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Introduction

La piroplasmose équine est une maladie parasitaire vectorielle. Elle est causée par les
protozoaires Theileria equi et Babesia caballi transmis par des tiques dures aux équidés
cibles pouvant étre les chevaux, les anes, les mules et les zébres. Il s’agit de la « maladie
a tiques » la plus fréquente chez les équidés. On rapporte entre 5 et 10% de mortalité lors
d’infection de chevaux naifs en fonction du parasite et de I'état général de I'animal (Wise et
al., 2013).

Elle peut aussi étre appelée malaria équine, fievre a tique du cheval, fievre biliaire équine,
babésiose ou theileriose équine (Onyiche et al., 2019).

L’'impact de cette maladie est principalement sanitaire et économique. Sanitaire
d’abord car les différentes formes de piroplasmoses vont de la simple baisse d’état général
a la mort de I'équidé. Economique ensuite car le colt des traitements, de la baisse de
performance, de la mort de I'animal ou sa perte de valeur économique a I'export en cas de
séropositivité sont non négligeables tant a I'échelle du propriétaire qu’a I'échelle mondiale.

Actuellement, la prévalence et de la séroprévalence des piroplasmoses équines a
échelle mondiale et nationale demeurent méconnues. Cela s’explique en partie par
'abondance des animaux asymptomatiques ainsi que le peu d’études menées sur le sujet
a I'échelle nationale. La France compte pourtant environ un million d’équidés d’aprés I'lFCE
(Institut Frangais du Cheval et de 'Equitation), huit pourcents d’entre eux étant des chevaux
de trait (Lostfeld, 2021) .

Pour les raisons citées précédemment, on souhaite étudier I'épidémiologie de la
maladie, dans un contexte de déreglement climatique impliquant une modification de la
répartition des tiques vectrices de piroplasmes.

Cette these présente une étude expérimentale de terrain menée entre le Cantal et le
Puy-de-Déme ayant pour but premier de décrire la prévalence ainsi que la séroprévalence
de Theileria equi et a Babesia caballi chez les chevaux de trait en région Auvergne-Rhone-
Alpes. Le choix des chevaux de trait réside dans I'homogénéité de leurs conditions
d’élevage qui impliquent un paturage a I'année donc une plus forte exposition aux tiques,
ainsi que dans I'importance de leur effectif.

Le second objectif de cette thése est d’identifier d’éventuels facteurs de risques ou
facteurs protecteurs de la piroplasmose chez les équidés.

Nous commencerons par un rappel des cycles, des modes de transmission respectifs
de nos deux parasites d’intérét, ainsi que de leur épidémiologie a différentes échelles. Nous
évoquerons également les aspects cliniques de la maladie, avec les méthodes de
diagnostic, les traitements envisageables et les mesures de prévention citées actuellement.
Apres ces rappels bibliographiques nous présenterons les modalités de notre étude et ses
résultats. Nous finirons par la discussion de ces résultats et leur mise en perspective.






Partie 1 : Les piroplasmoses équines

1. Parasites responsables de la piroplasmose équine
et modes de transmission

Babesia caballi et Theileria equi sont deux Eucaryotes, du regne des Chromoalveolata,
division des Alveolata, embranchement des Apicomplexa, classe des Aconoidasida,
ordre des piroplasmida. Babesia caballi appartient a la famille des Babesiidae,
Theileria equi a celle des Theileriidae (WIKIPEDIA, 2022a, 2022b).

A.Babesia caballi

a. Description

Le piroplasme Babesia caballi est endo-érythrocytaire. Il est piriforme et mesure entre
2 et 5 um de longueur pour 1,3 a 3 um de diametre. Il en existe plusieurs formes
visibles selon le stade observé : piriforme, bigéminée ou en division présentées dans
la Figure 1 (Lemetayer, 2007).

Figure 1 : Aspects de Babesia caballi dans un érythrocyte (Lemetayer, 2007)

Forme piriforme Formes en division Forme bigéminée

Les RAP-1, protéines associées aux rhoptries (organites seécrétoires du
complexe apical des apicomplexa), le géne codant les RAP-1, ainsi que les protéines
de corps sphériques ont un intérét dans les détection sérologiques et PCR de B. caballi
(Mahmoud et al., 2020) (Rlegg et al., 2007). Ces organites sont présentés dans la
Figure 2 ci-apres.
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Figure 2 : Schéma morphologiqgue de Babesia caballi (Mahmoud et al. 2020)

Golgi body micropore

proun?

X

3|0d JOUINSOY

Apicoplass

Dense granules
{Spherical body)

b. Cycle de vie

(Holbrook, 1969; Holbrook et al., 1968; Mehlhorn et Schein, 1985; Onyiche et al., 2019;
Uilenberg, 2006)

Le cycle de Babesia caballi comprend un passage obligatoire par un héte intermédiaire
appartenant aux tiques dures (Ixodes, Dermacentor, Hyalomma, Rhipicephalus). Cet
hoéte intermédiaire permet le passage du protozoaire a I'équidé. La période
d’'incubation dure 7 a 30 jours.

Trois stades se succédent dans son développement :
- un stade de reproduction asexué chez I’héte (mérogonie),
- un stade de reproduction sexué dans le tube digestif de la tique (gamogonie),
- un stade de multiplication asexuée dans les glandes salivaires de la tique
(sporogonie).
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Ces stades sont présentés dans la Figure 3 ci-dessous.

Figure 3 : Cycle de Babesia caballi (Wise et al. 2013)
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i. Chez I'héte vertébré (ici I'équidé) : la mérogonie

Comme illustré en Figure 3, lorsque la tique infectée se nourrit sur un hote naif, les
sporozoites envahissent les érythrocytes. Ces sporozoites grossissent, leur
cytoplasme se forme et ils deviennent annulaires : ce sont alors de trophozoites. Les
trophozoites se multiplient ensuite par reproduction asexuée, par bourgeonnement,
pour donner des cellules filles piriformes appelées mérozoites : c’est la mérogonie.
Les mérozoites peuvent étre libérés dans le flux sanguin par passage
transmembranaire ou par érythrolyse. Apres érythrolyse les mérozoites peuvent :

- rester libres dans le plasma,

- se fixer a la surface d’érythrocytes,

- infecter d’autres érythrocytes,

- étre phagocytés par des lymphocytes,

- entrer en dégénérescence

- évoluer en formes circulaires qui ne se divisent plus appelés gamétocytes.

ii. Chez la tique : la gamogonie et la sporogonie

Lorsqu’une tique naive se nourrit sur un équidé infecté elle ingére des mérozoites et
des gameétocytes. De nombreux meérozoites sont détruits dans le tractus digestif de la
tique. Ceux qui survivent le font en formant des sortes d’amas ou la gamogonie est
rendue possible (Euzeby, 1988; Holbrook, 1969).

La gamogonie, qui est la transformation des gameétocytes en gametes, ne peut
se faire que chez les tiques femelles adultes. Les gamétes s’unissent par paires pour
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former des kinetes primaires appelés ookinetes : c’est la fécondation. Ces ookinetes
pénetrent la paroi intestinale de la tique ou ils forment des sporokinétes : c’'est la
sporogonie. Les sporokinétes passent ensuite dans I’hémolymphe et colonisent divers
organes de la tique comme les ovaires et les tubes de Malpighi, organes excréteurs
des arthropodes.

Il existe une transmission transovarienne de Babesia caballi: grace a la
colonisation des ovaires, certains sporokinetes seront transmis aux larves ou ils
pourront poursuivre le cycle lors du repas sanguin de celles-ci sur un hote vertébre.
Ainsi, une tigue infectée par Babesia caballi le reste a vie, et en assure la transmission
a ses descendantes.

La transmission trans-stadiale correspond a la persistance des sporokinétes
des glandes salivaires de la larve qui s’est infectée lors de son premier repas sanguin
jusqu’au stade de la nymphe et de I'adulte (Wise et al., 2013). Ces sporozoites sont
infestants environ 5 jours apres le début du gorgement de la tique.

Les équidés constituent un réservoir de Babesia caballi dont la multiplication
asexuee se poursuit jusqu’a assainissement par le systéme immunitaire ou a la mort
de l'animal. Les chevaux restent généralement porteurs 1 a 4 ans aprés inoculation,
période pendant laquelle ils restent une source d’infection pour les tiques (Guidi et al.,
2015).

B.Theileria equi

a. Description

Theileria equi est un piroplasme endo-érythrocytaire ou endo-lymphocytaire de forme
arrondie mesurant 2 a 3 ym de long pour 1 a 2 um de diamétre. On peut I'observer
sous plusieurs formes au microscope, la plus caractéristique appelée « en croix de
Malte » est retrouvée lors de sa phase de multiplication asexuée. Il existe les formes
ovalaires, en division et piriforme présentées en Figure 4. Cette derniére correspond
au stade de gamétocyte (multiplication sexuée) (Lemetayer, 2007; Uilenberg, 2006).

Figure 4 : Aspects de Theileria equi dans un érythrocyte (Lemetayer, 2007)

7 ¢
OI010I0I%

Forme ovalaire Formes en division Croix de Malte Forme piriforme
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La morphologie de Theileria equi est tres proche de celle de Babesia caballi
présentée plus haut en Figure 2.

En sérologie, on recherche un antigéne de surface de T. equi nommé EMA-1,
fortement conservé entre les différentes lignées (Wise et al., 2013).

Lors d’analyse PCR, on recherche le géne codant EMA-1, ou le génel8s rRNA
(Ruegg et al., 2007).

b. Cycle de vie

Comme pour Babesia caballi, de cycle de Theileria equi nécessite un hote
intermédiaire appartenant aux tiques dures. Il existe un grand nombre de variations
dans le cycle de de Theileria equi en fonction du type de tique impliqué. La période
d’incubation dure 10 a 19 jours. Quatre stades se succedent entre hote et tiques :

- un stade de reproduction asexué dans les lymphocytes du sang périphérique de
I'héte (schizogonie),

- un stade de reproduction asexué chez I’héte (mérogonie),

- un stade de reproduction sexué dans le tube digestif de la tique (gamogonie),

- un stade de multiplication asexuée dans les glandes salivaires de la tique
(sporogonie).

Ces stades sont présentés dans la Figure 5 ci-dessous.

Figure 5: Cycle de Theileria equi (Wise et al. 2013)
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i. Chez I’'héte vertébré (ici I'équidé) : schizogonie et mérogonie

Lorsque la tique infectée se nourrit sur un hote naif, elle introduit des sporozoites qui
vont envahir les lymphocytes en circulation dans le sang. Ceux-ci passent par les
nceuds lymphatiques dés 14 jours apres inoculation, puis le foie et la rate.

Dans les 6 jours apres contamination, les sporozoites donnent des
microschizontes se multipliant dans les cellules, conduisant a une hyperplasie et une
dédifférenciation des cellules immunitaires.

Dans les 12 jours apres introduction, les microschizontes se transforment en
macroschizontes, qui provoquent une lyse des lymphocytes hypertrophiés les
contenant.

Les macroschizontes donnent ensuite des centaines de mérozoites piriformes
qui peuvent envahir les hématies dés 12 jours post-inoculation. Ce sont eux que l'on
observe au microscope en “croix de Malte”. lls évoluent alors en piroplasmes capables
de se diviser et de retourner a I'état libre dans le flux sanguin par passage
transmembranaire ou par érythrolyse, entretenant ainsi le cycle de réplication du
parasite.

Dans les érythrocytes les piroplasmes peuvent se transformer en gamétocytes
annulaires, formes infestantes pour les tiques.

ii. Chez latique : la gamogonie et la sporogonie

Les gamétocytes annulaires intra-érythrocytaires sont ingérés par une larve ou une
nymphe naive lors de son repas sanguin. Les gamétocytes produisent alors des
macrogametes (directement dérivés des gamétocytes) et des microgametes (issus de
la division des gamétocytes en quatre par processus asexué).

Environ 6 jours aprés le repas sanguin, un zygote est formé dans le tractus
digestif de la tique par syngamie qui est la fusion d’un macrogaméte et d’un
microgamete (réplication sexuée).

Du 12¢me au 30°™¢ jour apres le repas sanguin, lors de la transformation de la
larve en nymphe ou de la nymphe en adulte, les zygotes forment des kinétes. Ces
kinétes traversent la paroi gastrique pour passer dans I'hémolymphe et colonisent
exclusivement les glandes salivaires de la tique. Ce n’est que lors de la fixation de la
tigue a un nouvel hote vertébré que les kinétes forment des sporontes, puis des
sporoblastes par division, et enfin des sporozoites qui seront infectants lors de la
morsure.

Contrairement a Babesia caballi, chez Theileria equi la transmission est
uniguement trans-stadiale car il n’y a pas de colonisation des ovaires de la tique. Cela
implique qu’infection par le parasite et transmission a un héte ont lieu sur une méme
génération de vecteur. Ainsi, I'équidé joue un rdle primordial dans la pérennité de
Theileria equi. Les schizontes ont une tres forte longévité dans les lymphocytes, ce qui
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expliqgue gu’en I'absence de traitement un équidé infecté demeure porteur plus de 20
ans, soit a vie (Mans et al., 2015).

C.Modes de transmission

Il existe trois grands modes de transmission de la piroplasmose d’un équidé a un autre,
schématisés sur la Figure 6 .

Figure 6 : Modes de transmission possibles de la
piroplasmose (Onyiche et al. 2019)

Natural transmission via
competent tick vector

Transplacental
transmission

latrogenic
transmission

a. Transmission naturelle par un vecteur compétent

La transmission de la piroplasmose, qu’il s’agisse de Babesia caballi ou de Theileria
equi, se fait par voie vectorielle d’'un équidé porteur a un équidé sain par I'intermédiaire
d’'une tique dure. Les tiques des genres Hylomma, Dermacentor et Rhipicephalus sont
les trois vecteurs principaux incriminés dans la transmission de T. equi et de B. caballi.
Trois autres genres sont des vecteurs potentiels de nos piroplasmes d’intérét : les
genres Amblyomma, Haemaphysalis et Ixodes (Scoles et Ueti, 2015).

Une tique s’infecte sur un animal porteur du parasite lors d’'un repas sanguin,
ou peut naitre infectée dans le cadre de la transmission transovarienne par Babesia
caballi. Dans ce dernier cas, les tiques peuvent transmettre le parasite a des équidés
naifs sur plusieurs générations sans nécessiter de se réinfecter sur un héte contaminé.
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La transmission de T. equi se fait soit de fagon trans-stadiale : une nymphe
s’infecte sur un hote porteur et peut infecter un équidé naif aprés sa mue, soit de facon
intra-stadiale : une tiqgue adulte acquiert et transmet le parasite lors de deux repas
sanguins sur un premier équidé infecté et un second naif.

La transmission entre équidés nécessite donc une certaine proximité
géographique entre les animaux (méme élevage, patures et logement commun) pour
permettre le passage du vecteur d’'un équidé a un autre (Ueti et al., 2008).

b. Transmission transplacentaire

La transmission transplacentaire d’'une jument infectée au foetus a été décrite pour
Theileria equi, ce qui donne généralement lieu a un avortement ou a une piroplasmose
néonatale.

En revanche, dans certains cas il est possible que la gestation d’'une jument
infectée par Theileria equi se termine avec la naissance d’'un poulain apparemment
sain. La transmission du parasite de la mére au poulain se fait relativement tét dans le
développement foetal. La prise colostrale peut alors permettre une absorption
d’anticorps anti-Theileria equi suffisante pour réduire a néant la parasitémie du
nouveau-né (Allsopp et al., 2007).

c. Transmission iatrogénique

Tout contact du sang d’'un cheval contaminé peut conduire a une infection d’un cheval
naif.

Les transmissions mécaniques ou iatrogéniques par des aiguilles ou seringues
contaminées, par transfusion sanguine ou par utilisation d’instruments chirurgicaux
infectés sont possibles et rapportées (De Waal et Heerden, 2004).

En 2008, de nombreux cas d’infections furent détectés en Floride et avaient
pour origine des pratiques de dopage illégales impliqguant des transfusions sanguines
avant les courses (Wise et al., 2013).

Il est également possible d’infecter expérimentalement des mammiferes par voie
intraveineuse ou sous-cutanée par Babesia caballi (Ueti et al., 2008).
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2. Epidémiologie des piroplasmoses equines

L’épidémiologie des piroplasmes dépend du parasite, de la distribution de ses
vecteurs, de la morbidité et la mortalité des épidémies, des mesures de contrble mises
en place, des résistances de hotes, de leur réceptivité et de leur sensibilité (Mans et
al., 2015).

A. Distribution géographique

La piroplasmose équine est endémique des régions tropicales et subtropicales ou sont
retrouvés ses vecteurs (Onyiche et al.,, 2019). Les pays indemnes sont a risque
concernant les importations de chevaux. lls adoptent en général une politique
d’'imports contrdlés, en imposant des tests sérologiques par exemple.

B. Prévalence et séroprévalences des piroplasmoses

a. Dans le monde

On trouve la piroplasmose en Asie, en Afrique, au sud de I'Europe, en Amérique
Centrale et en Amérique du Sud (Gummow et al., 1996; Tirosh-Levy et al., 2020).

Les pays indemnes sont entre autres: le Canada, la Nouvelle-Zélande,
I'Australie, le Japon, le Royaume uni, I'lrlande, les Etats-Unis et Singapour (Rothschild,
2013). Le cas des Etats-Unis est a nuancer car des cas furent identifiés en Floride, en
Californie, en Géorgie, au Colorado, en Oklahoma et au Texas (Diaz-Sanchez et al.,
2020). Leur statut s’explique par I'absence de vecteurs compétents.

Babesia caballi est largement distribuée en Europe ainsi qu’en Afrique, en
Ameérigue et en Asie, notamment car ses vecteurs principaux Dermacentor, Hyalomma
et Rhipicephalus sont présents en zones tempérées et tropicales (Uilenberg, 2006).

La répartition connue actuellement de T. equi et B. caballi dans le monde est présentée
en Figure 7 et 8 ci-aprés.
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Figure 7 : Carte de la prévalence mondiale de T. equi (Tirosh-Levy et al. 2020)
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Figure 8 : Carte de la prévalence mondiale de B. caballi (Tirosh-Levy et al. 2020)
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Il existe plusieurs centaines d’études ayant été menées dans le monde pour
estimer la séroprévalence et la prévalence de T. equi et B. caballi, une part d’entre
elles étant décrites dans la revue sur la piroplasmose de S. Tirosh-Levy couvrant la
période du 1° janvier 2000 au 1°" janvier 2020. Certaines études communiquent des
informations sur les taux de co-infections, mais les valeurs présentées sont d’une
grande variabilité. On note par exemple que, selon les études, la proportion de
chevaux séropositifs aux deux parasites varie au Brésil de 8,8 a 75%, en Chine de 7,6
a 15,7%, autour de 62,3% au Costa Rica, de 10,4 a 30,7 % en Mongolie, autour de
10,2% au Pakistan, de 3% en Arabie Saoudite, entre 1,46 et 4% en Turquie, autour de
2% au Royaume-Uni, entre 13 et 35,6% au Venezuela.... (Tirosh-Levy et al., 2020).

Concernant la proportion de chevaux positif aux deux parasites, les données
sont plus rares. De la revue des études de 2000 a 2020 figurent les prévalences de
co-infection suivantes : environ 2,1% en Chine, 7,7 au Costa Rica, 20% a Cuba, 1,6%
en Iran, 0% en Jordanie, 2,5% en Mongolie, 1,9% en Tunisie, et 4,4% au Venezuela
(Tirosh-Levy et al., 2020).

b. En Europe

En Europe, les piroplasmoses équines sont enzootiques de I'Espagne au sud de la
Russie et les états du Caucase, en passant par les Balkans (Figure 9).

Les pays plus au nord comme 'Allemagne, le Royaume uni ou les pays scandinaves
ne sont pas connus comme atteints de facon enzootique. (Lemetayer, 2007)

Figure 9 : Aire endémique de la piroplasmose en Europe. Modifié d’aprés (Lemetayer, 2007)

Me 2anigue Estonie
Mer du Nora Lettonie Mosc‘.ou :
- 5 - . ~..-Mockea
2 Danemark _ Lituaniey o3
 Royaume-Uni
Bielorussie,
yiande Pays-Bas Berling Pologne :
Londres i 2
& Varsovie |

~ Allemagne | WIE

®

Lals Ukraine
- .~Autriche ./~ Moldavie
Erance & - Hongrie
278 Roumanie |
Croatie
; : Serbie FiTs
Italie A e )
&Rome ““Bulgarie- Georgie..,
Madrid a SNl
Portugal Mad Mer b ) istanbul Ankara Azerbaidjan
isbonne Espagne <l Grece Turquie .

. Posiee / Mer = Syrie
Aire endémique de la Tunisie Medierance

piroplasmose Isra'e'l,b

Irak

21



Les deux revues les plus récentes sur les séroprévalences et prévalences de
B. caballi et T. equi en Europe sont les travaux de S. Tirosh-Levy (2020) et de C. Nadal
(2021) dont les résultats sont présentés ci-dessous.

Tableau 1 : Séroprévalence et prévalence européennes de B. caballi et T. equi, d’aprés
le travail de revue de S. Tirosh-Levy (Tirosh-Levy et al., 2020).

SEROPREVALENCE PREVALENCE
B. caballi T. equi B. caballi T. equi
9,42 % 27,89 % 2.48 % 22,26 %
1 368 chevaux 14 497 chevaux 4 227 chevaux 4 917 chevaux
17 études 20 études 13 études 19 études

Tableau 2 : Séroprévalences et prévalences de B. caballi et T. equi en Europe, d’aprés
le travail de revue de C. Nadal (Nadal et al., 2021)

PAYS SEROPREVALENCE
EUROPEEN B. caballi T. equi
(%) 1C95% (%) 1C95%
TOTAL 7,67 [4,94 ; 12,20] 30,04 [25,37 ; 35,16]
GRECE 1,22 [0,2;7,62] 58,01 [26,73 ; 83,96]
HONGRIE 2,27 [0,28 ; 18,52] 32.10 [11,03 ; 64,33]
ITALIE 6,71 [3,34 ; 13,46] 30,97 [24,11 ; 38,78]
PAYS-BAS 4,0 [0,3; 52,57] 1 [0,18 ; 5,45]
PORTUGAL | 11,11 [0,87 ; 100] 21,69 [9,5 ; 42,20]
SICILE 63,20 [10,65 ; 100] 46,82 [25,05 ;69,88]
ESPAGNE 11,74 [5,02;27,41] 41,41 [31,00 ; 52,64]
SUISSE 3,04 [0,22 ; 41,77] 2,17 [0,45 ; 9,81]
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Tableau 3 : Prévalences de B. caballi et T. equi en Europe, d’aprés le travail de revue
de C. Nadal (Nadal et al., 2021)

PAYS PREVALENCE
EUROPEEN B. caballi T. equi
(%) IC95% (%) IC95%
TOTAL 2,38 [1,22 ; 4,62] 24,48 [16,48 ;33,44]
HONGRIE 0,26 [0,02 ; 3,75] 48,51 [7,04 ; 91,33]
ITALIE 2,11 [0,64 ; 6,93] 29,29 [14,07 ; 47,33]
PAYS-BAS 0,17 [0,00 ; 7,36] 1,67 [0,00 ; 34,02]
PORTUGAL 18,52 [0,00 ; 65,11]
SICILE 9,06 [1,06 ; 77,37] 14,36 [0,00 ; 46,35]
ESPAGNE 4,80 [1,11; 20,77] 34,37 [13,20 ; 59,34]
BOSNIE- 4,17 [0,17 ; 100] 16,67 [0,00 ; 67,90]
HERZEGOVINE

MONTENEGRO 8,33 [0,46 ; 100] 8,33 [0,00 ; 56,05]
POLOGNE 1,32 [0,00 ; 35,03]
ROUMANIE 4,49 [0,31 ; 65,08] 38,76 [3,04 ; 84,45]
SERBIE 0,9 [0,08 ; 10,49] 39,01 [9,70 ; 73,53]
SLOVAQUIE 0,00 [0,00 ; 30,32]
UKRAINE 29,00 [0,20 ; 76,81]

On note que, selon les études, la proportion de chevaux séropositifs aux deux
parasites varie de 0,6 a 38,1% en ltalie et autour de 1,5% en Suisse. Il n'y a pas
d’information sur la proportion de chevaux coinfectés par les deux parasites dans les
pays d’Europe (Tirosh-Levy et al., 2020).

c. En France

i. Séroprévalence en France

Trois études ont étudié les séroprévalences de T. equi et B. caballi en France.

L’étude de plus grande ampleur menée le plus récemment analysait les sérums
de 35 000 chevaux par fixation du complément entre 1981 et 1996 (Soule et al., 1998).
Parmi les chevaux suspects cliniques de piroplasmose, 10,2% étaient séropositifs a T.
equi et 7,5% seropositifs a B. caballi. Parmi les chevaux asymptomatiques testés, 2%
étaient séropositifs a T. equi et 1,5% séropositifs a B. caballi (Figures 11 et 12). La
séropositivité était en augmentation depuis 1987 et les cas se localisaient dans le sud
du pays, la vallée du Rhdne, la Loire et la Normandie. La Corse du Sud par exemple
est passée d’une séroprévalence a T. equi de 0% a 15% en quelques années.
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Les infections a Theileria equi prédominait en région méditerranéenne et le Sud-
Ouest. Celles a Babesia caballi étaient plus présentes en Franche Comté, Sud-
bourgogne, Auvergne, Rhéne-Alpes et Midi-Pyrénées.

Figure 11 : Séropositivité a Babesia caballi Figure 10 : Séropositivité a Theileria equi
en France de 1981 & 1996 (Soule et al., en France de 1981 a 1996 (Soule et al.,
1998) 1998)
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Une premiere étude menée en Camargue en 2002 (Guillot, 2002) sur 460
sérums de chevaux a montré une séroprévalence de T. equi de 67.2%, de B. caballi
de 22,8% et 20.6% d’animaux séropositifs aux deux parasites.

En 2014 une seconde étude menée en Camargue (Guidi et al., 2015) sur les
échantillons de 443 chevaux répartis dans 95 élevages différents a montré une
séroprévalence de T. equi de 58%, une séroprévalence de B. caballi de 12.9% et 8,1%
de chevaux doublement séropositifs.

ii. Prévalence en France

Seules deux études, 'une menée par D. Fritz entre 2006 et 2008 sur 111 chevaux
répartis sur toute la France (par exemple Yonne, Indre et Loire, Drébme), et l'autre
menée par H. Dahmana en 2019 sur 149 chevaux en France continentale (région
marseillaise) et en Corse, présente des données sur les prévalences de B. caballi et
T. equi (Dahmana et al., 2019; Fritz, 2010).
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Tableau 4 : Prévalence des infections a B. caballi et T. equi dans le sud de la France et
en Corse (Fritz, 2010 ; Dahmana et al., 2019)

PREVALENCE
ETUDE | B. caballi T. equi

(%) 1C95% (%) 1C95%

(FRITZ, FRANCE 1,9 NR 86 NR

2010)

(DAHMANA REGION DE 0 [0,03:8,06] 2941 [17,60 ;
ETAL., MARSEILLE 42,75]
2019) CORSE 0 [0,06 ; 39,80 [30,29 ;
15,31] 49,70]

C. « Facteurs de risques » identifiés

En parcourant les études sur notre sujet, on trouve régulierement confondues les
notions de « facteur significativement associé a la maladie » et « facteur de risque ».
L’abus de langage est courant, mais rappelons la définition statistique d’un facteur de
risque.

Pour montrer qu’un facteur, ou exposition, est effectivement un facteur de risque
d’'une maladie et qu’il existe bien une relation causale de 'un a 'autre, il faut :
- que I'exposition a ce facteur soit antérieure a la survenue de la maladie dans I'étude,
- que I'exposition soit significativement associée a la maladie dans I'’échantillon,
- qu’il y ait absence de biais de classement différentiel et de biais de confusion dans
I'association causale en I'exposition et la maladie (Desquilbet, 2021).

Ainsi pour des facteurs constants comme le sexe (pour les animaux restés
entiers) ou la race, I'antériorité sur I'infection par un piroplasme est garantie, mais c’est
tres difficilement le cas pour toute autre variable susceptible de changer au cours de
la vie du cheval. Pour exemple, un protocole vaccinal ou un protocole de vermifugation
a jour au moment de I'étude ne signifie pas qu’il était a jour il y a plusieurs années lors
de l'infection.

La question des biais sera abordée dans la partie discussion, mais ceux-ci sont
souvent présents.

Il convient donc pour la suite de prendre la notion de « facteur de risque »
annoncé dans les articles comme un synonyme de « facteur statistiquement associé
a la (séro-)positivité » a tel parasite et celle de « facteur protecteur » comme un
synonyme de « facteur négativement associé a la (séro-)positivité » a tel parasite.
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Parmi I'ensemble des facteurs cités comme significativement associés au statut
sérologique, nous retiendrons de la littérature les points suivants :

e Pour B. caballi

o « Facteurs de risques »
- avoir acces a une pature (Abutarbush et al., 2012; Rapoport et al., 2014),
- avoir plus de 15 ans (Karatepe et al., 2009; Rapoport et al., 2014),
- étre infesté par des tiques (Garcia-Bocanegra et al., 2013),
- la proximité avec des bovins (Camino et al., 2020; Guidi et al., 2015),
- présence de plus de deux étalons (pure race espagnole dans I'étude en
guestion) (Camino et al., 2018),
- I'import de chevaux dans les 6 derniers mois (Garcia-Bocanegra et al., 2013).

o « Facteurs protecteurs » »

- désinfecter I'environnement (Camino et al., 2018),

- séparer les juments des jeunes de 1 a 2 ans (Camino et al., 2018),

- une bonne surveillance sur les 6 derniers mois (Camino et al., 2020),

- la zone géographique peut étre un facteur protecteur ou favorisant (Camino et

al., 2020).
e PourT. equi

o « Facteurs de risques »

- avoir acces a une pature (Moretti et al., 2010; Ribeiro et al., 2013),

- étre un hongre (Guidi et al., 2015; Ruegg et al., 2007),

- étre une jument (Bartolomé Del Pino et al., 2016) ,

- la proximité avec des bovins (Guidi et al., 2015) ou des ruminants sur
I'exploitation (Piantedosi et al., 2014),

- étre infesté par des tiques (Garcia-Bocanegra et al., 2013),

- ne pas étre vacciné (Garcia-Bocanegra et al., 2013),

- avoir plus de 14 ans (Garcia-Bocanegra et al., 2013),

- avoir plus de 2 ans (Montes Cortés, 2017),

- avoir moins de 7 ans (Bartolomé Del Pino et al., 2016),

- certaines races sont plus a risque dans certaines études comme le
Camarguais, le cheval italien ou ibérique (Bartolomé Del Pino et al., 2016;
Camino et al., 2020; Guidi et al., 2015).

o « Facteurs protecteurs »

- avoir moins de 10 ans (Guidi et al., 2015),

- utiliser un antiparasitaire externe (Guidi et al., 2015),

- utiliser un vermifuge (Guidi et al., 2015),

- avoir des vaccins tenus a jour (Camino et al., 2020, 2018),

- la présence de moins de 75% de couvert forestier ou de terres agricoles dans
la région (Bartolomé Del Pino et al., 2016),

- la présence de chiens sur la ferme (Piantedosi et al., 2014).
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Si un certain nombre de facteurs sont pointés comme statistiquement associés a
B. caballi ou T. equi dans diverses études mondiales, on observe des résultats
variables d’une étude a I'autre. Par exemple, on note I'absence de consensus sur 'age
qui « prédisposerait » a une séropositivité a I'un ou l'autre parasite.

Concernant le portage des piroplasmes, on trouve les données suivantes :

e Pour B. caballi

o « Facteurs de risque »
Aucun facteur protecteur ne ressort de la littérature pour la positivité a B. caballi.
o « Facteurs protecteurs »

- ne pas étre élevé en pature (Rapoport et al., 2014).

e PourT. equi

o « Facteurs de risques »
- avoir plus de 2 ans (Montes Cortés, 2017),
- étre localisé dans les terres, versus sur la céte (Bartolomé Del Pino et al.,
2016).
o « Facteurs protecteurs »
- avoir plus de 12 ans (Bartolomé Del Pino et al., 2016).

Il 'y a que peu de données disponibles concernant les éventuels facteurs de risques
ou facteurs protecteurs de B. caballi et T. equi.
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3. Présentation clinique des piroplasmoses équines

Bien que les signes cliniques puissent varier entre une piroplasmose a Theileria equi
et a Babesia caballi, il est souvent cliniguement impossible de différencier les deux
agents étiologiques. La piroplasmose se manifeste par une anémie hémolytique
accompagné d’'une hyperthermie, un ictére, une hémoglobinurie et un cedéme des
membres. Ce tableau est sujet a de grandes variations individuelles, mais également
en fonction de la forme exprimée (suraigué a chronique) (Guidi et al., 2015).

Les jeunes équidés semblent étre les plus gravement touchés cliniquement. La
forme suraigué, qui donne des morts brutales, est rare (Lemetayer, 2007).

A.Réponse immunitaire a I'infection piroplasmique

a. Roéle de 'immunité innée

L’infection par I'un des parasites de la piroplasmose équine conduit a une réaction
immunitaire de la part de I'héte. Bien qu’un héte puisse étre infecté simultanément par
les deux parasites, il n’existe pas d’immunité croisée (Onyiche et al., 2019).

La rate joue un réle particulier dans I'élimination des piroplasmes. |l a été montré
gue des équidés dont la rate est intacte survivent une infection a Theileria equi tandis
gue des équidés splénectomisés y succombent, en atteignant notamment des
parasitémies proches de 80%. En revanche, des équidés splénectomisés infectés
expérimentalement par Babesia caballi ne développement pas forcément de forme
clinique, chose explicable par divers facteurs comme la dose infectieuse ou le statut
immunitaire général de I'animal.

On sait que I'immunité innée joue un rdle primordial lors d’'une infection par un
piroplasme, sans que le rble précis des macrophages, neutrophiles ou lymphocytes
natural killer ne soit connu (De Waal et al., 1988; Guimaraes et al., 1997).

Lors d’infection expérimentale par Babesia caballi il semblerait que le monoxyde

d’azote produit par les macrophages joue un réle significatif dans I'élimination du
parasite (Hanafusa et al., 1998).
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b. Réle de 'immunité adaptative

i. Immunité cellulaire

L'immunité a médiation cellulaire est un complément nécessaire a 'immunité innée.
Son réle dans la lutte contre d’autres hémoprotozoaires comme Theileria parva ou
Babesia bovis est connu mais son fonctionnement exact dans le cadre des
piroplasmoses équines reste incompris (Onyiche et al., 2019). La plupart des études
sur les réponses immunitaires en lien avec la piroplasmose chez les équidés portent
sur Theileria equi.

Expérimentalement, il a ét¢é montré que des poulains présentant un déficit
immunitaire combiné sévére (SCID), bien qu’ayant une rate intacte, ne pouvaient
survivre a une infection par Theileria equi. Cela est attribué a I'absence de lymphocytes
T et B matures chez ces animaux rendant la réponse antigénique spécifique et
cellulaire impossible (Knowles et al., 1994).

Par ailleurs, il apparait qu’in vitro, la présence de lymphocytes périphériques
d’animaux immunisés inhibe la croissance de lymphoblastes contenant des schizontes
(Zweygarth et al., 1983).

ii. Immunité humorale

Il ne semble pas exister de relation directe entre le titre d’anticorps et la parasitémie
chez les chevaux. Sept immunoglobulines G équines ont été découvertes dans le
génome équin et leurs roles restent pour le moment incertains. Les IgG1, IgG4 et IgG7
augmentent lors d’infections aigués tandis que les IgG5, et IgG3 dans une moindre
mesure, voient leurs titres augmenter lors d’infection chronique avec une parasitémie
faible (Cunha et al., 2006).

e Babesia caballi

Les chevaux infectés produisent des anticorps contre RAP-1 (protéine rhoptrie-
associée 1) qui est utilisée dans la détection sérologique d’une infection (Wise et al.,
2013).

Comme le montre la Figure 12 (Guillot, 2002), les anticorps apparaissent dans
les premiers jours apres infection. Leur détection dans le temps varie en fonction de la
meéthode utilisée mais ils sont généralement détectables des 7 jours post-infection. lls
disparaissent apres 90 jours par fixation du complément, mais persistent au-dela de
220 jours par immunofluorescence indirecte.
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Figure 12 : Cinétique des anticorps aprés une infection expérimentale a
B. caballi (Guillot, 2002)
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Lors de splénectomie, correspondant a une forte chute d'immunité, on observe
le retour d’'une parasitémie.

Il apparait que I'immunité a médiation cellulaire et les cytokines jouent un role
crucial contre les infections a Babesia caballi. Il a été montré que chez des chevaux
infectés expérimentalement par Babesia caballi, le monoxyde d’azote, le TNFalpha et
d’autres cytokines favorisaient la neutralisation du parasite lorsqu’ils étaient produits
en quantité optimale (Hanafusa et al., 1998).

e Theileria equi

Les chevaux infectés par Theileria equi produisent des anticorps contre les antigenes
de mérozoites équins (EMA-1 en particulier) qui sont des protéines fortement
exprimées a la surface des mérozoites (Knowles et al., 1994).

Les anticorps apparaissent entre 7 et 11 jours aprés infection. Comme pour B.
caballi leur détection dans le temps varie en fonction de la méthode utilisée. Comme
illustré par la Figure 13 leur taux détecté est généralement plus bas par fixation du
complément. lls semblent persister au-dela de 350 jours. En I'absence de traitement
on observe le retour d’'une parasitémie lors de splénectomie (Guillot, 2002).
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Figure 13 : Cinétique des anticorps aprés une infection expérimentale a T. equi
(Guillot, 2002)
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Concernant la protection par les anticorps, son fonctionnement exact reste méconnu.

e Cas des poulains

En zones endémiques, les anticorps maternels protégent les poulains de 1 a 5 mois
d’age, parfois jusqu’a leurs 9 mois (Onyiche et al., 2019). Apres cette période le titre
en anticorps décline et en zones endémiques les poulains sont généralement infectés
autour de leurs 2 ans (Wise et al., 2013).

B.Piroplasmose a Babesia caballi

L’infection par Babesia caballi implique une parasitémie faible, inférieure a 1%.

a. Signes cliniques (Lemetayer, 2007) (Wise et al., 2013)

La forme aigue survient lors de l'infection d’'un animal naif ou lors de la rechute d’un
porteur asymptomatique, c’est la forme la plus caractéristique. L'incubation dure entre
7 et 30 jours (12 jours en moyenne). La Figure 14 (Cadoré et al., 1995) résume les
principales manifestations d’'une piroplasmose a B. caballi.
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Figure 14 : Piroplasmose a Babesia caballi : Principaux signes cliniques et
évolution de la parasitémie dans le temps (Cadore et al, 1995)
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Les symptdmes généraux comportent un pic d’hyperthermie a 41-42°C sur
maximum 36 heures suivi d’'un plateau a 40°C sur une dizaine de jours, d’abattement,
faiblesse, anorexie, polypnée et tachycardie.

Cliniguement, les mugueuses sont d’abord rouge brique puis deviennent pales
voire ictériques dés le 5-6°™¢ jour en raison de I'anémie hémolytique.

L’observation des urines peut montrer une coloration verte liée a la bilirubinurie
autour du 7-8°™¢ jour puis marron en raison de 'hémoglobinurie autour du 8-9¢™¢ jour.
Une insuffisance rénale aigue peut apparaitre résultant de la néphrotoxicité de
’'hémoglobine et du syndrome inflammatoire sévére associé a une hypoperfusion
rénale.

On trouve parfois associés a ce tableau des signes :
- digestifs (coliques, entérites, dysphagie),
- respiratoires (congestion et cedéme pulmonaire),
- neurologiques (parésie, ataxie, syndrome méningo-encéphalique),
- oculaires (kératite),
- circulatoires (cedémes des régions déclives, pétéchies).
Le plus souvent, la forme aiglie se poursuit pendant une dizaine de jours et conduit a
une rémission.

Les complications possibles, notamment en absence de traitement ou dans le
cas d’animaux agés ou cardiaques, comprennent entre autres : états de choc,
hépatopathie, néphropathie, CIVD et cardiopathie.

La forme chronique peut s’installer avec ou sans passage par une phase aigtie.
Elle se manifeste principalement par le syndrome anémique caractérisé par un
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ensemble de signes peu spécifiques variables comprenant la fatigue, la baisse
d’appétit et d’état corporel, l'intolérance a [leffort, les contre-performances, la
splénomégalie parfois détectable a la palpation ainsi que des cedémes en parties
déclives.

b. Signes hématologiques et biochimiques (Lemetayer, 2007)
(de Waal, 1992) (Onyiche et al., 2019)

Hématologiquement, on note la diminution de I'hématocrite sans modification des
érythrocytes dans un premier temps, accompagnée d’'une monocytose et d’une
neutropénie parfois suivie d’'une anémie macrocytaire.

Dans la plupart des études, on observe une augmentation de la TGMH (teneur
globulaire moyenne en hémoglobine) et de la CCMH (concentration corpusculaire
moyenne en hémoglobine) (Zobba et al.,, 2008) (Mahmoud et al., 2016). La
thrombocytopénie est trés fréquente, menant a des temps de coagulation augmentés
(Wise et al., 2013).

Les modifications biochimiques en lien avec la piroplasmose sont investiguées
dans de nombreuses études. Leurs variations sont influencées par un large éventail
de facteurs comme l'alimentation, I'activité, le climat, I’hydratation et la concomitance
d’autres affections ou infections.

Une étude observe, lors d’'une infection a Babesia caballi chez des chevaux de
course, une diminution significative des protéines totales et une augmentation de la
bilirubine, des PAL, des GGT, des CK et des ASAT.

On peut également observer une augmentation de l'urée et de la LDH. Ces
modifications sont attribuables a I'hypoperfusion hépatique qui peut mener a une
nécrose centro-lobulaire dans les cas séveres.

L’altération du métabolisme des érythrocytes peut induire une
hypophosphatémie et une hypoferrémie (Wise et al., 2013).

c. Lésions observées a I’autopsie (de Waal, 1992; Onyiche et al., 2019;
Wise et al., 2013)

Que la piroplasmose ait pour étiologie Babesia caballi ou Theileria equi, dans les cas
séveres la mort de I'animal est le plus souvent due a une défaillance multi-viscérale,
en lien avec un syndrome inflammatoire a réponse systémique (SIRS).

A l'examen nécropsique on peut retrouver un cedéme sous cutané des
paupiéres et autres séreuses en lien avec [I'hypoprotéinémie, ainsi qu’une
splénomégalie, une hépatomégalie, des hémorragies des tissus endo et épicardiques,
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des reins et nceuds lymphatiques hypertrophiés et décolorés et une congestion
pulmonaire.

Dans les cas de décés causeés par des formes aigues de babésiose, on retrouve
une défaillance multiviscérale en lien avec la formation de micro-thrombi et de
coagulation intravasculaire disséminée. Des pétéchies en lien avec la
thrombocytopénie sont observables sur les muqueuses, incluant la membrane
nictitante. Les muqueuses sont pales a ictériques.

d. Lésions observées a I’examen histologique (Wise et al., 2013)

Les lésions suivantes peuvent étre retrouvées a I'examen histologique :

- nécrose centro-lobulaire hépatique (en lien avec I'hypoperfusion hépatique lors de
cas séveres),

- nécrose tubulaire rénale (en lien avec la néphrotoxicité de I'hnémoglobine et
I'hypoperfusion rénale due au syndrome inflammatoire systémique),

- micro-thrombi dans le foie et les poumons (en lien avec la thrombocytopénie),

- congestion, cedéme et macrophages chargés d’hémosidérine dans les alvéoles
pulmonaires.

C.Piroplasmoses a Theileria equi

a. Signes cliniques (Cadoré et al., 1995; de Waal, 1992; Lemetayer,
2007)

L’infection a Theileria equi implique une parasitémie habituellement comprise entre 1
et 7%, mais qui peut monter jusqu’a 80% en cas d'immunodépression.

La forme aigue survient aprés 12 a 19 jours d’incubation et évolue avec plus de
rapidité et de gravité que lors d’atteinte par Babesia caballi.
La Figure 15 (Cadoré et al., 1995) ci-aprés illustre les principales manifestations d’'une
infection a T. equi.
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Figure 15 : Piroplasmose a Theileria equi : Principaux symptémes et
évolutions de la parasitémie dans le temps (Cadore et al, 1995)
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Les symptdmes comprennent une hyperthermie a 39-40°C intermittente, une anémie
sévere, un ictere franc constant. On observe que rarement une hémoglobinurie, en
général pour les cas graves.

Les signes éventuellement associés sont circulatoires (et non nerveux, digestifs
ou respiratoires comme avec Babesia caballi) comme des pétéchies ou des cedémes
des parties déclives.

L’évolution de la forme aigle est rapide et conduit en une dizaine de jours soit
a la mort (20 a 50% des cas), soit a une forme chronique.

La forme chronique de la piroplasmose a Theileria equi peut apparaitre chez
'animal :
- a la suite d’une forme aigue,
- lors d’'une rechute clinique liée a une maladie intercurrente,
- a 'apparition d’'une immunodépression chez un porteur sain.

Cliniguement, elle se compose principalement d’'un syndrome anémique avec
des symptémes frustres peu spécifiques. On retrouve notamment une baisse d’appétit,
d’état et une intolérance a I'effort (Guidi et al., 2015).

En cas d’infection intra-utérine par Theileria equi, on peut observer un

avortement probablement en lien avec le pic de fievre ou de la mortinatalité (Wise et
al., 2013).
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b. Signes hématologiques et biochimiques (Onyiche et al., 2019; Wise
et al., 2013)

Hématologiquement on retrouve une baisse de I'hématocrite avec les mémes
modifications que pour la babésiose (en termes de VGM, CCMH et TGMH), une
lymphocytose et une €osinopénie. La thrombocytopénie est également trés fréquente.

Les analyses biochimiques peuvent révéler une augmentation de la bilirubine,
de l'urée, des ASAT, des GGT et de la LDH, parfois avec une hypoalbuminémie
accompagnant I'hypoprotéinémie. Ces modifications sont attribuables a
I’hypoperfusion hépatique qui peut mener a une nécrose centro-lobulaire dans les cas
severes.

Comme pour la babésiose on peut observer une hypophosphatémie et une
hypoferrémie en lien avec le déreglement du métabolisme des érythrocytes.

c. Lésions observées a I'autopsie et a I'’examen histologique

Les Iésions observées en histologie lors d’infection a T. equi sont trés similaires a
celles observées lors d’infection a B. caballi.
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D. Diagnostic

a. Diagnostic épidémiologique et clinique

La suspicion de piroplasmose se base essentiellement sur le contexte
épidémiologique et sur les signes cliniques.

Le contexte épidémiologique est d'importance capitale car sans lui les signes
peu spécifiques des piroplasmoses impliquent d’inclure dans le diagnostic différentiel
des maladies comme I'ehrlichiose, l'artérite virale équine, le purpura hémorragique,
'anémie hémolytique auto-immune, l'intoxication aux feuilles d’érable, la peste équine
(Wise et al., 2013)...

L’anamnése, les commémoratifs et I'évolution clinique orientent également la
suspicion. Par exemple, en zone endémique, un équidé de 5 ans ayant accés a une
pature dans un élevage ayant déja eu des cas de piroplasmoses, présentant une fievre
fluctuante et des muqueuses jaunatres sera fortement suspecté de piroplasmose.

La plupart du temps, ces éléments, lorsqu’ils sont présents, suffisent au clinicien
pour poser un diagnostic de piroplasmose. Des examens sanguins type biochimie et
numeération formule sanguine peuvent venir renforcer fortement la suspicion.

Le diagnostic peut étre aussi réalisé par épreuve thérapeutique. Bien que cette
meéthode soit régulierement réalisée en pratique, au vu du colt du traitement ainsi que
de son impact potentiel sur la santé de I'animal (effets secondaires de type coliques
par exemple, leur fréquence n’étant pas citée dans le RCP) il est préférable d’obtenir
un diagnostic de certitude avant d’entamer le traitement médicamenteux.

Le diagnostic de certitude s’obtient par la mise en évidence du parasite.
Identifier le piroplasme en question permet de donner le pronostic associé a une
babésiose ou une theileriose notamment en termes de réussite attendue du traitement,
rechutes ou récidives possibles. Il est alors nécessaire de recourir aux méthodes
d’analyses présentées ci-apres.
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b. Diagnostic direct

i. Frottis sanguin et microscopie

Une méthode facile a mettre en ceuvre pour le diagnostic des piroplasmoses est
I'observation au microscope optique d’un frottis sanguin en coloration de Giemsa, de
Wright ou Diff quik® (Mans et al., 2015).

Tableau 5 : Colorations utilisables en coloration de frotti sanguins pour observation
de piroplasmes intra-érythrocytaires

Coloration Giemsa Diff quik® Wright
Composition - solution - une solution de - solution
eosinophilique fixation (méthanol) | éosinophilique
(eosinY) - solution - solution
- solution basophile | éosinophilique basophilique (bleu
(bleu de méthyléne | (eosinY) de méthyléne)
et Azure B) - solution

basophilique (bleu
de méthylene et

Azure B)
Avantages - Adapté aux frottis | - Trés rapide a - Adaptés aux frottis
Et fins ou épais réaliser fins
inconveénients | - Permet de colorer | - Utilisable en - Permet de mieux
les chromosomes clinique sur frottis différencier les
pour identifier des fins ou épais types cellulaires
anomalies - Plus long a
- Plus long a réaliser
réaliser
Exemple : en Exemple : Frottis
cytologie pour sanguin

identifier des
cellules tumorales

La parasitémie étant relativement faible méme en phase aiglie d’infection, il est
nécessaire de réaliser une observation compléte et attentive du frottis afin d’éviter les
faux négatifs.

Les mérozoites intra-érythrocytaires de B. caballi sont basophiles et en forme
de poire. Ces éléments vont par paires et sont joints en leurs pointes. Ils mesurent
environ 2-5 um de long et 1.3 a 3 um de diametre (Onyiche et al., 2019). Lors d’'une
forme clinique de babésiose, le pourcentage d’érythrocytes infectés est usuellement
inférieur a 1%, voire a 0.1% (Figures 16 et 17).

Pour T. equi les mérozoites sont de plus petite taille car ils mesurent 2 a 3 um
de long. lls sont joints en leurs pointes, groupés en tétrades aussi appelées « croix de
Malte ». Lors de forme clinique de theileriose le pourcentage d’érythrocytes infectés
varie usuellement entre 1 et 5% mais peut atteindre 20% (Wise et al., 2013) (Figures
16 et 17).
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Figure 16 : Frottis sanguins de chevaux infectés par Babesia caballi (& gauche, forme
bigéminée) et par Theileria equi (a droite, en tétrade ou “Croix de Malte*) en coloration
Giemsa (Onyiche et al., 2019)

Figure 17 : Frottis sanguins contenant des mérozoites intra-érythrocytaires de
Babesia caballi (& gauche) et Theileria equi (a droite), Coloration Diff Quik®. X100.
Huile a immersion (Wise et al., 2013)

ii. PCR

La PCR (polymerase Chain Reaction) consiste en la détection du matériel génétique
du parasite en 'amplifiant. Il s’agit d'une méthode qualitative, contrairement a la RtPCR
gui est une méthode quantitative. En pratique, la PCR peut manquer de sensibilité car
la limite de détection par cette méthode est souvent supérieure a la charge parasitaire
réelle animaux, sauf dans les zones en endémiques de la maladie (Mans et al., 2015).
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Son utilisation dans la détection du gene 18s rRNA et EMA-1 de T. equi est
fiable, étant donné la conservation de ce gene chez toutes les lignées de T. equi
(Ruegg et al., 2007). A l'inverse, son utilisation dans la détection de 'ADN de B. caballi
s’avere régulierement imprécise en raison de la diversité géenétique des lignées, on
recherche plutét le géne RAP-1.

Il est judicieux d’y ajouter une analyse sérologique pour tenter de détecter une infection
a B. caballi (Wise et al., 2013).

Les laboratoires sont largement équipés pour réaliser des analyses PCR sur de
nombreux pathogeénes ce qui en fait, en pratique, une méthode de choix pour détecter
un portage de piroplasme chez les équideés.

iii. Méthode LAMP

La méthode LAMP (Loop-mediated isothermal Amplification) amplifie ’TADN avec une
haute spécificité, efficacité et rapidité. Plusieurs amorces sont utilisées, dont des
amorces « en boucle » pour accélérer la réaction, ainsi qu’'une polymérase sur un
principe de réplication proche de la PCR. Dans le cas de la méthode LAMP,
I'amplification est réalisée dans des conditions isothermes contrairement a la PCR qui
nécessite plusieurs changements de températures. Cette méthode est donc plus facile
a réaliser, moins contraignante en termes de matériel et peut étre réalisée au chevet
du patient (Notomi et al., 2000).

Pour Theileria equi il s’agit de détecter le géne EMA-1 et pour Babesia caballi
le géne Bc 48 (Alhassan et al., 2007).

c. Diagnostic indirect

I. IFAT

Le test le plus utilisé en diagnostic indirect est I'lFAT (Indirect Fluorescent Antibody
Test) test sérologique d'immunofluorescence indirecte. Il s’agit du « gold standard »
recommandé par I'OIE pour les parasites d’'importance économique (Mans et al.,
2015).

Un antigene de B. caballi ou de T. equi, est fixé a une lame de verre (Figure
18). Le sérum de I'animal est mis en contact avec cette lame, les anticorps de I'animal
testé se lient a I'antigéne correspondant. Puis des anticorps liés a une molécule
phosphorescente spécifiques des anticorps anti-T. equi ou anti-B. caballi sont insérés.
Aprés lavage on mesure la fluorescence restant sur la lame sous lumiére utra-violet.
On considere le résultat positif lorsque la fluorescence est encore remarquable aprés
une dilution a 1/80 ou plus.
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Figure 18 : Schématisation de la technique de I'lFAT
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Sa sensibilité pour B. caballi est de 92%, sa spécificité de 95% (Ogunremi et
al., 2007).
Sa sensibilité pour T. equi est de 89% et sa spécificité de 96% (Ogunremi et al., 2008).
On obtient en général une réponse positive en IFAT plus longtemps aprés l'infection
qu’avec le test de fixation du complément. Les inconvénients de cette technique
incluent les réactions croisées, la potentielle lecture subjective par I‘opérateur et le
colt (Bakheit et al., 2007; Guidi et al., 2015).

ii. Test de fixation du complément

Le test de fixation du complément (CF) reste I'un des tests de choix pour la
confirmation d’'une piroplasmose équine. Il fut pendant un temps recommandé par
'OIE pour tester les chevaux importés dans les pays indemnes de piroplasmose
(Rothschild, 2013).

Il peut détecter des anticorps de 8-11 jours a 2-3 mois post-infection. Un résultat
négatif apres traitement peut étre obtenu aprés 3 a 15 mois pour B. caballi et 2 ans
pour T. equi (Bruning, 1996). Il présente des performances peu intéressantes dans le
cadre de la détection de B. caballi pour lequel sa sensibilité est de 28% et sa spécificité
de 99% (Ogunremi et al., 2007). Sa sensibilité pour T. equi est de 63% et sa spécificité
de 96% (Ogunremi et al., 2008). La sensibilité est d’autant plus mauvaise que I'on
réalise ce test chez des animaux en début de maladie ou porteurs latents (Bashiruddin
et al., 1999).

Ce test est peu intéressant dans le cadre de dépistage en raison de sa faible
sensibilité vis-a-vis de B. caballi et de T. equi mais sa forte spécificité en fait un bon
outil de confirmation d’'une infection. Il est a privilégier dans des zones de haute
prévalence, notamment lorsqu’on cherche a identifier le parasite présent. Un autre
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inconvénient de ce test réside dans l'existence de réactions croisées entre les
anticorps contre T. equi et B. caballi (Bruning, 1996).

iii. ELISA

L’ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assays, IELISA pour indirect ou CELISA pour
compétitif) est la seconde méthode approuvée et recommandée par I'OIE depuis 2004
pour tester les chevaux importés en zone non-endémique pour T. equi et B. caballi
(Rothschild, 2013). Ce test est plus sensible que I'lFAT, il détecte les IgG.

e PourT. equi

L’antigéne EMA-1 de T. equi et un anticorps monoclonal contre cet antigene ont été
utilisés pour développer une inhibition compétitive ELISA. Sa sensibilité dans la
détection de T. equi est de 96%, contre 47% pour le test de fixation du complément
(Wise et al., 2013).

L’épitope détecté est fortement conservé d’une lignée a l'autre de T. equi, ce
qgui donne au test une partie de sa bonne sensibilité. La cELISA est utilisable pour
détecter des chevaux infectés par T. equi dés 21 jours post infection expérimentale et
5 semaines post infection par une tique (Knowles et al., 1992).

L’antigene EMA-2 de T. equi est classiquement détectable par ELISA. Une
étude Chinoise de 2004 a montré qu’il était possible de fabriquer un test
immunologique chromatographique rapide de détection de 'EMA-2 de T. equi sur
sérum. Le but était de développer et évaluer un test rapide pour T. equi utilisable sur
le terrain. Les résultats concordent avec ceux de 'ELISA a 96.7% : il s’agit d’un test
trés sensible. Ce test permet des détections plus précoces de la maladie en détectant
tous types d'immunoglobuline dont les IgM, avant le stade IgG. Tester 'TEMA-2 permet
de différencier la présence de T. equi de celle de B. caballi. Le test est donc également
tres spécifique (Huang et al., 2004). Considérant I'absence de test rapide sur le marché
aujourd’hui, il apparait que la recherche sur ce sujet n’a pas été poursuivie.

e Pour B. caballi

Pour détecter B. caballi, on recherche I'épitope d’un antigene RAP-1 par un cELISA
par le biais d’anticorps monoclonaux. Ce test reste plus sensible (91%) que le test de
fixation du complément (88%) pour B. caballi mais il se base sur la reconnaissance
d’épitopes qui ne sont pas toujours conservés en fonction des lignées de B. caballi ce
qui le rend moins sensible que dans la détection de T. equi (Kappmeyer et al., 1999).

Le délai entre infection et détection des anticorps varie en fonction des études
et méthodes utilisées, mais il semble que les premiers anticorps peuvent étre détectés
entre 7 et 11 jours post infection, avec un pic a 30-45 jours puis pendant environ 1 an
(Guillot, 2002).

Une étude a montré qu’une protéine des corps sphériques (BcSPB4) était une
candidate potentielle pour développer un meilleur test sérologique pour la détection de
B. caballi, notamment en régions tropicales et subtropicales ou les RAP-1 présentent
une trop forte variabilité. En effet, BcSBP4 est exprimée dans les stades sanguins du
parasite (Mahmoud et al., 2020).
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La technique ELISA présente pour principaux avantages le faible codt, le débit
d’analyse réalisés et la vitesse de I'analyse et de diagnose pour un grand nombre
d’échantillons. Elle est donc la technique la plus utilisée en laboratoire (Mans et al.,
2015).

iv. ICT

L’ICT ou test immuno-chromatographique est un test simple et rapide (Figure 20).
L’échantillon testé migre sur une membrane de nitrocellulose. Si I'échantillon contient
I'antigéne recherché, des anticorps spécifiques marqués d’un réactif coloré vont se lier
a lui pour former un complexe immun qui va migrer le long de la membrane. La
migration s’effectue jusqu’a une zone de capture contenant un second anticorps
spécifique de I'antigéne cherché qui est fixé a la membrane. La lecture du test consiste
a observer ou non une bande colorée dans la zone test de la membrane de
nitrocellulose (WIKIPEDIA, 2022c).

Figure 19 : Schéma d'un test d'immuno-chromatographie
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Des tests ICT ont été développés pour les piroplasmoses équine mais ils ne
peuvent étre utilisés comme tests de références en laboratoire : leur utilisation est
restreinte au cadre de la recherche (Onyiche et al., 2019).

v. Western blot

Jusqu’a récemment, le western blot était utilisé trés fréquemment pour la recherche
de T. equi et B. caballi en laboratoire. Il existe un test pour B. caballi développé par le
laboratoire des services nationaux a Ames dans I'lowa (US). La recherche pour
I'utilisation de ces tests en routine est en cours (Wise et al., 2013).
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E.Traitement

Dans les régions ou la piroplasmose est endémique, le traitement est principalement
utilisé pour réduire les signes cliniques et éviter une issue fatale. Dans des zones
indemnes a l'inverse, il est intéressant d’essayer d’éradiquer le parasite de 'organisme
pour éviter les animaux porteurs chroniques et asymptomatiques.

a. Molécules utilisées

i. Traitement disponible en France

Le traitement médicamenteux de la piroplasmose équine est d’efficacité variable. La
seule molécule disponible et considérée comme efficace pour le traitement des
piroplasmoses est le propionate d’'imidocarbe qui a des propriétés babésicides (et
anaplasmicides) dont le mécanisme d’action est méconnu. Il bloque la réplication de
’ADN du parasite aprés y avoir pénétré activement. On le trouve en France dans le
Carbésia®. Le RCP n’en couvre l'utilisation a visée prophylactique et thérapeutique
gue pour les bovins (contre les babésioses, anaplasmoses et infections mixtes) et pour
les chiens (contre les babésioses). En France, son utilisation thérapeutique contre les
piroplasmoses équines se fait donc dans le cadre de la cascade.

La posologie pour les équidés n’étant pas donnée dans le RCP, on peut
considérer celle recommandée pour les bovins: 2,125mg/kg en préventif ou
0,85mg/kg en curatif en intra-musculaire profonde ou en sous-cutané. Chez les bovins
une seule injection est dite généralement suffisante (ANSES et INTERVET, 2020a).

ii. Traitement disponible a I'étranger

En Hollande par exemple, il existe avec AMM ['Imidocarb 120inj® traitant les
babésioses chez les bovins, ovins, équin et chiens, les anaplasmoses chez les bovins
et les ehrlichioses canines. La posologie recommandée pour ce produit chez les
équidés est la méme en curatif et en préventif : 2mL soit 240mg pour 100kg de poids
vif, soit 2,4mg/kg. La voie sous-cutanée est utilisable mais la voie intramusculaire est
préférable. Une injection est souvent suffisante en cas d’infection a Babesia caballi,
une seconde injection est nécessaire a 24h d’intervalle en cas d’infection a Theileria
equi (KEPRO, 2022, p. 120).
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iii. Efficacité et protocoles

En pratique, peu de vétérinaires suivent la recommandation du RCP. Il apparait que
I'efficacité du traitement dépend du piroplasme impliqué. Plusieurs études ont été
menées afin de déterminer l'efficacité du traitement contre les différents agents de
piroplasmose et de trouver un protocole permettant non seulement la guérison clinique
mais également leur éradication biologique de I'organisme.

Frerichs et al. ont montré en 1973 une variabilité dans I'efficacité de I'imidocarbe
contre les piroplasmes. L'infection est éliminée avec 4 injections de 4mg/kg IM a 72h
d’intervalle (un animal sain transfusé avec sang de cheval traité apres infection ne
montre pas de séroconversion) (Frerichs et al., 1973).

Kuttler et al. ont montré en 1987 que Theileria equi n’est pas éliminé avec
4mg/kg car le parasite était retrouvé dans la rate de chevaux transfusés avec du sang
de chevaux traités. L'utilisation de parvaquone en intra-musculaire a 20mg/kg était
efficace en phase aigue pour faire diminuer la parasitémie, sans pour autant éradiquer
le parasite (Kuttler et al., 1987).

D’autres études en 1989 et 1992 ont testé l'efficacité de la parvaquone
(hydroxynaphtoquinone anti-protozoaire) contre les agents de la piroplasmose avec
différentes doses et protocoles sans obtenir de guérison complete (Zaugg et Lane,
1992, 1989).

L’étude de Grause en 2013 a montré qu’il était possible de guérir des chevaux
infectés expérimentalement avec Theileria equi avec le propionate d’imidocarbe a la
dose de 4mg/kg intramusculaire, répété 4 fois a 72h d’intervalle (Grause et al., 2013).

En revanche en 2009, Schwint et al. ont guéri biologiguement avec succes des
chevaux infectés expérimentalement par Babesia caballi avec une dose de 4mg/kg en
4 injections a 72h d’intervalle (en démontrant 'absence de transmission du parasite a
des chevaux sains par transfusion ou par vectorisation) (Schwint et al., 2009).

Butler a montré en 2008 qu’'un traitement a 4.7mg/kg de dipropionate
d’'imidocarbe en 5 doses intra-musculaire a 72h d’intervalle échouait dans I'élimination
biologique complete de Babesia caballi et de Theileria equi chez des chevaux
naturellement infectés. Les quatre chevaux ont montré des résultats PCR négatifs
apres traitement et sont redevenus positifs 6 a 18 semaines plus tard (Butler et al.,
2008).

Ueti confirme en 2012 que le dipropionate d’imidocarbe est efficace pour traiter
T. equi, avec parfois la nécessité de renouveler le traitement (Ueti et al., 2012).

En conclusion, il apparait d’autant plus important de connaitre l'agent
étiologique impliqué afin d’adapter le traitement. L’administration d’imidocarbe
recommandé implique de hautes doses (4mg/kg contre 2,4mg/kg sur TAMM chevaux
Hollandaise) en injections répétées (4 fois toutes les 72h) pour approcher une guérison
biologique. Cette guérison est plus aisée a obtenir pour Babesia caballi que pour
Theileria equi.
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iv. Autres molécules citées

D’autres principes actifs furent étudiés au cours de plusieurs études. L'imidocarbe
sous forme de sel de dichlorhydrate cause d’'importants dommages musculaires au
site d’injection, (Frerichs et al., 1973) (Meyer et al., 2005) tout comme l'acétate et le
diacétate de diminazéne. Ces deux derniers utilisés a la dose de 3.5mg/kg en deux
fois a 48h d’intervalle ont montré respectivement 90% et 80% d’efficacité contre
Babesia caballi. Leurs principaux effets secondaires liés a la toxicité de la molécule
incluent détresse respiratoire et lIéthargie (Rashid et Chaudhry, 2007).

Un certain nombre de principes actifs reportés comme ayant une efficacité dans
le traitement de la piroplasmose existent (enflavine, artesunate, buparvaquone,
atovaquone...etc) mais ne sont plus utilisées en pratique de nos jours (Donnellan et
Marais, 2009; Kumar et al., 2003; Zaugg et Lane, 1989).

Certains protocoles de traitement incluent 'administration d’oxytétracycline en
intra-veineux a la dose de 6-7mg/kg/j pendant 7 jours. Cela semble efficace contre T.
equi mais pas contre B. caballi, bien qu’aucune mention de cette utilisation ne soit faite
sur le RCP (Zobba et al., 2008).

v. Effets indésirables et leur gestion

Les effets indésirables de I'imidocarbe chez le cheval comportent entre autres une
réaction inflammatoire locale au site d’injection et des risques de colique. Pour pallier
le premier effet secondaire on associe généralement un anti-inflammatoire non
stéroidien (AINS) a Tlinjection d’imidocarbe. Le second effet indésirable étant
particulierement redouté en pratique équine, on peut administrer un antispasmodique
(type Calmagine®, contenant du métamizole, a la dose de 23-46 mg/kg) (ANSES et
VETOQUINOL, 2012).

L’imidocarbe ayant une activité anticholinestérase, on peut retrouver des effets
secondaires du type sudation et agitation en plus des signes digestifs. En prévention
de ces effets il est possible d’administrer du glycopyrrolate a la dose de 0.0025 mg/kg
en une injection intra-veineuse (Wise et al., 2013). Cela est rarement réalisé sur le
terrain.

vi. Précautions d’emploi

L’administration de ce principe actif est déconseillée chez les anes et mules qui y sont
particulierement sensibles (Frerichs et al., 1973).

Il a été montré que I'administration de ce produit a une jument suitée donne lieu
a une excrétion dans le lait 2 heures plus tard. La toxicité potentielle pour le poulain
reste inconnue (Belloli et al., 2002). Un cas d’administration d'imidocarbe a une jument
gestante de jumeaux suivi d’'un avortement induit a montré un taux circulant
d’'imidocarbe dans les feceti identique a celui du sérum de la mere (Lewis et al., 1999).
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Le produit est donc a éviter dans la mesure du possible chez les juments gestantes ou
suitées.

Lors de phase aigie de la maladie, il est préférable de stabiliser le cheval avant
d’administrer le traitement. Une perfusion et des anti-inflammatoires comme la
Finadyne®, flunixine a administrer a la dose de 1mg/kg IV une a deux fois (ANSES et
INTERVET, 2020b), peuvent étre nécessaires, d’autant plus que la clairance
hépatorénale de I'imidocarbe favorise les Iésions hépatorénales (Adams, 1981; Meyer
et al., 2005).

L’imidocarbe permet en général une guérison clinique sans pour autant assurer
une guérison parasitologique. La guérison de Babesia caballi peut se faire
naturellement grace au systéme immunitaire de I'équidé ou bien par voie médicale. En
revanche, I'éradication de Theileria equi est rendue quasiment impossible par
'existence des schizontes dans les lymphocytes qui sont ses formes de résistances
(Mans et al., 2015).

Ainsi, sans connaitre I'agent causal d'une piroplasmose clinique, il est
impossible de donner un pronostic exact concernant la réussite du traitement. |l
apparait nécessaire de faire un maximum de prévention contre cette maladie.

F. Mesures de prévention

a. Surveillance des imports

A I'échelle mondiale, les pays ou la piroplasmose est non-endémique se protégent en
contrélant les importations d’animaux depuis les zones endémiques, notamment par
le biais des tests sérologiques comme I'lFAT, le CFT ou le cELISA. Un résultat positif
entraine un refus d’entrée de l'animal dans le pays, sauf dans de rares cas de
manifestations sportives par exemple, avec une obligation de quarantaine a I'arrivée.

b. Prévention dans la gestion d’élevage

i. Médicalisation et surveillance des animaux

L’utilisation d’acaricides avant de déplacer des animaux semble une solution
satisfaisante afin de limiter la propagation des vecteurs. Sur le court terme, I'utilisation
d’organophosphorés, de pyréthrinoides et d’'amidines semble efficace pour contréler
linfestation par les tiques sur les chevaux. L’utilisation d’imidocarbe en préventif est
parfois réalisé dans certaines régions endémiques avec une forte pression parasitaire.
Bien que non prouvée, il semblerait que lI'administration de vermifuge a base
d’ivermectine aide a limiter les infections (Wise et al., 2013).
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De fagon générale, une surveillance rapprochée des animaux avec notamment
une inspection des chevaux et une pratique journaliere de [I'étiquage est
recommandée. Bien que fastidieuse, cette méthode reste une des plus efficaces dans
la prévention des maladies a tiques, avec 'application d’API.

ii. Gestion de I'environnement

Un autre moyen de limiter I'infestation des animaux par les tiques est la réduction de
la végétation, avec la réduction du nombre de haies autour des patures, ou en
éloignant les cl6tures de celles-ci (Wise et al., 2013).

c. Prévention dans la pratique vétérinaire

i. Mesures de biosécurité
Tout contact du sang d’'un animal naif avec celui d’'un animal porteur est a risque de
contamination. Tout vétérinaire se doit donc d’étre précautionneux lors d’éventuelles

transfusions, doit veiller au bon nettoyage de ses instruments chirurgicaux et doit
utiliser du matériel stérile pour toute intervention intraveineuse.

ii. Prévention vaccinale ?

Il n’existe actuellement aucun vaccin contre la theileriose ou la babésiose chez les
équidés, ni de vaccin humain contre la babésiose. La littérature ne montre pas d’étude
récente en cours sur le sujet.
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Partie 2 . Etude expérimentale

Il nexiste que peu de données récentes sur les séroprévalence et prévalence des
piroplasmoses équines a Theileria equi et Babesia caballi en France. L’'impact
économique et sanitaire de cette maladie est non négligeable pour les propriétaires et
pour les filieres d’élevage.

L’objectif de notre étude est dans un premier temps de décrire la séroprévalence
et la prévalence des piroplasmoses a Babesia caballi, a Theileria equi et des co-
infections chez des chevaux de traits dans une zone endémique (Région Auvergne-
Rhéne-Alpes). Ensuite, nous avons tenté d’en dégager certains facteurs de risques ou
facteurs protecteurs, dans le but d’en tirer d’éventuelles recommandations pour les
éleveurs, permettant de limiter les infections.

1. Matériel et méthodes

A. Collecte des données

Nous avons inclus dans notre étude des chevaux de trait élevés en Région Auvergne-
Rhbéne-Alpes. Le choix de cette région repose sur la forte séroprévalence de T. equi
et B. caballi d’aprés I'étude de Soule et al. (1998), sa forte activité d’élevage et ses
condition environnementales variées (altitude et végétation). De plus, les chevaux de
trait constituent un bon modéle d’étude car ils sont élevés en patures ou ils sont
particulierement exposés aux tiques.

Cette thése s’inscrivant dans le cadre de la thése du Dr. Clémence NADAL,
doctorante a 'ANSES, on ne s’intéressera qu’aux deux premiéres zones étudiées
entre le Cantal et le Puy-de-Dome (Figure 20). Le Rhone et la Haute Savoie feront
I'objet d’'une analyse semblable par ailleurs dans la these du Dr NADAL.
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Figure 20 : Caractéristiques des zones étudiées. A gauche : I'index de végétation de zones
étudiées. A droite : l'altitude. Les zones 1 et 2 sont celles considérées dans cette étude, les
zones 3 et 4 sont étudiées dans la thése du Dr NADAL. D’aprés (Nadal, 2020)
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La SFET nous a fourni la liste des élevages dans le Cantal, notre région
d’intérét. Le nombre d’élevages inclus dans I'étude a été calculé en fonction des
séroprévalences attendues pour T. equi et B. caballi, soit environ 40% pour la région
(Lemetayer, 2007). Notre étude correspond a un sondage a deux degrés, le premier
étant I'élevage et le second étant le cheval, le nombre d’élevages a prélever a été
calculé en fonction de la prévalence attendue, d’une précision relative fixée a 22%,
d’un risque alpha de 5% et d’'un coefficient intra-classe de 4,5% (Costa et al., 2019).

Ce calcul a indigué que pour trois chevaux prélevés par élevage, il fallait inclure
45 élevages (soit 136 chevaux) et que pour cing chevaux prélevés par élevage, il fallait
incluse 29 élevages. Nous avons estimé pouvoir prélever quatre chevaux par
élevages, ainsi nous avons choisi d’inclure 38 élevages dans I'étude.

A partir de la liste fournie, environ 70 élevages ont été tirés au sort dans chaque
zone. Une phase de prospection téléphonique nous a ensuite permis d’inclure les
élevages dans I'étude sur base de volontariat. L’étude présentée dans cette thése
n’est réalisée que sur les deux premiéres zones étudiées et comprend 20 élevages.

Le nombre de chevaux prélevés est fonction de la taille de I'élevage. Pour les
exploitations de moins de 4 chevaux, tous les chevaux présents sont inclus dans
I'étude. Pour les exploitations de 5 a 9 chevaux, seuls 5 animaux sont inclus. Pour les
exploitations de 10 chevaux et plus, seuls 7 animaux sont inclus.
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B. Prélevements sur le terrain

Pour chaque cheval de I'étude, nous avons collecté les caractéristiques individuelles,
fait une collecte des tiques présentes sur I'animal et prélevé des échantillons sanguins.
Nous avons également recueilli des informations sur les pratiques d’élevage et sur les
caractéristiques des patures fréquentées par les chevaux.

a. Données sur les pratiques d’élevage

Afin de connaitre les pratiques d’élevage auxquelles chaque cheval a été exposé, nous
avons envoyé par mail le questionnaire présenté en Annexe 1 a chaque éleveur en
amont de notre visite. Lorsque I'envoi par mail n’était pas possible, lors d’oubli ou en
cas de questions ce questionnaire était rempli avec I'éleveur au cours de la visite.

Nous avons ainsi collecté des informations sur le type d’élevage (exploitation
bovine, activités annexes), sa taille, sa conduite (gestion des sorties des animaux,
pratiques de détiquage et de déparasitage), ses antécédents éventuels de
piroplasmose et son entretien environnemental.

b. Données individuelles

Lors de la visite de chaque élevage, une « Fiche cheval » dont le modele est présenté
en Annexe 2 est remplie pour chaque animal inclus dans I'étude. On y recueille I'age,
le sexe, la race, la robe, la note d’état corporel, les traitements antiparasitaires internes
et externes recus, le statut vaccinal et les éventuels antécédents médicaux.

Une collecte des tiques est réalisée sur chaque cheval, lorsque le parasite est
présent (Figures 21 et 22). La localisation de chaque parasite est notée sur la « Fiche
cheval » (Annexe 2) ainsi que le nombre de tiques trouvées par animal. Les tiques
sont collectées dans des tubes a prélévements, avec pour objectif d’en identifier
'espece et d’analyser les agents pathogenes qu’elles portent. Ces derniéres données
étant présentées dans les theses de C. CHANET et C. NADAL.
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Figure 21 : Tigue en déplacement Figure 22 : Retrait d'une tique du poitrail d'un
sur le garrot d'un cheval de cheval de I'étude

c. Données environnementales sur les patures

Pour chague cheval on réalise une collecte de données sur les patures fréquentées
dans les deux derniers mois. En général il s’agit de la pature actuellement fréquentée.
Pour chacune on remplit une « Fiche pature » dont le modéle est présenté en Annexe
2. La surface est estimée et un plan de chaque pature est dessiné. On collecte des
informations suivantes :

- type de péaturage (densité animale, co-paturage avec des bovins ou non),

- végeétation (présence de buissons, de forét dans la pature, de points d’eau),

- espace environnant (présence de faune sauvage, contiguité avec des patures de
bétail, avec des cultures agricoles ou une forét).

Un exemple de pature étudiée en zone 2 est présenté en Figure 23.
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Figure 23 : Exemple d’une pature en zone 2, comprenant une forét dans la pature et a
proximité directe

Une péature est dite humide si elle comporte des zones de stagnation d’eau ou
des cours d’eau a proximité ou dans la pature. On considére qu'une pature est a

proximité d’'une forét lorsqu’au moins une portion de cl6ture de la pature est en contact
direct avec un bois.

C. Collecte, envoi et analyse des échantillons sanguins

a. Collecte et envoi des préléevements

Aprés la collecte de I'ensemble des informations sur chaque animal et sur son
environnement, nous avons effectué deux préléevements sanguins a la veine jugulaire
sur chaque cheval. L'un sur tube sec pour analyse sérologique (ELISA), I'autre sur
tube EDTA pour analyse PCR. Chaque tube est identifié avec le numéro de zone,
d’élevage, de cheval et de patures concernés (Figure 24). Les préléevements ont été
conservés au frais apres formation du caillot pour les tubes secs, puis envoyés par
Chronopost au laboratoire LABEO en Normandie (Calvados) pour analyse.

Figure 24 : Tubes de préléevements envoyés au
laboratoire
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b. Analyse des prélévements

Le fabricant du kit sérologique (CELISA) utilisé par le laboratoire ayant travaillé sur
cette étude affiche, par rapport au set de référence de I'OIE, une sensibilité et une
spécificité de 100% pour B. caballi (VMRD, 2021) et une sensibilité de 95% et une
spécificité de 99,5% pour T. equi (VMRD, 2020). Les informations sur la sensibilité et
la spécificité du test PCR pour B. caballi et du test pour T. equi effectué par le
laboratoire ne sont pas connues.

D. Analyses statistiques

a. Constitution de la base de données

L’ensemble des informations collectées sur les caractéristiques individuelles des
animaux de I'étude, concernant les pratiques d’élevage leur étant associées et leurs
environnements sont saisies dans un tableur Excel. Chaque ligne correspond a un
cheval. Les colonnes contiennent les caractéristiques individuelles : le numéro de
I'élevage concerné, la race, le sexe, I'age, la robe (classée en « claire », soit les
chevaux gris, rouans, alezans et alezans crins lavés ou « foncée » pour les chevaux
alezan brulés, bais et noirs), le nombre de tiques prélevées, le résultat sérologique et
PCR pour Babesia caballi et pour Theileria equi, une colonne pour les coinfections et
une pour les doubles séropositivités.

On saisit ensuite les pratiques d’élevages : la fréquence annuelle d’utilisation
d’antiparasitaire externe (APE), d’antiparasitaire interne ou vermifuge (API), les
molécules concernées et le statut vaccinal (classé en « a jour » ou « non a jour »).

Enfin, les données saisies concernant les facteurs environnementaux sont : la
zone étudiée (n°1 ou n°2), la taille de pature en hectares, le nombre de chevaux dans
la pature, le chargement de la pature en nombre de chevaux par hectare (nombre
moyen de chevaux dans la pature divisé par la taille de la pature), la présence de
bovins en co-paturage, I'humidité de la pature (classée binairement en « oui» ou
« non »), la présence de forét a proximité directe de la pature, la présence de forét
dans la pature (absente, de zéro a 25% en surface, de 25 a 50% en surface), la
présence de buissons, d’arbustes dans la pature. On assemble ces trois derniéres
variables pour créer la variable « Végétation de la pature » (faible ou forte).
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b. Analyse descriptive

Les caractéristiques des chevaux de I'échantillon sont étudiées avec le logiciel Excel,
en utilisant la fonction de tri, de somme, de calculs de moyenne. Pour les calculs de
séroprévalence et prévalence ainsi que pour le calcul des écarts types, on utilise
également Excel.

Pour un individu, étre « doublement séropositif » signifie avoir obtenu un résultat
sérologique positif a B. caballi et a T. equi. Etre « co-infecté » signifie avoir obtenu une
résultat PCR positif & B. caballi et & T. equi.

c. Modeles statistiques

Pour nos analyses statistiques, on utilise le logiciel R. L’unique cheval de race
percheron, ainsi que les quatre chevaux « croisés » sont exclus des analyses car trois
d’entre eux sont groupés dans le méme élevage créant ainsi un biais potentiel non
négligeable.

i. Random forest

Le nombre de variables étudiées étant trop important pour pouvoir toutes les intégrer
directement a un modele statistique au vu du nombre limité de chevaux inclus dans
'analyse, nous avons recours aux foréts aléatoires (random forest sur le logiciel R)
afin de réaliser un premier tri des variables associées a notre variable d’intérét. Nos
variables d’intérét correspondent a la séropositivité ou la positivité a I'un ou l'autre
agent de piroplasmose équine (Annexe 4).

Cet outil génere aléatoirement un nombre défini d’arbres de classification
(n=500) confrontant plusieurs variables parmi la liste de variables explicatives a
chaque nceud des arbres. Chaque issue d’arbre décisionnel correspond a un « vote »
pour la variable supposée la plus probablement liée a la variable d’intérét. Au bout des
500 simulations, le nombre de votes pour chaque variable est comptabilisé et présenté
sous forme de liste. Cette liste est une classification des variables les plus aux moins
probablement associées a la variable d’'intérét.
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ii. Modéles de régression logistique mixte

Dans notre étude, I'échantillonnage est réalisé en « strates », car plusieurs chevaux
sont prélevés dans chaque élevage. Ces individus présentent plus de similitudes entre
eux qulils n’en présentent avec des animaux d’autres élevages, car ils sont
globalement soumis aux mémes pratiques d’élevages et aux mémes conditions
environnementales. Pour prendre en compte cet élément, on utilise des modeles de
régression logistique mixte afin de trouver les éventuelles associations entre nos
variables d’intérét binaires (statuts sérologiques ou PCR) et les variables individuelles,
en lien avec les pratiques d’élevage ou les conditions environnementales. Les modéles
ont pour effet fixe la variable d’intérét, et pour effet aléatoire la variable « élevage ».

A l'aide des foréts aléatoires, on sélectionne un minimum de deux variables a
inclure dans chaque modeéle de régression logistique mixte. On inclut les variables
présentes dans plus de 50% des arbres (ordonnées supérieures a 0.5 sur les
graphiques présentés), ou bien le groupe de variable se démarquant des autres s’il
n’existe pas de variables répondant au premier critére.

2. Résultats

A. Collecte de données

Au total, la visite de nos 20 élevages a permis d’inclure 77 chevaux dans cette étude,
soit 35 chevaux en zone 1 et 42 en zone 2. Nous avons donc prélevé entre 1 et 7
chevaux par exploitation et en moyenne 3,85 chevaux par élevage.

La non-inclusion d’élevages s’expliquait par une non-réponse de I'éleveur, par
une activité devenue inexistante, par un refus simple, par un manque de temps ou une
indisponibilité sur la période visée ou par un manque de manipulabilité des animaux.
L’objectif était d’obtenir 10 élevages volontaires par zone. En zone 1, pour 37
personnes contactées, 17 n'ont pas été joignables, 4 ont refusé, 6 ne possédaient plus
de chevaux et 10 ont accepté. En zone 2, pour 45 personnes contactées, 29 n’ont pas
été joignables, trois n'avaient plus de chevaux, trois ont refusé et 10 ont accepté.
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B. Analyses statistiques

a. Description des données

Dans cette partie, nous décrivons la population de chevaux que nous avons prélevée.

e Races de chevaux prélevés

Comme présenté en Figure 25, les races les plus représentées dans I'échantillon sont
les traits bretons et les comtois. Les croisés correspondent a des chevaux croisés trait
breton ou ardennais, trois d’entre eux appartiennent au méme élevage.

Figure 25 : Répartition des races dans les élevages et effectifs prélevés
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e Robe des chevaux prélevés

Dans notre échantillon, 28,5% des chevaux ont une robe foncée. Dans la zone 1, il y
a 12 chevaux a robe foncée sur 35 (34,3%), en zone 2 il y en a 10 sur 42 (23,8%).
Les robes claires prédominent dans notre étude.

e Age des chevaux prélevés

Il y a de jeunes chevaux et des vieux individus en zone 1 comme en zone 2 (Figure
26). La moyenne d’age en zone 1 est de 8,97 ans alors qu’elle n'est que de 7,67 ans
en zone 2.

Figure 26 : Age des chevaux de I'échantillon et en fonction de la zone
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e Genre des chevaux prélevés

Notre étude comporte 4 étalons, dont trois en zone 1 et 73 juments
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e Nombre de tiques par cheval

Sur les 77 chevaux préleves, 44 chevaux ne portaient aucune tique visible. Au total
155 tiques furent retirées. On a collecté en moyenne 1,17 tiques par cheval en zone
1, contre 3,2 tiques par cheval en moyenne en zone 2 (Figure 27).

Figure 27 : Nombre de tiques par cheval dans I'échantillon et en fonction de la zone
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e Usage des antiparasitaires externes (APE)

On observe que 65% des élevages étudiés, soit 71,4% des chevaux de I'échantillon,
n’utilisent pas d’APE. L'utilisation des APE par les élevages en fonction de la zone est
présenté en Figure 28.

Figure 28 : Utilisation des APE dans les élevages étudiés en fonction de la zone
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Un élevage déclare utiliser de la phytothérapie comme antiparasitaire externe
(Emouchine®) et le reste des élevages (30% correspondant a 26% des chevaux de
I'échantillon) utilise de la deltaméthrine une fois par an. Tous produits confondus, en
zone 1 17 chevaux sur 35 (soit 48,5%) des chevaux sont traités, contre 5 chevaux sur
42 (soit 11,9%) en zone 2.

e Usage des antiparasitaires internes (API) ou vermifuges

Sur les 20 élevages étudiés, 11 utilisaient un antiparasitaire interne une fois par an
(soit 55,55%), 10% n’utilisent pas d’API et 5% en utilisent 3 fois par an. La fréquence
d’utilisation des API par les élevages en fonction de la zone est présenté en figure 29.
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Figure 29 : Fréquence d'utilisation des APl dans les élevages étudiés en
fonction de la zone
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Environ 65% des chevaux de I'étude regoivent de l'ivermectine seule ou en
association avec un autre antiparasitaire (dont 13% avec du fenbendazole), 11,6%
recoivent du praziquantel seul ou en association et quasiment 26% des chevaux
recoivent de la moxidectine seule ou en association.

e Statut vaccinal des chevaux de I'échantillon

La majorité des élevages de I'’échantillon vaccinaient leurs chevaux régulierement
contre la grippe et le tétanos.

Le nombre d’élevages maintenant une vaccination de ses chevaux a jour
(rappel de vaccin grippe de moins d’'un an et tétanos de moins de trois ans) et le
nombre d’élevages ne vaccinant pas son cheptel sont identiques entre les zones 1 et
2.

e Taille des patures étudiées

Une a trois patures furent étudiées par élevage visité, pour un total de 34 patures
explorées. En zone 1, 18 patures furent étudiées, leur taille varie entre 0,25 et 50
hectares, pour mesurer en moyenne 5,32 hectares. En zone 2, 16 patures furent
étudiées, leur taille varie entre 0,25 et 15 hectares et elles mesurent en moyenne 5,09
hectares.
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¢ Nombre de chevaux dans les patures étudiées

Les patures de I'échantillon hébergent en moyenne 3,8 chevaux. En zone 1, les
patures hébergent entre 1 et 7 chevaux avec en moyenne 3,22 chevaux par pature.
En zone 2, les péatures hébergent entre 1 et 9 chevaux avec en moyenne 4,44 chevaux
par pature.

e Chargement des patures

En zone 1, le chargement des patures varie entre 0,04 et 12 chevaux par hectare,
avec une valeur de chargement moyen des patures de 2,35 chevaux par hectare. En
zone 2, le chargement des patures varie entre 0,2 et 6 chevaux par hectare et le
chargement moyen est de 1,62 cheval par hectare (figure 30).

Figure 30 : Chargement des patures dans I'échantillon et en fonction de la zone
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e Humidité des patures

Dans notre étude, sur les 17 patures (sur les 34 étudiées) considérées comme
humides, 8 sont en zone 1 et 9 sont en zone 2. Les données récoltées sur I'inondabilité
des patures n'ont pas été exploitées, car la fiabilité de cette information fournie par les
éleveurs n’était pas suffisante.

e Co-paturage avec des bovins

Une forte proportion des patures étudiées accueillait des bovins en co-paturage
alterné. Dans I'échantillon 24/34 patures soit 70.5% fonctionnent en co-paturage :
12/18 patures soit 66% des patures étudiées en zone 1 et 12/16 patures soit 75% des
patures étudiées en zone 2.

A TI'échelle des chevaux, dans I'échantillon 74% des individus sont en co-
paturage avec des bovins : en zone 1 cela représente 65,7% des chevaux et 80, 9%
en zone 2.

e Végétation dans les patures

On observe que 22 patures sur les 34 considérées (64,7%) comportent des buissons
ou des arbustes. Le couvert forestier des péatures était généralement faible, comme
lillustre la Figure 31 ci-dessous.

Figure 31: Couvert forestier des patures en fonction de la zone
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La majorité des patures étudiées comportaient un couvert végétal moyen a
important. Les trois patures a faible couvert végétal appartiennent a deux élevages de
la zone 1. Parmi les six patures a fort couvert végétal, une appartient a la zone 1 et les
cing autres appartiennent a cinq élevages de la zone 2.

e Présence de forét a proximité directe de la pature

Qu'il s’agisse de I'échantillon, de la zone 1 ou de la zone 2, il y a exactement
50% des patures a proximité directe d’une forét.

b. Séroprévalence et prévalence de B. caballi et T. equi

Sur les 77 chevaux de I'étude, on observe 42 chevaux séropositifs et huit positifs a B.
caballi, 20 chevaux séropositifs et 24 positifs a T. equi, 16 chevaux doublement
séropositifs et 4 chevaux co-infectés. Les séroprévalences et prévalences obtenues
sont présentées dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Séroprévalence et prévalence dans I’échantillon avec intervalles de
confiance a 95%

B. caballi T. equi B. caballi et T.
equi
Séroprévalence 545 % 26 % 20,8 %
Prévalence 10,4 % 31,2 % 52 %

On observe les points suivants :

- les huit chevaux positifs a B. caballi y sont également séropositifs,

- 80% des chevaux séropositifs a T. equi le sont également a B. caballi,

- 40,3% des chevaux de I'étude sont sérologiquement indemnes de piroplasmose,

- 20 des 24 chevaux positifs en PCR a T. equi y sont également séropositifs.
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c. Résultats sérologiques et PCR dans I’échantillon en fonction des
variables individuelles, liées aux pratiques d’élevage et
environnementales

i. Babesia caballi

On observe une séroprévalence de B. caballi de 54.5 + 11,1% IC95% = [43,4 ; 65,6]
et une prévalence de 10,4 + 6,8 % (IC95% = [3,5 ; 17,2]).

Les trois tableaux suivants présentent les effectifs de chevaux séropositifs ou
positifs & B. caballi en fonction des variables individuelles (Tableau 7), des variables
liées aux conditions d’élevage (Tableau 8) et des variables liées aux conditions
environnementales (Tableau 9).

Tableau 7 : Résultats sérologiques et PCR pour B. caballi en fonction des variables

individuelles
Babesia caballi Sérologie PCR
Total Positive Positive
n n (%) n (%)
77 42 54,5 8 10,4
Age <2 10 6 60,0 1 10,0
(années) 3-10 42 19 45,2 3 7,1
> 10 25 17 68,0 4 16,0
Genre Etalon 4 2 50,0 1 25,0
Jument 73 42 57,5 7 9,6
Race Trait 33 15 455 1 3,0
breton
Comtois 26 20 76,9 4 15,4
Ardennais 13 2 15,4 1 7,7
Percheron 1 1 100,0 0 0,0
Croisé 4 4 100,0 2 50,0
Robe Claire 55 34 61,8 7 12,7
Foncée 22 8 36,4 1 45

Les chevaux séropositifs a B. caballi ont en moyenne 8,8 ans, les chevaux
positifs a B. caballi ont en moyenne 7,6 ans. On note que pour les huit chevaux positifs
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a B. caballi seuls trois (37,5%) sont vaccinés, trois chevaux (60%) sont traités avec
des anti-parasitaires externes (Deltamétrine), tous ne regoivent qu’'un vermifuge par
an contenant au moins de l‘ivermectine, sauf un qui en recoit trois fois par an a base
d’ivermectine et de moxidectine.

Tableau 8 : Résultats sérologiques et PCR pour B. caballi en fonction des pratiques

d’élevage
Babesia caballi Sérologie PCR
Total Positive Positive
n n (%) n (%)
77 42 54,5 8 10,4
Vaccination Non 29 16 55,2 5 17,2
vacciné

Vaccins a 48 26 54,2 3 6,3

jour
API Non utilisé 3 3 100,0 0 0,0
SR 1x/an 48 23 47,9 7 14,6
2x/an 16 7 43,8 0 0,0
3x/an 7 6 85,7 1 14,3
APE Non utilisé 48 25 52,1 5 10,4
1x/an 29 17 58,6 3 10,3

Il y a des proportions similaires de chevaux séropositifs parmi les chevaux vaccinés
gue parmi les chevaux non vaccinés. En revanche il y a 17,2% de chevaux non
vaccinés positifs a B. caballi contre 6,3% négatifs.

Les chevaux ne recevant pas de vermifuge, qui sont tous séropositifs et tous
négatifs, appartiennent a deux élevages en zone 1. Les chevaux recevant trois
traitements vermifuges par an, séropositifs a 85,7% et positifs a 14,3% sont tous du
méme élevage en zone 2.

BN

Les proportions de chevaux séropositifs ou positifs a B. caballi parmi les
chevaux non traités avec un APE sont respectivement semblables aux proportions de
chevaux séropositifs ou positifs parmi les chevaux recevant un traitement par an.
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Tableau 9 : Résultats sérologiques et PCR pour B. caballi en fonction des variables
environnementales

Babesia caballi Sérologie PCR
Total Positive Positive
n n (%) n (%)
77 42 54,5 8 10,4
Zone Zone 1l 35 16 457 1 2,9
Zone 2 42 26 61.9 7 16,7
Portage de 0 44 14 31,8 1 2,3
tiqgues N
(thueS/CV) 1a10 29 24 82,8 6 20,7
> 10 4 4 100,0 1 25,0
Taille de Jusqu’a 1 13 4 30,8 0 0,0
pature .
(ha) 1a5 39 23 59,0 4 10,3
>5 25 15 60,0 4 16,0
Nombre de Seul 6 2 33,3 0 0,0
chevaux .
par pature 2a4 32 22 68,8 4 12,5
>5 39 18 46,2 4 10,3
Chargement Jusqu’a1 46 26 56,5 5 10,9
moyen de la R
pature 11 a 2] 14 10 71,4 1 7,1
(cviha) > 2 17 6 35,3 2 11,8
Co- Non 20 8 40,0 1 5,0
paturage ,
avec des Oui 57 34 59,6 7 12,3
bovins
Pature Non 35 17 48,6 3 8,6
humide )
Oui 42 25 59,5 5 11,9
Forét dans Absence 7 6 85,7 0 0,0
la pature
<25% 53 23 43,4 6 11,3
25-50% 17 13 76,5 2 11,8
Buissons Non 24 15 62,5 4 16,7
dans la .
pature Oul 53 27 50,9 4 7,5
Couvert Absent 4 3 75,0 0 0,0
végétal de
la pature Moyen 56 26 46,4 6 10,7
Fort 17 13 76,5 2 11,8
Non 34 14 41,2 3 8,8
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Proximité Oui 43 28 65,1 5 11,6
de forét

On remarque que les chevaux séropositifs a B. caballi portent en moyenne 3,1
tiques. De plus, les chevaux séropositifs & B. caballi vivent dans les patures mesurant
en moyenne 6,5 ha, comportant 4,4 chevaux par pature en moyenne avec pour
chargement moyen de 1,37 cheval par hectare.

Les huit chevaux positifs a B. caballi sont répartis dans 7 élevages qui sont tous,
a une exception pres, dans la zone 2, portent entre 0 et 17 tiques, pour en moyenne 4
tiques par cheval. La taille moyenne de leurs patures va de 3 a 50ha, pour une
moyenne de 11,8 ha, et elles hébergent en moyenne 4,9 chevaux pour un chargement
moyen de 1 cheval par hectare.

De plus, 62,5% des patures sont a proximité direct d’'une forét.

d. Séroprévalence et prévalence de T. equi

Dans notre étude nous observons une séroprévalence de T. equi de 26 %
(IC95% =[16,1 ; 35,8]) et une prévalence de 31,2 % (IC95% = [20,8 ; 41,6]). Les trois
tableaux suivants présentent les effectifs de chevaux séropositifs ou positifs a T. equi
en fonction des variables individuelles (Tableau 10), des variables liées aux conditions
d’élevage (Tableau 11) et des variables liées aux conditions environnementales
(Tableau 12).
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Tableau 10 : Résultats sérologiques et PCR pour T. equi en fonction des variables

individuelles
Theileria equi Sérologie
Total Positive Négative

n n (%) n (%)

77 20 26,0 24 31,2

Age <2 10 3 30,0 3 30,0

(années)

3-10 42 9 21,4 10 23,8

> 10 25 8 32,0 11 44,0

Genre Etalon 4 2 50,0 2 50,0
Jument 73 18 24,7 22 30,1

Race Trait 33 4 12,1 8 24,2

breton

Comtois 26 10 38,5 10 38,5

Ardennais 13 2 15,4 2 15,4
Percheron 1 0 0,0 0 0,0
Croisé 4 4 100,0 4 100,0

Robe Claire 55 18 32,7 20 36,4
Foncée 22 2 9,1 4 18,2

La moyenne d’age des chevaux séropositifs a T. equi est de 7,5 ans, quand celle des
chevaux positifs a T. equi est de 7,95 ans.

Deux des quatre étalons de I'étude sont séropositifs et positifs a T. equi, c’est
également le cas des quatre chevaux croisés de I'étude. En proportion et en nombre,
les comtois sont les chevaux présentant le plus de séropositifs et de positifs a T. equi.

En proportion et en nombre, les robes claires prédominent parmi les séropositifs
et les positifs. Seulement 16,7 % des chevaux positifs a T. equi ont une robe foncée.
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Tableau 11 : Résultats sérologiques et

PCR pour T. equi

en fonction des pratiques

d’élevage
Theileria equi Sérologie PCR
Total Positive Positive

n n (%) n (%)
77 20 26,0 24 31,2
Vacciné Non vacciné 29 6 20,7 7 24,1
Va(_:cins a 48 14 29,2 17 35,4

jour
API Non utilisé 3 0 0,0 1 33,3
(3NR) 1x/an 48 12 25,0 12 25,0
2x/an 16 1 6,3 2 12,5
3x/an 7 6 85,7 6 85,7
APE Non utilisé 48 14 29,2 16 33,3
1x/an 29 6 20,7 8 27,6

On observe plus de chevaux séropositifs et positifs avec une vaccination a jour
que l'inverse, mais plus de séropositifs et de positifs parmi les chevaux non traités aux
APE que linverse.

Sur les 24 chevaux positifs : les chevaux traités aux antiparasitaires externes
recoivent de la deltamétrine, les chevaux vermifugés une a deux fois par an, pour
lesquels on connait le produit utilisé, sont traités avec de l'ivermectine seule (6 cas),
en association avec du fenbendazole (2 cas), avec du praziquantel (2 cas) ou alors
avec de la moxidectine seule (1 cas) ou du praziquantel seul (1 cas). Les chevaux
vermifugés 3 fois par an sont tous traités avec une association d’ivermectine et de
moxidectine.

Les chevaux recevant un API trois fois par an présentaient une plus forte
proportion de séropositifs et de positifs. Ces chevaux étaient tous les comtois d’un
méme élevage en zone 2. lIs sont suivis en proportion de positifs par les chevaux ne
recevant aucun API.

70



Tableau 12 : Résultats sérologiques et PCR pour T. equi en fonction des variables

environnementales

Theileria equi Sérologie PCR
Total Positive Positive
n n (%) n (%)
77 20 26,0% 24 31,2%
Zone 1 35 5 14,3% 9 25,7%
Zone
Zone 2 42 15 35,7% 15 35,7%
Portage de 0 44 6 13,6% 6 13,6%
tiqgues .
(tiquesicy) 1210 29 12 41,4% 16 55,2%
>10 4 2 50,0% 2 50,0%
Taille de <1 13 1 7,7% 2 15,4%
ature
p(ha) 1a5 39 8 20,5% 11 28.2%
>5 25 11 44 0% 11 44,0%
Nombre de Seul 6 0 0,0% 0 0,0%
chevaux . o o
par pature = 284 32 7 21,9% 11 34,4%
>5 39 13 33,3% 13 33,3%
Chargement Jusqu’a 46 13 28,3% 16 34,8%
moyen de la 1
pature la2 14 3 21,4% 4 28,6%
cv/ha
( ) >2 17 23,5% 23,5%
Co- Non 20 2 10,0% 20,0%
paturage . 0 0
avec des Oui 57 18 31,6% 20 35,1%
bovins
Pature Non 35 8 22,9% 9 25, 7%
AUEE Oui 42 12 28,6% 15 35,7%
Forét dans Absence 7 1 14,3% 4 57,1%
lapature o, 53 9 17.0% 10 18,9%
25-50% 17 10 58,8% 10 58,8%
Buissons Non 24 6 25,0% 8 33,3%
dans la )
pature Oui 53 14 26,4% 16 30,2%
Couvert Absent 4 0 0,0% 1 25,0%
végétal de o o
la pature Moyen 56 10 17,9% 13 23,2%
Fort 17 10 58,8% 10 58,8%
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Proximité Non 34 5 14, 7% 7 20,6%
de forét ]
Oui 43 15 34,9% 17 39,5%

On observe qu’en zone 2, trois élevages concentrent 12 des 20 chevaux
séropositifs a T. equi.

Les chevaux séropositifs & T. equi en zone 2 : portent en moyenne 4,8 tiques
par cheval, sont dans des patures de 6,2 ha en moyenne, hébergeant en moyenne a
5,8 chevaux par pature pour un chargement moyen de 1,21 cheval par hectare. lls
sont proportionnellement plus nombreux a étre en co-paturage avec des bovins que
les chevaux séronégatifs. Les patures a fort couvert végétal rassemblent plus
d’animaux séropositifs que les patures a couvert végétal absent ou moyen.

De plus, on note que les 24 chevaux positifs : portent en moyenne 3,5 tiques
par cheval, vivent dans des patures de 7,4 ha en moyenne, qui hébergent en moyenne
5 chevaux par pature et dont le chargement moyen est de 1,3 chevaux par hectare. Il
y a proportionnellement : plus de chevaux positifs en co-paturage avec des bovins que
l'inverse, plus de positifs dans les patures a fort couvert végétal et plus de positifs chez
les chevaux hébergés dans des patures a proximité directe d’'une forét.

e. Double séropositivité et co-infections

Dans notre étude, on observe une proportion de chevaux séropositifs a B. caballi et a
T. equi de 20,8 % (IC95% = [11,7 ; 29,9]). La prévalence des co-infections est de 5,2
+ 5 % (IC95% = [0,2 ; 10,2]). Les trois tableaux suivants présentent les effectifs de
chevaux séropositifs ou positifs a B. caballi et T. equi de fagcon conjointe en fonction
des variables individuelles (Tableau 13), des variables liées aux conditions d’élevage
(Tableau 14) et des variables liées aux conditions environnementales (Tableau 15).

Les quatre chevaux co-infectés sont caractérisés comme suit :
- un étalon trait breton de 11 ans dans I'élevage n°6 en zone 1,
- deux juments croisées, de 1 et 4 ans, dans I'élevage n°17 en zone 2,
- une jument comtoise de 4 ans dans I'élevage n°18 en zone 2,

- tous sont doublement séropositifs a B. caballi et T. equi.
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Tableau 13 : Résultats sérologiques et PCR pour B. caballi et T. equi en fonction des
variables individuelles

Babesia caballi_ et Theileria Sérologie PCR
equi
Total Doublement positive Co-infection
n n (%) n (%)
77 16 20,8 4 5,2
Age <2 10 3 30,0 1 10,0
(années) 3-10 42 7 16,7 1 2.4
> 10 25 6 24,0 2 8,0
Genre Etalon 4 2 50,0 1 25,0
Jument 73 14 19,2 3 4,1
Race Trait 33 2 6,1 1 3,0
breton
Comtois 26 9 34,6 1 3,8
Ardennais 13 1 7.7 0 0,0
Percheron 0 0,0 0 0,0
Croisé 4 4 100,0 2 50,0
Robe Claire 55 15 27,3 3 5,5
Foncée 22 1 4,5 1 4,5

On remarque que les chevaux séropositifs a B. caballi et T. equi de facon
conjointe ont en moyenne 7,2 ans, présentent une majorité de robes claires.

Les chevaux co-infectés ont en moyenne 7 ans et ont également une majorité
de robes claires, deux d’entre eux étant des croisés.
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Tableau 14 : Résultats sérologiques et PCR pour B. caballi et T. equi en fonction des
pratiques d’élevage

Babesia caballi Sérologie PCR
Et Theileria equi
Total Doublement positive Co-infection
n n (%) n (%)
77 16 20,8 4 5,2
Vacciné Non vacciné 29 5 17,2 3 10,3
Vac_:cins a 48 11 22,9 1 2,1
jour
API Non utilisé 3 0 0,0 0 0,0
(3NR) 1x/an 48 9 18,8 3 6,3
2x/an 16 0 0,0 0 0,0
3x/an 7 6 85,7 1 14,3
APE Non utilisé 48 11 22,9 2 4,2
Utilisé 1x/an 29 5 17,2 2 6,9

La proportion de chevaux doublement séropositifs est plus importante chez les
chevaux vaccinés que parmi les chevaux non vaccinés.

Ces chevaux co-infectés par B. caballi et T. equi sont deux a recevoir un APE
a base de deltaméthrine (soit 50%) et recoivent un vermifuge une fois par an a base
d’ivermectine soit seule (élevage n°17), soit en association avec du fenbendazole
(élevage n°6), soit trois fois par an en association avec de la moxidectine.
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Tableau 15 : Résultats sérologiques et PCR pour B. caballi et T. equi en fonction des
variables environnementales

Babesia caballi Sérologie PCR
Et Theileria equi
Total Doublement positif Co-infection
n n (%) n (%)
77 16 20,8 4 5,2
Zone Zone 1l 35 2 5,7 1 2,9
Zone 2 42 14 33,3 3 7,1

Portage de 0 44 3 6,8 0 0,0
tigues R

(tiques/cv) 1a10 29 11 37,9 3 10,3

> 10 4 2 50,0 1 25,0

Taille de Jusqu’a 13 0 0,0 0 0,0
pature 1

(ha) 1a5 39 7 17,9 2 51

>5 25 9 36,0 2 8,0

Nombre de Seul 6 0 0,0 0 0,0
chevaux R

par pature 2a4 32 6 18,8 1 3,1

5 et plus 39 10 25,6 3 7,7

Chargeme Jusqu’a 46 10 21,7 2 4,3
nt moyen 1

de la 11a2] 14 3 21,4 0 0,0

pature

(cv/ha) >2 17 3 17,6 2 11,8

Co- Non 20 2 10,0 0 0,0

paturage .

A e Oui 57 14 24,6 4 7,0
Pature Non 35 5 14,3 0 0,0
humide oui 42 11 26,2 4 9,5

Forét dans Absent 7 1 14,3 0 0,0

lapature g, 53 6 11,3 3 5,7

25-50% 17 9 52,9 1 59

Buissons Non 24 4 16,7 3 12,5
dans la .
pature Oui 53 12 22,6 1 1,9
Couvert Absente 4 0 0,0 0 0,0
vegetal  \oven 56 7 12,5 3 5.4

Fort 17 9 52,9 1 5,9
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Proximité Non 34 4 11,8 2 5,9
SIDETEE oui 43 12 27.9 2 4,7

Le cas de la double séropositivité concerne 16 chevaux : deux en zone 1 et 14 en zone
2, dont 12 sont concentrés dans les trois élevages de la zone 2.

On remarque que ces chevaux portent en moyenne 4,5 tiques par cheval.
Concernant les patures hébergeant ces individus : leur taille moyenne est de 8,8 ha,
elles hébergent en moyenne 5,6 chevaux par pature pour chargement moyen de 1,16
cheval par hectare, leur couvert végétal est entre moyen et fort, et 12 patures sur 16
(75%) sont a proximité directe de forét. De plus, 11 chevaux sur 16 (68,7%) sont en
patures humides, 14 chevaux sur 16 (87,5%) sont en copaturage avec des bovins.

Par ailleurs, les quatre chevaux co-infectés portent entre 1 et 17 tiques et sont
hébergés dans des patures de tailles disparates (50 ha, 3 ha ou 7 ha), hébergeant 2
ou 7 chevaux pour un chargement moyen de 1,4 cheval par hectare.
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C. Etude analytique

a. Babesia caballi

i. Facteurs associés a une séropositivité a B. caballi

L’utilisation des foréts aléatoires sur R (Figure 32) nous permet d’isoler les variables
> itivité a B. caballi : le

suivantes comme étant probablement associées a une séropositivité
portage de tiques, la race, le nombre de chevaux dans la pature, la présence de forét

dans la pature, la présence de forét a proximité directe de la pature, le chargement de

la pature et I'age.

Figure 32 : Random forest du modeéle 1 pour la séropositivité a B. caballi
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Avec les variables préecédemment citées, on crée le premier modéle de
régression logistique mixte en lien avec la séropositivité a B. caballi (Tableau 31)
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Tableau 16 : Odd ratio et intervalle de confiance du modeéle exprimant la séropositivité
a B. caballi en fonction de I’dge, du portage de tiques, de la race, du nombre de
chevaux dans la pature, de la présence de forét dans la pature et a proximité directe

de la pature
p-value
Variables Odd Ratio Intervalle de (significatif : *,
SDTIEEE & e non significatif :
NS)
Intercept 0,00 [0,00;2,59] NS
Age <2 2,90 [0,21;40,79] NS
(années) 2-10 Référence
>10 26,25 [1,08 ;637,45 ] 0,045 *
Portage de Non Référence
tiques Oui 81,10 [ 6,36 ; 1034,56 | 0,001 *
Race Ardennais  Référence
Comtois 1677,69 [17,55; 0,001 *
160414,00 ]
Trait 4,82 [0,23 ;101,63 ] NS
Breton
Nombre de Seul Référence
chevaux par 2.4 168,30  [1,18: 24099,09] 0,043 *
pature
Plus de 5 28,46 [0,33;2422,53] NS
Couvert Absent Référence
forestier <25 % 0,05 [0,00;239] NS
25-50 % 0,00 [0,00;0,55] 0,029 *
Proximité Non Référence
de foret oui 0,47 [0,04:4,81] NS
Chargement Jusqu’a1 Référence
delapawre 4.5, 13,13 [0,41 ;420,37 ] NS
(cviha)  piys de 2 0,44 [0,01 ;19,61 ] NS
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On observe une association statistique positive entre séropositivité a B. caballi
et le fait d’étre infesté par des tigues au moment de I'étude, d’étre de race comtoise,
d’avoir plus de 10 ans et d’étre dans une pature hébergeant deux a quatre chevaux.
On observe une association statistique négative entre la séropositivité a B. caballi et
le fait d’étre dans une pature présentant un fort couvert forestier.

ii. Facteurs associés au portage de B. caballi

L’utilisation des foréts aléatoires sur R (Figure 33) ont permis d’isoler 'age et le portage
de tigues comme variables les plus probablement associées au portage de B. caballi.

Figure 33 : Random forest du modele 2 pour la positivité a B. caballi
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On utilise les variables précédemment citées pour créer le second modéle de
régression logistique mixte en lien avec la positivité a B. caballi (Tableau 17).
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Tableau 17 : Odd ratio et intervalle de confiance du modele exprimant la positivité a B.
caballi en fonction de I’age et du portage de tiques

p-value
Variables Odd Ratio Intervalle de (significatif : *,
SOMIEMES & non significatif : NS)
95%
Intercept 0,01 [0,00;0,14] <0,001
Age <2 0,00 [ 0,00 ; inf] NS
(années) 2-10 Référence
> 10 4,21 [0,65;27,10] NS
Portage Non Référence
de tiques Oui 8,89 [0,94 : 84,29 ] NS (0,057)

Aucune des deux variables incluses dans ce modéle n’est positivement
associée a un résultat PCR positif a B. caballi.

80



b. Theileria equi

I. Facteurs associés a une séropositivité a T. equi

L’utilisation des foréts aléatoires (Figure 34) permet d’isoler les variables suivantes
comme les plus probablement associées a la séropositivité a T. equi : la taille de la
pature, le couvert végétal de la pature et le portage de tiques.

Figure 34 : Random forest du modéle 3 pour la séropositivité a T. equi
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On utilise les variables préecédemment citées pour produire le troisieme modele de
régression logistique mixte en lien avec la séropositivité a T. equi (Tableau 18).
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Tableau 18 : Odd ratio et intervalles de confiance du modéle exprimant la
séropositivité a T. equi en fonction de la taille de la pature, du portage de tiques et du
couvert végétal.

p-value
Variables Odd Ratio Intervalle de (significatif : *,
SETIENEE & non significatif : NS)
95%
Intercept 0,03 [0,00;0,36] 0,005
Taille de <1 Référence
la pature 1-5 1,10 [0,09 ; 14,05 ] NS
(ha) >5 9,08 [0,78 ; 106,01 NS
]
Portage Non Référence
de tiques oui 2.89 [0,67 ;12,50 ] NS
Couvert Faible a Référence
Végétal Nul
Fort 9,11 [1,82; 45,56] 0,007 *

Dans notre échantillon, on observe qu’un fort couvert végétal dans la pature est
positivement associé a la séropositivité a T. equi.
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ii. Facteurs associés au portage de T. equi

L'utilisation des foréts aléatoires (Figure 35) nous permet de conserver comme

variables potentiellement associées a une positivité a T. equi : le couvert forestier de

la pature, le portage de tiques, 'usage d’API, I'age et la proximité de forét.
Figure 35 : Random forest du modéle 4 pour la positivité & T. equi
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On utilise ces cing variables pour produire le quatrieme modéle de régression
logistiqgue mixte en lien avec la positivité a T. equi (Tableau 19).
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Tableau 19 : Odd ratio et intervalle de confiance du modele exprimant la positivité a T.
equi en fonction du portage de tiques, de I'usage d’API, du couvert végétal, de la
présence de forét a proximité de la pature et de I’'age

p-value
Variables Odd Ratio Intervalle de (significatif : *,
FOMENEE & non significatif : NS)
95%
Intercept 0,39 [0,02;7,04] NS
Portage Non Référence
de tiques Oui 4,39 [0,98 ;19,74 ] NS (0,053)
Usage des Non utilisé Référence
AP 1x/an 0,03 [ 0,00 ;0,60 ] 0,023 *
2X /an 0,02 [0,00;0,52] 0,020 *
3x/an 0,14 [0,00;10,54] NS
Couvert Faible Référence
Végetal Fort 2,77 [0,36 : 21,43] NS
Proximité Non Référence
de foret Oui 10,51 [1,07 ; 103,15 0,044 *
]
Age <2 1,13 [0,12;10,71] NS
(années) 2-10 Référence
> 10 4,19 [0,70 ; 24,93 ] NS

On observe que 'usage d’un API une a deux fois par an est négativement associée a
une positivitt PCR a T. equi. Le fait d’avoir une pature a proximité de forét est
positivement associé a la positivité PCR a T.equi.
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c. Conclusion de I'étude analytique

Le tableau ci-dessous (Tableau 20) regroupe les conclusions tirées des modeéles
réalisés précédemment. Il présente les variables associées au statut sérologique ou
PCR des chevaux de notre étude pour nos deux parasites d’intérét.

Tableau 20 : Résultats de I'étude analytique

B. caballi Association
statistique
Sérologie Portage de tiques Fort couvert végétal Positive
Age > 10 ans
Race comtoise
2 - 4 chevaux /
pature
Fort couvert végétal - Négative
dans la pature
- Proximité de forét Positive
- API 1-2x/an Négative
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3. Discussion

A. Discussion de nos résultats

a. Babesia caballi

i. Sérologie

o Séroprévalence de B. caballi, comparaison a diverses échelles

On observe une séroprévalence de B. caballi dans notre échantillon de 54.5% (1C95%
=[43,4 ; 65,6]).

Cette séroprévalence est supérieure aux séroprévalences observées en
Camargue par J. Guillot (2002), qui trouvait une valeur de 22,8%, et E. Guidi (2014)
qui trouvait une valeur de 12,9%. Leurs intervalles de confiance concernant ces
chiffres ne sont pas présentés, mais on peut raisonnablement penser que leurs
séroprévalences resteraient inférieures a celle obtenue dans notre étude.

Cette valeur est également largement supérieure aux valeurs estimées en
Europe par les études/revues les plus récemment réalisées. En effet S. Tirosh-Levy
(Tirosh-Levy et al., 2020) estime une séroprévalence de B. caballi en Europe autour
de 9,42 %, quand C. Nadal (Nadal et al., 2021) estime une séroprévalence européenne
de 7,67 % (1C95% =[4,94 ; 12,20]).

Notre résultat s’approche de celui d’'une étude sicilienne menée entre 2003 et
2005 avec une séroprévalence de B. caballi de 56,77 % (IC95%-= [50,18 ; 64,23]).
L’hypothése principale formulée dans cette étude expliquant [Iimportante
séroprévalence de B. caballi dans la région est la présence de bétail en abondance,
qui joue un important réle de réservoir (Torina et al., 2006). Or dans notre étude, on a
vu en partie description de I'échantillon que 14 élevages sur 20 hébergent des bovins
et que 70,5% des patures étudiées sont utilisées en co-paturage avec des bovins, ce
qui pourrait contribuer a diffuser les tiques vectrices de B. caballi dans la région. Or
sur les 14 élevages en question, 12 hébergent des chevaux séropositifs a B. caballi.
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o Comparaison avec la séroprévalence de T. equi

Dans notre étude, nous obtenons une séroprévalence de B. caballi (54.5%, IC95% =
[43,4 ; 65,6]) supérieure a celle de T. equi (26 %, IC95% =[16,1 ; 35,8]).

A I'échelle nationale, ce résultat est peu surprenant. En effet, une étude menée
sur des données allant de 1981 a 1996 (Soule et al., 1998) nous montre quelques
départements ou la séroprévalence de B. caballi est supérieure a celle de T. equi . La
Somme, la Loire Atlantique, le Maine et Loire, la Vendée, les Deux-Sevres, la Haute-
Vienne, I'Indre, la Meurthe-et-Moselle, le Doubs, la Sadne-et-Loire, I'Aveyron, le Lot-
et-Garonne, ainsi que le Puy-de-Dome et le Cantal. Nos régions d’intérét figurent dans
cette liste.

En revanche, ce cas est plutét rare a I'échelle mondiale. On le retrouve dans
moins de 15 études sur les 20 dernieres années. Les cas sporadigues observés sont
en Sicile, en lItalie, en Suisse, au Brésil, en Chine, en Indonésie, au Japon, en
Malaysie, en Mongolie, a Trinidad, en Turquie et au Venezuela (2 études). Les
intervalles de confiance, lorsque présentés, se chevauchent, contestant I'existence
d’une différence réelle dans ces pays, contrairement au cas rencontré dans notre zone
d’étude. (Nadal et al., 2021; Tirosh-Levy et al., 2020)

o Facteurs associés a la séropositivité a B. caballi

Notre étude analytique nous a permis de mettre en évidence une association
statistique :

- négative entre la séropositivité a B. caballi et le fait d’étre dans une pature avec un
fort couvert végétal, ce qui n’avait pas été montré jusqu’a présent,

- positive entre la séropositivité a B. caballi et le fait de porter des tiques le jour de
I'étude, d’étre agé de plus de 10 ans et étre de race comtoise, ce qui confirme trois
des 6 hypothéses citées en Partie 1.2.C. (Garcia-Bocanegra et al., 2013; Guidi et al.,
2015; Montes Cortés, 2017), et d’étre dans une pature hébergeant deux a quatre
chevaux.

Le critéere d’antériorité au statut séropositif a B. caballi n’est vérifié que pour la
race, ainsi on peut parler de facteur de risque pour la race comtoise. En revanche, les
variables environnementales (couvert végétal, portage de tiques et peuplement de la
pature) n‘ont pas forcément été des facteurs présents avant que I'animal ne soit
séropositif a B. caballi : on ne pourra qu’émettre des hypothéses sur ces variables a
la vue de leur association avec la séropositivité a B. caballi.
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Concernant la présence d’un fort couvert végétal dans la pature, correspondant
a la présence de forét, d’arbustes et de buissons, 'hypothése émise est que cet
elément favorise le passage et I'hébergement de faune sauvage vectrice de tiques
porteuses de B. caballi. Notre résultat semble s’opposer a cette hypothése. |l serait
intéressant de connaitre les espéces de tiques présentes dans ces patures et les
agents pathogenes qu’elles transportent, ainsi que d’avoir une estimation du passage
de faune sauvage dans ces péatures en comparaison de patures sans couvert végétal
pour déterminer s’il existe une différence sur ce sujet et en trouver I'explication.

Plus un animal est agé, plus il semblerait avoir de chances d’avoir rencontré B.
caballi dans les conditions de notre étude, c’est-a-dire en étant un cheval de trait éleve
en pature. Malgré I'absence de consensus sur I'age dans la littérature, notre résultat
est cohérent a la vue de la séroprévalence de B. caballi dans la région. Cela souléve
la question pour d’autre régions, avec une séroprévalence moindre de B. caballi : un
cheval aurait-il réellement plus de chances de rencontrer 'agent pathogéne en
vieillissant ou I'influence des pratiques d’élevages serait-elle plus importante ?

La race comtoise est associée a la séropositivité a B. caballi dans notre étude.
La robe a crins lavés de cette race joue-t-elle un réle dans ce phénoméne ? Nous
n’avons pas réussi a montrer cela mais notre classification pour la robe des chevaux
comportait deux catégories sans prise en compte spécifique de la couleur des crins.
Par ailleurs, nous avons vu en décrivant la population de notre échantillon que la zone
2 hébergeait une majorité de comtois. On peut des lors se demander si la zone, donc
I'environnement ou I'altitude, n’auraient pas en réalité un réle favorisant les infections
a B. caballi, la encore explicable par des spécificités des espéeces de tiques vectrices.

Le portage de tique avait déja été déterminé comme facteur positivement
associé a la séropositivité a B. caballi (Garcia-Bocanegra et al., 2013), menant a
penser qu’une lutte active contre les tiques est un point clef de la prévention de la
piroplasmose a B. caballi. Cette lutte peut étre réalisée sur les animaux, méme si nous
n‘avons pas pu montrer que l'usage d’'un antiparasitaire externe était un potentiel
facteur protecteur de la piroplasmose, ou dans I'environnement en modifiant la gestion
de la végétation. Malheureusement, peu de directives sont disponibles actuellement a
ce propos.

Le nombre de chevaux présents dans une pature influence la transmission des
tiques vectrices de piroplasmes. En effet, un cheval seul dans une pature (cas de six
patures sur les 17 de notre étude) ne fournit pas la méme diversité d’hétes pour les
tiqgues que des chevaux élevés par petit groupe de deux, trois ou quatre (cas de 16
patures de notre étude). En revanche, on peut se demander pourquoi une pature
hébergeant 5 chevaux et plus (12 patures de notre étude) n’est pas encore plus a
risque d’héberger plus de cas de piroplasmose. Un plus grand nombre de patures
étudiées permettrait d’avoir une meilleure estimation de I'effet du peuplement d’'une
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pature sur la séroprévalence et la prévalence des infections a B. caballi, afin d’adapter
les pratiques d’élevages en conséquence.

ii. PCR

o Prévalence de B. caballi, comparaison a diverses échelles

On observe une prévalence de B. caballi 10,4% (1C95% =[3,5; 17,2]).

Les données sur la prévalence de B. caballi en France manquent. La valeur
mesurée dans notre étude semble supérieure a celles mesurées :

- entre 2006 et 2008 par D. Fritz dans le sud de la France qui valait 1,9% (pas d’IC95%
indiqué) (Fritz, 2010),

- en France continentale ou en Corse en 2019 par H. Dahmana qui était nulle (les
intervalles de confiance a 95% allaient de 0% a respectivement jusqu’a 8 et 15%)
(Dahmana et al., 2019).

Si on compare notre chiffre aux données européennes, on remargue les choses
suivantes. Premiérement, d’aprés Tirosh-Levy (2020), notre résultat est supérieur a la
prévalence européenne estimée de B. caballi (2,48%, pas d’intervalle de confiance
disponible). Peut-étre cela a-t-il un lien avec notre choix de région et de sujets, qui sont
des chevaux particulierement exposés aux tiques vectrices ? Ensuite, d’aprés C.
Nadal (2021) la prévalence de B. caballi dans notre étude (10,4%, 1C95% = [3,5;
17,2]) se rapproche de celle de la Sicile (9,06, 1IC95% = [1,06 ; 77,37]) (Nadal et al.,
2021). Ce second point rejoint notre observation sur la séroprévalence de B. caballi
dans notre étude, proche de celle mesurée en Sicile, peut étre en raison de
I'abondante présence de bovins.

A I'échelle mondiale, on retrouve des résultats :

- ponctuellement semblables au Brésil (7,9% ; 23,5%), en Israél (9,3%), en Jordanie
(7,3%),

- parfois potentiellement supérieurs (les IC95% ne sont pas présentés) mesurés en
Chine (24,5%), a Cuba (25%), en Mongolie (17,9%), au Nicaragua (26,8%),

- parfois potentiellement inférieurs (les IC95% ne sont pas présentés) mesurés en lran
(5,8%), en Roumanie (4,5%), a Trinidad (3,6%), en Turquie (1,97%) et au Venezuela
(4,4%).
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Ces pays nayant pas de points communs majeurs d'un point de vue
géographique, les éléments explicatifs communs de ces prévalences seraient a
comparer étude par étude.

o Facteurs associés a la positivité

Malgré I'ensemble de facteurs pour lesquels nos chevaux positifs a B. caballi se
démarquent de I'échantillon, notre étude analytique ne nous a pas permis de mettre
en évidence d’association statistique entre la positivité a B. caballi et une de nos
variables étudiées.

Ceci est intéressant car, comme vu en Partie 1.2.C., la littérature ne cite aucun
potentiel « facteur de risque » de I'infection par B. caballi. Par ailleurs le seul « facteur
protecteur » potentiel cité par la littérature est le fait de ne pas étre élevé en pature
(Rapoport et al., 2014), variable que nous n’avons pas pu explorer car 'ensemble des
chevaux de notre échantillon (chevaux de trait) ont été choisis pour étre homogénes
sur ce point.

Un travail similaire sur une cohorte de plus grande taille permettrait de gagner
en puissance statistique, et peut-étre de mettre en évidence des facteurs associés a
la positivité a B. caballi.

b. Theileria equi

i. Sérologie

o Séroprévalence de T. equi, comparaison a diverses échelles

Nous observons une séroprévalence de T. equi de 26 % (IC95% = [16,1 ; 35,8]), avec
significativement plus de cas en zone 2, ou trois élevages concentrent 12 des 20
chevaux séropositifs a T. equi. La zone 2 correspondant a une zone d’altitude
moyenne plus élevée, on pourrait supposer que l'altitude, ou I'environnement de
« montagne » favoriserait les infections.
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Cette valeur semble inférieure aux valeurs de séropositivité a T. equi obtenues
en Camargue en 2002 par J. Guillot et en 2014 par E. Guidi, soit 67,2% et 58%
respectivement. Il est possible que cette difference s’explique par le lieu
d’échantillonnage. La séroprévalence de T. equi est-elle plus faible en Auvergne que
dans le Sud de la France ? Il nous manque des données récentes sur le sujet dans la
région Camarguaise.

En revanche, elle est similaire aux valeurs européennes obtenues par S. Tirosh-
Levy (2020) et C. Nadal (2021), soit 27,89% et 30,04% (IC95% = [25,37 ; 35,16])
respectivement.

Ainsi la séroprévalence de T. equi obtenue dans notre étude est :

- proche de celle obtenue par des études en lItalie (30,87%), au Portugal (21,69%) et
en Hongrie (32,10%)

-significativement supérieure a celle des Pays-Bas (1%) ou de la Suisse (2,17%),

- plutét inférieure a celle de la Grece (58,01%), de 'Espagne (41,41%) et de la Sicile
(46,82%). (Nadal et al., 2021).

On retrouve ici la tendance a une distribution décroissante du sud vers le nord
en Europe, en accord avec la distribution des tiques vectrices de T. equi.

o Facteurs associés a la séropositivité

Nous avons vu ci-dessus que les chevaux séropositifs a T. equi se démarquaient dans
notre échantillon pour plusieurs éléments. Cela étant, notre étude analytique nous a
seulement permis de mettre en évidence une association statistique positive entre la
séropositivité a T. equi et le fait d’étre dans une pature avec un fort couvert végétal.

Aucun cheval n’a pu étre hébergé de fagon certaine dans une péature a fort
couvert végétal avant d’étre séropositif & T. equi : on ne pourra pas parler de « facteur
de risque » ou « facteur protecteur », on restera sur des hypothéses basées sur cette
association. Ainsi notre étude ne confirme aucune des hypothéses de « facteur de
risque » ou d’éventuels « facteurs protecteurs » citées en partie 1. 2. C. pour la
séropositivité a T. equi.

On peut confronter notre résultat a celui de Bartolomé Del Pino et al. (2016), qui
ont trouvé qu’a I'échelle régionale, la présence de moins de 75% de couvert forestier
pouvait étre un facteur protecteur.

De plus, notre résultat est a 'opposé de ce qui est observé pour B. caballi, ou
la présence d’un couvert forestier est négativement associée a la séropositivité a B.
caballi. Il serait trés intéressant d’étudier plus précisément la répartition des tiques
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vectrices de T. equi et de B. caballi et de leurs hétes en fonction du couvert forestier
et végétal afin de déterminer les différences expliquant cette opposition dans nos
résultats pour les séropositivités a B. caballi et & T. equi.

ii. PCR

o Prévalence de T. equi, comparaison a diverses échelles

On observe une prévalence de T. equi dans notre échantillon de 31,2% (IC95% =
[20,8 ; 41,6]).

Dans notre étude la prévalence de T. equi est significativement supérieure a
celle de B. caballi (10,4%, 1C95% = [3,5 ; 17,2]), ce qui est la tendance retrouvée dans
les études précédemment citées concernant la France, 'Europe mais aussi le reste du
monde. Seules deux exceptions sont citées dans la revue de 2020. Il s’agit de deux
fles : celle de Saint Louis au Nord-est du Brésil (prévalence de T. equi de 38,5% contre
60% pour B. caballi) qui n’est séparée du continent que par un fleuve, et la partie
occidentale de I'ile de Java en Indonésie (prévalence de T. equi de 0,4% contre 1,7%
pour B. caballi) (Tirosh-Levy et al., 2020).

Comme pour B. caballi, les données sur la prévalence de T. equi en France
manquent. La valeur mesurée dans notre étude est inférieure a celle mesurée par D.
Fritz (86%) entre 2006 et 2008 (Fritz, 2010). En revanche, notre valeur (31,2%, IC95%
=[20,8 ; 41,6]) est du méme ordre de grandeur que celles mesurées par H. Dahmana
en région marseillaise et en Corse en 2019 : respectivement 29,41 % (IC95% =
[17,60; 42,75]) et 39,80% (IC95% = [30,29; 49,70]) (Dahmana et al., 2019),
observation encourageant I'hypothése selon laquelle les vecteurs de T. equi auraient
migreé vers le nord a la faveur de modifications climatiques sur les derniéres décennies.

Si on compare notre chiffre aux données européennes, on remarque les choses
suivantes. Premiérement, d’aprés Tirosh-Levy (2020) et C. Nadal (2021), notre résultat
est du méme ordre de grandeur que la prévalence européenne estimée de T. equi.
Cela correspond dans chaque étude respectivement a 22,26% (pas d’intervalle de
confiance disponible) et 24,48% (IC95% = [16,48 ; 33,44]). Ensuite, d’aprés C. Nadal
(2021) la prévalence de T. equi dans notre étude (31,2%, IC95% = [20,8 ; 41,6]) se
rapproche de celle de I'ltalie (29,29%) et de 'Espagne (34,37%), voire de I'Ukraine
(38,76%) ou de la Roumanie (38,76%) méme si les intervalles de confiance de ces
deux dernieres valeurs sont larges (Nadal et al., 2021).
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Remarquons que la valeur de séropositivité & T. equi de notre étude se
rapprochait également de la valeur italienne. Du reste, la prévalence de T. equi dans
notre échantillon (31,2%, 1C95% = [20,8 ; 41,6]) semble supérieure a celles des Pays-
Bas (1,67%), de la Pologne (1,32%) et le la Slovaquie (0%), méme si pour ces trois
cas, les intervalles de confiance se chevauchent de quelques pourcents avec celui de
notre résultat.

A I'échelle mondiale il existe de trés nombreuses données sur la prévalence de
T. equi. En tenant compte de I'absence d’intervalles de confiance, on retrouve des
résultats :

- ponctuellement semblables dans les Balkans (22,5%), au Chad (20,8%), en Chine
(30,2%, 40,8%, 39,5%), en Iran (22,8%, 27,7%), en Jordanie (18,8%), en Mongolie
(25,6%), en Arabie Saoudite (42%), au Soudan (25,2%, 35,9%), soit plutbt coté
continent asiatique,

- parfois potentiellement supérieurs mesurés au Brésil (81%, 84,3%, 85,7%), au Tchad
(72,8%), a Cuba (73%), au Ghana (53,3%, 60%), en Iran (96,7%), en Mongolie
(92,7%), en Afrique du sud (50%), au Venezuela (61,8%),

- parfois potentiellement inférieurs mesurés au Sénégal (16,5%), en Tunisie (12,5%)
et en Turquie (2,96%, 8,8%).

o Cas des porteurs séronégatifs

Dans notre étude la séroprévalence de T. equi est inférieure a la prévalence de T.
equi, car quatre des 24 chevaux négatifs a T. equi sont séronégatifs a T. equi. Ceci
peut paraitre surprenant car un animal porteur du parasite développe rapidement des
anticorps contre celui-ci, car J. Guillot (2002) montre que des anticorps contre T. equi
sont détectables par immunofluorescence indirecte et par fixation du complément
avant que la parasitémie ne soit détectée.

On peut formuler deux hypotheses principales : soit les chevaux testés sont en
cours de séroconversion mais a un seuil encore indétectable, soit ils sont porteurs du
parasite et réellement séropositifs mais ont donné de faux négatifs en sérologie en
raison d’'une sensibilité insuffisante du test. Rappelons que le test ELISA utilisé ne
détecte les anticorps contre T. equi que 21 jours apres une infection expérimentale, et
approximativement 5 semaines apres une infection par une tique (Wise et al., 2013),
guand la parasitémie est détectable des 15-20 jours aprés infection.
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o Facteurs associés a la positivité

Notre étude analytique nous a permis de mettre en évidence une association
statistique négative entre la positivité a T. equi et le fait d’étre vermifugé une a deux
fois par an. L’ivermectine et la moxidectine ayant un effet acaricide, on peut tirer de ce
résultat I'idée qu’une utilisation réguliere de vermifuges a base de ces molécules
pourrait jouer un role de « facteur protecteur » pour les infections a T. equi et que cette
pratique serait recommandable aux éleveurs dans le cadre de la lutte contre la
piroplasmose.

Le facteur précédent n’était pas cité dans la littérature, contrairement a I'age
(avoir plus de 2 ans comme « facteur de risque » ou plus de 12 ans comme « facteur
protecteur ») pour lequel nous n’avons pas retrouvé de lien avec linfection a T. equi.
L’autre « facteur de risque » potentiel cité était le fait de vivre dans les terres versus
sur la cbte (Bartolomé Del Pino et al., 2016), chose que nous n’avons pas pu
investiguer car notre étude a lieu au centre de la France.

La présence de forét a proximité de la pature est positivement associée au
portage de T. equi, ce qui rejoint notre résultat précédent associant fort couvert végétal
dans la pature et séropositivité a T. equi : cette présence abondante de végétation
favoriserait la prolifération et la transmission des tiques vectrices de T. equi (mais pas
de B. caballi, a I'inverse) peut étre en raison de I'implication encore méconnue de la
faune sauvage ?

c. Double séropositivité

i. Séroprévalence

On observe une proportion de chevaux séropositifs a B. caballi et a T. equi de 20,8 %
(1C95% = [11,7 ; 29,9)).

Ce chiffre rejoint celui déterminé en Camargue en 2002 par J. Guillot (20,6%),
qui difféere du résultat de E. Guidi (8,1%) obtenu plus tard, en 2014, en Camargue
également. Il n’existe pas d’autre étude fournissant des données sur les cas de double
séropositivité en France.

A l'échelle européenne, cette valeur peut s’approcher de celle obtenue par
certaines études italiennes (Laus et al., 2013; Moretti et al., 2010).

A I'échelle mondiale on trouve quelques études avec des chiffes similaires au
Brésil, au Venezuela et en Mongolie par exemple, ce qui représente une trés grande
diversité géographique.
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En revanche cette prévalence des doubles infections est bien supérieure a ce
qui a pu étre mesuré au Royaume-Uni ou en Arabie Saoudite dont les séroprévalences
respectives des deux parasites sont plus basses qu’en France. C’est également le cas
pour la Turquie, ou des études montrent une séroprévalence de T. equi proche de
celle de notre étude et une séroprévalence de B. caballi généralement inférieure a
celle de notre étude (Acici et al., 2008; Karatepe et al., 2009; Sevinc et al., 2008). II
serait intéressant de chercher a comprendre quels facteurs épidémiologiques et
environnementaux pourraient étre a l'origine des similitudes et différences entre les
valeurs turques et celles de la région que nous avons étudiée.

ii. Facteurs associés a la double séropositivité

Bien que nous n’ayons pas présenté de modéle en lien avec la séropositivité
conjointe a B. caballi et T. equi, notons qu’il n’existe pas de données sur d’éventuels
facteurs de risque a la double séropositivité dans la littérature. Il serait intéressant
d’avoir cette donnée a l'avenir, pour les études mesurant les séroprévalences des
deux parasites.

d. Co-infections

i. Prévalence

Dans notre échantillon on observe une prévalence des co-infections de 5,2 % (IC95%
=[0,2; 10,2)).

Comme vu en partie 1. 2. B. ¢. nous ne disposons pas d’information sur la
prévalence des co-infections a T. equi et B. caballi a I'échelle de la France ou de
'Europe. Notre mesure (5,2 %, IC95% = [0,2 ; 10,2]) est donc la premiere a étre
présentée.

A l'échelle mondiale, la plupart des prévalences de co-infections mesurées chez
des chevaux sont comprises dans notre intervalle de confiance. Cela inclut la Chine
(2,1%), le Costa Rica (7,7%), I'lran (1,6%), la Mongolie (2,5%), la Tunisie (1,9%) et le
Venezuela (4,4%), alors que chacun de ses pays présente des valeurs de prévalence
des infections a T. equi et B. caballi plus ou moins différentes de celles mesurée dans
notre échantillon. En revanche, on peut se demander si la prévalence des co-infections
a Cuba (20%) est réellement supérieure a la nétre, sachant que ce chiffre ne repose
sur une seule étude incluant une centaine de chevaux et ne fournissant pas d’intervalle
de confiance (Tirosh-Levy et al., 2020).
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ii. Facteurs associés aux co-infections

Comme pour les doubles séropositivités, on manque de données sur les
éventuels « facteurs de risque » des co-infections, car les rares études fournissant des
prévalences de co-infections ne dégagent pas de facteurs significativement associés
a ces cas. L’hypothése la plus probable est le faible nombre d’animaux concernés,
rendant difficile I'établissement de modéles corrects. En effet comme vu plus haut, les
rares prévalences de co-infection mesurées dans le monde sur les 20 dernieres
années sont incluses dans notre intervalle de confiance, soit entre 0 et 10,2%, a
I'exception de Cuba (20%).

B.Limites de I’étude

a. Matériel et méthodes

i. Echantillonnage

La région Auvergne-Rhéne-Alpes a été choisie pour I'étude de la piroplasmose équine
en raison de I'importante circulation des tiques vectrices de nos piroplasmes d’intérét,
les chevaux de trait étant tout particulierement exposés du fait de leur élevage au
paturage. Ces faits ont permis de réduire la taille de I'’échantillon nécessaire a une
estimation correcte de la prévalence et séroprévalence des piroplasmoses équines.

Tirer au sort les élevages intégrables dans I'étude a permis d’attribuer au hasard
des conditions d’élevage a différents groupes de chevaux de I'étude. Cependant, le
fait que I'on ait prélevé plusieurs individus par élevage fait de la variable « élevage »
une variable a contréler. Ceci est pris en compte dans l'utilisation de modéles
statistigues de régression logistiques mixtes qui prennent la variable « élevage »

comme effet aléatoire.

Pour inclure définitivement un élevage dans I'étude, il nous a fallu réaliser une
étape de prospection téléphonique ponctuée de nombreux refus. En somme nous
n’avons inclus que des élevages dont les gestionnaires avaient la volonté et le temps
de participer. Un |éger biais de sélection est possible dans cette étape, sans qu'il ne
remette réellement en cause nos conclusions.

Nous craignions de ne réussir a inclure dans l'étude que les chevaux
manipulables, en réalité il a été trés rare de ne pas pouvoir approcher et prélever les
chevaux présents dans les exploitations. En revanche on peut penser que dans ces
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rares cas de chevaux peu manipulables, les éleveurs auraient eu plus de difficulté a
procéder a un détiquage. Ce biais est négligeable car en réalité peu, voire aucun
propriétaire ne cherchait a réaliser de détiquage complet et systématique sur ses
animaux, et la vaccination ainsi que les traitements antiparasitaires étaient aussi bien
réalisés sur chaque cheval d’'une exploitation.

ii. Collecte des données

o Biais de classement sur les variables d’exposition

Le biais de classement correspond par exemple au fait d’attribuer la mauvaise
exposition a un individu de I'étude. Dans notre étude, plusieurs erreurs de classement
listées ci-dessous ont pu étre commises. La collecte de données ayant été réalisée
avant de connaitre le statut sérologique et biologique des chevaux, le biais de
classement décrit ci-apres correspond a un biais de classement non différentiel
(Desquilbet, 2021), qui tend a diminuer la force de I'association observée par rapport
a I'association réelle entre deux variables.

Les informations concernant le genre, la race, 'adge et le statut vaccinal des
chevaux sont, a moins d’une erreur de saisie, globalement correctes. En effet ces
données sont issues des informations figurant sur le carnet de santé et papiers
d’identité de cheval (bien que quelques animaux furent cependant vus sans leurs
carnets).

La robe des animaux est une variable sujette au biais de classement car malgré
la volonté d’homogénéiser les définitions des robes au cours de I'étude, il est possible
que le changement d’observateurs en zone 2 ait pu entrainer de rares erreurs dans la
classification des robes, notamment dans les nuances d’alezan. Par exemple, un
cheval de robe alezan brllé aux crins lavés a pu étre classé en robe claire ou foncée
en fonction de I'observateur.

Le portage de tiques positif n’est pas discutable, en revanche I'absence de
visualisation de tiques sur un animal n’était pas nécessairement synonyme d’absence
réelle de tiques.

Le biais de classement sur 'usage d’API et d’APE est trés certainement trés
important car la collecte de cette information s’est faite a partir des données souvent
approximatives données par les éleveurs. La majorité n'ayant pas de protocole de
traitement précis prédéfini, une part non négligeable des données obtenues est
potentiellement inexacte ou a pu varier au cours du temps.
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Il en va de méme pour les informations sur la taille des patures et le nombre de
chevaux moyen par pature (et par conséquent le chargement moyen de péature calculé
a partir des deux précéedentes). Ces informations parfois approximatives furent
collectées oralement aupres des éleveurs et non mesurées précisément sur le terrain.

Pour ce qui est de la collecte des données environnementales en lien avec le
couvert végétal de la pature, des erreurs de classement causées par de mauvaises
approximations ont pu étre commises, notamment pour le couvert forestier autour de
25%. Nous avons cependant utilisé la dichotomie « couvert faible » versus « couvert
fort » pour nos modéles, rendant ce biais négligeable.

Malgré I'ensemble des points cités comme ayant pu générer un léger biais, nous
pouvons considérer le biais de classement sur les variables négligeable dans notre
étude, car il n’a concerné qu’'un nombre faible d’individus. Par ailleurs, le biais de
classement non différentiel diminuant la force des associations, il ne remet pas en
cause les associations significatives obtenues dans notre étude.

o Biais de classement sur la maladie

Les séroprévalences et prévalences apparentes de B. caballi, T. equi et des co-
infections dans I’échantillon présentées en Partie 2. 2. A et B. différent potentiellement
des séroprévalences et prévalences réelles en raison de la sensibilité de la méthode
utilisée pour 'analyse sérologique et PCR.

Nous avons vu qu’en théorie, la sensibilité de 'ELISA est de 91% pour B. caballi
et de 96% pour T. equi, ce qui donne une probabilité de faux négatifs de 9% pour B.
caballi et de 4% pour T. equi. Il faut ajouter a cela les données sur le test utilisé par le
laboratoire, notamment pour T. equi ou la sensibilité correspond a 95% de la
sensibilité du test de référence. Le taux de faux négatifs n’est donc pas forcément
négligeable pour les deux parasites. Le méme raisonnement s’applique concernant le
classement en « positif » ou « négatif » en PCR. La sensibilité de la PCR pour B.
caballi et T. equi utilisé par notre laboratoire n’a pas pu étre obtenue, malgré des
échanges avec les équipes techniques.

Pour cette raison, des erreurs de classement non différentielles ont pu étre
commises lors du classement des animaux en séropositifs versus séronégatifs. La
seconde raison possible serait que I'animal était en cours de séroconversion sous le
seuil de détection.

En revanche, comme cité plus haut, le biais de classement non différentiel,
méme s’il est présent ne remet pas en cause les associations statistiques observees
dans notre étude.
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iii. Traitement des données

De nombreuses données de notre étude n'ont pas pu étre pleinement étudiées et
exploitées. Par exemple :

- pour le genre, nous n’avions que 4 étalons sur les 77 chevaux de I'étude, c’est
insuffisant pour obtenir un résultat interprétable,

- pour la race, I'unique percheron et les quatre croisés posaient le méme probleme
(d’ou leur écartement des modéles),

- une variable comme ['utilisation des API était difficile a utiliser bien qu’intéressante.
Il nous manquait I'information pour trois animaux, trois autres chevaux n’en recevaient
pas ce qui fait de petits effectifs et les quelques chevaux traités 3 fois par an
appartenaient au méme élevage, renforgant par la le biais lié a I'échantillonnage.

Ensuite, pour les autres variables intégrées dans les modéles dont I'association
a la (séro-)positivité n’est pas significative, on peut émettre 'hypothése qu’un biais de
classement non différentiel présent dans notre étude a pu masquer certaines
associations, en en diminuant leur force.

C.Perspectives

En comparant la taille de notre échantillon (77 chevaux) avec celle des autres
études francaises, européennes et mondiales parcourues lors des recherches
bibliographiques, on peut supposer que notre étude, bien qu’elle ait dégagé des
connaissances nouvelles, manque de puissance statistique. Il serait intéressant de
poursuivre ce travail a plus grande échelle en incluant notamment plus d’animaux et
d’autres départements francais, comme réalisé dans la thése universitaire en cours du
Dr. Clémence NADAL qui inclut les quatre zones mentionnées précédemment.

Nous avons pu dégager huit facteurs de risques ou facteurs protecteurs
potentiels pour les piroplasmoses a B. caballi et T. equi. A l'issue de notre étude
I'élément qui questionne le plus concerne le réle du couvert végétal dans les patures.
En effet, héberger des chevaux dans des patures a fort couvert végétal (définition
incluant de la forét, des arbustes et des buissons) pourrait étre un facteur favorisant la
séropositivité a T. equi, quand il pourrait s’agir d’'un élément protecteur a I'égard de la
séropositivité a B. caballi. De plus, la présence de forét a proximité directe des patures
serait un facteur favorisant les infections a T. equi. Ces éléments, qui pourraient étre
a l'origine de recommandations concrétes a l'intention des éleveurs d’équidés pour la
protection de leur cheptel contre les piroplasmoses, soulignent la complexité de I'éco-
épidémiologie de ces maladies et la nécessité de poursuivre la recherche sur le sujet.
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En effet, comprendre le réle exact de la végétation dans la transmission des tiques
vectrices de T. equi et B. caballi, voire d’autres maladies vectorielles, semble
primordial pour arriver a une lutte efficace contre les maladies.
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Conclusion

Babesia caballi et Theileria equi sont les deux agents principaux de la piroplasmose
équine. Les formes cliniques et subcliniques de cette maladie ont un impact sanitaire
et économique non négligeable. En France, on manque de données sur sa répatrtition.

L’objectif premier de notre étude était de décrire la séroprévalence et la
prévalence de B. caballi et T. equi chez des chevaux de trait sur deux zones situées
entre le Cantal et le Puy-de-Déme. Pour cela nous avons étudié 20 élevages, 34
patures et inclus 77 chevaux au total. Le second objectif était de déterminer si des
facteurs individuels, des facteurs en lien avec les pratiques d’élevage ou des facteurs
environnementaux apparaissent statistiquement associés au statut sérologique ou
PCR des chevaux de notre étude.

Pour B. caballi, nous observons une séroprévalence de 54.5% (IC95% = [43,4 ;
65,6]) et une prévalence de 10,4% (IC95% = [3,5 ; 17,2]). La séropositivité a B. caballi
est positivement associée au portage de tiques, a un age supérieur a 10 ans, a la race
comtoise et au fait d’étre en pature de deux a quatre chevaux. Elle est négativement
associée ala présence d’un fort couvert végétal dans la pature. La positivité a B. caballi
n’est associée a aucune variable de notre étude.

Pour T. equi, nous observons une séroprévalence de 26 % (IC95% = [16,1 ;
35,8]) et une prévalence de 31,2% (IC95% = [20,8 ; 41,6]). La séropositivité a T. equi
est positivement associée a la présence d’un fort couvert végétal dans la pature. La
positivité a T. equi est négativement associée a la vermifugation une a deux fois par
an et positivement associée a la présence de forét a proximité de la pature.

Nous observons une proportion de chevaux doublement séropositifs (B. caballi
eta T. equi) de 20,8 % (IC95% =[11,7 ; 29,9]). La prévalence des co-infections est de
5,2 % (IC95% = [0,2 ; 10,2]).

Notre étude a permis de mettre en évidence que la gestion du peuplement et
de la végétation des patures pourrait impacter la séroprévalence et la prévalence de
la maladie, et que l'utilisation réguliére de vermifuge a effet acaricides (moxidectine et
ivermectine) pourrait jouer un réle protecteur contre la piroplasmose a T. equi.

La comparaison de la taille de notre échantillon avec celles d’études étrangéres
ou frangaises nous mene a penser que notre étude manque de puissance statistique.
Pour poursuivre, il serait intéressant de mener une étude de plus grande ampleur avec
une cohorte plus importante pour étudier plus précisément nos variables d’intérét.
Nous avons soulevé en discussion plusieurs points nécessitant une recherche au sujet
de la répartition des tiques vectrices de T. equi et B. caballi, notamment en fonction
des conditions environnementales et caractéristiques de patures. Ces points sont
abordés dans la these de doctorat vétérinaire de Claire CHANET (ENVA 2022) sur la
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méme cohorte, et dans la these universitaire de Clémence NADAL sur deux zones
supplémentaires entre Cantal et Puy-de-Déme. On peut espérer une multiplication des
études et de la surveillance sérologique et PCR de la piroplasmose, afin d’améliorer
notre connaissance du statut francais vis-a-vis de ces parasites.
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Annexe 1 : Questionnaire eleveur

Questionnaire sur les pratiques d'élevage et I'environnement des chevaux de trait pour I'étude des
facteurs de risque de la piroplasmose équine

Nom

Prénom

Code postal de I'élevage

Commune

INFORMATIONS GENERALES

Quelle est votre activité principale ?

" Elevage de chevaux de trait T Autre
" Autre type d'élevage

Quelle part de votre temps de travail allouez-vous a I'élevage de chevaux de trait ?
" Moins de 25% de mon temps " Entre 50 et 75% de mon temps
" Entre 25 et 50% de mon temps " Plus de 75% de mon temps

Combien de chevaux de trait (adultes et poulains compris) possédez-vous actuellement ?

A
v

Questionnaire sur les pratiques d'élevage et I'environnement des chevaux de trait pour 'étude des
facteurs de risque de la piroplasmose équine

PRATIQUES D'ELEVAGE Pouvez-vous préciser le nombre de chevaux que vous avez
?
Ardennais -
Quelle(s) race(s) de chevaux de trait ) =
produisez-vous ? Auxois -
[T Ardennais [~ Franches Montagnes Boulonnais -
™ Auxois " percheron Breton &
[ Boulonnais [T Trait du Nord =
. o i Cob Normand -
[~ Breton [ Trait Poitevin Mulassier
. -
[T Cob Normand [T Croisé €omtois v
[T Comtois [~ Autre Franches Montagnes -
Percheron -
Trait du Nord -
Si vous avez une race croisee, merci de preciser : Trait Poitevin Mulassier A
Croisé -
Autre -

Pour quel type d'activité possédez-vous des chevaux de trait ?

" Elevage pour viande " Loisir
" Travail

Les juments suitées sortent-elles de I'élevage (mise a la reproduction par exemple) ?

" Oui T Non
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Questionnaire sur les pratiques d'élevage et I'environnement des chevaux de trait pour 'étude des
facteurs de risque de la piroplasmose équine

Si oui, a quelle(s) période(s) sortent-ils en pature ?

i Printemps ™ Automne
[T Eté [~ Hiver
Les juments suitées sortent-elles en pature ?

" Oui ' Non

Si oui, a quelle(s) période(s) sortent-elles en pature ?

[” Printemps [T Automne
[T Eté [ Hiver
Les juments non suitées sortent-elles en pature ?

" Oui " Non

Si oui, a quelle(s) période(s) sortent-elles en pature ?

[~ Printemps [T Automne
I~ Eté I~ Hiver

Pratiquez-vous des paturages mixtes (systéme de rotation, ou simultanément sur la pature) ?

" Oui, simultané " Non

€ Oui, alterné

Si oui, avec quelle espéce réalisez-vous le paturage mixte ?

™ Bovin [~ Autre
[T Ovin

Questionnaire sur les pratiques d'élevage et I'environnement des chevaux de trait pour I'étude des
facteurs de risque de la piroplasmose équine

Combien de naissances avez-vous eu cette année dans votre élevage ?

A
v

Possédez-vous un élevage autre que les chevaux de trait ?
C Oui ' Non
Si oui, quelle(s) espéce(s) élevez-vous ?

[” Bovins [T Autre
[T Ovins

Quelle est la taille de cet élevage ? (nombre de tétes)

Certains de vos chevaux ont-ils déja eu de la piroplasmose ?

" OQui " Je ne sais pas
" Non " Je ne connais pas cette maladie
Si oui, combien de vos chevaux ont été atteints de piroplasmose ?

A

v

Certains de vos chevaux ont-ils déja eu d'autres pathologies notables ?

[T Borréliose (Maladie de Lyme) [T Pas a ma connaissance
[T Anaplasmose équine [~ Autre
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Questionnaire sur les pratiques d'élevage et I'environnement des chevaux de trait pour I'étude des
facteurs de risque de la piroplasmose équineEtude piroplasmose équine chez les chevaux trait

Pouvez-vous décrire briegvement le systéeme de rotation mis en place dans votre élevage ?

Vos chevaux partent-ils en estive ?

C Oui " Non

Si oui, expliquez les modalités de celle-ci (type d'animaux concernés, regroupement d'animaux de
différents élevages ou non...)

Possédez-vous un registre d'élevage ou autre document permettant de connaitre la localisation des
chevaux sur les patures, dans les batiments ou en estive le cas échéant ?

C Oui " Non
Réalisez-vous un broyage des refus sur les patures ?
" Oui " Non

Si oui, procédez-vous ensuite a I'enlévement du refus broyé ?
" Oui " Non

Fauchez-vous I'herbe haute ?
" Oui " Non

Reéalisez-vous un broyage des plantes ligneuses sur les patures ?
C Oui " Non

Questionnaire sur les pratiques d'élevage et I'environnement des chevaux de trait pour I'étude des
facteurs de risque de la piroplasmose équine

Si oui, dans quel contexte ?

Combien de fois par an ?
| A
b, 4

Et pour combien de temps ?

Les étalons sortent-ils de I'élevage (dans un autre élevage pour la reproduction ou dans un centre
d'insémination par exemple) ?

" Oui " Je n'ai pas d'étalon
" Non

Les étalons sortent-ils en pature ?
" Oui T Non

Si oui, a quelle(s) période(s) sortent-ils en pature ?

[T Printemps [T Automne
I~ Eté I~ Hiver

A quelle(s) saison(s) naissent les poulains ?

[T Printemps [T Automne
I~ Eté I~ Hiver
Les poulains sortent-ils en pature ?

C Oui " Non
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Questionnaire sur les pratiques d'élevage et I'environnement des chevaux de trait pour I'étude des
facteurs de risque de la piroplasmose équine

Réalisez-vous un traitement spécifique sur vos patures (herbicide) ?
" Oui " Non

Si oui, précisez le traitement utilisé :

Mettez-vous en place un repos hivernal pour les patures ?

' Oui " Non
A quelle fréquence observez-vous la présence de tiques sur vos chevaux ?

" Jamais " Plus de 5 fois par an
" Moins de 5 fois par an " Trés réguliérement

A quelle(s) période(s) de I'année les observez-vous ?

[T Printemps [T Automne

[~ Eté [~ Hiver

Traitez-vous vos chevaux contre les tiques ?

[T Oui, je ré§lise un traitement chimique sur les poulains [~ Oui, je réalise un traitement chimique sur les adultes
non sevrés

I~ oui, ]:e réalise un traitement chimique sur les poulains ™ Non
sevrés

Précisez le produit utilisé :

Et la fréquence a laquelle vous I'appliquez :

Questionnaire sur les pratiques d'élevage et I'environnement des chevaux de trait pour I'étude des
facteurs de risque de la piroplasmose équine

ENVIRONNEMENT

Possédez-vous un plan de masse de votre exploitation et en particulier de vos patures, ou tout autre plan
comportant des informations sur la topographie, I'emplacement des batiments, les délimitations des
patures et la végétation existante ?

" Oui " Non

De combien de patures disposez-vous pour vos chevaux de trait ?

A
b, .8

Lorsque vous mettez les chevaux dans une parcelle, a quelle hauteur est I'herbe de la pature ?

" Rase " Elle arrive & mi-canon des chevaux
" Elle arrive aux boulets des chevaux

Avez-vous connaissance du passage de faune sauvage (cerf, chevreuil, sanglier, ...) dans les patures ?
" Oui " Ne sait pas
" Non

Si oui, quelies espéces avez-vous déja pu observer ?

A quelle fréquence pensez-vous que la faune sauvage traverse vos patures ?

Possédez-vous un ou plusieurs chiens qui vont sur les patures ?

T Oui T Non
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Questionnaire sur les pratiques d'élevage et I'environnement des chevaux de trait pour I'étude des
facteurs de risque de la piroplasmose équine

Surveillez-vous la présence de tiques sur les chevaux, et les retirez-vous manuellement ?

I~ Oui je retire manuellement les tiques sur les poulains non I~ Oui je surveille mais je ne retire pas les tiques
sevrés

[~ Oui je retire manuellement les tiques sur les poulains [~ Non
sevrés

I~ Oui je retire manuellement les tiques sur les adultes

A quelle fréquence regardez-vous si vos chevaux ont des tiques ?

Utilisez-vous un dispositif de type "Tire-tic®" pour les retirer ?

 Oui " Non

A quelle fréquence allez-vous voir vos chevaux sur les patures ?

En cas de nouvel entrant au sein de I'élevage, procédez-vous a un test sérologie ou PCR de la piroplasmose
équine ?

" Oui " Non concerné
T Non

En cas de nouvel entrant au sein de I'élevage, procédez-vous systématiquement a un traitement anti-
parasitaire de celui-ci ?

" Oui " Non concerné
" Non

Questionnaire sur les pratiques d'élevage et I'environnement des chevaux de trait pour I'étude des
facteurs de risque de la piroplasmose équine

Avez-vous des informations que vous jugeriez importantes de nous transmettre concernant la
connaissance de votre élevage et/ou la gestion de la piroplasmose équine au sein de votre élevage ?
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Annexe 2 : Fiche cheval

Elevage :
Fiche individuelle
N° SIRE : Date de naissance: / / Lieu de naissance :
Race: Robe :
Sexe : Etalon Hongre Femelle

Si femelle, date de mise bas ? ...... /oo / ccvvevennnns

Score corporel : /9

Localisation tiques :

Gauche | |
Lot
Necx ez
. o Lower wew Muzrle

Prophylaxie: API: APE: Vaccin(s) :

Antécédents médicaux :

Examen clinique : Température : Couleur des muqueuses :
Elevage :

Schéma plan élevage

Historique patures (2 derniers mois) :
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Annexe 3 : Fiche pature

Elevage :

Fiche patures

Pature1:

e Coordonnées GPS: ...
U i o — Hygrometrue

Altitude (cf coord. GPS) : .oevcvie e
e Surface de la pature (en hectares) : .
e Nombre de chevaux paturant simultanément dans [a PATUIE © .....ccccocve i seiniierieiies e e e aes
e Paturage mixte : CONon [ Oui.Sioui, OAlterné [ Simultané  ESPECe : ....ocoeeevrercverrrrnnns
e Zone boisée a l'intérieur de la pature ? [J Non OOui
Si oui, proportion de la parcelle recouverte par des arbres :
O<25% OEntre25et50% Oentre50et75% O>75%

e Présence de buissons ou d’arbustes sur la pature ? [ Non OOui

e Pature humide au printemps et a 'automne (zones de ruissellement, flaques) ? [ Non OOui
e Péature inondable en hiver ? OJ Non OOui

e Présence d'un plan d’eau ou cours d’eau sur la pature ? [J Non OOui

o Végétation sur les ClOtUres autoUr deS PALUIES ? ..o ueueesineereuseies s susess suseas sasess sesess sessesssssnssss snsasessene
e Proximité directe avec autre pature (bovins ou ovins) ? I Non OOui

e Proximité directe avec champ agricole ? 0 Non [JOui. Si oui, préciser type de culture...................
e Proximité directe avec forét ? 1 Non OOui

e Présence d'un abri dans la pature ? OJ Non OOui

Péature2:

B OO BSOS b se e L aa A ey s
(TR B X R— HYgromeétrie : ........o..... Altitude (cf coord. GPS) : .oevvereecrennee
e Surface de la pature (en hectares) : .......ccoueiveniiiiinenns
e Nombre de chevaux paturant simultanément dans la pature : .....

e Paturage mixte : OO Non [ Oui.Sioui, OAlterné 0O Simultané Espéce: .......
e Zone boisée a l'intérieur de la pature ? [ Non OOui
Si oui, proportion de la parcelle recouverte par des arbres :
O<25% OEntre25et50% DOentre50et75% O > 75%

e Présence de buissons ou d’arbustes sur la pature ? [ Non OOui
e Pature humide au printemps et a I'automne (zones de ruissellement, flaques) ? [ Non OOui
e Péature inondable en hiver ? 0 Non OOui

e Présence d'un plan d’eau ou cours d’eau sur la pature ? [J Non OOui

e Végétation sur les clotures autour des PAtures ? .........ceeeceieinsceesnnnns

e Proximité directe avec autre pature (bovins ou ovins) ? I Non OOui

e Proximité directe avec champ agricole ? 0 Non [Oui. Si oui, préciser type de culture ..................
e Proximité directe avec forét ? O Non  OOui

e Présence d'un abridans la pature ? [ Non OOui
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Annexe 4 : Script R

Extraits de script sur R

- FORET ALEATOIRE POUR L’ETUDE DE LA SEROPOSITIVITE A B.
CABALLI

#RANDOM FOREST ET SON PLOT

modell <- train(ser bc ~ elevage + zone + race + charge tigques cat + age 10 + robe +

freqg APE + vaccin + taille pat _cat + nbCV_pat_cat +

chargmt_cat + prox bv + humidite + foret + buissons + vegetation + prox_foret,
data = data2, method = "rf")

varImp (modell)

varImpPlot (modellSfinalModel)

- MODELE DE REGRESSION LOGISTIQUE MIXTE LIANT LA
SEROPOSITIVITE A B. CABALLI AU PORTAGE EDE TIQUES, A LA
RACE, AU NOMBRE DE CEHVAUX PAR PATURE, AU COUVERT

FORESTIER, A LA PROXIMITE DIRECTE DE FORET, AU CHARGEMENT
DE LA PATURE ET L’AGE

res.glm.mixl <- glmer(ser bc ~ charge_tigques_cat + race + anV_pat_cat +
foret + prox foret + chargmt_cat + age_10 + (1 | elevage),
|data = data2, family = "binomial")
tab_model (res.glm.mixl, show.aic = T)
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SEROPREVALENCE ET PREVALENCE DE BABESIA CABALLIET
THEILERIA EQUI CHEZ LES CHEVAUX DE TRAIT EN FRANCE : ETUDE
D’UNE ZONE PILOTE EN REGION AUVERGNE-RHONE-ALPES

AUTEUR : Claire DELAUNAY
RESUME :

Babesia caballi et Theileria equi sont les deux parasites principalement responsables de la
piroplasmose équine, affection d’impact sanitaire et économique dans la filiére équine. Peu
de données récentes sont disponibles sur le statut sérologique et biologique des chevaux
francais vis-a-vis de cette maladie.

Cette thése comprend d’abord une présentation bibliographique des parasites avec
leurs modes de transmission, I'épidémiologie des piroplasmoses équines avec les
« facteurs de risques » et « facteurs protecteurs » dégagés a ce jour, leurs présentations
cliniques, les moyens diagnostiques et les traitements envisageables. Ensuite est présentée
une étude réalisée en avril 2021 en Auvergne-Rhone-Alpes sur 20 élevages, incluant 77
chevaux de trait élevés en pature ayant pour premier objectif d’estimer la séroprévalence et
la prévalence de B. caballi et T. equi dans cette région a forte circulation de ces pathogénes.
Le second objectif était de dégager des facteurs de risques ou facteurs protecteurs
potentiels pour ces deux pathogénes. Nous obtenons une séroprévalence de B. caballi de
54.5% (1C95% = [43,4 ; 65,6]), de T. equi de 26 % (IC95% =[16,1 ; 35,8]) et 20,8 % (IC95%
=[11,7 ; 29,9]) de doubles séropositivités. La prévalence de B. caballi est de 10,4% (1C95%
=[3,5;17,2]), celle de T. equi est de 31,2% (IC95% =[20,8 ; 41,6]) et celle des co-infections
est de de 5,2 % (1C95% = [0,2 ; 10,2)).

L’utilisation du logiciel R pour réaliser des modéles de régression logistique mixtes
en prenant comme la variable élevage comme effet fixe nous a permis d’isoler plusieurs
variables statistiquement associées aux statuts sérologiques ou PCR des chevaux. La
séropositivité a B. caballi est positivement associée au portage de tiques, a un age supérieur
a 10 ans, a la race comtoise et au fait d’étre hébergé en pature incluant 2 a 4 chevaux. Elle
est négativement associée a la présence d’'un fort couvert végétal dans la pature. La
séropositivité a T. equi est positivement associée a la présence d’un fort couvert végétal
dans la pature. La positivité a T. equi est négativement associée au la vermifugation une a
deux fois par an et positivement associée au fait d’étre en pature a proximité directe d’'une
forét.

La poursuite de ce travail sur une cohorte de plus grande taille a I'’échelle nationale
serait intéressante pour dégager des recommandations de gestion environnementale des
exploitations pour lutter contre la transmission des piroplasmoses équines.
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SEROPREVALENCE AND PREVALENCE OF BABESIA CABALLI AND
THEILERIA EQUI IN FRENCH DRAFT HORSES: STUDY IN AUVERGNE-
RHONE-ALPES, FRANCE

AUTHOR : Claire DELAUNAY
SUMMARY :

Babesia caballi and Theileria equi are the two parasites mainly responsible for the equine
piroplasmosis, which has both a sanitary and economic impact in equine industry. We only
have scarce recent data on the serological and biological status of French horses for this
disease.

This thesis firstly includes a bibliographic presentation of the parasites with their
transmission modes, the epidemiology of equine piroplasmosis with the “risk factors” and
“protection factors” identified so far their clinical presentations, diagnostic means and
possible treatments. Then, a study carried out in April 2021 in Auvergne-Rhone-Alpes
(France), including 20 farms avec 77 draft horses living in pastures is presented. Our first
objective was estimating the seroprevalence and the prevalence of B. caballi and T. equi in
this region, known for its high circulation of these pathogens. The second objective was to
identify potential risk or protection factors for the two parasites. A seroprevalence for B.
caballi of 54.5% (1C95% = [43,4 ; 65,6]), for T. equi of 26 % (1C95% = [16,1 ; 35,8]) and for
infection by both parasites of 20,8 % (1C95% = [11,7 ; 29,9]) was found. The prevalence for
B. caballi was 10,4 % (IC95% = [3,5; 17,2]), for T. equi was 31,2% (IC95% = [20,8 ; 41,6])
and 5,2 % (1IC95% = [0,2 ; 10,2]) for co-infections.

The use of R software to produce mixed logistic regression models using the farm as
fixed effect allowed us to isolate several variables statistically associated with serological or
PCR status of horses. Seropositivity to B. caballi is positively associated with carrying ticks,
being older than 10 years, being of the comtois breed and living in pasture hosting 2 to 4
horses. It is negatively associated with the presence of an abundant vegetal cover in the
pasture. T. equi seropositivity is positively associated with the presence of an abundant
vegetal cover in the pasture. Positivity to T. equi is negatively associated with deworming
once or twice a year and positively associated with the fact of living in a pasture in direct
proximity to a forest.

It would be interesting to continue the research on this topic with a larger cohort at a
national level, to find recommendations for environmental management of draft horse’s
farms for the prevention of equine piroplasmosis transmission.
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