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INTRODUCTION

Les maladies vectorielles sont nombreuses et présentes sur tous les continents.
Les vecteurs les plus connus sont les moustiques, les tiques, les phlébotomes ou les
moucherons piqueurs. En médecine vétérinaire, on peut citer la piroplasmose due a
un protozoaire transmis par les tiques ; la leishmaniose due a un protozoaire transmis
par les moustiques ; la maladie de Schmallenberg due a un virus transmis par des
moucherons... La connaissance des vecteurs, de leur interactions avec I'héte, la
transmission du pathogéne mais également les réactions provoquées chez I'héte est
primordiale pour la compréhension des maladies transmises.

La Cytauxzoonose est une maladie vectorielle transmise par les tiques. Le
protozoaire, Cytauxzoon spp. (protozoaire du groupe des Apicomplexa ou
sporozoaires, ordre des Piroplasmida ou piroplasmes, famille des Theileriidae), se
développe dans les érythrocytes et le systeme réticulo-endothélial. Il entraine
'apparition d’un syndrome pyrétique et hémolytique chez les chats domestiques (Felis
catus). Le syndrome hémolytique est caractérisé par une anémie accompagnée
d’ictére. La présence d’inclusions intra-érythrocytaires est possiblement observable
sur le frottis sanguin. Cette maladie conduit dans une grande majorité des cas a la
mort des chats infectés.

La Cytauxzoonose a été décrite pour la premiére fois aux Etats-Unis dans le
Missouri en 1973. Aux Etats-Unis, cette maladie est richement documentée et étudiée.
L’agent responsable de la Cytauxzoonose a été identifié, il s’agit de Cytauxzoon felis.
De méme le vecteur a pu étre identifié et il s’agit de la tique Amblyomma americanum,
mais Dermacentor variabilis est également un vecteur compétent. Il existe une espéce
réservoir, identifié aux Etats-Unis, qui est le lynx roux (Lynx rufus). De plus, par de
nombreuses études il a été mentionné que certains chats pouvaient également étre
porteurs asymptomatiques, soulevant ainsi la question d’'une transmission entre chats
domestiques (Felis catus).

En Europe, un agent voisin de Cytauxzoon felis a été mis en évidence pour la
premiere fois en Espagne sur des lynx ibériques (Lynx pardinus) (Diaz-Regafion et al.,
2017). De nombreux cas cliniques ont également été mentionnés notamment en Italie
(Veronesi et al., 2016), au Portugal (Alho et al., 2016), en Roumanie (Gallusova et al.,
2016), en France (Legroux et al.,, 2017a), en Suisse (Nentwig et al., 2018) et en
Allemagne (Panait et al., 2020). L’identification des agents mis en évidence lors de ces
études ont fait I'objet d’'une étude approfondie en 2022, identifiant 3 souches
européennes (Willi et al., 2022).

Une thése vétérinaire réalisée en 2018 a permis de mettre en évidence la
présence du protozoaire dans le département du Jura chez des lynx (Lynx lynx) et des
chats domestiques (Felis catus) (Bohin, 2018a). Cependant, a I’heure actuelle, aucune
étude n’a permis d’identifier le vecteur en Europe. Ces éléments sont a I'origine d’une
étude de terrain centrée sur le département du Jura, zone étudiée et confirmée lors de
la thése vétérinaire de 2018, comme zone a risque pour Cytauxzoon sp..
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Aprés une premiére partie bibliographique consacrée dans un premier temps a I'étude
de la relation hote-vecteur tique et dans un second temps a I'étude de I'évolution des
infections par Cytauxzoon sp. en Europe, nous rendrons compte dans une deuxiéme
partie des résultats de I'étude de terrain effectuée dans le but d’identifier le vecteur de
Cytauxzoon sp. dans une zone ou l'on évaluera parallélement la prévalence de
Cytauxzoon sp. chez les félidés domestiques.
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CHAPITRE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

l. Etude de larelation hdte — vecteur tique

Il existe une multitude de maladies transmises par des vecteurs qui peuvent
étre de nature tres variée : matiéres organiques, virus ou encore organisme
pluricellulaire comme les arthropodes. Pour notre étude nous nous concentrerons sur
la transmission de protozoaires, de l'ordre des Piroplasmida, par des tiques de la
famille Ixodina ou tiques dures en étudiant plus précisément la relation héte — vecteur
tique.

1. Qu’est-ce qu’un vecteur ?
a. Définition d’un vecteur

La définition d’un vecteur est relativement ambigué car elle dépend du domaine
dans lequel on se place. Dans le langage courant, en biologie, un vecteur est
représenté par tout support véhiculant des matieres organiques porteuses de micro-
organismes (mains, vétements, chaussures, voitures...). Dans le domaine de la
thérapie génique, un vecteur est un fragment d’ADN (plasmide ou virus) utilisé pour
insérer du matériel génétique au sein d’une cellule. De nombreuses autres définitions
existent, dans des domaines différents. Nous retiendrons celle du dictionnaire
Larousse : tout étre vivant capable de transmettre de fagon active (en étant lui-méme
infecté) ou passive un agent infectieux (bactérie, virus, parasite).

Pour notre étude, on se focalisera sur les arthropodes hématophages assurant
la transmission active d'un agent pathogeéne d'un vertébré a un autre, avec le cas
particulier des tiques. Le comportement alimentaire de ces vecteurs, de par le
caractére hématophage de leur alimentation, induit une recherche active d'un hote
vertébré afin de réaliser leur cycle. En effet I'élaboration des ceufs par les femelles est
dépendante de ces repas de sang. Ainsi, ce comportement alimentaire permet d’établir
un contact indirect (un « pont») entre un 1°" vertébré potentiellement source de
pathogéne et un 2" vertébré sain.

Sur cette base, on distingue deux catégories de vecteurs, a savoir les vecteurs
meécaniques et les vecteurs biologiques :

- Un vecteur mécanique est un arthropode hématophage, toutes classes
confondues, qui s’infecte au cours d’un repas de sang en prélevant un agent
pathogene. Ce vecteur réalise ensuite ce qu’on appelle une transmission
meécanique : 'agent pathogéne n’évolue et ne se multiplie pas au sein du corps
du vecteur, ce dernier transmet alors I'agent pathogéne en raison de la souillure
de l'intérieur de ses pieces buccales piqueuses, a l'occasion de deux repas
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sanguin rapprochés dans le temps. Par exemple, les taons ou les stomoxes
piquent plusieurs individus différents successivement afin de compléter leur
gorgement, ainsi lors d’'un repas de sang sur un vertébré infecté ils pourront
infecter le prochain hote a la faveur du repas de sang suivant.

- Un vecteur biologique quant & lui réalise une transmission biologique : au sein
méme du vecteur un parasite réalisera des phases de son cycle évolutif, une
bactérie ou un virus réaliseront leur multiplication. Le vecteur devient donc un
hote a part entiére de I'agent pathogene. Le vecteur demeure ainsi infectieux et
peut transmettre I'infection a sa progéniture.

D’un point de vue épidémiologique et médical, cette deuxieme catégorie de
vecteurs est bien plus importante que la premiére en termes de capacités a faire
émerger et a maintenir des foyers de maladie (Guillot & Chabanne, 2016; Verwoerd,
2015). C’est du moins ce concept qui est retenu par 'OMS dans sa définition d’un
vecteur : “un vecteur est un arthropode hématophage qui assure la survie, la
transformation, parfois la multiplication, et la transmission d’'un agent pathogéne
infectieux ou parasitaire (et par extension certains métazoaires non arthropodes
comme les sangsues, parfois non hématophages)”.

b. Modalité de transmission vectorielle

Pour notre étude nous ne détaillerons pas la transmission mécanique et nous
nous concentrerons sur la transmission biologique réalisée par une tique. Pour qu’une
transmission biologique ait lieux, trois étapes sont nécessaires : (a) infection du
vecteur ; (b) maturation de I'agent pathogéne au sein du vecteur ; (c) infection du
vertebré.

i. Infection du vecteur

Un vecteur s’infecte toujours lors d'un repas de sang. On distingue la
transmission systémique de la transmission non-systémique.

1) Transmission systémique

Lors de la transmission systémique, I'agent pathogéne doit nécessairement se
trouver dans le sang circulant chez le vertébré. En effet certains agents pathogénes
peuvent ne pas étre accessibles aux vecteurs du fait qu’ils se réfugient dans des
organes profonds du vertébré. Lors du repas de sang du vecteur tique il est donc
nécessaire que le vertébré « source » présente une phase de parasitémie, bactériémie
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ou virémie pour étre impliqué dans la transmission vectorielle (Guillot & Chabanne,
2016). Lors de la transmission systémique, I'héte est un réservoir a partir duquel les
vecteurs peuvent acquérir 'agent pathogéne (Figure 1).

2) Transmission non-systémique

Un vecteur sain peut également se contaminer par co-feeding. Il s’agit de la
transmission d’agents pathogénes lorsque des vecteurs infectés et non infectés se
nourrissent dans une proximité spatio-temporelle sur le méme hoéte (Pérez-Eid, 2007;
Randolph, 2011; Randolph et al., 1996). Lors de la transmission par co-feeding I'hote
joue le réle de pont transitoire réunissant au méme moment et méme endroit des tiques
infectées et non infectées afin de faciliter 'échange de pathogéne (Randolph, 2011)
(Figure 1).

Larve non- Nymphe
infectée par infectée
a Proximité spatio-
co-feeding 5
Larve infectée temporefle
par co-feeding

Héte pont transitoire

Nymphe
infectée

Larve 1

infectée

Larve 2
infectée

> 2 weeks

Héte réservoir Héte réservoir

sain infecté infectée

Figure 1 : (A) Transmission par co-feeding (de la nymphe a la larve) sur un hote pont transitoire et (B) Transmission
systémique (de I'h6te a la larve) chez un héte réservoir rongeur initialement sain qui devient infecté suite au repas
de sang d'une tique infectée. La transmission par co-feeding peut se produire lorsque les tiques se nourrissent a
proximité spatio-temporelle sur le méme hdte. La larve non-infectée par co-feeding est trop éloignée de la nymphe
infectée pour étre a son tour infectée. La transmission systémique se produit une fois que I'agent pathogéene a eu
suffisamment de temps pour se disséminer dans tous les tissus pertinents de I'hdte réservoir, ce qui prend
généralement environ 2 semaines (pour le cas de Borrelia). Dans le cadre de la transmission systémique, les larves
peuvent étre infectées en s'attachant n'importe ou sur la souris infectée. D’apres (Voordouw, 2015)

La transmission par co-feeding a partir du site d’attachement (dos de souris)
d’'une nymphe Ixodes ricinus infectée par Borrelia burgdorferi a eu lieu pendant 14
jours apres que les nymphes infectées se soient détachées (Gern & Rais, 1996). Ainsi
la transmission par co-feeding peut également avoir lieu lorsque les larves et les
nymphes ne sont pas attachées en méme temps. Lors de cette méme étude, la
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transmission a partir d’'un site éloigné (téte) n'a été observée que 29 jours apres
attachement de la nymphe infectée (Gern & Rais, 1996). Ainsi la transmission
systémique est séparée dans le temps de la transmission par co-feeding.

La distance entre les tiques est un facteur influengant l'efficacité de la
transmission par co-feeding. En effet, la transmission par co-feeding de B. afzelli par
la tique I. ricinus diminue de plus de moitié lorsque la distance entre les nymphes et
les larves augmentent de 0 a 1-2 cm (Richter et al., 2002)

ii. Développement de I'agent pathogéne au sein du vecteur

Le vecteur s’infecte donc lors d’un repas sanguin. Suite a I'ingestion de I'agent
pathogéne dans le bol sanguin, ce dernier se développe au sein du vecteur selon
différentes modalités. Le vecteur devient donc un héte dans le cycle parasitaire. On
parle alors d’incubation extrinséque. La durée de développement dépend de plusieurs
facteurs, notamment la relation vecteur — pathogene. Cette durée de développement
est variable, en effet, la tique n’ayant qu'un seul repas de sang par stade, I'agent
pathogéne doit donc, a minima, attendre le stade suivant pour étre transmis (Guillot &
Chabanne, 2016). Le travail de recherche s’est concentré sur ['étude du
développement pour les parasites de l'ordre Piroplasmida, incluant le genre
Cytauxzoon.

1) Développement au sein du vecteur tique

Le cycle des Piroplasmes est décrit en trois phases consécutives : (1)
Multiplication asexuée dans les cellules sanguines de [I'hdte vertébré ; (2)
Reproduction sexuée a l'intérieur de l'intestin moyen de la tique, suivie de l'invasion
des tissus internes de la tique ; et (3) Prolifération asexuée dans les glandes salivaires
de la tique (Jalovecka et al., 2018). Nous nous intéresserons donc aux phases 2 et 3 :

(2) Lors de l'absorption du sang par les tiques, des globules rouges de I'héte
possédant des inclusions de gamétocytes du parasites sont ingérés. Seules les formes
sexuées peuvent poursuivre leur développement, toutes les formes asexuées ingérées
seront détruites dans le tractus gastro-intestinal de la tique. Durant cette absorption,
les gamétocytes se transforment en gamétes au sein de la tique, au niveau de la
lumiére de l'intestin moyen. Deux a 4 jours apres la fin du gorgement de la tique, une
fécondation a lieu. Les deux gametes vont fusionner pour donner un zygote qui
pénetrera dans les cellules épithéliales. Le zygote subit une division méiotique
aboutissant a la formation d’ookinétes qui vont ensuite se diviser en sporokinetes. Ces
derniéres sont libérés dans ’hémolymphe ou ils pourront coloniser les différents tissus
de la tique (Jalovecka et al., 2018; Rakover, 2018)
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(3) Aprés invasion des glandes salivaires des tiques par les sporokinétes. Ces
derniéres se différencient en sporozoites au sein des glandes salivaires. La cellule
ainsi infectée se transforme en sporoblaste, un maillage multinucléé. La maturation du
sporoblaste du parasite commence aprés l'attachement de la tique a son hote et
entraine la libération des sporozoites dans la salive de la tiqgue (Jalovecka et al., 2018;
Rakover, 2018)

2) Transmission trans-stadiale et trans-ovarienne

Pour les piroplasmes des genres Babesia et Theileria, la maturation des
sporozoites dans les glandes salivaires est déclenchée par la pigure de la tique
infectée. Les deux piroplasmes ayant la capacité de persister en stase, une
transmission trans-stadiale est possible (Rakover, 2018).

Chez la tique, le cycle de développement des protozoaires du genre Theileria
ne produit pas de formes capables d’envahir les organes, en particulier les ovaires.
Donc, il n’existe pas de transmission trans-ovarienne pour ce genre. Pour le genre
Babesia, les sporokinétes mobiles développées durant la gamogonie peuvent migrer
a travers 'hémolymphe et coloniser différents tissus de la tique. Durant cette migration,
une transmission ovarienne peut survenir du fait de la proximité entre le tube digestif
et l'appareil génital. Les sporokinétes peuvent ainsi se multiplier dans les ceufs,
donnant naissance a des larves et nymphes infectées. Ainsi pour le genre Babesia,
une transmission trans-ovarienne existe, contrairement au genre Theileria (Rakover,
2018).

iii. Infection du vertébré

L’hote est infecté par sécrétion de salive lors de la piqure d’une tique infectée.
Il'y a alors invasion des sporozoites qui vont cibler différentes cellules sanguines selon
'espéce de piroplasme (Lobo et al., 2012; Shaw, 2003).

Les parasites du genre Theileria ont la caractéristigue de présenter une
schizogonie au sein de cellules sanguines nucléées (monocytes et lymphocytes) avant
invasion des globules rouges (Dobbelaere & Rottenberg, 2003; Jalovecka et al., 2018;
Shaw, 2003). En ce qui concerne les parasites du genre Babesia, a priori seule une
multiplication au sein des érythrocytes a lieu (Jalovecka et al., 2018; Lobo et al., 2012;
Schreeg, Marr, Tarigo, et al., 2016).
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2. Rapprochement tique — héte dans le milieu naturel

a. Variation temporelle de I’activité des tiques

i. Le cas d’Ixodes ricinus

Les tiques ont une activité journaliére et saisonniere variable selon les
conditions météorologiques (humidité, température). De nombreux travaux sur I'étude
de l'activité d’Ixodes ricinus ont été menés et ont montré que les nymphes d’l. ricinus
étudiées dans le Rhéne durant le printemps et la fin d’été ont une activité plus
importante le matin puis diminue durant la journée, lié notamment a la diminution de
'humidité et 'augmentation des températures (Kraemer, 2018). D’autres résultats
obtenus en Haute-Garonne ou le taux d’humidité est important, semblent confirmer
I'hypothése d’'une activité de fin de journée et nocturne des tiques I. ricinus en été,
sous des températures adéquates (Coiffait, 2019; Perez et al.,, 2020). L’étude
(Tomkins et al., 2014) a étudié l'influence de la température sur I'activité des tiques I.
ricinus provenant de différents pays (Figure 2) montrant que plus la température
augmente, plus I'activité des tiques (représenté par le fait d’étre a I'afft) augmente.
Cette étude permet également de comprendre que l'influence de la température est
adaptée au climat dans lequel vivent les tiques.
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Figure 2 : Pourcentage cumulé de tiques a I'afft en fonction de la température et selon l'origine géographique des
tiques (D’apres Tomkins et al., 2014)
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Les différents stades des tiques n’ont pas les mémes sensibilités aux conditions
météorologiques. En effet les larves sont plus sensibles & la dessiccation que les
autres stades, elles ont ainsi un pic d’activité au printemps ou au début d’été en France
continentale (L’Hostis et al., 1995, 1996; Mermod et al., 1973, 1975). Les nymphes
quant a elles ont leur pic d’activité entre mars et juin, en France (Cat et al., 2017;
Degeilh et al., 1996). Leur activité peut se poursuivre en juillet-aot sous certains climat
et condition météorologiques, notamment été doux et pas trop secs (Degeilh et al.,
1996; Ferquel et al., 2006; Goldstein et al., 2018; L’Hostis et al., 1995; Marchant et al.,
2017). Un autre pic d’activité plus discret peut étre observé en septembre ou octobre
(Cat et al., 2017). L’activité des adultes est plus étalée dans I'année, étant moins
sensibles & la dessiccation que les autres stades (Perret et al., 2004).

ii. Les autres espéces de tiques

De nombreuses études sur 'activité saisonniére de Dermacentor reticulatus ont
montré que l'activité de recherche d’héte est dépendante des conditions climatiques
du lieu d’étude. En effet, a 'Est de la Pologne, les tiques D. reticulatus ont été
observées de la fin mars a début décembre, avec un pic automnale (septembre-
novembre) deux fois supérieur au pic printanier (avril-mai) (Bartosik et al., 2011). Dans
une étude plus récente dans la méme zone géographique, l'activité des tiques D.
reticulatus a été observée dans des gammes de température de I'air de 10-18°C tandis
gu’au-dessus de 20°C l'activité a diminuée. De méme, une gamme d’humidité propice
a leur activité a été relevée étant de 60-70% tandis qu’une valeur d’humidité inférieur
a 50% était accompagnée d’'une diminution du nombre de tiques actives (Zajgc et al.,
2021). En France dans le département du Jura, une augmentation de la population de
D. reticulatus a été observée de mars a la mi-mai, avec des températures aux
alentours de 13-15°C, avec un pic atteint en avril, puis une diminution en mai-juin
lorsque les températures ont atteint 18-20°C. Durant les mois d’été (fin-juin jusqu’en
septembre), une période chaude a été observée et une absence d’activité des tiques
également. La reprise d’activité de ces derniéres a été observée en septembre, lorsque
la température a diminué. Contrairement a I'étude précédente, le pic printanier était 9
fois plus important que le pic automnal (Martinod & Gilot, 1991). Quelques données
suggerent que des adultes peuvent réapparaitre en hiver durant les périodes les plus
chaudes.

Une étude en Nouvelle-Ecosse sur l'activité saisonniére de D. variabilis a
permis I'observation d’une activité des adultes s’étendant d’avril & mi-aoGt avec un pic
en mai et juin. Il existe également une variation selon de stade de la tique. En effet,
l'activité des larves s’étend d’avril a septembre avec un pic principal en juin (larves
ayant hiverné) et un second pic en aodt, dépendant des conditions météorologiques
(larves écloses). Les populations des nymphes seraient quant a elle plus actives
durant la période mai-aoQt (Garvie et al., 1978).

Pour ce qui est des autres espéces de tiques, quelgues rares publications
permettent de comprendre qu’il existe une trés grande diversité d’activité journaliére
(Pérez-Eid, 2007; Stachurski, 2000, 2006; Stachurski et al., 2005).
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b. Survie des tiques dans I’environnement : |la diapause

La diapause chez les tiques peut étre comportementale ou développementale.
Pour notre étude nous nous limiterons a la diapause comportementale, bien que la
diapause développementale soit soumise a une pression environnementale (Perez et
al., 2020).

Certaines especes de tiqgues sont capables de survivre tres longtemps dans
'environnement du fait qu’elles peuvent minimiser la perte d’eau par évaporation.
Cette capacité est facilitée par la couche lipidique sur la cuticule, par l'ouverture peu
fréequente des spiracles respiratoires et par l'utilisation de la guanine en tant
qu’excréments nécessitant peu d'eau pour son élimination. Malgré tout, les tiques se
desséchent aprés plusieurs jours ou semaines sans hote, c'est alors qu’elles
s’enfoncent dans le sol ou I'environnement est plus humide, pour reconstituer leur eau
corporelle (état de diapause) (Sonenshine & Roe, 2014). Cet état de diapause semble
étre principalement influencé par la photopériode mais la température et le
vieillissement de la tique amplifient le phénoméne. Il a été montré que pour les tiques
. ricinus, lors de la diapause, ces derniéres s’enfoncent a cinq centimétres dans le sol.
A cette profondeur elles attendent le retour de conditions favorables (80% d’humidité
minimum et 7°C minimum, 30°C maximum) pour reprendre leur quéte d’h6te (Perez et
al., 2020). Ces états de diapause amplifient considérablement la durée de vie
maximale d’une tique : un état de diapause peut durer plusieurs mois, donc la durée
de vie de chaque stade d’une tique I. ricinus peut dépasser une année. Ainsi, la durée
de vie maximale d’une tique de cette espéce pourrait atteindre quatre années (Perez
et al., 2020).

Les tiques ont également la capacité d’absorber 'eau d’'une atmosphére sub-
saturées en sécrétant des solutions hygroscopiques sur I'hypostome par les glandes
salivaires. Une fois réhydratées, elles retournent ensuite vers la végétation ou la
surface du sol pour reprendre la quéte d’héte. Ce mécanisme permet a certaines
espéces de prolonger leur recherche d’hétes pendant plusieurs semaines, voire mois
(Pérez-Eid, 2007; Sonenshine & Roe, 2014).

c. Stratégie de quéte d’un héte par latique

On distingue deux groupes de tiques : les tiques nidicoles, situées dans les nids
ou les terriers de leurs hoétes ; les tiques non-nidicoles, dites de paturages. La plupart
des tiques Argasides sont nidicoles, le contact avec I'héte se fait au sein méme de son
terrier ou de son nid. Pour notre étude on s’intéressera principalement aux tiques non-
nidicoles (I. ricinus et D. reticulatus sont non-nidicoles). Ces derniéres recherchent
leurs hotes dans les espaces ouverts de leurs habitats (foréts, broussailles, prairies).
La stratégie consiste a grimper sur la végétation pour ensuite étendre leurs premiéres
paires de pattes (Figure 3) ou se situe un organe sensoriel, 'organe de Haller. Ainsi
positionnées, elles attendent leur héte. La hauteur a laquelle ces tiques grimpent
dépend de I'humidité et de la taille de I'h6te visé (Féldvari et al., 2016; Moulinier, 2003;
Sonenshine & Roe, 2014).
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Figure 3 : Tique I. ricinus et D. reticulatus a l'affit sur le sommet de la végétation. Crédits photos MNHN et Erik
Karits.

Certaines espéces peuvent avoir des stratégies de recherche mixtes. C’est le
cas des tigues Hyalomma qui vivent dans des environnements arides : les larves et
les nymphes sont nidicoles et parasitent les animaux fouineurs tandis que les adultes
se nourrissent de grands ongulés et sont donc des tiqgues non-nidicoles. Les adultes
de ces espéces ont une stratégie de poursuite active de I'héte, ils l'identifient par la
vue et la chimioréception grace a 'organe de Haller (Sonenshine & Roe, 2014).

L’organe de Haller joue un réle central dans cette quéte de I'héte. Il s’agit d’'un
organe situé sur la face dorsale du tarse de la premiere paire de pattes. Il est composé
d’'une capsule, d’une dépression et de nombreuses soies en arrieres de la capsule et
en avant de la dépression. De multiples sensilles sensorielles composées de
chimiorécepteur et thermorécepteurs sont situées au niveau de la capsule et de la
dépression (Figure 4). Les tiques étendent leur premiere paire de patte pour agrandir
leur portée lorsqu’elles sont en quéte, exposant ainsi les sensilles de 'organe au flux
d’air pour la détection d’'informations sensorielles. Ce comportement a lieu lorsque les
tiqgues captent un stimulus émis par I'héte, le plus fort étant le contact avec I'hote qui
entraine une réaction immédiate de la tique par fixation avec ses griffes. Lorsqu’il n’y
a pas de contact entre la tique et 'h6te mais qu’il y a des stimulis captés par la tique
de facon prolongée (CO2, ammoniac, substances odorantes, vibrations, changement
de température et autres indices externes), les tiques peuvent descendre de I'herbe et
marcher ou courir vers I'hote (stratégie du chasseur) (Moulinier, 2003; Sonenshine &
Roe, 2014).
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Figure 4 : Morphologie d'une femelle adulte d’Ixodina avec détail de I'organe de Haller ; A : Face dorsale de la tique
et localisation de I'organe de Haller ; B Tarse 1 avec organe de Haller (Pérez-Eid, 2007)

3. Lerepas de sang de latique

a. Lapiqglre de tique

i. Piéces buccales et mécanismes d’alimentation de la tique

Les principales pieces buccales des tiques faites pour leur alimentation
sanguine sont les chélicéres, constituant la paroi dorso-latérales de la cavité buccale
et I'hnypostome, constituant le plancher. La particularité des tiques est que le sang de
I'hote et la salive de la tique sont aspirés et émis alternativement par le canal
alimentaire commun commandé par le pharynx. Ce dernier s’ouvre dans I'cesophage
gui se termine, lui, par une valve dont le role est de s’opposer au reflux du sang (Kemp
et al., 1982; Pérez-Eid, 2007; Sonenshine & Roe, 2014; S. K. Wikel, 1996).

Les chéliceres sont composées de tubes cylindriques appariés protractiles et
rétractiles. Sur ces tubes il y a des doigts chélicéraux apicaux qui, chez les Ixodina,
ont des bords tranchants dirigés latéralement (Figure 5). Grace a leur motilité, ces
doigts coupent et/ou déchirent les tissus de I'héte et permettent de créer une incision
peu profonde dans la peau de I'héte. Cette incision peut étre responsable de Iésions
au niveau de capillaires ou de tissues de I'héte (Kemp et al., 1982; Sonenshine & Roe,
2014; S. K. Wikel, 1996).

L’hypostome est situé sous les chélicéres (Figure 5), il s’insere et s’ancre dans
la peau de I'héte par l'incision réalisée par les chéliceres. La surface dorsale concave
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de I'hypostome et les faces ventrales des chéliceres forment une gouttiére servant de
canal pour I'entrée de sang et la sortie de salive (Kemp et al., 1982; Sonenshine &
Roe, 2014; S. K. Wikel, 1996)

Femelle adulte <

B.microplus 3\{/\
N\ O\ G

Gaine externe a denticules des chélicéres

Chéliceres

Entrée du canal d'alimentation

Hypostome

- \_/\ Base du capitulum

Figure 5: Vue antérieur des piéces buccales chez B.microplus (D'aprés Kemp et al., 1982)

ii. Glande salivaire et repas sanguin

Deux glandes salivaires latérales s’ouvrent dans le fond de la cavité buccale.
Ces derniéres sont constituées de groupes d’alvéoles appelés acini. La taille des
glandes salivaires dépend de I'état de gorgement de la tique (Pérez-Eid, 2007).

Les fonctions de ces glandes sont multiples :

- Sécrétoire : Cette fonction participe au développement de I'hémorragie au
niveau de la Iésion formée par les chéliceres par une action chimique des de
diverses substances actives : anticoagulantes (mucoprotéines), vasoactive
(prostaglandine), cytolytiques (protéases et estérases), anti-immunitaire
(cytokines), anti-inflammatoire (sérotonine, histamine). Apres 2h30 de
gorgement de la tique, 'hémorragie locale sera relativement étendue (M. N.
Abbas et al., 2022; Fontugne, 2002; Kemp et al., 1982; Pérez-Eid, 2007; S. K.
Wikel, 1996)

- Production de sécrétions hygroscopiques par les acini de type | : Cette fonction
permet aux tiques de survivre dans leur environnement en leur prodiguant une
résistance a la sécheresse (voir paragraphe 1.2.b) (Pérez-Eid, 2007;
Sonenshine & Roe, 2014)

- Ancrage : Cette fonction est réalisée par les acini de type | et Il par sécrétion
d’'un cément permettant une fixation totale a la plaie de I'héte. Cette sécrétion a
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lieu en méme temps que les doigts chélicéraux des tiques dures lacérent les
tissus de I'h6te, permettant ainsi a I'nypostome de s’insérer et s’ancrer a la peau
de I'n6te. Cette substance est principalement composée de protéines et de
lipides qui se figent autour de I'hypostome, formant un céne. Certains de ces
composants ont des propriétés antigéniques permettant de limiter la réponse
immunitaire de I'héte (voir paragraphe 1.4) (Pérez-Eid, 2007; Sonenshine &
Roe, 2014)

b. Durée d’un repas de sang

Les tiques sont des parasites hématophages nécessitant un repas sanguin sur
un héte vertébré pour survivre, se développer et se reproduire. Les tiques des deux
principales familles (Ixodina et Argasidae) ont des durées de repas sanguins
nettement différentes du fait de leur comportement alimentaire différent. En effet les
tiques « molles » (Argasidae) vont se nourrir plusieurs fois pendant de courtes
périodes durant un méme stade alors que les tiques « dures » (Ixodina) se nourrissent
généralement une seule fois sur le méme héte au cours de chacun des trois stades
mobiles (larve, nymphe, adulte) et le repas dure plusieurs jours (4-10 jours) voire
plusieurs semaines selon le stade et les conditions climatiques (Moulinier, 2003;
Sonenshine & Mather, 1994). En effet les larves peuvent se nourrir pendant 3 a 6 jours
tandis que les nymphes se nourriront pendant 3 a 10 jours et les adultes femelles
pendant 6 & 12 jours (Perez et al., 2020; Sonenshine & Roe, 2014) dans de bonnes
conditions. Nous nous concentrerons par la suite sur les tiques de la famille Ixodidae.

Une fois le repas sanguin terminé, les tiques se détachent de leur hote et la
transformation en stade suivant se déroule pour les stades larvaires et nymphals,
tandis que les femelles adultes gorgées se détachent pour pondre une quantité
massive d’ceufs avant de mourir. Pour les stades larvaires et nymphals la digestion est
lente et varie selon les conditions climatiques (température, hygrométrie) pouvant
durer plusieurs semaines pour chaque stade (Moulinier, 2003).

Les femelles adultes se gorgent davantage que les males et les autres stades,
elles peuvent atteindre jusqu’a dix fois leur taille initiale (Moulinier, 2003; Pérez-Eid,
2007). Leur repas sanguin est séparé en deux phases : une premiére d’absorption
lente durant les 48 premiéres heures, une seconde d’absorption rapide les jours
suivant jusqu’au décrochement de cette derniére. Cette derniére phase dépend de la
fécondation par un méale, les femelles non accouplées peuvent rester attachées a leurs
hétes jusqu’a plusieurs semaines dans l'attente d’étre fécondées (Pérez-Eid, 2007;
Sonenshine & Roe, 2014). Concernant les méales adultes, ils peuvent rester sur un
hoéte pendant des semaines ou des mois sans se nourrir (cas des Ixodidés) ou avec
de trés faibles quantité (cas des Amblyommidés) et ainsi s’accoupler avec de
nombreuses femelles, permettant a ces derniéres de terminer leur repas sanguin
(Moulinier, 2003; Perez et al., 2020; Pérez-Eid, 2007; Sonenshine & Mather, 1994).

Des tiques peuvent se nourrir du méme animal individuel pendant les trois
stades, on parlera alors d’espéces monophasiques. D’autres tiques dures peuvent se
nourrir sur deux animaux différents avec les stades larvaires et nymphals restant sur
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le méme hodte, on parlera alors d’espéces diphasiques. Les espéces dites triphasiques
se nourrissent sur trois hotes totalement différents a chaque stade (Pérez-Eid, 2007,
Sonenshine & Mather, 1994)

4. Mécanismes de défense de I’h6te et modulation par la salive de la tique

Les tiques sont des parasites hématophages stricts et ont donc besoin d’'un
repas de sang pour se développer, se reproduire et survivre. Par conséquent les tiques
sont confrontées a de multiples défenses de I'h6te s’opposant au repas de sang. En
effet, la douleur ou des démangeaisons au site d’ancrage de la tique, les mécanismes
d’hémostase, de cicatrisation des blessures et les défenses immunitaires interferent
avec le repas de sang de la tique. Pour s’adapter aux réactions de défense de I'hbte,
les tiques sécrétent de nombreuses substances modifiant les réponses de I'héte (Kotal
et al., 2015; Sonenshine & Roe, 2014; Wikel, 1996).

a. Les mécanismes de défense cutanée de I’hote

La peau est la ligne de défense de I'héte. Les tiques pénétrent cette barriere
cutanée pour réaliser leur repas de sang. La peau a comme rble majeur de détecter le
danger, fournir les cellules de défense, maintenir 'hémostase et cicatriser la |ésion
(Sonenshine & Roe, 2014).

Les doigts chélicéraux lacérent I'épiderme permettant I'insertion des chélicéres
et de I'hypostome dans le derme (Kemp et al., 1982). Lorsque la tique se fixe, il y a
rupture des vaisseaux de petites tailles et donc hémorragie permettant le repas de
sang de la tique. La réponse hémostatique permettant de stopper complétement cette
hémorragie par I'agrégation plaquettaire, I'activation de la cascade de la coagulation
et la vasoconstriction est le premier mécanisme de défense inné de I'héte (LaPelusa
& Dave, 2022; Sonenshine & Roe, 2014; Wikel, 1996). Cette réponse précoce inclue
I'activation du complément, I'inflammation et l'infiltration rapide de leucocytes (Kotal et
al., 2015).

Les tigues sont directement en contact avec le systéme de défense cutané de
I'héte durant toute la durée de 'ancrage de la tique (Figure 6 et Figure 11). En effet au
sein de I'épiderme se trouvent des cellules de Langerhans, une des principales cellules
dendritique du tissu, des kératinocytes et des cellules T principalement cytotoxiques
CD8+ (Nestle et al., 2009).

Le derme quant a lui est vascularisé et drainé par la lymphe et contient de
nombreux vecteurs de I'immunité adaptative et innée comme des cellules dendritiques,
des macrophages, des cellules Natural Killer (NK), des cellules T auxiliaires CD4+,
des cellules T gammal/delta, des mastocytes et des fibroblastes (Kupper & Fuhlbrigge,
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2004; Nestle et al., 2009; Sonenshine & Roe, 2014). Dans cette partie, un rappel des
différents acteurs de l'immunité cutané est fait, 'hémostase sera abordée dans la
prochaine partie.

feeding tick

keratinocytes

macrophage dendritic cell A
/' polarization, maturation, differentiation .
. cytokine production, phagocytosis, migration

T helper cell

& S @ 6

endothelium

Figure 6: Interface cutanée et exposition de la tique au systeme de défense de I'héte lors du repas de sang (Kotal
et al., 2015)

i. Les kératinocytes

Dans I'épiderme, les kératinocytes représentent le type cellulaire majeur
assurant I'intégrité structurale et sont la principale source de cytokines (Bonneuville,
2006; Williams & Kupper, 1996). Les kératinocytes reconnaissent les motifs
moléculaires associés aux agents pathogenes (PAMP) par les récepteurs Toll-like
(TLR) et les protéines codées par la famille de génes contenant des leucines et des
radicaux libres (NLR) (Nestle et al., 2009). Les NLR reconnaissent les PAMPs dans le
cytoplasme, les irritants et les toxines et activent a leur tour le complexe protéique
inflammasome, entrainant la production de cytokines pro-inflammatoires actives
(Figure 7)(Martinon et al.,, 2009). Les kératinocytes produisent également des
protéines anti-microbiennes (béta-défensines et cathélicidines), des cytokines
inflammatoires (IL-1) et anti-inflammatoire (IL-10), des chimiokines (IL-8), des facteurs
de croissance et le facteur de nécrose tumorale (TNF) (Bonneville, 2006; Nestle et al.,
2009; Williams & Kupper, 1996). Les kératinocytes expriment les molécules du
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complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de type Il et peuvent induire une fonction
d'effacement rapide des cellules T CD4+ et CD8+ a mémoire par la production de
cytokines Thl et Th2 (Sonenshine & Roe, 2014). On sait peu de choses sur les
interactions moléculaires de la salive de tique avec les kératinocytes et l'influence de
celles-ci.
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Figure 7: Les kératinocytes comme capteurs de danger. Les kératinocytes sont les sentinelles centrales de la peau
et peuvent reconnaitre les agents étrangers et dangereux, par exemple les modeles moléculaires associés aux
agents pathogenes (PAMP) d'origine microbienne et les modéles moléculaires associés au danger (DAMP), tels
que les irritants et les toxines, par lintermédiaire des récepteurs Toll-like (TLR) et de la machinerie de
l'inflammasome. Les TLR sont des récepteurs transmembranaires présents a la surface des cellules ou a la surface
des compartiments endosomaux. Le lipopolysaccharide (LPS) stimule le TLR4 ; les lipoprotéines bactériennes et
le zymosan fongique stimulent les hétérodimeres TLR1-TLR2 et TLR2-TLR6 ; la flagelline bactérienne active le
TLR5 ; les motifs CpG non méthylés présents dans I'ADN fonctionnent comme des stimulateurs du TLR9
endosomal ; 'ARN double brin (ARNdb) active le TLR3 endosomal ; et I'ARN simple brin (ARNSs) active le TLR7,
dont I'expression est induite par le déclenchement du TLR3 (non montré). La reconnaissance des PAMP par les
TLR conduit a l'activation des voies de signalisation des cellules hétes et aux réponses immunitaires innées et
adaptatives qui s'ensuivent, avec production de peptides antimicrobiens, de cytokines et de chimiokines.

ii. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigéne du systeme
immunitaire. Elles peuvent étre sous deux formes : immature et mature. Les cellules
dendritiques immatures vont reconnaitre et phagocyter un agent pathogéene et
deviennent ainsi matures. Elles migrent ensuite vers les nceuds lymphatiques
drainants ou elles présentent les antigenes aux cellules T CD4+ déclenchant ensuite
une réponse immunitaire adaptative (Kotal et al., 2015). Dans la peau, au niveau de
I'épiderme, les cellules dendritiques sont majoritairement représentées par les cellules
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de Langerhans (Figure 9)(Kotal et al., 2015; Sonenshine & Roe, 2014) et seront
directement en contact avec la salive de la tique responsable de I'altération de la
maturation des cellules dendritiques immatures et de l'inhibition de leur migration
(Kotal et al.,, 2015). Ces cellules jouent un réle de sentinelles et vont piéger les
antigenes de la salive des tiques et les transporter vers les ganglions lymphatiques de
drainage, via la lymphe, pour les présenter au lymphocytes T pour qu’une réponse
immunitaire de I'h6te se développe et s’exprime face a la piqUre de tiqgue (Sonenshine
& Roe, 2014). Cette migration est contrblée et stimulée par des cytokines et des
chimiokines permettant des modifications au niveau des cellules dendritiques
(Bonneville, 2006). Au niveau du derme, on parle de dendrocytes dermiques ayant la
méme fonction de capturer I'antigéne et de migrer jusqu’aux ganglions drainant et
activer les LT. Les cellules dendritigues dermiques activées vont produire des
cytokines et chimiokines importantes pour la réponse aux agents infectieux et vont
contribuer aux changements pathologiques (Bonneville, 2006; Sonenshine & Mather,
1994). La peau enflammée contient des cellules dendritiques inflammatoires qui
peuplent 'épiderme et surement le derme, ces cellules contiennent des récepteurs a
haute affinité pour les IgE, responsable de réponses pro-inflammatoires allergiques
(Bieber, 2007).

iii. Les macrophages

Au sein du derme, les macrophages présents sont issus de monocytes du sang.
Une fois dans les tissus, les propriétés et fonctions des macrophages different de
celles des monocytes. Les monocytes/macrophages assurent des fonctions de
phagocytose et de présentation de I'antigene et synthétisent un trés grand nombre
d’enzymes (péroxydase, hydrolase) et sont capables de sécréter divers cytokines
inflammatoires. Les macrophages dermiques sont des acteurs essentiels des
réactions inflammatoires en formant des cellules géantes multinucléées par fusion de
leur membrane. Les macrophages interviennent également dans le mécanisme de
réparation et cicatrisation (Bonneville, 2006).

iv. Les mastocytes

Les mastocytes vont libérer des médiateurs préformés au niveau de granules
intracytoplasmiques sous stimulation : histamine, sérotonine, bradykinine,
protéoglycanes, protéases neutres et TNF-a (Figure 8). Les mastocytes sont
egalement capables de synthétiser de nombreuses cytokines et des médiateurs
lipidiques participant a la réponse inflammatoires en favorisant le recrutement de
leucocytes au site de l'inflammation (Bonneville, 2006; Williams & Kupper, 1996).

Les mastocytes, sous stimulation, vont libérer de I'histamine. L’histamine sera
ensuite transportée jusqu’au site d’attache de la tique induisant le détachement de la
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tique (Brossard & Wikel, 1997; Wikel, 1984). En effet, la concentration de ce médiateur
au niveau cutané va stimuler les récepteurs H1 des fibres C spécialisées induisant un
comportement de grattage de I'h6te (Bennett, 1969; Twycross et al., 2003; Willadsen,
1997).
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Figure 8 : Représentation schématique montrant la dégranulation des mastocytes pour la libération de médiateurs.
RE, réticulum endoplasmique ; FCEV, facteur de croissance endothélial vasculaire (Theoharides et al., 2012).

v. LescellulesT etB

L’immunité adaptative de I'héte est également stimulée lorsque la tique est fixée
longtemps ou lors d’'une infestation secondaire : les cellules T et B a mémoires. Les
cellules T assurent I'immunité a médiation cellulaire et les cellules B sécrétent des
anticorps (Ac). Ces cellules stimulent la réponse immunitaire de I'héte par libération
de cytokines spécifiques et par la production d’anticorps ciblant les antigénes
salivaires ou dérivés de la cavité buccale (Bowman & Nuttall, 2008; Brossard & Wikel,
2004; Wikel, 2013).

Les cellules T sont présentes dans la peau non enflammée, les populations
comprennent des cellules T effectrices a mémoire survivant durant de longue périodes,
des cellules T régulatrices et des cellules Thl et Th2 pouvant réagir contre les
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microbes envahissants et contribuer aux changements pathologiques (Kupper &
Fuhlbrigge, 2004; Sonenshine & Roe, 2014). Les cellules Th régulent la production
d’anticorps, agissent sur la prolifération des cellules T, activent les macrophages, les
granulocytes, les cellules NK, I'hématopoiése par lintermédiaire de différents
meédiateurs ou cytokines. Les cellules Th se différencient par les cytokines qu’elles
sécretent (Figure 9)(Fontugne, 2002) et donc leur influence sur le reste de 'immunité
varie également. Les cellules Thl seront responsable d’une activation des
macrophages et d’'une hypersensibilité tandis que les cellules Th2 sont responsables
de la prolifération et la différenciation des cellules (Fontugne, 2002).

Les cellules T épidermiques se trouvent parmi les kératinocytes en position
basale et supra-basale, en association étroite avec les cellules de Langerhans (Kupper
& Fuhlbrigge, 2004). Au niveau du derme, les cellules T sont situées a proximité des
veinules postcapillaires et pres de la jonction dermo-épidermique (Kupper &
Fuhlbrigge, 2004). Les cellules T CD4+ et CD8+ sont toutes deux présentes en nombre
égal, les cellules T gamma/delta et NK sont également présentes.
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Figure 9: Réle central des cellules T auxiliaires au cours de la réponse immunitaire (Fontugne, 2002).

vi. Les granulocytes

Les granulocytes sont des cellules granuleuses comprenant les neutrophiles,
les éosinophiles et les basophiles. Ces molécules sont recrutées au niveau de la peau
lors de I'inflammation et vont donc répondre a un signal chimiotactique en migrant dans
les tissus et sécréter un grand nombre de cytokines inflammatoires (Bonneville, 2006;
Fontugne, 2002).

Les neutrophiles représentent entre 60 et 70% des leucocytes du sang, ce sont
des cellules phagocytaires capables de sécréter des molécules bactéricides stockées
dans leurs granules et interviennent également au niveau des réactions
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immunopathologiques dans les lésions tissulaires en mettant en jeu le systeme du
complément et les anticorps (Bonneville, 2006).

Les éosinophiles sont des cellules phagocytaires cytotoxiques participant a la
réaction inflammatoire. Des protéines exercant des activités cytotoxiques sont
présentes dans leurs granules (Figure 10).

Stimulation

Lésions tissulaire
Infections
Allergénes
Tumeurs
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Granules cytotoxiques (EPO, ...)
Cytokines (IL-2, IL-8, IL-10, TGF a, TNF a,
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Activation des mastocytes

Figure 10 : Schéma d'un éosinophile et de ses effets multifonctionnels. Les éosinophiles sont des granulocytes
bilobés avec des granules secondaires. Les granules secondaires contiennent des protéines cationiques primaires,
dont la peroxydase des éosinophiles (EPO), la protéine basique majeure (MBP). Les éosinophiles répondent a
divers stimuli, notamment des Iésions tissulaires non spécifiques, des infections, des allergenes et des tumeurs.
En plus de libérer leurs protéines cationiques préformées, les éosinophiles peuvent également libérer une variété
de cytokines, de chimiokines et de médiateurs lipidiques. Les éosinophiles communiquent directement avec les
mastocytes de maniere bidirectionnelle. D’apres Rothenberg & Hogan, 2006.

Les basophiles sont la population de leucocytes la moins représentées parmi
les granulocytes (1%). lls agissent comme les mastocytes, par dégranulation et
libération de médiateurs préformés telles que I'histamine et I’héparine provoquant ainsi
un grattage de I'héte sur lequel la tique s’est fixée (Bennett, 1969; Willadsen, 1997).
Le role des basophiles a été plus amplement décrit récemment par Sokol et Medzhitov
en 2010 les décrivant comme cellules présentatrices d’antigénes et régulatrices de la
réponse Th2. Cette réponse Th2 étant stimulée par les composants salivaires de la
tiques et donc modulée par la production d’IL-4 par les basophiles (Sonenshine & Roe,
2014).
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vii. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire joue un réle important dans la migration des cellules,
'activation et la prolifération des cellules immunitaires, la différenciation et la
polarisation des lymphocytes T (Sonenshine & Roe, 2014). Elle est constituée de
produits sécrétés, sous plusieurs formes (biochimiques et structurelles), formant un
échafaudage organisé pour le soutien des cellules.

viii. Impact de la réponse immunitaire de I'héte sur la tique

Toutes ces cellules sont directement en contact avec la salive de la tique ou
'hypostome et sont alors activées. Ainsi des chimiokines et cytokines pro-
inflammatoires sont libérées pour recruter d’autres cellules inflammatoires dans la
zone de piqQre de la tique (Brossard et al., 1991; Heath & Carbone, 2013; Kupper &
Fuhlbrigge, 2004; Nestle et al., 2009; Wikel, 1982).

Toutes ces réactions de défense de I'héte influencent le repas de la tique par
'augmentation de sa durée, la diminution du gorgement et du nombre de tique gorgées
mais influencent également le développement de la tique par la diminution de la
production des ceufs et leur viabilité, l'incapacité de la tique a muer, voire la mort de la
tique (Wikel, 1996).
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Figure 11 : Anatomie de la peau et constituants cellulaires. La protection du corps contre I'environnement extérieur
est assurée par la structure multicouche ainsi que par la composition cellulaire complexe de la peau. L'épiderme
est la couche la plus externe composée de différentes strates constituées de kératinocytes (KC) Les cellules
immunitaires qui assurent I'immunosurveillance comme les cellules de Langerhans (LC) et les cellules spécialisées
qui produisent la mélanine comme les mélanocytes se trouvent dans I'épiderme. Le derme est la couche
intermédiaire composée de plusieurs cellules immunitaires spécialisées telles que les cellules dendritiques
plasmocytoides (pDC), les cellules dendritiques dermiques (dDC), les macrophages (M@), les cellules tueuses
naturelles (NK), les cellules lymphoides innées (ILC) et les cellules T responsables de la réponse immunitaire. En
outre, des vaisseaux sanguins et lymphatiques sont présents dans tout le derme. L'hypoderme (non représenté)
est la couche la plus interne constituée principalement de tissu adipeux (Abdallah et al., 2017)
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b. Modulation de la réponse de défense de I’h6te par la salive de la

tique

La piqQre de tique induit de nombreux mécanismes de défenses aboutissant a
l'interruption éventuelle du repas de sang de la tique (Figure 12). Dans cette partie,
nous détaillerons l'influence moléculaire de la salive sur la modulation des réponses
de I'hote.

3 Cicatrisation

Démangeaison, douleur =€ Hémostase

Figure 12 : Les tiques dures (Ixodidae) insérent leurs piéces buccales dans la peau de leurs hétes et provoquent
des Iésions tissulaires. Les pieces buccales des tiques sont ancrées dans la peau de I'hdte par un cdne de ciment.
Au niveau du site d'attachement de la tique, une mare hémorragique est créée. Pendant le repas sanguin prolongé,
les tiques sécretent un riche cocktail de molécules salivaires bioactives a I'hdte et modulent a leur profit les réponses
de défense de I'hdte (démangeaisons, douleur, hémostase, inflammation, réactions immunitaires). (Kazimirova &
Stibraniova, 2013)

i. Modulation de 'hémostase

1) Rappel sur ’hémostase

L’hémostase est une réponse physiologique aux Iésions vasculaires ayant pour
but d’arréter la perte sanguine. C’est un mécanisme trés complexe engageant
principalement les vaisseaux sanguins, les plaguettes, les facteurs de coagulation et
la fibrinolyse. Physiologiquement, 'hémostase se déroule en trois phases, la premiéere
est trés rapide et consiste en la formation du clou plaquettaire, on parle alors
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d’hémostase primaire. La seconde phase est la coagulation ou hémostase secondaire,
il y a consolidation du clou plaquettaire via la formation de fibrine. Enfin, la troisieme
phase met en jeu des mécanismes de contréle de 'hémostase, des substances anti-
agrégantes et un mécanisme de fibrinolyse du caillot interviennent, évitant ainsi que le
caillot sanguin ne se propage dans tous les vaisseaux.

Lors de I'hémostase primaire, 4 acteurs principaux interviennent : la paroi
vasculaire, les plaquettes, le facteur de von Willebrand (VWF) et le fibrinogene qui sont
tous les deux des cofacteurs de I'adhésion plaquettaire. Cette hémostase primaire se
met en place lors d’'un dommage vasculaire, entrainant ainsi une vasoconstriction
artériolaire de courte durée. L’exposition du sang aux tissus sous-endothéliaux
contenant des substances procoagulantes entraine I'adhésion, [l'activation et
'agrégation des plaquettes, formant le clou plaquettaire. Ce clou plaquettaire est
instable, ainsi 'hémostase secondaire intervient pour le stabiliser.

L’hémostase secondaire consiste en la transformation du fibrinogéne soluble
en fibrine insoluble aboutissant a la formation du caillot sanguin consolidant le clou
plaquettaire et permettant I'obturation solide du vaisseau |ésé. Ce mécanisme a lieu
par I'activation en cascade de facteurs et de cofacteurs (Figure 13).

Le dernier stade de 'hémostase est un processus de dégradation du caillot, la
fibrinolyse, initiée en méme temps que la coagulation. Il s’agit de la destruction de la
fibrine et du fibrinogéne par 'enzyme plasmine.
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Figure 13 : Cascade de la coagulation
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2) Modulation de la vasoconstriction

Les tiques produisent des molécules salivaires qui facilitent I'alimentation
sanguine en inhibant la vasoconstriction de I'héte, I'activation des voies de coagulation
et I'agrégation plaquettaire (Sonenshine & Roe, 2014). Comme vu dans la partie 4.a.iv,
de I'histamine est libérée lors de la dégranulation des mastocytes et des basophiles,
contribuant ainsi a la réponse inflammatoire en augmentant la perméabilité vasculaire
(Beaven, 1978). Lors du repas de sang par la tique, des lipides agissant directement
sur les muscles lisses vasculaires entrainant alors une vasodilatation sont libérés dans
la salive (Sonenshine & Roe, 2014). D’autres substances comme des prostaglandines
ou de la prostacycline sont libérées dans la salive, inhibant ou neutralisant ainsi la
vasoconstriction induite par les lésions créées par la morsure de la tique. Ainsi un flux
sanguin est maintenu pour que le repas de sang de la tique ait lieu.

3) Modulation de la coagulation

Dans la salive de tique, des molécules ayant des activités prouvées en tant que
facteurs d’anticoagulation ont été identifiées. Différents facteurs de la cascade de
coagulation sont ciblés (Figure 13) selon I'espéce de tiques. Notamment le facteur Xa
gui est une cible fréquente de la modulation de la coagulation par les tiques. Les autres
cibles des anticoagulants des tiques sont les facteurs tissulaires et I'initiation de la voie
de la thrombine, en effet des molécules aux propriétés antithrombine réduisant
I'agrégation plaquettaire sont présentes dans la salive de la tique (Sonenshine & Roe,
2014).

4) Modulation de 'agrégation plaquettaire

L’adhésion des plaquettes au tissu sous-endothélial 1ésé est médié
principalement par le facteur de von Willebrand et le collagene. Les molécules des
glandes salivaires des tiques différent selon I'espéce de tique et inhibent I'agrégation
plaguettaire en agissant sur différents voies physiologiques. Pa exemple, la salive de
certaines tiques, notamment Ixodides, possédent des apyrases qui hydrolysent 'ADP
qui est un important activateur de I'agrégation plaquettaire. D’autres tiques sécrétent
de la prostacycline et/ou de la prostaglandine F2 a augmentant les niveaux d’AMPc
au sein des plaquettes et inhibant leur agrégation (Aljamali et al., 2009; Ribeiro et al.,
1988; Sonenshine & Roe, 2014). De méme, les molécules antithrombine présente
dans la salive des tiques, citées dans la partie précédente, réduisent I'agrégation
plaquettaire.
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5) Modulation de 'hémostase : le réle des serpines

Les tiques sont confrontées aux mécanismes d’hémostase de I'héte dés que la
piqdre est initiée, de nombreux composants salivaires sont sécrétés par les glandes
salivaires de la tique pour contrer cette réponse de I'héte afin que la tique
hématophage réalise un repas de sang pendant plusieurs jours. La salive est un
meélange de nombreux composants peptidiques et non peptidiques, essentiels au bon
déroulé du repas de sang (Kazimirova & Stibraniova, 2013; Kotal et al., 2015; Simo et
al., 2017).

Les acteurs clés de 'hémostase de I'hOte sont les sérines-protéases. Des
études récentes ont permis de mettre en lumiere le réle des serpines dans la salive de
la tigue, comme inhibiteur des seérine-protéases et donc inhibiteur de I'hémostase,
permettant le repas de sang sans interruption (M. N. Abbas et al., 2022). Ces serpines
sont nombreuses (Figure 14), il en existe plus de 10 000 différentes (Spence et al.,
2021) et ont des réles multiples. Concernant l'inhibition de 'hémostase, différentes
serpines ont été isolées selon I'espéce de la tique étudiée, ayant toute la méme action
sur le mécanisme hémostatique de I'héte (Ibelli et al., 2014; Mulenga et al., 2009;
Rodriguez-Valle et al., 2012; Xu et al., 2016; Yu et al., 2013). Ces études mettaient en
lumiére leur réle d’inhibiteur du facteur X activé, enzyme centrale de la coagulation,
mais aussi dans linhibition de lactivité enzymatique de la cathepsine G et/ou
thrombine ayant pour conséquence l'inhibition de I'agrégation plaquettaire (Chmelar et
al., 2011; Ibelli et al., 2014; Kim et al., 2015; Tirloni et al., 2016).

Les serpines jouent donc un réle important dans l'inhibition de I'némostase,
permettant I'alimentation de la tique, mais elles ne sont pas les seules protéines
salivaires connues pour cet effet, en effet de nombreuses autres participent a la
régulation de 'hémostase (Chmelar et al., 2012; Francischetti, 2010; Wikel, 2013) et
également a la vasodilatation des vaisseaux, influencant ainsi le repas de la tique. De
méme, les serpines n’ont pas pour unique réle la régulation de 'hémostase, elles sont
€galement importante dans la modulation de la réponse immunitaire de I'héte que nous
aborderons dans la suite.
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Figure 14: Le rble des serpines salivaires des tiques dans la régulation de I'hémostase et du complément de I'héte.
(M. N. Abbas et al., 2022)

ii. Modulation de la douleur et des démangeaisons

Dans la partie précédente, nous avons vu que les mastocytes et les
granulocytes avaient un rdle de réservoir de médiateurs pré-stockés (composés
vasoactifs, sérine protéases, histamine, cytokines). La libération et la concentration de
I'histamine au niveau cutané, induit un comportement de grattage de I'héte et donc un
éventuel détachement (Bennett, 1969; Brossard & Wikel, 1997; Twycross et al., 2003;
S. K. Wikel, 1984; Willadsen, 1997).

La salive des tiques contient des molécules qui interagissent avec I'histamine,
meédiateur de la douleur et de 'augmentation de la perméabilité vasculaire (Brossard
& Wikel, 1997; Fontugne, 2002; Kotal et al., 2015; Metcalfe et al., 1997; Wikel, 1984).
Mulenga et al., 2003 ont mis en évidence, dans la salive de Dermacentor variabilis, un
facteur favorisant la libération de I'histamine dans la salive de la tique durant la phase
d’alimentation rapide, supposant un réle important dans la vasodilatation nécessaire
pour le repas sanguin. Ceci a également été observé chez Ixodes scapularis
confirmant la présence de facteurs favorisant la libération d’histamine et donc le repas
sanguin (Dai et al., 2010). Un autre réle favorisé par la stimulation de I'histamine par
la salive de tique est I'action que celle-ci a sur les cellules dendritiques contribuant au
développement des cellules Th2 (Jutel et al., 2002).
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iii. Modulation de l'inflammation et des cellules de I'immunité de

I'hote

Les serpines présentent dans la salive de la tique, mentionnées dans la partie
4.b.i.5, ont également un réle important dans la régulation de I'immunité de I'héte
(Abbas et al., 2022) mais elles ne sont pas les seules molécules a la réguler.

Les composants de la salive vont modifier I'action, I'expression et la circulation
des différents acteurs de I'immunité innée et acquise. En effet, apres I'action sur
'hémostase, les différentes cellules sont affectées par les composants salivaires
(Fontugne, 2002).

1) La voie du complément

Le systtme du complément est un groupe de protéines circulantes et
membranaires jouant un réle important dans les voies d’activation innées, alternatives
et lectiniques, dans les défenses immunitaires classiques ciblant les agents infectieux
et favorisant le maintien de 'homéostasie (Ricklin et al., 2010). Cette voie est une
cascade d’activation de composants aboutissant a la création de pores dans les parois
des agents pathogénes et donc a leur destruction (Kotal et al., 2015). La salive de la
tique inhibe, notamment par l'intermédiaire des serpines (Figure 14), la synthese de
ces composants empéchant ainsi leur fixation et donc leur activation aboutissant a
'absence de production d’anaphylatoxine (Brossard & Wikel, 1997; Wikel, 1996). Les
conséquences étant la diminution de la production d’effecteur du complément et la
diminution du relargage de molécules vasoactive ayant un réle dans I'expression de
limmunité acquise (Brossard & Wikel, 1997; Kotél et al., 2015; Wikel, 1996)

2) Les granulocytes

Les basophiles sont recrutés sur le site de gorgement de la tique et sont des
acteurs importants dans le rejet de la tique. Une fois sur place ils dégranulent, libérant
notamment de I'histamine responsable du phénoméne d’hypersensibilité cutanée des
basophiles (Brown & Askenase, 1985), stimulant de la réaction locale de grattage de
'héte, favorisant le décrochement de la tique (Bennett, 1969; Brossard & Wikel, 1997;
Wikel, 1984; Willadsen, 1997). La libération d’histamine par les basophiles peut étre
influencer par les composants de la salive des tiques, diminuant ainsi ces réactions
(Kotal et al., 2015)

Les éosinophiles se situent principalement dans les zones de muqueuse en
contact avec I'environnement extérieur (muqueuses intestinales ou pulmonaires). lls
produisent des cytokines, des chimiokines, d’autres médiateurs responsables de
'apoptose cellulaire (Kotal et al., 2015; Odemuyiwa et al., 2004). lls sont riches en
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effecteurs cytotoxiques responsables de la dégranulation des mastocytes et des
basophiles (Rothenberg & Hogan, 2006), en molécules inflammatoires responsables
de la réparation des tissus (Kotal et al., 2015). La salive des tiques inhibe I'attraction
des éosinophiles vers le site de piqure de la tique, mécanisme influencé par I'action
de chimiokines (Kotél et al., 2015).

Les neutrophiles sont également des cibles de la salive des tiques. L’étude de
(Ribeiro et al., 1990) sur la salive d’Ixodes scapularis a mis en évidence une inhibition
de l'agrégation des neutrophiles, la phagocytose et la sécrétion d’enzymes et
superoxyde par les granules. Au sein de la salive d’Ixodes ricinus, une protéine de la
famille des lipocaline (Ir-LBP) est présente. Cette derniere se lie au leucotriene B4 de
facon similaire a celle du récepteur membranaire des neutrophiles diminuant la
réponse inflammatoire en réduisant le nombre et I'activation des neutrophiles au
niveau du site de la piqlre de tique (Beaufays et al., 2008). La mobilisation et
I'activation des neutrophiles est dépendante de la cytokine IL-8 (Baggiolini et al.,
1993), or I'activité d’IL-8 est une cible commune pour différentes espéeces de tiqgues
afin de réduire I'afflux de granulocytes au site de la morsure, ce qui est le cas pour
Ixodes ricinus et Dermacentor reticulatus (Hajnicka et al., 2001). D’autres inhibiteurs
d’'une chimiokine (CXCL8) attirant les neutrophile ont été retrouvés chez d’autres
especes de tigues (Sonenshine & Roe, 2014). Ces activités de modulation des
neutrophiles sont attribuées en partie a 2 protéines salivaires, ISL 929 et ISL 1373
(Guo et al., 2009).

3) Les macrophages et monocytes

Les macrophages sont des cellules présentatrices d’antigénes, elles produisent
des cytokines et des chimiokines. Les composants de la salive inhibent les productions
des macrophages responsables de la mort des agents pathogenes (Brossard & Wikel,
1997, Ferreira & Silva, 1998) et inhibent la phagocytose par les macrophages (Kramer
et al., 2011). La salive est également composée de prostaglandine E2 (PGE2) ayant
pour influence linhibition de la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires par les
macrophages et le recrutement des fibroblastes pour la cicatrisation (Poole et al.,
2013). La salive des tiques inhibe les sécrétions pro-inflammatoires des macrophages,
réduisant ainsi le réle majeur des macrophages dans la défense de I'héte face a une
piqQre de tique.

4) Cellules dendritiques

Lors de I'étude de Cavassani et al. (2005), il a été mis en évidence que la salive
de Rhipicephalus sanguineus inhibait la différenciation et la maturation des cellules
dendritiques dérivées de la moelle osseuse en cellules présentatrices d’antigénes
fonctionnelles. In vitro, la salive de cette tique incubée avec des cellules dendritiques
immature réduit la migration et le renouvellement cellulaire au niveau de la peau et
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induit une augmentation de I'lL-10 qui régule négativement les réponses immunitaires
de I'héte (Oliveira et al., 2008, 2010). La présence de prostaglandine E2 dans la salive
de la tique Ixodes scapularis inhibe la production d’IL-12 et de TNF par les cellules
dendritiques, de méme, la salive de cette tique réduit la prolifération des cellules T
CD4+ spécifiques de I'antigene et la production d’IL-2 (S4-Nunes et al., 2007). Lors de
'étude de (Skallova et al., 2008) de la salive de tique Ixodes ricinus provenant de
femelles nourries pendant 6 jours a été ajoutée a des cellules dendritiques spléniques,
in vitro. L’injection intradermique de cette préparation et I'application, sur la peau, d’un
produit chimique sensibilisant au contact a altéré la maturation et la migration des
cellules dendritiques de la peau enflammeée vers les ganglions lymphatiques drainants
et a diminué la capacité de présentation des antigenes (Skallova et al., 2008).

5) Les cytokines et chimiokines

Les cytokines et chimiokines sont des régulateurs clés de la communication
intercellulaire, c’est-a-dire de I'extravasation de leucocytes vers les sites de Iésions
tissulaires ou d’infection mais également de I'activation des cellules de I'immunité,
'organisation de la réponse immunitaire et la régulation de l'activité des cellules
immunitaires (Abbas et al., 2019). La salive des tiques va généralement diminuer la
guantité de cytokines pro-inflammatoires des macrophages et des cellules T, polariser
les réponses des cellules T CD4+ vers une réponse de type Th2 et inhiber les
chimiokines qui régulent l'accumulation et l'activation des cellules de la réponse
inflammatoire (Francischetti et al., 2009; Sonenshine & Roe, 2014). L’'une des
cytokines principalement visée est la TNF- a car celle-ci stimule le recrutement et
I'activation des neutrophiles et des monocytes, stimule I'expression des molécules
d'adhésion par I'endothélium vasculaire et induit la sécrétion de chimiokines par les
macrophages et les cellules endothéliales (Sonenshine & Roe, 2014). Selon I'espéce
de tique, cette cytokine (et d’autres) seront inhiber par diverse molécules, la serpine
Iris de la salive d'l. ricinus supprime la sécrétion de TNF- a et d'IFN- y en se liant aux
macrophages (Prevot et al., 2009) tandis que chez Ornithodoros moubata ce sera la
cystatine (Sonenshine & Roe, 2014). Les activités anti-chimokines sont communes
aux différentes especes de tiques. Des activités inhibitrices de chimiokines ont été
trouvées dans les extraits de glandes salivaires de D. reticulatus, I. ricinus, R.
appendiculatus, et A. variegatum (Peterkova et al., 2008). En plus des inhibiteurs de
chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires, la salive des tiques contient des
inhibiteurs de cytokines activatrices des cellules T (Sonenshine & Roe, 2014)

6) Lymphocytes T et B

L'immunité adaptative de I'hote est inhibée par la salive, notamment la
prolifération des lymphocytes, ayant pour conséquences la réduction de la réponse
immunitaire de I'hote (Brossard & Wikel, 1997). Une cible commune de la modulation
des réponses des cellules T est I'induction de la polarisation Th2 favorisant leur repas
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de sang (Bowman & Nuttall, 2008; Kotal et al., 2015; Sonenshine & Roe, 2014; Wikel,
1996). En effet, la réponse immunitaire de type Thl favorise la réponse cellulaire et
inflammatoire de I'hdte contrblée par d’autres constituants de la salive de la tique (voir
plus haut), tandis que la voie immunitaire Th2 favorise la réponse humorale (Kotal et
al., 2015). Cette réponse humorale est d’ailleurs elle-méme la cible des constituants
de la salive car la production d’anticorps par les lymphocytes B, responsable de
'endommagement des pieces buccales des tiques, I'activation d’autres cellules ou le
complément sont inhibés par les propriétés immunosuppressives des composants
salivaires de la tique (Kotél et al., 2015; Wikel, 1996; Wikel et al., 1994).

Comme vu précédemment, la modulation des cytokines inhibe la prolifération
des cellules T (Bowman & Nuttall, 2008; Francischetti et al., 2009). De méme des
protéines agissant directement sur les cellules ou par I'intermédiaire d’autres cellules
vont également inhiber la prolifération des cellules T. La protéine la plus détaillée est
la protéine Salp15 de la salive d’l. scapularis. La production d'IL-2 et la prolifération
des cellules T CD4+ sont inhibées par Salpl5 (Juncadella & Anguita, 2009).

7) Les cellules Natural Killer (NK)

L'influence de la salive de la tique dépend énormément de I'espéce de tique.
En effet, alors que la salive d’Ixodes ricinus n’a pas du tout altéré la fonction des
cellules NK (Kube$ et al., 2002), celle préparé a partir de Dermacentor reticulatus
nourri pendant 3 ou 5 jours a réduit I'efficacité des cellules NK en réduisant leur Iésion
aux cellules cibles (Kube$ et al., 2002). Cependant, I'extrait de glande salivaire d’l.
ricinus partiellement nourri a supprimé la cytotoxicité des cellules NK (Kopecky &
Kuthejlova, 1998).

c. Latransmission d’agents pathogénes facilitée

Les mécanismes cités plus haut participent a la facilitation de la transmission
des agents pathogénes comme le montre I'inoculation de B. burgdorferi par la tique ou
par seringue (Fontugne, 2002). On peut donc supposer que les facteurs salivaires de
la tique créent un environnement propice a la transmission. Nous ne nous attarderons
pas sur la transmission d’agents pathogénes en général, qui sera entrevue au travers
du cas particulier de la transmission de Cytauxzoon abordée dans la partie suivante
(cf. ).
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. Le cas particulier de Cytauxzoon sp. en Europe

1. Etiologie

Le parasite étudié est un parasite du genre Cytauxzoon. Il s’agit d'un
protozoaire appartenant au groupe des Apicomplexa ou sporozoaires, appartenant a
I'Ordre des Piroplasmida ou piroplasmes, famille des Theileriidae. Il s’agit donc d’un
parasite intra-érythrocytaire ou du systéme réticulo-endothélial qui existe sous deux
formes, I'une érythrocytaire (piroplasme) et I'autre tissulaire (schizonte) (Figure 15).

Figure 15: Mise en évidence des formes intra-érythrocytaires et tissulaires de Cytauxzoon felis aprés coloration.
(A) Schizonte intracellulaire au sein d’'un vaisseau sanguin dans un poumon de chat créant une obstruction
(coloration Hemalun Eosine). (B) Piroplasmes intracelullaires au sein des érythrocytes de chat (coloration Giemsa)
(Holman & Snowden, 2009).

a. Taxonomie

Historiquement, la taille du protozoaire était le principal critére de classification
pour les babésies ou piroplasmes. Cette classification a été remise en cause par la
biologie moléculaire (Schreeg et al., 2016). De nombreuses études ont permis d’établir
un arbre phylogénétique de l'ordre Piroplasmida a l'aide de I'analyse des séquences
de 'ARN ribosomal 18S (Lack et al., 2012).

Malgré 'apport de ces techniques pour I'élaboration d’'un arbre phylogénétique,
les auteurs n’ont pas pu établir un arbre distinguant chaque genre. L’étude de Schreeg
et al. (2016) a permis de réaliser un arbre phylogénétique en juxtaposant les résultats
obtenus avec l'analyse du séquencage de ’ARN ribosomal 18S et ceux de I'analyse
du génome mitochondrial de plusieurs especes identifiées dans I'Ordre des
Piroplasmida (Figure 16).
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Schreeg et al. (2016) mettent ainsi en évidence cinq groupes au sein de I'Ordre
Piroplasmida. Cytauxzoon et Theileria sont regroupés en un seul clade qui est le
groupe frere du clade Babesia sensu stricto.
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Figure 16: Analyse phylogénétique juxtaposant analyse du génome mitochondrial et séquencage de I'ARN 18S
chez cinq lignées distinctes au sein de la famille Piroplasmida (Schreeg, et al., 2016)

Ainsi, au vu de la proximité phylogénétique du genre Cytauxzoon avec les
genres Babesia et Theileria, une partie de ses caractéristiques physiques et
fonctionnelles peuvent étre déduites. Babesia sensu stricto a une transmission
transovarienne et transtadiale au sein de I'héte tique et infecte les érythrocytes au sein
de I'néte vertébré seulement (Schreeg et al., 2016). Theileria ou Cytauxzoon ont une
transmission transtadiale stricte au sein de I'héte tique et infectent les érythrocytes et
des cellules nucléées au sein de I'héte vertébré (Schreeg et al., 2016). Cytauxzoon se
distingue de Theileria par le lieu de réplication du schizonte au sein des phagocytes
mononucléés pour le premier et au sein des noeuds lymphatiques pour le second
(Shock et al., 2011). Cytauxzoon est un piroplasme présent sous forme d’inclusions
micrométriques au sein des érythrocytes et des macrophages (Figure 15) (Holman &
Snowden, 2009).
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b. Ladécouverte de Cytauxzoon

Le genre Cytauxzoon a été décrit la premiere fois par Neitz et Thomas (1948).
Il s’agissait de Cytauxzoon sylvicaprae provenant d’'une antilope captive en Afrique du
Sud. Deux autres espéces sont ensuite décrites : Cytauxzoon strepsicerosi (Neitz et
de Lange, 1956 ; Panait et al., 2021) du grand koudou en Afrigue du Sud et
Cytauxzoon taurotragi de I'élan au Kenya (Martin et Brocklesby, 1960 ; Panait et al.,
2021). Bien qu'une synonymie avec Theileria ait été suggérée par Levine (1971), une
nouvelle espéce de Cytauxzoon a été signalée chez les chats domestiques aux Etats-
Unis. Cytauxzoon felis, est décrite en 1976 par Wagner et al. (1976). |l s’agit d’'un
parasite du chat (Felis catus) vivant dans les bois du Sud-Ouest du Missouri (Etats-
uUnis). C. felis est responsable d'une maladie grave, souvent mortelle, associant des
signes cliniqgues tels qu’anémie, asthénie, anorexie, vomissements, ictére,
splénomégalie, hépatomégalie et forte fievre (Birkenheuer et al., 2006). Dans la
majorité des cas, le parasite entraine un syndrome fébrile aigu fatal.

Une autre espéce est mise en évidence lors d’'une étude sur des chats en
Mongolie (Reichard et al., 2005). Les frottis sanguins montrent des piroplasmes intra-
érythrocytaires morphologiquement identiques a Cytauxzoon felis. Les analyses
phylogénétiques des séquences ADN du parasite révele un groupe apparenté a
Cytauxzoon felis identifié comme une nouvelle espéce par I'analyse de la moyenne
corrigée du pourcentage de divergence et désigné sous le nom de Cytauxzoon manul.

Actuellement, seules ces deux espéces sont reconnues. Cependant d’autres
protozoaires ont été décrits en Europe au cours de diverses études, notamment en
Italie (Criado-Fornelio et al., 2003), au Portugal (Alho et al., 2016), en Roumanie
(Gallusova et al., 2016), en France (Legroux et al., 2017b), en Espagne (Diaz-
Regafion et al., 2017), en Allemagne (Panait et al., 2020), et en Suisse (Nentwig et al.,
2018). Alors que C. felis est bien étudié en Amérique du Nord, tant au niveau clinique
gue moléculaire, les Cytauxzoons européens demeurent peu caracterisés.

L’héte du parasite semble étre un félidé sauvage ou domestique, le vecteur
guant a lui reste non identifié au niveau européen, bien que différentes tiques dures,
notamment Ixodes ricinus, puissent étre de bons candidats en Europe (Gallusova et
al., 2016)

c. Laclassification phylogénétique de Cytauxzoon

Une étude récente (Panait et al.,, 2021a) s’est concentrée sur la diversité
génétique des Cytauxzoon spp. en Europe, en comparaison avec la génétique de
Cytauxzoon felis trés documentée aux Etats-Unis.

Dans cette étude, des analyses basées sur les séquences d’ADNr 18S, les
genes mitochondriaux COIl et CytB sont étudiés. Les analyses des séquences d’ADNr
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18S de Cytauxzoon spp. provenant de félidés ont formé deux clades distincts. Au sein
de chacun deux, deux sous-clades ont été formés (isolats des Etats-Unis et du Brésil
pour le premier clade et isolats de C. manul de Mongolie et d’Europe pour le deuxiéme
clade) (Panait et al., 2021a) (Figure 17).
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Figure 17: Arbre phylogénétique évalué par la méthode du maximum de vraisemblance des piroplasmides basé
sur les séquences d'’ADNr 18S (Panait et al., 2020). Les isolats de cette étude sont surlignés en rouge ; La barre
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Cette technique a cependant ses limites, notamment sur son pouvoir de séparer
des taxons étroitement apparentés (Panait et al., 2021a). L’utilisation d’autres
marqueurs était donc souhaitable, selon les auteurs, pour définir et distinguer les
espéces de piroplasmes. Ainsi, dans I'étude de Panait et al. (2021), les analyses des
deux génes mitochondriaux COIl et CytB ont révélé une diversité génétique
relativement élevée. Trois clades ont ainsi été nouvellement formés dans I'analyses
des deux génes mitochondriaux, donnant trois génotypes différents de celui de C. felis
(Panait et al., 2021a) (Figure 18). Au sein de ces 3 clades, une classification selon la
représentativité au niveau européen a était faite, distinguant ainsi les groupes EU1,
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EU2 et EU3 respectivement majoritaire, minoritaire et rare. Les auteurs ont défini ces
trois groupes en tant que nouvelles especes en leur attribuant un résumé taxonomique
et une description. L'espéce majoritaire (EU1) est ainsi nhommée Cytauxzoon
europaeus n. sp, 'espéce minoritaire (EU2) nommée Cytauxzoon otrantorum n. sp. et
'espece rare (EU3) nommée Cytauxzoon banethi n. sp.

Les auteurs ont conscience que leur travail ne prend aucunement en compte la
morphologie des piroplasmes pour I'établissement de ces clades, cependant ils
rappellent que des études précédentes ont démontré I'uniformité morphologique des
Cytauxzoon spp. (Reichard et al., 2005).
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Dans la suite de cette étude, nous utilisons principalement les données
obtenues sur le parasite Cytauxzoon felis et mentionnerons les especes européennes
sous le nom de Cytauxzoon sp.

2. Cycle et biologie

a. Félidés : réservoir et especes cibles

De nombreuses études ont permis de mettre en évidence l'infection des lynx
par Cytauxzoon felis. C’est le cas de I'étude de Blouin et al. (1984) qui a étudié le lynx
roux (Lynx rufus) dans I'état de I'Oklahoma (Etats-Unis) (Blouin et al., 1984), de I'étude
de Shock et al. en 2011 qui a étudié le lynx roux dans 13 états des Etats-Unis (Shock
etal., 2011) et de I'étude de Bohin en 2018 qui a étudié le Lynx boréal (Lynx lynx) dans
la région du Jura francais (Bohin, 2018b). D’autres études préalables ont permis de
considérer le lynx roux comme réservoir naturel de C. felis aux Etats-Unis (Glenn et
al., 1983; Glenn & Stair, 1984; Kier et al., 1982). Malgré le manque d’étude sur le lynx
boréal, il semblerait que cette espéce puisse étre également considérée comme hoéte
réservoir de Cytauxzoon sp. en Europe, tout du moins en France. D’autres analyses,
notamment sur la panthére et le cougar de Floride (Butt et al., 1991; Harvey et al.,
2007; Rotstein et al., 1999; Yabsley et al., 2006) et sur le cougar de Louisiane (Shock
et al., 2011) ont mis en évidence la présence de C. felis chez ces especes de félidés
suggérant qu’elles peuvent constituer un réservoir naturel supplémentaire pour C. felis.

D’autres études appuient les observations précédentes, c’est-a-dire les félidés
comme espéeces cibles, par I'étude des chats sauvages (Felis silvestris). Ces études
mettent en évidence la présence de Cytauxzoon sp. chez les individus prélevés
(Hornok et al., 2022; Panait et al., 2021a; Veronesi et al., 2016). De méme d’autres
études concernant l'infection du chat domestique (Felis catus) par C. felis ont mis en
évident la capacité de cette espéce a étre réceptive (Allen et al., 2019; Bohin, 2018b;
Reichard et al., 2013).

Dans I'étude de Kier et al. en 1982, des schizontes de C. felis ont été inoculés
a 33 especes differentes de vertébrés domestiques (4 espéces d'animaux
domestiques de ferme, 9 espéces d'animaux de laboratoire et 17 especes sauvages)
afin d’étudier I'impact que le parasite peut avoir sur d’autres animaux. Les seuls
animaux ayant présentés des signes clairs de Cytauxzoonose étaient les lynx roux
(Lynx rufus) (Kier et al., 1982). Ainsi, il semblerait que les félidés soient les espéces
cibles de Cytauxzoon sp.
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b. Le vecteur

Actuellement, les tiques dont on a démontré expérimentalement la capacité
vectorielle de transmission de C. felis aux chats sont les adultes Amblyoma
americanum (Reichard et al., 2009; 2010; 2013; 2019), les nymphes A. americanum
(Allen et al., 2019), les adultes Dermacentor variabilis (Blouin et al., 1984). Les tiques
hétes de C. manul et Cytauxzoon sp. européennes et leur cycle ne sont pas connus.
En Europe, la tique Ixodes ricinus étant la plus répandue dans les écosystemes
forestiers mais également sur les chats sauvages (D’Amico et al., 2017) et
domestiques (Davies et al., 2017; Geurden et al., 2018) mais également la seule
espece de tique trouvée sur les carcasses de lynx roumains (D’Amico et al., 2017) et
boréal (Gallusova et al., 2016), elle est suggérée comme vecteur potentiel en Europe
(Gallusova et al., 2016; Panait et al., 2021a).

c. Le cycle au sein du vecteur et de I’hote

Le cycle du protozoaire Cytauxzoon s’apparente au cycle de Theileria sensu
stricto, c’est ce qui a été étudié par Jalovecka et al. en 2018. Les différentes phases
du cycle se déroulent au sein d’'un héte félidé ou au sein d’un vecteur tique (Figure
20). Quatre phases se succedent: schizogonie, mérogonie, gamogonie et
sporogonie ; chacune correspondant & un moment précis du cycle de transmission du
protozoaire (Jalovecka et al., 2018).

Schizogonie et mérogonie sont des multiplications asexuées se déroulant au
sein des cellules sanguines de I'hdte vertébré. La schizogonie a lieu au sein des
cellules leucocytaires et favorise la multiplication rapide du parasite formant ainsi des
schizontes multinucléés. La schizogonie se termine par la production de mérozoites
non nucléés libérés dans la circulation sanguine de I'h6te. Ces derniers envahissent
ensuite les érythrocytes ou se déroule alors la mérogonie qui est donc une
multiplication intra-érythrocytaire (Jalovecka et al., 2018)

La gamogonie est la reproduction sexuée se déroulant a I'intérieur de I'intestin
moyen de la tique qui sera ensuite suivie de l'invasion des tissus de la tique. Cette
phase du cycle débute par I'apparition de gamétocytes dans les globules rouges de
I'hote. Lors de I'absorption du sang par le vecteur tique, ces gamétocytes poursuivent
leur cycle et se transforment en gamétes. Un fois dans la lumiére de I'intestin moyen
de la tique, la fécondation a lieu, un zygote naitra de ce processus. Celui-ci pénétre
dans la matrice péritrophique de la tique jusqu’aux cellules épithéliales. Le zygote subit
ensuite une division aboutissant a la formation de kinétes qui envahiront directement
les glandes salivaires de la tique (Jalovecka et al., 2018)
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Enfin, la sporogonie est la prolifération asexuée dans les glandes salivaires de
la tique, formant des sporozoites . Elle débute aprés I'invasion des glandes salivaires
des tigues par les kinetes qui forme ensuite un sporoblaste (maillage multinucléé). Une
fois la tique attachée a son hote, ce sporoblaste murit et entraine la libération des
sporozoites dans la salive de la tique (Jalovecka et al., 2018).

Toutes ces phases du cycle sont résumées dans la Figure 27.
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Figure 19 : Cycle de transmission de Theileria sensu stricto et Cytauxzoon sp (Jalovecka et al., 2018).
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3. Epidémiologie

a. Reépartition géographique de Cytauxzoon sp. en Europe

Le protozoaire Cytauxzoon felis a fait 'objet de nombreuses études aux Etats-
Unis sur sa répartition géographique (Shock et al., 2011; Tarigo et al., 2013). Aussi
nous concentrerons nous principalement sur la répartition géographique en Europe qui
a fait 'objet d’études récentes.

Cytauxzoon sp. a été identifié chez des chats domestiques (Felis catus), des
chats sauvages (Felis silvestris), le lynx boreal (Lynx lynx) et le lynx ibérique (Lynx
pardinus) a travers toute I'Europe (France, Italie, Allemagne, Suisse, Luxembourg,
Espagne, Roumanie, République tchéque) (Alho et al., 2016; Bohin, 2018b; Criado-
Fornelio et al., 2003; Diaz-Regafién et al., 2017; Gallusova et al., 2016; Legroux et al.,
2017b; Nentwig et al., 2018; Panait et al., 2020; Veronesi et al., 2016; Willi et al., 2022).

Le parasite a été pour la premiére fois mentionné au cours d’'une étude réalisée
en 2009, étudiant 116 chats sur le territoire francais au sein desquels un seul chat
présentait de ’ADN de Cytauxzoon sp. (Criado-Fornelio et al., 2009). Le Nord-Est de
I'ltalie a été la premiére zone endémique d’Europe décrite en 2012 (Carli et al., 2012)
suivi par I'étude de Veronesi et al. identifiant la présence du parasite au Nord-Est et
au Centre de I'ltalie (Figure 28). Cette derniere étude portait sur des cadavres de chats
sauvages (Veronesi et al., 2016). La méme année, une étude au Portugal mentionne
un cas de Cytauxzoonose chez un chat domestique (Alho et al., 2016), suivie de
'étude de Legroux et al. mentionnant également le premier cas diagnostiqué de
Cytauxzoonose en France (Legroux et al., 2017hb).

Legend:
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Figure 21 : Carte de I'ltalie : sites de collecte ou les 21 carcasses de chats sauvages européens (Felis silvestris
silvestris) ont été trouvées et examinées pour Cytauxzoon spp. et ou des échantillons positifs ont été récupérés
(Veronesi et al., 2016)
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L’étude de Bohin en 2018 sur des prélevements de lynx boréal provenant
d’animaux sauvages collectés dans le cadre du réseau SAGIR (15 échantillons de lynx
ont pu étre examinés) a mis en évidence la présence de lynx boréal positifs a
Cytauxzoon sp. dans le département du Jura (France) (Figure 22) avec une prévalence
bien plus supérieure que celle de 20% estimée chez le lynx roux (Lynx rufus) (Shock

et al., 2011).
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Figure 22 : Géolocalisation des Lynx positif a Cytauxzoon sp dans de département du Jura, France (Bohin, 2018b)

Une étude récente sur la classification phylogénétigue a regroupé des
échantillons de 106 carcasses (92 chats sauvages et 14 lynx boréaux) provenant
d’Allemagne, de Roumanie, de République tcheque et du Luxembourg mettant ainsi
en évidence une répartition globale de Cytauxzoon sp. au sein de I'Europe (Figure 23)
(Panait et al., 2020).

Une étude Suisse récente a analysé des échantillons différents selon 4 études
distinctes (Willi et al., 2022). La premiére étude (étude A) comprenait des échantillons
provenant de 13 chats du Centre de la Suisse, I'étude B des échantillons de 881 chat
de toutes la Suisse, I'étude C des échantillons de 91 chats errants du Nord-Ouest de
la Suisse et 501 chats anémique de toute la Suisse, enfin, 'étude D des échantillons
de 65 chats domestiques obtenus en 2003 et 34 chats sauvages européens de I'Est
de la France obtenus entre 1995 et 1996. Ces échantillons sont analysés pour
Cytauxzoon sp. par PCR puis les échantillons positifs sont séquencés a l'aide des
génes de 'ARNr 18S, du cytochrome b (CytB) ou du cytochrome c (COl). Lors de cette
étude, la prévalence globale chez les chats domestiques suisses pour l'infection par
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Cytauxzoon sp. s’est averée faible, cependant une zone sensible au Nord-Ouest et
Centre de la Suisse a été mise en évidence (Figure 24) (Willi et al., 2022).

L’ensemble de ces différentes études mettent en évidence la présence du
protozoaire Cytauxzoon sp. en Europe et sa répartition globale au sein de celle-ci.

LEGEND

® Felis silvestris

A Lynx lynx

I Major EUI genotype

[ Minor EU2 genotype

[ Rare EU3 genotype
=

Figure 23 : Distribution géographique des génotypes européens de Cytauxzoon spp., différenciés par les hétes
(Panait et al., 2020)

b. Saisonnalité

Aux Etats-Unis, des études sur C. felis ont mis en évidence un modéle bimodale
pour les cas de Cytauxzoonose avec un premier grand pic entre mai et juin, puis un
deuxieme plus faible en septembre (Figure 25) (Reichard et al., 2008; Wikander et al.,
2020). Ce modéle bimodal est lié a l'activité saisonniere des tiques, en effet le pic
d’activité des adultes et des nymphes d’A. americanum se produit d’avril & juin et d’ao(t
a septembre, ceci pouvant varier selon les régions géographiques (Reichard et al.,
2008; Shock et al., 2011).

Dans le paragraphe précédent nous avons vu que la saisonnalité de la maladie
suit la saisonnalité du vecteur tique (Reichard et al., 2008 ; Shock et al., 2011). Cette
saisonnalité dépend de facteurs environnementaux tels que la température, les
précipitations et 'humidité. La localisation des chats est donc importante pour le
contact avec ces vecteurs. En effet il a été mis en évidence que les zones résidentielles
a faible densité, les habitats boisés ou les lieux a proximité de zones naturelles non

61



gérées représentent des facteurs de risque car ces lieux sont favorables au
développement de la population de tiques et donc le contact avec la population de
chats, mais ces zones sont également des lieux favorables a la présence de lynx roux
(Jin-Lei et al., 2017; Reichard et al., 2008).

@ Positive Study A @ Positive Study B 4l Positive Study C
A Positive Study D (domestic cats) @ @@ M A Negative (A-D)

Figure 24 : Carte de la Suisse montrant la distribution géographique des échantillons analysés. L'origine
géographique des chats des zones d'étude A (pentagones), B (cercles), C (losanges : chats anémiques ; carrés :
chats errants) et D (triangles : chats domestiques de 2003 ; étoiles : chats sauvages européens de 1995-1995) en
Suisse est indiquée. La couleur des symboles indique les échantillons PCR-positifs (rouge) et -négatifs (vert). La
taille des symboles indique le nombre d'échantillons de Cytauxzoon spp. PCR-positifs ou -négatifs par site (Willi et
al., 2022)
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Figure 25 : Cas de Cytauxzoonose aigué par mois. Etude rétrospective sur les cas de mai 2006 a octobre 2019
aux Etats-Unis. Les nombres de cas représentent la somme du nombre total de cas pour chaque mois de toutes
les années. Ces chiffres représentent le nombre brut de cas de Cytauxzoonose aigué (Wikander et al., 2020).
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c. Facteurs derisque

Des facteurs intrinséques a la population de chat tel que I'age, le sexe, le mode
de vie peuvent étre a risque. En effet, il a été constaté que les jeunes chats (entre 1 a
4 ans) sont majoritairement représentés dans les cas de Cytauxzoonose, de méme
pour les males et les chats vivant principalement a I'extérieur (Birkenheuer et al., 2006;
Wikander et al., 2020)

4. Pathogénie, tableau clinique et Iésions chez le chat domestique

La pathogénie de l'infection par Cytauxzoon felis chez les chats domestiques a
été décrites de nombreuses fois aux Etats-Unis et est clairement détaillée (Lloret et
al.,, 2015; Reichard et al., 2021) tandis que celle de Cytauxzoon sp. n'est pas
entierement élucidée mais semble différer de celle causée par C. felis (Nentwig et al.,
2018).

a. Pathogénie et tableau clinique de Cytauxzoon felis décrits aux
Etats Unis

i. Pathogénie

Cytauxzoon felis a fait 'objet de nombreuses études aux Etats-Unis, ainsi une
grande documentation sur ce parasite existe. Les tiques vectrices réalisent leur repas
de sang sur un hote réservoir naturel (lynx, chat sauvage, chat domestiques) et
ingerent des mérozoites. Une fois au sein de la tique, le parasite réalise une réplication
sexuelle (gamétogenése) dans l'intestin et les glandes salivaires de celle-ci. Des
sporozoites sont alors formés et peuvent étre transmis lors d’'un prochain repas de
sang. Au sein de I'héte, les sporozoites subissent une réplication asexuée dans les
macrophages. Cette réplication de C. felis entraine une distension et un
agrandissement en grandes structures appelées schizontes. Souvent appelées
mégaschizontes, ces cellules peuvent agir comme des thrombi et occlurent les
vaisseaux. Une thrombose des vaisseaux affectés et des modifications histologiques
correspondant a une ischémie sont frequemment observées dans de nombreux tissus,
y compris le cerveau et le coeur (Clarke & Rissi, 2015). Les poumons, la rate et le foie
sont généralement les organes les plus séverement touchés, mais la plupart des
organes parenchymateux peuvent étre atteints entrainant leur défaillance (Lloret et al.,
2015; Meinkoth & Kocan, 2005; Reichard et al., 2021). La dissémination généralisée
des schizontes entraine une thrombose parasitaire, une altération de la circulation,
une infection des tissus et une réponse inflammatoire systémique sévere, qui peut
conduire au dysfonctionnement et a la défaillance de plusieurs organes. Une mort
dans les trois semaines suivant l'infection a été décrite (Lloret et al., 2015; Snider et
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al., 2010). Un grand nombre de mérozoites est libéré lorsque les schizontes se
rompent dans la circulation, infectant alors les globules rouges et d’autres cellules
mononucléées. Cette maladie est donc caractérisée par une érythroparasitémie
observable sur des frottis sanguins, pouvant conduire a une anémie hémolytique et
une érythrophagocytose (Lloret et al., 2015).

ii. Tableau clinique

Le tableau clinique de la Cytauxzoonose se présente généralement sous une
forme aigué avec de la fievre, une anorexie, une léthargie, une asthénie, une
déshydratation, une dyspnée, une tachycardie, des vomissements, une hyperthermie
en phase aigué et hypothermie en fin d’évolution, une crise hémolytique, et un possible
ictére. Les chats présentent ces signes cliniques environ 11 a 14 jours apres avoir été
piqués par une tique infectée par C. felis (Jin-Lei et al., 2017; Reichard et al., 2021).
La maladie évolue rapidement, les chats moribonds présentent souvent des signes de
décubitus, d’hypothermie et de vocalisation dans les phases terminale de la maladie.
En I'absence de traitement, de nombreux chats succombent dans les 5 jours suivant
I'apparition des symptémes (Beugnet et al., 2021; Jin-Lei et al., 2017).

Les analyses biologiques des chats atteints peuvent révéler une leucopénie,
une thrombopénie avec une possible anémie non régénérative devenant régénérative
si le chat survit. Cette anémie est due a la fois a I’hémolyse et a une atteinte médullaire
(Figure 26) (Beugnet et al., 2021; Reichard et al., 2021). Une hyperbilirubinémie, une
bilirubinurie, une augmentation des enzymes hépatiques, une hyperglycémie et une
hypoalbuminémie sont également observables chez les chats atteints. Une
coagulation intravasculaire disséminée peut également étre mise en évidence par les
tests de coagulations, malgré tout, les saignements hémorragigues restes rares
(Beugnet et al., 2021).

Les chats qui survivent a une Cytauxzoonose aigué conservent des
piroplasmes intra-érythrocytaires et deviennent infectés de fagon persistante et sont
donc considérés comme porteurs a vie de C. felis (Cohn et al., 2011; Jin-Lei et al.,
2017). Si la Cytauxzoonose était souvent fatale il y a dix ans, il semble que les formes
cliniques plus atténuées se généralisent, avec un meilleur taux de survie. En Europe,
les infections restent subaigués (Beugnet et al., 2021).
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Figure 26 : Chats ayant développé une Cytauxzoonose suite a une infection par Cytauxzoon felis. (A) L’asthénie et
la léthargie sont les premiers signes cliniques que les propriétaires remarquent chez les chats infectés par C. felis
(Reichard et al., 2021).

b. Pathogénie et tableau clinique de Cytauxzoon sp décrits en

Europe

La pathogénie de linfection par Cytauxzoon sp. chez les chats domestiques
n’'est pas entiérement élucidée. La phase aigué de la Cytauxzoonose a C. felis est
causée par les schizontes (voir partie 4.a.). La schizogonie n'a pas encore été
identifiée chez les chats infectés par Cytauxzoon sp. (Carli et al., 2012, 2014; Legroux
et al.,, 2017a), mais il est trés probable que ce dernier présente les mémes phases
étant donné la phylogénie moléculaire des organismes Cytauxzoon spp. (Nentwig et
al., 2018). Des infections symptomatiques et asymptomatiques a Cytauxzoon sp. ont
été documentées dans des rapports antérieurs et actuels (Alho et al., 2016; Carli et
al.,, 2012, 2014; Legroux et al., 2017a). Les symptdmes mis en évidence lors des
études de cas en Europe ont mis en évidence les mémes que ceux réveélés lors de
Cytauxzoonose a C. felis, notamment |éthargie, anorexie, hyperthermie, asthénie,
tachycardie, dyspnée et tachypnée, avec un temps de recoloration capillaire (TRC)
supérieur a 2 secondes (Alho et al., 2016; Legroux et al., 2017a; Panait et al., 2020).
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5. Diagnostic

a. Biologie médicale

Le diagnostic définitif repose sur I'observation de C. felis dans les tissus infectés
ou par la détection des parasites par PCR (Reichard et al., 2021).

Les techniques PCR utilisant des amorces qui amplifient des segments
génétiques spécifiques de C. felis sont les méthodes moléculaires les plus utilisées
pour diagnostiquer linfection par C. felis. Ces méthodes moléculaires sont
considérablement plus sensibles et spécifiques par rapport a la microscopie optique,
mais elles prennent plus de temps et sont plus colteuses. Les différentes cibles
génétiques utilisées pour le diagnostic de C. felis par séquencage comprennent I'ARNr
18S, l'internal transcribed spacer 1 (ITS1), I'I'TS 2, le cytochrome b (cytb) et la sous-
unité 11l de la cytochrome c oxydase (cox3) (Reichard et al., 2021). L’étude récente de
Willi et al., (2022) a utilisé 'ARNr 18S, le cytochrome b (cytb) et la sous unité | du
cytochrome ¢ oxydase (COI) pour le séquencage des échantillons positifs.

b. Cytologie, hématologie

L’observation microscopique des piroplasmes dans les érythrocytes sur frottis
de sang fin coloré au Wright-Giemsa est une méthode aisée a réaliser (Figure 27). Les
piroplasmes de Cytauxzoon felis sont peuvent apparaitre sous une forme ovale
bipolaire avec la présence de corps anaplasmoides. La forme la plus décrite est celle
en « chevaliére ». Le diametre varie entre 0,2 et 2,5 um (Sherill & Cohn, 2015).
Cependant cette méthode est trés peu sensible, en effet la confusion avec Babesia sp.
ou Theileria sp. est possible. De plus les signes cliniques peuvent précéder la
présence de piroplasmes de C. felis dans les érythrocytes de plusieurs jours (Sherill &
Cohn, 2015).
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Figure 27 : Piroplasmes de Cytauxzoon felis. Préparation colorée au Wright-Giemsa montrant deux piroplasmes
intra-érythrocytaires de coloration violet foncé avec l'apparence classique d'une "chevaliere" (encart). Les
piroplasmes peuvent également se présenter sous la forme de structures ovales bipolaires, de corps ronds
anaplasmoides ou de tétrades ; ils ont généralement un diamétre de 1 a 2 um. Les érythrocytes félins ont un
diamétre d'environ 5 um (Sherill & Cohn, 2015).

c. Histologie

L’observation des schizontes dans les macrophages intravasculaires a partir de
biopsie du foie, de la rate et/ou du poumon permet un diagnostic histologique (Figure

28Figure 21) (Sherill & Cohn, 2015).
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Figure 28 : Occlusion vasculaire secondaire a des macrophages infectés par Cytauxzoon felis. Une veine
pulmonaire de taille moyenne est nettement distendue et presque complétement obstruée par une grande quantité
de monocytes chargés de schizontes séverement hypertrophiés (Sherill & Cohn, 2015).
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d. Examen nécropsique

L’évolution rapide de la maladie menant parfois a la mort des chats fait que les
chats atteints sont généralement en bonne condition physique au moment de leur
mort. Leurs muqueuses sont cependant pales et ictériques et la plupart présentent des
poumons congestionnés et ocedématiés, une splénomégalie et des noeuds
lymphatiques hypertrophiés. Sur de nombreux tissus (poumons, vessie, reins, cceurs,
meéninges) des ecchymoses et des pétéchies sont observables. On observe également
une augmentation du diamétre des veines abdominales et un épanchement pleural,
péricardique ou abdominal chez certains animaux (Meinkoth & Kocan, 2005).

Lors de I'analyse de 148 cas archivés de chats infectés par C. felis entre janvier
1995 et juin 2005 au Laboratoire de diagnostic des maladies animales de I'Oklahoma,
des lésions pulmonaires causées par ce parasite ont été mises en évidences telles
qu’'une pneumonie interstitielle modérée, une Iégére implication des macrophages
alvéolaires, une légere hémorragie intra-alvéolaire et une occlusion vasculaire
modérée a sévére, avec un cedeme pulmonaire fréquent (Snider et al., 2010).

6. Traitement

Le traitement actuellement recommandé pour la Cytauxzoonose a Cytauxzoon
felis comprend une combinaison d’atovaquone (15 mg/kg PO g8h) et d'azithromycine
(10 mg/kg PO g24h) (Cohn et al., 2011; Sherill & Cohn, 2015) associée a un traitement
de soutien.

a. Traitement de soutien

L’efficacité d’un traitement de soutien n’a pas été démontrée, cependant celui-
ci est basé sur I'observation des symptémes du malade. Ainsi il est préconisé de
corriger la déshydratation et les pertes potentielles par une fluidothérapie en veillant a
ne pas aggraver la pneumonie et I'cedéme potentiellement présents (fluides
cristalloides 1V, héparine pour prévenir la CIVD). Lorsque les chats sont atteints
d’anémie chronique, une transfusion de sang total ou d’hématies est envisageable
(Sherill & Cohn, 2015). L'utilisation d’'un analgésique tel que la buprénorphine peut
également étre adaptée a I'état du chat tout comme une supplémentation en oxygene
lorsque le chat présente une détresse respiratoire ou une tachypnée pouvant aller
jusgu’a une thoracocentese dans le cas d’épanchement pulmonaire (Sherill & Cohn,
2015). Une sonde naso-oesophagienne peut également étre installée afin de
permettre une alimentation entérale et limiter le stress. Bien que les vomissements ne
soient pas toujours rapportés dans les cas étudiés, 'administration de maropitant est
indiquée chez les chats présentant des vomissements ou de I'hypersalivation (Sherill
& Cohn, 2015).
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b. Traitement spécifique : atovaguone et azithromycine

L’azithromycine est un antibiotique de la famille des macrolides qui cible les
ribosomes mitochondriaux du parasites alors que I'atovaquone, un analogue de
'ubiquinone, cible le cytochrome b, désorganisant le transport d’électrons dans la
mitochondrie du parasite (Schreeg et al., 2013).

Une étude a comparé l'efficacité de ce traitement par rapport a I'imidocarbe
utilisé sur les babésies (Cohn et al., 2011). Le traitement par association d’atovaquone
et azithromycine a permis d'obtenir un taux de survie de 60%, et les chats traités
avaient 7,2 fois plus de chances de survivre jusqu'a la sortie de I'hépital (Cohn et al.,
2011) tandis que le traitement a base d’'imidocarbe a obtenu un taux de survie de 26%
prouvant ainsi I'efficacité du traitement a base d’ativaquone et azithromycine.

c. Le cas de Cytauxzoon sp.

Le traitement adapté a l'infection par Cytauxzoon sp. reste inconnue en raison
du manque d’études cliniques contrblées (Panait et al., 2020). Une efficacité supposée
du traitement a base d’atovaquone et azithromycine a été mise en évidence lors de
I'étude de trois chatons infectés par Cytauxzoon sp. en Suisse (Nentwig et al., 2018).
D’autres traitements a base d’antiprotozoaire tel que le dipropionate d’'imidocarbe et la
doxycycline ont été utilisées dans d’autres études récentes d’infection a Cytauxoon sp.
(Alho et al., 2016; Carli et al., 2012, 2014; Legroux et al., 2017a). Au sein de ces
études, l'efficacité du dipropionate d’imidocarbe a été remise en question tandis que
dans une autre, I'ajout de doxycycline a fait disparaitre la parasitémie chez le patient
(Carli et al., 2014, Legroux et al., 2017a)

7. Prévention

La prévention de la maladie repose actuellement sur la protection contre les
ectoparasites. Garder les chats a l'intérieur réduit le risque d’exposition (Sherill &
Cohn, 2015). Une étude utilisant un collier a base de 10% d’imidaclopride et 4,5% de
fluméthrine sur des chats mis en contact avec des tiques a permis de mettre en
évidence que tous les chats traités grace a ce collier ne présentent aucune tique
contrairement a la population témoin (Reichard et al., 2013). Ceci implique alors qu’un
chat traité sera moins en contact avec le vecteur de la maladie.

Au vu des réactions immunitaires qui ont lieu lors de l'infection par Cytauxzoon
spp. (voir partie 1.), I'élaboration d’'un vaccin est envisageable. Malheureusement,
'agent causal n'ayant pas encore été cultivé en continu in vitro, les approches
traditionnelles de développement de vaccins sont hors de portée. Tarigo et al., (2013)
ont utilisé la génomique comparative pour interpréter le génome de Cytauxzoon felis
afin d’identifier un antigéne vaccinal candidat pour la Cytauxzoonose. Leur étude a mis
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en évidence un fort niveau de transcrit du géne cf76 dans les tissus ou se trouvaient
des schizontes. De I'antisérum de chat survivant a la Cytauxzoonose a été testé avec
des sous-domaines recombinants de cf76 ce qui a révelé une séro-réactivité élevée.
Les données de cette étude indiquent lidentification du premier antigéne candidat
potentiel pour un vaccin contre la Cytauxzoonose (Tarigo et al., 2013).

Un autre approche vaccinale serait I'élaboration d’'un vaccin anti-tiques
mentionnée lors de I'étude de Abbas et al. (2022) par I'approche des serpines qui
résoudrait un certains nombres de maladies inoculées par ces vecteurs mais
également résoudrait la problématique environnementale des traitements anti-tiques.
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CHAPITRE 2 : ETUDE EXPERIMENTALE

Cette étude fait suite a celle de Clara Bohin réalisée dans le cadre de sa these
d’exercice vétérinaire (Bohin, 2018b) dont le but était de déterminer la présence du
parasite Cytauxzoon felis chez le chat domestiques (Felis catus) et le lynx boréal (Lynx
lynx) dans les zones d’habitation du lynx en France en se concentrant sur le
département du Jura. |l s’agissait d’'une étude descriptive transversale permettant
d’établir un taux de prévalence concernant l'infection a Cytauxzoon sp. Ce travail a
confirmé I'existence d’infection a Cytauxzoon sp. dans les zones d’habitation du lynx
(Lynx lynx) en France, aussi bien chez le lynx que chez le chat domestique.
Cependant, la prévalence de l'infection chez les chats domestiques reste incertaine et
le vecteur de Cytauxzoon sp. inconnu.

La présente étude a pour but d’identifier I'éventuel vecteur qui pourrait étre a
I'origine de la transmission de linfection par Cytauxzoon felis puis de compléter les
données de prévalence de l'infection chez les chats domestiques (Felis catus).

l. Matériel et méthodes

1. Surveillance des tiques

a. Le choix des sites de collecte

Les tiques prélevées dans le Jura proviennent d’'une zone géographique dans
laquelle des lynx se sont révélés porteurs du parasite Cytauxzoon sp. (résultat positif
a la PCR) (Bohin, 2018b).

Les préléevements ont été réalisés en 2021 et 2022 au pic annuel d’activité des
tiques.

En 2021, nous avons réalisés des prélevements de tiques en milieu naturel sur
3 sites différents (site 1, 2 et 3) durant 3 mois (mai, juin, juillet) et ce a raison d’une fois
par mois. En 2022 nous avons ajouté 2 nouveaux sites (site 4 et 5) en avril et en mai
(Figure 29, Tableau I).
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Site 1
Site 2
Site 3

Site 4

©©090090

Site 5

Cliniques
vétérinaires

Figure 29 : Localisation des prélévements de tiques (Tableau IErreur ! Source du renvoi introuvable.) et des
liniques vétérinaires participantes
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Tableau | : Présentation de chaque site de collecte de tique des campagnes 2021 et 2022

: Nom de la . L .
Site de collecte commune Coordonnée GPS Description du lieu
Site 1 Doucier 46.646875, 5.777546 gr‘éetm'” de passage dianimaux en
Site 2 Pellier 46.616858, 5.772572 | Sous bois le long d’une riviére
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Sous bois, le long d’un ancien chemin

Site 3 Clairvaux les lacs | 46.550393, 5.775548 | _, o "
d’exploitation forestiére

Site 4 Le Vaudioux 46.682895, 5.936284 | S0US bOIS, lelong d'un ancien chemin
d’exploitation forestiére

Site 5 Villard sur Ain 46.672274, 5.750092 | Chemin le long des champs
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b. Lacollecte des tiques

Pour chaque site, le protocole de collecte consiste a :

- Prendre les coordonnées GPS.

- Passer sur le sol, sur une distance d’'une dizaine de métres (transect), un drap
tenu par une tige en bois et une ficelle (technique du drapeau) (Figure 30). Les
transects exploités en 2021 sont restés identiques en 2022.

- Retourner le drap avec précaution (Figure 31).

- Reécolter les tiques présentes sur le drap a l'aide d’'une pince puis les placer
dans un grand tube Eppendorfs identifié pour le site et la date contenant de
l'alcool 70° (Figure 32, Figure 33).

- Réitérer ces passages jusqu’a ce que le trongon ne permette plus la récolte de
tique, c’est-a-dire au maximum 15 fois sur les récoltes réalisées lors de cette
étude

- Réitérer ces étapes pour 15 troncons différents par site.

Figure 30 :

Figure 31 : Retourner le drap avec précaution afin de ne pas faire tomber les tiques accrochées
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Figure 32 : Récolte des tiques accrochées a l'aide d'une pince a épiler

Figure 33 : Placer les tiques récoltées dans un tube rempli d'alcool

c. ldentification

Les tiques collectées sont transmises a 'TlUMR INRAE VetAgro Sup EpiA (site
de Marcy I'Etoile). On réalise alors, sous loupe binoculaire (Figure 34, Figure 35), une
identification du genre et de l'espéce de chaque tique, ainsi que son stade
physiologique et son sexe lorsque le stade physiologique le permet a I'aide d’'une clé
d’identification (Estrada-Pefia et al., 2017). Apres identification les tiques sont alors
placées une a une dans des petits Eppendorfs individuels contenant de 'alcool 70° et
identifiés individuellement (Figure 36). Ces Eppendorfs sont ensuite envoyés au
laboratoire UMR EPIA sur le site INRAE de Theix pour réaliser I'extraction de 'ADN.
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Figure 34: Organisation du poste de travail : La loupe binoculaire au centre pour regarder individuellement chaque
tique; le porte tube pour placer les Eppendorfs contenant une tique sexée et identifiée ; I'ordinateur pour récupérer
les informations dans un fichier Excel

Figure 35: Observation a la loupe binoculaire d'une tique Ixodes ricinus adulte femelle

Figure 36 : Identification de chaque Eppendorfs contenant une tique selon le site de provenance et sa date de
collecte
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2. Surveillance des Chats

Cette partie de I'étude s’effectue dans la continuité de I'étude de Clara Bohin.
Nous avons sélectionné 3 cliniques vétérinaires autour des zones de collectes de
tiques cités plus haut (Figure 29). Ces cliniques étaient donc situées dans des zones
ou des lynx avaient été testés positifs pour Cytauxzoon sp. lors de la thése de C. Bohin.
Lorsque nous avons présentés le projet, les vétérinaires avec lesquels nous nous
sommes entretenus avaient assisté, ou avaient entendu parler de la réunion
d’information au Laboratoire Départementale Vétérinaire du Jura qui avait eu lieu pour
la these de C. Bohin. lIs étaient donc, dans la majorité des cas, avertis de la circulation
potentielle de Cytauxzoon sp. chez le chat domestique dans la région.

Sont inclus dans I'étude tous les chats domestiques ayant acces libre ou non a
'extérieur et vivants dans la zone géographique d’intérét qui faisaient I'objet d’'un
prélevement sanguin dans le cadre de la consultation. Les tubes sont conservés au
congélateur et les propriétaires contactés pour obtenir leur consentement et répondre
a un questionnaire afin de connaitre précisément le mode de vie de leur animal
(Annexe 1).

Les prélévements sont réalisés sur les mois de juin a septembre inclus pour
'année 2021 puis d’avril a juin inclus pour 'année 2022.

[I.  Analyses moléculaires

1. Extraction de I’ADN des tiques

Les extractions ont été réalisées avec le kit NucleoSpin DNA Insect, Mini kit for
DNA from insects® de Macherey Nagel, selon le protocole du fabricant.

Les extraits d’ADN sont ensuite conservés en tubes de 1,5mL a -20°C jusqu’a
leur transfert a Vetagro Sup pour les analyses PCR.

Une qPCR 18S permettant d’amplifier TADN de la tique a été réalisée afin de
confirmer le bon déroulé des extractions et donc de confirmer la présence d’ADN dans
tous les échantillons.

2. Extraction de ’'ADN du sang

L’ADN a été extrait des échantillons de sang de chat a I'aide d’un kit Qiagen
QlAamp DNA Mini Blood® selon les recommandations du fabricant (Qiagen).
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3. Recherche de Cytauxzoon par PCR et séquencage

a. Principe général de la PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une méthode mise au point en 1985
par Mullis permettant d’amplifier in vitro un fragment d’ADN (de 100 a plusieurs milliers
de bases nucléotidiques) a partir d’'un génome complexe (Visee, 2008). La PCR utilise
une propriété des ADN polymérases qui permet de synthétiser un brin complémentaire
d’'une séquence a partir d'une amorce. Il s’agit d’'une technique d’amplification d’ADN
compris entre 2 régions de séquences connues. Pour cela on utilise deux amorces
oligonucléotidiques de synthése complémentaires des extrémités 5 des deux brins
d’ADN encadrant la séquence a amplifier. Chaque amorce est alors allongée, grace a
I'action d’'une ADN polymérase, dans le sens 5’-3’ (Visee, 2008). Une de ces amorces
étant complémentaire du brin codant, I'autre du brin non codant.

Un cycle PCR se déroule en trois étapes :

- Séparation des brins d’ADN
- Hybridation des amorces
- Elongation par une ADN polymérase

La répétition de plusieurs cycle permet une amplification exponentielle de la
séquence cible (Visee, 2008). Dans le cadre de notre étude, nous réalisons une « PCR
nichée » (Nested PCR) : la méthode de PCR nichée consiste a réaliser deux PCR
successives en utilisant des couples d’amorces différents, le deuxiéme couple
d’amorces encadrant une séquence incluse dans celle qui est amplifiée par le premier
couple d’amorce. Cette technique permet d’augmenter la spécificité et le taux
d’amplification dans le méme temps.

b. Amplification PCR de I’ADN extrait des échantillons de tiques et

de chats

Chaque extrait d’ADN est analysé selon une méthode PCR publiée par Jefferies
et al. 2007.

Cette méthode a initialement été développée pour 'amplification d’un fragment
d’environ 800 paires de bases de 'ADNr 18S des piroplasmes des genres Babesia et
Theileria du chien (Jefferies et al., 2007) mais elle a montré sa capacité a amplifier les
protozoaires du genre Cytauxzoon des félins lors d’'une précédente étude réalisée au
laboratoire (Legroux et al., 2017b).

79



Pour chaque échantillon récolté (sang ou tiques), nous utilisons 1uL d’ADN
extrait associé a 24uL d’'un mélange (dit « MIX ») de réactifs contenant notamment
des nucléotides (ATGC), les amorces et ’ADN polymérase.

Un témoin positif garant de la réussite de I'amplification et un témoin négatif
garant de I'absence de contamination ont été ajoutés pour chaque PCR.

Les tubes sont ensuite placés dans un thermocycleur pour la réalisation des
différentes étapes de I'amplification moléculaire.

c. Révélation

La révélation est réalisée par électrophorése sur gel d’agarose (1,5%) coloré au
bromure d’éthidium (colorant fluorescent utilisé pour le marquage et la détection des
acides nucléiques). Cette molécule s’intercale entre les paires de base des acides
nucléiques ce qui permet d’exalter sa fluorescence dans le visible. On révele cette
fluorescence par excitation sous illumination par UV courts (300 nm) en placant le gel
sur un transilluminateur.

d. Séquencage des échantillons positifs

Les produits d’amplification positifs en PCR sont envoyés au laboratoire
Microsynth France SAS (Vaulx en Velin, 69) pour séquencage Sanger. Les séquences
sont corrigées visuellement et soumises a une analyse BLAST pour identification
spécifiqgue de I'agent amplifié.

1. Résultats

1. Collecte d’Echantillons

a. Tiques

173 tiques ont été collectées sur 'année 2021 et 193 sur I'année 2022 (Figure
37). Ces tiques ont été identifiées par genre, sexe et stade. Des tiques de la famille
Ixodidae de deux genres différents (Ixodes et Dermacentor) ont été recoltées. 35
tiques Dermacentor reticulatus et 331 tiques Ixodes ricinus ont été récoltées sur les 2
années.
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Figure 37: Nombre de tiques récoltées par site en 2021 et 2022 confondue (Figure 29)

b. Sang de chat

Durant 'année 2021, 37 échantillons sanguins sur tube EDTA ont été collectés
et centralisés a VetAgro Sup pour la recherche de Cytauxzoon sp durant les mois de
juin, juillet, aout et septembre. Durant cette premiere campagne de collecte, une seule
des 3 cliniques sélectionnées (Figure 29) a conservé ses prélévements pour I'étude.
Ainsi les 37 échantillons sont répartis sur 1 seule cliniqgue vétérinaire (clinique
vétérinaire de Lons le Saunier).

La seconde campagne de collecte effectuée pendant 'année 2022 sur les mois
d’avril, mai et juin a permis de collecter et centraliser 26 échantillons sanguins sur tube
EDTA. Ces échantillons sont répartis sur les 3 cliniques sélectionnées. La clinique
vétérinaire de Lons le Saunier en a récolté 12, celle d’'Orgelet 8 et celle de
Champagnole 6.
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2. Analyses moléculaire PCR et séquencage

a. Tiques

En 2021, sur 173 tiques collectées 2 nymphes récoltées sur le site de Doucier
(Tableau I) sont revenues positives. En 2022, 4 tiques sont revenus positives sur 193,
dont une femelle adulte récoltée sur le site de Doucier, 2 nymphes sur site du Viaudoux
et une nymphe sur le site de Clairvaux les lacs. Toutes ces tiques ont été identifiées
comme Ixodes ricinus. Ainsi, les tigues Dermacentor reticulatus n’ont pas été testées
positive lors de cette étude.

Lors du séquencage des échantillons revenus positifs pour 'année 2021, les
deux nymphes ont 99,87 a 100% d’homologie avec des séquences de Babesia sp.
venatorum issues de sangs de chevreuils en France (EF185818) en république
tcheque (MG344777), issues de sangs de rennes aux Pays-Bas (GQ888709), issues
de Tiques Ixodes ricinus collectées en Allemagne (HM113372, en Italie du Nord
(GUB47159), en Slovénie (AY553915) et de patients humains infectés en Europe
(AY046575). Pour I'année 2022, sur les 4 tiques revenus positives, 3 (la tiqgue adulte
de Doucier, la nymphe du Viaudoux et la nymphe de Clairvaux les lacs) ont 99,87 a
100% d’homologie avec des séquences de Babesia sp. venatorum issues des mémes
échantillons cités plus haut. La 4™ tique revenue positive en 2022 présente 99,63%
d’homologie avec des séquences de Cytauxzoon sp issues de chats domestiques
vivant en Suisse (MF503148, MW727389), France (EU622908), Italie (OM004056).
Pour ce dernier échantillon, le résultat est en cours de validation et I'identification de
la tique sera confirmée par séquencage.

Tableau Il : Analyse des séquences issues d’échantillons de tiques positives a la PCR

Numéro de la Lieu de récolte Résultat  du

e Date de récolte | (Figure 29, | Stade séquencade

d Tableau I) quencad

CYTO_008 | 2021 Doucier Nymphe Babesia
venatorum

CYTO_116 | 2021 Doucier Nymphe Babesia
venatorum

CYTO 223 | 2022 Le Viaudoux | Nymphe Babesia
venatorum

CYTo_22r 2022 e Viaudoux Nymphe Cytauxzoon sp

CYTO 334 2022 Clairvaux les Nymphe Babesia

lacs venatorum

CYTO_349 | 2022 Doucier Femelle adulte | BaPesia

venatorum
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b. Sang de chats

Sur les 63 échantillons de sang de chats prélevés sur 2021 et 2022 (37 en 2021
et 26 en 2022), un seul chat est revenu positif. Le séquencage présentait 99,88%
d’homologie avec des séquences de Cytauxzoon sp issues de chats domestiques
prélevés en Allemagne (MN629916), Suisse (MF503148, MW727389), France
(KX881967, EU622908), Italie (OM004057) et de chats sauvages en France
(MW727406). Ainsi 1 chat sur 63 est revenu positif a Cytauxzoon sp. soit 1,59%.

Ce chat a été préleve par la clinique située a Lons le Saunier (Figure 29). I
s’agissait d’'une chatte européenne femelle non stérilisée de 7 ans au moment du
prélévement (2021) vivant a Lons le Saunier. Elle était vu pour un protocole d’entrée
SPA et la stérilisation a été faite ce jour. C’est un chat qui vivait toujours a I'extérieur,
en contact avec d’autres chats et ayant accés a une zone boisée. Aucune analyse
sanguine complémentaire n’est réalisé sur ce chat en apparente bonne santé, sans
signes cliniques rapportés, et qui n’était pas déparasité.

IV. Discussion

1. Echantillonnage

a. Tiques

Les collectes de tiques ont été organisées sur les mois de mai a juillet inclus en
2021 puis d’avril a mai inclus en 2022. Le choix du moment de collecte a été fait selon
les connaissances sur les pics d’activités des deux espéces de tiques les plus
représentées sur le territoire du Jura, c’est-a-dire du mois d’avril au mois de juin pour
les especes |. ricinus et D. reticulatus (Estrada-Pefia et al., 2013; Foldvéari et al., 2016,
2016; Martinod & Gilot, 1991; Rubel et al., 2016; Wongnak et al., 2022) (Martinod &
Gilot, 1991; Wongnak et al., 2022).

En 2022, une récolte plus précoce a été organisée dans le but de récolter des
stades plus précoces de ces deux especes. En revanche le choix de terminer plus tot
les collectes en 2022 est la simple conséquence de contraintes de temps pour I'envoie
des échantillons a analyser au laboratoire.

Les choix des sites de collectes ont été basés sur la présence de lynx testés
positif a Cytauxzoon sp. (Bohin, 2018b). Malheureusement 'ensemble du territoire n’a
pas pu étre étudié par manque de temps. C’est pourquoi, en 2022, deux sites
supplémentaires ont été ajoutés afin de balayer encore un peu plus le territoire du
Jura. L’ajout de ces deux sites a permis de récolter des tiques D. reticulatus en grande
guantité sur I'un de ces deux sites (Figure 37, site Villard sur Ain). Cette abondance
de D. reticulatus, comparée aux autres sites, est expliquée par la différence du site qui
est en bord de champs, totalement découvert (Tableau I). En effet, les tiques du genre
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Dermacentor, se rencontrent plutét dans des paysages ouverts, plutdt dans des
clairiéres ou le long de grands chemins ou routes ou le rayonnement solaire permet
de réchauffer la végétation (Pérez-Eid, 2007).

b. Sang

Les collectes réalisées en 2021 et en 2022 nous ont permises de récupérer 63
tubes de sang, répartis sur 3 cliniques vétérinaire du Jura. En 2021, uniquement deux
cliniques ont participées et ont permises de récupérer 37 tubes de sang. Cependant
36 tubes récupérés en 2021 provenaient d’'une seule clinique située a Lons le Saunier
(Figure 29) et 'unique tube récupéré dans la seconde clinique avait été récupéré lors
d’'un de mes stages. Cette faible quantité de tubes est expliquée par mon absence au
sein des cliniques et donc l'oublie de mon étude par les vétérinaires. En 2021, un
manque de relance aupres des clinigues en est la cause. En 2022, malgré de
nombreuses relances, la faible durée de campagne (avril-mai) n’a pas permis aux
vétérinaires d’en récolter plus.

La quantité récupérée sur les deux années n’est pas représentative de la
population de chats domestiques jurassiens. En effet, 76% des tubes de sang
récupérés sur 2021 et 2022 proviennent d’une seule clinique, située a Lons le Saunier
(Figure 29). De plus, cette clinique posséde une clientéle relativement étendue, 23%
des chats prélevés proviennent d’autres départements tels que la Sadne et Loire
(19%), le Rhéne (2%) et le Doubs (2%).
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Figure 38 : Répartition géographique des lieux de vie des chats prélevés par les trois cliniques ayant participées a
I'étude. A) Répatrtition de tous les chats a l'échelle régionale. B) Répartition des chats prélevés au sein du
département du Jura.
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Lors de cette étude, le choix d’'une zone de collecte de tique et de sélection des
cliniques participantes avait été fait grace aux résultats présentés dans une étude
préalable (Bohin, 2018b). La sélection des cliniques au sein de cette zone pouvait nous
permettre de récupérer des prélevements sanguins de chats habitant au sein de cette
méme zone délimitée. Cependant, en étudiant plus précisément la répartition
géographique des chats prélevés par les trois cliniques durant toute la durée de
I'étude, on s’apercoit que les chats prélevés ne sont pas centrés dans la zone d’étude
préalablement sélectionnée (Figure 38). En effet, malgré la sélection de ces cliniques,
nous n’avions aucun contréle sur les chats sélectionnés et prélevés. Pour ce faire, il
aurait fallu communiquer plus précisément sur la localisation des chats a prélever, ce
qui aurait été plus contraignant pour les praticiens et éventuellement plus
décourageant.

2. Résultats PCR et séquencages des tiques

a. Lestiques

Les 366 tiques récoltées ont subi le méme protocole d’extraction de 'ADN. Une
gPCR 18S permettant de vérifier la présence d’ADN dans tous les échantillons a
permis de valider les échantillons d’ADN de 358 tiques. Ces 12 tiques exclus de la
PCR et du séquencage ont été récoltées sur différents site de collecte (Tableau I). La
faible proportion d’exclusion des tiques de I'’échantillonnage conserve l'interprétabilité
des résultats.

L’ensemble des tiques qui sont revenues positives pour Babesia venatorum ou
Cytauxzoon sp. étaient des Ixodes ricinus. I. ricinus est la tique la plus fréquemment
rencontrée en Europe. La densité de population n’est pas uniforme et est trés
dépendante du climat, de l'altitude et de la végétation. Du fait des modifications des
écosystemes, sa distribution est en pleine expansion (McCoy & Boulanger, 2015). Ces
tiques sont ubiquistes, par conséquents elles possédent une tres large gamme d’hotes
gu’elles sont susceptibles d’infester et ceci explique qu’elles soient vectrices de
nombreux agents infectieux regroupant des bactéries, des parasites et des virus
(McCoy & Boulanger, 2015) notamment Babesia venatorum et Cytauxzoon sp.

b. Babesia venatorum

Les résultats de séquencage de 5 tiques du genre Ixodes ricinus (Tableau II)
ont présentés une homologie pour Babesia venatorum. Ce protozoaire transmis par
les tiques, est un parasite du chevreuil (Capreolus capreolus) mais aussi déclaré chez
'élan (Alces alces) et le renne en captivité (Rangifer tarandus) (Fanelli, 2021). Les
chevreuils servent d'hdtes importants aux Ixodes ricinus adultes, le principal vecteur
de Babesia spp. en Europe dont certaines ont un potentiel zoonotique, comme
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Babesia venatorum. L’infection est généralement asymptomatique, bien que certains
cas mortels aient été décrits chez des rennes (Fanelli, 2021). La pathogénese de
Babesia venatorum entraine I'invasion des érythrocytes et leur lyse provoquant une
anémie hémolytique. La réponse immunitaire de I'héte joue également un role dans
cette pathogénése, provoquant une lyse érythrocytaire a médiation immunitaire et une
surproduction de cytokines. Cela peut entrainer des effets circulatoires, notamment
une vasodilatation, une stase vasculaire, une baisse de la pression artérielle, des
cedémes et une coagulation intravasculaire. Les signes cliniques de la babésiose
aigué sont la fievre, I'anémie, I'hémoglobinurie, les ecchymoses et les pétéchies, la
jaunisse, les malaises, la léthargie et l'anorexie. La babésiose chronique est
généralement asymptomatique. Chez 'homme, la période d'incubation varie de 5 a 33
jours apres une morsure de tique (Fanelli, 2021). Les personnes saines sont le plus
souvent asymptomatiques ou manifestent une maladie légere a modérée, tandis que
les patients immunodéprimés ou splénectomisés peuvent développer des symptomes
séveres. Néanmoins, des manifestations cliniques graves de la babésiose chez des
personnes immunocompétentes ont également été rapportées (Fanelli, 2021).

La découverte de B. venatorum souléve la nécessité d’'une attention particuliére
de la part des services de santé publique. En effet, au cours des trois derniéres
décennies, des cas humains ont progressivement été signalés du fait de
'augmentation de I'incidence mais également de la sensibilisation (Fanelli, 2021). La
babésiose a B. venatorum n’est pas la plus fréquente des babésioses chez 'lHomme
mais a tout de méme été décrite. Une estimation de 50 cas de babésiose humaine a
Babesia spp. en Europe a été faite en 2013, cependant des enquétes sérologiques ont
montrées que l'infection était plus fréquente (Fanelli, 2021). La taux de mortalité a été
calculé comme étant d’environ 42% en 1998, des études sont toutefois nécessaires
pour détailler I'importance de la babésiose en Europe (Fanelli, 2021). Malgré tout, la
présence de 5 tiques positives a Babesia venatorum sur 358 testées dans cette étude,
soit 1,4% des tiques testées, nécessite d’étre mentionnée. En effet, les lieux de
collecte sont des lieux facilement accessibles. De plus, la répartition des tiques
positives est faite sur 3 sites différents, la répartition géographique au niveau de la
zone d’étude reste donc floue. Une étude plus approfondie pour établir une répartition
géographique dans la région serait nécessaire.

c. Cytauxzoon sp.

Les résultats de séquencage d’'une des tiques du genre Ixodes ricinus revenues
positive a la PCR a présenté une homologie pour Cytauxzoon sp.. Toutes les études
jusqu’alors suggéraient que la tiques Ixodes ricinus était un vecteur potentiel en
Europe, de par sa prédominance, sa répartition et sa présence sur les félidés
(Gallusova et al., 2016; Panait et al., 2021b). Cependant aucune étude n’avait confirmé
son rble de vecteur. La découverte de cette nymphe d’l. ricinus positive & Cytauxzoon
Sp. ouvre une nouvelle perspective sur I'étude de I'épidémiologie de la Cytauxzoonose
en Europe, en effet il s’agit de la premiére tique testée positive a Cytauxzoon sp.. Des
études pour confirmer ces résultats sont nécessaires, en effet les résultats présentés
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dans cette thése ne concernent qu’une seule tique du genre Ixodes ricinus sur les 331
tiques du méme genre récoltées durant I'étude. Afin de confirmer le role vecteur
d’Ixodes ricinus, des études a plus grande échelle sont nécessaire.

3. Reésultats PCR séquencages sangs

Sur les 63 échantillons de sang de chat prélevés durant cette étude, la
prévalence de l'infection a Cytauxzoon sp. est de 1,59%. Comparativement a I'étude
de (Bohin, 2018b)), dans laquelle la prévalence était de 1,98% avec un intervalle de
confiance de [0,24 ; 6,97]. La prévalence ainsi obtenues est cohérente avec celle
obtenue précédemment (Bohin, 2018).

Le seul chat positif & Cytauxzoon sp. mis en évidence durant cette étude était
un chat issu d’'un protocole SPA, ainsi I'historique de ce chat est trés mal connue.
Aucune information sur I'éventuelle phase clinique n’a pu étre récupérée. Les seuls
€léments que nous avons pu documenter sont que le chat a été vu 2 mois apres le
prélevement en 2021 pour réaliser un vaccin, depuis il n’a pas été revu a la clinique
pour un quelconque motif. De plus, le prélevement sanguin a été fait sans analyse
sanguine, ainsi nous n'avons pas d’élément a apporter au niveau biologique. Seul le
mode de vie en extérieur proche d’'une zone boisée permet de valider un des facteurs
de risques mentionnés dans la partie 11.3.c (Wikander et al., 2020).
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CONCLUSION

Les maladies a transmission vectorielle revétent une importance majeure en santé publique.
Elles sont dues a une grande variété d'agents infectieux (virus, bactéries, protozoaires et nématodes)
qui sont transmis & I'animal ou 4 'Homme par des arthropodes hématophages qui assurent un role
complexe asscciant la survie, la transformation, parfois la multiplication, et la transmission du
pathogéne. La compréhension de la relation hote-vecteur est au cosur de I'approche de ces maladies.
En se focalisant sur le vecteur tique, on peut ainsi mesurer toute la difficulté de la gestion de la
transmission vectorielle lors d'un repas de sang. En effet plusieurs mécanismes entrent en jeu pour
permettre a la tique d'assurer son repas de sang malgré |la réponse immunitaire de I'hote, ces
mécanismes sont adaptatifs et évolutifs,

Maladie a transmission vectorielle, la cytauxzoonose féline est une protozoose infectieuse
bien connue en Amérigue du Nord qui affecte les félidés sauvages et domestiques. Cette protozoose,
inoculable et non contagieuse, est responsable d'une lyse des érythrocytes et des leucocytes a
l'origine d’un syndrome pyrétique et hémolytique. Des cas graves, parfois mortels, de cytauxzoonose
féline sont documentés en Amérique du Nord, tandis que des cas moins virulents, voire
asymptomatiques ont été décrits plus récemment en Europe. En Amérique du Nord, le parasite
Cytauxzoon felis est transmis par les tiques dures Amblyomma americanum et Dermacentor varniabilis,
En Europe, le vecteur responsable de la transmission du parasile Cytauxzecon sp. n'a pas encore été
identifié. Les résultats de I'étude que nous avons effactuée dans une zone identifiée et confimée a
risque pour la cytauxzoonose, suggérent qu'ixodes ricinus pourrait &tre un vecteur du fait de la mise
en évidence d'ADN de Cytauxzoon sp. dans une tique de cette espace. Cette identification demande
toutefois & &tre confirmée en étudiant un plus grand nombre de tiques sur un territoire plus vaste, et
en démontrant la compétence vectorielle d'lxodes ricinus pour Cytauxzoon sp. Dans tous les cas, il
n'en demeure pas moins important de sensibiliser les vétérinaires quant a linclusion de la
cylauxzoonose dans le diagnostic différentiel d'un syndrome pyrétique ou de troubles heématologiques
chez le chat domestique.

A |a faveur de ce travail, les tiques /xodes ricinus récoltées se sont révélées pour 1,4% d'entre
elles porteuses de I'agent zoonotique Babesia venatorum, responsable de troubles de la circulation,
d'anémie et d'un syndrome pyrétique chez 'Homme. Bien que celte babésiose ne soit pas fréquente,
elle peut parfois étre responsable de formes graves. L'ubiquité et la prévalence d'/xodes ricinus
soulavent des questions quant au risque pour I'Homme et a la prévalence effective de cette infection,

Cette étude confirme la nécessité de ne pas sous-estimer les morsures de tiques, que ¢a solt
dans le monde vétérinaire comme en santé humaine. A une échelle modeste, elle souligne néanmoins
tout I'intérét des travaux effectués en collaboration entre les deux médecines, vétérinaire comme
humaine, dans une optique « One Health »,
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Annexe 1 : Questionnaire ¢ faire remplir par les propriétaires et le vétérinaire
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Infection a Cytauxzoon sp. chez les félidés dans le Jura
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Résumé

La Cytauxzoonose féline est une protozoose infectieuse vectorielle et non
contagieuse affectant les félidés sauvages et domestiques. Cette protozoose a été
découverte pour la premiere fois en Amérique du Nord et sa présence a été mise en
évidence en Europe. L’agent responsable de la maladie, Cytauxzoon spp (protozoaire
du groupe des Apicomplexa ou sporozoaires, ordre des Piroplasmida ou piroplasmes,
famille des Theileriidae) se développe dans les érythrocytes et le systeme réticulo-
endothélial. La Cytauxzoonose se manifeste, chez le chat domestique (Felis catus),
par un syndrome pyrétique et hémolytique, caractérisé par une anémie accompagnée
d’ictére. Des inclusions intra-érythrocytaires sont observables sur le frottis sanguin. En
Amérique du Nord la maladie conduit dans une grande majorité des cas a la mort des
chats infectés, tandis qu’en Europe, des cas asymptomatiques ont été observés.

En Europe, de nombreuses études ont mis en évidence la présence d’ADN de
Cytauxzoon sp. sur des prélévements sanguins de chats (Criado-Fornelio et al., 2009;
Legroux et al., 2017; Panait et al., 2020; Willi et al., 2022) notamment en France avec
une étude approfondie dans le Jura, une zone endémique du Lynx (Lynx lynx) étant
'hypothétique héte réservoir de Cytauxzoon sp. (Bohin, 2018). On peut alors
s’interroger sur 'identité du vecteur de ce protozoaire. En effet ce dernier a été identifié
en Amérique du Nord comme étant les adultes d’Amblyoma americanum, les nymphes
A.americanum et les adultes Dermacentor variabilis (Allen et al., 2019; Blouin et al.,
1984; Reichard et al., 2009, 2010, 2013, 2019), tandis qu’en Europe, aucun vecteur
n’a pu étre identifié.

Ces éléments sont a 'origine d’un travail d’enquéte centré sur le département
du Jura, zones habitées en France par le lynx (Lynx lynx) ou ils ont été mis en évidence
comme porteur de Cytauxzoon sp. dans une étude récente (Bohin, 2018).

Nous avons pu confirmer la présence du parasite chez le chat domestique mais
également mettre en évidence une tique Ixodes ricinus comme vecteur hypothétique
de Cytauxzoon sp.
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