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Ce gu’il faut retenir :

La piroplasmose équine, transmise par les tiques, est causée par deux
parasites, Theileria equi et Babesia caballi, qui se multiplient dans les
hématies (globules rouges) des équidés engendrant des problémes d’un point
de vue sanitaire et économique. La caractérisation génétique de ces espéces
repose essentiellement sur I'analyse du géne codant 'ARNr 18S qui est peu
variable mais permet de séparer cinq groupes de variants génétiques
(génotypes) chez T. equi. Afin d'affiner cette caractérisation, des genes
conservés et variables de chacun des trois génomes présents chez ces
parasites (noyau, apicoplaste et mitochondrie) ont été étudiés.

Les comparaisons des séquences de ces genes ont révélé que la variabilité
intra-génotype est extrémement faible. Par contre, on observe des variations
entre génotypes plus ou moins importantes selon le géne étudié.

Notre étude révéle également que certains tests actuellement utilisés pour
diagnostiquer la piroplasmose équine peuvent conduire a des faux négatifs,
en fonction du génotype présent chez le cheval.
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1. Contexte et objectifs

La piroplasmose équine est une maladie des équidés (chevaux, anes, mulets et zébres) qui se propage a I'échelle
mondiale par I'intermédiaire de diverses espéces de tiques. Bien que largement répandue, cette maladie est
absente de certains pays, tels que le Japon, le Canada, I'Australie et les Etats-Unis, ce qui entraine des défis
diagnostiques et des restrictions sur les déplacements des équidés.

L'infection par les parasites responsables, Theileria equi et Babesia caballi, qui se multiplient dans les hématies,
provoque chez les équidés une hyperthermie importante, souvent accompagnée d’'une anémie séveére et d’'une
fatigue généralisée. Le diagnostic clinique est difficile a établir en raison de la diversité et du caractére non
spécifique des symptdmes (3). La piroplasmose équine représente ainsi un enjeu diagnostique, sanitaire et
économique majeur.

A I'heure actuelle, I'identification moléculaire des agents pathogénes responsables de la piroplasmose équine
repose essentiellement sur I'analyse du géne codant pour 'ARNr 18S, permettant de mettre en évidence une
grande diversité au sein de chaque espéce, avec plusieurs groupes de variants génétiques (génotypes) présents
(cing pour T. equi nommés de A a E, et trois pour B. caballi). En France métropolitaine, les chevaux sont infectés
majoritairement par le génotype E (98 %) de T. equi, avec une présence minoritaire du génotype A (2 %) (1). Par
ailleurs, la description de I'espéce Theileria haneyi par Knowles en 2018 (2) est actuellement source de confusion,
car elle semble correspondre au génotype C de T. equi.

Afin de mieux comprendre la diversité génétique de ces parasites, des génes a la fois conservés (impliqués dans
les fonctions cellulaires de base) et variables (soumis a des pressions de sélection telles que les traitements
antiparasitaires ou le systéme immunitaire) ont été sélectionnés. Ces genes sont répartis sur les trois génomes
existants chez ces parasites, celui du noyau, de I'apicoplaste et de la mitochondrie, chacun ayant des modes
d’évolution distincts (figure 1).

Figure 1 : Génes ciblés (et leurs génomes d’appartenance) chez T. equi (BioRender)

Cette étude avait donc comme objectif pour I'espéce T. equi de :
e mieux comprendre la diversité génétique de ce parasite,
¢ classifier les variants génétiques présents en France métropolitaine (et en outre-mer),

e évaluer avec ces données la fiabilité des tests diagnostiques moléculaires et sérologiques disponibles
sur le marché.
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2. Méthode

L'étude a été réalisée a partir d’échantillons de sang de chevaux asymptomatiques (isolats) collectés dans le
cadre du projet PiroGoTick (les étapes de I'analyse sont présentées dans la figure 2). L'échantillonnage a été fait
de maniéere a étre représentatif de la répartition géographique et de la diversité des génotypes de T.equi retrouvés
en France métropolitaine (six échantillons génotype A, un échantillon génotype C et 21 échantillons génotype E).

Figure 2 : Schéma du processus d’'analyse de la diversité génétique de T. equi

Le défi résidait dans le fait que peu de données sont disponibles sur ces genes nécessitant un travail important
de bibliographie et de bio-informatique afin de définir des amorces capables d’amplifier I'ensemble des génes
sélectionnés

3. Résultats

Cing génes ont pu étre amplifiés pour I'ensemble des isolats sélectionnés. L’'analyse de la diversité a ensuite été
réalisée géne par gene et par assemblage bio-informatique des séquences des cing génes pour chaque isolat
(longueur totale ~ 3 500 pb).

3.1. Résultats clés de cette étude
e Absence de diversité entre les membres d’un méme génotype : plus de 99,9 % d’homologie entre isolats
quel que soit le géne ;

e Mise a disposition d'une gamme de marqueurs moléculaires bien plus discriminants que 'ARNr 18S
pour différencier les génotypes ;

e Confirmation de I'existence de trois des cing génotypes avec des marqueurs plus variables que I'’'ARNr
18S;

¢ Subdivision du génotype A en deux sous-génotypes (Al et A2).

3.2. Cas particulier du géne ema-1

¢ Amplification obtenue uniquement pour les sous génotypes Al et A2

e Absence confirmée chez le génotype C qui semble donc bien correspondre a I'espéce T. haneyi dont le
génome a été séquenceé (2)
e Absence démontrée dans cette étude chez le génotype E
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4. Conclusions et applications pratiques

L'analyse de la diversité génétique de T. equi a montré que notre sélection de marqueurs de diversité est pertinente
et qu'elle permet d'enrichir nos connaissances. Nous avons ainsi mis en évidence une homogénéité génétique au sein
des génotypes, ce qui appuie I'hypothése de I'existence d'especes différentes. Deux sous-génotypes (Al et A2) ont
été mis en évidence au sein du génotype A (figure 3). La prochaine étape consiste a étudier les génotypes B et D,
pour lesquels nous disposons d’encore moins de données.

Du point de vue diagnostique, le fait marquant concerne le géne ema-1, qui n'a été mis en évidence que chez le
génotype A (Al et A2). Son absence, démontrée chez T. haneyi (2), semble s’étendre non seulement a I'ensemble
du génotype C, mais aussi a I'ensemble du génotype E (figure 3).

Figure 3 : Synthéese de la présence d’ema-1 dans les génotypes de T. equi

Dans le cas de la France métropolitaine, cela signifie que la majorité des chevaux infectés ne seront pas détectés si
le géne ema-1 est utilisé dans les tests de biologie moléculaire.

De plus, si le test sérologique ELISA de référence, basé sur la détection d’anticorps anti-EMA-1 est utilisé, les chevaux
infectés risquent également de ne pas étre détectés. En outre, ce test peut engendrer un résultat positif mais
uniquement di & des réactions croisées, car il existe neuf génes ema différents.

5. Pour en savoir plus
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