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RESUME

Les microsporidies sont des eucaryotes parasites intracellulaires obligatoires et
opportunistes, responsables de symptomatologies digestives, dans la plupart des cas
chez le patient immunodéprimé. Retrouvées dans I'environnement sous forme de spores
infestantes, il existe une multitude d’espéces différentes, dont quatorze sont des
pathogénes de 'Homme. Bien qu’Enterocytozoon bieneusi et le genre Encephalitozoon
soient le plus souvent incriminés en pathologie humaine, ils sont également treés répandus
dans I'environnement et chez les animaux a travers le globe. Insectes, oiseaux, poissons,
rongeurs et autres mammiferes présentent un portage de microsporidies non négligeable,
méme en I'absence de symptoémes. Pouvant étre ainsi transmises par contact direct ou
indirect avec des animaux infestés, les microsporidies sont liées a une transmission
zoonotique et interindividuelle. La proximité grandissante des animaux avec 'lHomme, par
le biais de I'élevage intensif, de la déforestation, de l'urbanisation croissante et des
déplacements individuels et commerciaux, est un facteur de risque établi qui ne cesse de
s’accentuer avec la mondialisation. Les grands singes africains retrouvés dans des
réserves naturelles, a I'état sauvage ou dans des parcs zoologiques européens, sont de
plus en plus confrontés a l'activité humaine. Ce rapprochement géographique exprime
donc un risque de transmission des microsporidies pour les individus en contact avec eux.
Afin d’étudier cet aspect épidémiologique de la microsporidiose, I'étude microMONKEY
évalue la prévalence du portage des microsporidies chez certaines populations de grands
singes en Afrique et dans des zoos européens. Déterminer la prévalence
d’Enterocytozoon bieneusi et d’Encephalitozoon intestinalis chez ces mammiferes par
PCR quantitative et identifier les souches communes par génotypage MLST des régions
ITS, de microsatellites et de minisatellites de 'ADN permettrait d’établir un profil
épidémiologique de la répartition de ces pathogénes au sein de populations simiennes
bien précises. Par la suite, I'étude de leurs microbiotes intestinaux et la comparaison a
d’autres souches retrouvées chez ’lHomme permettrait de savoir s’il existe une corrélation

et une transmission inter-espéces des microsporidies.
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ABSTRACT

Microsporidia are obligate and opportunistic intracellular parasitic eukaryotes responsible
for digestive symptoms, mostly in immunocompromised patients. Found in the
environment as infectious spores, there is a multitude of different species, fourteen of
which are pathogenic to humans. Although Enterocytozoon bieneusi and the
Encephalitozoon genus are most often implicated in human pathology, they are also
widespread in the environment and in animals across the globe. Insects, birds, fish,
rodents, and other mammals carry microsporidia in significant quantities, even in the
absence of symptoms. Potentially transmitted through direct or indirect contact with
infected animals, microsporidia are associated with zoonotic and interindividual
transmission. The growing proximity of animals to humans through intensive farming,
deforestation, urbanization, and individual and commercial travel is an established risk
factor that continues to increase with globalization. African great apes found in nature
reserves, in the wild, or in European zoological parks are increasingly exposed to human
activity. This geographical closeness, therefore, poses a transmission risk of
microsporidia for individuals in contact with them. To study this epidemiological aspect of
microsporidiosis, the microMONKEY study evaluates the prevalence of microsporidia
carriage in certain great ape populations in Africa and European zoos. Determining the
prevalence of Enterocytozoon bieneusi and Encephalitozoon intestinalis in  these
mammals and by quantitative PCR and identifying common strains through MLST
genotyping of the ITS regions, microsatellites, and minisatellites of DNA would help
establish an epidemiological profile of the distribution of these pathogens in specific
simian populations. Subsequently, studying their intestinal microbiota and comparing
them with other strains found in humans would allow us to determine if there is a

correlation and interspecies transmission of microsporidia.
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INTRODUCTION

LE CONCEPT « ONE HEALTH »

La mondialisation et 'ensemble des activités humaines ne cessent de s’accentuer depuis
le milieu du XX® siecle et continuent de transformer le monde en profondeur. La
multiplication des liens politiques, économiques, sociaux et culturels tout autour du globe
entraine des changements majeurs a I'échelle planétaire. Une transformation significative
des comportements humains a travers les voyages individuels, les mouvements
migratoires, les échanges commerciaux croissants ou encore le déréglement climatique
sont des facteurs qui exposent 'humanité a de nouveaux problémes de grande ampleur
(1). Parmi eux, I'’émergence de nouveaux défis en matiére de santé publique est

particulierement notable.

Les maladies infectieuses se propagent plus facilement, plus rapidement et de plus en
plus loin par la multiplication des déplacements humains : les flux migratoires importants,
le tourisme ou encore le transport de marchandises font que les menaces pour la santé
installées a un endroit le sont également pour la santé dans le monde entier (2—-4). Le
déreglement climatique apporte des moustiques vecteurs d’organismes pathogéenes sous
de nouvelles latitudes et étend leurs périodes d’activités (5). Des bactéries et des
champignons développent de plus en plus de résistances aux traitements en raison d'une
exposition massive et prolongée aux pesticides utilisés dans les secteurs de I'agriculture
et de I'élevage, qui sont en pleine intensification (6). La pollution, l'utilisation de
perturbateurs endocriniens ou les changements de modes d’alimentation sont tout autant

de facteurs qui impactent I'état de santé des populations humaines (2,4).

Bien que la mondialisation puisse étre la cause de nouvelles problématiques sanitaires,
elle est également a l'origine d’'une diffusion plus rapide de I'information et des avancées
scientifiques, permettant ainsi de relever les défis présents et futurs de maniere plus
efficace que jamais, grace a de nouvelles méthodes interdisciplinaires de portée
internationale. La commercialisation et la distribution rapide de traitements novateurs,

'accessibilité simplifiée aux nouveaux vaccins ou le développement de nouvelles
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techniques de diagnostic rapides et performantes sont des atouts majeurs dans la prise

en charge des maladies infectieuses qui sévissent dans le monde, a différentes échelles.

Toutes ces problématiques, combinées a la recrudescence des pathologies émergentes
et résurgentes qui menacent la santé humaine, imposent une gestion rigoureuse pour
prévenir des crises épidémiques de grande envergure (4). A ce jour, nous savons que la
santé de I'environnement, la santé animale et la santé humaine sont interconnectées et
que les changements de I'une d’entre elle provoque un impact réel sur les autres. Il est
donc nécessaire de mettre en place une méthode de travail spécifique afin de prévenir

les dangers qui peuvent affecter 'ensemble de ces états de santé.

Le concept « One Health » (Une seule santé) voit officiellement le jour au début du XXI®
siécle lorsque le theme apparait pour la premiére fois en 2003, initialement associé a
'émergence des maladies respiratoires aigués séveres (SARS) (2). Il est soutenu par
I'Organisation mondiale de la santé (OMS), 'Organisation mondiale de la santé animale
(OMSA) et I'Organisation des nations unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO),
depuis sa création (Figure 1). Bien que ces trois organismes soient les fers de lance de
ce mouvement, il existe une collaboration majeure avec beaucoup plus d’organisations
internationales comme I'United Nations Children’s Fund (UNICEF), divers ministéres de

santé nationaux ainsi que des organismes scientifiques spécialisés.

¢ '\‘» World Health
‘\’\g )Y Organization Q\%

Organisation mondiale  roop AND AGRICULTURE
de la santé animale ORGANIZATION
Fondée en tant qu'OIE OF THE UNITED NATIONS

Figure 1. Organisations internationales a 'origine du concept One Health.
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En réalité, ce concept n’est pas nouveau et ses premiéres mentions datent d’il y a presque
deux cent ans: dans un premier temps en tant que « One Medicine » (Une seule
médecine), puis « One World, One Health » (Une monde, une santé) pour enfin devenir
« One Health » (Une seule santé) (7). Il se veut étre une vision globale de la santé qui
offre une vision holistique et qui a pour objectif principal de répondre a de nombreuses

problématiques émergentes de santé publique (8).

Le Center for Disease Control and Prevention (CDC), basé a Atlanta, aux Etats-Unis, est
un acteur majeur dans la prévention des risques sanitaires liés aux maladies infectieuses.
Il définit « One Health » comme «une approche collaborative, multisectorielle et
transdisciplinaire qui travaille aux niveaux local, régional, national et mondial pour
atteindre des résultats de santé optimaux en reconnaissant l'interconnexion entre les

personnes, les animaux, les plantes et leur environnement commun » (8).

Ainsi, 'OMS applique cette vision dans la résolution de plusieurs problématiques de
santé. Parmi elles, on peut citer la résistance aux antimicrobiens et sa propagation chez
des germes présents dans I'environnement, les maladies a transmissions vectorielles
(dengue, virus du Nil occidental, paludisme...) ou encore la sécurité sanitaire des aliments
(en prévention de pathologies telles que la listériose ou la salmonellose) (1). La gestion
de 'ensemble des facteurs de risque agissant sur I'environnement, les animaux ou sur
les étres humains est primordiale, car tous ont des conséquences sur les autres santés
(Figure 2).

Par le biais de ce nouveau concept, 'OMS souhaite briser les méthodes ancestrales afin
de privilégier une approche générale et multiple des problématiques sanitaires en
regroupant les professionnels de la santé humaine, animale et environnementale. Dans
un objectif d’'une action proactive et intégrée pour faire face aux maladies émergentes et
anticiper les problématiques futures, elle met I'accent sur la surveillance et la promotion

de ces systémes de santé de maniére interconnectée.
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Figure 2. Enjeux et principes du concept One Health.
Source: Site de I'Espace Mendes France (EMF), Institut Balanités et 'Espace Mendés
France.

La compréhension et la maitrise d’'un tel concept est nécessaire pour établir des plans et
un contrble des risques sanitaires majeurs concernant I'Homme, lanimal et

I'environnement afin de trouver une réponse rapide et adaptée pour y faire face (4).

Bien qu’il existe un grand nombre de défis a relever et de menaces a éviter, les maladies
infectieuses en font partie, et y occupent une place prépondérante. Parmi elles, les
zoonoses retiennent particulierement l'attention en raison de leur impact majeur et des

moyens pouvant étre mis en ceuvre pour empécher leur émergence.

LES MALADIES ZOONOTIQUES EMERGENTES

On ne compte pas moins de 1415 especes pathogénes pour ’'Homme, et 61 % d’entre

elles présentent une origine animale : ce sont les maladies zoonotiques (9). Virus,

bactéries, champignons, helminthes, protozoaires et autres parasites utilisent le lien étroit

entre 'lHomme et I'animal pour infecter et provoquer des maladies chez les individus, par

contact indirect pour la majeure partie d’entre elles, ce qui concerne environ 60 % des
16



zoonoses (9—-12). D’autres moyens de contamination sont souvent retrouvés, notamment
le contact direct avec les animaux porteurs (35 %) ou l'intervention de vecteurs (22 %)
tels que des tiques ou des insectes piqueurs-suceurs (9). Le potentiel zoonotique
représente le risque de transmission de I'agent infectieux depuis I'animal vers 'Homme.
Celui-ci dépend de nombreux facteurs : les caractéristiques de I'agent lui-méme, son

mode de contamination, son réservoir animal, la proximité entre son hote et ’lHomme...

En étudiant ces organismes de plus pres, il a été constaté que la grande majorité d’entre
eux présente I'animal comme réservoir (64 %). Ainsi, les deux tiers utilisent la faune
sauvage, captive et domestique, pour étre hébergés sans engendrer d’atteinte
symptomatique, passant alors sous les radars et assurant leurs cycles de survie (9).
Finalement, ces chiffres montrent que le caractére zoonotique d’une maladie infectieuse

est un facteur de risque significatif quant au statut de maladie émergente.

Définie en 2006 par I'Office international des épizooties comme « infection nouvelle
causée par I'évolution ou la modification d’un agent pathogéne existant, par changement
de son hote, vecteur, de sa pathogénicité ou de sa souche », bon nombre de zoonoses
entrent dans cette catégorie, justifiant 'accent mis sur le contrble des zoonoses dans
'approche One Health. L'impact de ces maladies infectieuses est un véritable défi de
santé publique, car au début du XXI® siécle, les maladies infectieuses étaient
responsables de 25 % des causes de déces chaque année dans le monde, soit 15 millions
par an (13). En 2019, TOMS dénombrait trois types de pathologies d’origine infectieuse
parmi les dix plus mortelles — avec notamment les infections respiratoires, néonatales et
digestives — sans prendre en compte les déces causés par les complications et les
séquelles secondaires a des infections (Figure 3), malgré une nette diminution de ces
pathologies depuis 2000 (14).
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Leading causes of death globally

2000 2019

1. Ischaemic heart disease

2. Stroke

3. Chronic obstructive pulmonary disease

4. Lower respiratory infections

5. Neonatal conditions

6. Trachea, bronchus, lung cancers

7. Alzheimer’s disease and other dementias

8. Diarrhoeal diseases

@

9. Diabetes mellitus

10. Kidney diseases

0 2 4 5 8 10
Number of deaths (in millions)

Noncommunicable @ Communicable .Injurieb

Figure 3. Principales causes de déces dans le monde en 2019.
Source : OMS. Estimations globales de la santé.

En 2019, la pandémie de la maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) provoquée par le
virus SARS-CoV-2 a remis en perspective les moyens de lutte mis en ceuvre contre
I'apparition d’épidémies (15). Elle a été a I'origine de plus de 760 millions de cas avérés
et prés de sept millions de décés jusqu’a la date du 28 juin 2023 selon Santé Publique
France (16). Ces chiffres appuient donc sur I'importance cruciale de la prévention des
maladies infectieuses et de 'adoption d’'une approche globale pour empécher I'apparition

de nouvelles épidémies telles que celle-ci.

Réparties de maniére inégale autour du globe, les infections sont un probléme de taille

pour les organismes mondiaux et nationaux de santé publique, surtout dans les pays dits

« a faibles revenus » ou les moyens de prévention et de sécurité sanitaire sont les plus

précaires, ou six types d’infections font partie des dix causes les plus mortelles : les
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infections néonatales, respiratoires, digestives, le paludisme, la tuberculose et le virus de
immunodéficience humaine (VIH) (14). Les populations précaires telles que les habitants
vivant sous le seuil de pauvreté, les enfants en bas age et les populations indigenes, sont
les premieres victimes des maladies infectieuses (12-14,17).

La gestion de 'émergence ou de la réémergence de maladies infectieuses nécessite une
surveillance et une identification des nouvelles zoonoses dans la faune sauvage (18). Des
modifications de I'environnement et de la vie animale entrainent des changements
inévitables pour les microorganismes qui en dépendent et pouvant, par conséquent,
provoquer I'apparition de nouvelles pathologies. Le concept One Health présente un
intérét capital dans la lutte contre ces maladies par I'anticipation de leur apparition et la
surveillance de leur circulation. Dans cette optique, plusieurs études se sont penchées
sur les moyens a mettre en ceuvre et les points d’intérét a contréler. Plusieurs facteurs
contribuant a 'émergence de pathologies infectieuses ont été soulevés : on y retrouve
des facteurs génétiques, biologiques, politiques, économiques et sociaux
interdépendants (17). Cette diversité factorielle renforce lintérét d’une méthode
préventive sanitaire multidisciplinaire afin d’empécher [l'apparition de nouvelles

pandémies.

LES MICROSPORIDIES

LA MICROSPORIDIOSE COMME MALADIE EMERGENTE

La premiére espéce de microsporidie connue fut officiellement découverte par Karl
Wilhelm von Nageli en 1857, bien que d’anciens rapports de 1838, écrits par Gluge,
évoquaient des microorganismes chez des poissons pouvant y ressembler, ou encore par
Miller en 1841, ou Creplin en 1842. Nageli découvrit Nosema bombycis, une des especes
responsables de la « maladie européenne des vers a soie »: la pébrine (19).
L’accumulation d’amas de spores sous la cuticule causait la mort des chenilles malades,
ravageant I'industrie frangaise et italienne de la soie, avant que Louis Pasteur n’étudie la
question plus en profondeur pour trouver la solution au probleme qu’il publia dans son

ouvrage « Etudes sur les vers a soie » (19,20). Plusieurs décennies plus tard, d’autres

19



articles scientifiqgues évoquérent des infections a microsporidies chez d’autres insectes,
tels que les papillons ou les abeilles (21). Alors que la pathogénicité chez les insectes a
ainsi été démontrée, il fallut attendre 1922 pour que les microsporidies soient décrites
pour la premiere fois comme responsables d’'une maladie chez les mammiferes. Wright
et Craighead étudiérent le cas d’'un jeune lapin souffrant de paralysie motrice. Méme si
d’autres causes infectieuses ont été évoquées pour expliquer ces symptdémes, c’est
'observation de spores d’Encephalitozoon cuniculi qui posa le tout premier diagnostic
d’encéphalitozoonose chez un jeune lapin au statut immunitaire immature. Aujourd’hui,
c’est une pathologie connue et répandue chez les |époridés. On estime que 30 a 97 %
d’entre eux sont porteurs du parasite, méme si tous ne développent pas de signes
cliniques (19,20).

Les plus anciennes traces de microsporidioses humaines que l'on retrouve dans la
littérature scientifique datent de 1985, lorsque plusieurs cas d’atteintes intestinales y ont
été décrites (22,23). Ces rapports évoquaient des cas isolés, mais I'épidémie de VIH et
'augmentation de patients au stade du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA)
engendrerent 'apparition de nombreux cas de microsporidiose, causées par des germes

encore inconnus a cette époque (22).

Depuis ces premieres publications, cette pathologie a été liée a plusieurs épidémies a
travers le monde. Lors de I'été 1995, elle affecta 1 % des patients séropositifs au VIH en
deux mois, dans la ville de Lyon (24). L’origine de cette épidémie n’a pas été clairement
identifiée, méme si le réseau d’eau reste encore le principal suspect. En 2009, c’est en
Suede que 135 cas de microsporidioses intestinales ont été rapportés avec une source
alimentaire commune (25). Plus récemment, c’est au centre hospitalo-universitaire de
Tours, qu’en janvier 2018, trois cas de patients atteints de pathologies hématologiques
malignes ont été victimes de microsporidiose due a Enterocytozoon bieneusi en I'espace
de quatre jours, dans un service de soins. Cette incidence anormale a poussé les
investigations jusqu’au séquengage des souches retrouvées. Les résultats obtenus ont
déemontré que ces souches pathogenes présentaient un génotype commun, mais dont

I'origine de contamination demeure encore inconnue (26).
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Bien qu’affectant cliniquement essentiellement des patients immunodéprimés, la
microsporidiose est une pathologie ubiquitaire capable de provoquer des épidémies a
plusieurs échelles, gqu’elles soient communautaires ou potentiellement nosocomiales.
L’'origine des contaminations reste liée a I'environnement et concerne tout individu en

contact avec les milieux ou ces microorganismes vivent et sporulent.

La microsporidiose n’est pas considérée comme une zoonose a part entiere, car elle
affecte 'lHomme autant que les animaux par contamination dans I'environnement. Cela
étant, le potentiel de transmission inter-espece reste un sujet a évoquer et a étudier car
si les animaux peuvent étre infectés par les microsporidies ou en étre les porteurs, le
contact direct ou indirect avec ces animaux peut constituer un risque de transmission non
négligeable. Ainsi, une perception générale de I'environnement et du monde animal est
primordiale pour étudier I'épidémiologie et les risques épidémiques liés a la transmission
des microsporidies a 'Homme. C’est dans ce cadre précis que I'approche One Health

prend tout son sens dans la connaissance et I'étude des microsporidioses.

TAXONOMIE ET PHYLOGENIE

La classification des microsporidies est sujette a de nombreux débats au sein de la
communauté scientifique. Considérées comme des protozoaires pendant prés d’un
siecle, en raison de leur mode de vie parasitaire et de leurs caractéristiques
morphologiques, c’est a partir de 1996, avec I'émergence des technologies de biologie
moléculaire et la publication de différentes études phylogénétiques, que leur classification
taxonomique a été révisée. En effet, grace a de nouvelles techniques, plusieurs

marqueurs génétiques utiles pour leur classification ont été découverts (27).

Aujourd’hui, les microsporidies constituent le phylum Microspora au sein du domaine
Eukarya (eucaryotes) et du régne Fungi (champignons) qui regroupe des especes dont
les origines génétiques indiguent une divergence précoce au sein du régne (Figure 4)
(28,29).
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Figure 4. Phylum Microspora (en orange) au sein du regne Fungi.
Source : James TY, Pelin A, Bonen L, Ahrendt S, Sain D, Corradi N, Stajich JE. Shared signatures of parasitism
and phylogenomics unite Cryptomycota and microsporidia. Curr Biol. 2013 Aug 19;23(16):1548-53.

Difficilement comparables aux autres eucaryotes, les microsporidies sont des parasites
intracellulaires obligatoires qui possédent plusieurs caractéristiques qui les rendent
uniques en leur genre. Elles utilisent un mode d’infestation élaboré qui leur est propre,
faisant intervenir une organelle particuliere : le tube polaire. D’autre part, 'absence de
mitochondries et la dépendance aux mitosomes (retrouvés chez certaines cellules
eucaryotes) montrent une certaine simplicité de ces organismes en comparaison a
d’autres eucaryotes et témoignent d’une nécessité des fonctions de la cellule héte qui leur
est vitale. Par ce biais, elles ont développé de nombreux mécanismes d’interaction
spécifiques avec des cellules eucaryotes pour pouvoir les infester et ainsi subvenir a leurs

besoins afin de survivre et proliférer (29).

Pendant le XX® siécle, I'étude morphologique, comportementale et environnementale des
microsporidies a permis de nommer, séparer et différencier des genres et des especes
au sein du phylum. Ainsi, I'étude de séquences génétiques, le type d’hbte et d’infection,
la structure globale de la spore ou encore le mode de développement chez I'hbte sont
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des parametres qui ont fait la taxonomie des microsporidies telle gqu’elle est, aujourd’hui
(27). Ces derniéres années, de nouvelles techniques comme la réaction en chaine par
polymérase (PCR) ou le séquencage génétigue de pointe, ont permis d’étayer la
classification des espéces. L’analyse génétique de I'acide ribonucléique (ARN) de la
petite sous-unité ribosomale (SSUrRNA) a permis d’arriver jusqu'a dénombrer 1600
espéces de microsporidies, classées en plus de 200 genres et cing clades:

Amblyosporida, Neopereziida, Nosematida, Enterocytozoonida et Glugeida (27,29).

Alors que la taxonomie s’améliore et tend vers un modeéle de référence qui se base sur
plusieurs des paramétres cités plus haut, le cadre d’'une classification claire et précise
reste nécessaire afin de marquer la diversité génétique des microsporidies avec la plus
grande précision possible. Etudier les génotypes et les catégoriser est indispensable pour
évaluer et étudier la virulence des souches et des espéeces, ainsi que leur impact sur la
santé. Leur compréhension est nécessaire aux modeles épidémiologiques afin de

travailler sur des perspectives d’émergence (27).

GENOTYPAGE

PRINCIPE ET INTERET
Dans cette optique, les microbiologistes se sont intéressés a une portion de 'ADN

ribosomal (ADNr) que l'on retrouve chez les organismes eucaryotes : la région ITS
(Internal Transcribed Spacer ou « Espaceur interne transcrit »). Pour étre plus précis, il
existe deux régions ITS principales que sont ITS1, entre les génes 18S et 5.8S, et ITS2,
guant a elle située entre les genes 5.8S et 28S (30). Ces régions génétiques de 'ADN
retrouvées chez tous les organismes eucaryotes sont non codantes et présentent un
polymorphisme marqué. Ces caractéristiques font de la région ITS un atout en
phylogénétique, du fait qu’elle est sujette a de nombreuses mutations dues au fort taux
de délétions, d’insertions ou de mutations ponctuelles qu’elle subit (31). Elle sert a
différencier et classer des espéces tres proches par comparaison a d’autres séquences
génétiques similaires, connues et conservées dans de larges banques génotypiques.
N’importe quel exemple impliguant deux espéces avec des codes génétiques tres
ressemblants (certaines pouvant présenter une séquence identique a plus de 99 %) sur
'ADNr de la petite sous-unité du ribosome, montre qu’il est nécessaire un
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approfondissement par séquencage de la région ITS pour les différencier avec plus de

précision (27).

Le séquencage de I'ensemble de la région ITS utilise des amorces incluant ITS1, ITS2 et
le fragment 5.8S qui les sépare. Pour le réaliser, plusieurs techniques ont été mises au
point depuis les années 1970, dont les plus courantes sont le séquencage Sanger et le

séquencage de nouvelle génération (NGS) (Figure 5).

ITS1 ITS2
18S rRNA 5.8S rRNA 28S rRNA

ITS Regions

Figure 5. Représentation de la région ITS.
Source : Green BJ. Emerging Insights into the Occupational Mycobiome. Curr Allergy Asthma Rep. 2018 Sep
27;18(11):62.

LE SEQUENCAGE SANGER
Le séquencage Sanger, ou séquencage par terminaison de chaine, est une technique

mise au point dans le but de déterminer la séquence des bases nucléotidiques d’un
fragment d’ADN. Ce processus repose sur la synthése d’un brin complémentaire a partir
d’un brin d’ADN d’intérét. La synthese du brin complémentaire fait intervenir des amorces
spécifiques, une ADN polymérase, des désoxyribonucléotides (ANTPs) pour I'élongation,
ainsi que des didésoxyribonucléotides (ddNTPs), chacun associé a un fluorochrome

spécifique pour chaque type de base (A, T, G, C).

Les amorces spécifiques s'hybrident au brin d’intérét pour initier I'élongation par 'ADN
polymérase, qui incorpore les dNTPs correspondants a la séquence complémentaire. La
réaction se déroule dans un milieu contenant un exces de dNTPs et de ddNTPs,
permettant a I'enzyme d’incorporer des ddNTPs dans la séquence, ce qui interrompt la
synthése du brin d’ADN en raison de I'absence d’'un groupement 3’ permettant I'ajout d’'un
autre dNTP. Ainsi, des millions de copies dADN sont amplifiées de cette maniere,

générant des fragments d’ADN de longueurs variées, chacun se terminant par un
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nucléotide marqué par un fluorochrome. Une détection par électrophorése capillaire
permet ensuite de séparer les brins en fonction de leur taille, et un laser détecte les
signaux fluorescents des ddNTPs, terminateurs de chacun des brins. Un
électrophorégramme associe chaque signal & une base correspondante, permettant ainsi
de déterminer la séquence des brins complémentaires formés, et donc celle de la

séquence d’intérét (Figure 6).

Le séquencage Sanger est fiable, mais ses limites en termes de colt et de rapidité le
rendent inadapté pour des séquengages a grande échelle. C’est notamment pour cette

raison qu’ll est surtout utilisé pour I'étude de petits fragments d’ADN.
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LE SEQUENGCAGE DE NOUVELLE GENERATION
Le séquencage de nouvelle génération (NGS), dit « a haut débit », est une innovation

technologique qui a pour objectif de séquencer rapidement et facilement de grandes

portions comportant des millions de fragments d’ADN simultanément.

Le principe repose sur une fragmentation des brins de la séquence d’intérét en de tres
nombreux morceaux de tailles trés réduites pour lire toutes les séquences en parallele.
Une technique de polymérisation en chaine (PCR) sert d’amplification afin de créer de
nombreuses copies de chaque fragment a l'aide d’adaptateurs. Une fois ces fragments
amplifiés, un séquencage par synthése du brin complémentaire utilise des nucléotides
fluorescents incorporés, détectés dans le brin d’ADN formé. Désormais séquencés, les
fragments sont assemblés grace a des algorithmes bioinformatiques pour reconstituer la
séquence compléte d’ADN (Figure 7).
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La technique NGS est trés utile pour le séquencage de génomes entiers et pour couvrir
de larges portions d’ADN ou d’ARN. Particulierement pratique pour I'étude de mutations
cancéreuses, la recherche sur des maladies génétiques ou dans le développement de la
meédecine personnalisée, sa grande précision et sa portée étendue en font un choix tout
notable pour des études phylogénétiques. Néanmoins, le séquencage NGS reste une

méthode colteuse qui nécessite une analyse et une gestion complexe pour étre utilisée.
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GENOTYPAGE DE L’'ESPECE ENTEROCYTOZOON BIENEUSI
Le génotypage de I'espéce Enterocytozoon bieneusi a longtemps été étudié en raison de

la forte prévalence de cette espece en médecine humaine. Basé sur le séquencage de la
région ITS chez plusieurs souches d’Enterocytozoon bieneusi qui ont été isolées depuis
différents hotes, onze groupes génotypiques notés de 1 a 11 ont été identifiés et classés

selon leurs similarités au sein de cette séquence nucléotidique (Figure 8) (32,33).

Le groupe 1 comprend 314 génotypes différents que I'on retrouve chez de nombreux
hotes tels que des animaux de compagnie et des animaux sauvages, chez des oiseaux
ou encore chez 'Homme. Ainsi, on peut émettre I'hnypothése d’'une grande probabilité de
transmission inter-especes avec un potentiel zoonotique élevé. Le groupe 2 se compose
de 94 génotypes et présente les mémes caractéristiques d’hbtes et épidémiologiques que
le premier. En revanche, les groupes 3 a 11 présentent des génotypes qui n'ont été isolés

que chez des hétes spécifiques (32,33).

Le séquencage de la région ITS est un atout majeur dans le génotypage des souches
d’Enterocytozoon bieneusi (et par extension, des autres especes de microsporidies ou
d’organismes eucaryotes) mais il ne concerne qu’une faible proportion du génome total
de I'espéce (environ 243 paires de bases) (32). Bien qu’il permette une différenciation
génotypique globale, la petite taille de cette séquence rend son séquencage insuffisant
pour déterminer des sous-groupes et ainsi présenter un historique du phylum et I'évolution

phylogénétique au fil du temps.

D’autres marqueurs génétiques avec une forte variabilité et une grande résolution ont été
recherchés pour gagner en précision dans le génotypage. Ainsi, les minisatellites et les
microsatellites ont fait 'objet d’'un intérét particulier : ce sont des séquences répétées en
tandem, présentant l'avantage d’étre locus différents. Ainsi, la combinaison des
séquencages de ces régions génétiques, associée a la région ITS permettent aujourd’hui
un génotypage précis des différentes souches d’Enterocytozoon bieneusi. Le séquencage
MLST s’intéresse aux loci ITS, MS1, MS3, MS4 et MS7 pour décrire des sous-populations
classées SP1 a SP7 (32).
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En recoupant les données obtenues, plusieurs tendances sont ressorties concernant les
hotes chez lesquels nous retrouvons certains géenotypes et sous-populations. Les
groupes 1 et 2 semblent avoir un potentiel zoonotique, celui du groupe 2 étant toutefois
plus prononcé que celui du groupe, mais tous deux avec des spécificités d’héte
relativement faibles. En revanche, les groupes 3 a 11 fournissent peu d'informations sur
leur potentiel zoonotique, mais présentent toutefois une forte spécificité d'héte, chaque

génotype n'étant retrouvé que chez un hote unique (32).

En étudiant I'aspect épidémiologique des différents génotypes retrouvés chez 'lHomme,
les génotypes D, EbpC et type IV du groupe 1 sont les plus fréquemment responsables
d’infections chez les hétes dont ils sont isolés, qu'il s'agisse de 'Homme ou d'une autre
espéce animale. Ces génotypes sont plus susceptibles de devenir des problémes de
santé publigue de par leur fréquence, leur pathogénicité, leur risque zoonotique et par

leur potentielle transmission entre différentes especes (32).

Le groupe 2 infecte le plus souvent des ruminants, bien que certains génotypes tels que
BEB4, BEBG6, | ou encore J ne soient pas spécifiques d’'un héte en particulier (32). Enfin,
les groupes 3 a 11 comportant des génotypes spécifiques d’hdtes, I'hypothése d’un risque
de santé publigue les concernant reste beaucoup moins probable pour le moment (32).
Dans de rares cas, des souches du groupe 5 ont été retrouvées chez 'Homme au
Cameroun (34) ou des souches du groupe 7 chez des patients séropositifs pour le VIH
au Nigeria (35).

Pour évoquer une autre espéce de microsporidie qu’Enterocytozoon bieneusi, le cas
d’Encephalitozoon intestinalis est aussi intéressant. Dans ce cas-la, on utilise également
la région ITS pour le génotypage, mais en y associant le séquencage des génes codant
pour les protéines du tube polaire (PTPs). Etant également un séquencage MLST de
pointe, la classification des souches isolées dans I'environnement, chez 'lHomme ou chez

I'animal, reste tres précise (36).
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MORPHOLOGIE

MORPHOLOGIE GENERALE DES MICROSPORIDIES

La microsporidie est retrouvée dans I'environnement sous sa forme de résistance et
infestante qu’est la spore (Figure 9). C’est une structure unicellulaire capable de résister
a la dessication grace a une paroi épaisse et quasi-imperméable, ce qui fait qu’'on la
retrouve fréequemment dans le sol, I'eau ou sur des aliments. Les formes et les tailles sont
variables selon les espéces : elles peuvent étre ovoides, rondes ou piriformes. Elles
mesurent entre 1 et 4 ym pour la plupart, pouvant aller jusqu’a 10 ym pour les plus
grandes (22,23,37).

Figure 8. Représentation d'une spore de microsporidie. La paroi se divise en Exospore (Ex) et
Endospore (En). Le tube polaire (PT) est relié au disque d’ancrage (AD) et se compose de 2
parties : le manubroide (M) et les vrilles. On retrouve le polaroplaste antérieur (Pl) et le
polaroplaste postérieur (VPI) autour du tube polaire. Le sporoplasme (Sp) contient un seul noyau
(Nu), la vacuole postérieure (PV) et des ribosomes. Une membrane plasmique ou plasmalemme
(Pm) peut étre présente chez certaines espéces.

Source : Witther M and Weiss LM. (Eds.) The Microsporidia and Microsporidiosis. Washington,
DC: ASM Press. 1999

La paroi est composée de deux feuillets : I'exospore qui est en contact direct avec
I'environnement, et 'endospore qui tapisse le versant interne de la paroi. Elles sont

différenciables en microscopie électronique.
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L’exospore joue un rdle prépondérant pour la survie de la spore dans I'environnement et
vis-a-vis de ses interactions avec celui-ci. Elle est en contact avec le milieu extérieur et
agit comme une coque protectrice qui empéche tout élément étranger d’entrer dans la
structure. Sa forte densité, remarquable par une grande opacité en microscopie
électronique, est le signe de son caractere quasi-imperméable. Elle est essentiellement
composée de protéines impliquées dans sa fonction de barriére avec I'environnement, lui
conférant la capacité de résister a des températures extrémes (jusqu’a -80°C) et dans
des conditions spécifiques (pH acide ou pH basique). Sa composition lui octroie une
rigidité qui lui permet de conserver sa forme cellulaire, et qui lui offre des propriétés
d’adhésion et de signalisation au cours d’interactions avec des stimuli extérieurs. Lors de

la phase d’infestation cellulaire, la paroi interagit avec la cellule héte ciblée (23).

L’endospore constitue la face interne de la paroi. Elle est transparente en microscopie
électronique du fait qu’elle présente une faible densité en électrons. Elle est
essentiellement composée de chitine et de glycoprotéines. La chitine a une fonction
structurelle en formant des liens solides pour consolider le systeme fibrillaire de la spore.
Elle joue également un rble de barriere protectrice (23). Certains genres de microsporidies
possedent une membrane interne (ou plasmalemme), sous I'endospore, et qui offre a la
spore de nouvelles fonctions pour sa survie dans l'environnement et pour son

développement intracellulaire.

Le tube polaire est 'organelle d’infestation cellulaire des microsporidies. |l est rattaché a
'extrémité antérieure de la spore par le disque d’ancrage et se retrouve dans le
sporoplasme pour former des vrilles autour du noyau. La longueur du tube polaire et le
nombre de vrilles difféerent selon les espéces (jusqu’a 30 pour certaines) et peuvent servir
a les identifier (22). C’est un organelle unique aux microsporidies avec une fonction trés
spécialisée. Cing protéines appelées PTPs (Polar tube proteins) composent le tube
polaire et lui permettent d’adopter une structure externe servant a délivrer le sporoplasme
vers la cellule héte sous I'action d’'une augmentation de la pression intrasporale. Le tube
polaire se retourne sur lui-méme pour adopter une forme extérieure et laisser passer

I'ensemble du sporoplasme a destination du cytoplasme d’une cellule cible (22,23,38).
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D’autres structures ont été identifiées, telles que les polaroplastes antérieur et postérieur,
qui correspondent a des couches membranaires regroupées autour du disque d’ancrage

et du tube polaire, ou encore une vacuole postérieure.

Le noyau est entouré par les vrilles du tube polaire. Il comporte le matériel génétique du
microorganisme. Lors de l'infestation d’une cellule héte, il passe par le tube polaire pour

étre transféré dans le cytoplasme de la cellule infestée (23).

CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES D’ENTEROCYTOZOON BIENEUSI

Enterocytozoon bieneusi présente un tropisme particulier pour les entérocytes, mais c’est
une espece capable d’infester les cellules épithéliales des voies biliaires. Elle peut
également, dans de plus rares cas, infester les cellules bronchigues et de la muqueuse
nasale. Son développement intracellulaire se déroule directement au contact du
cytoplasme en absence de vacuole parasitophore, entre le pdle apical de I'entérocyte
(bordure en brosse) et son noyau. Une croissance tres rapide de la taille des mérontes
dans un espace restreint va limiter leur nombre au sein de la cellule hote. Les sporontes
formés sont de grandes tailles (20 um) et présentent chacun plus de 20 noyaux avec un
tube polaire qui se développe au contact de chacun. Un sporonte est donc une grande
structure qui va se modifier et opter pour une forme ovoide. Par fragmentation et
individualisation des noyaux et de leurs tubes polaires, les spores matures se forment et
sont finalement de petites tailles. Elles sont constituées de structures matures permettant
I'infestation de nouvelles cellules.

L’accumulation de ces nombreuses spores matures proches de la membrane apicale
provoque une lyse de la cellule héte. Par ce biais, les spores se retrouvent libérées dans
la lumiére intestinale. Elles peuvent alors infester de nouvelles cellules situées a
proximité, étre éjectées dans I'environnement, ou emprunter la voie hématogéene pour
disséminer dans le reste de I'organisme et infester de nouvelles cellules, a différentes

localisations (22).

CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES D’ENCEPHALITOZOON INTESTINALIS
Affectant plus particulierement les entérocytes, Encephalitozoon intestinalis infeste

d’autres types cellulaires tels que les macrophages ou les cellules endothéliales, ce qui

facilite sa dissémination dans I'organisme.
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Cette espece se développe dans sa cellule hote sans étre au contact du cytoplasme, a
I'intérieur d’'une vacuole parasitophore. La mérogonie se fait par des divisions binaires
successives jusqu’a donner des mérontes possédant deux a quatre noyaux. Les spores
matures mesurent entre 1,5 et 2 um et sont libérées lors de la lyse cellulaire dans la

lumiére intestinale et le chorion, ce qui facilite leur dissémination dans I'organisme (22).

P Sk AR

Figure 9. Photographies électroniques des spores d'Encephalitozoon intestinalis (A) et Enterocytozoon
bieneusi (B). Magnification x337,500. Barre = 1 um.

Source : De Girolami PC, Brown S, Ombrouck C, et al. Diagnosis of intestinal microsporidiosis by
examination of stool and duodenal aspirate with Weber’'s modified trichrome and Uvitex 2B strains.
Journal of Clinical Microbiology, 1995.

CYCLE DE VIE

Le mode de transmission de la microsporidiose est oro-fécal. La spore résiste plusieurs
mois dans I'environnement et la contamination se fait généralement soit par ingestion
d’eau ou d’aliments dans un sol contaminé, soit par contact indirect avec des animaux de
fermes, domestiques et sauvages (39). Il peut également y avoir inhalation de spores
avec un passage par la voie nasopharyngée pour rejoindre I'cesophage et I'ensemble du
tractus digestif (23). Au contact des entérocytes et dans un milieu favorable, la spore
recoit des stimuli qui induisent sa germination : des modifications physicochimiques
internes (transferts d’ions, changement de pH, de pression osmotique...) provoquent une
activation du tube polaire, ou s’en suit une extravasation via le disque d’ancrage qui
permet au tube polaire d’étre extériorisé pour transpercer la membrane plasmatique de la

cellule cible (Figure 11) (38).
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Figure 10. Infestation in vitro d'une cellule rénale de singe par une spore d'Encephalitozoon
intestinalis, par externalisation du tube polaire de la spore vers la cellule cible.

Source : Wittner M and Weiss LM. (Eds.) The Microsporidia and Microsporidiosis. Washington, DC:
ASM Press. 1999

Chez certains genres de microsporidies, la spore peut étre phagocytée par une cellule

hote pour se retrouver dans une vacuole parasitophore. Lors de la germination du tube
polaire, celui-ci franchit la membrane de cette vacuole pour transférer le sporoplasme et
'ensemble du matériel génétique dans le cytoplasme de la cellule, échappant ainsi au

complexe du phagosome (40).

Une fois que le tube polaire a transpercé la membrane cellulaire par le pole apical, il va
servir de moyen de passage a I'ensemble du sporoplasme pour étre déchargé dans la
cellule infestée. Différentes conditions sont nécessaires pour rendre possible le transfert
du matériel. Lorsqu’elles sont remplies, plusieurs mécanismes s’activent : modification du
pH interne de la spore, cycle de déshydratation et de réhydratation, changement des flux

calciques et anioniques, transferts extérieurs de cations et d’anions, etc ... (23).

En réponse a ces modifications, une entrée d’eau depuis I'extérieur de la spore vers le
sporoplasme va provoquer une augmentation de 'osmolarité intrasporale, ce qui induit le
déchargement des autres organelles vers le cytoplasme de la cellule cible, par le biais du
tube polaire (23,41,42).
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Le cycle intracellulaire débute par une phase de prolifération intensive : la mérogonie. Il 'y
a une premiere différenciation de certaines structures au contact d’éléments
cytoplasmiques pour atteindre le stade de méronte. La forme de différenciation varie selon
les microsporidies, ce qui a permis de définir des genres au sein du phylum Microspora :
certains genres présentent des formes mérontes uniques avec un noyau au sein d’'un
sporoplasme, alors que d’autres possedent des structures sporoplasmiques présentant
plusieurs noyaux au sein de leurs structures. De plus, les formes de division différent

selon les espéces (fissions binaires, €longations du sporoplasme avec plusieurs noyaux,
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Figure 11. Cycle de vie intracellulaire des microsporidies.
Source : Franzen C. Microsporidia: A Review of 150 Years of Research. The Open Parasitology Journal.
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Ces cycles de multiplication répétés ont lieu dans le cytoplasme de la cellule héte, au
contact de ses organelles, et particulierement prés du réticulum endoplasmique.
L’exception concerne le genre Encephalitozoon, qui se divise au sein d’'une vacuole
parasitophore. Par la suite, la sporogonie correspond a la formation de spores matures.

Cette phase varie selon les genres de microsporidies : au contact du cytoplasme pour
Enterocytozoon ou au sein de vacuoles parasitophores pour Encephalitozoon, par
exemple. Cette phase se caractérise par la différenciation des structures et la formation
de la paroi de la spore afin qu’elle devienne mature (23). La charge parasitaire trop
importante provoque une rupture de la membrane cellulaire, entrainant la nécrose de la
cellule et la libération des spores matures. Les spores se retrouvent alors au contact de
nouvelles cellules pour recommencer le cycle d’infestation. Elles peuvent également se
retrouver a nouveau dans I'environnement, ou se disséminer vers d’autres organes pour

certaines especes, dans des conditions bien particulieres (22,23,43).

ENVIRONNEMENT

Les microsporidies sont des microorganismes ubiquitaires majoritairement retrouvés
dans I'environnement aquatique (Figure 13). Des études épidémiologiques ont dénombré
de nombreux cas de portage chez une large variété d’espéces animales (insectes,

poissons, crustacés, oiseaux, mammiféeres...) (39,44-49).
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Figure 12. Répartition des microsporidies dans I'environnement et chez les animaux.

RuanY, Xu X, He Q, LiL, Guo J, Bao J, et al. The largest meta-analysis on the global prevalence of microsporidia
in mammals, avian and water provides insights into the epidemic features of these ubiquitous pathogens. Parasit
Vectors. 1 avr 2021;14(1):186.
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Les microsporidies retrouvées chez les animaux varient non seulement en fonction des
especes concernées, mais aussi en termes de proportions selon les hétes. Malgré que
les microsporidies soient présentes en quantité variable — parfois absentes — chez
plusieurs especes animales, le genre Enterocytozoon demeure majoritaire chez tous les

hotes et dans tous les environnements étudiés (Figure 14) (44).
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Figure 13. Genres des microsporidies retrouvées dans I'environnement et chez les animaux.

Source : Ruan Y, Xu X, He Q, Li L, Guo J, Bao J, et al. The largest meta-analysis on the global prevalence of
microsporidia in mammals, avian and water provides insights into the epidemic features of these ubiquitous
pathogens. Parasit Vectors. 1 avr 2021;14(1):186.

Chez la plupart des individus infectés (toutes espéces confondues), les signes cliniques
les plus fréquents affectent principalement le tractus digestif, suivis, dans une moindre
mesure, des organes reproducteurs, respiratoires, musculaires, excrétoires (reins, foie),

ainsi que du systeme nerveux dans son ensemble (50).

La grande diversité en termes de lieux de contamination, d’especes animales porteuses,
d’espéces identifiees et d’atteintes cliniques, fait de la microsporidiose une pathologie
complexe et hétérogéne. Parmi les animaux porteurs, on retrouve notamment I'ensemble
des primates, génétiguement proches de l'espece humaine (47,48), ou encore les
animaux domestiques tels que les chiens, les chats et les oiseaux, qui présentent une

forte proximité avec 'Homme, d’un point de vue géographique et culturel (39).



LES PRIMATES ET LA MICROSPORIDIOSE

LA MICROSPORIDIOSE CHEZ L’'HOMME

EPIDEMIOLOGIE
Huit genres de microsporidies sont retrouvés chez 'Homme, pouvant étre a I'origine de

portages asymptomatiques ou responsables de maladies : Enterocytozoon, Pleistophora,
Encephalitozoon, Vittaforma, Trachipleistophora, Brachiola, Nosema, et Microsporidium
(39,51). Parmi l'ensemble des espéces pathogénes, Enterocytozoon bieneusi et
Encephalitozoon intestinalis sont les plus fréquentes, notamment chez le patient

immunodéprimé (39,52).

Entre 2018 et 2021, 448 cas de microsporidioses ont été recensés en France.
Enterocytozoon bieneusi était 'espéce la plus représentée, responsable de 95,9 % des
cas. Plus rarement, des atteintes cliniques étaient provoquées par Encephalitozoon
intestinalis (2,2 %) et Encephalitozoon hellem (1,9 %) (Figure 15) (53).

AGENTS RESPONSABLES DE MICROSPORIDIOSES EN FRANCE

Encephalitozoon
intestinalis
2,2%

Enterocytozoon
bieneusi
95,9%

Figure 14. Chiffres basés sur 448 cas de microsporidiose rapportés entre 2018 et 2021, en France.
Source : Nourrisson C, Hamane S, Bonhomme J, Durieux MF, Foulquier JB, Lesthelle S, et al. Case series
of intestinal microsporidiosis in non-HIV patients caused by Encephalitozoon hellem. Emerg Microbes
Infect. 8 déc 2023;12(2):2258997.
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La microsporidiose est une pathologie cosmopolite avec une prévalence variable selon
les régions. Son incidence a nettement augmenté depuis I'épidémie de VIH dans la
décennie 1980, pouvant aussi s’expliquer par la recrudescence du nombre de patients
immunodéprimés. Onze des 14 espéces pathogénes pour ’'Homme ont été découvertes
depuis, incluant les plus fréquentes d’entre elles que sont Enterocytozoon bieneusi,
Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon hellem et Encephalitozoon cuniculi (52).
Avec l'essor des nouveaux traitements antirétroviraux qui a suivi dans les années 90,
l'incidence a significativement chuté par levée de l'immunodépression des patients
atteints du VIH, par la sortie du stade SIDA et par une restauration suffisante de leur

immunité cellulaire (39,52,54).

PATHOGENICITE
L'immunodépression constitue le principal facteur de risque pour les patients atteints de

microsporidiose, en particulier ceux infectés par le VIH au stade SIDA depuis les années
1980, ce qui a catégorisé la microsporidiose comme maladie opportuniste (39,55).
Aujourd’hui, I'immunosuppression induite par les traitements des patients transplantés
d’organes ou les personnes atteintes de pathologies immunitaires est devenue le principal
facteur de risque, alors qu'elle n’était qu'un facteur secondaire a la fin du XXe
siecle (39,53,55). Cette évolution épidémiologique peut s’expliquer par une meilleure
prise en charge du patient atteint du VIH, d’'une part, et une augmentation du nombre de
transplantations rénales, cardiaques ou hépatiques en raison de larges avancées dans
ce domaine, d'autre part. Un taux limite de lymphocytes T CD4 < 100/mm?3 a été
documenté comme un facteur de risque correspondant a un déficit de 'immunité cellulaire

suffisant au développement de la microsporidiose (22,39,53,56).

D’un point de vue épidémiologique, la question des microsporidioses a été étudiée en
France, puisque le réseau de surveillance national des microsporidioses a recensé 448
cas de microsporidioses intestinales entre 2018 et 2021 sur le territoire frangais. 77 %
d’entre eux concernaient des patients immunodéprimés. Les causes les plus fréquentes
d'immunodépression des patients atteints sont la transplantation d’organe solide (72,4 %)
et la séropositivité au VIH (15,2 %) (Figure 16).
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CAUSES D'IMMUNODEPRESSION DE PATIENTS ATTEINTS DE
MICROSPORIDIOSE

Pathologies
hématologiques malignes
5,3%
Pathologie auto-immune
4,3%

Cancers solides
1,4%

Transplantés
d'organes solides
72,4%

Immunodéficience

Autres primaire
0,40/0 1 1%

Figure 15. Chiffres basés sur 448 patients, entre 2018 et 2021, en France.

Source : Nourrisson C, Hamane S, Bonhomme J, Durieux MF, Foulquier JB, Lesthelle S, et al. Case series

of intestinal microsporidiosis in non-HIV patients caused by Encephalitozoon hellem. Emerg Microbes Infect.

8 déc 2023;12(2):2258997.

De toutes les espéeces de microsporidies, quatorze ont été identifiées comme pouvant
étre impliqguées dans des infections. Souvent asymptomatiques, elles peuvent tout de
méme avoir des manifestations bénignes, chroniques, voire disséminées pour les cas les
plus graves (57-59). Il existe des tropismes différents selon les especes, comme le
détaille le Tableau 1, en Annexe 1 (39,48,51,57).

Lors de la microsporidiose, I'atteinte clinigue s’exprime principalement comme une
diarrhée chronique aqueuse non sanglante. Chez les patients immunodéprimés, elle ne
se résout pas spontanément et est souvent accompagnée de nausées, d'une perte
d'appétit, de douleurs abdominales, d'une perte de poids ou encore de signes de
malabsorption. Dans certains cas, les symptémes digestifs peuvent provoquer une
déshydratation, pouvant évoluer vers la cachexie. Des formes graves — exceptionnelles —
se manifestent par une dissémination systémique des microsporidies vers des organes

spécifiques, selon le tropisme de I'espéce infectante.
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Par exemple, Enterocytozoon bieneusi peut étre retrouvé dans les voies biliaires
(provoquant des cholécystites), dans les voies respiratoires (bronchites), ou dans le
tractus oro-pharyngé, alors responsables de rhinites. Encephalitozoon intestinalis semble
avoir un tropisme plus large, étant a l'origine de symptdomes plus variés : des cas de
sinusites, rhinites, bronchites, encéphalites, ou encore les kérato-conjonctivites sont
freguemment attribués a cette espéece de microsporidie. Enfin, la microsporidiose peut

également entrainer une défaillance multiviscérale (22,23,39,47,51,52,57).

Parmi I'ensemble des cas rapportés de microsporidiose, d’authentiques infections
digestives bien moins fréquentes ont été documentées chez des individus
immunocompétents, principalement chez le voyageur ou 'habitant en zones tropicales.
De facon plus anecdotique, des cas sporadiques d’infections oculaires provoquées par
Encephalitozoon cuniculi chez des porteurs immunocompétents de lentilles de contact

ont été rapportés (22,39).

DIAGNOSTIC
Le diagnostic de microsporidiose est posé en présence d’une symptomatologie évocatrice

et par la mise en évidence d’'une espéce pathogéne, dans des prélevements réalisés en
fonction de la zone d’atteinte. Dans le cadre des microsporidioses intestinales, des selles
sont prélevées chez des patients immunodéprimés avec des diarrhées aigués ou
chroniques sur trois jours différents. Pour un patient immunocompétent, la recherche de
microsporidies n’est pas indiquée en premiére intention en raison de la faible prévalence
et de la résolution spontanée de la diarrhée lorsqu’elle est provoquée par les
microsporidies. En ce qui concerne les localisations extradigestives, le préléevement
réalisé est fonction de la localisation suspectée (biopsies, liquide céphalorachidien,

grattage cornéen, lavage broncho-alvéolaire...).

L’examen direct par microscopie est réalisable pour la recherche de microsporidies dans
un prélevement de selles. On réalise un frottis mince, ou I'échantillon est étalé sur une
lame, puis fixé a l'alcool, avant d’étre coloré. La technique de Van Gool utilise un
fluorochrome qui se fixe a la chitine, présente dans la paroi des spores. Celles-ci sont
visibles en microscopie a fluorescence, aux grossissements x400 et x1000. C’est une

méthode sensible mais peu spécifique, qui ne peut pas renseigner le nom de I'espece de
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microsporidie observée. La coloration trichromique de Weber est une autre méthode,
moins sensible que la technique de Van Gool, et qui se base sur la microscopie optique
(les spores apparaissent rouge pale, visibles au grossissement x1000). D’autres examens
directs existent, comme l'immunofluorescence indirecte, qui utilise des anticorps

monoclonaux spécifiques a certaines especes.

Plus sensible et plus spécifique que la microscopie, le diagnostic moléculaire s'est imposé
comme un outil incontournable dans le diagnostic de la microsporidiose. L’amplification
génique par PCR permet d’identifier 'espéce impliquée par ['utilisation d’amorces
spécifiques des microsporidies les plus fréquemment responsables d’infections
intestinales (Enterocytozoon bieneusi et le genre Encephalitozoon). Cette technique est
devenue essentielle pour une prise en charge thérapeutique adéquate, car I'espéce
impliquée dans la symptomatologie conditionne la ligne thérapeutique a mettre en place

pour traiter efficacement le patient (60).

PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE
Pour les patients immunocompétents, la résolution des diarrhées se fait spontanément

en absence de traitement. En revanche, ce dernier est indispensable pour un patient
immunodéprimé. Une levée de I'immunodépression est préconisée, associée a un
traitement symptomatique et antifongique adapté. L’identification de I'espéce est
essentielle, car elle détermine le traitement spécifique de premiére intention & adopter.
Selon les recommandations de 2022, le traitement spécifique de la microsporidiose
intestinale a Enterocytozoon bieneusi repose sur la fumagiline (20 mg x 3/jour). Pour
Encephalitozoon intestinalis, la premiére intention consiste en [I'administration
d’albendazole (400 mg x 2/jour) pendant 2 semaines (61). Pour les patients au stade
SIDA, 'amélioration clinique, la guérison et I'éradication parasitaire sont observées grace

a la restauration immunitaire induite par le traitement antirétroviral.

La microsporidiose reste une affection d’intérét diagnostic et épidémiologique en raison
de ses atteintes potentiellement graves et de I'étendue de la population a risque. Le
diagnostic et le traitement de ces microorganismes est d’'une importance capitale, car bien
gu’elle reste minoritaire en termes de fréquence par rapport a d’autres pathologies

opportunistes, elle présente une pathogénicité non négligeable.
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LA MICROSPORIDIOSE CHEZ LES PRIMATES NON HUMAINS

Concernant les primates non humains (non human primates, NHP), le rassemblement de
données de 15 études effectuées dans 16 pays différents, et portant principalement sur
des espéces non hominoides (c’est-a-dire toutes les espéces simiesques qui n’incluent
pas les grands singes), dénombre 1388 cas positifs porteurs de microsporidies sur 7009
individus, soit une prévalence de 18,5 % (44). Une comparaison entre les populations
sauvages et en captivité a montré une différence statistiquement significative avec des

prévalences respectives de 7,4 % et 21,2 % (44).

PATHOGENICITE CHEZ LES SINGES SAIMIRI
Les infections a microsporidies sont bien documentées chez le singe saimiri (Saimiri

sciureus), chez qui les microsporidies sont responsables de mortalité infantile et
néonatale relativement élevées, souvent provoquéees par Encephalitozoon cuniculi (50).
Les atteintes sont le plus souvent subcliniques, affectant essentiellement le tractus
digestif et le systeme nerveux central des jeunes singes, présumeés avec un systeme
immunitaire absent ou immature (50,62). Plusieurs études menées chez ces singes en
captivité montraient un impact majeur de la virulence des microsporidies par la présence
de diarrhées, de cachexie et d’anorexie directement imputables a Encephalitozoon
hellem. L’observation de Iésions digestives typiques et la détection de 'ADN dans les

selles, ou dans I'urine, ont renforcé le diagnostic (50).

Pour déterminer la pathogénicité d’Encephalitozoon hellem chez les singes saimiri, des
travaux menés ont pu étudier la moyenne de survie aprés administration de souches
d’Encephalitozoon hellem par différentes voies. Par voie orale, la survie moyenne
s’élevait a 110 jours, contre 27 jours par voie intraveineuse (63). Chez des individus en
captivité positifs au virus de 'immunodéficience simienne (SIV), 'ADN fécal d’espéces
appartenant au genre Enterocytozoon a été retrouvé dans 34 % des cas et toujours en
présence de signes cliniques, principalement digestifs. En comparaison, des individus
immunocompétents étaient porteurs du méme genre a hauteur de 17 %. De plus, les
spores persistaient pendant une longue période, car les échantillons restaient positifs
pendant 262 jours en moyenne, sans symptdme. Parmi ces échantillons, 86 % étaient

positifs & ’ADN d’Enterocytozoon bieneusi (64). Les résultats de ces études sont en

44



faveur d’'un potentiel portage intestinal asymptomatique de microsporidies chez les singes
saimiri non immunodéprimés.

PATHOGENICITE CHEZ LES MACAQUES

L'immunodépression est un facteur de risque majeur d’infection par Encephalitozoon
cuniculi et Encephalitozoon hellem, tous deux sont responsables d’'une symptomatologie
mortelle chez les macaques rhésus. Bien que ces especes soient directement liées a la
mortalité chez les singes immunodéprimés, d’autres espéces de microsporidies, telles
gu’Enterocytozoon bieneusi, semblent également étre des causes d’infections. Cette
derniere est largement impliquée dans des infections spontanées chez plusieurs especes
de macaques (Macaca mulatta, M. nemestrina, M. cyclopsis) qui présentent une
déficience immunitaire provoquée par le virus de 'immunodéficience simienne (SIV)
(50,65-67). Ce type d’infection est également observé chez I'animal immunocompétent,
dans de plus rares cas. En Chine, la prévalence d’Enterocytozoon bieneusi a été étudiée
chez neuf populations de macaques rhésus par PCR sur des échantillons de selles. Parmi
324 individus identifiés, 38 (11,7 %) étaient positifs. |l s’agissait de singes provenant de
différentes populations et qui habitaient des territoires éloignés sur le sol chinois. Ces
résultats marquent le caractere ubiquitaire du portage de cette espece par ces
populations simiennes (45).

Pour les macaques, cette infection affecte essentiellement le tractus digestif, se traduisant
généralement par une importante diarrhée agueuse chronique. Le systéme hépatobiliaire
est également concerné par le parasitisme cellulaire et la multiplication des sporontes.
Ceux-ci peuvent étre a l'origine d’'une cytolyse, d’'une cholestase ou d’'une fibrose

tissulaire (65).

Une prévalence importante et une mortalité élevée chez les singes immunodéprimés font
de la microsporidiose une pathologie majeure en santé animale, et par extension, en
prévention pour la santé humaine. Bien qu’il existe un portage asymptomatique chez les
singes immunocompétents, I'existence d’infections croisées avec ’'Homme implique une
compréhension poussée des mécanismes d’action et d’infestation des microsporidies,
ainsi qu’une étude de leur impact épidémiologique, dans I'objectif de prévenir 'émergence

de nouvelles épidémies.

45



PATHOGENICITE CHEZ LES GRANDS SINGES NON-HUMAINS
Trés peu de travaux ont été réalisés sur I'épidémiologie de la microsporidiose chez les

grands singes. Cependant, il semblerait que les grands singes soient des hotes porteurs
de microsporidies : ils peuvent étre asymptomatiques et servir de réservoirs, ou présenter
des formes cliniques de microsporidiose identiques a celles des autres singes, comme
les macaques rhésus ou les singes saimiri. Que les individus soient immunodéprimés ou
immunocompétents, des signes cliniques peuvent s’exprimer a différents degrés de
sévérité, selon leur statut immunitaire ou I'espéce infectante. D’autres facteurs, similaires
a ceux des macaques rhésus cités précédemment, peuvent influencer l'atteinte et la

gravité de l'infection (67-72).

Une forte prévalence des microsporidies chez des individus en captivité dans des zoos
européens et des sanctuaires africains a déja été démontrée (73). Le genre
Encephalitozoon demeure prépondérant, avec une large prévalence d’Encephalitozoon
cuniculi seul (83/237 échantillons), et dans une moindre mesure, Encephalitozoon hellem
associé a Encephalitozoon cuniculi. Par ailleurs, une différence significative a été
observée entre les zoos européens, ou 20 % des grands singes étudiés sont porteurs de

microsporidies, et les sanctuaires africains, ou ce taux atteint 53 % (73).

En Ouganda, les gorilles des montagnes (Gorilla gorilla beringei) sont en contact, de plus
en plus régulierement, avec les populations humaines et s’habituent a leur présence. lls
vivent dans des parcs naturels, a proximité de plusieurs communautés humaines
différentes (membres de I'’équipe de soins, habitants vivant a proximité dans le méme
environnement, touristes...) (69). L'intensification de cette proximité a suscité I'hypothése
d'une augmentation des transmissions de germes responsables d'anthropozoonoses, y
compris des microsporidies. L’exemple d’Encephalitozoon intestinalis a été étudié en
raison de la documentation limitée concernant cette espece, malgré son portage et sa
symptomatologie non négligeable. L’ADN d’Encephalitozoon intestinalis a été recherché
dans 100 échantillons de selles des gorilles des montagnes du Bwindi Impenetrable
National Park (population de 43 individus), et chez 66 étres humains en contact avec eux :
cing étaient positifs (les deux qui ont été détectés chez les humains concernent le
personnel travaillant aupres des singes). Le séquencage de la région ITS SSUrDNA de

toutes les souches a retrouvé un génotype commun (génotype SIU09929). Une
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comparaison avec une banque de données prouvait une similarité avec des souches
retrouvées chez 'Homme (69). Les gorilles des montagnes et I'étre humain pourraient
donc étre des réservoirs potentiels d'une méme souche, ce qui indique une contamination

commune entre I'Homme et le gorille, ou une transmission inter-espéces (69).

Le contact rapproché des grands singes avec I’'Homme constitue un parametre crucial a
prendre en compte pour établir un risque de transmission, comme le démontre cette
étude. En effet, si des singes de réserves naturelles ayant des contacts occasionnels avec
des étres humains sont sujets a des transmissions inter-especes, nous pouvons Nous
interroger sur le risque encouru avec les singes en captivité, qui sont en contact quotidien
avec 'Homme. Des études comparatives entre des populations simiennes sauvages et
des populations captives permettraient de préciser le risque de transmission des

microsporidies entre les grands singes et 'lHomme.

FOCUS SUR L’ETUDE MICROMONKEY

CONTEXTE

L’augmentation de la densité humaine, le tourisme animalier sauvage de masse, les
conflits géopolitiques, associés a une modification des biomes et des habitats naturels
des grands singes (déforestation, urbanisation...), ont provoqué une augmentation de la
proximité entre ’lHomme et les grands singes (73,74). En prenant 'exemple de 'Ouganda,
plusieurs populations de gorilles des montagnes vivent maintenant prés des populations
humaines (69,75). Des études réalisées dans plusieurs parcs zoologiques a travers le
monde ont mis en lumiére la forte prévalence et le risque de transmission que présentent
les microsporidies. Cent vingt-sept échantillons de selles de toutes especes animales,
recueillies dans deux zoos portugais, retrouvaient une prévalence de 1,6 % pour
Enterocytozoon bieneusi, s’élevant a 18,2 % chez les primates non humains non
hominoides, avec des souches a haut potentiel zoonotique (76). En Asie, plusieurs zoos
chinois sont confrontés a une grande diversité et a une forte prévalence d’Enterocytozoon
bieneusi chez les primates non humains non hominoides, allant jusqu’a 45 % des

individus captifs (77). Enfin, c’est dans les grandes réserves naturelles accueillant des
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primates sauvages que la prévalence retrouvée est la plus importante, ou pres de 70 %

des NHP non hominoides sont porteurs de microsporidies (78,79).

La proximité grandissante entre 'Homme, I'animal captif et 'animal sauvage semble
présenter un impact sur la prévalence des microsporidies au sein des différentes
populations ici décrites. Les animaux vivant en captivité montrent une prévalence plus
importante que leurs homologues sauvages (76—79), de par leur exposition a un
environnement ou se disséminent de nombreuses spores avec des échanges plus faciles
de celles-ci avec d’autres animaux porteurs, Homme compris. Si des changements
induisent des rapprochements de différentes populations sujettes au portage des
microsporidies, alors I'épidémiologie de ces microorganismes s’en verra impacter. En
revanche, le risque zoonotique semble logiqguement moindre par rapport a des individus

vivant en captivité et quotidiennement en contact avec des humains.

Le projet microMONKEY se présente comme une étude prospective multicentrique qui
cherche a dépeindre I'épidémiologie de la microsporidiose et I'impact du lien étroit qui
existe entre ’'Homme et les autres grands singes. Qu’ils soient sauvages ou captifs,
I'étude du portage de microorganismes responsables de pathologies chez ’'Homme porte
un intérét particulier permettant la compréhension des moyens de circulation des souches
pathogénes. Par extension, il vise a comprendre les conséquences écologiques des
zoonoses digestives et des flores microbiennes, dans un environnement en proie a de
nouveaux changements. La compréhension des méthodes de circulation de ces agents

constitue une base nécessaire a la prévention des pathologies qu’ils engendrent.

OBJECTIFS

C’est dans cette optique que ces travaux visent a évaluer la prévalence du portage des
espéces Enterocytozoon bieneusi et Encephalitozoon intestinalis chez les grands singes
vivant dans les zoos et les réserves naturelles. Par ce biais, des analyses approfondies
des cas positifs permettront d’explorer la circulation des souches entre 'lHomme et les
grands singes et d’appréhender leur potentiel zoonotique par comparaison des génotypes

circulants. Dans un second temps, I'étude de la composition du microbiote digestif pourrait
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étre utile pour identifier les genres et espéces microbiennes que I'on retrouve selon les

localisations géographiques, et prouver I'existence du portages de certains pathogénes.

La prévalence sera étudiée a partir d’échantillons de selles de grands singes, recueillies
et conservées pour réaliser une extraction ADN suivie d’'une amplification par technique
de PCR quantitative (QPCR). Le séquencage haut débit des souches par technique NGS
des régions ITS et/ou de quatre loci (un minisatellite MS4 et trois microsatellites : MS1,
MS3 et MS7) permettra d’étudier les profils génotypiques des souches d’Enterocytozoon
bieneusi et Encephalitozoon intestinalis retrouvées. L’analyse du microbiote fécal sera
également réalisée a I'aide du séquengage NGS sur les échantillons de selles des grands

singes inclus dans I'étude.

MATERIELS & METHODES

POPULATIONS SIMIENNES ETUDIEES

La super-famille des Hominoidae se compose de cing sous-familles : les Hylobatoides
(gibbons), les Pongidés (Orangs-outans), les Gorillinés (gorilles), les Paninés

(chimpanzés) et les Hominines (lTHomme) (Figure 17) (74-79).
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Bornean orangutan ’ﬂ :
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bonobo, or pygmy chimpanzee
(Pan paniscus)
male © Encyclopaedia Britannica, Inc.

Figure 16. Représentation graphique des espéces de la super-famille des Hominoidae.
Source : Encyclopedia Britannica. Napier JR, Groves CP. Primate.
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Les grands singes, bien que retrouvés sur I'ensemble des continents en captivité (pour la
majorité des espéces), vivent a I'état sauvage au sein d’aires géographiques restreintes
en Afrique de I'Est, en Afrique centrale et en Asie du Sud-Est (Figure 18) (81,82,83).
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- chimpanzés (Pan troglodytes) m gorilles de I'Ouest (Gorilla gorilla) - orangs-outans de Bornéo (Pongo pygmaeus)
- bonobos (Pan paniscus) m qorilles de I'Est (Gorilla beringei) orangs-outans de Sumatra (Pongo abelii)

- orangs-outans de Tapanuli (Pongo tapanuliensis)

Figure 17. Répartition géographique des grands singes en Afrique et en Asie du Sud-Est.
Source : Encyclopeedia Universalis France.

Les espéces de grands singes étudiées dans le projet microMONKEY sont uniquement
des grands singes africains. Pour ce qui est des espéces sauvages, il s’agit des
chimpanzés (Pan troglodytes schweinfurthii) et des deux sous-espéces de gorille de I'Est
gue sont les gorilles des montagnes (Gorilla beringei beringei), que I'on retrouve au parc
national des volcans du Rwanda (70), et les gorilles des plaines de I'Est (Gorilla beringei

graueri).
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RESERVES AFRICAINES ET CENTRES ZOOLOGIQUES PARTICIPANTS
Les populations simiennes étudiées originaires de réserves naturelles africaines sont

issues de plusieurs réserves : parc national des Virunga (Républiqgue démocratique du
Congo), parc national de Gombe (République unie de Tanzanie), lle de Ngamba
(Ouganda), parc national de la forét de Kibale (Ouganda), forét impénétrable de Bwindi
(Ouganda), parc national des volcans (Rwanda) et du parc national de la forét de
Nyungwe (Rwanda) (Figure 19) (85).
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Figure 18. Parcs zoologiques et réserves africaines participant a I'étude microMONKEY..
Source : The Conversation, Desoubeaux G. Maladies émergentes: Le projet MicroMonkey traque la
microsporidiose chez les grands singes d’Afrique. 17 mars 2022.

En Europe, les parcs zoologiques qui participent a I'étude sont : ZooParc de Beauval, Zoo
de la Fléche, Parc Zoologique de Barcelone, la ménagerie du jardin des plantes de Paris,
le BioParc de Doué-la-Fontaine, le Budapest Zoo & Botanical Garden, Zoologischer
Garten Berlin, Zoo antwerpen, ZSL London Zoo, Diergarde Blijdorp, la réserve zoologique
de la Haute-Touche et le parc zoologique de Paris. Des échantillons de selles d’autres
primates non humains (babouins, singes bleus, singes vervet...) seront également

prélevés afin de constituer un groupe contréle.

COLLECTE ET CONSERVATION DES ECHANTILLONS
La collecte de selles non liquidiennes des individus étudiés est réalisée sur place, au sein

des réserves naturelles et des enclos des parcs zoologiques. Le prélevement est effectué
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a l'aide d’une cuillere en plastique a usage unique servant a le placer dans un pot a
échantillon. Une noix de selle est suffisante car I'analyse ne nécessite qu’une petite
quantité pour extraire assez d’ADN pour I'étape d’amplification par PCR (au minimum,
environ cing grammes). Une fois identifiés a I'aide d’étiquettes codées a 8 chiffres, les
échantillons sont triés, et les informations correspondantes a chacun sont tracées dans
un tableau listant : la date du prélévement, l'identification de I'espéce animale et la

localisation de I'échantillon lors de sa collecte (centre et habitat).

A chaque échantillon prélevé, est ajoutée une solution de Preservative RNAlater Buffer®
afin de conserver 'ADN intact & température ambiante, avant la congélation de la selle et
I'extraction de 'ADN cible au laboratoire. Une autre solution de conservation (NucliSens
EasyMAG® BioMérieux) est également ajoutée pour inactiver et prévenir tout risque

infectieux pouvant provenir de I'échantillon.

L’ensemble des prélevements sont rapatriés au laboratoire de Parasitologie-Mycologie-
Médecine tropicale du Centre hospitalo-universitaire (CHU) de Tours, en France, ou ils
sont conserves dans une chambre froide a -20°C dans des containers hermétiques, avant
I'étape d’extraction d’ADN. Les échantillons ne pouvant pas étre rapatriés dans I'immédiat
au laboratoire du CHU sont directement conservés sur les sites de collecte en attendant

d’étre stockés au laboratoire.

PCR QUANTITATIVE
L’étape d’extraction de '’ADN microbien a partir d’échantillons de selles est réalisée avec

le kit ADN QIAamp PowerFecal Pro®, conformément au protocole d’extraction détaillé en
Annexe 2. Une colonne de billes sert a la séparation et I'isolement de ces fragments ainsi
gu’a I'élimination d’inhibiteurs initialement présents dans I'’échantillon (86). Le principe
d’extraction repose sur une succession de réactions chimiques et de séparations au
travers de la colonne, incorporées de phases d’homogénéisation et de centrifugation. Une
faible quantité d’échantillon (environ 0,25 gramme de selles) est mélangée a une solution
de lyse cellulaire qui détruit les bactéries et les cellules des champignons afin de libérer
’ADN contenu a l'intérieur lors d’'une phase d’homogénéisation (2000 rpom x 30s, 30s puis
2000 rpm x 30s) qui sépare I'ensemble des débris fécaux de 'ADN microbien. Apres

centrifugation, le surnageant, qui contient les fragments d’ADN, est récupéré puis

52



transféré dans un tube avec une solution qui joue un role de capture des inhibiteurs de
PCR dans [Iéchantillon. Le surnageant est transféré dans une colonne
chromatographique a microbilles qui capturent 'ADN pour le séparer du reste. Une
solution, lors de lavage successifs, purifie I'extrait avant qu'’il ne soit élué grace a une
solution d’élution. Deux microlitres d’'un contrdle d’inhibiteur de PCR (Universal Inhibition
Control DIA-UIC (Cy5)-050 Cont DNA 4.10*3) sont directement ajoutés a I'éluat, qui
servira de contrOle interne lors de I'amplification ADN. Les extraits sont stockés a -20°C
au sein du laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHRU de Tours si I'étape

d’amplification n’est pas réalisée a la suite de I'extraction.

Des amorces spécifiques sont utilisées pour amplifier la région ITS conservée de 'ADN
de la petite sous-unité ribosomale d’Enterocytozoon bieneusi et Encephalitozoon sp. La
PCR quantitative utilise 5 uL d’ADN extrait de I'échantillon pour un volume total de 25 L,
comprenant entre autres, 2 x 0,5 pL d’amorces pour E. bieneusi (Ebl et Eb5), 0,5 pL de
sonde de détection d’ADN E. bieneusi (EbS2), 2 x 0,5 pL d’amorces pour Encephalitozoon
(FEI1 et REI1), 0,5 pL de sonde de détection d’ADN Encephalitozoon ainsi que 0,5 pL de
contréle d’inhibition (Univ Inhibition Control), pour valider 'amplification des échantillons.
Le témoin positif utilise 5 yL d’ADN d’échantillons de selles de patients humains du CHU
de Tours connus positifs pour E. bieneusi et/ou Encephalitozoon sp. Pour le témoin
négatif, il s’agit de 5 pL d’eau stérile. La composition précise de chaque puit est décrite

dans le protocole détaillé de I'étape d’amplification ADN, en Annexe 3.

Les mix sont déposés dans les puits d’'une plaque de 96 puits Lightcycler® (référence
04729692001, Roche), ou les échantillons et le témoin positif sont déposés en double
selon un plan de plaque préalablement complété. Le témoin négatif n’est déposé que
dans un puit. La plaque est ensuite recouverte d’un film plastique pour étre centrifugée,

afin d’homogénéiser les dépbts.

L’automate servant a réaliser la réaction d’amplification est le Lightcycler® 480 Il (Roche)
avec l'aide du logiciel LightCycler® 480 Software, qui réalise le programme d’amplification
prédéfini. Le protocole est le suivant : Décontamination pendant 2 minutes a 50°C,
Incubation a 95°C pendant 10 minutes, puis Amplification avec 50 cycles se composant
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chacun d’'une étape de dénaturation a 95°C pendant 15 secondes et une étape

d’hybridation a 63°C pendant 60 secondes.

GENOTYPAGE
L’identification génotypique des souches isolées d’Enterocytozoon bieneusi et

Encephalitozoon intestinalis est réalisée par une méthode de séquencage qui cible la
région ITS de 'ADN de la petite sous-unité du ribosome eucaryote. Les extraits d’ADN
(avant I'étape d’amplification) conservés au CHU de Tours seront traités au centre
national de référence (CNR) des microsporidies, au CHU de Clermont-Ferrand. L’ADN
extrait y sera amplifié grace a des amorces spécifiques (MSP3 et MSP4B) (60) pour que
la séquence soit comparable a la banque du National Centre for Biotechnology
Information (NCBI, Bethesda, Etats-Unis), a l'aide du logiciel Molecular Evolutionary

Genetics Analysis®. Il sert a déterminer le génotype de chaque souche (87).

La technique de pointe utilisée dans I'étude microMONKEY est le séquengage MLST
(multilocus sequence typing). Il permet d’obtenir une identification génotypique précise
car il combine le séquencage de la région ITS a celui de quatre autres marqueurs
génétiques : le minisatellite MS4 et les trois microsatellites MS1, MS3 et MS7. Il s’agit de
fractions du génome hautement répétées et fréquemment porteuses d’erreurs de
réplication. De cette maniere, ils sont la marque d’une variabilité interindividuelle selon le
nombre de répétitions qu’ils possédent. Il s’agit donc de cibles de choix afin de déterminer

des différences génétiques précises entre plusieurs individus d’'une méme espéce.

Le logiciel Clustal Omega algorithm® permet I'alignement des séquences et attribue a
chacune un code ainsi qu'un « sequence type » (ST) (88). Chaque génotype retrouvé
sera confronté avec des séquences connues, issues de la base de données publique
GenBank® (89) afin de les classer. Cette catégorisation des souches selon leurs
génotypes est trés utile. Grace a elle, il est, par exemple, possible de déterminer une
origine géographigue commune pour plusieurs souches. Par comparaison avec des
échantillons positifs provenant de singes sauvages, captifs ou d’étres humains, il sera
plus aisé d’évaluer un risque zoonotique pour chaque génotype et d’exposer ceux qui

présentent un risque important de transmission inter-especes. On pourra, entre autres,
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émettre des hypotheses sur les modes de dissémination et de contamination de souches

bien précises.

ANALYSE DU MICROBIOTE FECAL
L'analyse du microbiote fécal permet de dresser un profil détaillé de la flore intestinale

des grands singes africains étudiés. C’est un outil puissant, qui offre une opportunité
précieuse pour la surveillance et la gestion de leur état de santé. Elle est également tres
utile pour mieux comprendre linfluence de I'environnement sur I'équilibre microbien

digestif et, par extension, sur le bien-étre général des grands singes d’Afrique.

Afin de fournir la liste la plus exhaustive possible des germes que I'on retrouve dans les
échantillons, 'ensemble des extraits d’ADN sont traités par séquencage NGS. Le
segment 16S de ’ADN ribosomal des bactéries et les régions ITS des champignons sont
spécifiqguement ciblées, afin d’identifier les espéces présentes dans chaque échantillon.
L’automate utilisé au CHU de Tours est le MiSeq system (lllumina™) avec les kits QlAseq

16S/ITS Screening Panel® (Qiagen™) et flowcell standard v.3 reagent (lllumina™).

Une fois le séquencage de ces régions réalisé, une analyse bio-informatique associera
les fragments correspondants entre eux pour obtenir les séquences completes des
différents génomes présents dans I'échantillon. La comparaison de ces séquences ainsi
obtenues a plusieurs banques de données permettra d’attribuer chacune d’entre elles au
germe correspondant. Une fois 'ensemble des germes identifiés, le microbiote fécal est

alors reconstitué.

L'étude des microbiotes fécaux repose sur des analyses multivariées utilisant une
approche comparative. En confrontant les microbiotes des échantillons étudiés avec ceux
appartenant a d'autres individus, il devient possible de détecter des différences inter- et
intra-individuelles. Des représentations graphiques claires faciliteront la mise en évidence
de ces distinctions, permettant de constituer des groupes et des sous-groupes d'individus
partageant des microbiotes similaires. L'objectif de cette démarche est de fournir une
base solide pour de futures études épidémiologiques. Elles pourront s'appuyer sur ces
résultats pour explorer les liens entre les environnements des individus au sein d'un
méme groupe, ainsi que leur proximité avec d'autres singes (qu'ils soient sauvages

captifs), voire avec 'Homme.
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CONCLUSION

MicroMONKEY est une étude innovante, notamment par son sujet, puisque les
microsporidies font partie des agents pathogénes négligés. Catégorisées comme
d’'importance secondaire par le CDC, et longtemps écartées, peu d’études ont été menées
a leur sujet dans le domaine de la santé humaine. Des articles ont déja démontré que les
microsporidies présentent une grande diversité, compte tenu du grand nombre d’espéces,
ainsi qu'une importante diversité génétique intra-espéce, avec de nombreux génotypes
déja identifiés. Cependant, la plupart des études ont été menées chez les animaux, et
aucune n'a été réalisée spécifiguement chez les grands singes africains. Le
projet microMONKEY se distingue également par [lutilisation d’'une technique de
génotypage précise de pointe. L’objectif principal est d’apporter davantage d'arguments
concernant le risque microbiologique des microsporidies auquel les grands singes
africains sont exposeés, tout en mettant en lumiéere un risque zoonotique pouvant avoir des
répercussions importantes sur la santé humaine. L’expansion du réservoir des
microsporidies et leur transmission entre chimpanzés, gorilles et humains sont des

inconnues que le projet cherche a éclaircir.

Il s’agit d’une étude qui s’inscrit pleinement dans les préoccupations actuelles en matiére
d’environnement, de santé publique et de bien-étre animal. La santé repose sur trois
piliers interconnectés, et le concept One Health est un outil puissant de surveillance et
d’organisation pour contréler, entre autres, les problemes liés a I'émergence de
pandémies. Ainsi, cette étude se présente comme une opportunité de renforcer la santé
des animaux sauvages et captifs, ainsi que de préserver les faunes et les flores locales,
par une meilleure compréhension de leur écosystéme et, par conséquent, des

microorganismes qui en font partie.

Le projet microMONKEY est donc une avancée pertinente dans la protection des grands
singes africains et dans le renforcement de la santé humaine mondiale par la
sensibilisation des populations et des organismes politiques concernés. Il agit pour une
meilleure compréhension des liens invisibles qui unissent les espéces dans un

écosysteme fragile et en constante évolution.
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ANNEXE 1 — ESPECES DES MICROSPORIDIOSES HUMAINES

Tableau 1. Espéces responsables de microsporidioses chez ’'Homme.
Source: Han B. Weiss LM. Microsporidia: Obliaate Intracellular Pathoaens within the Funaal Kinadom. Microbiol Spectr.

Species Synonym(s) Common sites Other mammalian hosts | Reported Non-mammalian hosts | Disease Manifestations Reported
of infection in
humans
Anncaliia algerae Brachiola algerae Eye Mosquitoes myositis, keratoconjunctivitis, cellulitis
Nosema algerae Muscle
Aunncaliia connori Brachiola connorr Systemic disseminated disease
Nosema connori
Anncalfia vesicularum Brachiola vesicularum Muscle myositis
Encephalitozoon cuniculi Nosema cunicull Systemic Wide host range Birds hepatitis, encephalitis, peritonitis,
urethritis, prostatitis, nephritis, sinusitis,
keratoconjunctivitis, cystitis, diarrhea,
disseminated infection
ncephalitozoon heflem yes ats irds superficial keratoconjunctivitis, sinusitis,
Encephalit hell Ey Bat Bird ficial kerat tivit t
pneumonitis, nephritis, protatitis,
urethritits, cystitits, diarreha, disseminated
infection
Encephalitozoon intestinalis Septata intestinalis Small intestine Wide host range Geese diarrhea, intestinal perforation,,
cholangitis, nephritis, superficial
keratoconjunctivitis, disseminated
infection
Enterocytozoon bieneusi Small intestine Wide host range Birds diarrhea, malabsorption with wasting
Biliary tract syndrome, cholangitis, rhinitis, bronchitis
=
Microsporidium africanuinm Eyes stromal keratitis
Microsporidium ceylonensis Eyes stromal keratitis
Microsporium CU (Endoreticulatus-like) Muscle myositis
Nosema ocufarum Eyes stromal keratitis
Pleistophora ronncafiei Muscle Fish ™ myositis
Trachipleistophora anthropopthera Eyes Insects ¥ encephalitis, keratitis, disseminated
Systemic infection
Trachipleistophora hominis Eyes Mosquitoes # myositis, keratoconjunctivitis, sinusitis,
Muscle encephalitis
Tubulinosema acridophagus Muscle Fruit fly * myositis, disseminated infection
Systemic ’
Vittaforma corneae Nosema corneum Eyes Keratoconjunctivitis, urinary tract

Urinary tract

infection

Ed
Putative host(s) based on phylogeny or host relationships of other species within the genus




ANNEXE 2 — PROTOCOLE DETAILLE DE L'EXTRACTION ADN

Matériel utilisé

Cones a filtres de 1000 uL + pipette adaptée
Cones a filtres de 200 pL + pipette adaptée
Cones a filtres de 10 uL + pipette adaptée
Centrifugeuse

Petite centrifugeuse de paillasse (sous le PSM)
PSM

Portoirs tubes

Réacitifs utilisés

Kit d’extraction Qiagen PowerFecal Pro DNA®
Universal Inhibition Control DIA-UIC (Cy5)-050 Cont DNA 4x10*3 (contrdle interne
d’amplification, stocké dans le congélateur -20°C, réf : DICU-CY-L100)

Etape pré-analytique

Allumer les UV sous le PSM pendant 15 min.

Sortir les réactifs du coffret et une colonne par échantillon.
Solution CD2 stockée a 2°-8°C

Autres réactifs stockés a température ambiante.

Etape d’extraction de I’ADN

N =

Vortexer brievement le tube PowerBead Pro vide.
Ajouter jusqu’a 250 mg d’échantillon de selle et 800 pL de solution CD1.

Homogénéiser le mélange selon le programme prédéfini :
e Homogénéisation 2000 rpm, 30 secondes

e Pause 30 secondes

e Homogénéisation 2000 rpm, 30 secondes.

Centrifuger les tubes d’échantillon a vitesse 15.000 g pendant 1 minute a
température ambiante.

Transférer le surnageant (500-600 pL) dans un tube de microcentrifugation vide de
2 mL, préalablement identifie. Ajouter 200 pL de solution CD2 et vortexer pendant
5 secondes.

Centrifuger les tubes d’échantillon a vitesse 15.000 g pendant 1 minute a
température ambiante.
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7. Transférer le surnageant (700 uL maximum) dans un tube de microcentrifugation
vide de 2 mL, préalablement identifié. Ajouter 600 pL de solution CD3 au lysat et
vortexer pendant 5 secondes.

8. Déposer 650 puL du lysat obtenu dans une colonne MB Spin et centrifuger pendant
1 minute a vitesse 15.000 g.

9. Jeter I'écoulement et centrifuger une nouvelle fois pendant 1 minute a vitesse
15.000 g pour s’assurer que tout le lysat est passé dans la colonne d’écoulement.

10. Placer la colonne MB Spin dans un tube collecteur de 2 mL et identifié sur le
capuchon :

e Ajouter 500 pL de solution EA dans la colonne.
e Fermer le capuchon et centrifuger 1 minute a vitesse 15.000 g
o Jeter I'effluent

11. Replacer la colonne MB Spin dans le méme tube collecteur de 2 mL
e Ajouter 500 pL de solution C5 dans la colonne.
e Fermer le capuchon et centrifuger 1 minute a vitesse 15.000 g
o Jeter 'effluent

12. Réaliser une seconde centrifugation, avec un nouveau tube collecteur, pendant 2
minutes a une vitesse 16.000 g.

13. Placer la colonne MB Spin dans un tube a élution 1,5 mL, préalablement identifié.
e Ajouter 50-100 pL de solution C6 au centre de la membrane filtrante blanche.
e Centrifuger pendant 1 minute a vitesse 15.000 g.
e Jeter la colonne MB Spin

14. Ajouter 2 yL d’Universal Inhibition Control DIA-UIC (Cy5)-050 Cont DNA 4x10* 3,
directement a I'extrait d’ADN.

Remarque : I'échantillon peut étre conserve a -20°C.
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ANNEXE 3 — PROTOCOLE DETAILLE DE L'AMPLIFICATION ADN

Matériel et réactifs

- Platinium gPCR Supermix-UDG

- Sonde EbS2 d’Enterocytozoon

- Amorces Eb1 et Eb5 d’Enterocytozoon

- Amorces FEI1, REI1 d’Encephalitozoon

- Sonde d’Encephalitozoon

- Eau stérile

- Témoins positifs (extraits d ADN d’Enterocytozoon, Encephalitozoon)

- Contréle d’inhibition Probes and primers (mélange de sonde et amorces
spécifiques de 'ADN de plasmide).

Préparation du Mix Enterocytozoon / Encephalitozoon

Préparer le volume de mélange réactionnel nécessaire au nombre de puits (n).

n = Nombre de patient(s) a tester x 2 + 2 témoins positifs x 2 + 1 témoin négatif + 2 puits virtuels

Nombre de patients 1 2 3 4 5 6 7
Nombre de cupules 1 9 11 13 15 17 19 21
(volume en pL)

Platinum gPCR SuperMix-UDG 12,5 112,5 137,5 162,5 187,5 212,5 237,5 262,5
Amorce Eb1 10uM Enterocytozoon 0,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5
Amorce Eb5 10uM Enterocytozoon 0,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5

Sonde EbS2 10uM 0,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5
Enterocytozoon
Amorce REI1 10uM 0,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5
Encephalitozoon
Amorce FEI1 10uM 0,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5
Encephalitozoon
Sonde 10uM 0,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5
Encephalitozoon
Univ Inhibition Control 0,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5
MgCl, 0,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5
Eau 3.5 31.5 38.5 45.5 52.5 59.5 66.5 73.5
DNA/tube 5 5 5 5 5 5 5 5
Volume final/tube 25 25 25 25 25 25 25 25
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Préparation de la plaque 96 puits

Pour les patients a tester :

- Deéposer 20 uL de mix Enterocytozoon / Encephalitozoon dans les cupules en
fonction de la microsporidie a amplifier
- Déposer 5 yL d’ADN extrait

Remarque : si la plaque ne se prépare pas le méme jour que I'extraction, les extraits sont stockés dans le
congélateur -20°C.

Pour les témoins positifs :

- Déposer 20 uL de mix dans chaque cupule
- Déposer 2,5 uL d’ADN
- Déposer 2,5 yL d’eau stérile

Pour le témoin négatif :

- Déposer 20 uL de mix
- Déposer 5 pL d’eau stérile

- Filmer la plaque a l'aide d’un adhésif transparent de protection et apporter la plaque
au LightCycler 11 480°.

- Centrifuger la plaque pendant 1 minute 30 a 2000 rpm puis l'insérer dans le
LightCycler 11 480°.

- Sélection du programme LightCycler 480 Software. Dans « New experiment from
template » : sélection de l'intitulé « PCRq Multiplex — Crypto - Microsporidies »

Programme Nombre de cycles Température Durée
Décontamination 50°C 2 min
Dénaturation initiale 95°C 10 min
Dénaturation 95°C 15 sec
50
Elongation 60°C 1 min

- Rentrer lidentité des échantillons (nom du patient ou numéro de travail) dans
'onglet « sample editor », aprés avoir ou non sélectionné les puits dans « Subset »
- Plus cliquer sur « Start Run »
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Résultats

- Une fois les cycles terminés, la boite de dialogue « Save Experiment » s’affiche.

- Le module « Analysis » est alors accessible, cliquer dessus. Il faut faire 'analyse
sur le canal CY5 (témoin interne 618-660), le canal FAM (détection d’ADN
d’Enterocytozoon 465-510), le canal HEX (détection d’ADN d’Encephalitozoon
533-580), le canal TxRed (détection d’ADN de Cryptosporidium 533-610)

- Dans la page Create new Analysis, sélectionner « Abs Quant/2nd derivative max »

- Une nouvelle boite de dialogue s’ouvre, sélectionner :

o

0O O O O

« Analysis Type » : « Abs Quant/2nd derivative max »

« Subset » : « All samples » ou le plan de plaque indiqué

« Program » : « Amplification »

« Name » : « Abs Quant/2nd derivative max for all samples»

Cliquer sur “Accept”, dans Filter Combs 618-660, sélectionner le premier
filtre « Cy5 » puis « Calculate » et enfin « Save »

( Remarque : faire la méme chose pour les filtres FAM, HEX, TxRed)

- Aller dans l'onglet « Report », dans « General » cochez :

o

O O O O O

« Experiment »

« Protocol »

« Revision history »

« Setting »

« Results »

« Amplification Curves »

- Cliquer sur « Generate » puis sur « PDF » pour enregistrer dans « Mes
documents/ parasitologie/ Microsporidie »

69



université > Faculté de pharmacie

de TOURS [ Philippe-Maupas

ENGAGEMENT DE NON PLAGIAT

Arthur Wilhelm

Je, soussigné (e)

Déclare étre pleinement conscient(e) que le plagiat de documents ou d’'une partie d'un document publiés

constitue une violation des droits d’'auteur ainsi qu'une fraude caractérisée. (Décret n°92-657 du 13
Juillet 1992)

En conséquence, je m’engage a citer toutes les sources que j'ai utilisées pour écrire ce mémoire.

Signature :



université Faculté de pharmacie
de TOURS Philippe-Maupas

SIGNATURES DU DIRECTEUR DE THESE ET DU DOYEN

N° Etudiant : 22114615 N° Thése : 2

Nom et Prénom : WILHELM Arthur

Sujet : Profil épidémiologique et potentiel zoonotique des microsporidies
chez les grands singes africains au travers de microMONKEY et
dans la démarche du concept « One Health »

Tours, le : 27/09/2024

Le(s) Directeur(s) de Thése :
Nom(s) et signature(s)

Gf/ﬂmnauf\e DESUUBEAUX

PU-PH

Vu et Transmis :
Le Doyen

Le directeur de la Faculté
des Sciences Pharmaceutiques

Pr Denys BRAND o




université Faculté de pharmacie
de TOURS Philippe-Maupas

NOM, PRENOM de Uétudiant WILHELM Arthur Ne 73

TITRE DE LA THESE

Profil épidémiologique et potentiel zoonotique des microsporidies chez les grands singes africains
au travers de I'étude microMONKEY et dans la démarche du concept « One Health »

RESUME DE LA THESE

Les microsporidies sont des eucaryotes parasites intracellulaires obligatoires et opportunistes, responsables de symptomatologies digestives, dans
la plupart des cas chez le patient immunodéprimé. Retrouvées dans I'environnement sous forme de spores infestantes, il existe une multitude
d’espéces différentes, dont quatorze sont des pathogénes de 'Homme. Bien qu’Enterocytozoon bieneusi et le genre Encephalitozoon soient le plus
souvent incriminés en pathologie humaine, ils sont également trés répandus dans I'environnement et chez les animaux a travers le globe. Insectes,
oiseaux, poissons, rongeurs et autres mammiféres présentent un portage de microsporidies non négligeable, méme en I'absence de symptémes.
Pouvant étre ainsi transmises par contact direct ou indirect avec des animaux infestés, les microsporidies sont liées a une transmission zoonotique
et interindividuelle. La proximité grandissante des animaux avec 'Homme, par le biais de I'élevage intensif, de la déforestation, de I'urbanisation
croissante et des déplacements individuels et commerciaux, est un facteur de risque établi qui ne cesse de s’accentuer avec la mondialisation. Les
grands singes africains retrouvés dans des réserves naturelles, a I'état sauvage ou dans des parcs zoologiques européens, sont de plus en plus
confrontés a l'activité humaine. Ce rapprochement géographique exprime donc un risque de transmission des microsporidies pour les individus en
contact avec eux. Afin d’étudier cet aspect épidémiologique de la microsporidiose, I'étude microMONKEY évalue la prévalence du portage des
microsporidies chez certaines populations de grands singes en Afrique et dans des zoos européens. Déterminer la prévalence d’Enterocytozoon
bieneusi et d’Encephalitozoon intestinalis chez ces mammiféres par PCR quantitative et identifier les souches communes par génotypage MLST des
régions ITS, de microsatellites et de minisatellites de 'ADN permettrait d’établir un profil épidémiologique de la répartition de ces pathogenes au sein
de populations simiennes bien précises. Par la suite, I'étude de leurs microbiotes intestinaux et la comparaison a d’autres souches retrouvées chez

I'Homme permettrait de savoir s'il existe une corrélation et une transmission inter-espéces des microsporidies.

MOTS-CLES SIGNIFICATIFS DE SON CONTENU, ATTRIBUES PAR LE CANDIDAT EN LIAISON AVEC LA
BIBLIOTHEQUE UNIVERSITAIRE ET LES MEMBRES DU JURY

Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon intestinalis, génotypage MLST, grands singes africains, microMONKEY,
microsporidies, microsporidiose, One Health

JURY

PRESIDENT : Pr. Denys BRAND, doyen et enseignant-chercheur, UFR des Sciences pharmaceutiques de Tours

DIRECTEUR : Pr. Guillaume DESOUBEAUX, PU-PH au laboratoire de Parasitologie-Mycologie, CHU de Tours
Enseignant-chercheur a 'UFR de Médecine de Tours
Unité Inserm U 1100 — Centre d’Etude des Pathologies Respiratoires (CEPR)

MEMBRES : Dr. Adélaide CHESNAY, MCU-PH au laboratoire de Parasitologie-Mycologie, CHU de Tours
Enseignant-chercheur a 'UFR des Sciences pharmaceutiques de Tours
Unité Inserm U 1100 — Centre d’Etude des Pathologies Respiratoires (CEPR)

Dr. Antoine LECLERC, vétérinaire a la clinique du ZooParc de Beauval, Saint-Aignan-sur-Cher

DATE ET LIEU DE SOUTENANCE 16 octobre 2024, UFR des Sciences Pharmaceutiques de Tours




