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Introduction

La piroplasmose équine est une hémoparasitose causée par Babesia caballi et Theileria
equi. Ces deux parasites sanguins présents chez les Equidés sont proches des Plasmodium sp.
et présents chez les différentes espéces du genre Equus (chevaux, anes et zebres) et leurs
hybrides (mule et mulet).

Ils sont transmis par de nombreuses espeéces de tiques, faisant de cette parasitose a
transmission vectorielle 1’une des plus répandues au monde. En effet, il est considéré que pres
de 90% des chevaux vivent dans une région endémique de piroplasmose équine. Si tous les
continents du monde sont touchés par cette maladie, sa distribution ainsi que sa saisonnalité
peuvent se superposer a celles de ses tiques vectrices. En France, les tiques appartenant aux
genres Dermacentor, Rhipicephalus et Hyalomma sont responsables de sa transmission.

La piroplasmose est une maladie aux signes peu spécifiques. Le tableau clinique se
résumera le plus souvent a un cheval faible, ictérique, présentant un syndrome d’anémie
hémolytique, et une pigmenturie parfois spectaculaire. Les formes cliniquement inapparentes
sont elles aussi fréquentes.

Le diagnostic devra englober les informations cliniques et épidémiologiques
disponibles. Si un diagnostic de certitude est souhaité, la méthode choisie devra 1’étre en
fonction de la situation. En effet, plusieurs méthodes diagnostiques existent : des méthodes
moléculaires trés spécifiques et trés sensibles mettant en évidence I’ ADN du parasite, qu’il soit
vivant ou non (PCR, LAMP), des méthodes sérologiques montrant la réaction immunitaire de
I’animal apreés quelques jours a semaines post-infection (ELISA, IFI, etc.) et ayant une valeur
réglementaire lors d’échanges internationaux.

Le traitement sera a la fois spécifique par I’utilisation d’un piroplasmicide, I’imidocarbe
dipropionate, et symptomatique par la gestion des signes cliniques : réhydratation, transfusion
ou encore thérapie anti-inflammatoire.

La prophylaxie de la piroplasmose équine passera presque exclusivement par la lutte
contre les vecteurs (molécules acaricides, lutte écologique) et les exigences réglementaires des
pays indemnes (importation apres test négatif, déclaration obligatoire des cas autochtones,
isolement ou abattage des cas déclarés, etc.).
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PREMIERE PARTIE : PRESENTATION DE
LA PIROPLASMOSE EQUINE

I. Les parasites

Jusqu’au début du XXe siecle, la piroplasmose €équine était encore désignée de diverses
maniéres : « biliary fever », « bilious fever », « anthrax fever » ou encore « equine malaria »
[172]. C’est en 1901 que Laveran [106] décrit pour la premicre fois Theileria equi. Sa
ressemblance morphologique avec d’autres hémoparasites déja décrits dans d’autres espéces,
en particulier les bovins, aménera Laveran a le nommer Piroplasma equi. En 1904, Koch met
en évidence I’existence de deux parasites, qu’il suppose alors a 1’origine de deux maladies
distinctes [98]. C’est en 1912 que Nuttal et Strickland les désignent sous les dénominations de
Babesia caballi et Babesia equi [128].

I.A. Theileria equi

[.A.1. Classification taxonomique

Nommé en 1912 Babesia equi de par ses caractéristiques morphologiques, biologiques
et épidémiologiques, il est reclassé au sein du genre Theileria, et renommé Theileria equi en
1998 [118]. Plusieurs arguments justifient cette nouvelle classification :

» Taille inférieure aux autres Babesia sp. [118],

» Cycle biologique différent, avec une phase pré-érythrocytaire [118][121],

» Absence de transmission transovarienne du parasite chez la tique vectrice, une
caractéristique biologique propre aux Babesia sensu stricto [171][189],

> FEtudes moléculaires et génétiques [37] [90].
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Tableau I : Classification taxonomique actuelle de Theileria equi. [180]

Régne Protista
Sous-régne Protozoa
Phylum Apicomplexa
Classe Haematozoa (Aconoidasida)
Ordre Piroplasmida
Famille Theileriidae
Theileria
Genre

[.A.2. Cycle parasitaire et description morphologique

I.A.2.a. Chez I’hote définitif : la tique [118] [188] [189]

Hote définitif du parasite, la tique sera I’individu au sein duquel 7. equi effectuera :

o La gamogonie : phase de reproduction sexuée a I’origine du zygote,
o La sporogonie : phase de formation des sporozoites, forme infectante du cheval.

Apres le repas de sang, les mérozoites ainsi que les érythrocytes ingérés sont détruits
dans le tube digestif de la tique. Seuls les gamétocytes, formes précurseurs des gametes,
perdurent et poursuivent le cycle du parasite. Apres 48-72 h, ces gamétocytes vont commencer
a croitre pour atteindre 3-4 um, et devenir multi-nucléés. Des protrusions cytoplasmiques
filiformes vont ensuite apparaitre. Cette cellule multinucléée mesurant 5-6 pm, avec des
protrusions cytoplasmiques filiformes, sera le microgamonte, également appelé corps rayonné
(cf. Figure 1-A). Celui-ci va se diviser en plusieurs cellules mononucléées de 3-5 pm, avec 2 a
6 extensions cytoplasmiques filiformes : les microgamétes (cf. Figure 1-B). Simultanément,
d’autres gamétocytes vont quant a eux rester dans leur état initial, sous forme annulaire de 1,5-
2,5 um. Ce sont les macrogametes (cf. Figure 2-A).

Entre 4 et 6 jours aprés le repas de sang, microgamete et macrogamete vont fusionner
pour donner naissance a un zygote (cf. Figure 2-B) qui colonisera les cellules intestinales de la
tique. Le zygote formé va croitre et donner un kinéte de 11-18 pum de longueur. Celui-ci
persistera dans les cellules intestinales de la tique, ainsi que dans 1’hémolymphe, le temps du
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prochain repas de sang et de la métamorphose. C’est la transmission, ou persistance,
transstadiale. [189]

Apres mue de la tique, il y a migration et pénétration des acini salivaires de type III de
la tique par des kinétes, ou le cycle se poursuivra. Il y aura tout d’abord la formation de
sporontes, qui donneront par la suite des sporoblastes, cellules multinucléés de 6-15 pm
(cf. Figures 3-A et 3-B). Ces sporoblastes seront a l’origine des sporozoites, cellules
mononucléées de 3-4 pm. [188]

kT

Figure 1 : Microgamonte (A) et microgameéte (B) de Theileria equi observés au microscope optique aprés coloration
Giemsa. Grossissement x1500 [118] [189]

-

Figure 2 : Macrogameéte (A) au grossissement x1500 et zygote (B) au grossissement x1700 observés au microscope
optique apres coloration Giemsa. [118]

N=Noyau
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Figure 3 : Sporoblaste de Theileria equi au cours de la sporogonie (A) au grossissement x2000 et aprés libération des
sporozoites (B) au grossissement x1800 observé au microscope optique aprés coloration MGG. [118]

DS = Sporozoite en développement ; N = Noyau du sporozoite ;
RN = noyau résiduel ; S = Sporozoites ; SB = Sporoblaste ;

I.A.2.b. Chez I’hote intermédiaire : le cheval [118] [121] [146] [184]

Chez le cheval, hote intermédiaire de Theileria equi, aura lieu une autre phase de
multiplication asexuée, appelée schizogonie ou mérogonie. C’est lors d’un repas de sang que la
tique infectera 1’équidé. Rapidement, les sporozoites infecteront les cellules mononuclées du
sang périphérique du cheval. Si pendant longtemps, il était admis que la phase pré-
érythrocytaire de Theileria equi se déroulait au sein des lymphocytes du cheval, une étude de
2013 a montré que les autres cellules mononucléées du sang périphérique, a savoir les
monocytes et macrophages, avaient un role dans ’infection [146]. En effet, bien que les
lymphocytes T, les lymphocytes B, les monocytes et les macrophages peuvent tous étre infectés
in vitro, cette étude démontre que des chevaux immunodéprimés en lymphocytes peuvent
développer la maladie. Chez ces animaux, des parasites sont retrouvés au stade intra-
érythrocytaire, ce qui signifie que méme sans lymphocytes, le cycle parasitaire peut se
poursuivre [146]. Apres pénétration d’une cellule réceptive, la formation de macroschizontes
(phase de multiplication nucléaire, cf. Figure 4-1) et de microschizontes (phase finale de
formation des mérozoites, cf. Figure 4-2) donnera naissance aux mérozoites, forme infectante
des érythrocytes. Jusqu’a 200 mérozoites de 1,5-2 um de diamétre peuvent étre formés par
cellule infectée.

Les mérozoites formés vont infecter les érythrocytes de I’hote, et commencer a se diviser
au sein de ceux-ci. C’est suite a ces divisions qu’il sera possible d’observer les différentes
formes caractéristiques de Theileria equi : ronde, ovalaire, rectiligne, punctiforme, piriforme
ou encore en «croix de Malte », correspondant a I’arrangement de quatre mérozoites
(cf. Figure 5). Cette dernic¢re est la forme la plus caractéristique, bien qu’elle soit rarement
observée.
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Figure 4 : Macroschizonte (1) et microschizonte (2) de Theileria equi vus au microscope optique apreés coloration
MGG. Grossissement x2500 [118]

M = Mérozoite ; MI = Microschizonte ;
N = Noyau ; NH = Noyau de la cellule hote

Figure 5 : Forme intra-érythrocytaire « en croix de Malte » de Theileria equi vue au microscope optique apres
coloration Diff Quick. [182]
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Figure 6 : Cycle biologique de Theileria equi. [119]
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1.B. Babesia caballi

I.B.1. Classification taxonomique

C’est suite aux études de Koch en 1905, confirmées par Nuttal en 1910, que Piroplasma
(syn Babesia) caballi est décrit distinctement de Piroplasma (syn Babesia) equi [128]. Les
caractéristiques morphologiques et biologiques de ce parasite, correspondant a ceux décrit par
Babes en 1888, font qu’il sera classé dans le genre Babesia.

Tableau II : Classification taxonomique actuelle de Babesia caballi. [180]

Régne Protista
Sous-régne Protozoa
Phylum Apicomplexa
Classe Haematozoa (syn Aconoidasida)
Ordre Piroplasmida
Famille Babesiidae
Babesia
Genre

[.B.2. Cycle parasitaire et description morphologique

I.B.2.a. Chez I’héte définitif : 1a tique [49] [103] [171]

De maniere similaire a Theileria equi, c’est lors du repas de sang que le parasite sera
ingéré par la tique, hote définitif de Babesia caballi. Elle sera ’hote de la gamogonie et de la
sporogonie. Les mérozoites ainsi que les érythrocytes ingérés seront détruits dans le tube
digestif de la tique, et seuls les gamontes persisteront. Aprés la gamogonie, les corps rayonnés,
ou gametes, fusionneront pour donner naissance a un zygote mobile, ou ookinéte. Celui-ci
pénétrera diverses cellules de la tique (ovocyte, fibre musculaire, cellule hémolymphatique,
...), dans lesquelles il se multipliera. Cette multiplication asexuée, ou sporogonie, donnera
naissance a de nombreux sporokinétes mobiles, qui a leur tour infecteront d’autres cellules de
la tique.
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Certains sporokinétes continueront les cycles de multiplication, alors que d’autres
entreront dans une phase de quiescence. Les sporokinétes quiescents contenus dans les ovocytes
de la tique seront transmis a I’individu de génération n+1 : ¢c’est la transmission transovarienne,
caractéristique des Babesia sensu stricto. Chez ce nouvel individu, alors que certains
sporokinétes persisteront a 1’état quiescent, d’autres termineront leur maturation dans les acini
salivaires. Ils seront alors transmis a un équid¢ lors d’un repas de sang sous forme de sporozoite,
de maniere identique a Theileria equi. Les sporokinetes restés quiescents persisteront par
transmission transstadiale. Ainsi, larves, nymphes et adultes des générations suivantes pourront
transmettre le parasite.

1.B.2.b. Chez I’ho6te intermédiaire : le cheval [53][92][167]

Apres le repas de sang infectant, les sporozoites transmis vont directement infecter
les érythrocytes de 1’équidé. Ils vont alors rapidement grossir et s’arrondir pour former des
trophozoites. Ces trophozoites vont se diviser en mérozoites par fission binaire, prenant les
formes caractéristiques suivantes, observables en microscopie optique : bigéminée, sphérique,
annulaire, pléomorphique, etc (cf. Figure 7). L’érythrocyte sera alors détruit, libérant les
mérozoites qui pourront infecter une nouvelle cellule et perpétuer le cycle.

Figure 7 : Développement intra-érythrocytaire de Babesia caballi dans les érythrocytes de cheval, observé en
microscopie optique au grossissement x2000 apres coloration Giemsa. [92]

A : forme bigéminée
B : forme sphérique
C : forme pléomorphique
D : forme en début de division cellulaire
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Figure 8 : Cycle biologique de Babesia caballi. [119]
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I1. Les vecteurs de la maladie

I1I.A. Les especes vectrices et leur classification taxonomique

De nombreuses espéces de tiques, appartenant a plusieurs genres, ont été mises en
évidence comme capables de transmettre les parasites responsables de piroplasmose. Toutes
appartiennent a la famille des tiques dures, les Ixodidae. Au fur et a mesure des années et des
¢tudes, le nombre d’especes dont le role dans la transmission de la maladie a été confirmé ou
suspecté a augmenté. Si historiquement, les genres Rhipicephalus, Dermacentor et Hyalomma
sont ceux impliqués dans la transmission des parasites [49] [188], d’autres genres ont été plus
récemment suspectés ou confirmés comme ayant un role : Haemaphysalis, Amblyomma [133]
[161][188].

Tableau I1I : Classification taxonomique des tiques impliquées dans la transmission de la piroplasmose équine. [16]

[25]

Reégne Animalia
Phylum Arthropoda

Classe Arachnida

Sous- Acari

classe

Super- Anactinotrichidea (= parasitoforme)
ordre

Ordre Ixodida
Famille Ixodidae

Genre Amblyomma Dermacentor Haemaphysalis Hyalomma Rhipicephalus

Ce sont aujourd’hui une trentaine d’especes de tiques qui sont considérées comme
jouant un rdle, potentiel ou confirmé, dans la transmission de la maladie. Ce nombre n’est pas
fixé, et peut varier en fonction de divers parametres. En effet, environ 700 espéces de tiques
dures Ixodidae sont décrites de par le monde [72], ainsi le nombre de vecteurs impliqués dans la
transmission de la piroplasmose équine peut évoluer soit par la mise en évidence de nouvelles
especes de tiques, soit par I’objectivation du role de transmission d’espéces déja connues [42]
[161].

40



Dermacentor marginatus est une espece de tique d’une importance majeure en France.
C’est aussi une espece dont la taxonomie est discutée. Considérée comme une espece a part
entiére par certains auteurs, elle est parfois considérée synonyme de Dermacentor reticulatus.
De méme, Dermacentor niveus est parfois considéré comme conspécifique de D. marginatus
[72][82] [161].

Les tiques du genre Hyalomma sp. ont également été 1’objet de discussions et
modifications taxonomiques. Hyalomma excavatum a longtemps été considérée comme une
sous-espece de Hya. anatolicum. Hyalomma detritum est conspécifique de Hya. scupense. De
méme, Hya. turanicum était autrefois classée comme sous-espece de Hya. marginatum [161].

Il a été montré expérimentalement en 2007 que les tiques de 1’espece Haemaphysalis
longicornis ont la capacité d’assurer le cycle du parasite Theileria equi et sa transmission
transstadiale [86]. Aucune étude n’a cependant été réalisée en conditions naturelles avec des
équidés. Les tiques Hae. punctata, présentes en France, pourraient alors étre une source
potentielle de transmission du parasite, bien que cela n’ait pas été prouvé.

En 2010, une étude met en évidence que Ixodes ricinus est capable de maintenir
Theileria equi par transmission transstadiale [87]. Aucune étude cependant ne montre la capacité
d’[. ricinus a transmettre les piroplasmes a des équidés, ou de jouer un réel role épidémiologique
dans la prévalence de la maladie. En revanche, une étude de 2017 semble de son c6té montrer
qu’l. ricinus ne serait pas un vecteur compétent pour la piroplasmose équine en conditions
naturelles [3].

Parmi toutes les espéces de tiques, toutes ne sont pas présentes en France métropolitaine.
Seules les especes trouvées en France feront 1’objet de notre étude (cf. Tableau III).
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Tableau I1I : Especes de tiques ayant un rdle suspecté ou confirmé dans la transmission de Babesia caballi ou Theileria
equi. [83][161]

Les espéces en rouge sont celles ayant un réle suspecté ou confirmé dans la transmission de la piroplasmose en France.

Espéce Parasite Espéce Parasite
transmis transmis
Dermacentor Amblyomma
D. albipictus B. caballi A. cajennense T. equi
(A. mixtum)
D. marginatus T. equi/ B. caballi | Hyalomma

D. nitens B. caballi Hya. aegyptium T. equi/ B. caballi
D. niveus T. equi/ B. caballi | Hya. anatolicum | T. equi/ B. caballi
D. nuttali T. equi/ B. caballi | Hya. detritum T. equi
D. pictus B. caballi Hya. dromedarii | T. equi/B. caballi
D. reticulatus T. equi/ B. caballi | Hya. excavatum | T. equi/ B. caballi
D. silvarum T. equi / B. caballi | Hya. lusitanicum | T. equi

D. variabilis T. equi / B. caballi | Hya. T. equi/ B. caballi
marginatum

Rhipicephalus Hya. plumbeum | B. caballi

R. annulatus B. caballi Hya. scupense T. equi

R. bursa T. equi/ B. caballi | Hya. truncatum B. caballi

R. evertsi T. equi / B. caballi | Hya. turanicum T. equi/ B. caballi

R. microplus T. equi Hya. uralense T. equi

R. mimeticus T. equi Hya. volgense B. caballi

R. pulchellus T equi Haemaphysalis

R. sanguineus T. equi/ B. Hae. longicornis | T. equi/ B.
caballi caballi

R. turanicus T. equi

I1.B. Description morphologique et cycle biologique

II.B.1. Caractéristiques morphologiques des tiques dures [16] [48]

Les tiques posseédent un corps globuleux, aplati ventro-dorsalement, de 2-20 mm de
longueur quand elles sont non gorgées. Apres le repas de sang, elles prennent une forme plus
arrondie et peuvent mesurer jusqu’a 30 mm de longueur, multipliant leur poids par 100 [16]. Ce
corps est divisé en 2 parties : le capitulum ou gnathosome, portant les pieces buccales ; et le
corps ou idiosome, portant les pattes. Les adultes et les nymphes possédent 4 paires de pattes,
tandis que les larves n’en possédent que 3. Ces pattes sont articulées, et possédent 5 segments.
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Le gnathosome ou capitulum, encore appelé rostre, antérieur, porte les pieces buccales,
ainsi que des €léments sensoriels de la tique (cf. Figure 9). Il peut prendre différentes formes
(triangulaire, rectangulaire, trapézoide, ...). On distingue les tiques longirostres (rostre plus
long que large) et brévirostres (rostre globalement carré). On y trouve :

- deux chéliceres, organes pairs dentelés, dorsaux, permettant la dilacération des tissus de
son hote,

- un hypostome, organe unique denticulé, ventral, permettant I’ancrage de la tique,

- deux palpes, latéraux, comportant 3 segments.

400 pm

Figure 9 : Schéma du capitulum (ou gnathosome) d'une tique Dermacentor marginatus. [81]
Gauche : vue dorsale (C) et ventrale (D) de I’ensemble du capitulum
Droite : Hypostome en vue ventrale

Sur I’idiosome on trouve une plaque chitineuse recouvrant, partiellement ou totalement,
la partie dorsale de I’individu : le scutum [125] (cf. Figures 10 et 11). Chez les femelles, ainsi
que chez les stades immatures, ce scutum ne couvre qu’une partie réduite du corps, permettant
un repas sanguin important et une dilatation notable du corps. Chez 1’adulte male, ce scutum
couvre I’intégralité du corps, ne permettant qu’une tres 1égere dilatation en cas de repas de sang
[164]. Ventralement, on trouve les pattes, s’insérant chacune sur une hanche, ou coxa, et
possédant 5 articulations se terminant par une paire de griffes. Chez les tiques dures, ces
hanches sont situées antérieurement et latéralement sur I’idiosome. On trouve latéralement juste
en arricre de la hanche IV les stigmates, par paire. Il s’agit de I’abouchement du systéme
respiratoire de la tique. On trouve en position ventrale le pore génital (ou gonopore), et
postérieurement le pore anal. Enfin, il est possible de trouver sur I’ensemble du corps des soies,
a visée sensorielle.
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Figure 10 : Schéma de I’anatomie d’une tique méle Dermacentor marginatus. [81]
A : vue dorsale ; B : vue ventrale

Figure 11 : Schéma de I’anatomie d’une tique femelle Dermacentor marginatus. [81]
H : vue dorsale ; I : vue ventrale

La classification des tiques se faisant en partie par les caractéristiques morphologiques,
ce sont tous ces ¢éléments qui permettront la différenciation des espéces entre elles, lors du
prélevement et de 1’observation d’une tique :

La taille et forme du rostre,

La présence d’ocelles (yeux),

La taille et forme du scutum,

La forme du sillon contournant 1’anus
La forme des stigmates,

La forme des hanches,

O O O O O O
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o La présence d’épines sur les hanches.

I1.B.2. Diagnose de genre des tiques par leurs caractéristiques morphologiques

Les tiques se divisent en 2 sous-familles : les prostriata, avec un sillon bien visible
contournant le pore anal par I’avant, et les métastriata, avec un sillon plus ou moins visible
selon les espéces et contournant le pore anal par I’arriére. Les especes d’intérét dans notre étude
sont toutes métastriata [29] [48] [58].

11.B.2.a. Dermacentor

Tique métastriata

Brévirostre avec capitulum rectangulaire

Deuxi¢me article des pédipalpes élargi

Présence d’ocelles

Scutum festonné chez le male

Stigmates ovalaires ou en virgule

Hanche I bifide

Chez les males la hanche IV est de taille trés augmentée.

O O 0O O O O O O

Figure 12 : Photo de tiques Dermacentor reticulatus (gauche) et Dermacentor marginatus (droite). [138]

I1.B.2.b. Rhipicephalus

Tique métastriata

Brévirostre avec capitulum hexagonal
Deuxieme article des pédipalpes élargi
Présence d’ocelles

Hanche I bifide

Scutum festonné chez le male

Stigmates en virgule

Absence d’écussons ventraux chez le male

0 O O O O O O O
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Figure 13 : Photo de tiques Rhipicephalus sanguineus (gauche) et Rhipicephalus bursa (droite). [138]

I1.B.2.c. Hyalomma

Tique métastriata

Longirostre avec capitulum rectangulaire
Deuxi¢me article des pédipalpes long
Présence d’ocelles

Ecussons ventraux chez le méle
Stigmates ovalaires ou en virgule

O O O O O O

Figure 14 : Photo d'une tique Hyalomma marginatum. [138]

I1.B.3. Cycle biologique
I1.B.3.a. Stases du cycle biologique des tiques Ixodidae

Le cycle biologique des tiques Ixodidae consiste en 4 stases : 1’ceuf, la larve, la nymphe
et I’adulte. Mise a part I’ceuf, chaque stase fera 1’objet d’un unique repas de sang.

Apres une embryogenése de 20 a 50 jours, les ceufs éclosent, donnant naissance a une
larve d’environ 1 mm de longueur. Cette larve recherche un hote de manicre passive : son corps
reste généralement immobile, et ses pattes sont étendues au passage d’un hote, lui permettant
de s’accrocher a celui-ci. Apres ce premier repas de sang, la larve tombe et commence alors sa
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métamorphose. La durée de cette premieére métamorphose est variable selon les especes et les
conditions climatiques : elle durera entre 2 et 8 semaines.

La nymphe née de cette métamorphose mesure 2-4 mm de longueur. Comme la larve,
la recherche d’un hote sera généralement passive. Une fois fixée, elle effectuera un nouveau
repas de sang, puis tombera de son hote. Débutera alors une seconde métamorphose, plus
longue que la premicre, pouvant durer jusqu’a 25 semaines.

Une fois adulte, la tique recherchera un nouvel hote, de maniére passive ou active. Les
femelles effectueront un repas de sang en quantité importante, nécessaire a la reproduction.
Chez les males adultes, les tiques métastriata effectueront un petit repas de sang, tandis que les
prostriata n’en effectueront pas du tout. La reproduction pourra s’effectuera sur I’hdte pour les
tiques métastriata, les males étant sexuellement immatures avant le repas de sang. Apres
fécondation, la femelle pond entre quelques centaines et plusieurs milliers d’ceufs. Le male
meurt apres ’accouplement. Quelques jours apres la ponte, la femelle meurt a son tour [16][134].

La durée totale du cycle est variable, mais globalement longue dans cette famille. Un
cycle moyen d’/. ricinus, par exemple, s’effectuera sur 2 a 4 ans. Pour /. uriae, le cycle peut
durer jusqu’a 6 ans. Chez Dermacentor, ce cycle s’effectue généralement sur un an. Plusieurs
facteurs vont influencer la durée de ces cycles. Tout d’abord, il est possible de découper la vie
des tiques en deux phases : une phase de repas sur un hote, et une phase de recherche d’héte ou
de métamorphose dans I’environnement. C’est cette derniére qui joue un rdéle majeur dans
I’allongement du cycle de vie de la tique. Les périodes de recherche passive d’un hote aux
stades larvaire et nymphal peuvent durer plus ou moins longtemps en fonction de la présence
d’hotes, de la spécificité d’hote, de ’espece de tique, des conditions climatiques, etc. [29] [134]
Les larves et les nymphes peuvent jeliner plusieurs mois, et cette période peut s’allonger a plus
d’un an pour les adultes [4].

Les conditions climatiques influent également sur les durées de métamorphose. Les
conditions d’humidité permanente trouvées dans les pays é€quatoriaux permettent un
développement continu toute 1’année, ainsi que des métamorphoses courtes (quelques jours en
climat favorable). En climat tempéré comme en France, le froid de I’hiver ainsi que la
sécheresse de 1’ét¢ ralentissent considérablement les cycles (quelques mois de métamorphose
en hiver). Enfin, d’autres facteurs comme la photopériode influent sur la durée des
métamorphoses [27] [185]. Ainsi en climat tropical R. sanguineus peut produire entre 2,5 et 4
générations par an, tandis qu’en Europe cette espéce semble ne produire qu’une génération par
an [29].
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I1.B.3.b. Variabilité dans le nombre d’hotes [16][134][161]

La majorité des tiques Ixodidae réaliseront leur cycle comme décrit précédemment, en
changeant d’hdte apres chaque métamorphose. On appelle cela un cycle triphasique.

Il existe quelques espéces pour lesquelles le nombre d’hdtes nécessaires a
I’accomplissement de leur cycle n’est que de 2. La métamorphose de la larve en nymphe se fera
alors sur un hote. Ainsi, le repas de sang de la larve et celui de la nymphe sera feront sur ce
méme hote. La tique tombera ensuite pour devenir adulte et rechercher un nouvel hote. Le cycle
est alors dit diphasique. C’est le cas pour quelques especes comme Hya. detritum, R. bursa, et
d’autres encore. Il faut cependant noter que le caractére diphasique n’est pas systématiquement
obligatoire, et que certaines especes seront capables d’effectuer leur cycle sur 2 ou 3 hotes selon
les conditions dans lesquelles elles se trouvent.

Enfin, certaines espéces réaliseront un cycle monophasique, dans lequel elles passeront
toute leur vie sur le méme hoéte, dont elles se nourriront. C’est le cas pour R. annulatus ou R.
microplus par exemple. De méme que pour les espéces au cycle diphasique, certaines seront
capables d’avoir un cycle mono- ou diphasique selon les conditions dans lesquelles elles se
trouvent.

I1.B.3.c. Variabilité dans le spectre d’hétes [4] [88] [134]

Nous pouvons la aussi distinguer plusieurs groupes de tiques. Que le cycle soit mono-,
di- ou triphasique, la spécificité d’hdte ou préférence trophique varie en fonction des especes.
On parlera de tiques monotropes lorsque les hdtes parasités sont de la méme espéce, ou
d’especes proches. Ce sera le cas des tiques au cycle monophasique.

La majorité des tiques sont ditropes. Les larves et les nymphes parasiteront de petits
vertébrés comme des rongeurs, tandis que les adultes parasiteront de plus grands vertébrés
(animaux domestiques, de troupeau, chevaux, etc.).

Enfin, les tiques comme Ixodes, capables de parasiter des espéces trés diverses de
vertébrés (grands, petits, oiseaux, reptiles...) avec des préférences distinctes a chaque stade,
sont appelées télotropes.

Ce spectre d’hote aura une grande importance dans la diffusion d’une maladie. Une
tique, bien que théoriquement compétente pour étre vectrice d’un agent pathogene, ne sera un
vecteur efficace que dans la mesure ou elle parasite un hote réceptif a ce méme agent pathogene.
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I1.C. Ecologie des tiques vectrices de la piroplasmose en
France

I1.C.1. Habitats des tiques vectrices de piroplasmose en France

On distingue :

» Les tiques endophiles, vivant dans un environnement relativement restreint, proches de
leurs hétes (terriers, grottes, caves, abris, nids, etc.),
» Les tiques exophiles, vivant en milieu ouvert dans I’environnement, sur la végétation.

Pour un certain nombre d’espéces, les larves et/ou nymphes seront endophiles et les adultes
exophiles.

I1.C.1.a. Les tiques endophiles [6]

Le mode de vie endophile assure un environnement généralement stable en température
et humidité. En revanche, les tiques endophiles sont trés dépendantes de la présence d’hotes
dans ce méme milieu. Ainsi, ce seront principalement les hotes qui rythmeront leur cycle de
vie. Un environnement trés fréquenté toute ’année permettra des cycles continus et
relativement courts. A 1’inverse, un environnement peu fréquenté, ou a la fréquentation
saisonniére, contraindra les tiques a des attentes longues.

II.C.1.b. Les tiques exophiles

Cela concerne la majorité des tiques dures et par conséquent les tiques d’intérét de cette
¢tude. Le mode de vie exophile est beaucoup plus dépendant des conditions climatiques. On
trouve ces tiques dans des environnements trés variés [16]. Bien que sensibles a la sécheresse,
elles s’adaptent a leur environnement en se déplagant dans la végétation, trouvant des zones
plus humides. Il existe aussi chez les tiques dures la sécrétion d’une substance hygroscopique,
capable d’absorber I’humidité de 1’air par leurs glandes salivaires, permettant ainsi une
résistance a la dessiccation [156]. Les tiques parasitent le plus souvent leurs hotes en s’accrochant
a ce qui est a leur portée. Chez le cheval, cela concernera le plus souvent la criniére ou a la
queue. La hauteur des végétaux sur lesquels elles se tiendront déterminera donc le type d’hotes
qu’elles parasiteront. C’est pourquoi les larves et nymphes parasitent généralement les petits
mammiferes, car elles sont proches du sol, tandis que les adultes, plus actifs et évoluant plus
haut dans la végétation, pourront parasiter de plus grands animaux. La densité de la végétation
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est un facteur ayant aussi un fort impact sur la présence de foyers de tiques. C’est pourquoi les
boisements, bosquets, et haies sont en France des lieux particulicrement favorables au
développement des tiques, plus encore si des animaux hdtes vivent a proximité [6] [16] [29].

I1.C.2. Saisonnalité de ’activité des tiques vectrices de piroplasmose en France

Il est possible de décrire une saisonnalit¢ de 1’activité des tiques. Le profil d’activité
sera caractéristique de chaque espéce et de chaque stase. Il sera fonction de la température, de
I’humidité, de la présence des hotes, de la photopériode, etc. L’environnement géographique
dans lequel vivra la population de tiques définira ainsi différents profils d’activité, y compris
au sein d’une méme espece [68] [102].

I1.C.2.a. Saisonnalité des tiques Dermacentor

Les tiques D. marginatus adultes ont une activité biphasique. La majeure partie de cette
activité se situe au printemps, entre fin Janvier et début Mai. Un deuxiéme pic d’activité arrive
en automne, entre Septembre et Octobre. Dans leurs territoires les plus au Sud, une activité reste
possible durant I’hiver. Les larves et les nymphes ont une activité estivale [29] [81].

Les tiques D. reticulatus adultes ont une activité durant presque toute 1’année, s’étalant
de la fin de 1’ét¢ a la fin du printemps voire au début de 1’été suivant. Le pic d’activité se situe
en moyenne en Mars-Avril. Dans leurs territoires les plus au Nord, ou le climat est plus froid,
le pic d’activité sera décalé sur Avril-Mai. Par ailleurs, dans ces territoires, les adultes seront
aussi actifs durant les mois d’été. Un deuxieme pic d’activité, non systématique, a lieu en
automne. En hiver, la neige et les températures trop basses ralentissent voire interrompent leur
cycle. Les larves et les nymphes ont quant a elles une activité estivale [29][58] [68] [115].

I1.C.2.b. Saisonnalité des tiques Rhipicephalus

L’activité des tiques R. sanguineus adultes se situe majoritairement au printemps, de
Mars a Juin. L’été, les températures importantes et la sécheresse ralentissent le cycle de
développement, de méme que les températures basses d’hiver. En effet, des températures
ambiantes inférieures a 10°C ou supérieures a 35°C induisent un ralentissement, voire un arrét
de développement [46]. Un deuxieme pic d’activité automnal est fréquent. En été, les larves et
nymphes restent actives, et peuvent étre rencontrées jusqu’a 1’automne [65] [66] [110].
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Rhipicephalus bursa a une activité saisonniere estivale, s’étendant du printemps a
I’automne, avec un pic en Juin-Juillet. Les stades pré-imaginaux seront actifs durant 1’automne
[59] [175].

Les adultes R. turanicus sont retrouvés durant le printemps, de Mars a Juin. Les stades
pré-imaginaux sont quant a eux actifs plus tard, durant les mois d’été [65].

I1.C.2.c. Saisonnalité des tiques Hyalomma

Les tiques Hya. lusitanicum adultes présentent une activité durant presque toute I’année.
Deux pics d’activités restent cependant remarquables, du printemps au début de I’été, avec un
pic en Mai-Juin ; et en automne, jusqu’en Novembre. Les stades larvaire et nymphal sont quant
a eux retrouvés de Mai-Juin jusqu’a Septembre.

Les tiques Hya. marginatum adultes ont une activité du début du printemps a la fin de
I’automne, de Mars a Novembre, avec un pic au printemps en Avril-Mai. Les stades larvaire et
nymphal sont actifs du début de 1’été a I’automne, de Mai-Juin a Octobre [58] [71] [174].

ILI.D. Distribution géographique des tiques a piroplasmose
en France

Les cartes de distribution géographique suivantes, pour D. reticulatus, R. sanguineus,
R. bursa, Hya. marginatum et Hya. lusitanicum prennent toutes pour source le Centre Européen
de Prévention et de Controle des Maladies (ECDC). Elles présentent toutes la méme 1égende, a
Savoir :

IRBMEE : Présence confirmée de I’espéce dans le département,

Vert : Absence confirmée, I’espéce n’a jamais été rapportée dans le département et des études
de terrain ont été effectuées au cours des 5 dernieres années sur la distribution de cette espece,

Jaune : Introduction, I’espéce a été introduite dans le département mais aucune étude n’a
rapporté qu’elle s’était effectivement établie,

Gris : Absence d’étude ou de données.
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I1.D.1. Distribution des tiques Dermacentor sp.

Figures 15 (A) : Distribution géographique de Dermacentor reticulatus en Mai 2020 en France métropolitaine. [61]

Figure 16 (B) : Distribution géographique de Dermacentor marginatus en France métropolitaine. [155]

Dermacentor reticulatus et D. marginatus sont les especes d’intérét pour la
piroplasmose dont la distribution en France est la plus large. D. marginatus est retrouvée plus
fréquemment dans la partie sud du territoire. C’est une espéce plutdt thermophile, d’ou sa
présence fréquente sur le pourtour méditerranéen. Au Nord, son territoire s’arréte aux alentours
de la Bretagne et du Nord de la France, ou le climat est trop froid [29] [31][58] (cf. Figure 16).

Dermacentor reticulatus possede une aire de distribution s’étendant plus loin au Nord.
C’est une espece moins thermophile, colonisant ainsi des territoires au climat plus froid que
D. marginatus. On peut en effet retrouver cette espéce dans le Nord de la France, en Belgique,
et jusque dans les pays baltes [61], ce qui n’est pas le cas de D. marginatus [155] (cf. Figure 15).
Elle n’est cependant pas retrouvée dans des milieux trop secs ou trop en altitude [29] [58].
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I1.D.2. Distribution des tiques Rhipicephalus sp.

Figure 17 : Distribution de Rhipicephalus sanguineus (A) en Mai 2020 et Rhipicephalus bursa (B) en Janvier 2019 en
France métropolitaine. [61]

Les tiques Rhipicephalus sont retrouvées plus au Sud que les Dermacentor.
Rhipicephalus sanguineus est fréquemment rencontrée dans le bassin méditerranéen, appréciant
les milieux chauds, humides et les hivers doux [61] (cf. Figure 17-A). On considére que sa
distribution géographique dans le monde se situe en 50° N et 35° S [58]. En France, cela
correspond au Sud de la latitude passant au Nord d’Amiens. Il reste cependant possible de
trouver des micropopulations plus ou moins durables plus au Nord, dans des milieux plus froids,
suite aux déplacements des hotes de la tique.

Rhipicephalus bursa semble é&tre moins fréquente en France, rapportée presque
exclusivement dans la moiti¢ Sud de la France, sur le pourtour méditerranéen [58] [62] [67] [105]
[108] (cf. Figure 17-B).

Rhipicephalus turanicus, espéce proche de R. sanguineus, posseéde une distribution
similaire. C’est une tique du bassin méditerranéen dont la présence se fait plus rare en remontant
au Nord [29] [47] [58].
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I1.D.3. Distribution des tiques Hyalomma sp.

Figure 18 : Distribution géographique de Hyalomma lusitanicum (A) et Hyalomma marginatum (B) en Mai 2020 en
France métropolitaine. [61]

Les tiques Hyalomma ont une distribution plus méridionale que les genres précédents.
Ce sont des tiques rapportées beaucoup moins fréquemment en France que Dermacentor ou
Rhipicephalus [62]. Rapportée en Espagne, Italie, Portugal, Hya. lusitanicum reste rare en France
[179], avec simplement quelques individus rencontrés dans I’extréme Sud, et en Corse [58] [174]
(cf. Figure 18-A). Bien qu’elle fiit une espece fréquente dans les années 1950, sa distribution
semble s’étre considérablement réduite depuis [144].

Hyalomma marginatum est bien installée dans le Sud de la France, avec des foyers
confirmés dans le Gard, 1’Hérault, les Bouches du Rhone, la Corse, le Var, 1’Aude [61][166] [179]
(cf. Figure 18-B).

Hyalomma scupense est établie en France dans le Sud-Ouest principalement : Charente
Maritime, Gironde, Landes, Pyrénées-Atlantiques [113]. En 2016, elle est décrite également en
Corse. Cette espece représentait 8,7% des tiques prélevées dans 3 abattoirs corses, entre Mai
2014 et Mai 2015 [71].
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I1.D.4. Distribution géographique et activité anthropique

Les changements climatiques actuels, et en particulier la hausse de la température
moyenne, ont un impact sur la distribution des populations de tiques. La température va avoir
divers effets, observés ou supposés, sur ces populations. Comme présenté précédemment
(cf. II.B.3.a.), une hausse de température sera a 1’origine d’une modification de la durée des
cycles évolutifs [141]. La conséquence directe sera une modification des territoires de
distribution des tiques. Les populations déja présentes seront capables de coloniser des
territoires plus au Nord, au climat initialement trop froid pour assurer leur survie. Ce
phénomeéne a été observé en Suede, avec la remontée au Nord des populations de tiques
L ricinus, ainsi qu’en Allemagne avec I’extension des populations de D. reticulatus [70]. Les
tiques d’espéces pas ou peu présentes en France pourront elles aussi voir leur distribution
changer. Les tiques Hya. marginatum, encore rares en France et limitées aux départements les
plus au Sud, pourraient voir leur territoire s’étendre, avec des populations qui s’établissent,
comme le suggérent certains modeles [60] [70] [110] [174].

A I’inverse, certaines espéces pourraient se raréfier. C’est ce qui fiit noté pour R. bursa
en Tunisie. En effet, si les actions anthropiques s’accompagnent d’une hausse de la température
moyenne, elles s’accompagnent aussi d’une modification majeure du milieu naturel, des
biotopes et des niches écologiques qui y sont liées. Ainsi, la modification de la niche écologique
de R. bursa a entrainé une réduction importante de sa population [31].

Enfin, les modifications des milieux d’origine anthropique (température, couvert
végétal, etc.) sont a I’origine d’une modification de distribution, de mouvements et de
comportement des hotes vertébrés obligatoires des tiques, petits mammiferes principalement.
Ces données sont aussi a prendre en compte dans 1’évolution de la distribution des populations
de tiques [31][70].

Toutes ces modifications ont un impact sur les maladies vectorielles a tiques. Cela a déja
¢té noté pour diverses maladies : encéphalite a tique, babésiose canine, blue tongue, fievre de
la Vallée du Rift, West-Nile fever [31][70].
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II.E. Autres modes de transmission de 1a maladie

ILE.1. Transmission iatrogéne

La transmission iatrogéne de la piroplasmose est possible, par le mélange d’un sang
contaminé a un sang indemne. Plusieurs manipulations peuvent ainsi y aboutir. Une transfusion
de sang de la part d’un donneur infecté non testé préalablement & un receveur naif peut étre a
I’origine d’une transmission de la maladie. De méme, ’utilisation de matériel contaminé par du
sang infect¢ comme des seringues ou des appareils de dentisterie peuvent aboutir a la
transmission de la maladie. C’est une des causes majeures de détection de chevaux positifs a la
piroplasmose dans des régions habituellement indemnes [167] [173] [182].

En Aot 2011, vingt chevaux Quarter Horse ont été révélés positifs a 7. equi lors d’une
course en Floride. Certains chevaux étant importés du Mexique, il fut supposé qu’ils étaient les
réservoirs a ’origine de la contamination des autres. Les pratiques comme les transfusions de
sang a but «dopant» ou le partage des aiguilles ont été supposées a 1’origine des
contaminations [162].

II.LE.2. Transmission transplacentaire
I1I.LE.2.a. Transmission transplacentaire de Theileria equi
o Meécanismes de transmission

Theileria equi se transmet également par voie transplacentaire, bien que le mécanisme
exact de cette transmission ne soit pas résolu. Il a ét¢ montré qu’il n’est pas nécessaire d’avoir
des 1ésions placentaires et un mélange des sangs maternel et feetal pour que le parasite soit
transmis. En 2007, Allsopp et al. avancent I’hypothése suivante : entre le 40° et 150° jour,
correspondant a la période précédant la mise en place du placenta, I’embryon se nourrit d’un
mélange de cellules épithéliales desquamées, sécrétions glandulaires, et érythrocytes maternels.
Ainsi, les érythrocytes infectés peuvent directement atteindre le feetus. La placentation
épithéliochoriale empéchant le passage d’anticorps maternels par le placenta, et la mise en place
du systeme immunitaire du poulain aprés 240 jours n’inhibent donc en rien I’installation du
parasite [14].
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o Conséquences sur le poulain

Les conséquences d’une infection in utero sont diverses : avortement, naissance de
poulain mort-né, naissance de poulain malade ou naissance de poulain cliniquement sain.

Les avortements ont généralement lieu dans le dernier tiers de gestation, bien que
I’infection ait généralement lieu avant 150 j [14][111] [158]. Les cas de piroplasmose néonatale
sont rarement de bon pronostic, avec une présentation clinique proche de 1’isoérythrolyse
néonatale, mais une issue souvent fatale [14][111]. En 2004, Phipps et al. décrivent le cas de deux
chevaux cliniquement sains de 2 et 5 ans, séropositifs a 7. equi, dont la contamination serait
probablement d’origine transplacentaire [136]. Les cellules productrices d’anticorps
n’apparaissant pas avant 240 jours de gestation, les parasites acquis entre le 40° et 150° jour
seraient reconnu comme du soi par le systéme immunitaire du poulain. Ainsi, la prise colostrale
durant les premiers mois de vie, associée a I’immunité innée, permettrait un controle essentiel
de la parasitémie sans pour autant éliminer totalement 7. equi [14][158].

Le nombre de parasites infectant le poulain est ¢galement important, puisque des
niveaux de parasitémie supérieurs a 50% ont été observés chez des avortons, ou des poulains
atteints de piroplasmose néonatale [14]. Pour autant, des juments avec une parasitémie trés faible
peuvent infecter leur foetus [64].

o Prévalence des avortements a piroplasmose

\

La prévalence des atteintes de juments gestantes par la piroplasmose est difficile a
¢valuer. Une étude chez des juments Pur-sang d’Afrique du Sud concluait que 11% des
avortements étaient dus a 7. equi [111]. Une autre étude entre 2014 et 2016 sur des juments Pur-
sang de Trinidad concluait a une prévalence équivalente, avec 11 a 15% des avortements liés a
la piroplasmose [158]. En pays indemnes, les cas de piroplasmose sont plus sporadiques, liés a
des importations, comme le montre 1’é¢tude de Phipps et al. en 2004 [136].

I1.E.2.b. Transmission transplacentaire de Babesia caballi

Si la transmission transplacentaire de 7. equi a ét¢ démontrée, la transmission
transplacentaire de B. caballi est longtemps restée incertaine [111]. Dans une ¢tude de 2016, Sant
et al. montrent cependant qu’il existe un lien statistique entre transmission transplacentaire de
B. caballi et avortement [158].
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II.LE.3. Transmission par la semence

A ce jour, aucun cas de transmission de la piroplasmose via la semence d’un étalon
contaminé n’a été rapporté [63][182]. C’est une préoccupation liée a I’augmentation du transport
de sperme frais, réfrigéré ou congelé aux échelles régionale, nationale et internationale [120]. A
ce jour, le risque estimé de transmission est faible, et limité aux cas de contamination de
I’échantillon de semence par du sang contaminé [120] [154].

I11. Epidémiologie de la piroplasmose

II1.A. Dans le monde

La piroplasmose équine est une maladie largement distribuée dans le monde. Il est en
effet considéré que seulement 10% des chevaux vivent dans une région indemne de
piroplasmose [49] [154]. La distribution mondiale de cette maladie coincide avec la distribution
des tiques vectrices, et la majorité des régions en climat tropical et subtropical sont endémiques
de piroplasmose. La majorité des tiques vectrices de piroplasmose étant compétentes dans la
transmission des deux parasites, les distributions géographiques de 7. equi et B. caballi a travers
le monde sont quasiment identiques, bien que la distribution de B. caballi s’étende un peu plus
au Nord que celle de T. equi. Dans les pays endémiques de piroplasmose, 7. equi est plus
fréquemment incriminée que B. caballi [133][172].

L’augmentation des mouvements des chevaux a D’international de par les sports
équestres, les courses, les pratiques d’élevage et en particulier de reproduction constitue le
principal risque d’introduction de la maladie dans des pays actuellement indemnes (Canada,
Etats-Unis, Nouvelle-Zélande, Singapour, etc.). En outre, de nombreux pays indemnes
présentent un climat favorable au développement de tiques compétentes. Certains possédent
méme déja des vecteurs compétents [49] [133] [154].

III.LA.1. Amérique

En Amérique centrale et du Sud, la piroplasmose est endémique, a 1’exception du sud
de I’ Argentine et du Chili. Plusieurs études montrent des prévalences tres élevées en Colombie,
au Chili, sur les 1les cubaine et portoricaine ou encore au Brésil, avec des taux de séropositivité
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allant parfois jusqu’a plus de 90%. Une étude de Barbosa en 2000 au Nord du Brésil montre
une incidence annuelle moyenne d’infection a 7. equi de 12% [19][133] [135] [172].

En Amérique du Nord, les Etats-Unis et le Canada sont considérés comme des pays
indemnes de piroplasmose. Importée aux Etats-Unis en 1959 par des chevaux arrivant de Cuba,
des mesures de quarantaine strictes sont depuis imposées des qu’un cas de piroplasmose est
rapporté, permettant de contenir la maladie localement [49] [133]. De rares cas sporadiques sont
parfois rapportés, comme I’épidémie en Floride en 2011 chez des chevaux importés du Mexique
[162]. Le dernier cas rapporté au Canada date de 1987 [131]. Au Mexique, la maladie est présente
mais les manifestations cliniques sont rarement rapportées [131][172].

Ce statut indemne et les risques importants liés aux déplacements des chevaux
expliquent que les Etats-Unis et le Canada exigent que les chevaux importés soient certifiés
« indemnes de piroplasmose » [147].

III.A.2. Europe

La piroplasmose est endémique dans la majorité des pays d’Europe du Sud. Elle est
fréquemment rapportée au Portugal, en Espagne, en France, en Italie, dans les Balkans, en
Hongrie, en Roumanie et dans le sud de la Russie. La distribution de la maladie suit la
distribution de D. reticulatus, principal vecteur en Europe [49] [154]. Dans les pays les plus au
sud, les tiques Hyalomma et Rhipicephalus prédominent et sont les principaux vecteurs de la
maladie [154]. Selon les études, les pays, les années et les méthodes utilisées, les prévalences
varient, allant de quelques pourcents dans des pays peu touchés comme les Pays-Bas, a plus de
70% dans certaines régions d’Italie en 2016 [36] [133] [154] [172]. Le Luxembourg, 1’Ukraine, les
pays baltes, la République Tcheque, la Pologne font partie des pays européens considérés
comme indemnes de piroplasmose. Les rares cas sporadiques de piroplasmose dans des pays
indemnes ont pu étre reliés épidémiologiquement a des pays endémiques, comme la France,
I’Espagne ou I’Italie. Le Royaume-Uni est historiquement classé comme pays indemne de
piroplasmose. Une étude de 2019 a montré une séropositivité de 8% a au moins un des deux
parasites de la piroplasmose, ainsi qu’une positivité a la PCR de 0,8% a 7. equi. Pour autant,
aucune manifestation clinique n’a ét¢ rapportée au Royaume-Uni [41] [147] [154].

IIT1.A.3. Afrique

L’ Afrique est endémique dans la quasi-totalité¢ de ses pays, avec des séroprévalences
trés élevées, allant de 50% a plus de 95% selon les études et les pays. Les principaux vecteurs
sont Rhipicephalus evertsi evertsi, qui transmet B. caballi et T. equi, et Hyalomma truncatum,
qui ne transmet que B. caballi [123]1[133][154] [193].
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III.LA.4. Asie

La piroplasmose est largement répandue en Asie, et particuliecrement en Chine, en
Mongolie et en Asie du Sud-Est [133]. Une étude d’Avarzed en Mongolie centrale en 1997
montre un taux de séroprévalence supérieur a 80% pour 7. equi et B. caballi dans une population
de chevaux allant de 1 a 19 ans. Les principaux vecteurs dans cette région du monde sont
Dermacentor nuttali, Hyalomma dromedarii et Dermacentor silvarum [21][154].

En 2017, une étude jugeait de I’importance de la piroplasmose dans la mortalit¢ d’une
population de 19 chevaux de Przewalski réintroduits dans le parc national de Hustai en
Mongolie. Cette étude montrait un portage de 7. equi de 84%, équivalent a celui d’une
population de chevaux domestiques (80%). En revanche, aucun cheval de Przewalski n’était
porteur de B. caballi, et un unique cheval I’était au sein de la population de chevaux domestique.
Entre 2012 et 2015, le taux de mortalit¢ moyen des chevaux de Przewalski a cause de la
piroplasmose a ét€ de 19%. [168].

Le Japon est considéré comme pays indemne de piroplasmose [147]. Cependant, une
¢tude d’lkadai en 2002 sur 2000 chevaux prélevés entre 1971 et 1973 a montré une
séroprévalence de 5% pour B. caballi et de 2% pour T. equi. Les sérums de ces chevaux étaient
analysés par ELISA, le portage des chevaux dont le sérum revenait positif étant ensuite
confirmé par Western Blot [84]. Une autre étude d’lkadai en 2007 a montré la capacité
d’Haemaphysalis longicornis, tique fréquente au Japon, d’assurer le cycle parasitaire de 7. equi
[86].

IIL.A.5. Tles océaniques

L’ Australie et la Nouvelle-Z¢lande sont indemnes de piroplasmose. Bien que 7. equi ait
été importé a plusieurs reprises en Australie (dans les années 1950 et 1960 par des chevaux du
Texas, en 1976 par des chevaux d’Espagne), le parasite ne s’est pas install¢. Il semblerait que
des vecteurs potentiellement compétents tels que R. microplus soient pour autant présents dans
ces pays [49] [154].
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Figure 19 : Distribution géographique globale de la piroplasmose équine dans le monde. [184]

I11.B. En France

[1.B.1. Données ¢épidémiologiques disponibles

Les premicres études a grande échelle en France concernant la piroplasmose équine sont
celles de Soulé. Entre 1973 et 1996, un premier bilan de la situation épidémiologique de la
France quant a la piroplasmose équine a été réalisé, utilisant la méthode de fixation du
complément. Celui-ci montrait une augmentation nette des taux de séroprévalence dans la
population équine. Sur la période de 1973 a 1979, la positivité moyenne a au moins un des deux
parasites était de 4,3%. Elle augmente ensuite jusqu’a atteindre 15,3% en 1988. Entre 1974 et
1988, les prévalences de T. equi et B. caballi étaient de 5,35% et 3,65% respectivement. Sur la
période de 1981 a 1996, elles sont de 12,2% pour 7. equi et 9% pour B. caballi [107] [165].

Une ¢étude de Le Metayer (2007) sur 18464 sérums analysés a 1’aide de la
microtechnique de fixation du complément, prélevés entre 1997 et 2005, montre une
séroprévalence moyenne de 18,92%, dont 13,78% de positivité a 7. equi et 9,24% de positivité
a B. caballi. Cette étude montre aussi sur cette période une stabilisation de la prévalence
moyenne de la piroplasmose, avec une augmentation de la prévalence de 7. equi, contrebalancée
par une diminution de la prévalence de B. caballi [107]. Toutes ces études montrent que la
piroplasmose est enzootique dans les départements du sud de la France, mais aussi que
I’augmentation de prévalence depuis 40 ans s’accompagne d’une remontée des parasites vers
les départements plus au nord, avec une augmentation des séroprévalences dans ceux-ci
(cf. Figures 20 et 21).
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Figure 20 : Répartition géographique de la séroprévalence a Babesia caballi en France sur les périodes 1974-1989 (A),
1981-1996 (B) et 1997-2005 (C). [107] [165]
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1981-1996 (B) et 1997-2005) (C). [107] [165]
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Une étude de 2014 du RESPE et du laboratoire Frank Duncombe de Caen entre 2011 et
2012 sur 14839 chevaux sur toute la France, combinant les techniques de fixation du
complément, d’immunofluorescence indirecte et d’ELISA montre une séroprévalence de T.
equi et B. caballi de 27,01% et 23% respectivement [45]. Enfin, une derniére étude de 2017,
compilant les données acquises par le sous-réseau « Piro-like » du RESPE entre 2013 et 2017
sur I’ensemble du territoire, montre une prévalence de 7. equi et B. caballi et 30,9% et 17,1%
respectivement [57].

Si les études de Soulé dans les années 1970s a 1990s portent sur plusieurs populations
de chevaux (suspectée d’étre infectée et non suspectée d’étre infectée), il est important de
prendre en compte le fait que les études du sous-réseau « Piro-like » du RESPE sont basées sur
des cas déclarés par les vétérinaires de terrain, et donc sur les manifestations cliniques. De
méme, la population de chevaux étudiés dans 1’¢tude de 2007 par Le Metayer est composée a
la fois de chevaux chez qui une piroplasmose clinique était suspectée, et de chevaux destinés a
I’exportation, tous analysés sans distinction.

Enfin, notons qu’il existe quelques études de prévalence de la piroplasmose dans des
populations prises localement. L’¢tude de Guillot en 2002 sur une population de chevaux en
Camargue montre des séroprévalences tres élevées a 7. equi et B. caballi, avec des taux de
67,2% et 22,8% respectivement [73].

II1.B.2. Sous-réseau « Piro-like » du RESPE

Le RESPE possede actuellement dix sous-réseaux de surveillance des affections des
équidés [148] :

Respiratoire
Avortement
Neurologique
Anomalie génétique
Maladies du paturage
Maladies du poulain
Reproduction
Maladies cutanées
Maladies réglementées
Piro-like

0O O O O O O O o 0 O

Mis en place en Novembre 2013, le sous-réseau « Piro-like » a pour objectif la
surveillance épidémiologique du syndrome « Piro-like », caractéris€¢ par une hyperthermie
d’origine indéterminée associée a un ou plusieurs symptdmes évoquant la piroplasmose
(anorexie, abattement, amaigrissement, contre-performance, etc.). En outre, il permet de fournir
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aux vétérinaires de terrain un soutien technique dans le dépistage de ces affections, ainsi qu’un
soutien sanitaire lors d’épizooties.

Lors d’une suspicion clinique, un vétérinaire sentinelle va pouvoir déclarer au RESPE
qu’un cheval présente un syndrome « Piro-like ». Un prélévement sanguin sera envoyé au
laboratoire LABEO Frank Duncombe ou le diagnostic sera fait. Une prise en charge de 50%
des frais d’analyses est assurée par le RESPE dans le cadre du protocole de surveillance du
syndrome « Piro-like ».

Les agents pathogénes recherchés sont ceux de :

La piroplasmose (7. equi et B. caballi)
L’anaplasmose (4. phagocytophilum)

L’anémie infectieuse équine (Retroviridae)

Le virus du West-Nile Fever (Flavivirus) depuis 2019

o O O O

IV. Etude clinique

IV.A. Signes cliniques

IV.A.1. Incubation

Les périodes d’incubation de B. caballi et T. equi sont de 10-30 jours et 12-19 jours
respectivement [49].

IV.A.2. Forme clinique suraigué

Des formes cliniques suraigués de piroplasmose ont été décrites. Ce sont des formes
rares, touchant généralement des chevaux adultes naifs introduits en zone de forte endémie, ou
des poulains infectés in utero. Les chevaux touchés par cette forme foudroyante de la maladie
vont étre retrouvés mourant avec des défaillances organiques multiples, ou déja morts sans
signes prémonitoires. D’autres vont présenter une forme clinique proche de la forme aigué,
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mais avec une dégradation beaucoup plus rapide ainsi qu’une non-réponse aux traitements mis
en place [49] [64] [182].

Chez le poulain nouveau-né, les signes cliniques apparaissent généralement dans les
trois jours, quand ils ne sont pas présents deés la naissance. Ces signes cliniques sont peu
spécifiques, tels que I’anémie, I’ictere, la faiblesse, I’incapacité a se lever, I’incapacité a téter,
I’hyperthermie et la présence de pétéchies sur les muqueuses [49]. Il est important de faire la
différence entre cette affection et 1’isoérythrolyse néonatale, pour laquelle la clinique est
proche, afin d’initier rapidement un traitement.

IV.A.3. Forme clinique aigué

La forme clinique aigué¢ de piroplasmose est plus fréquente. Elle peut apparaitre
spontanément suite a une infection, ou faire suite a une rechute ou a une baisse d’immunité chez
un animal porteur sain. La présentation clinique initiale est peu spécifique, avec des signes tels
que de I’apathie, de 1’anorexie, des cedémes périphériques, 1’intolérance a I’effort et une
hyperthermie. Le cheval pourra présenter un pic d’hyperthermie assez bref (41°C-42°C sur 24
a 36h) suivi d’une température oscillant aux alentours de 40°C durant une dizaine de jours. Il
semblerait que 1’hyperthermie liée a une infection a 7. equi soit plus intermittente et ne fasse
pas de pic comme une infection a B. caballi [20] [49] [50] [63]. Pour autant, il n’est pas possible de
distinguer les deux parasites sur la simple base de la présentation clinique. D’autres signes
cliniques peuvent les accompagner, marquant 1’anémie d’origine hémolytique, tels que les
muqueuses pales ou ictériques, la sudation, la tachycardie, la tachypnée ainsi que la
pigmenturie. Il sera également possible d’observer des pétéchies sur les muqueuses dues a la
thrombocytopénie et des cedémes dans les régions déclives (cedémes sous-orbitaux, cedéme
ventral, cedéme des membres) une semaine a dix jours apres 1’infection, alors que la température
redescend [49] [50] [78] [183] [190]. Certaines formes cliniques apparaissent plus modérées avec un
syndrome fébrile plus intermittent, une perte de poids, des muqueuses moins pales ou sub-
ictériques. Des signes de colique ainsi que des diarrhées peuvent étre également notés [49].

Sans traitement, le taux de mortalité peut dépasser les 50% pour une population de
chevaux naifs introduits en régions endémique. Un taux de mortalité¢ de 69% a été noté chez
des chevaux infectés non traités dans le sud de la France [154]. Des chevaux qui survivent a une
piroplasmose a B. caballi pourront €tre en mesure d’éliminer le parasite. En revanche, si I’agent
pathogene est 7. equi, ils deviendront malades chroniques ou porteurs sains.
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IV.A.4. Forme clinique chronique

Cette forme peut étre d’emblée celle présentée par I’animal, ou faire suite a une forme
aigué chez un animal non traité. Les chevaux en piroplasmose clinique chronique présentent
généralement un historique de signes peu spécifiques et frustes, comme décrits précédemment :
hyperthermie, perte de poids, faiblesse, anorexie, etc. Ces chevaux sont généralement anémiés,
ont des muqueuses légérement pales ou sub-ictériques, ainsi qu’une splénomégalie détectable
a la palpation transrectale [49] [63] [182].

IV.A.5. Forme inapparente

Le portage sain de piroplasmes par un cheval peut étre présent d’emblée, ou faire suite
a une piroplasmose non détectée par le propriétaire, car subclinique, ou mal traitée. Par ailleurs,
il faut noter que les traitements disponibles et utilisés aujourd’hui ne permettent pas une
stérilisation complete de 1I’organisme. Les chevaux porteurs de B. caballi le restent entre 1 et 4
ans, tandis que le portage de 7. equi dure de nombreuses années, si ce n’est toute la vie de
I’animal [78]. Lors de portage asymptomatique, les parasites peuvent persister dans le sang a un
taux tres faible, dans la rate, ou encore dans la moelle osseuse [137][149]. Une étude de Chevrier
en 1979 montre un taux de portage sain de 2% chez des animaux cliniquement sains, et de 8%
chez des animaux qui présentent des symptdmes frustes, comme une baisse de forme [39].

L’existence de chevaux porteurs inapparents de piroplasmes est d’une importance
capitale sur les plans clinique et épidémiologique. Cliniquement, des phases de piroplasmose
clinique sont a craindre lors d’un stress, ou d’une baisse d’immunité quelle qu’en soit la raison
(transport, maladie intercurrente, médicament, etc.). Une étude en Jordanie en 1997 a montré
I’apparition d’épisodes cliniques chez des chevaux porteurs inapparents aprés un exercice
intense [75]. Une autre étude de 1988 sur des anes montre une augmentation significative de la
parasitémie ainsi que de la température rectale aprés I’injection de betaméthasone, un
glucocorticoide, a dose immunosuppressive [132].

Epidémiologiquement, ces chevaux, bien que sains cliniquement, constituent des
réservoirs de parasites. Leurs déplacements dans des régions indemnes est alors un réel risque
d’introduction de la maladie. C’est ainsi que la maladie fiit introduite en Floride depuis Cuba
en 1959 par exemple [97].
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IV.A.6. Complications

Diverses complications de piroplasmose ont ét€ décrites [49] [50] [74] [182] [190] :

o Systéme digestif
=> Colique
=>» Entérite catarrhale
=> Diarrhée

o Systéme reproducteur
=> Baisse ou perte totale de fertilité des étalons, transitoire ou permanente
=> Avortement, mortinatalité (cf. ILE.2. Transmission transplacentaire)
=> Production de poulains chétifs, ou qui meurent dans les jours suivant la naissance

o Systéme respiratoire
=» Pneumonie
= (Edéme pulmonaire [76]

o Systéme rénal
=>» Insuffisance rénale [1][8] [76]

o Systéme hépatique
=>» Insuffisance hépatique [143]

o Systéme circulatoire
= CIVD
=> Atteinte des cellules myocardiques et arythmie cardiaque [8] [54]
=>» Vascularite [182]

o Systéme nerveux
= Ataxie
=>» Spasme tonico-clonique, crise épileptiforme

o Systéme locomoteur
=» Fourbure

IV.A.7. Diagnostic différentiel clinique

La synthése des signes cliniques, quelle que soit leur fréquence, et des complications
possibles montre que la piroplasmose est une affection aux symptdmes peu spécifiques. Le
symptdme le plus précoce est I’hyperthermie, concomitante a la parasitémie, suivi du syndrome
hémolytique. L’ensemble des autres signes cliniques et complications, inconstamment visibles,
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ne sont que les conséquences de ce syndrome hémolytique et de la faiblesse engendrée chez le
cheval atteint. Ainsi, dans le diagnostic de piroplasmose par le vétérinaire, les données
épidémiologiques a confronter aux données cliniques sont essentielles :

o O O O

La piroplasmose est-elle présente/fréquente dans cette région ?
Le cheval vit-il dans un environnement propice a une piqure de tique (boisements, ...) ?
Une rechute de piroplasmose chronique/inapparente est-elle possible ?

Est-ce un cheval provenant d’une région indemne ?

C’est ainsi qu’a été créé la notion de syndrome « Piro-like », regroupant les affections
« ressemblant cliniquement a une piroplasmose ». Ce seront la plupart du temps ces affections
qui entreront dans le diagnostic différentiel d’une présentation clinique de piroplasmose. Les
affections du syndrome « Piro-like » et leur diagnostic clinique différentiel sont présentées dans

le tableau suivant.

Tableau IV : Diagnostic différentiel des affections « Piro-like ». [53]

Piroplasmose

Borréliose de
Lyme

Leptospirose

Anaplasmose

AIE

AVE

Syndrome fébrile X X X X X X

Amaigrissement X X X

GEdémes X X X X

Ictére X X X

Pétéchies X X X

Uvéite X X

vesrologiques X X X X

%”52232’22’?2@' X X X X
aideur

ﬁjigle X Boiter?f Orchite 4 Jetage

Fourbure Arythmie cardiaque Larmoiement

AIE = Anémie Infectieuse Equine ; AVE = Artérite Virale Equine
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IV.B. Pathogénie

IV.B.1. Mécanismes pathologiques

Le principal mécanisme pathologique de la piroplasmose est I’anémie d’origine
hémolytique. Cette hémolyse a deux origines : intravasculaire et extravasculaire. L’hémolyse
extravasculaire est assurée par les macrophages spléniques qui retirent les érythrocytes infectés
de la circulation sanguine [15][182] [184].

Par ailleurs, il a ét¢ démontré que I’infection des érythrocytes par 7. equi menait a des
modifications biochimiques importantes, avec une augmentation du nombre de protéines
membranaires, une augmentation de la quantité de phospholipides membranaires, une
augmentation de la concentration plasmatique en malondialdéhyde et une baisse de la
concentration sanguine en hémoglobine. Les modifications biochimiques membranaires des
érythrocytes sont a I’origine d’une rigidification membranaire et d’une baisse de déformabilité.
L’augmentation de la concentration plasmatique en malondialdéhyde marque 1’augmentation
des processus de peroxydation des lipides, amenant & une concentration d’ions oxydatifs a
I’origine de la lyse cellulaire [15] [143] (cf. Figure 22). Par ailleurs, il a ét¢ noté une
hypophosphatémie lors de piroplasmose. Il est décrit chez d’autres especes comme les bovins,
ou dans les cas de malaria humaine, qu’une hypophosphatémie est un facteur aggravant
d’hémolyse. L’inhibition du métabolisme du glycéraldéhyde-3-phosphate a pour conséquence
une diminution de I’ATP disponible et une fragilisation des membranes cellulaires [50]. Cette
hémolyse intravasculaire sera aussi a ’origine de 1’ictére, remarquable chez les chevaux en
piroplasmose aigu€, par augmentation de la concentration sanguine en bilirubine non
conjuguée. La libération dans le sang d’hémoglobine et de bilirubine sera aussi a ’origine de
la pigmenturie.
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Alteration in erythrocyte membrane Increase plasma
protein and lipid content malondialdehyde

Lipid peroxidation

Erythrocyte biochemical

composition alterations

Haemaolytic Anaemia

Microvascular Decreased Packed Cell
occulution Valume

Thrombocytopaenia Haemoglobinuria

Icterus

Figure 22 : Physiopathologie de I’anémie hémolytique lors de piroplasmose équine. [133]

L’atteinte rénale sera la conséquence de plusieurs phénomenes pathologiques. La
libération de pigments suite a ’hémolyse est a I’origine d’une néphropathie pigmentaire. Les
troubles circulatoires aboutissant & une hypotension rénale et donc une baisse de filtration
glomérulaire renforcent I’insuffisance rénale [8]. Diverses atteintes du rein pourront étre notées.
En 2017, Adam et al. décrivent un cheval hongre de 13 ans atteint de piroplasmose a B. caballi
présentant une glomérulonéphrite membrano-proliférative, une néphrite interstitielle, ainsi
qu’un cedéme périrénal et interstitiel [1].

L’atteinte circulatoire est caractérisée par une altération des mécanismes de coagulation
et de la microvascularisation. En effet, la baisse de déformabilité des érythrocytes va contribuer
a la mise en place d’une stase sanguine au sein de la microvascularisation [15]. De plus, la
formation de microthrombi va renforcer ces défauts de vascularisation et pourra étre a I’origine
de vascularites. Des phénoménes de CIVD ont été décrits, bien que le mécanisme exact de leur
mise en place reste hypothétique : destructions plaquettaires par le dépot de complexes immuns
a leur surface, séquestration des plaquettes par la rate, exces de consommation des plaquettes
par la formation de nombreux microthrombi dans le systéme circulatoire [182].

Cet important défaut circulatoire engendrera des défaillances organiques multiples, telle
que I’atteinte neurologique par anoxie tissulaire. L’inflammation généralisée sera a 1’origine
des troubles digestifs, hépatiques, pulmonaires, cardiaques, etc. L’endotoxémie résultant des
troubles digestifs pourront étre a 1’origine de fourbure et d’un état de choc. C’est cette
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défaillance multiple avec état de choc qui est supposée étre la cause de la forme suraigué de
piroplasmose avec mort rapide des animaux atteints [1][154] [182].

IV.B.2. Mécanismes immunitaires

IV.B.2.a. Immunité innée

L’immunité innée, premicre ligne de défense lors d’infection, assure un role essentiel
dans I’immunité des chevaux face a la piroplasmose, bien que les mécanismes exacts entrant
en jeu ne soient pas tous ¢lucidés. La rate posséde un role essentiel dans le controle de la
parasitémie. Des études menées chez des chevaux splénectomisés montrent des parasitémies
bien plus élevées que chez des chevaux normaux, allant jusqu’a plus de 80%, ainsi que des taux
de mortalité bien supérieurs [15] [94]. Or nous avons vu précédemment que ce sont les
macrophages spléniques qui assurent le retrait des érythrocytes infectés de la circulation
sanguine. Le role exact des cellules de 'immunité innée, telles que les macrophages, les
granulocytes ou les cellules Natural Killer (NK) n’est cependant pas connu [133].

Le monoxyde d’azote (NO) produit par les macrophages, les mastocytes et les
neutrophiles activés possede un role important, a la fois dans I’immunité et dans les mécanismes
pathologiques. En effet, si son activit¢ antimicrobienne et anticellulaire aurait pour rdle la
défense non spécifique de I’organisme, par destruction des cellules infectées, sa production en
quantité trop importante a pour conséquence un stress oxydatif a I’origine des mécanismes
pathologiques décrits précédemment (hémolyse, glomérulopathie, etc.) [40] [76] [143]. D autres
facteurs impliqués dans les mécanismes immunitaires, telles que les cytokines, interviennent
dans la physiopathologie des infections a piroplasmes. Différentes études s’intéressant aux
médiateurs de I’inflammation ont pu mettre en évidence 1’intervention des cytokines IL-1a,
IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12B, IL-12a, IL18, mais aussi de I’interféron-y (IFN-y), du
facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a) et des acides sialiques [76] [122]. Si leur rdle exact n’est
pas entierement ¢lucidé, il est supposé€ que ces facteurs indispensables au bon fonctionnement
de I'immunité de I’hdte interviennent également dans les mécanismes pathologiques de la
maladie :

o glomérulopathie par TNF-a et INF-y

o cdeéme pulmonaire par I’inflammation généralisée médiée par les cytokines et 1€sions
endothéliales causées par le NO

o atteinte hépatique, cardiaque

o etc.
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IV.B.2.b. Immunité adaptative

La réponse immunitaire adaptative est elle aussi indispensable au contrdle de I’infection.
En effet dans une étude, Knowles et al. (1994) montrent chez des poulains SCID (Severe
Combined Immune Deficiency) I’incapacit¢ de controler I’infection a 7. equi. Chez ces
poulains, les lymphocytes T et B sont incapables de répondre a un antigéne, mais le systéme
immunitaire inné fonctionne normalement [94].

Par ailleurs, on peut noter qu’il n’y a pas d’immunité croisée entre 7. equi et B. caballi.

o La réponse immunitaire a médiation cellulaire

La participation d’une réponse immunitaire a médiation cellulaire a été démontrée en
1977 par Banerjee et al. Une injection sous-cutanée d’une préparation d’antigéne de 7. equi
entrailne une réaction d’hypersensibilité cutanée retardée, avec infiltration de cellules
mononucléées et cedéme sous-cutané [22]. Par ailleurs, les lymphocytes parasités par des
schizontes de 7. equi semblent stimuler la prolifération des lymphocytes sanguins de 1’héte.
Ces lymphocytes sanguins quant a eux ont montré in vitro la capacité a inhiber la croissance
des cellules lymphoblastoides parasitées, bien que les mécanismes exacts de ces phénomenes
ne soient pas connus [191]. La réponse immunitaire & médiation cellulaire apparait donc
indispensable dans la lutte contre I’infection aux piroplasmes, par la mise en place de systémes
de lutte contre les cellules infectées.

o La réponse cellulaire a médiation humorale

La réponse immunitaire & médiation humorale semble tout aussi importante dans la
pathogénie de la piroplasmose équine. Deux éléments ont été identifiés comme les antigénes
immunodominants de 7. equi : les protéines de surface des mérozoites equine merozoite
antigen, EMA-1 et EMA-2. Ces protéines sont a ’origine d’une réponse immunitaire a
médiation humorale, avec ’apparition d’anticorps spécifiques [95] [96] [127]. Sept geénes codant
pour des chaines lourdes d’immunoglobulines de type G (IgG) ont été décrits dans 1’espece
équine. Les anticorps IgGa (désormais IgGl) et IgGb (désormais IgG4 et IgG7) sont
majoritairement présents durant la phase aigué de I’infection, tandis que les anticorps IgG(T)
(désormais IgG5 et IgG3) sont majoritaires durant la phase d’infection chronique [44] [133].

La réponse immunitaire humorale a une infection a B. caballi est moins bien connue.
L’hote produit des anticorps anti-RAP-1 (Rhoptry Associated Protein 1) utilisés pour les tests
sérologiques [182].
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o Cinétique des anticorps [35][51][169]

L’évaluation de I’évolution du taux d’anticorps dans le temps, en réponse a une infection
par des piroplasmes, est une mesure dépendante de la méthode utilisée. En effet, en fonction de
celle-ci et de sa sensibilité, les résultats obtenus présenteront quelques variations. Dans 1’étude
de Tenter et al. de 1986, les anticorps suite a une infection a 7. equi sont détectés entre 11 et 20
jours post-infection par la méthode de fixation du complément, et entre 7 et 14 jours par la
méthode d’immunofluorescence indirecte. Pour B. caballi, les premiers anticorps sont détectés
entre 10 et 11 jours post-infection par immunofluorescence indirecte, et entre 13 et 15 jours par
fixation du complément. Les études tendent a montrer un pic dans le taux d’anticorps 30 a 45
jours post-infection. Enfin, la persistance des anticorps semble étre liée au statut porteur du
cheval. Tant que le cheval infecté est porteur du parasite, le taux d’anticorps va diminuer apres
le pic mais des anticorps resteront détectables par des méthodes suffisamment sensibles, méme
longtemps apres, comme le montre I’étude de Tenter ou des anticorps anti-Theileria et anti-
Babesia restent détectables 455 jours et 190 post-infection respectivement. C’est probablement
ainsi, grace a ces réinfections réguliéres qu’est entretenue I’immunité des animaux vivant en
région endémique. Cette cinétique d’anticorps en fonction des techniques sera plus détaillée par
la suite.

IV.B.2.c. Transfert passif d’immunité

En 2012, Mealey ef al. ont montré que le transfert de plasma hyperimmun chez des
poulains SCID permettait de retarder le moment d’apparition du pic de parasitémie de 7. equi
[117]. Cette étude démontre I’importance des anticorps et de I’immunité humorale dans la
protection contre la piroplasmose. Ce transfert passif a toute son importance pour les poulains,
au systéme immunitaire encore immature. En région d’endémie, une partie des poulinicres
seront porteuses d’au moins un des parasites, et présentent donc des anticorps. Ceux-ci seront
ingérés par le poulain via le colostrum, et permettront une protection durant les 1 a 5 premiers
mois de vie, voire jusqu’a 9 mois. Le taux d’anticorps d’origine maternelle diminuera ensuite
progressivement [55] [183].
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IV.C. Lésions

IV.C.1. Lésions macroscopiques

Les lésions remarquables a 1’autopsie sont directement dépendantes de la sévérité de

’atteinte, et des complications [49] [152] [182] :

0O 0O 00 OO0 O O o O o o

Tissus anémiés

(Edéme sous-cutané et des tissus sous-séreux
Splénomégalie

Congestion splénique

Maigreur plus ou moins sévere
Hépatomégalie

Hypertrophie des nceuds lymphatiques

Reins hypertrophiés et décolorés
Epanchements (hydrothorax, hydropéritoine, hydropéricarde)
Hémorragies épi- et endocardiques

(Edéme pulmonaire

Congestion plus ou moins généralisée

IV.C.2. Lésions histopathologiques

Les 1¢sions histopathologiques seront-elles aussi diverses, en fonction de la sévérité de

la maladie et des complications [49] [152] [182] :

0O 0 0 OO0 O O O o O O

Congestion et cedeme pulmonaire

Hemosidérophages dans les parois des alvéoles pulmonaires

Néphrite interstitielle

Nécrose tubulaire rénale

Dégénérescence hydropique des cellules de 1’épithélium tubulaire rénal
Dégénérescence graisseuse des cellules de 1’épithélium tubulaire rénal

Inclusions d’hémoglobine et protéiques des tubules rénaux du cortex et de la médulla
Nécrose centro-lobulaire du foie

Stase biliaire

Microthrombi dans le foie et les poumons

Infiltrations des reins, du foie, des poumons et nceuds lymphatiques par des cellules
immunitaires du systéme réticulo-endothélial.
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IV.D. Modifications hémato-biochimiques

IV.D.1. Modifications hématologiques
IV.D.1.a. Modifications de la lignée érythrocytaire

Les modifications prédominantes seront liées au syndrome hémolytique. La numération
formule sanguine (NFS) montrera une anémie plus ou moins marquée en fonction de la sévérité
de la maladie, avec une diminution du comptage érythrocytaire, une baisse de la concentration
en hémoglobine, ainsi qu’une baisse de I’hématocrite. Les modifications du VGM, du TCMH
et du CCMH sont plus variables [35][51][182] [190]. Ainsi, en fonction de la sévérité du syndrome
hémolytique, cette anémie pourra étre qualifiée de normochrome, hypochrome, normocytaire,
ou macrocytaire [114] [157].

IV.D.1.b. Modifications des lignées leucocytaires et thrombocytaires

Lors d’infection aigué, il est fréquent de voir a la NFS une formule leucocytaire avec
lymphopénie et neutropénie [49] [182] [190]. D’autres anomalies peuvent étre notées, mais celles-
ci sont variables en fonction de la sévérité de I’atteinte, ainsi que du stade de la maladie. L’¢tude
de Rudolph et al. en 1975 montre chez des chevaux en phase aigué, infectés expérimentalement,
une augmentation des granulocytes neutrophiles les 24 premieres heures post inoculation, puis
une diminution les jours suivants. Les cellules monocytaires augmentent au fur a et mesure des
jours, suivant la parasitémie. Les autres cellules leucocytaires ont quant a elles des
comportements variables. Le nombre total de leucocytes présentant globalement une
diminution les 48 premiceres heures, puis un pic au 5° jour, pour diminuer de nouveau ensuite
[157]. Chez des porteurs inapparents chroniques, il sera possible de ne noter qu’une diminution
de la numération granulocytaire [114].

I1 sera également fréquent de trouver une thrombocytopénie, bien que les mécanismes
y aboutissant ne soient pas encore entierement élucidés [182] :

o Dépot de complexes immuns et lyse cellulaire ?
o Séquestration par la rate ?
o Exceés de consommation ?
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IV.D.2. Modifications biochimiques

IV.D.2.a. Modifications de la bilirubine et des parameétres inflammatoires généraux

Le changement biochimique le plus fréquent sera I’hyperbilirubinémie, conséquence
directe de I’hémolyse par libération puis oxydation de I’héme de 1’hémoglobine. D’autres
modifications telles que I’augmentation du fibrinogéne sanguin peuvent étre notées [51][182]. 1l
a récemment €ét¢ montré un lien entre 1’augmentation des acides sialiques, marqueurs de
I’inflammation aigué, et le niveau de parasitémie des chevaux atteints de piroplasmose, bien
que le mécanisme a 1’origine de ce changement ne soit pas connu [122].

IV.D.2.b. Modifications des protéines sériques

Le dosage des protéines sériques va donner un résultat qui pourra étre variable. Il est
fréquent de trouver une hypoalbuminémie lors de piroplasmose. Cependant il est également
fréquent de noter une augmentation de la fraction des globulines. Le rapport
[Albumine / Globulines] sera ainsi diminué lors de piroplasmose. Par ailleurs, il faut rester
prudent avec ces variations qui sont dépendantes de 1’état physiologique ou pathologique de
I’animal. Le régime alimentaire, I’état général, les infections concomitantes, et 1’¢tat
d’hydratation sont autant de parameétres pouvant faire varier le dosage des protéines sériques [7]
[133][187].

Une étude de 2010 sur le profil électrophorétique des protéines sériques de chevaux
atteints de piroplasmose clinique montre qu’il est fréquent lors de piroplasmose de trouver une
augmentation des vy-globulines, parfois associée a une augmentation des a»-globulines
(cf. Figure 23). Ces modifications restent cependant assez peu spécifiques. Les modifications
du profil des az-globulines est un marqueur de 1’inflammation aigué€, bien qu’une atteinte rénale
ou hépatique puisse donner les mémes changements. La modification du profil des y-globulines
est a relier a la réponse immunitaire & médiation humorale mise en place par I’organisme. Par
ailleurs, il est possible que ces changements soient trop peu marqués pour étre détectés par les
techniques d’¢électrophorése utilisées en routine [23].
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Figure 23 : Profil électrophorétique des protéines sériques de 3 chevaux. [23]

A : cheval sain
B ; C: chevaux atteints de piroplasmose clinique

1 : Albumine 3 : ap-globulines 5 : Bo-globulines
2 : ay-globulines 4 : Bi-globulines 6 : y-globulines
B : augmentation des o»-globulines C : augmentation des y-globulines

IV.D.2.c. Modifications des paramétres hépatiques

Des modifications dans les concentrations en enzymes hépatiques peuvent également
étre notées : augmentation des aspartate aminotransférases (AST), gamma-glutamyltransférases
(GGT), alanine aminotransférases (ALT), créatinine kinases (CK), phosphatases alcalines
(PAL/ALP), lactate déshydrogénases (LDH), et en particulier LDHS, isoenzyme impliquée
dans les pathologies hépatiques [35] [133] [143] [182]. Ces changements sont attribuables a la
souffrance tissulaire hépatique, due a la nécrose centrolobulaire des hépatocytes, par diminution
de I’apport sanguin.

I1 sera également possible de noter une augmentation du cholestérol, des triglycérides,
des HDL et LDL, bien que le mécanisme exact qui en est a I’origine dans I’espece équine ne
soit pas connu [7] [187].

IV.D.2.d. Modifications des paramétres rénaux

Lors d’atteinte rénale, la biochimie sanguine montre une augmentation de ’urée et de
la créatinine [1]. Ces marqueurs peuvent cependant rester dans des valeurs normales lors
d’atteinte rénale légere. Dans une étude de 2020, Ahmadpour et al. montrent que la cystatine-
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C semble étre un meilleur marqueur que la créatinine lors d’atteinte rénale : indépendante du
sexe, de I’activité, de la masse corporelle, de 1’hydratation, la concentration de cette protéine
augmente 1 a 2 jours plus tot que la créatinine lors d’atteinte rénale aigué [8].

Une analyse urinaire montrera également diverses modifications. Outre la pigmenturie
visible macroscopiquement, on pourra observer des €rythrocytes, des leucocytes et des cellules
¢épithéliales dans 'urine. La clairance de la créatinine sera fortement diminuée, marquant la
baisse de filtration glomérulaire, et les fractions d’excrétion ionique pourront également étre
modifiées. L’augmentation du ratio [GGT / créatinine] et la protéinurie signent la
glomérulonéphrite, et les dommages des tubules proximaux [1].

IV.D.2.e. Modifications des paramétres cardiaques et circulatoires

Les lésions myocardiques, qu’elles soient dues aux lésions endothéliales, a 1a CIVD ou
a ’hypoxie tissulaire, sont évaluées par I’augmentation de la Troponine cardiaque I (TC-I),
enzyme hautement spécifique. Ahmadpour et al. (2020) ont montré une concentration en TC-I
pres de 6 fois supérieure chez les animaux malades de piroplasmose que chez les animaux sains.
D’autres marqueurs sont également sujets a variation lors de piroplasmose, tels que
I’homocystéine et la bande myocardique de la créatine-kinase, généralement dosées avec la TC-
I car dépendant d’autres facteurs non cardiaques.

Les D-dimeres, produits de dégradation de la fibrine, apparaissent également augmentés
chez les animaux atteints de piroplasmose. Cette augmentation est a mettre en lien avec les
altérations des processus de coagulation, et I’apparition des complications circulatoires telles
que la CIVD [3].

IV.D.2.f. Modification du profil en oligo-éléments

Les modifications de la concentration sérique en oligo-¢léments semblent €tre assez
variables. Il a été rapporté une augmentation du fer (Fe), li¢ a I’hémolyse, celle-ci pouvant étre
masquée par la séquestration du fer a cause de I’inflammation [99] [187].

Une étude de 2008 montre une élévation du cuivre (Cu) et une diminution du zinc (Zn)
chez des chevaux atteints de piroplasmose [52], résultats qui différent avec les études de Zaecemi
et al. de 2016 et de Koenhemsi ef al. de 2018, qui ne notent pas de changements pour le zinc,
et une augmentation pour le cuivre [99] [187]. Il a également été noté une baisse du magnésium
(Mg) et du manganese (Mn) [99] [187].
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V. Diagnostic de certitude

Nous avons vu dans I’étude clinique que la piroplasmose est une affection qui se
caractérise par des signes peu spécifiques. Le vétérinaire devra donc confronter les données
cliniques non spécifiques qui lui sont présentées (abattement, faiblesse, anémie, etc.), aux
données épidémiologiques dont il dispose (région a tiques, saison, climat, environnement
favorable, etc.), ainsi qu’aux résultats des examens complémentaires éventuellement mis en
ceuvre (anémie, hyperbilirubinémie, etc.). C’est ainsi que sera posée [’hypothese diagnostique
de piroplasmose. En revanche, d’autres examens devront étre mis en ceuvre lorsqu’il souhaitera
poser un diagnostic de certitude.

V.A. Anciennes méthodes

V.A.l. Transfusion de sang total

Aussi appelé isotest, cette méthode consiste a prélever le sang d’un cheval suspect et a
I’injecter a un cheval sain. La quantité de sang a transfuser est grande (au moins 500 mL), et le
cheval sain peut étre splénectomisé, afin d’exacerber les signes cliniques s’ils doivent
apparaitre. Le cheval transfusé est ensuite mis sous étroite surveillance. L’apparition de signes
cliniques et 1’observation du parasite par la réalisation fréquente de frottis sanguins permettent
la confirmation du diagnostic. Il s’agit d’une méthode plut6t ancienne qui n’est plus utilisée
aujourd’hui [63].

V.A.2. Utilisation de tiques vectrices

Proche de la méthode précédente, et appelée xénotest, celle-ci consiste a nourrir des
tiques vectrices sur un animal suspect. Le parasite est ensuite identifi¢ soit dans les tiques
directement, soit par contamination d’un cheval sain. C’est également une méthode désormais
peu utilisée [63].
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V.B. Observation directe du parasite

V.B.1. Culture in vitro

Plusieurs techniques de culture in vitro des parasites de la piroplasmose ont été décrites.
A partir d’un échantillon sanguin, sur un milieu appropri¢ et généralement enrichi il est possible
de cultiver et ainsi augmenter le nombre de parasites initialement présents. Cette méthode
possede toutefois I’inconvénient d’€tre longue étant donné que, selon le protocole utilis¢, il faut
entre 6 et 28 jours pour avoir un premier résultat [79] [192]. Cela en fait donc une méthode assez
peu adaptée a la pratique de terrain, bien qu’elle fit utilisée dans des ¢tudes pour diagnostiquer
des chevaux porteurs du parasite négatifs aux tests sérologiques [80].

En revanche, c’est une méthode couramment utilisée en recherche, afin d’augmenter la
taille d’un échantillon de parasite, pour 1’analyse génétique et moléculaire, la production
d’antigénes ou encore 1’atténuation de la virulence des souches [159] [193]. En effet, lors
d’¢épisode clinique, la parasitémie est généralement basse. Il est fréquent pour B. caballi d’avoir
une parasitémie inférieure a 0,1%, bien que des cas de parasitémie de 10% aient été rapportés.
Pour T. equi, la parasitémie est généralement comprise entre 1% et 5%, certains cas aigus ayant
présenté des parasitémies supérieures a 20% [49].

V.B.2. Etalement sanguin

L’¢étalement sanguin est la technique de laboratoire la plus simple a mettre en ceuvre, ne
nécessitant qu'une lame, un microscope et une goutte de sang. La goutte de sang est étalée et
colorée, le plus souvent par une coloration Romanosky, de type Giemsa 10% [153]. On recherche
au microscope les formes intracellulaires caractéristiques des parasites déja présentées
précédemment (cf. Figures 5 et 7) :

Croix de Malte
Piriforme
Bigéminée
Etc.

o O O O

Cette technique présente I’avantage d’étre simple, rapide a mettre en ceuvre et peu
coliteuse. La sensibilité de cette technique est entre 107 et 10, ce qui signifie qu’une
parasitémie avec un parasite tous les 103 a 10° érythrocytes peut étre détectée. On considére
qu’un observateur expérimenté, au grossissement x400 scanne 10° érythrocytes en dix minutes
[30]. Plus la parasitémie sera ¢élevée, plus la détection sera facile, ¢’est pourquoi cette méthode
est plus efficace sur les animaux en phase clinique aigué, avant que la parasitémie ne redescende
[153]. Il est rare d’observer au microscope des parasites chez des animaux porteurs sains, chez
qui la parasitémie est trés basse et pour lesquels des examens plus sensibles sont donc
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recommandés [145]. A partir du moment ou le parasite est vu, le diagnostic de certitude peut étre
posé€ quant au portage. Si le parasite n’est pas observé, il sera nécessaire d’effectuer d’autres
examens de laboratoire plus sensibles.

V.B.3. Immunofluorescence directe

Le test d’immunofluorescence directe consiste en 1’observation d’une réaction
anticorps-antigéne spécifique. Apres étalement d’une goutte de sang de 1’animal suspect sur
une lame dégraissée, on dépose une solution contenant des anticorps anti-Babesia marqués a la
fluorescéine. La lame est observée au microscope sous lumiére ultraviolette, et I’observateur
note la fluorescence observée [150]. Comme pour 1’étalement sanguin, c¢’est une méthode assez
peu sensible pour laquelle une parasitémie relativement €élevée est nécessaire. C’est pourquoi
elle doit étre mise en ceuvre en phase clinique aigué. C’est par conséquent une méthode peu
utilisée en routine.

V.C. Méthodes sérologiques

Les méthodes sérologiques reposent sur la mise en évidence de la réaction immunitaire
provoquée par le parasite. Ainsi, on ne détecte et on n’observe pas 1’agent pathogene
directement, mais les anticorps produits par 1’organisme, ou le fonctionnement du systéme du
complément.

V.C.1. Fixation du complément

La méthode de fixation du complément a été instaurée en 1969 comme le test de
référence pour I’importation des équidés aux Etats-unis, et a également été instaurée dans divers
autres pays indemnes de piroplasmose [169]. Bien que plusieurs protocoles existent, le principe
de cette méthode reste le méme : tester le fonctionnement des ¢léments du complément lors
d’une réaction anticorps-antigéne spécifique (cf. Figure 24).
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Figure 24 : Principe général du test de fixation du complément. [9]

Un animal suspect possédant des anticorps spécifiques a 1’antigéne testé, ici un antigene
de B. caballi ou T. equi, va étre capable de consommer les éléments du complément mis en
présence dans la solution. Un mélange d’hématies et d’anticorps anti-hématie est ensuite ajouté
a la solution (généralement hématies de mouton). Si les éléments du complément sont
consommés par la réaction anti-Babesia, les hématies de mouton ne seront pas hémolysées par
manque de complément. S’il reste des éléments du complément libres car le cheval suspect ne
posseéde pas d’anticorps anti-Babesia, ceux-ci seront consommeés par le complexe anticorps-
antigéne des hématies de mouton, résultant en une hémolyse, partielle ou compléte. C’est ainsi
qu’est évalué le résultat du test. L’hémolyse est évaluée par un pourcentage en 5 paliers (cf.
Tableau V), allant de 0% a 100% codés par des +. On considére le test positif si a la dilution
1:5 ’hémolyse est inférieure a 50%.
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Tableau V : Interprétation des résultat du test de fixation du complément. [33]

0% -+ POSITIF
25% +++ POSITIF
50% ++ POSITIF
75% + NEGATIF
100% Hémolyse complete NEGATIF

Les anticorps commencent a étre détectés 5 a 8 jours apres infection, et augmentent pour
atteindre un pic entre 15 jours et 2-3 mois post-infection. Apres ce pic, le titre en anticorps va
diminuer réguliérement jusqu’a atteindre un plateau, perdurant durant toute la durée du portage
du parasite, ou trop faible pour étre détecté par cette méthode [78][181]. Si1’animal atteint élimine
le parasite, ou qu’un traitement permet la stérilisation de I’organisme, il redeviendra négatif 3
a 15 mois apres, lors d’infection a B. caballi, ou 24 mois apres pour 7. equi [33].

Quelques inconvénients sont a prendre en compte lors de ’utilisation de ce test. Tout
d’abord, bien que plus sensible que I’observation microscopique directe du parasite, plusieurs
résultats faussement négatifs ont été rapportés lors de plusieurs études [30] [33] [169]. L’une des
raisons expliquant ce manque de sensibilité est la présence lors d’infection chronique chez le
cheval d’IgG(T) ne fixant pas le complément. Par ailleurs, bien que trés spécifique, des
réactions croisées entre antigéne de 7. equi et antisérum de B. caballi ont été rapportées [55].
Enfin, ¢’est une méthode nécessitant 1’utilisation d’antigénes connus, produits artificiellement
(in vivo ou in vitro), ce qui est colteux. Pour toutes ces raisons, le test de fixation du
complément n’est plus considéré comme la méthode de référence lors de mouvements
d’équidés.

V.C.2. Immunofluorescence indirecte : IFI

Le test d’IFI a été¢ mis en place en complément du test de fixation du complément, quand
ce dernier donnait des résultats non concluants. Plusieurs protocoles existent pour la préparation
des solutions et des réactifs, mais le principe général de cette méthode reste le méme. Il repose
sur la mise en évidence et la visualisation indirecte des anticorps anti-Babesia ou anti-Theileria
(cf. Figure 25).
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Figure 25 : Principe général du test d'immunofluorescence indirecte. [10]

Apres dépot sur une lame d’une préparation d’antigénes de B. caballi ou T. equi, et ajout
du sérum de I’animal suspect, on lave la lame puis on ajoute a la préparation des anticorps anti-
fragment FC avec un marqueur fluorescent. La lame est ensuite lavée. Si I’animal suspect
posséde effectivement des anticorps anti-piroplasme, les anticorps fluorescents y seront
attachés, et une fluorescence apparaitra lors de la visualisation de la lame au microscope sous
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lumiére fluorescente (cf. Figure 26). Si I’animal ne posseéde pas d’anticorps anti-piroplasme, les
anticorps fluorescents seront partis en lavant la lame, et aucune fluorescence n’apparaitra.

THETLERTA EQuT

BABEBNA CABALLI

Figure 26 : Observation microscopique d'une réaction positive au test d'immunofluorescence indirecte. [53]
Observation au grossissement x400 a I’aide d’une lampe a mercure révélant la fluorescence.
A : réaction positive & Theileria equi
B : réaction positive a Babesia caballi

Le résultat de ce test est généralement considéré positif lorsqu’une fluorescence
marquée est observée a la dilution 1:40 ou 1:80. Les premiers anticorps sont mis en évidence 3
a 20 jours apres infection par IFI, pour atteindre un pic entre 15 jours et 2 mois post-infection.
Le titre en anticorps diminue ensuite pour atteindre un plateau lors du portage chronique. On
obtient donc des résultats similaires au test de fixation du complément, bien que les titres en
anticorps mesurés soient généralement supérieurs avec I’'IFI. L’IFI donne par ailleurs des
résultats positifs plus longtemps que la fixation du complément, elle est plus sensible et tout
aussi spécifique [153][169] [181].

Le résultat de ce test est cependant subjectif, dépendant de I’observateur. La lecture est
difficile, entre un résultat faiblement positif et un résultat négatif, ce qui rend la standardisation
de ce test compliquée. De plus, c’est une technique longue dans la préparation et dans la lecture
[30] [169]. Comme pour le test de fixation du complément, cette méthode nécessite ’utilisation
d’antigénes connus, produits artificiellement.
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V.C.3. ELISA

Comme pour les techniques précédentes, I’ELISA a pour principe la détection et la
visualisation des anticorps anti-piroplasme chez un cheval suspect. Plusieurs techniques ELISA
existent (directe, indirecte, sandwich, etc.), et c’est la technique d’ELISA par compétition
(ELISAc) qui est utilisée aujourd’hui. Elle ét€¢ mis en place par Knowles et al. en 1992 pour
T. equi.

cELISA f‘ksubstm

SRRV (VR T

/L \,> ¢ POSITIF

/{O Substrat
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Acduserum a Acmonoclonal Ac anti-IgG équin
tester Anti-babesia couplé 3 E

Figure 27 : Principe général de la technique d'ELISA par compétition. [177]

Le sérum de 1’animal suspect est mis en contact avec 1’antigéne d’intérét (EMA-1 ou
RAP-1), ainsi que des anticorps monoclonaux couplés a une protéine chromogénique. Les sites
de liaison pour I’antigéne des anticorps de 1’animal et des anticorps monoclonaux sont ainsi en
compétition pour la fixation de I’antigéne d’intérét. Si 1’animal posséde des anticorps anti-
piroplasme, moins d’anticorps monoclonaux seront fixés et la réaction colorée sera plus faible.
Si I’animal ne possede pas d’anticorps anti-piroplasme, la réaction colorée sera plus importante,
car la fixation de I’antigéne aux anticorps monoclonaux de détection sera plus importante
(cf. Figure 27).

Pour T. equi, ’antigéne utilis¢ est EMA-1 (equi merozoite antigen I). L’intérét de
’utilisation de cet antigéne a ét¢ démontré dans une étude de Knowles en 1992. L’obtention
d’une protéine EMA-1 recombinante est permise par clonage du géne codant pour cette protéine
chez des bactéries Escherichia coli [95]. Plus récemment, la production de protéines EMA-1
recombinantes a été développée dans des cellules d’insectes via la multiplication d’un
baculovirus [186]. Pour B. caballi 1a protéine utilisée dans les tests ELISAc est la protéine RAP-
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1 (Rhoptry-associated protein 1), également appelée Bc48 pour protéine rhoptry des mérozoites
de B. caballi de 48kDa. Elle est codée par le vecteur de clonage pGEX4T au sein de bactéries
E. coli [85][89].

En fonction des études, on note que les premiers anticorps anti-7heileria sont détectés
par ELISA entre 5 jours et 3-4 semaines post-infection, et restent détectables toute la durée des
études [85] [95] [186].

La sensibilité et la spécificité de la technique ELISA sont supérieures a celles de I'IFI
et du test de fixation du complément [85] [89] [186]. Une étude de 2005 par 'USDA sur 1000
sérums de chevaux montrait une spécificit¢ de 99,2% a 99,5%. Cette haute spécificité
s’explique par I’utilisation de protéines recombinantes, et non plus d’antigénes non purifiés de
parasites [130]. La méthode ELISAc est aujourd’hui celle préconisée par I’OIE dans le dépistage
de la piroplasmose chez les chevaux destinés a I’exportation.

V.D. Méthodes génétiques

Les méthodes diagnostiques basées sur la génétique font partie des méthodes les plus
récentes. Elles présentent généralement une trés bonne sensibilité et une excellente spécificité,
se basant sur la détection de I’ADN du parasite.

V.D.1. Hybridation in situ

La technique d’hybridation in situ repose sur la complémentarité des bases nucléiques
entre elles pour la détection de I’ADN des piroplasmes. Des sondes ADN radiomarquées ont
été développées par Posnett et al. en 1991 pour reconnaitre un fragment d’ADN spécifique de
T. equi ou B. caballi. Aprés dépdt de sang de 1’animal suspect sur une lame de nylon et
dénaturation thermique de I’ADN, la sonde est ajoutée. Le taux d’hybridation est ensuite évalué
par densitométrie.

Cette technique présente une bonne spécificité, puisque les sondes ADN de B. caballi
ne se combinent pas a ’ADN de 7. equi, et inversement. Les sondes ont ¢galement été testées
avec ’ADN de B. bovis et B. bigemina, avec lesquels elles ne s’hybrident pas. La sensibilité de
cette méthode a été ¢évaluée dans ces études. Il a été noté et calculé que les sondes pour B.
caballi (pBC11 et pBC191) pouvaient détecter des parasitémies de 0,06% et 0,0016%
respectivement. Les sondes pour 7. equi (pSE2 et pSB20) pouvaient quant a elles détecter des
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parasitémies de 0,0025% [139] [140]. Afin d’augmenter la sensibilité de cette technique, une étape
d’amplification de I’ADN a été ajoutée. C’est ainsi qu’ont été¢ développées les techniques de
PCR.

V.D.2. PCR

Depuis le début des années 2000, les techniques de PCR utilisées dans la détection des
piroplasmes équins se sont considérablement multipliées et développées. En 1999, une premiére
technique de PCR basée sur I’hybridation d’une fraction de la séquence du gene de ’ARN 18S
a ¢té mise en place [24]. En 2001, Nicolaiewsky décrit une technique de PCR nichée pour
T. equi utilisant le géne ema-1 déja décrit précédemment, plus sensible [126]. En 2003,
Rampersad publie une étude comparant étalement sanguin, PCR simple et PCR nichée dans la
détection de T. equi [145]. En 2005, c’est Alhassan qui décrit une technique de PCR multiplex,
avec tout d’abord I’utilisation d’amorces communes pour 1’amplification simultanée de
B. caballi et T. equi, puis des amorces des séquences des genes rap-1 et ema-1 permettent la
différenciation des deux parasites [12]. En 2008 et 2010, Kim et Bhoora décrivent 1’utilisation
d’une PCR quantitative en temps réel pour le diagnostic de piroplasmose €quine [28] [93].

Plusieurs types de PCR ont ainsi été développés ces dernieres années pour la détection
des piroplasmes équins : PCR simple, PCR nichée, PCR multiplex ou encore PCR en temps
réel. Le principe reste cependant le méme quelle que soit la méthode utilisée : apres
dénaturation, des amorces de séquence spécifique encadrant une séquence connue de I’ADN du
parasite recherché sont utilisées. Les amorces classiquement utilisées pour le diagnostic de
piroplasmose aujourd’hui sont des amorces permettant I’amplification de rap-1 (Bc48) pour
B. caballi, et de ema-1 pour T. equi. Apres hybridation, une phase d’amplification par
réplication de ’ADN a lieu dans un thermocycleur. Cette amplification exponentielle permet
d’augmenter la quantité de matériel génétique initialement faible, voire trés faible lors de
parasitémies treés basses. Apres n cycles, on a alors 2" copies de I’ADN initial (cf. Figure 28).
Ce sont toutes ces étapes qui font de la PCR une méthode tres sensible et spécifique. Les limites
de détection de la PCR sont par conséquent tres basses. En fonction des études, ces limites de
détection vont d’une parasitémie de 0,000006% [126] a 0,000114% [28].
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Figure 28 : Principe général de la PCR. [170]

V.D.3. LAMP

L’utilisation de la technique LAMP dans le cadre du diagnostic de la piroplasmose
équine a été décrite pour la premiere fois en 2007. Cette technique moléculaire est proche de la
PCR. En effet, par I’utilisation de 4 amorces spécifiques reconnaissant 6 sections de I’ADN, et
d’une ADN-polymérase, le matériel génétique du parasite a diagnostiquer sera amplifié de
manicre exponentielle, augmentant la sensibilité de détection (cf. Figure 29). Une différence
avec la PCR se trouve dans I’amplification isotherme de I’ADN, et non I’utilisation de
thermocycleurs, colteux. Cette méthode est basée elle aussi sur I’amplification des génes
ema-1 et rap-1. C’est une méthode diagnostique qui a montré une spécificité et une sensibilité
équivalente a celle de la PCR pour la piroplasmose, dans la détection des parasites dés les
premiers jours post-infection. Elle est également rapide, I’amplification se réalisant sur 1 heure,
et facile a mettre en ceuvre, puisque le résultat de la réaction peut étre observé a I’ceil nu par la
fluorescence ou la colorimétrie de la solution [11][13].
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Figure 29 : Principe général de la technique LAMP. [129]
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V.D.4. RPA

En 2020 a été décrite une technique de RPA efficace pour le diagnostic de la
piroplasmose [109]. La RPA est une technique moléculaire proche de la PCR et de la technique
LAMP, basée sur le principe d’amplification du matériel génétique (cf. Figure 30). Comme la
technique LAMP, il s’agit d’une technique isotherme, ne nécessitant pas de thermocycleur. Par
ailleurs, c’est une technique encore plus rapide, puisque I’amplification se fait en 20 a 40
minutes.
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Figure 30 : Principe général de la technique RPA. [112]

Il y a formation d’un complexe entre une protéine recombinase, ayant pour role initial
la réparation de I’ADN, et les amorces spécifiques des genes recherchés (A). Ce complexe
amorce-recombinase s hybride a la séquence correspondante (B), et la protéine recombinase
permet la dissociation des deux brins d’ADN (C). Des protéines de liaison vont ensuite venir
fixer les monobrins d’ADN et les garder ainsi dissociés (D). Les complexes amorce-
recombinase sont dissociés, et quittent leur brin d’ADN, laissant la place a I’ADN polymérase
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qui dupliquera les deux monobrins (E) (F). Le cycle ce répétera, amplifiant ’ADN recherché
de maniére exponentielle [112].

La technique RPA mise au point par Lei en 2020 est une technique quantitative et en
temps réel, permettant la détection simultanée de T equi et B. caballi par amplification du géne
18S de I’ARN, puis le géne ema-1 et rap-1 respectivement pour chaque parasite. Cette méthode
présente par ailleurs une grande sensibilité et spécificité, comparables a la PCR classiquement
réalisée, tout en étant plus rapide [109].

V.D. Conclusion sur les méthodes diagnostiques

Chacune des méthodes diagnostiques présentées dans cette partie présente ses avantages
et inconvénients. Bien que les anciennes méthodes directes (xénodiagnostique et isotest) ne
soient plus vraiment d’actualité pour des raisons pratiques et éthiques, la visualisation directe
au microscope est encore largement utilisée de par sa facilit¢é de mise en ceuvre, sa rapidité
d’exécution et le diagnostic de certitude posé lors de 1’observation d’un piroplasme. Les
techniques indirectes, basées sur 1’observation de la réaction immunitaire sont quant a elles de
bons marqueurs du passage du parasite dans 1’organisme, et du portage asymptomatique avec
une faible parasitémie, indétectable a 1’observation microscopique. Il faut cependant ne pas
oublier qu’elles se basent sur la détection des anticorps créés par 1’organisme suite a 1’infection,
et nécessitent donc plusieurs jours a plusieurs semaines avant d’étre positives. Enfin, les
techniques récentes se basant sur la génétique se caractérisent par leur excellente sensibilité et
spécificité. Elles permettent la détection précoce du parasite dans 1’organisme, méme lorsque
qu’il est présent en trés faible quantité. Elles ne présument cependant ni de la viabilité¢ du
parasite, ni de la réaction de I’organisme a sa présence. On voit par ailleurs depuis une vingtaine
d’années que ces techniques génétiques se développent et se multiplient a trés grande vitesse,
donnant naissance a des méthodes de plus en plus rapides, et peu cotliteuses. Enfin, il faut garder
a Desprit que ces méthodes servent également a la recherche dans le domaine vétérinaire :
cultures in vitro de parasites, séquencage génétique des populations de parasites,
développement de nouvelles méthodes diagnostiques, etc.

En pratique, il est donc nécessaire que le vétérinaire associe ces différentes méthodes,
profitant des avantages de chacune pour le diagnostic et le suivi des chevaux qu’il consultera :
méthodes génétiques dans le diagnostic précoce ou le portage sain, sérologies dans les
diagnostics plus tardifs, mise en évidence d’une séroconversion, etc.

Enfin, il ne faut pas oublier que certaines de ces méthodes diagnostiques sont des
obligations réglementaires dans les processus d’exportation/importation de chevaux a travers
le monde (USA, Canada, Japon, etc.).
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VI. Traitement

VI.A. Objectifs du traitement de la piroplasmose

Les objectifs du traitement d’un cheval atteint de piroplasmose se doivent d’étre adaptés
a la situation rencontrée par le vétérinaire. Le principal facteur qui modulera la stratégie
thérapeutique a adopter va étre le lieu de résidence de 1’animal. Comme nous ’avons déja
évoqué précédemment dans ce travail, le portage chronique des piroplasmes est fréquent en
région endémique, et ce sont les réinfestations successives, ainsi que le portage chronique des
parasites qui permettent la mise en place d’'une immunité concomitante, protégeant les animaux
des formes cliniques graves. Ces formes cliniques graves, quand elles sont observées, le sont
généralement chez des chevaux initialement sains, arrivant en zone endémique et donc soumis
a une forte pression infectieuse. Par conséquent, chez des chevaux vivant en région endémique,
le principal objectif va étre la réduction des symptdmes et la diminution du temps de
convalescence. La stérilisation compléte de I’organisme ne présente que peu d’intérét, risquant
au contraire d’étre délétere plus que bénéfique. A I'inverse, chez un cheval vivant en région
non endémique, la stérilisation de 1’organisme serait en théorie souhaitée, pour éviter
I’installation permanente du parasite dans cette région. C’est pourquoi dans ces régions, des
méthodes diagnostiques trés sensibles sont nécessaires a la détection d’animaux réservoirs,
porteurs asymptomatiques [172] [182].

VLB. Traitement spécifique de la piroplasmose

VI1.B.1. Substances colorantes

Les substances colorantes sont d’anciennes molécules qui ne sont plus utilisées
aujourd’hui dans le traitement de la piroplasmose équine.

VI.B.1.a. Bleu trypan

Le bleu trypan a été I’une des premicres molécules utilisées dans les essais de traitement
de la piroplasmose équine. Dés 1918, De Kock publie une étude dans laquelle il teste de
nombreuses substances pour tenter de traiter cette maladie. Ayant déja montré son efficacité
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dans le traitement de la babésiose bovine quelques années auparavant, le bleu trypan s’est
montré efficace contre B. caballi, mais pas contre 7. equi [104]. L’administration se fait par voie
intraveineuse stricte, a la dose de 10 mg/kg. Par ailleurs, il a été noté que cette substance colore
en bleu les tissus des animaux traités. Elle n’est plus utilisée aujourd’hui pour le traitement de
la piroplasmose équine [33].

VI.B.1.b. Euflavine

Aussi appelée chloro-méthylate d’acriflavine, I’euflavine est un dérivé de 1’acridine.
C’est une substance colorée qui a montré son efficacité a la fois contre B. caballi et T. equi,
bien que des résistances soient décrites pour 7. equi. L’administration se fait par voie
intraveineuse, a la dose de 4-8 mL/100 kg d’une solution diluée a 5%. Le volume injecté ne
doit pas dépasser les 20 mL [33].

VIL.B.2. Dérivés de la naphtaline

La parvaquone, la buparvaquone et 1’atovaquone sont des drogues anti-protozoaires
développées pour lutter contre la theilériose. Les différentes études effectuées avec la
parvaquone et la buparvaquone évaluant leur efficacité contre 7. equi rapportent une efficacité
partielle, sans réussite de stérilisation de 1’organisme. Ces médicaments montrent une efficacité
au stade schizonte du parasite, lors d’infection aigué [33].

L’administration de buparvaquone en injection intraveineuse lente, a la dose de 4-
6 mg/kg une fois par jour pendant 3 jours, permet la réduction des signes cliniques, bien que
les animaux restent porteurs du parasite. L’administration intramusculaire est également
efficace, mais montre cependant des réactions locales importantes, et I’apparition de boiteries
sur 2-3 jours [154]. Une étude de 2003 montre que I’association de buparvaquone intraveineuse
et d’artéether intramusculaire a la dose de 5 mg/kg pendant 4 jours permettait un traitement
efficace, mais transitoire, des infections a 7. equi chez des anes splénectomisés [101].

L’administration de parvaquone se fait par voie intramusculaire, a la dose de 20 mg/kg
[49].
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VI1.B.3. Autres antipaludéens

D’autres drogues antipaludéennes testées contre la piroplasmose vont étre les molécules
dérivées de I’artémisinine : I’artésunate et I’artéether, la pamaquine et la pyriméthamine. Une
¢tude de 2003 montre I’efficacité relative in vitro de 1’artésunate, de la pamaquine et de la
pyriméthamine sur les deux parasites [124]. L’¢étude de Kumar sur des anes splénectomisés en
2003 montre que I’artéether seul, a la dose de 5 mg/kg en intramusculaire, ne présente pas de
réelle efficacité. L’artésunate seul, a la dose de 2,5 mg/kg en intramusculaire, montre une
efficacité relative le temps que dure le traitement, a savoir 4 jours, puis la parasitémie remonte
et ’animal déceéde. En revanche, 1’association artéether/buparvaquone montre une efficacité
intéressante, équivalente a celle du dipropionate d’imidocarbe [101].

VI1.B.4. Tétracyclines

Les tétracyclines ayant montré une efficacité contre la piroplasmose équine sont
I’hydrochloride de chlortétracycline, et I’hydrochloride d’oxytétracycline. Ces molécules n’ont
cependant montré qu’une efficacité incompléte, face a 7. equi uniquement. L’oxytétracycline a
pour avantage de posséder une AMM pour le cheval en France, sous le nom déposé
OXYTETRACYCLINE 10 %®, bien que I’indication de traitement de la piroplasmose n’en
fasse pas partie. L’administration chez le cheval se fait par voie intraveineuse stricte et lente.
La posologie utilisée est de 5,5 mg/kg une fois par jour pendant au moins 2 jours, en pratique
le traitement étant souvent administré sur une semaine. La posologie de la chlortétracycline est
de 31,2 mg/kg une fois par jour pendant 4 jours [33] [53] [190].

VIL.B.5. Diamidines et molécules apparentées
VI.B.5.a. Diacéturate de diminazéne

Commercialisé dans certains pays sous le nom déposé de BERENIL®, I’administration
dans I’espece €quine se fait par voie intramusculaire. Il est rapporté qu’une injection a la dose
de 11 mg/kg est efficace pour diminuer les signes cliniques d’une piroplasmose, et que 2
injections a 24 h d’intervalle, a la dose de 11 mg/kg, permet 1’élimination de B. caballi, mais
pas celle de T. equi [49]. En 1984, Kuttler rapporte que 2 injections de diminazéne a 24 h
d’intervalle a la dose de 5 mg/kg suffisent a traiter une infection a B. caballi, et que deux
injections a la dose de 12 mg/kg a 24h d’intervalle semblent traiter une infection a 7. equi [104].

Cette molécule posséde cependant des effets secondaires importants. En effet, la
posologie de 11 mg/kg est proche de la dose toxique, et peut avoir diverses conséquences, telles
qu’une nécrose locale au site d’injection, la sudation, la dépression ou la détresse respiratoire
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de I’animal. Pour éviter cela, multiplier les sites d’injection et injecter des volumes plus faibles
peuvent diminuer les réactions locales [154].

VIL.B.5.b. Iséthionate de phénamidine

Un traitement avec 2 injections d’iséthionate de phénamidine a la dose de 8,8 mg/kg par
voie sous-cutanée, a 24 h d’intervalle semble efficace pour éliminer une infection a B. caballi
[104].

VI.B.5.c. Amicarbalide

Une injection intramusculaire unique d’amicarbalide a la dose de 9-10 mg/kg semble
suffire a diminuer les signes cliniques. Pour 1’¢limination de B. caballi, 2 injections a la dose
de 8,8 mg/kg a 24 h d’intervalle sont nécessaires. Cependant, il semblerait que I’élimination
compléte de 7. equi ne soit pas possible, comme 1’ont montré 4 injections a 24 h d’intervalle,
ainsi que I’augmentation de la posologie a 11 mg/kg [49] [104].

Cette molécule possede aussi des effets secondaires importants, et rapidement atteints.
En effet, ont été rapportés des signes rappelant une réaction anaphylactique, tels que troubles
respiratoires, troubles gastro-intestinaux, cedéme périorbitaire, cedéme sous-cutané, etc. Pour
éviter cela, il est possible de diminuer les doses a 2,2 mg/kg en 2 injections a 24 h d’intervalle.
Ceci permet la réduction des symptomes lors de piroplasmose clinique, mais ne permet pas la
stérilisation de I’organisme [154].

VI1.B.5.d. Imidocarbe
o Présentation de la molécule

L’imidocarbe, sous forme de dipropionate, est la molécule considérée aujourd’hui
comme la plus efficace dans le traitement de la piroplasmose. Elle est commercialisée en France
sous le nom déposé de CARBESIA®, et jusqu’en 2012 possédait une AMM pour les chevaux.
L’AMM a ce jour concerne les chiens et les bovins. C’est un médicament spécifique au
traitement de la piroplasmose et de I’anaplasmose. C’est une molécule de la classe des
carbanilides, proches des diamidines [17].
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Figure 31 : Structure chimique de l'imidocarbe.

o Pharmacodynamie

Le mécanisme d’action exact par lequel cette molécule exerce son action piroplasmicide
n’est pas certain. Plusieurs hypothéses existent cependant :

» Aprées pénétration au sein du parasite par les transporteurs protéiques des bases puriques,
I’imidocarbe inhiberait les topoisomérases de type II ainsi que la thymidilate synthase,
nécessaires a la réplication et la constitution de I’ADN [17].

» La perturbation de la synthése ou de I’utilisation des polyamines par le parasite
entrainerait sa mort, avec vacuolisation du cytoplasme, dissolution de I’enveloppe
nucléaire et concentration de la chromatine [33][116].

» L’inhibition par la molécule d’imidocarbe de la pénétration de 1’inositol au sein du
globule rouge parasité entrainerait la mort du parasite par dénutrition. C’est ce
mécanisme qui expliquerait 1’effet prophylactique de I’imidocarbe [116].

Il a été montré, sur un modele murin, que le dipropionate d’imidocarbe posséde une
action anti-inflammatoire, par stimulation de la production d’IL-10, et diminution de la
production de TNFa in vivo [91]. Il a également été montré chez des bovins infectés par
Anaplasma marginale que I’imidocarbe avait une action sur 1’activité de certaines enzymes
[56] :

» Réduction de ’activité de ’adénosine désaminase : augmentation de la quantité
d’adénosine, a effet anti-inflammatoire, et stimulateur de la production de cytokines
anti-inflammatoires.

» Réduction de D’activité de 1’acétylcholine estérase : augmentation de la quantité
d’acétylcholine, activation du systéme anti-inflammatoire cholinergique, par réduction
de la libération de cytokines pro-inflammatoires.

> Augmentation de 1’activité des superoxyde-dismutases et des catalases : activité anti-
oxydante et lutte contre les radicaux libres.
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o Posologie

La posologie a laquelle sera administré 1’imidocarbe est une question importante pour
plusieurs raisons. Premi¢rement, le médicament n’ayant plus d’AMM pour le cheval en France,
il sera prescrit dans le cadre de la cascade de prescription, et le choix de la posologie par le
vétérinaire devra se faire dans ce cadre réglementaire. Ensuite, ¢’est un médicament possédant
de nombreux effets secondaires, fréquents et graves. Enfin, B. caballi et T. equi n’ont pas la
méme résistance aux piroplasmicides.

Pour le traitement de B. caballi, deux injections en intramusculaire de dipropionate
d’imidocarbe a la dose de 2,2 mg/kg a 24 h d’intervalle sont considérées comme suffisantes a
I’¢limination du parasite [38] [49] [154] [178]. En 2009, une étude a montré que 4 injections
d’imidocarbe a 72h d’intervalle a la dose de 4 mg/kg 1) permettaient 1’¢limination du parasite,
qui n’était plus décelable par PCR, ii) entrainaient une séroconversion des animaux, qui
redevenaient séronégatifs par ELISA, et 1i1) empéchaient I’infection de chevaux sains par
transfusion sanguine [160].

Le traitement de 7. equi pose plus de probléme. C’est un parasite plus résistant que
B. caballi, et 1a question de la possibilité de son élimination de I’organisme d’un animal infecté
n’est toujours pas résolue. La possibilit¢ d’élimination de 7. equi de I’organisme pourrait
dépendre de I’hote mais aussi de la souche infectante [34]. La posologie aujourd’hui
recommandée lors de traitement d’une infection & 7. equi est de 4 injections d’imidocarbe en
intramusculaire, a 72h d’intervalle, a la dose de 4,4 mg/kg [183]. Cette posologie ne permet pour
autant pas une ¢limination systématique compléte du parasite. Une étude de 2013 montre que
cette posologie permet I’élimination du parasite chez 4/5 des chevaux testés [69]. De plus, il faut
noter que cette posologie est proche de la DLso de I’imidocarbe, qui est de 2x16 mg/kg donné
a 48 h d’intervalle [49]. Une posologie supérieure, de 6-8 mg/kg en 4 injections a 72h
d’intervalle, semble étre efficace pour 1’élimination du parasite, mais présente cependant un
risque de toxicité trés élevé [154]. Une étude de 2015 montre in vitro le développement de
résistances chez certaines souches de 7. equi a I’'imidocarbe, ce qui est également a prendre en
compte dans ['utilisation de ce médicament, et la recherche de nouvelles molécules efficaces
contre ces parasites est donc primordiale [77]. Lors de I’utilisation d’imidocarbe dans le
traitement d’une piroplasmose équine, le suivi des parameétres hépatiques et rénaux est essentiel
pour prévenir les complications. Enfin, il faut noter que les anes sont particuliérement sensibles
aux effets secondaires de I’imidocarbe. On essaiera généralement de ne pas dépasser la dose de
2,2 mg/kg [38] [154].
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Tableau VI : Posologie du CARBESIA® pour le traitement de Babesia caballi.

2 fois a 24h d’intervalle 4 fois a 72h d’intervalle

Elimination certaine du parasite
= non décelable par PCR

Considéré suffisant pour éliminer le parasite ~ Séroconversion des chevaux
2 redeviennent négatif par ELISA

Prévention de ’infection d’un cheval sain
par transfusion sanguine

IM = Intramusculaire

Tableau VII : Posologie du CARBESIA® pour le traitement de Theileria equi.

4 fois a 72h d’intervalle 4 fois a 72h d’intervalle

Semble efficace pour I’élimination compléte
Elimination incompléte du parasite du parasite

Risque de toxicité trés éleve

IM = Intramusculaire

o Pharmacocinétique [26]

Le dipropionate d’imidocarbe, apres injection intramusculaire, est absorbé dans les 10
minutes, atteignant rapidement un plateau a sa concentration plasmatique maximale. Ce plateau
est maintenu durant 2 heures, puis décroit d’abord rapidement, puis plus lentement sur les 10 a
12 heures suivantes (cf. Figure 32).

La molécule est détectable dans I’urine moins de 3 heures apres injection, et reste
détectable a des concentrations élevées, comparables au pic de concentration plasmatique, plus
de 36 heures apres injection. Elle est détectable dans les selles dés 30 minutes a 3 heures post-
injection. La concentration fécale maximale est atteinte aprés 48 h, et la molécule reste
détectable jusqu’a 10 jours aprés administration. L’imidocarbe a également été détecté dans le
lait de juments, 2h apres injection. L’étude de Lewis en 1999 montre que I’imidocarbe traverse
¢galement la barricre placentaire, et est retrouvé dans le sang fcetal a des concentrations
équivalentes a celles du sang de la mére [111].
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Figure 32 : Concentration plasmatique en imidocarbe dipropionate au cours du temps apreés une injection
intramusculaire de 2,4 mg/kg. [26]

o Effets secondaires

Les effets secondaires d’un traitement a I’imidocarbe sont assez fréquents, du fait de la
faible marge thérapeutique. De plus, les animaux particulieérement sensibles comme les anes,
ou le traitement des affections a 7. equi nécessitant une dose plus élevée que pour
B. caballi font de ces effets secondaires des complications d’autant plus fréquentes. On va
généralement retrouver un syndrome parasympathomimétique, ayant pour origine 1’inhibition

des choline-estérases, et donc I’augmentation de la quantité d’acétylcholine. Les signes
fréquemment observés vont tre [154] [179] :

» Sudation
» Agitation
» Colique / diarrhée

Les complications de colique peuvent tre évitées par 1’ajout d’un spasmolytique dans
le protocole thérapeutique. Chez des animaux sensibles, ou lors de dosage trop important, cela
peut également aboutir a la mort de I’animal, bien que ce cas reste moins fréquent.

L’imidocarbe posséde également une hépatotoxicité et une néphrotoxicité, caractérisées
a I’autopsie par une nécrose périportale et une nécrose corticale et tubulaire. C’est pourquoi le

suivi des parametres hépatiques et rénaux est important pour prévenir d’éventuelles
complications [2].
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VI.B.6. Molécules a I’essai

Depuis une dizaine d’années, de nombreuses molécules sont a 1’essai dans le traitement
des piroplasmoses animales (cf. Tableau VIII). La quasi-totalité¢ d’entre elles est encore au stade
de I’essai clinique in vitro, et trés peu ont donc réellement montré une efficacité in vivo.
Cependant, elles restent des pistes intéressantes, explorées dans le but de trouver des traitements
toujours plus efficaces, avec une innocuité moindre, et un colt intéressant [178]. Dans un article
de 2019, Rizk synthétise 1’ensemble des composés chimiques ¢étudiés pour leur effet anti-
piroplasme bovin et équin entre 1990 et 2019 [151].

L’ICso in vitro désigne la concentration inhibitrice médiane in vitro, c’est-a-dire la
concentration micromolaire (uM) de substance active nécessaire a inhiber 50% de la croissance
du parasite.
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Tableau VIII : Substances anti-piroplasmes équins testées in vitro entre 1990 et 2019. [151]

Composé chimique

Parasite

ICso in vitro (M)

Clindamycine phosphate
Triclosan
Epoxomicine
Tétracycline hydrochloride

(-)-Epigallocatéchine-3-gallate
Terpéne nérolidol

Ciprofloxacine
Thiostrepton
Rifampicine
Pepstatine A
Méfloquine

Acide fusidique

Allicine
Pyronaridine tétraphosphate
Lutéoline
Nimbolide
Gédunine
N-acétyl-L-cystéine
Enoxacine
Nitidine chloride

Camptothécine

17-DMAG

Thymoquinone

B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi
B. caballi
T. equi

4,7

27,2

4,8 ng/mL

29 pg/mL
0,009

0,021

4+1

62+2

4,42

3,64

23,1+1
2,7+0,47
2,5+045
2,7+0,5
6,4+12
4,7+0,8
4,1+0,7

17,6

18,1

20,7

4

33,3

56,25

470

742

0,440 £ 0,110
2,140 £ 0,540
0,965+ 0,10
2,400 £+ 0,890
0,998 = 0,270
6,710 = 1,780
11,180 £ 0,480
12,400 + 4,800
114,53 £ 28,58
349,05 + 16,21
12,630 + 3,040
24,700 + 7,300
0,11 £0,03
2,05+04
2,07£0,6

0,33 £0,02
0,0885 + 0,0096
0,3077 £ 0,0072
67,33 + 0,94
74,05 £+ 4,55
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VI.C. Traitement et gestation

VI.C.1. Traitement de la jument gestante

Comme nous I’avons évoqué précédemment, la transmission transplacentaire de la
piroplasmose est une cause d’avortement, de mortinatalité, de naissance de poulain chétif ou
mourant. La question du traitement de la jument gestante, particulierement en région endémique
a donc toute son importance. Lewis a montré dans une ¢tude en 1999 que le dipropionate
d’imidocarbe traversait effectivement la barriére placentaire, pour arriver dans la circulation du
feetus [111]. Plusieurs questions persistent cependant. Le moment exact de 1’infection et les
mécanismes y aboutissant ne sont pas connus a ce jour, bien qu’il ait été montré que I’infection
du poulain avait lieu avant 150 jours de gestation. Malgré cette infection plutdt précoce, les
avortements sont pour la plupart rapportés dans le dernier tiers de gestation. De plus, aucune
¢tude n’a montré de réel lien entre le traitement d’une jument gestante et la naissance d’un
poulain sain ou malade. Enfin, les effets thérapeutiques ou toxiques de médicaments tels que
I’imidocarbe chez le foetus nécessitent également des études, non réalisées a ce jour.

VI.C.2. Traitement du poulain nouveau-né

Le traitement du poulain nouveau-né présente lui aussi plusieurs interrogations. Aucune
¢tude n’a rapporté 1’efficacité ou la toxicité de molécules piroplasmicides telles que
I’imidocarbe sur des jeunes sujets nouveau-nés. Aujourd’hui, le traitement du nouveau-né
malade est principalement symptomatique, bien que comme nous [’avons évoqué
précédemment, les animaux qui naissent avec une piroplasmose clinique déceédent pour
beaucoup d’entre eux dans les jours qui suivent. En 2016, Sant rapporte le traitement efficace
d’un poulain infecté par 7. equi par une association d’oxytétracycline (10 mg/kg, 1 fois par
jour), de dipropionate d'imidocarbe (2,2 mg/kg), de ceftiofur (4,4 mg/kg, 1 fois par jour), de
chloramphénicol (25 mg/kg, 3 fois par jour) et de triméthoprime-sulfamide (30 mg/kg, 2 fois
par jour) pendant 2 mois [158].
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VI.D. Traitement de soutien des animaux malades

Le traitement symptomatique est essentiel lui aussi dans la prise en charge thérapeutique
de la piroplasmose équine. Le cheval doit étre mis en repos, et il faut évaluer immédiatement
s’il est nécessaire de soutenir les fonctions vitales de I’animal. Le traitement de soutien se fera
en fonction des signes cliniques présentés par I’animal, de la sévérité de D’atteinte et des
complications [49] [154].

Transfusion sanguine chez un animal trop fortement anémié

Perfusion de I’animal déshydraté

Anti-inflammatoires

Rééquilibrage électrolytique et acido-basique

Antibiothérapie lors de surinfections

Gestion des coliques (de par I’infection ou le traitement a 1’imidocarbe)
Héparine lors de CIVD

Gestion de la fourbure, de I’cedéme pulmonaire, des signes neurologiques, etc.

O O O O O O O O

Chez les poulains nouveau-nés, seront généralement rapidement mis en place la
transfusion sanguine, la réhydratation et 1’antibiothérapie préventive.

VII. Prophylaxie

VII.A. Prophylaxie médicale

VIL.A.1. Prophylaxie médicamenteuse

La prophylaxie médicale de la piroplasmose équine consiste a I’injection d’une
molécule piroplasmicide pour protéger 1’animal contre I’infection. En 1980, Singh rapporte que
2 injections de diacéturate de diminazéne a 24h d’intervalle a la dose de 12 mgkg en
intramusculaire permet une protection de 30 a 35 jours contre 7. equi [163]. L’imidocarbe a lui
aussi montré son activité prophylactique contre les piroplasmes dans diverses espéces : chiens,
bovins, moutons, murins, et équins [26] [142] [176]. Deux injections d’imidocarbe a 72h
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d’intervalle a la dose de 2 mg/kg protégeraient contre ’infection a B. caballi pendant 2 a 3
semaines [53].

Cette pratique n’est pas la plus recommandée. D’une part, en zone endémique,
I’immunité de prémunition protége la plupart des chevaux porteurs des formes cliniques graves.
D’autre part, commencent a étre décrites des résistances de plus en plus importantes des
parasites contre ces traitements [77].

VIL.A.2. Prophylaxie vaccinale

\

Il n’existe pas a ce jour de vaccin contre la piroplasmose équine. Malgré cela, de
nombreuses études s’intéressent a I’immunogénicité de certains antigenes de piroplasmes, a la
stimulation immunitaire qu’ils provoquent, et in fine au développement de vaccins. En 1992,
Knowles met en évidence la protéine EMA-1, principal antigéne de 7. equi. Il note par ailleurs
que les anticorps EMA-1 persistent durant les 33 semaines que dure 1’étude, sans réexposition
au parasite [95]. En 2002, Kumar vaccine des anes a partir d’antigénes de mérozoites de 7. equi
tués. Cette étude montre une protection immunitaire forte et spécifique durant au moins 4
semaines, durée de 1’étude [100]. Plus récemment, en 2009, la production d’une protéine EMA-
1 recombinante au sein de levures Pichia pastoris, et leur injection a des souris a montré la
production d’une réponse immunitaire forte et spécifique, capable de réagir avec les protéines
EMA-1 natives de T. equi [127].

11 reste cependant plusieurs points encore non ¢lucidés par les études actuelles, tels que
la durée de protection d’un tel vaccin s’il était réalis€, son innocuité, etc. De plus, les exigences
réglementaires actuelles dans la majorité des pays indemnes de piroplasmose sont la nécessité
d’obtenir un test sérologique négatif afin de pouvoir importer un animal depuis une région
endémique. La production d’un vaccin devra donc étre en adéquation avec ces exigences, en
permettant la différenciation entre anticorps vaccinaux et infectieux, ou alors les exigences
devront évoluer (tests de dépistage génétiques, etc.).

VIIL.B. Prophylaxie sanitaire

VIL.B.1. Lutte contre les vecteurs

La lutte contre les tiques est la premiére mesure a mettre en place. Bien que 1’élimination
des tiques du biotope soit impossible a atteindre, plusieurs moyens de lutte existent pour
diminuer les risques de transmission de la piroplasmose.
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VII.B.1.a. Lutte écologique

Tout d’abord, la lutte écologique, qui va consister au controle de I’environnement de vie
commun aux tiques et aux hotes. Une gestion correcte de la végétation en taillant les haies, les
arbres, arbustes et végétaux en bord de pature, débroussailler, limiter I’acces aux bois et sous-
bois, etc. permet de limiter la prolifération des tiques et leurs contacts avec les chevaux, et est
ainsi une premiere étape essentielle dans la lutte contre la transmission de maladies telles que
la piroplasmose équine [32] [173].

D’autre part, lutter contre la présence d’hdtes des tiques appartenant a la faune sauvage
(rongeurs, cervidés, etc.) permet ¢galement de diminuer la présence de tiques de
I’environnement de vie du cheval, et ainsi le risque de transmission de parasites [32].

VIL.B.1.b. Lutte chimique

La lutte chimique va consister en I’application de produits acaricides ou répulsifs sur le
cheval afin de prévenir I’attachement d’une tique. Actuellement en France, un seul médicament
antiparasitaire externe anti-tiques possede une AMM pour les équidés : le SEBACIL 50 %
SOLUTION®. 11 s’agit d’un médicament & base de Phoxim, un organophosphoré. Chez les
chevaux, la posologie recommandée est de 1 mL dans 1 Litre d’eau, avec application a I’éponge
sur I’animal avec au moins 2 a 3 Litres de solution. Cependant, si la rémanence est de quelques
semaines pour les gales, poux et mélophages, I’action sur les tiques est uniquement curative,
des 24h aprées application, et avec une rémanence de quelques jours tout au plus [18].

Il existait auparavant d’autres produits antiparasitaires externes tels que le
DIMPYGAL®, contenant du Dimpylate, un organophosphoré ou I’ACADREX 60® contenant
du Fenvalérate, un pyréthrinoide, qui n’ont aujourd’hui plus d’AMM pour les chevaux. Le
BUTOX®, médicament antiparasitaire externe utilisé chez les animaux d’élevage (bovins et
ovins), est un pour-on ou un spray contenant de la deltaméthrine, un pyréthronoide, parfois
utilisé chez les chevaux hors AMM [5] [43].
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VIL.B.1.c. Lutte biologique [32]

La lutte biologique contre les tiques englobe plusieurs projets, difficiles a mettre en
place a ce jour :

o L’élevage puis I’introduction dans le milieu de prédateurs naturels des tiques (comme
I’oiseau pique-beeufs, des araignées, des fourmis)

o L’utilisation de parasitoides hyménopteéres, qui détruisent les tiques

o L’utilisation d’agents pathogénes des tiques tels que des bactéries (Proteus mirabilis,
Cedecea lepagi, Bacillus thuringiensis), des champignons (Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiara) ou encore des nématodes (Heterorhabditidae, Steinernematidae)

Cependant, des obstacles pratiques, environnementaux, sanitaires, ou encore le manque
d’¢études font de ces idées des projets particulierement difficiles a mettre en ceuvre.

VILB.1.d. Extraction manuelle des tiques

L’extraction manuelle des tiques est elle aussi indispensable a la prévention des
maladies transmises par celles-ci. Associée aux autres méthodes préventives (répulsifs, gestion
de ’environnement), elle permet de réduire les risques de transmission, si les tiques sont retirées
de ’animal dans les 24-48h aprés leur fixation. En retour de promenade, a la sortie du pré si
celui-ci présente une végétation propice au développement de tiques, lors du pansage, 1’animal
doit étre minutieusement inspecté sur I’ensemble du corps. Si des tiques sont observées, elles
doivent étre retirées. L’utilisation d’un tire-tique facilite 1’extraction compléte de la tique,
incluant le corps et la téte. Aprés extraction, il est possible de désinfecter localement afin
d’éviter les surinfections cutanées [147].

VIL.B.2. Réglementation en pays indemne

Dans les pays indemnes de piroplasmose, la prophylaxie passe également par une
réglementation stricte quant a la prévention, la déclaration et la gestion des cas. Tout d’abord,
les pays indemnes, tels que les Etats-unis, le Canada, le Japon, demandent avant I’importation
d’un cheval la réalisation d’un test sérologique montrant que l’animal est indemne de
piroplasmose. Les chevaux positifs ne peuvent entrer sur le territoire, ou sous certaines
conditions strictes dans des cas de figures particuliers nécessitant un séjour temporaire. Ces
chevaux sont mis en quarantaine, examinés régulierement pour déceler la présence de tiques et
mis sous acaricide avant importation.

Des mesures existent également lors de la déclaration d’un cas autochtone de
piroplasmose. Aux Etats-Unis, la déclaration d’un cas positif a la piroplasmose est obligatoire,
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le cheval est mis en quarantaine et des mesures sont prises, pouvant aller du traitement sous
conditions strictes a 1’abattage [183].

Conclusion de la premiére partie

La piroplasmose équine est une maladie due a des hémoparasites, Babesia caballi ou
Theileria equi, transmis par des tiques. La grande diversité¢ des vecteurs en fait une maladie
présente dans la quasi-totalit¢ du monde. On considere en effet que 90% des chevaux dans le
monde vivent sur un territoire ou la piroplasmose est endémique. Les formes cliniques sont
diverses et rarement caractéristiques, nécessitant, pour avoir un diagnostic de certitude, la
réalisation d’examens de laboratoire généralement sérologiques ou moléculaires. Le traitement
de cette maladie est également un enjeu, dans le sens ou les molécules efficaces connues ont un
indice thérapeutique faible et des effets secondaires marqués. Par conséquent, la prévention de
la piroplasmose équine, qu’elle soit médicale ou sanitaire, est indispensable dans la gestion de
cette affection.

Le caractére endémique et la polymorphie des formes cliniques, allant d’un syndrome
anémique aigu rare a une forme inapparente fréquente, rend difficile la détermination exacte
d’une prévalence de la maladie. Par ailleurs, étant étroitement liée aux populations de tiques,
les changements géographiques et saisonniers de ces populations modifient I’épidémiologie de
la maladie. Dans notre deuxiéme partie, nous présenteront 1I’étude réalisée, a savoir la
détermination d’une prévalence de la piroplasmose équine dans le Grand-Ouest. En parall¢le,
une ¢tude des facteurs de risque d’infection sera également réalisée, a partir d’un questionnaire
distribué aux participants de 1’étude.
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DEUXIEME PARTIE :

ETUDE PROSPECTIVE -
DETERMINATION DE LA PREVALENCE
ET DES FACTEURS DE RISQUE DE LA
PIROPLASMOSE EQUINE EN FRANCE

I. Objectifs de I’étude

Ce projet a pour objectif I’analyse de la prévalence du portage sain de la piroplasmose
équine en France, obtenue par PCR. Les écoles vétérinaires attirent des animaux provenant de
nombreux départements en France. Nous aurons ainsi une population de chevaux inclus dans
I’¢tude a la fois plus importante, et provenant d’environnements différents, soumis a des
pratiques d’¢levage différentes. Une prise de sang sera effectuée sur les chevaux venant en
consultation en école vétérinaire pour la détection des parasites responsables de piroplasmose.
En paralléle, il sera réalisé une analyse de risque d’étre porteur de Babesia caballi ou Theileria
equi a partir de données obtenues via un questionnaire rempli par les propriétaires.

Ma these d'exercice vétérinaire s'inscrit dans le programme PiroQuest du projet
PiroGoTick porté par I'équipe TiBoDi de 'UMR BIOEPAR. PiroGoTick est un projet de
recherche fondamentale et appliquée, qui s'appuie sur la science participative, et qui repose sur
la participation de nombreux acteurs privés (propriétaires d'équidés), d'acteurs du secteur
professionnel privé comme public (Labéo, RESPE, 4 ¢écoles Nationales Vétérinaires
frangaises), socioprofessionnel (Fédération National du Cheval) et associatif (Sciences
¢quines). L'objectif du projet est d'apporter des connaissances sur la piroplasmose équine
(prévalence, portage, diversité génétique des deux parasites responsables), les tiques présentes
sur les Equidés (diversité des espéces en France et dynamique spatio-temporelle), les modalités
de transmission des deux especes parasitaires par ces vecteurs (compétence et capacité
vectorielle), ainsi que I'étude des facteurs de risque d'étre infecté, environnementaux et
individuels. Pour cela, le projet s'appuie sur la mise en place de 5 programmes de sciences
participatives :

> PiroTick vise a cartographier les différentes espéces de tiques collectées sur Equidés en
France,

» PiroSentinel vise a étudier la dynamique spatio-temporelle des tiques en France grace a
des collectes hebdomadaires sur plus de 2000 Equidés pendant deux ans,
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» PiroPature va analyser finement l'environnement d'Equidés suivis dans le programme
PiroSentinel (analyse de végétation, des sols, gestion des patures) en lien avec la
dynamique spatiotemporelle des tiques collectées,

» Tétatiques, objective les variations individuelles d'attractivité des chevaux pour les
tiques, avec une analyse pour tenter de définir des phénotypes de chevaux "a risque" sur
la base de questionnaires,

» PiroQuest vise a étudier la prévalence du portage parasitaire chez les chevaux
asymptomatiques recus dans les cliniques des écoles vétérinaires et d'étudier les facteurs
de risque sur l'appui d'un questionnaire.

Le projet a été présenté le 04/03/2019, puis approuvé par le CERVO, comité d’éthique
d’ONIRIS.

I1. Matériels et méthodes

II.A. Animaux inclus dans I’étude

II.A.1. Critéres d’inclusion et d’exclusion

Les chevaux inclus dans cette étude sont ceux venus en consultation dans une école
vétérinaire. La participation au projet se fait sur demande du propriétaire, ou apres proposition
par la clinique équine lors de la consultation. Tout motif de consultation peut permettre a
I’animal de participer au projet: trouble de santé, reproduction, chirurgie, orthopédie,
convenance, dentisterie, etc. Sur accord du propriétaire, un papier d’information sur le projet
ainsi qu’un consentement éclairé est fourni (cf. Annexes 1 et 2).

Le seul critére de non inclusion dans I’étude est la présentation par I’animal de signes
évocateurs de piroplasmose.

Pour les chevaux retenus dans notre étude, les deux critéres d’exclusion correspondent
a I’absence de I’un ou de I’autre des deux éléments principaux de cette étude : le questionnaire
ou la prise de sang réalisée pour la recherche des parasites par PCR.
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II.A.2. Nombre d’animaux et origine

Entre le début du projet en Mai 2019 et Octobre 2020, seuls les chevaux venant en
consultation au CISCO a Nantes pouvaient participer a cette étude. A la rentrée 2020, les trois
autres €coles vétérinaires frangaises ont pu rejoindre le projet. Ainsi, entre le 16/05/2019 et le
12/07/2021, ce sont 343 chevaux qui ont été inclus dans cette étude (cf. Figure 33).

» 150 chevaux a Nantes

» 79 chevaux a Maisons-Alfort
» 80 chevaux a Lyon

» 34 chevaux a Toulouse

H Nantes
H Lyon
B Maison-Alfort

M Toulouse

Figure 33 : Répartition des chevaux de I'étude selon leur école d'origine
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I1.B. Variables explicatives de I’étude

II.B.1. Entrée de I’animal dans 1’étude
11.B.1.a. Attribution d’un numéro de dossier

Un numéro de dossier était attribué a 1’animal. Ce numéro était inscrit de la maniére
suivante :

« CVun-XX »

o «nn » correspondait a ’année (19 pour 2019, 20 pour 2020 et 21 pour 2021)
o « XX » était le numéro de I’animal dans I’étude
o Pour distinguer les écoles, une initiale était ajoutée, sauf pour Nantes

» «CV » pour Nantes

» « CVA » pour Maison-Alfort

» «CVT » pour Toulouse

» «CVL » pour Lyon

Ex :le 13° animal de 2020 a Lyon a le numéro de dossier « CVL20-13 ».
I1.B.1.b. Pochettes de documents

Pour que I’ensemble des documents et matériels nécessaires a 1’étude soient
systématiquement donnés au propriétaire, un systéme de pochettes a été mis en place. Etait mis
a disposition des étudiants en rotation d’équine, des internes et des cliniciens dans tous les
services un carton contenant un ensemble de pochettes plastiques. Chaque pochette contenait :

» La lettre d’information du projet (cf. Annexe 1)

» La fiche de consentement éclairé a faire signer au propriétaire (cf. Annexe 2)

» Le questionnaire, avec le numéro de dossier pré-rempli, afin d’éviter les doublons
(cf. Annexe 3)

» Deux tubes héparinés de 10 mL, avec le numéro de dossier correspondant au
questionnaire de la méme pochette déja indiqué, pour le diagnostic PCR

11.B.1.c. Méthode de recueil des données

L’un des objectifs de notre étude étant I’analyse des facteurs de risque influengant le
portage des parasites de la piroplasmose, un ensemble de données concernant les animaux, leur
environnement de vie, leur historique médical, etc. était a recueillir. Pour ce faire, a été créé un
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questionnaire a faire remplir par le propriétaire lors de sa consultation. Ce questionnaire de 5
pages était précédé de la lettre d’information (cf. Annexe 3).

Les données des questionnaires remplis €taient ensuite rentrées dans un tableau Excel
synthétisant I’ensemble de nos variables. Ces données ont été rentrées de différentes fagons en
fonction de la question initiale. Certaines réponses ont été codées sous forme de donnée brute
(ex : age de l’animal exprimé en années, ou sexe de I’animal). D’autres ’ont été apres
transformation en variable qualitative, prenant la valeur « 1 » si la case de questionnaire était
cochée, ou que la réponse a la question était « oui », et prenant la valeur « 0 » dans le cas
contraire. Lorsqu’une réponse n’avait pas lieu d’étre en fonction du contexte, la variable prenait
la valeur « SO » pour « Sans Objet » (ex : « Votre cheval a-t-il déja été diagnostiqué positif
pour la piroplasmose ? Non. » ; « Si oui, il y a combien de temps ? SO. »). Les données
manquantes étaient codées « NA ».

I1.B.2. Données recueillies pour I’étude

I1.B.2.a. Données propres a I’animal

La premiéere partie du questionnaire recueillait les informations concernant I’identité de
I’animal, son age, son sexe, sa race, sa robe, sa taille, son lieu de vie et son utilisation actuelle.
L’objectif était d’évaluer si les caractéristiques propres de I’individu pouvaient ou non influer
sur le portage de la maladie.

o Age, sexe, taille
L’age et la taille de I’animal ont été codés par deux variables prenant pour valeur 1’age du cheval
en années (« age ») et sa taille en centimeétres (« tail_cv »).

Le sexe de I’animal a été codé par une variable « sexe » prenant les valeurs « mal », « fem » ou
« hong », selon que le cheval soit un male entier, une femelle ou un hongre respectivement.

o Race et robe
Pour les données de race et de robe, une premicre variable permettait le codage de la donnée
brute, nommée « race » et « robe » respectivement.

Pour les races, les abréviations suivantes ont été utilisées :

«sf'» pour « Selle frangais »

« tf » pour « Trotteur frangais »

« ps » pour « Pur-sang »

«oc » [ «onc » pour « Origine constatée » / « Origine non constatée »
« pfs » pour « Poney frangais de selle »

YVVVVYY

114



« psa » pour « Pur-sang arabe »

«agps » pour « Autre que pur-sang »

«aa » pour « Anglo-arabe »

Les autres races étaient notées en toutes lettres.

YV VYV

Pour les robes, seule la robe dominante était gardée, comme par exemple :

» «bai brun » 2 «bai »
> «alezan briilé » = « alezan »
» «pie alezan » = « pie »

o Lieu de vie
Cette question a été rajoutée au cours de 1’étude, en Octobre 2019. En effet, il a été remarqué
que I’adresse du propriétaire, recueillie dans le consentement éclairé, pouvait parfois étre
¢loignée de I’adresse de vie réelle de I’animal. Une question « code postal et commune de vie
du cheval » a donc été ajoutée au questionnaire.

Ce lieu de vie était codé par deux variables. La variable « cp » prenait pour valeur le code postal
de la commune de vie du cheval. Le but de cette donnée était la possibilité d’obtenir 1’étendue
géographique drainée par les écoles vétérinaires. La variable « dpt », gardait le numéro de
département de vie du cheval.

Enfin, une variable « ecole » prenait comme modalité I’école vétérinaire dans laquelle le cheval
a été vu en consultation.

o Utilisation

Quatre propositions étaient faites dans le questionnaire concernant 1’utilisation du cheval : la
compétition, le loisir, la promenade, la reproduction. Un cinquieéme choix « autre utilisation»,
pour lequel les propriétaires pouvaient préciser 1’utilisation faite du cheval, était également
proposé. Chacune des 4 propositions a été codée de manicre qualitative, permettant la prise en
compte des animaux ayant plusieurs types d’activité (ex : compétition + loisir). Les précisions
quant a la proposition « autre utilisation », quand il y en avait, étaient rentrées directement dans
le tableau Excel.

I1.B.2.b. Historique médical de piroplasmose

Nous avons vu dans la premiere partie bibliographique que la piroplasmose est une
maladie pour laquelle les parasites ont une capacité de persistance dans 1’organisme variable,
et particulierement importante pour 7. equi. Par conséquent, il nous a semblé intéressant que le
questionnaire s’intéresse a un éventuel historique médical de piroplasmose.
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o Diagnostic antérieur de piroplasmose
Une premicre question concernant I’existence d’un historique de piroplasmose chez le cheval
¢tait posée, codée par une variable nommée « dant » prenant les valeurs « 0 » ou « 1 ». Puis
une variable « dant tem » prenait pour valeur le temps depuis lequel ce diagnostic antérieur
positif avait été posé, ou la modalité « SO » le cas échéant.

o Méthodes de détection utilisées
Quatre variables qualitatives, nommées «dantt fro», «dantt ser», «dantt pcr»,
«dantt_nsp », correspondaient aux choix proposés dans le questionnaire, a savoir
respectivement si le diagnostic antérieur avait été posé par une technique de « frottis sanguin »,
par une technique de « sérologie », par une technique de « PCR » ou si le propriétaire ne savait
pas ou plus la technique utilisée. Chacune de ces variables pouvait prendre la valeur « 0 », « 1 »

ou « SO ».

o Parasite incriminé
L’agent infectieux incrimingé était codé par 3 variables qualitatives nommées « dantp _bab »,
«dantp thei» et «dantp nsp ». Ces variables suivaient les choix proposés dans le
questionnaire, a savoir respectivement un diagnostic antérieur de Babesia caballi, un diagnostic
antérieur de Theileria equi, ou un diagnostic antérieur pour lequel le propriétaire ne sait pas ou

plus le parasite incriminé. Chacune de ces variables pouvait prendre la valeur « 0 », « 1 » ou
« SO ».

o Traitement
Pour le traitement utilis¢ lors de diagnostic antérieur positif, les variables utilisées suivaient
¢galement les choix du questionnaire, a savoir « dantm _carb » pour une piroplasmose
antérieure traitée au Carbésia, « dantm_oxy » pour un traitement a 1’Oxytétracycline,
«dantm_aut » pour un autre traitement utilis¢, et « dantm_nsp » si la personne ne savait pas ou

plus le traitement utilisé. Chacune de ces variables pouvait prendre la valeur « 0 », « 1 » ou
« SO ».

I1.B.2.c. Déplacements de I’animal

La partie suivante concernait les déplacements de 1’animal au cours de sa vie. En effet,
comme nous en avons déja parlé précédemment, la filiere équine se caractérise par des échanges
et des déplacements fréquents des animaux, sur des distances parfois trés importantes. Que ce
soit pour la compétition, le commerce, la reproduction, etc. Il est fort probable qu’un animal
soit amené a fréquenter au cours de ces déplacements des environnements potentiellement a
risque vis a vis des tiques.
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o Achat de I’animal
Une variable « achat » prenait les valeurs « 1 » si I’animal avait été€ acheté et « 0 » si ce n’¢était
pas le cas. Une deuxiéme question a visée descriptive, concernant les lieux ou a vécu le cheval
avant son achat, était ¢galement posée.

o Déplacements a risque de [’animal
Une variable « dep rsp » permettait de coder la réalisation de déplacements jugés a risque par
ce cheval, a savoir des déplacements fréquents, d’une durée supérieure a une semaine et dans
des environnements a priori a risque (boisements, haies, prés peu entretenus). Une deuxiéme
question, codée par une variable « lieu_dep rsq », a visée descriptive, concernant les lieux de
ces déplacements, était également posée.

11.B.2.d. Environnement de vie de I’animal

Venait ensuite un ensemble de questions concernant I’environnement de vie actuel du
cheval. Nous avons effectivement vu que la piroplasmose est avant tout une maladie transmise
par les tiques, et donc directement dépendante de la présence de ses vecteurs dans le milieu.
L’analyse du biotope entourant les chevaux de notre étude est par conséquent indispensable
dans I’analyse de risque de rencontrer des tiques, et in fine d’étre porteur de la piroplasmose.

o Temps passé par l’animal en extérieur
Les tiques vectrices de piroplasmose vivant dans des milieux de type broussaille, haies, sous-
bois, etc., il était tout d’abord nécessaire de caractériser si I’animal vivait ou non en extérieur,
mais aussi le temps qu’il y passait, correspondant au temps de contact potentiel avec des tiques.

Une premiére série de 4 variables qualitatives caractérisait le fait que I’animal vivait ou non en
extérieur, et que cela soit de maniere compléte ou partielle : « alt prin», «alt_ete »,
«alt_ autom » et «alt hiv». Pour chaque saison (printemps, ¢été, automne et hiver
respectivement), la variable prenait la valeur « 0 » si le cheval vivait entiérement au box, la
valeur « 1 » si le cheval alternait entre pré et box, et la valeur « 2 » si le cheval vivait
entierement au pré.

Une deuxi¢me série de 4 variables quantitatives caractérisait le temps passé (en heures, a I’unité
pres) en extérieur en moyenne par jour, et ce a chaque saison : « text_prin », « text_ete »,
« text_autom », « text_hiv ». Cette variable prenait une valeur enticre allant de 0 a 24.

o Type d’enherbement et hauteur d’herbe
Le type d’enherbement des prés utilis¢é par I’animal était codé par 3 variables qualitatives
suivant les propositions du questionnaire : « padd sable » pour les paddocks sans herbe,
« pra_sem » pour les prairies semées et « pra_perm » pour les prairies permanentes. Chaque
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variable pouvait prendre la valeur « 0 », « 1 », ou « SO » pour les chevaux vivant au box toute
I’année.

Pour la hauteur d’herbe, 2 wvariables qualitatives, « herb rase» et « herb haute »,
correspondent aux modalités « herbe rase » et « herbe haute » dans les patures, et pouvant
prendre également les valeurs « 0 », « 1 » ou « SO ».

o Délimitation et entretien des pdtures
Les haies et les bosquets étant des milieux de vie favorables a la survie des tiques, deux
questions concernant le type de bordure et I’entretien des patures ont été posées.

La délimitation des patures était codée par 3 variables qualitatives, nommées « clot » pour les
patures délimitées par une cloture uniquement, « Aaie » si les patures étaient délimitées par des
haies sur au moins 1 coté, et « foret » lorsque de la forét ou des bosquets étaient présents sur au
moins 1 coté.

Deux variables qualitatives, nommées « pre uni » et « pre_hetero », servaient a coder les
modalités « pré uniformément enherbé » et « pré hétérogeéne (ronces, arbrisseaux, etc.) ».

Chacune de ces variables pouvait prendre la valeur « 0 », « 1 » ou « SO ».

o Humidité des patures
L’humidité des patures, et en particulier la présence de points d’eaux dans celles-ci, est
¢galement a priori un facteur de risque de la présence de tiques.

Les modalités d’humidité des patures étaient codées par 3 variables qualitatives, nommeées
« pre_eauprox » pour les patures présentant un point d’eau a proximité (accessible ou non),
« pre_inond » pour les patures inondées une partie de I’année, et « pre_sseau » pour les patures
ne présentant pas de point d’eau naturel. Chacune de ces variables pouvait prendre la valeur
«0», «1»ou«SO».

o Animaux sauvages
Nous avons parlé dans notre premicre partie bibliographique de 1’importance de la faune
sauvage dans les maladies transmises par les tiques. En effet, les petits mammiféres sauvages,
les sangliers, les ongulés, et méme parfois les oiseaux peuvent étre des hotes de tiques. Par
ailleurs, des animaux comme des échassiers ou des ragondins peuvent étre marqueurs de la
présence de milieux humides.

Une premicre variable qualitative, « anx sau », permettait de caractériser le fait que le
propriétaire voyait des animaux sauvages ou leurs traces dans ses prés.
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Une série de 5 variables caractérisait ensuite la fréquence avec laquelle ces animaux sauvages
¢taient vus :

» «anx_an » :une fois par an
» «anx_bimens » : 5 a 6 fois par an
» «anx_mens » : tous les mois
» «anx_sem » : toutes les semaines
» «anx_jour » : tous les jours

Enfin, une série de 7 variables caractérisait les especes observées dans les prés :

« cer » : cervidés

« sang » : sangliers

« ren » : renards

«lap » : lapins

« can » : canards

« ech » : échassiers
«anx_aut » : autres animaux

VVVVVYVYYVYY

I1.B.2.e. Tiques

Apres avoir étudié I’environnement de vie du cheval, la suite du questionnaire nous a
permis de caractériser directement la présence de tiques, observées par le propriétaire.

o Tiques sur le cheval
Nous avons commenceé par caractériser I’observation de tiques par le propriétaire sur le cheval
directement. Une premiere variable qualitative, « tcv », correspondait au fait que le propriétaire
avait déja observé des tiques sur son cheval. Les variables «fcv prin», «tcv_ete»,
«tev_autom », «tcv_hiv», «tcv_nsp » correspondent aux différentes saisons au cours
desquelles ont été observées des tiques sur le cheval par son propriétaire, ainsi que la modalité
«ne sait pas ».

Les variables «tailtcv 12mm», «tailtcv 23mm », «tailtcv 3mm », «tailtcv_nsp »
correspondaient aux gammes de taille des tiques observées : respectivement « 1 a 2 mm »,
«2 a3 mm », « plus de 3 mm », « ne sait pas ».

o Tiques sur les patures
C’est ensuite 1’observation de tiques dans les patures qui était caractérisée, avec les mémes
questions et propositions que pour I’observation des tiques sur le cheval.

La variable « tpre » correspondait au fait que le propriétaire avait déja observé des tiques dans
ses patures. Les variables «fpre prin», «tpre_ete», «tpre_automy», «tpre_hivy,
«tpre_nsp » correspondaient aux différentes saisons auxquelles avaient été observées des
tiques dans les patures par le propriétaire, ainsi que la modalité « ne sait pas ».
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Les wvariables «tailtpre 12mm », «tailtpre 23mm », « tailtpre 3mm », « tailtpre nsp »
correspondaient aux gammes de taille des tiques observées : « 1 a2 mm », « 2 a 3 mm », « plus
de 3 mm », « ne sait pas ».

I1.B.2.f. Compagnons

Enfin, étaient caractérisés les compagnons du cheval dans la pature, ainsi que les
animaux domestiques qu’il rencontrait.

o Compagnons de pature

Pour chaque saison, 5 variables qualitatives servaient a coder les différentes modalités
proposées dans le questionnaire quant aux compagnons de pature du cheval. Au printemps,
« comp_prin » codait pour le fait que le cheval présentait ou non des compagnons de pature au
printemps. « comp _prin_cv», «comp_prin_bvy», «comp prin_pr», «comp prin_aut »
caractérisaient quels compagnons de pature avait le cheval, a savoir respectivement d’autres
chevaux, des bovins, des petits ruminants ou d’autres animaux d’élevage. Les mémes variables,
assorties du déterminant ad hoc (« ete », « autom », « hiv »), étaient utilisées pour les autres
saisons.

o Compagnons domestiques
Des variables qualitatives ont également été créées pour caractériser la présence d’animaux
domestiques dans 1’environnement de vie du cheval. Les variables « chien », «chat»,
« dom_aut » codaient pour les especes présentes.

La variable « tdom » caractérisait le fait que le propriétaire avait ou non déja observé des tiques
sur ces animaux domestiques.

I1.B.3. Recueil des données paracliniques

Parallelement a cela, les données paracliniques des examens hémato-biochimiques
¢taient également récupérées, via Clovis, le logiciel de clinique des CHUV. Comme pour les
données d’environnement, les données hémato-biochimiques étaient rentrées dans un tableau
Excel, sous divers noms de variables quantitatives.

120



o Données hématologiques
Les valeurs de la lignée blanche étaient codées par des variables nommées « gb »,
«neutro_mat », « neutro-hypo », « lympho », « mono », «eosino », baso », correspondant
respectivement aux valeurs du comptage des globules blancs, des granulocytes neutrophiles
matures, des granulocytes neutrophiles hyposegmentés, des lymphocytes, des monocytes, des
granulocytes éosinophiles et des granulocytes basophiles.

Les valeurs de la lignée rouge étaient codées par les variables notées « gr», « hg », « ht »,
«vgm», «tcmh», « ccmh », correspondant respectivement aux valeurs du comptage des
globules rouges, du taux d’hémoglobine, de I’hématocrite, du VGM, du TCMH et du CCMH.

La valeur du comptage thrombocytaire était codée par la variable « plt », pour plaquettes.

o Données biochimiques
Les valeurs des données biochimiques étaient codées par des variables nommées « creat »,
«uree », « pal », « asat », « ggt », « bili_tot », « ck », « pt », « alb », « fibri », « glu », « lac »,
pour respectivement la créatinine, 1’urée, les PAL, les ASAT, les gamma-GT, la bilirubine
totale, les CK, les protéines totales, 1’albumine, le fibrinogene, le glucose et les lactates.

o Données du ionogramme
Les valeurs de concentration sanguine en sodium, potassium et chlore ont été codée par les
variables « sod », « pota », « chlo » respectivement.

II.B.4. Recodage de certaines variables

I1.B.4.a. Race, robe et lieu de vie

Il est rapidement apparu que certaines races et certaines robes étaient largement
représentées, comparativement a d’autres. La race « Selle frangais » est majoritairement
représentée, avec 108 individus sur 343, tandis que le « Cruzado », le « Haflinger », ou le cheval
« Camarguais » par exemple, ne sont représentés que par un individu chacun. De méme, les
robes « Bai » et « Alezan » sont largement majoritaires chez les chevaux de cette étude.

Par ailleurs, du fait que les chevaux participant a cette étude soient vus en consultation dans les
écoles vétérinaires, certains départements de vie sont trés largement surreprésentés. Ainsi, la
Loire-Atlantique (44), le Rhone (69) et les Yvelines (78) rassemblent 132 des 343 chevaux de
I’étude.

Il a donc été créé 3 nouvelles variables, nommées « race freq », « robe freq » et
«dpt_freq » avec un seuil, grace auquel nous avons rassemblé sous une méme modalité
« autre » les races, robes et départements sous-représentés, afin de faciliter ’analyse statistique
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ultérieurement. Ainsi, les modalités de race, robe et département pour lesquelles nous avions
moins de 10 individus étaient rassemblées dans cette catégorie « autre ».

I1.B.4.b. Autres animaux sauvages observés

Grace a la possibilité laissée aux propriétaires de noter les « autres animaux sauvages »
observés dans leurs prés ne faisant pas partie des réponses proposées, il est vite apparu que les
ragondins et les faisans étaient régulierement observés. Les ragondins étant des marqueurs d’un
milieu humide, et les faisans d’un milieu plutot forestier, il nous est paru intéressant d’intégrer
ces animaux a nos variables explicatives. Nous avons donc créé 2 nouvelles variables
qualitatives, codées en « 0 » ou « 1 », nommées « rag » et « fais », reprenant ces possibilités de
réponse.

II.C. Analyse moléculaire des échantillons sanguins

II.C.1. Récupération et préparation des €chantillons sanguins

A la réception du tube de sang, celui-ci était nettoyé a 1’extérieur sous 1’eau, puis
pulvérisé d’alcool a 70°. Deux étalements directs, notés SD, étaient immédiatement réalisés
avec 3 uL de sang total.

Le tube de sang était ensuite centrifugé (2 200 tours / minute, 10 minutes) et le plasma
était collecté. Environ 1,8 mL du culot (globules rouges + buffy coat) étaient mélangés a 5 mL
d’une solution de PBS (Phosphate Buffered Saline). Le tube était de nouveau centrifugé et le
surnageant (PBS) était éliminé. Un volume de PBS égal au volume de globules rouges était
ajouté, puis le tube était homogénéisé, et aliquoté en tubes eppendorf. Un tube de 200 pL était
utilisé pour I’extraction d’ADN, et 2 tubes de 1 500 pL étaient conservés a -20°C.

Deux nouvelles lames d’étalement sanguin, notées GR, étaient réalisées a partir de 5 uL
de ce tube. Les lames SD et GR étaient colorées au May-Griinwald-Giemsa et observées au
microscope optique. Deux lames SD et GR étaient quant a elles conservées (cf. Annexe 4).

L’extraction de I’ADN génomique était ensuite réalisée en utilisant le kit Macherey-
Nagel « NucleoSpin Blood » (cf. Annexe 5).
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II.C.2. Recherche de I’ADN parasitaire par PCR dans les échantillons sanguins
(cf. Annexe 6)

La recherche des parasites dans nos échantillons se base sur la technique de PCR nichée,
afin d’amplifier ’ADN parasitaire s’il est présent dans 1’échantillon. Lors d’une PCR nichée, 2
PCR sont réalisées successivement (la 2° PCR étant dite « nichée » sur la premicre), en utilisant
3 couples d’amorces différents. Le premier couple d’amorces, utilisé pour la premiere PCR, se
fixe indifféremment a 7. equi et B. caballi. Deux autres couples d’amorces, spécifiques de
chaque parasite, sont utilisés pour la deuxi¢éme PCR.

Un mélange réactionnel, ou mix, est réalisé avec le premier couple d’amorces, une ADN
polymérase, une solution tampon, des désoxyribonucléotides, du MgCl» et de I’eau. Un mélange
de 20 pL de ce mix et de 7 pL. d’extrait d’ADN obtenu a partir du tube de sang (cf. I1.C.1.a.)
est réalis¢ dans un microtube, qui est ensuite mis dans le thermocycleur.

Deux nouveaux mix sont préparés, de la méme manic€re que précédemment, mais en
utilisant les amorces spécifiques a chaque parasite. Un mélange de 20 pL de mix et de 10 pL
des produits de la premiére PCR apres dilution au 1/100° est fait dans de nouveaux microtubes,
qui sont ensuite mis dans le thermocycleur.

Avec le méme protocole, des témoins négatifs et positifs sont réalisés respectivement a
partir d’eau ou d’ADN extraits du sang de chevaux détectés positifs (CV19-07, CV19-08,
CV19-16). Le témoin négatif permet de contrdler 1’absence de contamination par de I’ADN de
I’environnement au cours de 1’extraction ou de I’amplification PCR. Le témoin positif permet
de s’assurer que le protocole a fonctionné.

Apres les cycles d’amplification, 5 pL du produit de PCR est utilisé pour migration sur
gel d’agarose a 1%. L’utilisation d’un marqueur permet ensuite la lecture de cette migration.
Le poids moléculaire attendu du produit d’amplification est d’environ 1250 paires de bases pour
T. equi, et 910 paires de bases pour B. caballi. Les échantillons non utilisés pour la migration
sur gel d’agarose sont stockés a 4°C.

Les résultats positifs sont confirmés par un séquencage de I’ADN du parasite détecté
(EuroFins).
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IL.D. Analyse statistique

L’ensemble de nos tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel R (version 4.0.3).

I1.D.1. Analyse statistique univariée

I1.D.1.a. Analyse statistique univariée des variables qualitatives

Nous avons utilis¢ pour cela le test exact de Fisher bilatéral, et le test du Khi 2. Le test
exact de Fisher nous permettait la comparaison de deux variables qualitatives a deux modalités,
et le test du Khi 2 la comparaison de deux variables multimodales, afin de tester I’existence
d’un lien statistique. Certaines variables ont été codées de différentes manicres (passage de la
multimodalité a la bimodalité) afin de tester différemment leur éventuel impact sur le portage
parasitaire.

IL.D.1.b. Analyse statistique univariée des variables quantitatives

Cette analyse ne concerne que quelques-unes de nos variables potentiellement
explicatives, a savoir la taille du cheval, son age et le temps passé en extérieur a chaque saison.
Nous avons pour cela utilisé le test de Wilcoxon-Mann-Whitney dont le principe est d’évaluer
si deux échantillons quantitatifs proviennent d’une méme distribution ou non.

Ce test statistique a également été utilisé pour le traitement des résultats des analyses hémato-
biochimiques.

[1.D.2. Analyse statistique multivariée

L’analyse multivariée s’est déroulée en plusieurs étapes. Tout d’abord, la réalisation de
matrices de corrélation nous a permis de vérifier 1’absence de corrélation entre les variables
d’intérét. Il nous a été ainsi possible de choisir les variables les plus intéressantes pour 1’analyse
statistique multivariée. Nous avons ensuite utilisé la méthode de la régression logistique,
appliquée aux variables sélectionnées via I’analyse univariée, les données bibliographiques, et
les matrices de corrélation, pour créer un modele, par procédure ascendante, descendante ou
mixte.
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I11. Résultats

III.A. Résultats du questionnaire

II.A.1. Répartition géographique des chevaux de 1’étude

Les 4 écoles vétérinaires ayant participé au projet, il a été possible d’avoir des chevaux
provenant d’une grande partie du territoire frangais métropolitain. Grace a la variable « dpt »,
dans laquelle nous rentrions le département de vie du cheval, il a été possible de réaliser une
carte géographique résumant la répartition des chevaux ayant participé a 1’étude en France
(cf. Figure 34). Le fond de carte initial a été récupéré sur le site de I’'IGN (source :
https://www.ign.fr/institut/ressources-pedagogiques).
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+ Nantes ® Cheval négatif aux 2 parasites
* Lyon ® Cheval positif & au moins 1 parasite
H# Toulouse

Y Maison-Alfort

Figure 34 : Répartition géographique de la population d'étude

On peut noter que la majorité des chevaux de I’étude sont regroupés autour des écoles
vétérinaires, ou dans un département limitrophe. Il existe tout de méme quelques exceptions,
avec la participation de chevaux éloignés des écoles.
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II1.A.2. Description des chevaux

L’age des 341 chevaux participants a cette étude s’é¢tend de 6 mois a 31 ans, avec une
moyenne a 11,1 ans, une médiane a 10 ans, et un premier et troisiéme quartile a 6 ans et 15 ans
respectivement (cf. Figure 35 et Annexe 7). Ce sont donc des chevaux plutot jeunes ainsi que
des jeunes adultes qui représentent la majorité de notre population d’étude.

Concernant le sexe des chevaux de 1’étude, nous avons une majorité de femelles avec 153
individus, puis des hongres avec 144 individus, et enfin une minorité¢ de males entiers avec 44
individus (cf. Figure 35).
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Figure 35 : Distribution des Ages de la population d'étude (gauche) et répartition des individus selon leur sexe (droite).

Les données de race, de robe et de département étaient quant a elles beaucoup plus
variables. Quarante races d’équidés sont représentées parmi notre population d’étude.
Cependant, les individus sont loin d’étre distribués de facon équivalente entre toutes ces races.
En effet, la race Selle Frangais est largement sur-représentée avec 108 individus (soit prés d’un
tiers des chevaux), les deux races suivantes les plus représentées étant le Trotteur Francais et
les chevaux ONC avec 27 individus. Une majorité des races sont quant a elles sous-représentées
avec seulement quelques individus (cf. Annexe 7 et Figure 36).

De maniere similaire, la robe « Bai » est largement sur-représentée avec 130 individus
(soit plus d’un tiers des chevaux), suivie de la robe « Alezan » avec 69 individus et « Gris »
avec 47 individus. Quatre des 10 modalités de robe présentes dans notre étude sont quant a elles
sous-représentées avec moins de 3 individus (cf. Annexe 7 et Figure 36).

Les départements d’origine des chevaux sont eux aussi distribués de maniére non
homogeéne. Comme nous avons pu 1’observer visuellement sur la Figure 34, la majorité des
chevaux de I’étude sont rassemblés autour des écoles vétérinaires. Ainsi, sur les 53
départements représentés dans notre étude, 36 possédent 5 individus ou moins, et seuls 7
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posseédent plus de 10 individus : la Loire-Atlantique (44), département de Nantes, le Rhone
(69), département de Lyon, les Yvelines (78), département de région parisienne, le Loir-et-Cher
(41), la Haute-Garonne (31), département de Toulouse, 1’Isére (38), département limitrophe de
Lyon et le Morbihan (56), département limitrophe de Nantes (cf. Annexe 7 et Figure 37).

15 7 .
u SF 15 5% 2% H Bai
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BTE H Alezan
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B ONC 42% M Gris
EPS H Noir
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m<15 H Pie
7% 27 9% individus 69 m<15
9% 23% individus

Figure 36 : Répartition des individus de I'étude selon leur race (gauche) et leur robe (droite)
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Figure 37 : Répartition des individus de I'étude selon leur département d'origine

Concernant les activités pratiquées par les chevaux de I’étude, nous pouvons noter que
pres de la moitié pratiquaient de la compétition (150/317) et/ou du loisir (152/317). Environ un
tiers des chevaux étaient utilisés pour une activité de promenade (91/317) et environ 5% des
chevaux avaient une activité de reproduction (15/317) (cf. Annexe 7).

Dix-huit chevaux étaient a la retraite, et 23 chevaux avaient une « autre activité », pouvant étre
de I’attelage, de I’¢élevage (pour les jeunes poulains encore non débourrés), de la chasse, etc.
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II1.A.3. Description des antécédents de piroplasmose

Sur les 317 participants ayant répondu a la question, 30 ont déja été testés positifs a la
piroplasmose un jour.

III.A.3.a. Technique diagnostique utilisée

La question concernant la technique diagnostique utilisée offrait 4 choix, avec la
possibilité de cocher plusieurs réponses :

» « frotti sanguin »,
» «sérologie »,

» «PCR »,

» «ne sait pas ».

Sur les 29 individus ayant répondu a cette question :

» 15 individus ont eu un diagnostic par sérologie uniquement,
» 3 individus ont eu un diagnostic par PCR uniquement,

» 1 individu a eu un diagnostic par PCR et sérologie,

» 1 individu a eu un diagnostic par PCR, sérologie et frotti sanguin,

» 9 individus ne savent pas.

On voit que la sérologie est la technique la plus fréquemment utilisée, avec 17 individus
sur 29 en ayant eu au moins une, soit 59% des chevaux.

II1.A.3.b. Parasite incriminé

Sur les 29 participants ayant répondu a cette question :

6 individus ont déja eu un diagnostic antérieur positif a 7. equi,

5 individus ont déja eu un diagnostic antérieur positif a B. caballi,

1 individu a déja eu un diagnostic antérieur positif a 7. equi et B. caballi,
17 individus ne savent pas.

YV VYV

I1 est intéressant pour cette question de noter la forte proportion de « ne sait pas » (17/29,
soit 59% des réponses). Plusieurs explications peuvent étre trouvées a cela. Premi¢rement, il
est fort possible que, hormis le nom général de « piroplasmose », le nom des parasites soit
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inconnu des propriétaires. Une autre possibilité pourrait étre qu’aucun diagnostic de certitude
ne soit réalisé lors de la suspicion de piroplasmose. En effet, il n’est pas rare, particuliérement
dans le Sud de la France ou la piroplasmose est fréquente, de traiter les animaux suspects « a
I’aveugle ». Par conséquent, il est tout a fait possible que le participant ait coché « oui » a la
question concernant un éventuel diagnostic antérieur de piroplasmose, sans pour autant qu’un
réel diagnostic de certitude n’ait été réalisé.

III.A.3.c. Traitement mis en place

Sur les 28 participants ayant répondu a cette question :

16 ont été traités avec de I’imidocarbe uniquement,

2 ont été traités avec de I’oxytétracycline uniquement,

3 ont été traités avec un « autre médicament » (non précise),
2 ont été traités avec de I’imidocarbe et de 1’oxytétracycline,
5 ne savent pas.

YVVVVYVYY

On peut noter que I’imidocarbe est le traitement le plus fréquemment mis en place, avec
18 individus qui en ont regu a I’occasion de leur épisode de piroplasmose, seul ou en
association, soit 64% des chevaux.

[II.A.4. Description des environnements de vie

I11.A.4.a. Description du paturage

o Temps passé en extérieur

La question était posée pour chaque saison, le participant ayant la possibilité
derenseigner le nombre d’heures par jour passées au pré par son cheval. Que ce soit par la
variable qualitative « alt X », ou quantitative «text X » (« X » étant le suffixe servant a
désigner la saison), nous pouvons noter que la distribution des individus est trés hétérogene,
avec une majorit¢ de chevaux passant 24/24h au pré (cf. Annexe 7 et Figure 38). Avec une
médiane a « 24h » quelle que soit la saison, on a une majorité des chevaux avec des temps en
extérieur longs.
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Figure 38 : Répartition des individus en fonction du temps passé au pré chaque jour

I1 est tout de méme possible de noter que les individus vivent un peu plus en extérieur
au printemps et en été, et plus au box en hiver. Les différences sont cependant relativement
faibles, avec une majorité d’individus en permanence dehors, quelle que soit la saison. On voit
¢galement qu’aprés 12h, nous passons directement a 24h, sans durée intermédiaire. Cela
s’explique probablement par le fait que les propriétaires mettent leur cheval au pré durant la
journée, et le rentrent au box la nuit. Enfin, on peut noter que 12 individus sur nos 343
participants sont toute I’année au box.

o Type de patures

La répartition des individus en fonction du type de patures dans lesquelles ils vont est
elle aussi assez hétérogeéne, avec une nette sur-représentation des prairies permanentes. En effet,
237 chevaux sur les 302 qui paturent vont dans au moins une prairie permanente, soit 78% des
individus. Cinquante-deux chevaux vont dans au moins une prairie semée, soit 17% des
individus, et 71 chevaux vont dans au moins une prairie permanente, soit 24% des individus
(cf. Annexe 7). Par ailleurs, on peut noter que 54 chevaux, soit 18% des individus, vont dans
plusieurs types de patures (cf. Figure 39).
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Figure 39 : Répartition des individus en fonction du type de patures fréquentées

o Hauteur d’herbe et hétérogeénéité des pdatures

Parmi les 300 individus ayant répondu a la question sur la hauteur d’herbe, 127 ont
coché que leur cheval fréquente au moins une pature avec de I’herbe rase, et 186 ont coché que
leur cheval fréquente au moins une pature avec de 1’herbe parfois haute. Ainsi, ce sont 13
individus qui ont coché les 2 réponses, a savoir que leur cheval fréquente différents types de
patures, certaines ayant une herbe haute et d’autres wune herbe rase
(cf. Annexe 7 et Figure 40-A).

Parmi les 273 individus ayant répondu a la question sur I’hétérogénéité des patures, 143
ont coché que leur cheval fréquente des prés uniformément enherbés, et 139 ont coché que leur
cheval fréquente des prés hétérogénes, avec buissons, ronces, arbustes, etc. Ainsi, ce sont 9
individus qui ont coché les 2 réponses, a savoir que leur cheval va fréquenter des patures
uniformes et des patures hétérogenes (cf. Annexe 7 et Figure 40-B).

13
A % 114 -
m herbe rase m pre uniforme
38% 134
m herbe haute 4% m pré hétérogéne
m herbe rase + m pré uniforme +
haute pré hétérogéne

Figure 40 : Répartition des individus en fonction de la hauteur d'herbe des patures fréquentées (A) et de
I’hétérogénéité des patures (B)
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o Type de bordure

Parmi les 310 individus ayant répondu a la question, il y a 148 chevaux qui fréquentent
des patures entourées d’une cloture artificielle seule, 126 qui fréquentent des patures dont au
moins un coté est bordé par des haies, et 97 qui fréquentent des patures dont au moins un coté
est bord¢ par de la forét. On peut également noter que 59 chevaux fréquentent des patures
entourées de haies et de foréts (cf. Annexe 7 et Figure 41).

59

H cl6tures artificielles

38
12%

H haies

m forét

W haies + forét

Figure 41 : Répartition des individus en fonction du type de bordure

o Humidité des patures

Parmi les 306 individus ayant répondu a cette question, 113 fréquentent des patures
présentant un point d’eau a proximité, accessible ou non aux chevaux, 40 fréquentent des
patures partiellement inondées durant une partie de 1’année, et 183 fréquentent des patures
plutot seches, non inondées et sans point d’eau a proximité. Par ailleurs, 19 chevaux fréquentent
des patures avec un point d’eau a proximité et inondées une partie de I’année (cf. Annexe 7 et
Figure 42).

19
6%

21
6%

M pré sec

H pointd'eau a
proximité

M pré inondé

M pointd'eau a
proximité + inondé

Figure 42 : Répartition des individus en fonction de 1'humidité des patures qu'ils fréquentent
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IT1.A.4.b. Description des interactions avec la faune sauvage

Parmi les 321 chevaux au paturage et pour lesquels nous avons une réponse a cette
question, ce sont 270 chevaux, soit 84% des individus, pour lesquels les propriétaires voient,
plus ou moins régulierement, des animaux sauvages ou leurs traces dans les prés. La fréquence
de visualisation de ces animaux est assez variable (cf. Annexe 7).

Les différentes espéces proposées par le questionnaire sont observées dans des proportions
assez variables (cf. Annexe 7). L’animal le plus fréquemment observé est le lapin, avec 214
individus en observant sur les 262 concernés. Il est suivi des cerfs, des sangliers et des renards,
avec 162, 157 et 148 réponses positives respectivement. Enfin, les échassiers, les canards, les
ragondins et les faisans sont moins fréquemment observés, avec 68, 68, 30 et 18 réponses
positives respectivement.

ITI.A.4.c. Description des relations avec les tiques

o Les tiques du cheval (cf. Annexe 7)

Parmi les 330 individus ayant répondu a cette question, ce sont 228 qui ont déja vu des
tiques sur leur cheval, soit 69% des chevaux.

Ces tiques sont le plus souvent observées au printemps (185/228 = 81% des chevaux) et
en été (163/228 = 71% des chevaux), et un peu moins fréquemment en automne (116/228 =
51% des chevaux) et en hiver (82/228 = 36% des chevaux).

Concernant la taille des tiques, sur les 227 réponses obtenues, nous pouvons noter que
ce sont majoritairement des tiques de taille moyenne qui sont vues («2-3 mm» :
182/227 = 80% des chevaux) et un peu moins fréquemment des tiques de petite taille (« 1-2
mm » : 155/227 = 68% des chevaux) ou de grande taille («> 3 mm » : 141/227 = 42% des
chevaux).

o Les tiques du pré (cf. Annexe 7)

Parmi les 293 individus ayant répondu a cette question, ce sont 113 qui ont déja vu des
tiques dans leurs prés, soit 39% des chevaux.

Ces tiques sont le plus souvent observées au printemps (87/107 = 81% des chevaux) et
en été (80/109 = 73% des chevaux), et un peu moins fréquemment en automne
(58/107 = 54% des chevaux) et en hiver (40/99 = 40% des chevaux). On peut voir que les
effectifs totaux changent a chaque saison. En effet, cette question d’observation de tiques dans
les prés fréquentés par le cheval ne concerne que les chevaux au pré. Ainsi, les chevaux vivant

134



au box a la saison concernée ne sont pas comptés dans I’effectif total, la question étant « sans
objet » pour eux.

Concernant la taille des tiques, sur les 109 réponses obtenues, nous pouvons noter que
les tiques les plus fréquemment observées sont les plus grosses. Des tiques de plus de 3 mm
sont observées dans 76% des cas (83/109) ; des tiques de 2-3 mm sont observées dans
72% des cas (78/109) ; et des tiques de 1-2 mm sont observées dans 49% des cas (53/109).

IT1.A.4.d. Description des relations avec d’autres compagnons de pature

Quelle que soit la saison considérée, on peut noter qu’une majorité des animaux vivent
en groupe quand ils sont au pré. En effet, a chaque saison, c’est entre 78% et 79% des individus
qui ont des compagnons de pature (cf. Annexe 7).

Concernant les espéces avec lesquelles ces chevaux paturent, ce sont trés majoritairement
d’autres équidés. En effet, quelle que soit la saison, parmi les chevaux qui paturent en groupe,
entre 96% et 97% le font avec d’autres €quidés. On peut également noter que 6 individus
paturent avec des petits ruminants toute 1’année ; qu’un individu pature avec des bovins au
printemps, en été et en hiver ; et enfin qu’un individu pature aux c6tés de lamas toute I’année
(cf. Annexe 7).

I11.A.4.e. Description des relations avec les animaux domestiques

Prés de deux tiers des individus cotoient des chiens (222/319 = 70% des chevaux), et un
peu moins de la moitié des individus cotoient régulierement des chats (139/319 = 44%). Enfin,
on peut noter que parmi ces individus, 55% des propriétaires voient des tiques sur ces animaux
domestiques (cf. Annexe 7).

II1.B. Résultats des analyses moléculaires

Les résultats de 1’analyse PCR pour T. equi et B. caballi étaient compilés dans un fichier
Excel au fur et a mesure de leur arrivée.
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III.B.1. Résultats a I’échelle de la France

Sur les 343 chevaux participants :

» 130 étaient positifs a au moins I’un des deux parasites,
» 123 étaient positifs a 7. equi,
» 10 étaient positifs a B. caballi.

Cela correspond a un taux de positivit¢ moyen de 37,9% (ICos: [32,8 - 43,3]), dont

35,9% (ICos : [30,8 — 41,2]) de positivité a T. equi, 2,9% (ICos : [1,5 — 5,5]) de positivité a
B. caballi et 0,9% (ICos : [0,2 — 2,5]) de positivité aux 2 parasites.

II1.B.2. Résultats par école

II1.B.2.a. Nantes

A Nantes, sur les 150 chevaux participants, 47 sont positifs a 7. equi et aucun n’est
positif a B. caballi. Cela correspond a un taux de positivité de 31,3% (ICos : [24,2 — 39,5]) pour
T. equi et 0% pour B. caballi (cf. Figure 43).

II1.B.2.b. Maisons-Alfort

A Maisons-Alfort, sur les 79 chevaux participants, 13 sont positifs a 7. equi et 3 sont
positifs a B. caballi. Cela correspond a un taux de positivité de 16,5% (ICos : [9,4 — 26,9]) pour
T. equi et 3,8% (ICos : [0,8 — 10,7]) pour B. caballi (cf. Figure 43).

II1.B.2.c. Lyon

A Lyon, sur les 80 chevaux participants, 46 sont positifs a 7. equi et 7 sont positifs a
B. caballi. Cela correspond a un taux de positivité de 57,5% (ICos : [46 — 68,3]) pour T. equi et
8,8% (ICos : [3,9 — 17,7]) pour B. caballi, dont 3,8% (ICos : [0,8 — 10,6]) de positivité aux 2
parasites (cf. Figure 43).
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1I1.B.2.d. Toulouse

A Toulouse, sur les 34 chevaux participants, 17 sont positifs & 7. equi et aucun n’est
positif & B. caballi. Cela correspond a un taux de positivité de 50% (ICos . [34,1 — 65,9]) pour
T. equi et 0% pour B. caballi (cf. Figure 43).

Nantes Maisons-Alfort

13 4%
16%

m Mégatik
m T. equi
7
Lyon 9% = B. cabaili Toulouse

Figure 43 : Taux de positivité a Theileria equi et Babesia caballi

III.C. Approche statistique et modélisation du risque

Cette approche statistique a été réalisée dans 1’objectif de trouver d’éventuelles variables
explicatives de la positivité a 7. equi. Avec seulement 10 individus positifs a B. caballi,
I’approche de la positivité a ce parasite sera uniquement descriptive.

Les effectifs notés en gras correspondent aux effectifs anormalement élevés. Les p-value
significatives (< 0,05) sont en rouge et gras et les tendances (0,05 < p-value < 0,2) sont en
italique et gras.
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III.C.1. Analyse univariée a I’échelle de la France

ITI.C.1.a. Données propres aux chevaux

Nous avons commencé par tester le lien entre la positivité a 7. equi et les données
propres aux chevaux. Pour les données d’activité et de déplacements a risque, nous avons utilisé
le test exact de Fisher (cf. Tableau IX). Pour les données quantitatives d’age et de taille, nous
avons utilisé le test de Wilcoxon-Mann-Whitney (cf. Tableau X). Pour les données de sexe, de
race, de robe, de département d’origine et d’école d’origine, nous avons utilis¢ le test du Khi2
ainsi que le test exact de Fisher pour les départements avec un effectif faible
(cf. Tableau XI et XII).

Tableau IX : Lien entre utilisation du cheval, déplacements a risque et positivité a Theileria equi

Positifs Négatifs
Oui 49 101
Compétition 0,24
Non ’ 66 101 ’
| Oui | 61 91 |
Loisir 0,20
Non ’ 54 111 ‘
| Oui | 39 52 |
Promenade 0,16
Non ’ 76 150 ‘
| Oui | 6 9 |
Reproduction ’ 0,79 ’
Non 109 193
| Oui | 6 12 |
Retraite 1
Non ’ 109 191 ‘
| Oui | 14 26 |
Déplacements 0.86
S Non | 94 159 |

Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test exact de Fisher
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Tableau X : Lien entre Age, taille et positivité a Theileria equi

Positifs Négatifs
| A i 0,38
Age (années) 11,42 10,84
| | 0,58 |
Taille (cm) 156,7 159,1

Les valeurs correspondent a I’age moyen et la taille moyenne de chaque effectif
Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test de Wilcoxon-Mann-Whitney

Tableau XI : Lien entre sexe, race, robe, département et école d’origine et positivité a Theileria equi

Positifs Négatifs
| Maile 16 28
Sexe Femelle 56 0,98 97
Hongre 51 93
| SF | 34 74
TF ‘ 6 21
Race PS ‘ 7 0,037 12
ONC | 17 10
oC ‘ 5 10
Bai ‘ 41 89
Alezan ‘ 25 44
Robe 0,46
Gris \ 20 27
Noir ‘ 9 14
Loire- ‘
atlantique 24 54
(44)
Département Rhone (69) 19 0.041 16
d’origine . ’
Yvelines 3 16
(78)
Loir-et- ‘
Cher (41) 3 9
| Nantes | 47 103
Maisons-
Ecole Alfort 13 25107 66
d’origine Lyon ‘ 46 34
Toulouse ‘ 17 17

Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test du Khi2
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Tableau XII : Lien entre les départements 31 et 56 et la positivité a Theileria equi

Positifs Négatifs

Haute- Oui 8 o 4
Garonne (31) Non ’ 115 200 |
| o |

Oui 5 6

Morbihan 0.75
(56) ’
Non 118 198

Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test exact de Fisher

Pour les données propres aux chevaux, on voit que 3 variables sont significativement
liées a la positivité a T. equi : la race, le département d’origine et 1’école d’origine.

L’¢étude des résidus standardisés de Haberman sur les tests du Khi2 nous montre que :

La race « ONC » est plus souvent positive a 7. equi,

Les chevaux du département du Rhone (69) sont plus souvent positifs a 7. equi,
Les chevaux vus a Lyon sont plus souvent positifs a 7. equi,

Les chevaux vus a Toulouse ont tendance a étre plus positifs a 7. equi,

YV VYV

Les chevaux vus a Maisons-Alfort sont plus souvent négatifs a 7. equi,
Les chevaux du département des Yvelines (78) sont plus souvent négatifs a 7. equi.

VvV V

Par ailleurs, le test exact de Fisher nous montre que :

» Les chevaux du département de la Haute-Garonne (31) ont tendance a étre plus
souvent positifs a 7. equi.

Il est important de noter que de fortes corrélations existent entre plusieurs de ces
variables. En effet, il est évident que les écoles d’origine et les départements d’origine sont
intimement liés : le département 69 correspondant a la localisation de 1’école de Lyon, le
département 78 ne regroupant que des chevaux ayant consulté a Maisons-Alfort, le département
31 correspondant a la localisation de 1’école de Toulouse. Ce qui semble ressortir au final, c’est
que les départements du Sud semblent plus touchés par 7. equi que ceux plus au Nord.

De plus, on peut noter que la répartition des races entre les écoles est hétérogene, les
animaux de race « ONC » étant significativement plus fréquents a Lyon (cf. Tableau XIII).
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Tableau XIII : Répartition des chevaux ONC entre Lyon et les autres écoles

Lyon Autre école
Oui 11 16
ONC 0,024
Non 59 241

La valeur au centre correspond a la p-value du test exact de Fisher

II1.C.1.b. Antécédents de piroplasmose

Nous avons testé le lien entre 1’existence d’un diagnostic antérieur de piroplasmose
positif et la positivité a 7. equi aujourd’hui, avec un test exact de Fisher (cf. Tableau XIV).

Tableau XIV : Lien entre positivité antérieure a la piroplasmose et positivité aujourd’hui a Theileria equi

Positifs Négatifs
Diagnostic Oui 15 15
antérieur 0,11
positif Non 99 188

La valeur au centre correspond a la p-value du test exact de Fisher

Il ne semble pas y avoir de lien statistique entre le fait d’avoir été un jour positif a la
piroplasmose et le fait d’étre positif a 7. equi aujourd’hui. Les autres questions concernant
I’existence d’un diagnostic antérieur positif de piroplasmose concernaient trop peu d’individus
pour faire 1’objet de tests statistiques (cf. /[1.4.3.).

III.C.1.c. Temps de paturage

Pour tester le lien entre temps de paturage et positivité a 7. equi, nous avons, pour
chaque saison, testé nos 2 variables « alt X » et « text X ». Cela nous a permis de tester deux
niveaux de précision de cette information :

» la variable « temps en extérieur a la saison X», quantitative, avec le test de Wilcoxon-
Mann-Whitney (cf. Tableau XV),
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» lavariable « alternance a la saison X », qualitative a 3 modalités (« 0 » pour les chevaux

au box, « 1 » pour les chevaux paturant entre 1 et 12h par jour, et « 2 » pour les chevaux
24/24h au pré) avec le test du Khi2 (cf. Tableau XVI).

Tableau XV : Lien entre temps de pAturage a chaque saison et positivité a Theileria equi (quantitatif)

Positifs Négatifs
0,00049

Printemps 19,7 16,0
0,0049

Eté 20,2 17,2
0,00096

Automne 18,7 15,0
0,00051

Hiver 17,4 13,3

Les valeurs correspondent a la moyenne en heure du temps passé en extérieur a chaque saison
Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test de Wilcoxon-Mann-Whitney

Tableau XVI : Lien entre temps de paturage a chaque saison et positivité a Theileria equi (qualitatif)

Positifs | Négatifs

Oh 3 18

Printemps [1h— 12h] 32 0,0036 79
24h 85 111

Oh | 3 12

Eté [Th— 12h] 31 0,068 72
24h ‘ 86 124

Oh | 4 19

Automne [Th—12h] ‘ 42 0,0065 94
24h | 74 92

Oh | 8 32 |

Hiver [1h — 12h] 42 0,0013 93
24h ‘ 70 79

Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test du Khi2
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On peut noter qu’a chaque saison, on a un lien significatif entre passer du temps au pré
et etre positif a 7. equi, mis a part pour la variable qualitative d’alternance en été, ou on a une
simple tendance (0,05 < p-value < 0,1). Plus les chevaux paturent longtemps, plus le risque
d’étre positif a 7. equi augmente.

III.C.1.d. Caractéristiques des patures

Pour tester I’existence d’un lien entre les caractéristiques des patures et la positivité a
T. equi, nous avons réalisé des tests exacts de Fisher (cf. Tableau XVII).

Tableau XVII : Lien entre les caractéristiques des patures et positivité a Theileria equi

Positifs Négatifs
P Oui 17 54
addock en 0,0075
sable
Non 97 134
Oui 13 39
Prairie semée 0,041
Non 101 149
.. Oui 98 139
Prairie . 0,014
rmanen
Sl Non 16 49
Oui 53 74
Herbe rase 0,23
Non 60 113
Oui 67 119
Herbe haute 0,54
Non 46 68
Oui 57 86
Enherbement 0.80
homogéne Non 49 81
Oui 52 87
Enherbement
ror - 0,71
hétérogéne
Non 54 80

Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test exact de Fisher
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YV VYV

Tableau XVII : Lien entre les caractéristiques des patures et positivité a Theileria equi (suite)

Positifs Négatifs

Oui 47 101

Cloture seule 0,077
Non 68 94
. Oui 52 74

ilal(els en 0.23
ordure Non 63 121
Oui 55

Forét en 42 0.13
bordure Non 73 140
. , . Oui 51 62

Point d e‘ill} a 0,037
proximite Non 63 130
Oui 15 25

Pré inondé 1

Non 99 167
Oui 60 123

Pré sec 0,054
Non 54 69

Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test exact de Fisher

On voit que 6 variables sont significativement liées a la positivité a 7. equi :

les chevaux paturant dans des paddocks en sable sont plus souvent négatifs,

les chevaux paturant dans des prairies semées sont plus souvent négatifs,

les chevaux paturant dans des prairies permanentes sont plus souvent positifs,

les chevaux dont les patures sont entourées de clotures artificielles seules ont tendance
a étre plus souvent négatifs,

les chevaux paturant dans des prés avec des points d’eau a proximité sont plus souvent
positifs,

les chevaux paturant dans des prés secs ont tendance a étre plus souvent négatifs.

On voit ici que 1’on a 2 idées principales qui semblent étre liées a la positivité a 7. equi :

I’opposition prairie avec herbe / prairie sans herbe,
I’opposition pré humide / pré sec.
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II1.C.1.e. Relations avec la faune sauvage

Pour tester le lien entre les relations que peuvent avoir les chevaux qui paturent avec la

faune sauvage et la positivit¢é a 7. equi, nous avons réalis¢ un test exact de Fisher
(cf. Tableau XVIII).

Tableau XVIII : Lien entre observation d'animaux sauvages dans les patures et positivité a Theileria equi

Positifs Négatifs
Observation Oui 100 170
d’animaux 0,64
sauvages Non 17 34

La valeur au centre correspond a la p-value du test exact de Fisher

On voit qu’aucun lien statistique n’est observé entre 1’observation d’animaux sauvages
dans les patures fréquentées et la positivité du cheval a 7. equi. D’autres tests exacts de Fisher,
ainsi que des tests du Khi2 ont été réalisés pour tester I’existence d’un lien entre la fréquence
d’observation de ces animaux sauvages et la positivité a 7. equi, ainsi qu’entre les différentes
especes observées et la positivité a 7. equi. Aucun lien statistique n’a pu €tre mis en évidence
pour I’ensemble de ces variables.

HI.C.1.f. Observation de tiques

Pour tester le lien entre 1’observation de tiques sur son cheval ou dans ses prés et la
positivité a 7. equi, des tests exacts de Fisher ont ét¢ réalisés (cf. Tableau XIX).

Tableau XIX : Lien entre observation de tiques et positivité a Theileria equi

Positifs Négatifs
Observation Oui 85 143
de tiques sur 0,32
son cheval Non 32 70
Observation Oui 50 63
de tiques dans 0,024
ses prés Non 55 125

Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test exact de Fisher
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L’observation de tiques sur son cheval n’apparait pas comme li¢ a la positivité a 7. equi.
Nous avons également réalisé des tests exacts de Fisher concernant les données de saison et de
taille des tiques observées sur les chevaux, ne montrant eux aussi aucun lien statistique avec la
positivité a T. equi.

En revanche, on remarque que I’observation de tiques dans ses prés est significativement
liée a une positivité supérieure a 7. equi. Des tests exacts de Fisher ont ensuite été réalisés sur
les données de saison et de taille de ces tiques, ne montrant pas d’influence d’une saison ou
d’une taille de tique particuliere. L’observation de tiques dans les patures signe un propriétaire
plus attentif, mais également une infestation du milieu probablement importante, et donc un
risque de rencontre entre le cheval et les tiques supérieur.

ITI.C.1.g. Compagnons de pature

Pour tester I’existence d’un lien entre le fait de paturer en groupe et la positivité a
T. equi, nous avons, pour chaque saison, réalisé un test exact de Fisher (cf. Tableau XX).

Tableau XX : Lien entre le fait de paturer en groupe a chaque saison et la positivité a Theileria equi

Positifs Négatifs

Oui 96 136

Printemps 0,022
Non 17 50
Oui 97 141

Eté 0,015
Non 16 50
Oui 95 136

Automne 0,014
Non 16 50
Oui 92 127

Hiver 0,024
Non 15 44

Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test exact de Fisher

On voit que quelle que soit la saison, il existe un lien significatif entre le fait de paturer
en groupe et la positivité a 7. equi, les chevaux paturant seuls étant plus souvent négatifs.
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II1.C.1.h. Relations avec les animaux domestiques

Pour tester 1’existence d’un lien entre la fréquentation de chiens, de chats, la présence

de tiques sur ces animaux domestiques et la positivité & 7. equi, nous avons réalisé des tests
exacts de Fisher (cf. Tableau XXI).

Tableau XXI : Lien entre la fréquentation d'animaux domestiques, de leurs tiques et la positivité a Theileria equi

Positifs Négatifs
Oui 82 140
Chiens 0,70
Non 33 64
Oui 46 93
Chats 0,35
Non 69 111
Tiques sur les Oui 32 92
animaux 0,23
domestiques Non 33 81

Les valeurs au centre des croisements correspondent a la p-value du test exact de Fisher

On voit que les animaux domestiques et leur infestation par des tiques n’influence pas
la positivité a 7. equi.
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Bilan sur I’analyse univariée a I’échelle de la France

Sil’on fait un bilan de I’analyse univariée a I’échelle de la France, les variables suivantes

apparaissent comme ayant un lien statistique significatif avec la positivité a 7. equi :

>
>
>

la race : les chevaux « ONC » sont plus souvent positifs,

la localisation : les régions les plus au Sud sont plus touchées,

la durée de paturage : les chevaux paturant plus longtemps sont plus souvent positifs,
quelle que soit la saison,

le type de pature : les chevaux paturant dans des prairies permanentes sont plus souvent
positifs que ceux dans des paddocks en sable ou des prairies semées,

le type de bordures : les chevaux dont les patures sont entourées de haies ou de foréts
ont tendance a étre plus souvent positifs que ceux dont les patures sont entourées de
clotures artificielles seules,

I’humidité des patures : les chevaux dont les prés possédent des points d’eau sont plus
souvent positifs que ceux dont les prés sont secs,

I’observation de tiques dans les prés : les chevaux dans des prés on 1’on observe des
tiques sont plus souvent positifs, sans influence particuliere de la saison ou de la taille
des tiques observées,

les compagnons de patures : les chevaux paturant avec d’autres chevaux sont plus
souvent positifs.

II1.C.2. Analyse univariée a I’échelle de I’école de Nantes

Une analyse statistique univariée a également été réalisée a 1’échelle de 1’école de

Nantes uniquement. Avec 150 individus ayant participé, D’effectif de Nantes nous a paru
suffisant pour réaliser une analyse statistique. Par ailleurs, cela nous a permis de tester la
robustesse de notre analyse a 1’échelle de la France, en regardant si les tendances restent les
méme, ou si des différences ressortent.

La démarche a été totalement identique a celle utilisée pour 1’analyse a 1’échelle de la France,
c’est pourquoi nous nous limiteront a présenter les résultats obtenus, synthétisés dans le tableau

XXIIL.
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Tableau XXII : Liens entre les variables influentes (p-values significatives ou tendances) et la positivité a Theileria
equi a 1'échelle de 1'école de Nantes

Positifs Négatifs
2 0,051
Age (années) 11,8 9,8
| Race : Oui | 1 14 |
Trotteur 0,037
Francais Non ‘ 46 87 ‘
| Oui | 13 12 |
Promenade 0,019
Non ‘ 32 86 ‘
| Diagnostic Oui | " 6 |
antérieur de 0.060
piroplasmose ’
positif Non ‘ 36 95 ‘
| Temps de [Oh — 12h] | 21 61 |
pAturage en ‘ 0,051 ‘
hiver 24h 26 37
| Obs.ervation Oui | 29 4 |
de tiques sur 0.010
le cheval en N ’ 6 ’ 31 ’
été on
| Observation Oui | 8 7 |
de tiques ’ 0.095 ‘
dans les prés ’
en automne Non 6 18
Observation Oui | 6 3 |
de thues’ 0.040
dans les prés ’ ‘
en hiver Non 6 19
Observation Oui ’ 22 44 ’
de tiques sur 0.061
1 i ’
es animaux Non ’ 9 2 ‘

domestiques

Les valeurs de la premiére ligne correspondent a I’dge moyen de chaque effectif
La valeur au centre de la premiére ligne correspond a la p-value du test de
Wilcoxon-Mann-Whitney

Les valeurs au centre des autres lignes correspondent a la p-value du test exact de Fisher
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On remarque qu’il y a peu de similarité entre les 2 analyses statistiques. En effet, mis a
part pour le paturage long, mais uniquement en hiver, et pour I’observation de tiques dans les
prés, mais uniquement en automne et en hiver, les autres variables influentes a Nantes ne
I’¢étaient pas a 1’échelle de la France. Les variables qui ressortent comme influentes a Nantes
sur la positivité a 7. equi sont les suivantes :

les chevaux plus agés ont tendance a étre plus souvent positifs,

la race « Trotteur Francais » est plus souvent positive,

les chevaux sortant en promenade sont plus souvent positifs,

les chevaux ayant déja eu un diagnostic de piroplasmose ont tendance a étre plus souvent
positifs,

Les chevaux qui paturent longtemps en hiver ont tendance a étre plus souvent positifs,
les chevaux sur lesquels on peut observer des tiques en automne ont tendance a étre plus
souvent positifs,

» les chevaux sur lesquels on peut observer des tiques en hiver sont plus souvent positifs,
» les chevaux fréquentant des animaux domestiques sur lesquels on peut observer des
tiques ont tendance a étre plus souvent positifs.

VV VYV

VYV VY

Ces différences marquées peuvent étre le signe de différences entre les populations de
chevaux cotoyant les écoles vétérinaires, mais aussi d’un certain manque de robustesse des tests
statistiques sur la population de Nantes, avec des effectifs parfois faibles selon la question.

II1.C.3. Etude des corrélations entre variables

II1.C.3.a. Choix des variables d’intérét

Afin de réaliser par la suite ’analyse statistique multivariée, une pré-sélection des
variables d’intérét doit étre réalisée. Plusieurs critéres vont intervenir dans cette pré-sélection,
et il sera possible de distinguer 3 types de variables :

» les variables significatives a ’analyse univariée : avec p-value < 0,05

» les variables ayant montré une tendance a [’analyse univariée: avec
0,05 <p-value <0,2

» Les variables forcées : avec p-value > 0,2. Ces variables pourraient cependant avoir un
impact sur la positivité a 7. equi, selon les données bibliographiques disponibles.

Les variables retenues pour la suite de notre étude ont été listées dans le tableau XXIII.

150



Tableau XXIII : Choix des variables retenues pour la suite de notre étude

Ecole

Paddock en sable / prairie semée / prairie
permanente

Point d’eau a proximité

Compagnons de pré a chaque saison

Durée de paturage a chaque saison
Observation de tiques dans les prés

Variables significatives
(p-value < 0,05)

Clotures artificielles / forét en bordure
Variables avec tendance Pré sans point d’eau
(0,05 <p-value <0,2) Promenade
Diagnostic antérieur de piroplasmose

Age : de par la grande persistance de T. equi dans le

cheval porteur, il serait envisageable que la positivité

augmente avec l’dge des individus. Par ailleurs, a
Variables forcées Nantes, 1’dge apparait comme un facteur de risque.

(p-value > 0,2)
Observation de tiques sur le cheval : facteur de
risque le plus significatif de [’analyse a l’échelle de
Nantes.

La variable « race » n’a pas ¢été retenue pour plusieurs raisons. D’une part, comme
montré dans le tableau XIV, bien que la race « ONC » apparaisse comme significativement liée
a une positivité supérieure a 7. equi, sa distribution entre écoles n’est pas homogene, avec une
sur-représentation a 1’école de Lyon. De plus, la réalisation de tests exacts de Fisher et de tests
du Khi2 nous montre des relations statistiques identiques pour les individus de Lyon vis-a-vis
des variables, et pour les individus ONC vis-a-vis de ces mémes variables. A ce stade, il nous
est donc impossible de distinguer 1’influence de Lyon de celle de la race « ONC ». Par ailleurs,
il ne nous a pas paru pertinent que des contraintes biologiques, d’¢élevage ou d’activité
particulieres puissent expliquer une positivité supérieure de cette race par rapport aux autres.
Enfin, le faible effectif de cette modalité (27 individus), mais également des autres modalités
(la race « SF » étant largement sur-représentée, cf. I11.4.2.), rendrait cette variable peu
interprétable dans une analyse statistique multivariée.

La variable « département » n’a pas été retenue également. Cette variable étant trés
fortement corrélée a la variable « école », nous avons préféré garder cette dernicre. En effet, les
départements les plus fréquemment représentés sont ceux des 4 €coles vétérinaires, ou les
départements limitrophes. Par ailleurs, la distribution des individus entre départements (avec
de nombreux départements représentés par 1 ou 2 individus, cf. I/1.A.1.) rendrait difficile
I’interprétation de cette variable dans les mod¢les statistiques multivariés.
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II1.C.3.b. Etude des corrélations entre variables

Apres avoir pré-sélectionné les variables a garder, il est essentiel d’étudier les
corrélations pouvant exister entre elles. Nous avons pour cela réalisé des tests de corrélation,
synthétisés dans une matrice (cf. Annexe 8).

Plusieurs informations peuvent étre tirées de cette étude :

» 1l existe une corrélation positive forte entre les différentes saisons pour les variables
« compagnons de pdture » et « durée de paturage ». Les chevaux qui paturent en groupe
a une saison paturent généralement en groupe aux autres saisons également. De méme,
les chevaux qui paturent longtemps a une saison paturent généralement longtemps aux
autres saisons également.

» Il existe une corrélation positive, a toutes les saisons, mais plus marquée en été, entre le
fait de paturer longtemps et le fait de paturer avec des compagnons.

» 1l existe une corrélation positive entre le fait de paturer en groupe et le fait de paturer en
prairie permanente.

» 1l existe des corrélations négatives fortes évidentes entre les variables opposées (« pré
avec point d’eau » et « pré sans point d’eau » ; « prairie permanente » et « prairie
semée » ou « paddock en sable »).

» 1l existe une corrélation négative entre le fait de paturer longtemps et le fait de paturer
dans des paddocks en sable, dans des patures entourées de clotures artificielles ou dans
des patures sans point d’eau.

» 1l existe peu de corrélations entre 1’age et les autres variables. De méme, il existe peu
de corrélations entre un diagnostic antérieur de piroplasmose et les autres variables, ou
entre 1’observation de tiques sur le cheval et les autres variables.

La variable « école » a également été étudi€e, mais n’a pas pu €tre intégrée a cette « matrice de
corrélation » de par sa nature de variable qualitative non ordonnée. Il existe des corrélations
positives entre 1’école de Lyon et le paturage long, le paturage en prairie permanente, et le
paturage en groupe. Il existe des corrélations positives entre 1’école de Maisons-Alfort et le
paturage en paddock en sable, le paturage court, et une corrélation négative entre 1’école de
Maisons-Alfort et le paturage en groupe.

En conclusion, ce qu’il faut retenir de cette étude des corrélations est que 1’on va
distinguer 2 conduites d’élevage :
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» Un paturage plutot long voire permanent, en groupe, dans des prairies naturelles,
permanentes, avec des points d’eau, des foréts en bordure, et plutdt li¢ aux chevaux vus
a I’école de Lyon,

» Un paturage plus occasionnel, pour des durées plus courtes, dans des paddocks en sable,
avec des clotures artificielles, sans point d’eau, et plutdt lié¢ aux chevaux vus a 1’école
de Maisons-Alfort.

[1.C.4. Analyse multivariée

Apres la réalisation de 1’analyse univariée, nous avons réalis¢ une analyse multivariée,
a partir des résultats précédemment obtenus et de 1’étude des corrélations entre variables.
L’intérét de I’analyse multivariée est de confirmer et hiérachiser I’influence des différentes
variables, considérées cette fois-ci simultanément, en ajustant I’effet de chaque variable en
fonction de 1’effet des autres variables. Nous avons pour cela utilisé la méthode statistique de
la régression logistique. Elle permet I’explication d’une variable qualitative, ici la positivité des
chevaux a T. equi, a partir de plusieurs variables, qu’elles soient qualitatives ou quantitatives.

III.C.4.a. Création d’un modéle explicatif de la positivité des chevaux a Theileria equi

Un premier modele, comprenant 11 variables, a été testé sur I’ensemble des chevaux de
I’étude : école d’origine, age, activité de promenade, diagnostic antérieur de piroplasmose,
temps de paturage au printemps, paddocks en sable, clotures artificielles, présence de point
d’eau dans les prés, observations de tiques sur le cheval, observation de tiques dans les prés,
paturage avec des compagnons (quelle que soit la saison). Pour les questions a choix multiple,
comme le type de pature, I’humidité ou le type de bordure, le choix de la modalité a intégrer au
modele s’est fait a partir du résultat de I’analyse univariée : la modalité pour laquelle la p-value
¢tait la plus faible a été intégrée au modele. De plus, la saison « printemps » pour la variable
«temps de paturage » nous a paru la plus pertinente épidémiologiquement, en termes de
présence particulierement abondante de tiques dans 1’environnement. Il est vite apparu que ce
modele était difficile a interpréter de par la présence des réponses « Sans objet » pour les
individus vivant au box. Nous avons donc décidé de créer un sous-jeu de données excluant les
12 individus qui passent toute I’année au box.

Ce modéele a donc ensuite été appliqué aux 331 chevaux restants. Cependant, suite a de
nouveaux obstacles a I’analyse dus a la présence de nombreux « NA », il a été décidé de retirer
les chevaux pour lesquels des réponses étaient manquantes, et d’appliquer le modele aux
individus restants, soit 232 chevaux. Ce mode¢le a été sélectionné via 3 procédures : ascendante,
descendante et mixte. Les 3 procédures aboutissent au méme résultat, que nous appellerons
“modele 17, a savoir une influence statistique de 1’école d’origine, du temps de paturage, et
du type de pature (cf. Tableau XXIV). On voit que les modalités les plus influentes sont celles
de I’école d’origine, ou les individus de Lyon et Toulouse sont significativement plus positifs
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que ceux de Maisons-Alfort. Le temps de paturage est également tres influent, dans le sens ou
plus les individus paturent longtemps au printemps, plus la positivité¢ a 7. equi augmente. On
peut également remarquer que les modalités « école de Nantes » et « paddock en sable » sont
moins influents dans ce mode¢le, avec des p-value de 0,17 et 0,15 respectivement. Les chevaux
vus a I’école de Nantes seraient légérement plus a risque que ceux de Maisons-Alfort. Les
chevaux vivant dans au moins un paddock en sable seraient 1égérement moins a risque que ceux
vivant uniquement dans des prairies semées ou permanentes. Par ailleurs, ce modele explique
dans sa globalité 13,2% de la variance totale.

Tableau XXIV : Résultats obtenus apres application du premier modéle a notre population d'étude

Intercept -2,22820 1,24.10%
Ecole : Lyon 1,85092 7,19.10°%
Ecole : Nantes 0,57848 0,17356
Ecole : Toulouse 1,53318 0,00531
Durée de paturage au printemps 0,05499 0,00509
Paddocks en sable -0,59703 0,14545

L’intercept (modalité de référence) va correspondre ici :

» al’école de Maisons-Alfort
» aune durée de paturage nulle
» ala modalité « 0 » pour la question concernant la vie dans des paddocks en sable

Un « estimate » positif va correspondre a un facteur de risque, tandis qu’un « estimate » négatif va correspondre
a un facteur protecteur, comparativement a ’intercept.

La colonne « Pr (> |z|) » correspond a la p-value du test de significativité

11 était ensuite nécessaire de vérifier I’adéquation du modele. Pour cela nous avons tracé
4 graphiques mettant en évidence les différentes caractéristiques du modele (cf. Figure 44).
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Figure 44 : Vérification graphique de I'adéquation du modele 1

Les 2 graphiques de gauche, « Residuals vs Fitted » et « Scale-location », ont un intérét
relativement similaire, a savoir tester la distribution des résidus (part de variabilit¢ non
expliquée par le modele). On peut voir tout d’abord que les résidus se répartissent de manicre
similaire le long de 1’axe des abscisses (valeurs prédites), et que la ligne rouge est quasiment
horizontale. Cela signifie que les résidus sont homoscédastiques. L’homoscédasticité est une
propriété des modeles statistiques de régression signifiant que les résidus ont une variance
similaire quelle que soit la valeur prédite. En d’autres termes, toutes les prévisions faites sur
notre variable a expliquer (la positivité a 7. equi) a partir de nos individus (de leur profil de
réponse au questionnaire) ont le méme degré de précision, ce qui est une trés bonne chose.

Le graphique « Normal Q-Q » montre quant a lui la pertinence de 1’ajustement de la
distribution de notre population a notre modele théorique. On voit que nos points suivent de
maniere tres proche la droite de régression du modele théorique (diagonale en pointillés). Cela
signifie que la distribution de notre population d’étude est trés proche de celle du modele
théorique.

Le dernier graphique, « Residuals vs Leverage », a pour principal but d’aider a identifier
les individus atypiques, plus influents que les autres. Il utilise la distance de Cook, traduisant
I’influence d’un individu sur la qualité du modé¢le. Plus la distance de Cook d’un individu est
importante, plus celui-ci est influent. Il est ainsi possible de voir quels sont les individus ayant
le plus grand impact sur notre modele, et les examiner de maniére plus approfondie. On voit ici
que les individus 37, 200 et 204 apparaissent comme atypiques, et plus influents que les autres
dans ce modele. Une étude plus approfondie de ces 3 individus montre qu’ils sont tous positifs
a T. equi, et présentent un profil de réponses «a l’inverse » des facteurs de risques
précédemment déterminés :

» chevaux provenant de Maisons-Alfort pour 2 d’entre eux, et de Nantes pour le 3¢

155



» chevaux paturant peu (2h, 3h et 4h par jour respectivement)
» chevaux vivant tous les 3 dans des paddocks en sable

Pour autant, bien qu’étant des individus atypiques, et donc influents, ce ne sont pas des
individus aberrants, ne justifiant donc pas leur exclusion de ce modéle.

En complément de cette vérification d’adéquation du modele, il est possible d’en tester
la qualit¢ en estimant le taux d’individus mal classés (faux positifs ou faux négatifs)
lorsque leur statut (positif ou négatif a 7. equi) est prédit par le modele. On commence par
calculer la probabilité¢ prédite de positivité pour chaque individu de 1’échantillon, puis on la
compare a un seuil que 1’on définit. Ici, le seuil choisi est de 0,5, c’est-a-dire que les individus
pour lesquels la probabilité prédite est inférieure a 0,5 seront considérés par le modele comme
négatifs, et les autres seront considérés comme positifs. On compare ensuite ces résultats aux
résultats réels, et on dresse le tableau de contingence (cf. Tableau XXV).

Tableau XXV : Estimation des individus mal classés par le modéle testé

42 49
20 121

On voit que, avec ce modele, le taux d’individus mal classés est de 29,7% (69/232). On
voit également grace a ce tableau que notre modéle manque de sensibilité, avec un taux
d’individus faux-négatifs important, de 53,8% (49/(42+49)). La spécificité du mod¢le est quant
a elle meilleure, avec un taux d’individus faux-positifs de 14,2% (20/(20+121)).

1I1.C.4.b. Essais d’autres modeles

Nous avons ensuite testé d’autres modeles, avec la méme démarche. Nous avons pour
cela remplacé le printemps par d’autres saisons de pature, renseigné le type de bordures ou
I’humidité des patures. Cependant, parmi tous les modeles testés, celui expliquant la plus grande
variance totale et avec la meilleure sensibilité¢ est le premier, décrit ci-dessus. Les autres
modeles expliquant au mieux 12,3% de la variance totale et avec un taux de faux-négatifs au
minimum de 56%, il a été décidé de garder le premier modele comme modele final.

156



I1.C.4.c. Conclusion sur I’analyse multivariée

Parmi tous les modeles testés, et au vu des tests d’adéquation réalisés, le modele final
choisi est celui décrit en II1.C.4.a. 1l fait ressortir, parmi 1’ensemble de nos variables, 3
principaux facteurs de risque de positivité d’un cheval a 7. equi :

» 1’école d’origine, assimilable au lieu de vie du cheval en France (gradient de risque
croissant Nord-Sud)

> le type de pature dans laquelle vit le cheval (les prairies herbées augmentent le risque)

» le temps de paturage quotidien (augmentation du risque avec 1’augmentation du temps
de paturage)

II1.D. Approche descriptive de la positivité a Babesia caballi

Le faible nombre d’individus positifs a B. caballi ne permettant pas la réalisation de
tests statistiques, nous nous limiterons a une description des 10 individus concernés, et leur
profil de réponse au questionnaire (cf. Annexe 9).

[1.D.1. Description des chevaux positifs & Babesia caballi

Les chevaux concernés ont été vus a I’école de Lyon pour 7 d’entre eux, et de Maisons-
Alfort pour les 3 autres. Il s’agit de 7 chevaux males, dont 4 hongres et 3 étalons, ainsi que 3
femelles, avec un age variable, allant de 10 mois a 19 ans. La race et la robe de ces chevaux
sont également tres variables, sans prédominance particulieére. Ce sont en majorité des chevaux
de club, avec une activité de loisir pour 6 d’entre eux et de compétition pour 4 d’entre eux.

[I1.D.2. Antécédents de piroplasmose

Seul un cheval sur les 10 a des antécédents de positivité a la piroplasmose. Il s’agit d’un
diagnostic de babésiose, posé¢ par sérologie en 2019, et traité au Carbésia. Par ailleurs, trois
participants n’ont pas répondu a la question.
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II1.D.3. Description des environnements de vie

Ce sont principalement des chevaux qui paturent 100% du temps. En effet, 7 des
chevaux positifs a B. caballi passent tout leur temps en pature. Un des chevaux est au pré
pendant la journée au printemps et en €té, et quelques heures de moins en automne et en hiver.
Enfin, un cheval passe le printemps, ’automne et 1’hiver au box, et vit entiérement en extérieur
I’été. Par ailleurs, un participant n’a répondu a cette question que pour 1’été.

Concernant le type de prairies occupées par ces chevaux, tous paturent dans des prairies
permanentes, et 2 paturent parfois dans des paddocks en sable. Ils vivent pour 8 d’entre deux
dans des prairies a herbes hautes, et 6 chevaux vivent dans des prairies entourées de haies ou
de foréts. Seul un cheval vit dans des prairies entourées de clotures artificielles. Six des 7
participants ayant répondu a la question disent que leur cheval vit dans des prés hétérogenes,
un cheval vit dans un pré plutdt homogene, et un autre vit dans des prés hétérogenes et des prés
homogenes. Parmi les 7 participants ayant répondu a la question, 5 affirment que leur cheval
vit dans des patures avec des points d’eau a proximité, un cheval vit dans des prés inondés une
partie de I’année, et un autre vit dans des prés secs, sans point d’eau.

Tous les participants qui ont répondu a la question voient réguliérement des animaux
sauvages ou leurs traces dans les prés occupés par leur cheval. Des cerfs, des sangliers, des
renards ou les lapins sont trés fréquemment vus, tandis que seuls 3 individus voient également
des canards ou des échassiers, et qu’aucun ne voit de ragondins ou de faisans.

II1.D.4. Description des relations entretenues avec les tiques

Neuf propriétaires sur 10 voient ont déja vu des tiques sur leur cheval, et 6 de ces
propriétaires en voient a toutes les saisons. Deux propriétaires n’en voient qu’au printemps et
en été, et le dernier n’en voit quant a lui qu’en hiver. Tous les propriétaires concernés disent
voir des tiques de 2-3 mm. Tous les propriétaires concernés, a 1’exception de 2, disent voir
¢galement des tiques de plus de 3 mm. Enfin, tous les propriétaires concernés, a 1’exception de
3, disent voir également des tiques de 1-2 mm.

Parmi les 9 propriétaires ayant répondu a la question, seuls 4 disent voir des tiques dans
les prés fréquentés par leur cheval. Trois de ces propriétaires en voient toute I’année, tandis que
le dernier n’en voit qu’au printemps et en été. Ce sont principalement les tiques de grande taille
qui sont observées, les 4 propriétaires concernés observant tous des tiques de 2-3 mm et de plus
de 3 mm. Enfin, 2 propriétaires sur 4 voient également des petites tiques, de 1-2 mm.
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II1.D.5. Description des compagnons de pature

Parmi les 7 participants qui ont répondu a la question, 5 posseédent un cheval qui pature
toute ’année avec d’autres chevaux. Un participant posséde un cheval qui pature toute I’année
seul, et pour un autre participant, le cheval pature également avec des bovins au printemps et
en été. Enfin, le propriétaire du cheval qui ne pature qu’en été a répondu que celui-ci pature
avec d’autres chevaux.

[I1.D.6. Description des relations avec les animaux de compagnie

Pour 4 participants, leur cheval cotoie réguliérement un chien, et seul 1 participant a un
cheval qui cotoie un chat. Enfin, 3 participants disent avoir déja vu des tiques sur leurs animaux
de compagnie.

IIL.E. Approche statistique des résultats d’analyse hémato-
biochimiques

[ILE.1. Cadre de I’analyse

Une analyse statistique a été réalisée sur les résultats des analyses hématologique
et biochimique réalisées sur certains chevaux de notre étude. Les chevaux arrivant a la clinique
équine de Nantes pour chirurgie ont systématiquement un bilan sanguin préopératoire,
comportant I’évaluation d’un certain nombre de paramétres hématologiques et biochimiques.
Dans un souci d’homogénéité des techniques de dosage, et afin d’obtenir des valeurs les plus
comparables possible, seuls les chevaux vus a I’école de Nantes, et pour lesquels I’analyse a été
réalisée a 1’école de Nantes sont pris en compte dans cette étude. Comme pour I’étude
principale, seule la positivité a 7. equi a été testée statistiquement avec ces parametres. L’idée
est ici d’apprécier une éventuelle influence du portage asymptomatique de 7. equi sur les
parametres hématologiques et biochimiques.
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II1.E.2. Présentation de la population d’étude et des variables analysées

I11.E.2.a. Population d’étude

En fonction des paramétres mesurés, notre population d’étude varie de 38 a 78 individus,
avec une majorité de parametres mesurés sur une population de 68 individus. Tous ces
individus, majoritairement venus a I’école de Nantes pour subir une chirurgie, font bien sir
partie de I’étude principale : leurs propriétaires ont donc également rempli un questionnaire et
le cheval a fait I’objet d’une recherche PCR de T. equi et B. caballi.

HLE.2.b. Parametres hématologiques mesurés

Les parameétres hématologiques mesurés ont été les suivants : taux de globules rouges,
taux d’hémoglobine, hématocrite, VGM, TCMH, CCMH, taux de globules blancs, taux de
granulocytes neutrophiles, taux de granulocytes éosinophiles, taux de granulocytes basophiles,
taux de lymphocytes, taux de monocytes et taux de plaquettes.

IILE.2.c. Parametres biochimiques mesurés

Les parametres biochimiques mesurés ont été les suivants : taux de créatinine, taux
d’urée, taux de PAL, taux de GGT, taux de bilirubine totale, taux de CK, taux d’ASAT, taux
de protéines totales, taux d’albumine, taux de fibrinogeéne. Certains parameétres tels que le taux
de glucose, le ionogramme ou le taux de lactates ont été mesurés chez quelques chevaux, mais
trop peu pour faire I’objet d’une analyse statistique.

II1.LE.3. Présentation des résultats

IILLE.3.a. Résultats de I’analyse hématologique

Seuls 2 parametres ont montré une différence significative entre la population de
chevaux positifs et la population de chevaux négatifs a T. equi : le taux de globules blancs et le
taux d’hémoglobine (cf. Tableau XXVI).

Dans notre population d’étude, les chevaux positifs a 7. equi ont un taux de globules blancs et
d’hémoglobine significativement plus élevés que les chevaux négatifs.
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Tableau XXVI : Paramétres hématologiques ayant montré un lien statistique avec la positivité a Theileria equi

Positifs Négatifs
Taux de globules blancs 0,039
(10%/ pL) 11,14 9,59
Taux d’hémoglobine 0,044
130,1 119,2
(g/L)

Les valeurs correspondent aux moyennes du taux de globules blancs et d’hémoglobine de chaque effectif
Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test de Wilcoxon-Mann-Whitney

II1.E.3.b. Résultats de I’analyse biochimique

Six parametres biochimiques ont montré un résultat statistique intéressant quant a leur
lien avec la positivité a 7. equi : le taux de protéines totales, le taux de CK, le taux de GGT, le
taux de fibrinogene, le taux de PAL et le taux d’urée (cf. Tableau XXVII).

On peut noter a partir de notre population d’étude que les chevaux positifs a 7. equi avaient
statistiquement des taux de protéines totales, de CK et de fibrinogéne plus élevés, et avaient
tendance a avoir des taux de PAL et d’urée plus ¢élevé et un taux de GGT plus bas que les
chevaux négatifs.

Tableau XXVII : Paramétres biochimiques ayant montré un lien statistique (significatif ou tendance) avec la positivité
a Theileria equi

Positifs Négatifs
Taux de protéines totales 72.56 0,00073 66.29
(g/L)
Tal(llXI ?;)CK 515.7 0,032 3108
Tau(de/e If);GT 15 0,073 30,14
inogé 0,0018
Taux dfgﬁ/bli';nogene 32 24
Ta“(’I‘J‘}eLI;AL 547.9 = 4422
Tal;;( ;iLl;rée 0.38 0,06 032

Les valeurs correspondent aux moyennes des taux de chaque effectif
Les valeurs au centre correspondent a la p-value du test de Wilcoxon-Mann-Whitney
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IV. Discussion

IV.A. Recrutement des participants a I’étude

A Nantes, le recrutement des participants se faisait directement a la clinique équine, au
moment de la consultation. Le fonctionnement universitaire de 1’école vétérinaire fait que ce
sont directement les ¢tudiants qui recevaient les consultations, et qui étaient donc en premiere
ligne pour proposer aux propriétaires de participer a notre étude. Ainsi, en fonction de la
discipline et du motif de consultation, il était plus ou moins simple de prendre le temps de
proposer la participation a cette étude.

La majorité des chevaux participants a notre étude a Nantes sont ceux venus pour
«entrée de chirurgie ». Plusieurs choses peuvent expliquer cela. D’une part, c’est un motif
fréquent pour lequel les chevaux viennent a la clinique équine de I’école vétérinaire. En effet,
de par son statut de clinique de référé, les chirurgies sont nombreuses. Enfin, les propriétaires
amenant des chevaux pour chirurgie doivent le plus souvent remplir quelques documents :
commémoratifs de 1’animal, informations nécessaires a la chirurgie (statut vaccinal, assurances,
exclusion de la filiere bouchére, etc.), et il est également fréquent de réaliser une prise de sang
préopératoire. Il était donc assez simple de proposer lors de la consultation un document en plus
(le questionnaire a remplir), ainsi qu’un tube de sang en plus (pour la PCR).

Les autres motifs de consultation (médecine, orthopédie, visite extérieure, urgence, suivi
chirurgical, dentisterie, etc.) étaient plus rarement a 1’origine de participation a 1’étude.

Par ailleurs, nous n’avons pas d’informations quant aux motifs exacts de consultations
dans les autres écoles vétérinaires, ni sur le processus de sélection des participants.

Par conséquent, il existe un certain biais dans la sélection de notre population d’étude.
En effet, a Nantes, la majorité des chevaux participants sont des animaux plutot jeunes, en lien
avec les motifs les plus récurrents de chirurgie, en particulier castration et arthroscopie.
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IV.B. Construction du questionnaire

Le questionnaire a trés peu évolué au cours de 1’étude. Seule une question a été rajoutée :
le lieu de vie du cheval. En effet, sur les premiers questionnaires de 2019, seule 1’adresse du
propriétaire était demandée. Nous nous sommes vite rendu compte que le lieu de vie du cheval
pouvant étre trés différent de celui du propriétaire, il était nécessaire de rajouter cette
information au questionnaire.

Concernant le type de pature et le temps passé¢ dans celles-ci, il aurait été possible
d’affiner notre analyse de risque avec des informations plus précises. Lorsqu’un cheval
fréquente plusieurs patures, ce qui est fréquent en élevage, en haras, ou méme en centre
équestre, nous n’avons pas d’information quant a la période ou a la durée passée a chaque
endroit. Certains chevaux en zones marécageuses vont par exemple passer 1’été¢ dans des
prairies permanentes herbées, mais passeront 1’hiver dans des paddocks sans herbe car les
prairies seront inondées. Une maniére d’affiner notre analyse de risque serait la réalisation et
I’é¢tude d’un planning de paturage précis au cours de I’année.

De la méme mani¢re, il serait possible d’affiner les informations concernant
I’observation de tiques sur le cheval, ou dans les prés, avec une étude qualitative (détermination
des especes par un laboratoire) et quantitative (appréciation par le propriétaire). Afin d’éviter
de considérer de la méme maniere un participant voyant une tique de maniére sporadique sur
son cheval ou dans ses prés, et un participant en région trés infestée voyant trés régulierement
de nombreuses tiques, une estimation a minima quantitative aurait pu étre intéressante.

IV.C. Résultats des analyses PCR

Suite a notre étude, nous avons obtenu des valeurs de positivité de 37,9% a au moins
I’un des deux parasites, avec 35,9% des chevaux positifs a 7. equi, 2,9% des chevaux positifs a
B. caballi, et 0,9% des chevaux positifs aux deux parasites (cf. I[1.B.1.).

Si nous comparons ces résultats aux différentes études épidémiologiques disponibles
(cf. Tableau IV), nous pouvons noter une augmentation du pourcentage de positivité a 7. equi.
Cette hausse est cohérente avec les données bibliographiques rapportées dans ces précédentes
études [45] [57] [107] [165] (cf. Tableau XXVIII). Plusieurs facteurs pourraient expliquer ce taux de
positivité supérieur. Notre étude utilise une méthode de PCR afin de détecter les chevaux
porteurs de piroplasmes, tandis que les précédentes études réalisées a cette échelle utilisent trés
majoritairement des techniques sérologiques (fixation du complément, immunofluorescence ou
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ELISA). La PCR ayant montré une sensibilité trés supérieure aux techniques sérologiques, la
détection de chevaux porteurs sains, avec une parasitémie relativement faible, est possible.
Toutefois, il est possible de noter que ces autres études épidémiologiques se sont faites, au
moins partiellement, sur une population de chevaux suspects d’étre infectés, car présentant des
signes cliniques. Enfin, ces études ont montré que I’augmentation de prévalence au fil du temps
d’accompagnait d’une remontée des parasites vers le Nord de la France, et donc d’une
augmentation de la positivité dans les régions les plus au Nord.

La positivité a B. caballi, quant a elle, est inférieure dans notre étude a celle mesurée
dans les études précédentes. Comme expliqué ci-dessus, I’une des principales différences entre
notre étude et les précédentes est la population ciblée. En effet, notre étude ne s’intéresse qu’a
des chevaux cliniquement sains de piroplasmose, tandis que les études précédentes
d’effectuaient, au moins en partie, sur une population de chevaux suspects de piroplasmose, car
en phase clinique. Nous avons vu par ailleurs dans notre premicre partie bibliographique que
B. caballi est un parasite bien moins résistant que 7. equi, puisqu’il est effectivement possible
de débarrasser 1’organisme de celui-ci. Ceci pourrait expliquer que notre population d’étude
soit assez peu positive a B. caballi, ce parasite étant plus rarement a I’origine de portage
asymptomatique que 7. equi. De plus, dans son étude de 2007, Le Metayer note que
I’augmentation de prévalence de 7. equi est contrebalancée par une diminution de prévalence
de B. caballi, ce qui est également cohérent avec nos résultats.

Tableau XXVIII : Evolution de la positivité a Theileria equi et Babesia caballi a 1'échelle de la France

Soulé (1998) [165] 12,2 % 9%
Le Metayer (2007) [107] 13,78 % 9,24 %
RESPE (2014) [45] 27,01 % 23 %
Durand-Delacre (2017) [57] 30,9 % 17,1 %
Etude actuelle (2021) 35,9 % 2,9 %

IV.D. Réponses au questionnaire

La premicre chose que nous pouvons noter vis-a-vis des réponses au questionnaire est
le taux de « non réponse » a au moins une question. Sur les 343 participants, seuls 127 ont
répondu a toutes les questions posées, soit 37% des participants. En fonction de la question
posée, il y a entre 2 et 77 participants ne répondant pas, avec en moyenne 29 réponses
manquantes par question. Les raisons pouvant expliquer ces non réponses peuvent €tre diverses
: questionnaire trop long, manque d’intérét pour le projet, redondance des questions pour les
propriétaires participant avec plusieurs de leurs chevaux, etc.
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II était demandé aux participants si leur cheval avait des antécédents de piroplasmose.
Un cheval ayant été testé positif a 7. equi par le passé devrait étre plus souvent positif
aujourd’hui, du fait du portage long voire permanent du parasite et de la grande difficulté a
I’¢liminer de I’organisme. Cependant, notre analyse statique ne met pas en avant la positivité
antérieure a
T. equi comme un facteur de risque significatif de positivité aujourd’hui. Il faut tout de méme
noter que tres peu de participants semblent concernés par cette question, puisque seulement 7
individus ont été déclarés positifs & 7. equi par le passé, rendant notre test statistique trop peu

puissant pour étre interprété.

Un diagnostic antérieur positif de piroplasmose apparait quant a lui comme une tendance a
augmenter le risque de positivité a 7. equi (p-value = 0,11), sans présumer du parasite incriminé,
de la technique diagnostique utilisée ou du traitement mis en place. Il faut par ailleurs noter
que, parmi ces 30 individus concernés, 17 ne savent pas quel parasite a ét¢ incriminé dans cet
ancien épisode de piroplasmose. En pratique, il est fréquent, en particulier dans les régions
fortement touchées, comme dans le Sud de la France, de mettre en place un traitement
piroplasmicide lors d’une suspicion de piroplasmose. Par conséquent, il est difficile de dire,
parmi ces 17 individus qui ne savent pas quel parasite a infecté leur animal, s’il s’agit d’un réel
manque ou oubli de cette information, ou s’il ne s’agissait que d’une suspicion qui n’a jamais
¢té confirmée par un diagnostic (sérologique, PCR, frotti), voire qui aurait été infirmée sans
que le propriétaire en soit prévenu. Au final, cette information quant a un éventuel diagnostic
antérieur de piroplasmose est sans doute peu fiable, et ne concerne que trop peu d’individus
pour étre exploitée entiérement.

Pour les questions avec d’éventuelles réponses multiples (types de patures occupées,
saison de visualisation des tiques sur le cheval ou dans le pré, animaux sauvages observés), il
¢tait demandé¢ dans le questionnaire de les classer par ordre de fréquence :

Exemple : « Attention : si plusieurs réponses sont possibles car votre cheval fréquente
différents prés, alors classez les types de pré par ordre de fréquentation décroissant (1 le plus
fréquenté, 2 ou 3 le moins fréquenté) »

Cette donnée a été particulierement compliquée a gérer, pour plusieurs raisons. Premi¢rement,
une majorité des participants concernés n’ont pas pris en compte cette information, n’y ont pas
répondu, et ont simplement coché les différentes réponses appropriées. De plus, cette
information s’est révélée, au final, trop peu précise. En effet, dans le cas ou toutes les réponses
¢taient cochées et classées, deux cas de figures €taient envisageables :

» Le pré « 1 » est le plus fréquenté par le cheval. Le pré « 2 » est un peu moins souvent
fréquenté que le pré « 1 ». Le pré « 3 » est un peu moins fréquenté que le pré « 2 »,

» Le pré « 1 » est le plus fréquenté par le cheval. Le pré « 2 » est moins fréquenté que le
pré « 1 ». Le pré « 3 » n’est pas du tout fréquenté, donc classé « 3 », bien que le cheval
n’y aille pas du tout.

Cela posait donc un probléme d’interprétation, dans le sens ou I’on considérait de la méme
manicre un cheval qui fréquente un certain type de pature (méme peu de temps) et un cheval
qui ne fréquente pas du tout ce méme type de pature. Il a donc été¢ décidé de ne pas prendre
cette information en compte.
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Certaines informations se sont également révélées difficiles a interpréter, car trop peu
fiables. C’est le cas pour les questions concernant les différentes tailles de tiques observées sur
le cheval ou dans le pré. Dans les régions trés infestées, ou les propriétaires voient et retirent
régulierement des tiques sur leurs animaux, cette question était assez facilement répondue.
Cependant, pour les participants ne voyant que trés rarement des tiques, cette question était plus
compliquée, faisant parfois appel a des souvenirs éloignés. Trés peu de participants ont coché
la modalité « ne sait pas », bien que de nombreux participants nous aient dit étre peu sirs de
leur réponse a ces questions.

Comme nous I’avons vu dans notre premiere partie bibliographique, il est généralement
recommandé de retirer les tiques observées sur ses animaux, I’argument principal étant que le
risque de transmission de maladies est réduit si les tiques sont retirées dans les 24-48h apres
leur fixation (cf. Premiere Partie. VII.B.1.d.). Si I’on consideére qu’a partir du moment ou le
propriétaire voit la tique, il la retire, il semblerait que 1’extraction manuelle des tiques observées
soit une méthode insuffisante pour réduire significativement le risque d’étre positifa 7. equi.

Enfin, des réponses particuliérement compliquées a gérer ont été celles des questions
ouvertes, avec les modalités « autre » (utilisation du cheval, lieux de potentiels déplacements a
risque, animaux sauvages observés, animaux domestiques, etc.). Pour les animaux sauvages
observés, les animaux domestiques cotoyés, ou les compagnons de prés du cheval participant,
il a été possible de trouver des réponses fréquentes permettant la création des variables
«ragondins » et « faisans » par exemple, ou alors la faible diversité des réponses a rendu
possible une analyse descriptive de celles-ci. Cependant, pour les lieux de déplacement a risque,
ou les utilisations du cheval, la trés grande diversité des réponses a rendu impossible
I’exploitation de la question. En effet, pour les lieux de déplacement a risque, les réponses
¢taient variables au point de retrouver des villes, des départements, des régions, ou méme des
pays. C’est cette grande différence de précision entre toutes les réponses données qui a rendu
la variable inexploitable pour notre étude.

IV.E. Démarche statistique

IV.E.1. Analyse univariée

Trois méthodes statistiques ont été utilisées dans notre étude. Premierement, 1’utilisation
de tests univariés (test du Khi2, test exact de Fisher bilatéral, test de Wilcoxon-Mann-Whitney)
nous a permis une pré-sélection des variables intéressantes. Ces tests ont 1’avantage d’étre
simples a utiliser et a interpréter, et permettent de faire ressortir les tendances statistiques fortes
entre notre variable a expliquer et nos différentes variables explicatives. Cependant, ils ne
présument pas des potentielles corrélations entre les différentes variables explicatives testées,
qui peuvent induire la nécessité soit du renoncement a 1I’exploitation de certaines variables dans
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les cas extrémes, soit d’un ajustement aux effets conjoints des différentes variables que I’on
souhaite conserver dans les autres cas.

IV.E.2. Etude des corrélations entre variables

C’est pourquoi nous avons utilisé des tests de corrélations, que I’on a pu faire apparaitre
visuellement sur une matrice de corrélations (cf. Annexe 8). L’utilisation de la matrice de
corrélations a pour principal avantage 1’aspect visuel des tests, la couleur nous indiquant le sens
de la corrélation, et la taille du cercle, ’intensité de la couleur et le coefficient de corrélation
nous indiquant la force de la corrélation. On distingue ainsi simplement, et rapidement, les
variables corrélées. Il faut cependant garder a I’esprit que I’interprétation de ces tests et de cette
matrice de corrélation est arbitraire, dans le sens ou nous n’avons pas défini de seuil au-dela
duquel nous considérions deux variables « trop corrélées » pour Etre utilisées simultanément.
C’est a nous, a partir de cette matrice, de données bibliographiques et de notre bon sens, de
décider si deux variables nous semblent trop corrélées ou non. C’est ainsi que nous avons choisi
les variables a intégrer a notre modéle multivarié, et c’est pour cette raison que plusieurs
modeles doivent étre testés et comparés.

IV.E.3. Analyse multivariée

La comparaison de mode¢les va correspondre a I’analyse multivariée. C’est elle qui, a la
fin, aura le plus de poids dans notre interprétation. L’analyse multivariée offre pour avantage
majeur la possibilité d’ajuster les effets des variables du fait des corrélations pouvant exister
entre elles. Nous avons pour cela utilisé la méthode de la régression logistique, qui est une
méthode statistique donnant pour résultat une relation mathématique jugeant de manicre
quantitative I’impact de nos variables sur I’explication du modele. C’est 1a I’intérét principal de
cette méthode : dire quelles variables sont influentes, dans quel sens et avec quelle force. Elle
est plus compliquée a utiliser que les tests univariée, et nécessite au début de tester les modeles
« pas a pas » en ajoutant une variables, en retirant une autre, ... Cette méthode offre ¢galement
la possibilit¢ de « forcer » des variables, bien qu’elles ne soient pas apparues comme
significatives a I’analyse univariée. Il faut donc penser a comparer les résultats de 1’analyse
univariée aux données bibliographiques disponibles avec un regard critique, et ne pas hésiter a
tester des modéles en forcant certaines variables, comme nous 1’avons fait avec 1’age des
chevaux par exemple : en effet, la logique voudrait que les chevaux agés soient plus volontiers
porteurs de 7. equi du fait de sa longue persistance dans 1’organisme ; méme si cette variable
ne ressort pas comme influente lors de l'analyse univariée, nous avons jugé important d’ajuster
les effets des autres variables a 1’age des chevaux. C’est pourquoi nous avons gardé 1’age dans
notre jeu de données initial, bien qu’au final, celui-ci ne soit pas considéré comme significatif
par notre méthode de régression logistique.
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Lors de notre analyse multivariée, nous avons di tester nos modeles sur une sous-population
des chevaux de 1’¢tude, a savoir les chevaux paturant au moins une saison dans 1’année. En
effet, parmi nos variables pré-sélectionnées pour tester nos modeles, la modalité de réponse
« sans objet » posait un réel probleme d’interprétation (type de patures, compagnons de pature,
etc.). C’est pourquoi nous avons dil écarter de 1’analyse les 12 individus passant toute 1’année
au box, et qui n’étaient donc pas concernés par les questions sur les patures. Nous avons donc
une certaine perte d’information suite a 1’écartement volontaire d’une fraction de notre
population d’étude.

Par ailleurs, il s’est révélé que les méthodes ascendante et descendante de sélection de modele
ne peuvent pas gérer les non réponses (« NA »). C’est pourquoi nous avons également di
¢carter de I’analyse par régression logistique les individus ayant au moins une non réponse dans
leur questionnaire. Cela représente 99 individus, soit presque 30% de notre population, et donc
une énorme perte d’information.

Enfin, nous avons fait le choix de rester simple dans notre méthode d’estimation d’individus
«mal classés » pour tester la qualité de notre modele. Nous avons choisi un seuil de probabilité
arbitrairement a 0,5, en considérant que les individus pour lesquels la probabilité prédite de
positivité a T. equi est inférieure a 0,5 sont négatifs, et les autres positifs. Il aurait été possible,
afin d’affiner notre prédiction d’utiliser la méthode de la courbe ROC (receiver operating
characteristic) : cette méthode calcule les valeurs de sensibilité et de spécificité pour tous les
seuils possibles, et permet ainsi de déterminer le seuil qui donne le meilleur couple
sensibilité/spécificité, ce qui, pour notre modele, nous donnerait le taux d’individus « mal
classés » le plus faible possible.

IV.F. Facteurs de risque mis en évidence

IV.F.1. Pour Theileria equi

Trois principaux facteurs de risque ont été mis en évidence pour 7. equi dans notre
¢tude : la localisation géographique, la durée de paturage et le type de patures utilisées.

Les chevaux ayant été vus dans les écoles vétérinaires les plus au Sud de la France (Lyon et
Toulouse) sont significativement plus positifs & 7. equi que les autres. Cette information est
cohérente avec les données bibliographiques disponibles, a savoir que les départements les plus
au Sud sont plus touchés par la piroplasmose que ceux plus au Nord [45][57][107] [165]. Ce facteur
de risque est apparu comme celui avec le plus fort impact, parmi ceux mis en évidence. Un
découpage plus minutieux, par département, a ¢galement été¢ réalisé (variable « dpt»),
cependant, notre population d’étude n’étant pas assez bien répartie sur I’ensemble de la France,
I’utilisation de cette variable dans nos modé¢les n’a pas été possible. En effet, les chevaux de
notre étude étant ceux vus au sein des écoles vétérinaires, quelques départements étaient
largement sur-représentés, comparativement aux autres, a savoir les départements dans lesquels
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se trouvent les écoles vétérinaires, ou limitrophes a ceux-ci. La grande majorité des autres
départements n’étaient représenté que par 1 ou 2 individus, rendant une exploitation statistique
impossible. Nous nous sommes donc limités pour I’instant a I’information de 1’école vétérinaire
ou I’animal a été vu, a ’origine d’une large perte d’information. A I’avenir, lorsque le projet
PiroGOtick disposera de plus de chevaux et d’une meilleure couverture du territoire, une
analyse statistique spatiale de la positivité¢ a 7. equi deviendra possible.

L’information « durée de paturage » a été subdivisée en plusieurs variables. Une variable
qualitative indiquait si le cheval paturait tout le temps (24h/24), ne paturait pas du tout (Oh/24)
ou paturait une partie de la journée (1-23h/24), tandis qu’un variable quantitative, plus précise,
indiquait la durée de paturage en heures passées au pré chaque jour. Le choix de cette
subdivision s’est fait suite aux nombreux manques de réponses a cette question. En effet, de
nombreux participants cochaient la case « alternance box/pré» sans préciser le nombre
d’heures passées en extérieur chaque jour. Dans notre analyse multivariée, c’est la variable
quantitative qui permettait d’obtenir le meilleur modele : c’est pourquoi nous 1’avons gardée.
Par ailleurs, cette information de « durée de paturage » était €également subdivisée par saison :
printemps, été, automne et hiver. Notre analyse des corrélations a montré une forte corrélation
entre ces 4 variables. Cela est logique et peut s’ interpréter comme le fait que les chevaux passant
tout leur temps en extérieur le font généralement a chaque saison, tandis que les chevaux
paturant peu paturent peu toute 1’année. Il nous a donc ét¢ impossible de rechercher
statistiquement des différences entre la durée de paturage a chaque saison. Nous avons donc
choisi, pour notre modgele, la durée de paturage au printemps, car ¢’est celle qui nous a semblé
la plus justifiable biologiquement, quand on considere le cycle vie des tiques vectrices de
piroplasmose : méme si chaque espece de tique a sa propre dynamique saisonniére, I'un dans
l'autre, le printemps est la saison ou l'on attend les plus fortes densités de tiques. Le modele
sélectionné donne pour résultat que quand la durée de paturage augmente, le risque d’étre positif
a T. equi augmente également, ce qui peut étre relié a 1’augmentation de temps de contact
potentiel entre tiques et cheval.

Enfin, le type de pature était également une information subdivisée en plusieurs variables. La
principale difficulté¢ dans 1’exploitation de cette variable a été le nombre important de réponses
multiples (chevaux fréquentant plusieurs types de patures). C’est pourquoi nous avons créé une
variable qualitative pour chacune des 3 possibilités de réponses. L’analyse univariée ayant fait
ressortir une influence des modalités « paddock en sable » et « prairie permanente », ce sont
elles que nous avons gardé pour la suite de notre étude. L’étude de la matrice des corrélations
ayant montré une corrélation négative marquée entre ces deux modalités, et I’analyse univariée
ayant montré une influence significativement plus importante pour le « paddock en sable »,
c’est cette modalité que nous avons choisie pour notre premier modele. Nous avons tout de
méme testé la modalité « prairie permanente » dans d’autres modeles, mais le résultat obtenu
étant moins bon, nous avons préféré garder la premiére. L’analyse multivariée donne pour
résultat que les chevaux vivant, au moins en partie, dans des paddocks en sable sont plus
souvent négatifs & 7. equi que ceux ne vivant que dans des prairies semées ou permanentes. Il
nous a fallu garder une certaine prudence dans I’interprétation de ce résultat. En effet, les
nombreuses réponses multiples montrent que beaucoup de chevaux vivent dans plusieurs types
de prés. N’ayant pas de calendrier de paturage précis, il nous est impossible de dire combien de
temps, a quel moment de 1’année ou dans quelles conditions un cheval se trouve dans une pature
ou dans une autre. C’est pourquoi notre modéle oppose les chevaux passant au moins une partie
de I’année dans un paddock en sable aux chevaux ne fréquentant pas ce type de pature, mais
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allant au moins une partie de I’année dans des prairies permanentes ou des prairies semées. Une
analyse plus fine du mode de paturage chez un grand nombre d’éleveurs « sentinelles », avec
parallelement un suivi temporel du statut des chevaux vis-a-vis de 7. equi, devrait permettre a
I’avenir d’en savoir plus sur les risques liés aux types de patures.

IV.F.2. Pour Babesia caballi

Pour B. caballi, 1a principale limite se trouve dans le manque d’individus concernés.
Avec seulement 10 chevaux positifs a ce parasite, il nous était impossible de réaliser une analyse
statistique. Nous nous sommes donc limités a une analyse purement descriptive, présentée dans
la partie //1.D. A terme, lorsque le nombre de cas deviendra conséquent, des facteurs de risque
spécifiques a B. caballi pourront peut-€tre étre détectés.

IV.G. Analyses hémato-biochimiques

L’analyse statistique des résultats des analyses hémato-biochimiques d’une partie des
chevaux ayant participé a Nantes a montré des différences significatives entre chevaux porteurs
et non porteurs de 7. equi pour quelques parametres. Les résultats obtenus sont parfois
surprenants (taux d’hémoglobine supérieur chez les chevaux positifs a 7. equi), ou sans
véritable logique biologique (taux de GGT inférieur chez les chevaux positifs a 7. equi). Nous
leur accordons une confiance limitée, pour différentes raisons énumérées ci-dessous.

Premiérement, plusieurs des parametres testés ont des causes multifactorielles de variation. Le
taux de globules blancs, par exemple, peut augmenter suite & un processus infectieux, un
transport ou méme un stress.

De plus, notre population d’étude pour cette analyse est relativement petite, avec une
soixantaine d’individus en moyenne pour chaque paramétre. En tenant compte du fait que
certains parametres peuvent varier de maniere trés importante (les CK, par exemple, peuvent
varier d’un facteur 100, voire 1000 lors d’affection musculaire), il existe dans cette analyse a la
fois un certain manque de puissance statistique (certains parametres présentent peut-étre des
différences entre les deux groupes de chevaux sans que nous soyons en mesure de les détecter)
et un risque de premiere espece conséquent (en concluant abusivement a 1’influence de certains
parametres).

En attendant mieux a terme, lorsque la population de chevaux testés sera plus conséquente, il
nous est déja possible de comparer les résultats trouvés aux intervalles de références des
différents paramétres. Pour le taux d’urée par exemple, le test de Wilcoxon-Mann-Whitney
nous dit que les chevaux positifs a 7. equi ont tendance a avoir un taux d’urée supérieur aux
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chevaux négatifs (0,38 g/L face a 0,32 g/L, p-value = 0,06). Nous restons cependant dans
I’intervalle acceptable physiologiquement de [0,2 — 0,6 g/L]. Il est donc difficile d’interpréter
biologiquement un tel résultat, quand bien méme la différence entre les deux groupes se
confirmait a ’avenir.

De maniére générale, 1’étude des parametres hémato-biochimique n’étant pas au cceur
de notre projet, il existe de nombreux biais dans notre jeu de données :

» Motifs de consultation hétérogenes : chevaux sains pour chirurgie, chevaux malades en
consultation de médecine (affections respiratoires, cardiaques, etc.), chevaux vu en
consultation d’orthopédie (inflammations articulaires, tendineuses, etc.)

» Moment du préléevement influencant certains parameétres : juste apres le transport, au
cours de la consultation, aprés quelques jours d’hospitalisation

» Potentiels traitements en cours interagissant avec les paramétres : anti-inflammatoires,
antibiotiques, etc.

C’est pourquoi nous nous garderons d’interpréter ces résultats en 1’état. Une réelle étude
dédiée avec un protocole précis quant aux animaux prélevés, au moment du prélévement, aux
parametres testés et aux techniques utilisées sera nécessaire dans le but d’explorer le lien entre
positivité a la piroplasmose et parametres hémato-biochimiques du cheval porteur sain.
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CONCLUSION

Dans une population de chevaux ne présentant pas de signes de piroplasmose, deux
objectifs motivaient notre étude : la détermination d’une prévalence a Theileria equi et Babesia
caballi, et la détermination de facteurs de risques liés a I’environnement de vie du cheval, via
un questionnaire d’enquéte rempli par le propriétaire. Nous avons pu, par un diagnostic PCR,
déterminer une prévalence globale de 37,9% a I'un ou l’autre des deux parasites de la
piroplasmose, avec un portage trés majoritaire de Theileria equi (35,9%). Cette prévalence,
cohérente avec les données bibliographiques disponibles, montre un portage sain non
négligeable de piroplasmes en France.

Notre analyse du questionnaire d’enquéte nous a permis de mettre en évidence trois
principaux facteurs de risque :

» La localisation géographique du cheval : les chevaux vivant dans le Sud sont plus
souvent porteurs que ceux vivant dans le Nord,

> La durée quotidienne de paturage : les chevaux paturant le plus sont plus souvent
porteurs,

> Le type de prés fréquentés : les chevaux en prairies sont plus souvent porteurs que
ceux en paddocks artificiels en sable.

Ces facteurs sont en accord avec la bibliographie, et montrent une augmentation du risque
d’infection quand le temps de contact potentiel entre les tiques et I’animal augmente.

Par ailleurs, certaines données, que 1’on aurait pu attendre comme facteur de risque, ne
ressortent pas de notre analyse statistique comme significatifs (humidité des patures,
visualisation fréquente de tiques, etc.). Il serait intéressant de réaliser une é&tude
environnementale plus précise afin de se s’affranchir des biais de réponse au questionnaire, du
taux de non réponse parfois important ou encore de la difficulté¢ d’interprétation de certaines
réponses multiples. Par ailleurs, 1’étude d’un calendrier de paturage précis, avec le type de
patures fréquentées, le temps passé sur chacune d’entre elles, la saison de fréquentation et les
caractéristiques environnementales des patures au moment de leur fréquentation (humidité,
hauteur d’herbe, relations avec la faune sauvage, etc.) pourrait également apporter de précieuses
informations qui nous ont manquées dans notre étude.
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ANNEXES

Annexe 1 : Lettre d'information sur le projet

Lettre d'information - Enguéte sur la piroplasmose équine
dans le Grand-Ouest de la France
A conserver par le propristaire

MﬂjmﬁécmmamMHEMMmétmlﬁmdﬁhfm}

(m;mhwuﬂmmeaﬁmm&i&m'ﬂm&mqa
damalyzer les agentz miecieus = a.ﬁndmﬂmnmﬁ-ﬁlmu:ﬂmh
candidats vacdn.

Vous pouver nous v aider aver phisisurs oivears possibles d'implication.

Nivean 1 : le questionnaire ef b prise de sang de voire cheval
Nous allons vous poser des questions s voae cheval ses habitudes de wvie et som emimnnement Nous
eszayons de definir le misque acaralog Cest 3 dire le risque qu'a woire cheval dans les conditions dans
lesquelles il wit de renconfrer des thques susceptibles de lui transmettre b piroplasmoss. Méme si votre cheval
na]msmatﬁcmmhmhmﬂﬂmmeﬂﬂdﬂmmmmhﬂhah
presence de la maladis of wome reponse au questomaire est toute aussl imporamte. En parallels des
questiomnaires, nous allons effecter un diagnostic granst de la piroplasmose sur voie aninml & Dous
amatyserons l'snsemble de ces données. Grice s nombres de chevanm analyses (500 minimm) provenant de
diverses parties de I'Ouest de 1a France, nous allons défimr la fréquence de cette maladie ot sa répartition

Nivean 2 : bes figoes et I'mfecton Navean 3 : les tigues de I'environmement

5 vous vovez fequemment des tques
Ergees sur vome cheval, vous porves ks
collecter pour mous. Demomder = kit
hI'E-tHII.E-El.‘ﬂlﬂImqﬁmmh&dE
collecte poar metme las

notice explicative. Cnu:et:ﬂg

i vous &es trés mbéresses par la pireplasmose, & que Vol saves
qiil ¥ a des ques dans Fenwiroomement de voire cheval, wous
poavez les collecrer 2 l'osll au bout des brirs dherbe on aver m
drapesn commmes CE-degsmas -
Unmtm-hmﬂmbhmmhmnpunlxmﬂa.mham
les zones o oo voit habiuellemens das oques - alles 5y acoochent
nmmlamﬂ:alhmmdewlmanimtusdepmh
Ue pince pour les en decmocher.

Un tube, 1a date, la refrence de votre cheval dans nofre ehade, 1ms
mﬂnppeamcmﬂtmmphﬁn:mmm

Nivean 4 : une stnde sur e site de vie de voire cheval
EllmmEmMmmmmmémmmmﬂmmM
positives), ef si bien oo vous 8tes intéressés, nous ferons peur &ire a;:p&lu]:memmmlame

pour ume amalyse phs approfondie de 'environnement de wotre cheval. Une equipe poum alors EiTe AmEnss 3 58
deplacer chez vous pour collecter des tigaes o lss pres de votre cheval ou i abards fmmediats.

Les résultats vous seromt emvoves 2 a fin de I'sude. price 3 Fadresse que wous DOUS SUrer COMDNMIGUEs SUT
1a letre d= consempement. Catie einde est valides par be Comite d'ethiqoe animals §'Cmiris, le CERVO.

el que soit woime degré d'implication, nRoUs vOUS FremErCiiG
par avance de woire aide pour oefte enguite.

La referenrs de vore cheval - CV10-

Comtact - lmrence malndringonins-nanfes fr
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Annexe 2 : Lettre de consentement éclairé

Enquéte sur la piroplasmose équine dans le Grand-Ouest de la France

Lettre de consentement éclairé
Faference cheval powr l'enguéte - CV19- Coller Etiquette CLOVIS -

«Je, soussigna(e) ... e eeemeeeeensmeneeeee (P70 Prémom), demeurant

o (Localité)

reconnals avorrecude lapartde ..o oo DO Prénom)
I'mformation :

- sur I'mtégralité des procédures mises en jeu lors de 'enquéte « Pooplasmese équine Grand-Choest »

- zur les beénefices attendus et les nsques potentiels (gf tablean au verso de cette page) de l'enquéte

- toutes les réponses 3 mes questions.

Dians ces conditions, | zccepte ibrement que sort meles dans I'etude « Piroplasmose squine Grand-Onests
I'anima] dont je suis le propriétaire® ou le représentant diiment mandaté on le détentew™®

-.(Mom),

e ceereeee iy PR ef muméro d1dentification),

derace ... OEEBERL e R AEE de .. am(E).

T'ai note que la parbeipafion 3 1'enquéte n'occasionne aueun frais supplémentare 3 ma charpe ef qu'elle
ne 5" zccompagne pas non phos d'une rémumération associée.

Ta1 été prévenule) que )" le drodt 3 tout moment ef pour quelque ralson que ce soif de retirer mon animal
de I'éude.

Tautonze les egqupes de recherche d'0mms et'ou lewrs partenames a ubhser les domnees et les
prélevements de mon animal de mamere anomyme dans le but d'ameliorer 1'état des conmalssances
scientifiques et techmques sur le sujet. Je consens cependant a la levée de |'aponymat si celle-ci est
demandée par les awtontés publigues.

Bénefices attendus Contraintes éventuslles

Préevalence de la proplasmose équine Prélevement sangum da 5-10ml.
Bio-collection d'agents pathogénes
Recherche de candidats vaccm

Famta Omms, le .o 2019

Signature de I'mvestgatenr prncipal Signature du propnétare¥*ou du représentant diment
Laurence Malandmn mandate du proprnetare* ou du detentenr® de I'ammal

* mver |a mention mmrhle
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Annexe 3: Questionnaire donné aux participants

Voire cheval et son environnement

Votre cheval, sa référence dans notre enquéte : CV19-

Lieun de résidence du cheval : commume code postal

Age ans Sexe : || mile [ fomelle [ mile castrs

Rars Faobe

Taille gamrot cm

Utihisation : Flusieurs réponses possibles

[0 compétiion [ lodsir [ promenade [ reproduction || autre, précisez

Votre cheval vit dans le méme environnement depuiz guelle durée T an(s)

Votre cheval et la piroplasmose

Votre cheval a t"il deja éte diagnostiqué positif pour la piroplasmose 7

C ow _| mon

5ioui, il v a combien de temps 7 anis)

51 oud, savez-vous gquelle méthode a ete utilizée pour le diagnostic 7 plusieurs choix possibles
[T ne sais pas _| frottis sangmn | sévologme (IFL, ELISA)} L PCE gPCER || amtve:
51 oud, savez-vous gquel était I"agent infectiour responzable

[ ne sais pas _| Babezia caballi | Theileria egqui

51 oud, quel tragtement a-t'il recw :

[0 Carbesia | Omytetracycline | aufre, précisez _| ne sa1s pas ou phas

Votre cheval et ses déplacements
Awvez-vous acheté votre cheval 7

C ow .| nom

Connaissez-vous les régions/payvs fréguentés par votre cheval avant son achat 7
[ ow _| mon

51 oud, lesquels 7

Depuiz gque vous avez voire cheval, change-t'il souvent de bieu de vie (c'est a dire plus d"une fois/an, sur
une distance supérieure 4 10km) T
[ ow | non

51 oui, est-ce pour des durées de plus d'une semaine et dans des environnements i rizque de présence de
tigues : boisements, haies, prés peu entretenuns 7

[ ow _| non
Si oud, estce T
[0 en France : quellefs) région{s) 7 | en Europe : quel(=) pays 7 hors Ewrope : quel{s) pays 7
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Votre cheval et sa vie extérieure

Votre cheval change peut étre souvent de prés, en fonction des pencdes de 'amnee, en fonchon des années.
Eszavez de definir le tvpe ke plos fréquent de patares dans lesquelles 1l va. Ces mformatons nows rensergnent
sur le nisque qu'a votre cheval de rencontrer des tiques. Elles sont done trés importantes.

Sur une année, vous estimez gque voire cheval est :
[C towjorurs dehors (pré avec un abm) [ jamais dehors {au box)
[ 142 de son temps dehors [T 1/3 de son temps dehors [ % de son temps dehars

Quand votre cheval est-il au pre 7

Printemps Eté Automne Hiver
(avnml-pun) | {ollet-septembre) | (octobre-novembre)| (decembre-mars)

Soit Box 2424
{cochez 51 ow)

Soit Pré 2424
{cochez 51 ow)

Sont alternance box/pra
(ndiquez approvimativement ke
nombre dheures en exterieur jour)

Type de pres

Attention : 51 plusieurs réponses poszbles car votre cheval frequente diffevents pres, alors classez les types
de pré par ordre de temps de frequentation décrorssant (1 le phus fréquente, 2 ou 3 le moms fréquente)

T

d'enherbement - sélechonner au molns une réponse

| Paddock sans herbe . Prame semee . Prame permanente

8 fesh Ay

Dans le pre. Therbe est-glle 7 sélectionnes au moins une répons

| towours rase
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Deélimatation des prés - sélechionner an meins une réponse

| Clature arificiells seule Hae, sur un ou plusieurs Forst ou bosquet sur un ou
cotes de la pature plusiews eotes de la piture

E——————

Entrenien des patures - sélechonnes au moins une réponse

{Tonces, arbrisssaux, épinews, ordes, fougeres en milisn de panies)

| Proximaté (moms de 10 m) | Pré inonds L Pas de pomnt d'ean naturel

d'un point d'san nature] une partie de 'année

(accessible ou non s chevams)

Vovez-vous ou avez-vous déji vu des apimanx sauvages ou des traces de leur passage sur les
preéz fréquentés par voire cheval ou aux alentours immediats?

(crottes de lapin, labourage de sanghers, empremtes de chevremls, phomes )
[ ow [| non

Si oui, chague foiz que vous rendez visite i voire cheval 7

[ ow _| non
Clest a dire :
C 1 fois/an [ sa6fusan [ touslesmois [ toutes les semaines [ tows les jours
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51 oud, lezquels (animaux ou traces identifiables)?

Attention : 51 plusienrs réponses possibles, alors classez les ammanx sauvages ou leurs traces par ordre
deécroissant (1 le plos sowvent v, 6 le moins souvent vu ou jamais v

Votre cheval et les tiques
Avez-vous vu des tiques sur voire cheval 7
L ow O

L non

&i oui, & quelle période 7
Attention - Classez les penodes par ordre de fréquence decroissant : 1 le plus fréquent, 4 le moins fréquent

51 oud, quelle taille 7

|.-'-"m.'eu1i-::u:|. - Classez par ordre de frequence decroissant : 1 le plus frequent, 3 le moms frequent

! 1-2 mm L 2-3mm | =3 mm [ ne sais pas, phis

Avez-vous vu des tigues dans ou autour des pre: fréquentes par voire cheval 7
[ ow [

L nom

51 oud, a quelle(s) periode(s) T
Attention : Classez les penodes par ordre de frequence decroissant : | le plus frequent, 4 le moins fréquent

Ll ne sa1s pas
51 oud, quelle taille 7

|Arreu1ion - Classez par ordre de fiéquence décrotszant © 1 le plus fréquent, 3 le moms fréquent

! 1 mm

. 2mm

=3 mm [ ne sais pas
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Votre cheval et ses compagnons
Jotre cheval est-il zeul anu preé 7 oum _| nomn

51 mom, quels sont ses compaguons de paturage et a quelle période de I'année 7

Prmtemps Ete Awtomne Hiver
(avral-pam) {jullet-septembre) | (octobre-novembre)| (decembre-mars)
Atil des compagnons| [ guy non |l ow | non llow L|nom L om non

51 0w lesquels 7
Autres equides
Bovins

Petits muninants
Autres, précizez

Jotre cheval vit-il au contact d'autres animanz domestiques (plusienrs réponses possibles):
[ non _| chat chien L autres, lesquels -
51 oul, voyez-vous ou avez-vous vu des gues sur ces amimaux (compagnons de pre et'on autres
animanz domestigues) T

|: o - non

Seriez-vous d'accord pour participer 4 une étude plus approfondie réalisée ultérieurement dans
l'environnement de voire cheval (collecte de tigues) T

|: Lagh il | non

Merci de votre contribution

Ves remarques, commentaires sur le questionnaire ou propesitions, =i veus en avez :
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Annexe 4 : Protocole de préparation des échantillons sanguins

Mode Opératoire EFéf : TiBoDi-MO-74
INRAG ©niris Ope Version - 1.0
S | protocole de traitement du sang en vue de | Date : 200172021
1a détection d"agents pathogénes Page:1/2

UMR 1300 BioEpAR

Mis a disposition : (exemples)

Sharepemt/Commm/Groupes_transversaux/'CualitéDoc Cualité BIOEP AR Biclogie Moléculare)

Service responsable Fédacteur

Venficateur

Approbateur

Equpe TiBoDi Nom : Maggy Jouglin
(Tick & Tick-Borme Fonction - AT

Dizeases) e -
AE e e g | Visa: 200012021

Visa

MNom : Nathalie De la Cotte
Fonction : TR
- 200012021

MNom : Laurence Malandnn
Fonction : CE
WVisa : 2007012021

Objectf

Laver et préparer des prélévements de sang pour des protocoles de mise en culture cellulaire et jou
d’anzlyse en biologie molécnlaire des culots sanguing.

1. Reéactifs

o a0 o

Milieu de cultore BEPMI1G40 (Ozyme BE12-115F)
Gentamicing 10 mz/ml conservé 4 4°C (Ozyme 17-510L)
Amphotéricine B 25mg/m] sliquoté en 0,5 ml et conserve a -20°C (Lonza 17-836E)

Pour limiter las contaminations fongiques ot bactériennes, préparer un flacon de RPMI 1540 +

G+ A - aun flacon de S00ml, additionner da 2.5 ml de gentamycine 10 mg/ml ot 0,5 ml

d’amphotéricine B

o Colorant Diff Quick Heama coloration rapide (Labo Technik, Berlin), solotion de fixation
(LTODES), solution de coloration I rouge (LTO03), solution de coloration IT bleue (L TO04)
o PBS 1X fait a partir du Phosphate Buffered Saline 10X en le diluant au 1/10 (Sigma D1408)

Alcool T0%

a

Equipements

Micro pipettes af conss dédiés
Tube falcon sterile 15 ml
Tube 3 hemolyse stérile 5 ml
Pipettes stériles 5 oul{ ml
Pipeteur

Lamas porte objet et &taleurs
Cenfrifugeuse

000 0008 00 M

Mode opératoire

PSM Posts de seécurité microbiclogigue

Microfobes 1,5 ml stérla (type eppendorf)

Diés leur réception, les tubes de prélévemesnts de sang réalisés em anticoagulant « type EDTA ou
héparine » sont nettoyeés & 1'extérieur sous leau et pulvérisés avec de 1’alcool 70 °C, avant d’étre

places sous le PSAL

o Puis deux éalements de sang direct sont réalisés avec 3 pL de sang (noter SIV).
o Las prélévements sont ensuite centrifugés (2200 rpm, pendant 10 minutes).
o Le plasma est collecte dans 1 tube 3 hémolyse (1 4 2 ml) et un microtobe de 1,5ml (200 pl).
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Mode Opératoire Eef: TiBoDi-MO-74

|NRA@ Qﬂil’iS Version: 1.0

UMR 1300 BioEpAR

S=Fee S| Protocole de traitement du sang en vue de | Date : 2000172021
1a détection d"agents pathogénes Page:2/2

=]

Prélever environ 1.8 ml de sang su pipeteur (buffy coat + globules rouges) et transférer dans
un falcon de 15 ml contenant 5 ml de PBS 1X (noter P pour lavage PBS 1X sterile).

Et mestre le reste du culot avec la méme pipette dans 1 tube falcon de 15 ml contenant 5 ml de
EPMI 1640+ G + A (noté C pour la mise en cultare), puis bien mélanger les tubes falcon
avant centrifugation (2200 rpm, pendant 10 minutes).

Avant la mize en culture, il est préférable de réaliser un second lavage du tabe noté C avec 5
ml de BEPMI 1640 + G + A. Puis centrifuoper de nooveau (2200 rpm, 10 mimmtes), enlever 3 ml
de surnageant et maintenir 4 4 *C pour la mise en culmre.

Enlever la totslité du surnageant (PBS 1X stérile) dams le mobe notsé P. Rajounter le méme
volume de PBS 1X guoe de globules ronges (1/1). Puis les globules rouges, le buffy coat et le
PBS 1X sont homogénéisés (va at vient avec la pipette) et aliquotés en tube:s eppendorf
(Etiquetés).

Un tube de 200 pl ef deux tubes eppendorf de 1500 pl sont realises. Les tubes sont stockes a—
20°C. L7extraction d'ADN sera réalisé sur un volurme total de 200 pl (100 pl GE + 100yl de
PBS 1X). Les deux auires tobes sont stockes a — 20°C en prévision d*un bescin ulterienr.

Realiser 2 étalements « GE » de globules rouges + buffy coat + PES 1X avec 5 pl

Les étalements sangumins « 5D et GR » sont colorés an May-Grimwald-Giemsa (MGGE) (Diff
Quick) et observeés au microscope optigue pour la détection de parasites on de bactéries. Pour cels,
déposer les lames sur un support et colords comme si dessous -

a

solution de fixation LTO08/S, 12 secondes
solution de coloration rouge LT003, 12 secondes
solution de coloration bleus LTO04, 30 secondes

Rincer les lames colorées avec de 1"eau du robinet et pulvériser avec un peu d’alcool 70%
pour eliminer les depots de colorants. Laisser secher les lames ef observer au microscope
optigue X100, sous immersion (huile 3 immersion RAL, indice de réfraction 1,513+/- 0,005).
Deux lames « SD et GR » sont stockées dans une boite porte lames.
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Annexe 5 : Protocole d'extraction d'ADN

r S Mode Opératoire Réf : TiBoDi-MO-76
INRA@ QHH'IS - d.mwﬂl::e - ot Version : 1.0
Erteoeex | Extraction ’ADN génomique avec .
Macherey NagelgNucleu- in Blood E:;.:Eﬁﬂ;lﬂﬂll
LUMR 1300 BioEpAR

Mis & disposition : (exemples)
- Sharepoint/Commmm/Groupes transversane/Chualitd Doe Cualité BIOEPAR Biclogie Moléculaire)

Service responsable Fedacteur Venficateur Approbateur
Equips TiHaDH MNom : Maggy Joughn |MNom : MNathale De la Cotte | Mom : Laurence Malandnn
(Tick & Tick-Bome | Fonction - Al Fonction : TR Fonction : CR
LR HMBK;EPAR WVisa : 200012021 Visa : 2000172021 Visa: 204012021

1. Principe de la méthode
Extraction d’ADN génomigue 3 partir dun prélévement de sang d’hotes suspectés d’étre
contaminés des parasites ou des bactéries, en ufilisant le kit Macherey Nagel
« Nucleo5Spin Blood ».

2. Réactifs
Eit Macherey Nagel : NucleoSpin blood Genomic DNA (ref fournisseur - 740951 250 preps)
Protéinase K fournie dans le kit - additionner 3,35 ml de tampoen protéinase, aliquoter en 200

et stocker 4 -20°C, 1a solution Protéinase E est stable 6 mois.
n B3, dés 1'ouverture du kit, ne pas cublier d'ajouter 200ml d'éthanol 99% au contenn
du tampon B.
PBS 1X a partir du Phosphate Buffered Saline 10% (Sigma D1408)
Ethanol 99%

3. Equipements
Micro colonne NucleoSpin
Tube collecteur de 2 ml
Microtube 1,5 ml stérile (type eppendorf)
Micro %'petms deédiées a la biologie moléculaire
Ce zense de paillasse
Bain 3 sec T0°C
4. Hygiéne et sécurité (précautions i prendre)
Tout d'abord, préchanffer le tampon d’élition BE aliquoté an velume utile, & 70°C, dans un
eppendorf sténle.
Puis afin d'éviter la contamination des solutions en prélevant directement dans les flacons,
transvaser le volume nécessaire a chaque étape dans un tube falcon sténle.

Mode opératoire

Les prélévements, qu'il s agisse de puits de culfure cellulaire cu de culets de globules rouges,
sont préalablement lavés avec du PBS 1X sténle ef congelés si nécessaire. Faire |extraction
sur un vehme total de 200 pl.
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cratoi Eef : TiBoDi-MO-76
OHHIS Mode Opératoire

Version : 1.0

e Extraction 4" ADM génomique avec le kit -
IN RA@ Macherey Nagel Nucleo5Spin Blood E:;é l;(a:'glﬂﬂll

UMR 1300 BioEpAR

Décongeler les échantillons de sang et ajuster, si le vehme est mffneur a 200uL, avec du
FBS1X
Ajouter 25p]. de protémase K
E]uuterzmpl de solution B3 du kit Macherey-Nagel
o Apiter an vortex le melange pendant 10-20 secondes
o Incubation 10 3 15 min 3 70°C, bain sec. I est possible d’augmenter le temps
d'incubation jusqu’a 30 minutes et de vortexer durant I'incubation.
o Pendant I'incubation, le Iysat devient marmron avec le tampon B3.

Ajouter 210uL éthanol ($6-100%)
Agiter par vortex pour homogénéiser le mélange

Placer une colonne sur un collecteur et déposer la solution faite précédemment, soit 635 uL
Centrifuger 1 min 411 000g.
Si I'échantillon n’ estplgsfpasse complétement 3 travers la membrane de la colonne, il est alors
possible d'augmenter la force cmgjllguge a 15 000g max.

o Jeter le collecteur

Placer un nouveau collecteur sous la colonne et déposer 500uL de tampon BW pour effectuer
le premier lavage.

o Cenfrifoger Imin a 11 000g

o Jeter le réservoir

Placer un nouveau collecteur sous la colonne et déposer 600uL de tampon B3 pour effectuer
Ie second lavage.
o Cenfrifoger Imin a 11 000g
o Vider le réservoir et re-centrifuger 1 min 3 11 000g cela permet d'enlever les résidus
d'alcool présent sur la colonne

Jeter le réservoir
Placer un tube eppendorf stérile de 1,5 ml sous la colonne
Premiére lution : déposer 50uL de tampon BE préchaunffe a 70°C
o Incuber 1 min 3 température ambiante
o Cenfrifuger 3 min a 11 000g
Ne pas vider I'eppendorf car il contient I' ADN
Deuxieme élution : depose:r J0uL. de tampon BE préchauffé a 70°C

o Incuber 1 min a température amb
o Cenfrifuger 3 min a 11 000g

Placer les exfraits d'ADN i 4°C, en attente d’amplification par PCR. powr la détection de
potentiels agents pathogénes.
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Annexe 6 : Protocole de PCR nichée pour la détection des agents de piroplasmose

@niri Mode Opératoire Réf : TiBoDi - MO - 75
INRAG =—== Version : 1.1
PCE Nichée pour détection de Date : 19/01/2021
Iheleria equi-Babesia caballi Page:1/3

UMR 1300 BioEpAR

Mis & disposition :
- Sharepoint/Commim/Groupes_transversar/Chaalité Doc Quakité BIOEPAR/Biclogie Molécnlaire

Service responsable Fédactenr Veénficateur Approbatenr
Edquipe TiBoDi Nom : Maggy Jouglin | Nom : Florian Bergquier Nom : Laurence Malandrin
{Tick & Tick-Borme | Fonction : Al Fonction : Stagiaire Master 2 | Fonction - CE.
Disearas) Visa : 05012021 Visa : 2100172021 Visa : 19/01/2021
LR 1300 BIOEFPAR
OBJECTIF :

Cette technique consiste a réaliser deux PCE successives (la seconde dite PCEZ michée sur la premiére PCR1), en
utilisant des couples d’amorces différents en vue de détecter les piroplasmes de type Theileria equi et Babesia caballi
et caracteriser leur diversité genetigne chez des chevaux. Differents couples d'amorces sélectionnés sur le géne 185
ADNr ont été testés en smont et sur diffstents extraits de sangs de chevaux contaminés et seuls deux couples sont
retenns dans ce mode opératoire.

I-REACTIFS

s Désoxyribommcléotides :

- solution mére Mix dNTPs 3 100 mM (Eurchie : ref GEA PCR 11-5D)

- solution de travail 4 2 mM : diluer la solution mére an 1/50°™ dans V'ean, Sul + 245pl d’eam sigma
Ean (sigma W4502-1L) - eau stérile aliquotée en mbe Eppendort stérile sons PEM (salle de culture cellulaire)
GoTag G2 Flexi DNA Polymerase 5 U/ul (Promega - ref M7305, 50017
Tampon 5 X (green ou colorless) fowmi avec la GoTag polymerase
MgClya 25 mM fourni avec Ia GoTag polymerase.
Amaorces : diluer les amorces dans de 1'esm (sigma : W4502-1L)

- solution mére : 100pM

- splution de mavail - 25uM

%1% couple d*amorces externes (PCE 1)

Pour Theileria agqui et Babesia caballi -
CryptOF (5" AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCAT 37)
CryptOR (3" GCTTGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 37)

% 2% couple damorces en interne (PCE 2)

Pour Theileria agqui :
TeqF3 (5" TCAGTTGCGTTTATTAGAC 37)
TeqR5 (5" CACAAAACTTCCCTAGACG 37)
Pour Babesia caballi -
BabF4 (53" TIGTAATTGGAATGATGGC 37)
BabR4 (5° TCCCTACAACTTYTCGRTGT 37)
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Oniri Opératoire Réf - TiBoDi - MO - 75
I N RA@ T S - L. . Version : 1.1
PCE Nichée pour détection de Date - 19/01/2021
Ihaleria equi-Babesia caballi -
UMR 1300 BioEpAR o Page:2/5

Contrile positif : 7 uL. ADN génomigue issus d'extraits de sangs de chevaux détectds positifs (ex : CV19-07, CV15-
0%, CV10-18)

Contrile de tampons d’extraction pour valider 1°absence de contamination externe durant I'extraction (cf TiBeDi-
MO-76)

Controle negatif de PCE. (water sigma : W4502-1L)

Margoenr tille : Ewreladder XL (Eurobie GEPMQEO05) on 100bp DMNA Ladder (Solis Biodyne, 0,1 pg'pl, range 100-
3000bp)

Agarose (Dutscher, 40050048)

Bromure 4’éthidinm :

o soloton mére a 10 mg/ml

o soloton Slle diluée & 0,5 mz/ml (0,5 ml dans 10 ml d°eau distillés)

II - PETIT MATERIEL

Gants sans pondre

Pipettes ot pointes a Sloes dédises

Micrombes PCR individuels 0,2 mL (conseillés pour éviter les contaminations de mbe 3 tube)

II1 - AFFARFILLAGE

Thermocyclenr Biorad TCA et TCB (96 puits)

Dispositif pour counler les gels (cf. VIPA-MO-54)

Cuove 3 électrophorése Apelex (cf VIPA-MO-54)
Generateur PolyLabo PS600-800 et cordons d°alimentation
Hotte chimigue CaptairChem Erlab

Micro-ondes

Systéme d'acquisition d*image en UV

IV - MODE OPERATOIRE

Realization des PCE

Une PCE externe (PCR1) est tout d°abord réalisée sur les extraits d’ADN de sangs de chevaux, puis elle est suivie
d*une PCE. michée (PCR2) avec les amorces specifignes des piroplasmes recharches.

IMPORTANT
= Afin 4’éviter toute contamination avec le contréle positif, il est plus judicieux de le manipuler en dernier.

IV-1 Premiére PCR] CryptOF (OR

Realisation d un MTX -
Riéactift gqzp 30 pl volume firal PCR 1 rube
H,0 {water free sigma) 7,05 pL.
Tampon 5X Colorless G pL
MgCI12 25 mM 24 ul Salle mix
dNTPs 2mM chague SpL
Amorce CryptOF (25ubd) 1.2 pL
Amorce CryptOR (25pbd) 1.2 pL
GoTaq Flexi (5 W/ul) 0,15 plL
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©niri Opératoire Réf: TiBoDi- MO - 75
I N RA@ T S L . Version: 1.1
PCE Nichée pour détection de Diate - 19/017°2021
Iheleria equi-Babesia caballi .
UMR 1300 BioEpAR o Page:3/5

Soit un velume de 20 pL de mix par micrombe Salle échantillons
Ajouter 7 pL &"ADN - pour chague extrait, possibilité da faire la PCE. en Duplicate }

Frogramme du thermocyclenr -

1 - Tempéramre initiale 95°C 3 min

2 - Dénaturation 85°C 30 sec

3 - Hybridation SEC 40 sec (30 3 60 sec. max)
4 - Elongation T2%C 30 sec

5 - Retour a I'étape 2 : 39 fois (40 cycles)

& - Elongation finale T2°C 135 min

T — Maintien 15°C o

Facultarif

On peut faire migrer § uL de produit d amplification avec I nL de tampon de charge (5i vous avez utilisd un tampon
non colord) sur un el d'agaroze & 1%.

Dédpozer Jul de marqueur de poids moléculaire Eurobio XL dans un puits.

Le poids moléculaire arendu du produit d amplification est d'enviren 1700 paires de bases.

IV- PCE Nichée

IMPOETANT

= Pour la préparation de la PCE nichée, I'opérateur doit s’ installer dans la salle clomage. La paillasse, le jen de
pipettes et la centrifuzense sont decontamines a I'ean de javel diluge.

= Siles ? PCR zont réalizées le méme jour, préparer le mix de la PCR? en méme temps que celui de la PCR 1.
Le comserver a 4°C (refrigératenr entree PFBM) jusqun’i wtlisation.

Préparation des produits amplifiés en PCRL -

Cenfrifuger la barette de tube oun la plague avant toute ouverture
Faire une dilution {1/100"™) pour les échantillons et les témoins « extraction et négatif PCE » Salle clonage
Dans un nowvean tube, préparer une dilution au 1/100™™ en water free
% 108 pL d’ean
Puis prendre 2 uL de chague mbe (doplicate) de PCR.1
© Les déposer dans un tube de dilution, sait 200 pL totzl.

La reste du produit amplifis est stocké 3 4°C. } Salle clonage
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Oniris Mode Operatolre Réf - TiBoDi- MO -7
I N RA@ L Version : 1.1
PCE Nichée pour détection de Diate - 19012021

Thaleria equi-Babesia cabally -
UMR 1300 BioEpAR 1 Page:4/3

Reéalisation d'um MIX aver les amorces spécifiques de chagque agent pathogéne recherche

Pour Theileria equil
Réactijft gzp 30 pL volume final PCR 1 meba
H:0 (water free sigma) 405 pL
Tampon 5X Green 6 uL
MgzCl12 25 mM 24 ul Salle mix
A TPs 2mM chague 5 pL
Amorce TegF3 (25pb) 1.2 pL
Amorce TegB5 (25uM) 1.2 ul
GoTag Flexi (5 U/pl) 0,15 pLL
Pour Babesia caballi
Réactjfs qzp 30 pL volume final PCR 1 tebe
H:0 (water free sigma) 405 pL
Tampon 5X Green 6 ul
MgC12 25 mM 24 ul Salle mix
dNTPs 2mM chague 5 uL
Amorce BabF4 (25uM) 1.2 ul
Amorce BabB4 (25uM) 1.2 ul
GoTag Flexi {5 U/pl) 0,15 pL
Soit un volume de 20 pL de mix par microtube. Salle
Ajouter 10 puL du pool des duplicates produits de PCE PCE 1 dilué au 171007 Echantillons

Préveir 10 uL. pour chagque témoin (dilué au 1/1007)

Frogramme du thermocyclenr -

1 - Tempéramre initiale 23°C 3 min

2 - Deénaturation 85°C 30 sec

3 - Hybridation 54=C 30 sec (la température est identigne pour les dewx piroplasmes)
4 - Elongation T2°C 41 sec

5 - Foetour a I"étape 2 : 39 fois (40 cycles)

& - Elongation finale T2°C 3 min

Faire migrer 5 yL de produit 4’amplification avec 2 pl. de mmpon de charge sur un gel d’agarose i 1% (57 vous aves

utilizé un fampon non colord) sur un gel daparose @ 1%. Dans le cas contraire, faire migrer 7 pLl de produit i

d’amplification.

Utlizer § pl de marquenr Euroladder on 3 pyl de marqueur 5olis Biodyne.
Le poids moléculaire attendu du produit 4’amplification est d’environ 1250 pb (Thederia egui) et 910 pb (Babesia
cabalif).

La reste dun produit PCE est stocke 3 4°C. }. Salle clonage
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PCR Nichée powr détection de
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Page:5/5

=

Annexe - support pour la réalisation des PCR

Diate :
M*® dez échantillons :
Teémoin extraction :

Temoin negatif :
Témoin positif :

Préparation du mix de la PCR (5i néceszaire duplicate pour chague échantillon) -

Réactjft gzp 30 uL volume ffnal PCR I tuba X ... tubas
H.0 7,05 pL

Tampon 53X colorless 6 pL

MgzCI12 25 mM 24 pL

dMTPs 2mM chagque 5pl

Amorce Ext OF (25phd) 1,2 pL

Amorce Ext OR (25pkD) 12

GoTag Flexi (5 TU/ph) 0,15 pL.

Programme PCR 1=

Diate :

Préparation du mix de la PCR2 : dil 17100 sur PCER1

Réactjft qzp 30 pL volume ffnal PCR I tube x ... fubes
H.0 (EPPI sterile) 4,05 L.

Tampon 35X Green 6 pL

MzCI12 25 mM 24 pL

dNTPs 2m M chague 5 pl

Mix TegF3 et Mix BabF4 (25pM) 1,2 pL

Mix TegB.5 et Mix BabR4 (25ub) 1,2 pL

GoTaq Flexi {5 TU/ph) 0,15 pL.

Programme PCR. 2=
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Annexe 7 : Résumé des données du questionnaire apres codage

id ecole age sexe toute_race race_freq robe
Length:343 alfort 79 Min. .6 fem :153 sf :108  sf 1108 bai 1130
Class :character Tyon 80 1st Qu.: 6.0 hong:144  onc 27 autre 97  alezan 69
Mode :character nantes :150 Median :10.0 mal : 44 tf 27 onc 27 gris 1 47
toulouse: 34  Mean :11.1 NA's: 2 ps 19 tf 27 noir 23
3rd Qu.:15.0 oc 1 15 ps 19 dsabelle: 15
Max. :31.0 {other):131 (other): 49 {other) 22
NA'S :7 NA's 16 NA'S : 16 NA'S 37
robe_freq tail_cv comp Tois prom repr util_aut  duree_environ
bai 1130 Mmin. 80.0 O :167 O 1165 O 1226 0 1302 0 1277 Length:343
alezan 69 1st Qu.:152.0 1 1150 1 152 1 H ) 1 ;15 retraite 18 Class :character
gris 47  Median :160.5 NA's: 26 NA's: 26 NA's: 268 NA's: 26  elevage 5 Mode :character
noir 23 Mean :158.2 spectacles: 4
isabelle: 15 3rd Qu.:168.0 1 3
(other) 22 Max. :180.0 (other) 11
NA'S 37 NA'S 177 NA S 25
duree_envt cp dpt dpt_freq dant dant_tem dantt_fro dantt_ser dantt_pcr
a 33 Min. : 1110 44 » 78 autre :146 0 (287 0 8 ] 28 0 12 4] v 24
1 112 1st qQu. :41190 69 35 44 - 1 30 1 10 1 1 1 17 1 5
2 : BO Median :44740 7 19 69 35 NA"S: 26 2 6 S0 290 S0 290 50 :290
3 : B2 Mean 153855 41 1 14 78 : 19 3 4 NA"s: 24 NA's: 24 NA's: 24
NA"S: 56 3rd qu. :70803 31 r 12 41 14 NSP @ 1
Max. 195880 {other):169 (other): 35 S0 290
NA'S 125 NA'S 16 NA's 116 NA's: 24
dantt_nsp dantp_bab dantp_thei dantp_nsp dantm_carb dantm_oxy dantm_aut dantm_nsp achat dep_r=q
a 20 0 2 23 0 22 a0 12 0 : 10 0 D24 0 125 0 24 o] H ] 0 1253
1 9 1 1 1 7 1 1 17 1 : 18 1 o4 rien: 3 1 5 1 1247 1 40
50 1290 500 1290 S0 1290 50 1290 500 1290 S0 1290 S0 1290 S0 1290 NA'S: 27 NAa's: 50
NAa's: 24 nNa's: 24 NA's: 24 NA's: 24 NA'S: 25 NA's: 25 NA's: 25 NA's: 24
alt_prin text_prin alt_ete Text_ete alt_autom Text_autom alt_hiv text_hiv
a » 21 M. : 0.00 0 15 Min. » 0.00 o] 23 Min. 0.00 o 40 Min. 0. 00
1 :111 1st Qu.: 9.00 1 :103 1st Qu.:12.00 1 :136 1st Qu.: B8.00 1 1135 1=t Qu.: 4.25
2 :196  Median :24.00 2 1210 Median :24.00 2 1166 Median :24.00 2 1149 Median :24.00
Na's: 15 Mean :17.35  NA's: 15 Mean 18,22 NA's: 18  Mean :16.39  NA's: 19  Mean 114,85
3rd Qu. :24.00 3rd Qu. :24.00 3rd Qu. :24.00 3rd Qu. :24.00
Max. 124,00 Max. »24.00 Max. »24.00 Max. 124,00
NA's 128 NA'S 27 NA'S 154 NA" S 153
padd_sable pra_sem pra_perm herb_rase herb_haute clot haie foret pre_uni pre_hetero
a 1231 0 2250 0 65 a0 1173 0 1114 0 1162 0 1184 0 1213 o] 1130 0 »134
1 71 1 52 1 1237 1 1127 1 1186 1 1148 1 1126 1 1 97 1 1143 1 »139
50 @ 12 S0 12 S0 12 S0 @ 31 50 31 50 12 S0 12 S0 @ 12 S0 @ 29 =0 b 29
NAa's: 29 Na's: 29 NA's: 29 NA's: 12 NA'S: 12 NA's: 21 NA's: 21 MA's: 21 NA's: 41 NA's: 41
pre_eauprox pre_inond pre_seau  anx_sau anx_an anx_bimens anx_mens anx_sem anx_jour cer
a 1193 0 1266 o] 1123 a 51 0 1226 0 (188 a0 1175 0 1184 0 (183 0 1100
1 :113 1 40 1 1183 1 1270 1 : 14 1 1 51 1 H T 1 : 55 1 i 56 1 1162
50 @ 12 so0 @ 12 S0 12 50 @ 12 S0 63 S0 63 50 @ B3 50 63 S0 & 63 S0 63
Na's: 25 NA's: 25 NA's: 25  NA's: 10 Na's: 40 NA"s: 41 NAa's: 41 NA'S: 41 NA's: 41 NA's: 18
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sang ren
0 1103 o :114

S0 : 63 S0 @ B3
NA'5: 18 NA'S: 18

tov_autom  tov_hiv
[4] 112 Q 146
1 :116 1 » 82
50 102 S0 102
NA's: 13 NA's: 13

tpre_ete tpre_autom
Q 29 Q » 49
1 : BO 1 » 58
50 :193 S0 185
NA's: 41 NA'S: 41

comp_prin_cv comp_prin_bv comp_prin_pr comp_prin_aut

[4] 2 1] L 207
1 1206 1 1
S0 . BB S0 ¢ B8
NA's: 47 NA'S: 47

comp_ete_aut comp_autom comp_autom_cv comp_autom_bwv

[4] 2211 Q0 T3]
Tama: 1 1 1231
s0 @ Bl s0 @ 23
NA"s: 50 NA's:D 23

comp_hiv_bv comp_hiv_pr
a 1194 0 1189
1 1 1 HE ]
50 @ 98 50 @ 98
NA's: 30 NA's: 30

lap ech can rag
0 : 48 0 1194 1194 :
1 214 1 1 68 . 68 H
S0 @ 63 50 63 63 H
NA's: 18 NA'5: 18 Na's: 18 "5
tov_nsp tailtov_12mm tailtcv_23mm tailtcv_3mm tailtcv_nsp
o] 1223 0 72 0 0
1 5 1 :155 t182 1
S0 102 50 102 S0 102 S0
NA's: 13 NA's: 14 NAs:

tpre_hiv  tpre_nsp
0] © 59 0
1 40 1
S0 203 50
NA"s: 41 NA's:

0 1202
1 HE
S0 BB
NA's: 47

2
1 1204
S0 : B9
NA's: 48

comp_hiv_aut

0 194
Tama: 1
S0 @ 98
NA's: 30

1105
4
1193
41

0

Tama:
S0
Na's:

a
50

chien

1222
MA 5!

NA'S

NA'S:

88

chat

1180
:139

51

comp_ete

NA"S:

tailtpre_12mm tailtpre_23mm tailtpre_3mm

56
;53
:183
41

66
1238
15

NA's: 24

&
89

NA"s: 48

tdom

1114
1144

NA"s:

tcv_prin  tcv_ete
0 D43 0 S
1 (185 1 1163
S50 102 s0 102

NA'S: 13 NA'5: 13

tpre tpre_prin
1180 0 20
$113 1 : BY

12 50 193

NA"s: 3B NA's: 41

tailtpre_nsp comp_prin

0 1100 4] . 67
1 9 1 1232
S0 193 s0 21
NA'S: 41 NA'S: 23

comp_ete_cv comp_ete_bv comp_ete_pr

0 1206
1 N
S0 @ Bl
NA's: 50

comp_autom_pr comp_autom_aut comp_hiv  comp_hiv_cv
1200

: 59 o 2
:219 1 :193
© 39 S0 @ 98

's: 26 NA's: 50
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Annexe 8 : Matrice de corrélation des variables d'intérét

comp_autom
pra_perm

foret

pre seaud
comp_hiv
comp ete
COmp_prin
pre_eauprox
fow

clot

padd sable s ez ez ez dimersen o

Clot esee1z-a8eees oz dis i ass o

pre_seald 15014012 -0 s ifans
comp_hiv @ dd@en o

comp_ete @ ss e ooz
comp_prin sl er oz

COMP_automm s e1sets e

pra_perm |os s e

foret ezmezn

pre_ealprox een
fcv

age en
dant
tDFE 007 15 014
MO 0028 603 25 oore (002 008 022 |02

alt ete P HESHE

age
dant
tpre

text autom

alt_prin
text_prin
alt_autom

01| lam
.07 021 oid7 ollie | e ol ol oS ol i
007 02508 021 0i8s |0 18(08s 022 il
007 |eavesseis|es o2 oS e
01 02305 022 03 02¢(0ds 0.4 oSz
0.1/096 021 015 025 022 0127 .18 023

01 025 0125 995 017 023 0 21 02E

026 0l 02 02¢ 023 030 022 0dE
016012 01 016 014014 012013 .11

o1z oz

text ete B HBG GG
alt_hiv @099
text_hiv @ ®®®
alt_prin @@ ®

text prin @@

alt_autom @

0.8

0.6

- 0.4

- 0.2

Le nombre en noir dans chaque case correspond au coefficient de corrélation. Plus celui-ci est élevé en valeur
absolue, plus la corrélation entre les 2 variables concernées est forte.

Les corrélations en bleu correspondent aux corrélations positives, c’est-a-dire pour lesquelles les variables vont

dans le méme sens.

Les corrélations en rouge correspondent aux corrélations négatives, c’est-a-dire pour lesquelles les variables vont

en sens inverse.

Les cases vides correspondent a I’absence de corrélation entre les deux variables concernées (p-value < 0,05).
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Annexe 9 : Résumé des réponses au questionnaire des 10 individus positifs a
Babesia caballi

id ecole age sexe toute_race race_freq robe robe_freq
Length:10 alfort:3  mMin. 0.800 fem :3 sf HE] autre:4 alezan :1 alezan :1
Class :character Tyon 7 1st Qu.: 2.000 hong:4 bwp i oc 1 bai i1 autre :1
Mode :character Median : 6.000 mal :3 connemara:l onc :1  gris :1 bai 11
Mean 6.756 cruzado :1 pfs :1 isabelle:2 gris :1
3rd Qu.: 9.000 ocC i1 st 13 palomino:1l isabelle:2
Max. :19. 000 onc i pie i1 pie :1
NA'S 11 (other) :2 NA'S 13 NA'S 13
tail_cv comp lois prom repr util_aut duree_environ duree_envt cp dpt
Min. :135.0 O 30 S 0 4 0 7 0 17 Length:10 1 H] Min. :18300 18:1
1st Qu.:140.5 1 14 1 H 1 13 MA'S:3 NA'5:3 Class :character 2 i1 1st Qu.:69228 42:1
Median :146.0 NA's:3  NA's:3  NA's:3 Mode :character NA'S:3 Median :69430  69:4
Mean :152.5 Mean 163534 71:1
Ird Qu.:167.2 Ird qQu.:72718 73:1
Max. :175.0 Max. 177450 75:1
NA's 4 77:1
dpt_freq dant dant_tem dantt_fro dantt_ser dantt_pcr dantt_nsp dantp_bab dantp_thei dantp_nsp dantm_carb dantm_oxy
69 HE a 6 0 1 0 i1 1 11 0 1 0 i1 1 11 0 1 0 i1 1 11 0 1
autre: 6 1 11 S0 B S0 8 S0 6 S0 B S0 8 S0 6 S0 6 S0 8 S0 6 S0 B
NA'S:3 NA"s:3 NA"s:3 NA's:3 NA"S:3 NA"s:3 NA'S:3 NA'S:3 NA"s:3 NA'S:3 NA'S:3
dantm_aut dantm_nsp acha dep_rsq alt_prin  text_prin alt_ete text_ete alt_autom  text_autom
0 11 a 1 0 HE] 0 H a :1 Min. : 0.00 1:2 Min. 7.0 0 S Min. : 0.00
50 6 50 6 1 04 1 i1 1 21 1=t Qu.:24.00 2:8 1st Qu.:24.0 1 i1 1st Qu.:24.00
NA's:3 NA'S:3 NA's:3 NA"s:3 2 Hr Median :24.00 Median :24.0 2 Hrd Median :24.00
NA's:l Mean 119, 56 Mean 120.7 NA"s:1 Mean :19.22
3rd Qu.:24.00 3rd Qu.:24.0 Ird qQu.:24.00
Max. 124,00 Max. 124.0 Max. 124.00
NA'S i1 NA's :1
alt_hiv text_hiv padd_sable pra_sem pra_perm herb_rase herb_haute clot haie foret  pre_uni pre_hetero
0 i1 Min. 0 0:8 0:10 1:10 0:8 0:2 a 6 o 13 o] 12 a :5 0 1
1 i1 1st Qu. :24 1:2 1:2 1:8 1 11 1 14 1 15 1 12 1 16
2 :7 Median :24 NA's:3 NATS:3 NA's:3 NA's:3 MA'S:3
NA's:1  Mean :19
3rd Qu. :24
Max. 124
NA'S 01
pre_eauprox pre_inond pre_seau anx_sau anx_an anx_bimens anx_mens anx_sem anx_jour cer sang ren
0 12 o 5 o] H 1 19 a 27 0 H 0 H- a 14 o H o i3 0 12 o 13
1 15 1 12 1 1 NA's:1l  NA's:3 1 12 1 11 1301 11 61 701 ' 6
NA's:3 NA's:3 NA"s:3 NA's:3 NA's:3  NA's:3 NA's:3  NA's:1l  NA's:1 NATs:1
Tap ech can rag fais tcv  tov_prin tov_ete tov_autom tov_hiv tov_nsp tailtcv_12mm tailtcv_23mm
0 i3 a 1B 0 7 0 :9 o :9 0:1 0 :1 0 :1 a :3 o2 0 :9 0 :3 1:9
1 6 1 i1 1 12 NA's:1 NA's:1 1:9 1 :8 1 :8 1:6 1:7 s0:1 1 :6 s0:1
NA's:l NA's:l NA's:1 s0:1 50:1 s0:1 s0:1 s0:1

tailtcv_3mm tailtcv_nsp tpre  tpre_prin tpre_ete tpre_autom tpre_hiv tpre_nsp tailtpre_12mm tailtpre_23mm

0 :2 a9 0] He 1 H 1 14 0 1 0 i1 a 4 ] 1 1 H

1 :7 s50:1 1 H S50 5 S0 :5 1 i3 1 i3 50 5 1 i3 50 5

50:1 NA's:1 NA's:1 NA's:l S0 5 50 :5 NA's:1 50 5 NA's:1
NA's:1 NA's:1 NATS 1

tailtpre_3mm tailtpre_nsp comp_prin comp_prin_cv comp_prin_bv comp_prin_pr comp_prin_aut comp_ete comp_ete_cv

1 :4 4] 14 v} i1 1 H1 4] 14 o] 15 15 o i1 1 H

S0 i3 S0 5 1 i3 S0 2 1 i1 so 2 so 2 1 H s0 1

NA's:1 NATS:1 S0 1l NA'S:3 S0 2 NA'S:3 NA'S:3 NA'S:3 MA'5:3
NA's:3 MA'S:3

comp_ete_byv comp_ete_pr comp_ete_aut COmMp_autom comp_autom_cv comp_autom_bv comp_autom_pr comp_autom_aut comp_hiv

0 H-1 ] 4 V] H 7 ] i1 1 :5 0 H-1 ] 1 o} HEY ] 11
1 01 so 1 50 1 1 :5 50 2 50 2 50 2 50 2 1 15
S0 1 NA'S:3 NA's:3 so 1 NA'S:I3 NA's:3 NA'S:3 NA'S:3 so 1
NA's:3 NA'S:3 NA'S:3
comp_hiv_cv comp_hiv_bv comp_hiv_pr comp_hiv_aut chien chat tdom anidom comp.1 pcr_te pcr_bc
1 HE) [} 13 o 15 a H [} HE] 0 H3 a :1 [} 13 o 1 negatif:7 positif:10
S0 2 so 2 so 2 S0 :2 1 4 1 e 1 13 1 4 1 H] positif:3
NA's:3 NA'S:3 NA's:3 NA's:3 NA'S:3 NA'S:3 S0 3 NA'S:3 NA"s:3

NA'S:3
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PREVALENCE ET FACTEURS DE RISQUE
DE LA PIROPLASMOSE EQUINE
— ETUDE PROSPECTIVE

RESUME

Cette étude a été menée sur 343 chevaux sains vus en consultation dans 1’'une des quatre
écoles vétérinaires francaises (Nantes, Maisons-Alfort, Lyon, Toulouse). Une prise de sang
pour un diagnostic PCR de piroplasmose était réalisée, associée a un questionnaire d’enquéte
interrogeant les participants sur I’environnement de vie de leur cheval.

Une prévalence de 37,9% a la piroplasmose équine a été ainsi déterminée, avec 35,9%
de portage sains de Theileria equi, 2,9% de portage sain de Babesia caballi, et 0,9% de portage
sain des deux parasites. Trois facteurs de risque ont pu €tre mis en évidence grace au
questionnaire distribué : la localisation géographique (plus les chevaux vivent au Sud, plus le
risque de portage augmente), le type de patures fréquentées (les prairies herbeuses sont plus a
risques que les paddocks), la durée quotidienne de paturage (plus les chevaux paturent
longtemps, plus le risque de portage augmente).

MOTS CLES

- Enquéte épidémiologique
- Etude épidémiologique

- Facteurs de risque

- Prévalence

- Theilériose

- Babésiose équine
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