

inother countries
© 2013 Elsevier BV, All rights reserved,
1. Introduction 2002 ). Moreover, Trichomonads closely related to this

Tritrichomoends fortus is the causative agent of bovine
trichomonosis, a sexvally transmitted disease leading to
imfertility and occasional abortion during the first half
of gestation (BonDurant. 1997: Kvasnicka et al. 1998),
T. foetus has also been reponted in dogs (Gookin et al,
2005; Tolbert et al, 2012). The synonym species T. suis
is a gastrointestinal commensal of pigs (Tachezy et al,

* Corresponding aisthor. Tel: 437 654511383
E- e il cladre. pralt gra-sup.ir [ Profize )
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bovid parasite were also identified in the lungs of a
patient with AIDS in assogation with Preumocystis preu-
manka [Duboucher et al, 2006], Interestingly, during the
last decade, T, foetus was also recognized as a primary
agent of feline trichomonosis causing large-bowel diar-
rhoea (Gookin et al., 1999, 2001; Levy et al, 2003; Bssett
et al, 2008; Stockdale et al, 2008; Tolbert and Gookin,
2008 ), especially among purebred cats in multi-cat house-
haolds. Clinically, T. foetus colonizes ileum, cascum and
specially colen of felids, and can cause a chronic and
intermittent diarrhoea, characterized by an increase in fae-
ces volume and defecation frequency, as well as 3 loose
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stools (Gookin et al., 1999, 2001, Foster et al., 2004; Yaeger
and Gookin, 2005; Stockdale et al, 2008). Most of the cars
are asyrmplomaic carriers and young cars are more indined
o develop the disease [ Holliday et al. 2009; Stockdale et al.,
200%; ¥Xenoulis et al., 20100 In addition, the commumnity
life in catteries or shelters could be a potential risk factor
ofinfection since the faecal-oral route is considered as the
main mode of transmission of the parasite (Gookin ¢t al.,
2004; Gunn-Moore et al.. 2007: Hale et al., 2009: Van der
Saag et al, 201 1; Rosypal et al, 2012,

This parasite has been found in cats from numerous
European couniries as well as in the USA, Australia, New
Zealand, and Japan, and huge variations in the prevalence
of T foetus [ 2-82%) have been observed | Foster et al., 2004
Gookin et al., 2004; Gunn-Moore et al, 2007; Bissett et al.,
200%; Holliday et al., 2009; Stockdale et al. 2009; Bell
et al,, 2010; Kingsbury et al. 20010; Xenoulis et al, 2010;
Kuehner et al. 201 1; Tysnes et al., 2011; Doi et al,, 2012).
I the recent literature, two types of epidemislogical stud-
ies have been reported: the first looking for the parasite
among a population of diarrheic cats ( Gunn-Moore et al,
2007; Holliday et al., 2009; Bell et al, 2010}, and the sec-
ond conducting a screening of all cats, independently of
the presence of intestinal symptoms (Gookin et al.. 2004;
Bissett et al, 2000; Stockdale et al.. 2009; Kingsbuiy et al.,
2010; Xenoulis et al., 20010; Kuehner et al, 2011; Tysnes
etal, 2011 Doiet al., 201 2} The increasingly frequent diag-
nosks of T, foetus observed in cats in recent epidemiological
surveys might be due 0 a rse in the awareness of the
parasite ameng veterinarians or could suggest that feline
trichomonosis is an emerging disease (Bissett et al., 2008;
Stockdale et al., 2009; Bell et al.. 2010 ). Different methods
exist to screen the parasite directly from feline stool sam-
ples: light microscopic examination, xenic in vitro culture
[InPouch TF-Feline). and polymerase chain reaction (PCR)
assays (Gookin er al., 2002, 2003), Although PCR assays
should be more sensitive [ Tysnes etal., 2001} xenic in vitro
culture is most often used for routine screening according
o its sensitivity and specificity for culture of T foetus infae-
ces (Gookin et al, 2003 ). Moreover, studies of cattle have
been similarly unable to demaonstrate a greater sensitivity
of FCR alone than of culturing for testing biological samples
for T. foetus organisms (Gookin et al., 2002 ).

The infections of different hosts by T. foetus-like orga-
nisms raised the guestion of the zoonotic potential of
rrichomonads and the existence of host-specific genotypes,
Therefore the genetic relationships amongst 7. foerus iso-
lated from cats and bovids were recently investigated by
DMA sequencing of the intemal transcribed (ITS) domain
of the ribosomal DMNA wnit (Slapeta et al, 2010; Reinmann
et al, 2012), the cysteine protease (CP) 8 gene (Sun et al,
2012), the TR7/TRB variable-length repeat (Slapeta et al.,
20107, and the elongation factor (EF}- 1o gene (Reinmann
et al, 2012} Respective comparative analyses of these
molecular markers suggesied recognition of a “cat geno-
rype” and a “cattle genotype™ of T. foerus. In the case of
the ITS dormain, cat and cattle sequences only differed by
a single nucleotide polymaorphism (SMP) in the ITS2 region
{Slapeta et al., 2010; Reinmann et al., 20012

Despite the significance of T, foefus as a pathogen, no
epidemiological study of this parasite in cats has been

published safar in France, Therefore the aim of the present
study was (1] to determine the prevalence of T, foelus in
French purebred cars and (2) to investigate the genetic
diversity of T. foetus isolates identified in the French feline
population.

2. Materials and methods
2.1, Stiady popilation

Berween November 2009 and Octeber 2010, 140 faecal
samples were collected from 140 French cattery-housed
pedigree cats, participating in three international cat shows
in France {40, 52, and 48 cats at Orléans, Oyonnax, and Avig-
non, respectively) and comprising a variety of age groups.
During the shows, breeders were approached to voluntarily
participate in the study by completing a questionnaire, No
maore than two cats per cattery were accepted (one excep-
tiom), to have the broadest geographic representationof the
feline population. Questionnaires were designed to collect
basic information about each participating cat concerning
age, gender, breed, food, appetite, physical state, and pre-
vious history of gastrointestinal problems of cats as well as
the numbser of cats in the cattery. geographic location, and
the proximity of cats o other species having gastrointesti-
nal disorders.

2.2, Microscopy and culiuring

During the shows, rectal swabs were performed for
each of the 140 cats tested. Samples were immedi-
ately inoculated into an InPouch-TF Feline culturing bag
{Biomed Diagnostics, White City, Oregon) then incubated
at 25'C The same investigator obtained the 140 sam-
ples and perdformed the examination of the cultures for
the presence of tichomonads, Microscopic evaluation at
100 = magnification was performed every 2 days start-
ing 24-48 h post-inoculation and during 12 days. Samples
were declared negative if no parasites were observed after
12 days.

2.3, DNA extraction and maleculer charocterization of
rrichomoned isolmles

Inorder to analyse the genetic diversity of trichomonad
iselates identified in this study, DNA from positive samples
by culturing was amplified using the trichomonad-specific
sense primer TRICHO-F and antisense primer TRICHO-R
targeting the [T51-585 rRMA-ITS2 region as previously
described (Jongwutiwes et al, 2000; Duboucher et al.
2006). Bricfly, PCR was carried out for 40 cycles with a
50-pl volume accordmg to the standard conditions for
Flatinum Tag high-fidelity DMA polymerase (Invitrogen,
Gromingen, The Netherfands), Negative and positive con-
trols were included in the series. The PCR product was
separated by agarose gel electrophoresis, and a band of
the expected size (around 400bp) was purified using
the Wizard 5V Gel and PCR clean-up system (Promega,
Madison, W1). The purified PCR product was cloned in
the T vector PCR 21-TOPO (Invitrogen) and amplified
in Escherichia coli One Shot TOP10 competent cells.
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Minipreparations of plasmid DNA were oblained using
the QlAprep Spin miniprep kit (Qiagen). One clone con-
taining an insert of approximately the expected size was
arbitrarily selected for each cloning and sequenced on
both strands. These sequences were aligned with all of
the trichomonad IT$1-5.85 rRMA-ITS2 sequences available
in databases by the use of the BioEdit v7.0.1 package
{ hittp: [{www mbioncsu.edu/ BioEdit bivedithtml),  Since
all the nuclestide sequences obtatned in this study were
identical, only ome of them has been deposited in GenBank
urder the accession number [XOG0422.

24, Sratistical anmlysis

To explore the relation between T, foetus infection and
associated risk factors, statistical analyses were performed
using x* test for the age, number of cats per household,
vicinity ofa dog and type of feod, and Fisher test for history
of diarrhoea,

3. Results
3.1. Analysis of the study cohort of cors

This study included 140 cats from 117 different cat-
teries. The mean age of cats included in the present

study was 14 months (3 months 1o 11 years, median of
O months), including 63 adults (>1 year) and 77 kittens
{=1 year). There were 74 females (47%) and 66 males
{53%). The 140 cars were native of 40 different French
departments {Fig. 1} and included 23 different breeds:
#hyssinian (6), Angora Turk (1), Bengal (7}, British long-
hair (6), British shorthair (8), Burmese (1), Chartreux {5},
Cornish Rex (1), Exotic shorthair (1), Korat (1), Maine
Coon (26, Mau Egyptian {1) Nebelang (1), NFO cat {21},
Oriental (3), Persian (22), Ragdoll (3}, Birman (15), Scot-
rish fold (2), Slamese (1), Sibedan (4} Somali (2). and
Sphinx (1),

32, Prevalerwce of trichamonads in the French feline
populatien

Among the 140 feline faecal samples screened in
this study, 20 were positive by culturing. Indeed, maotile
trichomonads were clearly identified by microscopy in
the corresponding InPouch-TF Feline bags. The preva-
lence of trichomonad infection was 14.3% among cats
(200140} and 154% among catteries [ 181171 The posi-
tive cases were distributed over the whole French territory
(Fig. 1}

Fig. 1. Mapolthe positive (Black] and regative (white | cas wested imibe present sindy,
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3.3, Risk factors mssociared o infection and clinical signs

Mean age among screened cats was 14,9 months while
mean age among infected cats with T. foaus was 9.5
months. Sixty three percent {76/ 120] of negative cats were
less than one year old, compared with 85% (17/20] of the
positive cats. This difference was statistically significant
[x? test; p=0.057 L Cats of the following breeds were pos-
itave for trlchomonads: Abyssinban (1], Bengal (2], Bieman
(2}, Burmese (1), Chartreux (1), Maine Coon (4], NFO (3),
Oriental{ 2}, Persian {1 Siamese (21 and Somali( 1 ), Among
thie positive cats for trichomonads, 15.0% (3720 had chronic
digestive signs instead of only 6.7% {8/ 120} among negative
cats, However the difference was not statistically signifi-
cant { Fisher test, p=0.19). Trichomonad infection was not
correlated with any other risk factors as pender, number
of cats per howsehold, presence of dogs, tvpe of food, and
geographic location of the cattery.

14, Molecular characterizafion of trichomonad [solates

DHA from the 20 positives samples by culturing
was subsequently amplified using a trichomonad-specific
primers pair. After cloning of the PCR product, one posi-
tive clone was sequenced for each clonmg. All of the 20
sequenced clones exhibited 100% identity. In the common
part of our alignment. they also showed 100% identity
o homologous sequences of T, foetus strains isolated
from domestic cats in the USA (AF466749, AF46G7 50, and
ELSES304), Switzedand (| NOOESS ), Norway (HMBAS6630
and EF165538), and Australia (GU170216). In contrast,
these sequences differed at 3 and 5 positions with those
of T. foetus ITS sequences obtained from domestic cats
in USA (EL569310 and EUS6831 1, respectively). With the
exception of EUS69310 and EUS693 11, all the domestic cat
sequences including those obtained in the present study
and cattle sequences differed by a single nucleotide poly-
maorphism (SNP) in the ITS2 region,

4. Discussion

To our knowledge, the present study is the first inves-
tigation into the prevalence of T. foetus in domestic cats
in France and confirms the presence of the parasite on a
large part ofthe French territory. Twenty out of 140 14.3% )
purebred cats and 18 out of 117 (159%) surveyed caiter-
ies tested at three cat shows were identified as positive
for T. foetus. These proportions were guite similar to those
found in other European countries, In Germany [ Kushner
et al, 2011 ), Greece { Xenoulis et al, 2010}, ltaly {Holliday
et al.. 2009} amd Morway (Tysnes et al, 2011), 15.7%
(IG/230), 20.0% (6/30), 32% (24/74), and 21.2% (11/52),
respectively, of faecal samples obtained at cat shows were
identified as positive for T. foetes. However, the overall
average prevalence of the parasite observed in European
countries is lower than that found using the same method-
ologies among cats attending cat shows in the USA (31%
of 117 cats) (Foster et al, 2004) and New Zealand (82%
of 22 cats) (Kingsbury et al., 2010). Consequently, either
parasite prevalence is currently lower in Europe than in
America and Oceania or this prevalence is underestimated

in European studies. The participation of owners in this
study was on a voluntary basis, Even if cats are ather-
wise healthy ar shows, some of them were suffering from
chronic intestinal disorders at the time of screening.

Several other epidemislogical studies have been con-
ducted worldwide to determine the prevalence of T. foetus
and included different populations of healthy and diseased
cats in shows, shelters or veterinary clinics (Gookin et al..
2004 Bissetr et al., 2009; Stockdale et al., 2009: Kingsbury
et al, 2010; Xenoulis €t al, 2000; Kuehner et al., 2001,
Tysmes et al,, 2011 Doi et al., 2012} The prevalence of diar-
rhoea in the present study was based on the data obtained
from the epidemiclogical questionnaire. Three out of 20
(15%) T. foerus positive cats had chronic diarrhoea, against 8
out of 120(6.7%) negative cats. This difference was not sta-
tistically significant probably due to a still limited number
of animals included in this study, However, this relation-
ship between the presence of T. foetus and diarrhoea has
already been pointed out by Gookin et al. (2001, 2006,
2007} These authors were able to cause diarrhoea exper-
imentally in kittens by inoculation of a T. foetus culture
isolated from a cat with diarthoea Recently, a significant
relationship was shown between abnormal faecal consis-
tency and T. Joerus infection (Kuchner et al., 2011 as well
as between T, feetus inlection and the young age of animals
(Holliday et al., 2009; Stockdale et al, 2009; Xenoulis et al.
2010} According o our data, the lacter relationship was
confirmed in the present study. Indeed 17 out of 20 T foe-
fus positive cats {85.0%) were less than one year old, instead
of 76 out of 120 (63.3%) among T. foerus free cais. In con-
trast, no significant relationship has been found between
the presence of the parasite and the cattery size, life in the
vicinity of dogs, and type of food.

Using a trichomonad-specific primers pair, DNA from
the 20 positive samples by culturing was amplified and
sequenced. Interestimgly all the sequences obtained from
these samples exhibited 100% identity strongly suggest-
ing that they were all derived from the same T. foetus
strain, Moreover, comparative analysis with hamaolegous
T. foetus sequences currently available in GenBank from
different hosts, revealed 100% identity with those of
domesticcats | AF4667 49, AF466T50, EUSE9309, |NODE204,
HME56630, EF165538, and GUI70216) obtained from dil-
ferent countries. Some domestic car isolates sequences
obtained by single strand sequencing (EUSG9310 and
EUSE931 1) exhibited several polymorphisms mainly in the
IT31 region. As suggested by Slapeta eq al, (20100 these
polymorphisms that are not shared by others feline iso-
laves sequences including those obtained in this study have
to be verified by sequencing on both strands. In addition,
all domestic cat isolates sequences included in our study
exhibited the same domestic cab wrsis cattle sequences
polymarphism in the ITS2 region (T for felids and C for
bovids), This was in complete concordance with the pre-
vieus data obtained by Slapeta et al. (2000) and Reinmann
et al. (3012) suggesting that this SMP might discriminate
“cat genotype” from “cattle genotype”. Consequently, T.
foetus isolates fromdifferent hosts (cattle, cat, and probably
human) and countries exhibited a low genetic diversity by
comparing ITS1 and 1T52 loci as well as additional mark-
ers such as the CPE gene (Sun et al., 2012), the TR7[TR8
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variable-length repeat (Slapeta et al, 20100, and the elon-
gation factor (EF)-1e gene (Reinmann et al, 2012). As
suggested by Reinmann et al. ( 2002), T, foetus isolates with
high gemetic identity might be able to adapt to different
environments within multiple hosts. Indeed, a bovine iso-
late of T. foetus was able to infect the caecum of cats even if
there are demonstrable differences between the feline and
bowvine isolates regarding their infectivity incats{Stockdale
et al.. 2008} In parallel, a feline T. foetus isolate mocu-
lated in the reproductive tract of cattle was able to cause
endometritis, but apparently with less severe clinical signs
than lesions caused by a bovine isolate (Stockdale et al,
2007). This identity might also reflect an early molecular
diversification of 7. foerus isolates with the identification
af new genotypes including the cat and cantle genotypes
related to host specificity.

In conclusion, we have shown for the first time that T.
foetus is a widespread parasite on the French territory. [ts
prevatence of 14.3% in domestic cats was roughly similar to
that observed in other European countiies, Sequence align-
ment of the ITS region of the nbosomal DNA unit revealed
a complete genetic identity between feline T. foetus iso-
lates of European countries and America. Moreover, our
sequences data confirmed the recognition of cat and cattle
genotypes based on a SMP in the [T52 region
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Contribution a I’étude de la trichomonose chez le chat de race en France

These d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Lyon, 5 juillet 2013

RESUME:

La trichomonose féline est une maladie émergente ou ré-emergente provoquant
une diarrhée du colon chez le chat. Cette étude expérimentale a permis d’établir
une prévalence du parasite, Tritrichomonas feetus, chez le chat de race en
France, au cours de trois expositions félines. Cette prévalence a été mesurée a
environ 17%. Cette étude a également comparé deux méthodes de diagnostic : la
culture par le systtme In-Pouch TF Feline, et I’amplification en chaine par
polymérase (PCR). Nous avons observe une sensibilité similaire pour les deux
méthodes. Cette étude a fait I’objet d’une présentation au congres national
vétérinaire 2011 et d’une publication dans Veterinary Parasitology en 2013.
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