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Introduction

La maladie de Lyme est une maladie vectorielle due a des bactéries du genre Borrelia
regroupées dans un complexe appelé Borrelia burgdorferi sensu lato (noté Bbsl). Ces derniéres
années en France, les médias ont mis en avant cette maladie, et les témoignages de personnes
déclarant souffrir de maladie de Lyme se sont multipliés. Les difficultés rencontrées par les
malades ainsi que leur parcours parfois long avant d’obtenir un diagnostic ont accentué la peur de
la population au sujet de cette maladie (L’obs, 2014). La maladie de Lyme, qui touche inégalement
toutes les régions de France meétropolitaine, est aujourd’hui un enjeu de santé publique. Le
nombre de cas humains diagnostiqués estimés par an en France est compris entre 25 000 et
68 530 sur la période 2009-2020, avec une tendance a l'augmentation depuis 2009 (Santé
Publigue France, 2021). Le diagnostic de cette maladie, qui peut étre polymorphe, est parfois
difficile : des erreurs ou des retards de prise en charge peuvent survenir, ce qui peut altérer la
gualité de vie du patient. Bien que la maladie soit bégnine la plupart du temps, I'absence de
traitement précoce peut entrainer des complications chez les personnes atteintes, et représenter
un codt important pour le systéme de santé (Aucott et al., 2009 ; Cardenas-de la Garza et al.,
2019). Une revue de plusieurs études s’intéressant au colt économique de la maladie de Lyme
dans différents pays d’Europe a montré qu’il pouvait varier et s’élever a plusieurs dizaines de
millions d’euros dans certains pays, avec I'Allemagne en téte (co(t annuel estimé de la maladie a
plus de 30 millions d’euros, a partir de données collectées entre 2007 et 2011) (Mac et al., 2019).
Ce colt varie en fonction des symptdmes développés par les individus infectés, la sévérité de ces
symptdbmes dépendant notamment de I'espéce de Bbsl responsable de la maladie.

Les Bbsl sont transmises a ’homme via une morsure de tique, tique qui s’infecte la plupart
du temps en réalisant un repas sanguin sur un héte réservoir porteur de la bactérie. Le complexe
des Bbsl comprend un ensemble d’espéces bactériennes différentes d’'un point de vue éco-
épidémiologique, notamment au niveau des hétes réservoirs ou des symptdmes causés
(Derdakové et Lencékova, 2005). Les symptdomes développés par 'lhomme sont généralement
bénins (érythéme migrant), mais la maladie peut évoluer et prendre différentes formes. La
fréquence et la gravité de ces formes varient avec I'espéce de Bbsl concernée. Ainsi, Borrelia
garinii est la bactérie majoritairement responsable chez ’lhomme de formes neurologiques pouvant
étre invalidantes appelées neuroborrélioses (Coipan et al.,, 2016). En 2020, d’aprés Santé
Publiqgue France, sur les 710 personnes hospitalisées suite a une maladie de Lyme, prés de la
moitié souffrait de neuroborréliose. B. garinii est fréquemment retrouvée chez la tique Ixodes
ricinus, et a pour principal réservoir les oiseaux (Wolcott et al., 2021 ; Rataud et al., 2022a).

La pathogénicité et la diversité des symptémes chez ’lhomme peuvent varier au sein méme
d'une espéce de Bbsl, en lien avec sa diversité génétique (Hanincova et al., 2013 ; Cerar et al.,
2016). Ainsi, plusieurs études soulignent 'importance de s’intéresser a la diversité génétique des
Bbsl, car cela permet de mieux comprendre I'histoire évolutive, la pathogénicité et I'épidémiologie
de ces bactéries (Derdakova et Lencéakova, 2005 ; Oppler et al., 2021 ; Seifert et al., 2015). La
phylogénie, via la construction d’arbres phylogénétiques, permet de comparer la diversité
génétique entre différentes séquences génétiques de Bbsl, et a notamment contribué a identifier
de nouvelles espéces au sein du complexe. Associée a des métadonnées (localisation des Bbsl
détectées, espéce au sein de laquelle une Bbsl a été mise en évidence, etc), la phylogénie permet
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de mieux appréhender l'influence des facteurs biotiques et abiotiques sur la diversité génétique de
ces bactéries (Margos et al., 2011 ; Qiu et Martin, 2014).

A notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée a la diversité génétique des
Borrelia garinii détectées chez des larves gorgées collectées sur des oiseaux en France. Les
objectifs de ce travail étaient d’étudier la répartition géographique de B. garinii chez des oiseaux
en France, puis d’étudier sa diversité génétique grace a une analyse phylogénétique par la
méthode du maximum de parcimonie.

Dans un premier temps, une recherche bibliographique a été effectuée, d’abord sur la
maladie de Lyme et sur la description de I'éco-épidémiologie des Bbsl, en se concentrant
principalement sur B. garinii. Ensuite, une description des principes phylogénétiques ainsi qu’une
synthese des apports de la phylogénie sur les connaissances relatives aux Bbsl ont été effectuées.
Notre étude s’est d’abord attachée a décrire la répartition géographique de B. garinii portée par
des oiseaux en France. Puis la diversité génétique de B. garinii a été étudiée grace a une analyse
phylogénétique par maximum de parcimonie. Les liens entre phylogénie et distribution
géographique, phylogénie et espéce aviaire hote ainsi que phylogénie et milieu de vie de I'héte ont
ensuite été explorés.
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Premiere partie : bibliographie

1. Lamaladie de Lyme, une maladie vectorielle complexe

La maladie de Lyme a été nommée suite a une épidémie d’arthrites rhumatoides juvéniles
survenue dans la ville de Lyme (Connecticut, USA) en 1975. En 1977, un lien entre cette maladie
et une morsure de tique est suggéré (Steere et al., 1977). Cependant, les premiéres descriptions
de symptdmes pouvant étre associés a la maladie de Lyme en Europe datent de 1883 (Madison-
Antenucci et al., 2020).

A. Agents pathogenes responsables de la maladie de Lyme

Les agents pathogénes responsables de la maladie de Lyme appartiennent au genre
Borrelia. Ce genre comprend un ensemble de bactéries spirochétes, et est divisé en deux
groupes : le groupe des bactéries responsables des fievres récurrentes et le groupe responsable
de la maladie de Lyme. Les bactéries responsables de la maladie de Lyme appartiennent a un
complexe appelé « Borrelia burgdorferi sensu lato » (Bbsl). Une mise & jour de la nomenclature a
eu lieu récemment et préconise de garder le genre Borrelia seulement pour les bactéries
responsables de la fiévre récurrente, et d’inclure les Bbsl dans un genre appelé Borelliella
(Madison-Antenucci et al., 2020).

Les Bbsl sont des bactéries spiralées du fait de la présence de flagelles périplasmiques qui
leur permettent de se déplacer (Steere et al., 2016). Ces bactéries, qui mesurent entre 10 et 30
um de long, sont observables au microscope a fond noir (Figure 1). Elles sont difficiles & cultiver :
elles nécessitent un milieu de culture spécifique et doivent étre incubées pendant plusieurs
semaines (Marques, 2015).

Figure 1 : Photographie d’une Bbsl vue au microscope a fond noir, par le Dr S. Bhimji
(Tatum et Pearson-Shaver, 2023)
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Le groupe des Bbsl comprend une vingtaine d’espéces, toutes ne causant pas de maladie
chez 'homme. B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi ss, B. spielmanii et B. bavariensis sont des
agents pathogénes reconnus en Europe, alors que B. bissettii, B. lusitaniae, et B. valaisiana sont
des agents pathogénes potentiels (Stanek et al., 2012). En Europe, les principales espéces
infectant 'humain sont Borrelia burgdorferi sensu stricto (Bbss), B. afzelii et B. garinii (Estrada-
Pefia et al., 2018 ; Madison-Antenucci et al., 2020). La fréquence des différentes manifestations de
la maladie de Lyme varie en fonction de I'espéce de bactérie concernée. Bbss est ainsi plus
fréquemment responsable d’arthrites, B. afzelii de I'acrodermatite chronique atrophiante, tandis
gue B. garinii et B. bavariensis sont plus fréquemment retrouvées en cas de neuroborréliose
(Coipan et al., 2016 ; Jahfari et al., 2017). En France, prés de la moitié des hospitalisations pour
maladie de Lyme sont dues a des manifestations neurologiques, et les jeunes enfants (5-9 ans)
ainsi que les personnes ageées (70-79 ans) sont les groupes les plus touchés (Septfons et al.,
2018).

B. Ixodes ricinus, principale tique vectrice des Bbsl en Europe

Dans I'hémisphére Nord, les tiques sont les principaux vecteurs de maladies (Jongejan et
Uilenberg, 2004). Les tiques sont des acariens ectoparasites hématophages stricts de vertébrés
regroupant trois familles, avec des cycles parasitaires variés. Ces cycles sont caractérisés par trois
stases (larve-nymphe-adulte) (Figure 2), séparées chacune par une métamorphose, qui fait suite a
un (ou plusieurs) repas sanguin sur un hoéte, au cours desquels la tique se gorge de sang
(Boulanger et McCoy, 2015).

Le genre Ixodes (famille des Ixodidés ou tiques dures) comprend environ 250 especes
(Jongejan et Uilenberg, 2004), parmi lesquelles Ixodes ricinus. C’est I'espéce de tique la plus
fréquente en Europe (Gray et al., 2021), et le vecteur principal des Bbsl responsables de la
maladie de Lyme. Cette tique est dite triphasique, c’est-a-dire qu’elle va réaliser des repas
sanguins sur trois hotes différents, avec entre les hétes une phase de « vie libre » au sol ou se
réalise la métamorphose (Figure 3).

Figure 2 : Photographie des différentes stases d’l. ricinus (gorgées ou non) sur papier
millimétré (Citique, 2023)
La rangée du haut présente les stases non gorgées d’l. ricinus, et la rangée du bas les stases gorgées, avec de gauche

& droite l'ordre de succession des différentes stases. La croix rouge représente le fait que le méle adulte n’est jamais
gorgé de sang.
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Figure 3 : Cycle de vie de la tique Ixodes ricinus (Lejal, 2020)

L = Larve, N = Nymphe, F = Femelle, M = Male | LG, NG, FG = Larve, Nymphe, Femelle Gorgée.
Les silhouettes en noir représentent les hétes préférentiels d’l. ricinus en fonction de sa stase. La silhouette grise
représente 'homme, qui peut étre un héte occasionnel pour |. ricinus.

b @ —>

Métamorphose

Metc'noruhose * ! N Oviposition

/

L’ceuf éclot dans le milieu puis la larve se met a l'affit (par exemple en haut d’'un brin
d’herbe) d’ou elle se fixe sur un héte et réalise son premier repas sanguin, qui dure de 2 a 5 jours.
Elle tombe ensuite au sol et se métamorphose en nymphe, qui aprés avoir trouvé un second héte
se nourrit sur celui-ci (3-5 jours), puis tombe et se métamorphose en adulte. L’adulte cherche et se
nourrit sur un troisieme héte (7-10 jours), puis tombe une nouvelle fois au sol. La rencontre entre le
male et la femelle adultes et la reproduction peuvent s’effectuer soit sur le troisieme hbte soit au
sol. Puis la femelle pond ses ceufs au niveau du sol et décéde peu de temps aprés. Contrairement
au male qui se nourrit peu, la femelle se gorge de sang a chaque repas, le corps d’'une adulte
gorgée pouvant atteindre un volume 10 fois supérieur a celui d’'une adulte a jeun. I. ricinus peut
aussi entrer en diapause (fort ralentissement du métabolisme), lorsque les conditions
environnementales ne lui sont pas favorables. Cette diapause peut durer jusqu'a 10 mois, et peut
par exemple permettre a une larve qui se serait nourrie en fin d’été de passer I'hiver, et de se
métamorphoser en nymphe a I'été suivant. Ainsi, la durée de vie d'l. ricinus peut varier de 2 a 6
ans (Boulanger et McCoy, 2015 ; Kahl et Gray, 2023).

Eclosion

Les tiques ont des préférences trophiques® plus ou moins marquées en fonction des
especes (Figure 3). I. ricinus fait partie des tiques les plus « généralistes », c’est-a-dire qu’elle se

1 Attrait et appétence pour un certain type d’hote
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nourrit sur une grande variété d’hdtes (cycle hétéroxéne), homme inclus. Elle a en effet été
retrouvée sur plus de 300 hétes différents (Gray et al., 2002). Ainsi, |. ricinus peut se nourrir sur les
petits et moyens mammiféres (notamment les rongeurs), sur les grands mammiféres comme les
ongulés (et préférentiellement sur les cervidés), sur les oiseaux et moins fréquemment sur les
reptiles (Hofmeester et al., 2016). Sa capacité a se nourrir sur un héte en particulier dépend de
plusieurs facteurs, notamment de sa résistance a la dessiccation. Celle-ci est plus élevée chez les
adultes que chez les larves, ce qui leur permet de se mettre a I'affit en hauteur et donc d’atteindre
des hotes plus grands. Ainsi, les stases larve et nymphe sont plus fréquemment retrouvées chez
les petits mammiféeres et les oiseaux, alors que les adultes sont plus fréquemment retrouvées chez
les grands mammiféres (Boulanger et McCoy, 2015).

Ixodes ricinus est une tique dite exophile, dont les phases de vie libre se déroulent dans
des espaces ouverts ou semi-ouverts (foréts, prairies), et ou I'humidité est suffisante (idéalement
>80 %). Cela conditionne aussi les types d’hétes qu’elle est amenée a rencontrer le plus
frétquemment : rongeurs, oiseaux et cerfs. L’activité des tiques est variable en fonction de I'espéce
et de la stase. Chez I. ricinus, les nymphes et les adultes sont les plus actives au printemps, et ont
une activité modérée en été et en automne, alors que le pic d’activité des larves est un peu plus
tardif, entre le printemps et I'été, avec un second pic d’activité plus faible en automne (Figure 4).

Figure 4 : Activité saisonniére d’Ixodes ricinus en Europe centrale, au nord de I’Angleterre
et en Ecosse (Kurtenbach et al., 2006)

L ricinus
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. ricinus est vectrice de nombreux agents pathogénes et peut les transmettre aux hétes sur
lesquels elle se nourrit. Une tique peut acquérir un agent pathogéne selon plusieurs mécanismes :
soit en réalisant un repas sanguin sur un hote infecté (infection systémique), soit de maniére non
systémique. L’infection peut alors se faire par co-repas, si la tique partage un méme repas sanguin
contaminé localement par une tique voisine infectée, ou par transmission transovarienne de la
tique infectée a ses descendants (Boulanger et McCoy, 2015). Cependant, la transmission
transovarienne des Bbsl est négligeable chez I. ricinus (Richter et al., 2012). L’importance de la
transmission par co-repas est plus discutée (Voordouw, 2015), mais elle reste marginale par
rapport a la transmission systémique (Richter et al., 2002).

Il est a noter que différentes espéces de tiques pourraient étre impliqguées dans la circulation
des Bbsl chez les différents hétes. En effet, les oiseaux peuvent étre infestés par la tique . ricinus,
mais aussi par des tiques ornithophiles, dont Ixodes arboricola et Ixodes frontalis. Bien que ces
trois espéces different de par leur milieu de vie et leur pic d’activité, elles partagent certains hbtes
aviaires sur lesquels elles se nourrissent (Rataud, 2022). Il a été montré que ces tiques
ornithophiles pouvaient étre porteuses de Bbsl (Heylen et al., 2013). Bien que des résultats
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contradictoires aient été obtenus quant a leur compétence vectorielle? (Heylen et al., 2014b), qui
pourrait varier en fonction de I'espéce d’oiseau et de bactérie concernées, ces tiques pourraient
participer au maintien des Bbsl au sein de la communauté aviaire, et Ixodes ricinus pourrait servir
d’intermédiaire en transmettant les Bbsl des oiseaux aux mammiféres (Heylen et al., 2017b).

C. Les Bbsl, des bactéries dépendantes de I'écosystéme au sein duquel
elles évoluent

a. Réservoirs et hotes non aviaires des Bbsl majoritaires en Europe

Un réservoir peut étre défini comme une population (ou un ensemble de populations
épidémiologiquement connectées) dans laquelle un agent pathogéne est maintenu de maniére
persistante et depuis laquelle l'infection est transmise a une population cible, différente ou non du
réservoir (Haydon et al., 2002). Ainsi, une population d’'une espéce donnée réservoir pour Bbsl| est
capable d’étre infectée par ces bactéries via une morsure de tique, d’assurer leur réplication et de
les transmettre ensuite a une tique naive.

Les réservoirs principaux des Bbsl sont les petits mammiferes (notamment les rongeurs), et
les oiseaux (Stanek et al., 2012). Bien que les tiques adultes du genre Ixodes aient une préférence
plus marquée pour les grands mammiféres tels que les cervidés, ceux-ci ne sont pas des
réservoirs pour les Bbsl (Telford et al.,, 1988). Concernant les petits mammiféres, les espéces
réservoirs préférentielles des Bbsl varient en fonction des espéces de bactéries concernées
(Tableau 1).

Tableau 1 : Espéces de petits mammiféeres hétes et compétence de réservoir associée pour
différentes especes de Bbsl en Europe

Espéce hote Competenc_e de Especes de, Bbsl Référence
réservoir concernées
Mulots du genre . . (Hu etal., 1997 ;
Apodemus Confirmée B. afzeli Wolcott et al., 2021)
Campagnol roussatre Confirmée B. afzelii (Wolcott et al., 2021)
(Myodes glareolus)

Ecureuil roux Suspectée B. afzelii, Bbss (Humair et Gern, 1998 ;
(Sciurus vulgaris) Non connue B. garinii Pisanu et al., 2014)
Campagml agreste Non connue B. afzelii (Mysterud et al., 2019b)

(Microtus agrestis)
Musaraigne commune Non connue B. afzelii (Mysterud et al., 2019b)
(Sorex araneus)
) .
(Ta;?egliigﬁifulgebr;beri) Non connue B. afzelii, Bbss (Marsot et al., 2011)

* Espece envahissante en France

2 Aptitude du vecteur a s’infecter, a permettre le développement de I'agent pathogéne et a le retransmettre
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b. Les oiseaux, principaux réservoirs de B. garinii

o Rodle des différentes espéeces d’oiseaux dans le portage de tiques

En fonction notamment de leur abondance respective et de leurs habitudes de vie en
période de reproduction (hauteur du nid, hauteur d’alimentation, etc), certaines espéces d’oiseaux
sont plus souvent en contact avec des tiques généralistes comme |. ricinus, et ont une charge en
tique plus élevée. Ainsi, chez les oiseaux, on estime que 20 % des individus sont porteurs de 80 %
des tiqgues (Woolhouse et al.,, 1997 ; Heylen, 2016). Au sein des passériformes, la famille des
Turdidae comprend des espéces telles que le Merle noir (Turdus merula) et la Grive musicienne
(Turdus philomelos), qui figurent souvent parmi les espéces d’oiseaux les plus infestées (Klaus et
al., 2016 ; Klitgaard et al., 2019). Le pourcentage d’individus infestés chez ces deux especes est
variable selon les études mais peut dépasser 70 % (Michalik et al., 2008 ; Dubska et al., 2009 ;
Gryczynska et Welc-Faleciak, 2016). Par exemple, dans une étude conduite en Pologne sur 226
oiseaux appartenant a neuf espéces différentes, 46,5 % des 114 individus infestés étaient des
Merles noirs (n = 25) ou des Grives musiciennes (n = 29). Cent pourcent des Merles noirs et 97 %
des grives musiciennes capturés étaient infestés par des tiques, avec une charge en tiques
moyenne respectivement de 11,3 et 7 tiques par individu (Michalik et al., 2008). En comparaison,
25% (n =24) des Rougegorges familiers (Erithacus rubecula) capturés étaient infestés. Ce
pourcentage était de 19 % (n = 59) pour la Mésange charbonniére (Parus major). Leur charge en
tigues moyenne étaient identiques, avec 0,6 tiques par individu. Une autre étude a montré des
pourcentages d’infestation plus importants chez ces deux espéces, respectivement de 47,2 % pour
le Rougegorge familier (197 individus capturés) et de 58 % pour la Mésange charbonniére (69
individus capturés) (Dubska et al., 2009).

Les passereaux (ordre des Passériformes) sont donc un ordre d’intérét pour I'étude de la
charge en tiques des oiseaux. Ce sont en effet les oiseaux les plus représentés en France
métropolitaine, avec environ 250 espéces sur les 625 présentes sur le sol frangais (Lepage, 2023).
La majorité des oiseaux appartenant a cet ordre sont des oiseaux chanteurs de petite taille. lls
vivent majoritairement dans la strate arbustive, préférant les milieux buissonnants ou les zones
humides, qui sont des milieux favorables aux tiques. Bien qu’une partie de ces espéces migrent
sur de longues distances, environ 44 % de celles-ci sont sédentaires (ou migratrices sur de courtes
distances). La période de reproduction de ces oiseaux s’étend d’avril a juillet, avec des individus
qui retournent ou qui restent sur leur lieu de naissance pour s’accoupler et pondre leurs ceufs
(Rataud, 2022). Pendant cette période, les oiseaux jouent un rbéle dans la dynamique des
populations locales de tiques, qui peuvent se nourrir sur ceux-ci.

e Importance des especes d’oiseaux réservoirs pour les Bbsl

I a été démontré, via des expériences de laboratoire (xénodiagnose), que certaines
espéces aviaires jouaient un réle important dans I'acquisition des Bbsl par les tiques. Le Merle noir
et la Mésange charbonniére (Parus major) sont des réservoirs pour B. garinii et B. valaisiana
(Humair et al., 1998 ; Heylen et al., 2014a). Le Merle noir est aussi une espéce réservoir pour
B. turdi (Heylen et al., 2017b). La Grive musicienne est considérée comme une espéece réservoir
pour B. garinii, bien que sa compétence de réservoir® n'ait pas été évaluée en laboratoire. Des
tiques infectées par ces Bbsl, mais aussi par B. afzelii, ont été retrouvées chez plusieurs autres
especes d'oiseaux (Heylen et al., 2017a). Cependant, les tiques infectées par B. afzelii étaient des

3 Aptitude de I'héte a s'infecter, a permettre le développement de I'agent pathogéne et a le retransmettre
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nymphes ou des adultes qui auraient donc pu étre infectées lors de leur repas sanguin précédent
sur un hote différent. Ainsi, la détection de ces tiques infectées n’est pas suffisante pour démontrer
le réle de réservoir de ces oiseaux.

En milieu naturel, certaines espéces (notamment certaines especes de Turdidae) peuvent
présenter des pourcentages supérieurs a 50 % de larves positives a Bbsl (Michalik et al., 2008 ;
Dubska et al., 2009). Une étude a montré que sur 40 espéces d’oiseaux capturés en Europe
centrale, le Merle noir et la Grive musicienne portaient 95 % de I'ensemble des larves positives a
Bbsl, dont plus de 90 % étaient porteuses de B. garinii ou B. valaisiana (Taragel'ova et al., 2008).
Ces espéces d’oiseaux sont donc des especes importantes en santé publique puisque les larves
gu’elles portent deviennent des nymphes infectées, qui sont ensuite susceptibles de transmettre la
maladie a 'homme.

c. Tolérance et portage des Bbsl chez les animaux sauvages

La pathogénicité des Bbsl chez les différentes espéces réservoirs, ainsi que leur
persistance dans l'organisme des hotes et leur durée d'infectiosité* sont peu connues. Les
especes réservoirs ne seraient pas ou peu sensibles a ces bactéries, mais certaines espéces
telles que la souris a pattes blanches (Peromyscus leucopus) peuvent développer de I'arthrite ou
des cardites suite a une infection expérimentale (Moody et al., 1994 ; Voordouw et al., 2015). Le
stress induit par la migration de certains oiseaux pourrait réactiver une infection latente a Bbsl
chez certains individus, qui seraient ensuite capables de transmettre cette infection aux tiques se
nourrissant sur eux. C’est notamment le cas pour la Grive mauvis (Turdus iliacus) (Gylfe et al.,
2000). Une autre étude réalisée sur le Merle noir suggére qu’une réactivation d’une infection par
Bbsl est possible chez cette espéce suite a un stress (détection des Bbsl dans le sang de ces
oiseaux), sans toutefois que ces oiseaux soient ensuite capables de retransmettre cette infection a
des tigues naives (Norte et al., 2022). Une étude réalisée sur le Merle d’Amérique (Turdus
migratorius) a montré que l'infectiosité de ces oiseaux diminuait au bout de deux mois, et devenait
nulle a partir de six mois (Richter et al., 2000). Cette étude a aussi montré que ces oiseaux
pouvaient s’infecter a nouveau au contact d’'une tique infectée par Bbsl. Chez les rongeurs, la
durée d’infectiosité semble varier en fonction des espéces concernées : elle diminuerait fortement
au bout de quelques semaines chez la souris a pattes blanches (Lindsay et al.,, 1997). Le
campagnol roussatre ou certaines especes de mulots seraient quant a eux infectieux tout au long

de leur vie (Lindsay et al., 1997).

d. Importance de I’écosystéme dans la dynamique des Bbsl|

In fine, la transmission et le maintien des Bbsl dans un environnement donné sont
dépendants de I'écosystéme au sein duquel ces Bbsl évoluent. Ixodes ricinus est la principale
tique vectrice des Bbsl en Europe, elle s’infecte principalement en réalisant un repas sanguin sur
un héte infecté. Ainsi, le nombre et les especes de tiques présentes dans I'écosystéme vont influer
sur la transmission des Bbsl aux hotes. La densité d’'une espéce animale h6te donnée ainsi que sa
charge en tiques contribuent a la production de tiques dans le milieu.

Les préférences trophiques d’l. ricinus en fonction de sa stase (larvaire, nymphale, adulte),
ainsi que la compétence de réservoir de ses hdtes pour Bbsl vont contribuer a I'expansion ou au
contraire a la régression des différentes espéces de Bbsl au sein de I'écosystéme. Les rongeurs et
les oiseaux sont les hétes principaux des stases larvaires et nymphales d’l. ricinus. Certaines de

4 Capacité de I'hote a transmettre des Bbsl aux tiques durant leur repas sanguin
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ces espéces sont des réservoirs pour Bbsl. B. garinii et B. afzelii, les deux Bbsl majoritairement
retrouvées en Europe, ont pour réservoirs respectifs les oiseaux et les rongeurs. Certaines
espéces d'oiseaux comme le Merle noir ou la Grive musicienne jouent un role important dans la
circulation de B. garinii, car elles ont une charge en tique importante et qu’elles infectent un grand
nombre de tiques qui se nourrissent sur elles.

En fonction du nombre d’espéces et d’individus compétents et non compétents présents
dans I'écosystéme, des effets de dilution (diminution du nombre de tiques infectées suite a
laugmentation du nombre d’individus non compétents dans le systéme), ou au contraire
d’amplification (augmentation du nombre de tiques infectées suite a 'augmentation du nombre
d’individus compétents dans le systeme) peuvent étre observés, mais ces effets dépendent de
nombreux facteurs et des controverses existent quant a leur importance relative dans les différents
écosystemes étudiés (Ratti et al.,, 2021). Les modifications de ces écosystemes, notamment a
cause du changement climatique, pourraient donc entrainer une modification du risque d’infection
pour ’homme, en modifiant la composition de la faune sauvage et son interaction avec Bbsl.

Les différences écologiques et épidémiologiques constatées entre les especes de Bbsl sont
liées a leur diversité génétique, certains génes jouant notamment un réle crucial dans l'interaction
entre la bactérie et son héte. Cette variabilité génétique explique les différences existant entre les
Bbsl quant a leur capacité d’infection de différents types d’héte (Oppler et al., 2021).

D. Importance de la maladie de Lyme en santé publique et en santé animale

La maladie de Lyme est la maladie vectorielle la plus fréquente dans I’hémisphére Nord
(Rochlin et Toledo, 2020). Elle peut notamment toucher 'homme et certains animaux domestiques
(chien, cheval...). Le nombre de cas humains diagnostiqués estimés par an en France est compris
entre 25 000 et 68 530 sur la période 2009-2020, avec une tendance a 'augmentation depuis 2009
(Santé Publique France, 2021). L’ampleur de 'augmentation de son incidence est actuellement
controversée puisqu’elle pourrait étre en partie due a une meilleure détection de la maladie et a un
meilleur taux de déclaration (Sykes et Makiello, 2017). Cependant, les tiques transmettant la
maladie de Lyme sont en expansion a travers I'Europe (Dantas-Torres, 2015). La diffusion et
l'augmentation du nombre de tiques vectrices pourraient représenter un risque accru pour
’homme, bien que ce risque dépende de nombreux facteurs tels que [l'utilisation des sols
(transformation de la forét en terrain agricole par exemple) ou la composition de la faune sauvage
(Li et al., 2019).

a. Modalités d’infection de I’héte

Une tique naive pour Bbsl s’infecte en réalisant un repas sanguin sur un héte infecté. Les
Bbsl restent ensuite dans le systéme digestif de la tique. Lors du repas sanguin suivant, les Bbsl
se multiplient et migrent au niveau des glandes salivaires de la tique. Les Bbsl sont transmises a
'héte lorsque la tique injecte sa salive dans la peau de celui-ci, ce qui diminue notamment la
réaction immunitaire de I'h6te au niveau du site d’injection pendant la durée du repas sanguin (Tilly
et al., 2008 ; Coburn et al., 2021). Les Bbsl migrent ensuite vers les tissus voisins de la peau ou
dans diverses localisations (notamment les articulations) par voie hématogéne. La majorité des
symptdmes et des dommages tissulaires provoqués par Bbsl serait due a la réaction immunitaire
de I'héte contre cette bactérie (Coburn et al., 2021). La réponse immunitaire de I'néte n’est pas
toujours suffisante pour éliminer les Bbsl, et celles-ci peuvent échapper au systeme immunitaire de
I'héte, persistant ainsi dans 'organisme.
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b. Symptémes et diagnostic de la maladie de Lyme chez ’lhomme

La maladie de Lyme est une maladie qui peut provoquer de nombreux symptémes chez
’homme, parfois peu spécifiques. Le diagnostic de cette maladie combine les aspects cliniques et
épidémiologiques (antécédent de morsure de tique, métier ou loisir a risque de contact avec une
tique...), auxquels s’ajoutent parfois des tests diagnostiques. Cependant, les personnes malades
ne se souviennent pas toujours d’avoir été mordues par une tique. La sérologie peut étre utilisée
afin de détecter des anticorps anti-Bbsl chez le patient. Une sérologie en deux temps est
généralement réalisée, avec d’abord un test ELISA, puis un Western blot lorsque le test ELISA est
positif ou douteux. Néanmoins, ces tests ne permettent pas de différencier une infection active
d’une infection ancienne (Marques, 2015). De plus, certaines personnes ne développent jamais de
symptomes suite a l'infection : en Europe, pres de 50 % des personnes infectées pourraient étre
asymptomatiques (Radolf et al., 2021). Ainsi, le diagnostic de la maladie de Lyme peut étre difficile
a établir.

La liste des symptdbmes possibles et des recommandations diagnostiques associées
présentée ci-dessous est issue de la fiche de recommandation de la Haute Autorité de Santé
(HAS) concernant la maladie de Lyme et publiée en juin 2018 (Haute Autorité de Santé, 2018),
ainsi que d’'une revue des recommandations européennes et nord-américaines concernant le
diagnostic de cette maladie (Eldin et al., 2019).

La maladie de Lyme peut évoluer selon trois phases : la phase localisée précoce, la phase
précoce disséminée et la phase tardive disséminée.

o Phase localisée précoce

La phase localisée précoce est caractérisée par I'apparition d’'un érythéme migrant (EM) au
bout de quelques jours a plusieurs semaines aprés une morsure de tique. C’est une lésion
circulaire qui peut s’étendre de maniére centrifuge et dont le centre tend a s’éclaircir avec le
temps, donnant un aspect caractéristique en forme de cible dans les formes les plus classiques
(Figure 5). Cette lésion disparait généralement en quelques mois. Le diagnostic est ici clinique, la
sérologie n’est pas recommandée en raison de son manque de sensibilité lors de la phase précoce
(40-60 % de sensibilité) (Eldin et al., 2019).

Figure 5 : Photographie d’un érythéme migrant suite a une morsure de tique (Gathany,
2007)
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e Phase précoce disséminée

La phase précoce disséminée apparait lorsque les Bbsl ont migré dans l'organisme. On la
gualifie de précoce car les symptdmes débutent moins de six mois aprés la morsure de tique ou
aprés les premiers symptdomes (EM). Lors de cette phase, le patient peut présenter différentes
manifestations, parfois associées a des signes généraux peu spécifiques (fievre, asthénie,
myalgie, etc) :

- Un EM a localisation multiple, caractérisé par plusieurs Iésions érythémateuses sur le corps
du patient. Le diagnostic de I'EM multiple est clinique, celui-ci apparait généralement
plusieurs jours a plusieurs semaines apres la morsure.

- Un lymphocytome borrélien, qui est une manifestation rare mais typique de la borréliose de
Lyme. Il apparait généralement entre un et deux mois aprés la morsure. C'est une lésion
nodulaire (plus rarement en plaque) dont la couleur peut varier du rose au violet, qui est le
plus souvent localisée dans certaines parties précises du corps telles que le lobe de l'oreille
ou la poitrine (Figure 6).

Figure 6 : Photographie d’un lymphocytome borrélien (Palmen et al., 2010)

/Al

En cas de lymphocytome borrélien, le consensus pour le diagnostic est de réaliser une
sérologie en deux temps. La sensibilité de la sérologie est estimée entre 70 et 95 % (Eldin
et al., 2019). Une biopsie de la lésion peut aussi étre effectuée, notamment en cas de
serologie négative ou douteuse afin de réaliser une analyse histologique ainsi qu'une PCR
pour la détection des Bbsl.

- Une neuroborréliose précoce, affection neurologique apparaissant généralement entre un
et trois mois aprés la morsure de tique, et qui peut toucher le systéme nerveux central ou
périphérique d’un individu. En Europe, la forme la plus fréquente est la méningoradiculite
(inflammation des méninges rachidiennes et des racines nerveuses), qui cause notamment
des douleurs résistantes aux analgésiques ainsi qu'une parésie. Des maux de téte sont
présents chez pres de la moitié des patients. La paralysie faciale est fréquente lors de
neuroborréliose. Le diagnostic repose sur l'analyse du liquide céphalo-rachidien (LCR),
pour mettre en évidence une élévation des taux de protéines et de leucocytes, ainsi qu'une
synthése intrathécale d'anticorps anti-Bbsl (sensibilité supérieure a 80 %) (Eldin et al.,
2019). La HAS recommande aussi de réaliser une sérologie en deux temps en complément
de cette analyse.
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L'arthrite de Lyme, pouvant toucher une ou plusieurs articulations touche préférentiellement
les genoux. Cette manifestation de la maladie peut étre précoce ou tardive, et survenir
entre quelques jours et plusieurs années aprés apparition de 'EM. Sans traitement,
I'évolution se fait par poussées, et la douleur est modérée. Le diagnostic repose sur la
sérologie en deux temps, I'analyse du liquide synovial et la réalisation d'une PCR sur
liquide synovial.

D’autres manifestations rares et moins spécifiques sont possibles, notamment des
manifestations cardiaques et oculaires. Le diagnostic repose alors sur la sérologie,
I'épidémiologie et I'exclusion d'autres causes pouvant expliquer les symptémes. Des
prélevements pour PCR peuvent étre réalisés dans certains cas.

e Phase tardive disséminée

Lors de la phase tardive disséminée, les symptdmes apparaissent plus de 6 mois apres la
morsure de tique ou les premiers symptomes de la maladie. Cette phase est associée a plusieurs
manifestations cliniques.

L’acrodermatite chronique atrophiante : c’est une affection cutanée qui apparait plusieurs
mois ou années apres la morsure de tique, la plupart du temps chez les patients de plus de
50 ans. On observe d’abord un érythéme violacé cedémateux, qui évolue vers une atrophie
de la peau qui devient de couleur violette ou marron. C’est une Iésion non douloureuse
généralement située sur les extrémités. Elle est associée a une neuropathie périphérique et
a une hyperesthésie dans 50 % des cas. Le diagnostic repose sur la clinigue associée a
une sérologie. En cas de doute, une biopsie cutanée peut étre réalisée pour examen
histologique et PCR.

La neuroborréliose tardive : une neuroborréliose est dite tardive lorsque les symptomes
neurologiques durent depuis plus de 6 mois. Cette affection rare peut toucher le systeme
nerveux central ou périphérique, et provoquer de nombreux symptébmes neurologiques
(monoplégies, paraplégies, troubles cognitifs, paresthésie des membres...). On retrouve
par exemple des encéphalomyélites chroniqgues ou des méningo-encéphalites lors
d’atteinte du systéme nerveux central. Le diagnostic repose principalement sur la sérologie
qui est positive dans la majorité des cas, et I'analyse du LCR selon les mémes critéres que
pour la neuroborréliose précoce.

c. Traitement et pronostic de la maladie de Lyme chez ’lhomme

Le traitement recommandé par la HAS en 2018 consiste en 'administration d’antibiotiques

(Haute Autorité de Santé, 2018). La doxycycline par voie orale est I'antibiotique préconisé en
premiére intention (200 mg/j chez I'adulte ou 4 mg/kg/j chez I'enfant de plus de huit ans). La durée
du traitement varie de 14 a 28 jours en fonction de la forme de la maladie développée par le
patient. En cas de contre-indication ou dans certains cas spécifiques, d’autres antibiotiques tels
que 'amoxicilline, I'azithromycine ou la ceftriaxone sont préconisés.

L’évolution de la maladie aprés traitement est généralement favorable, et la plupart des

patients guérissent complétement en quelques mois (Garcia-Monco et Benach, 2019 ; Radolf et
al., 2021). La maladie peut cependant étre fatale dans un nombre trés restreint de cas, suite a des
complications cardiaques (Radolf et al., 2021). Cependant, des symptdmes non spécifiques tels
gu’une fatigue intense, des douleurs diverses ou des troubles cognitifs peuvent persister plusieurs
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mois apres le traitement. Cette persistance de symptdomes durant plus de six mois, et étant
apparus dans les six mois apres le diagnostic et le traitement de la maladie de Lyme porte le nom
de syndrome post-Lyme. Les mécanismes a l'origine de ce syndrome sont méconnus, et celui-ci
est sujet a débat. Il n’est pas toujours évident de relier ces symptébmes de fagon certaine a la
maladie de Lyme, et les études portant sur ce sujet sont difficiles a comparer, notamment a cause
de leur hétérogénéité (nombre de patients suivis, couverture géographique de I'étude, traitement
administré...) (Mac et al., 2020). Une étude réalisée aux Pays-Bas sur plus de 1000 patients
diagnostiqués et traités pour la maladie de Lyme a montré que la prévalence de symptémes
persistants était significativement plus élevée chez ces patients, comparée a la population
générale et aux personnes mordues par une tique sans avoir développé la maladie (prévalence de
27,2 % versus 21,2 % et 23,3 %, respectivement) (Ursinus et al., 2021).

d. Données épidémiologiques disponibles en Europe et en France

Il existe de fortes disparités concernant l'incidence de la maladie chez 'lhomme en Europe
(SPILF, 2006). L’incidence la plus forte est observée en Europe centrale, avec une estimation de
plus de 100 cas/100 000 habitants/an en Autriche et en Slovénie. L'EM est la manifestation la plus
fréquente et apparaitrait dans 40 a 70 % des cas. Lors de phases précoces disséminées, les
neuroborrélioses sont les formes les plus fréquentes (environ 15 % des patients atteints de maladie
de Lyme). Viennent ensuite I'arthrite (environ 14 % des cas), les myalgies (9 a 13 % des cas) et
'EM multiple (3 a 4 % des cas). Le lymphocytome borrélien est présent dans moins de 3 % des cas,
et est plus fréquent chez I'enfant. Concernant les phases tardives disséminés, les neuroborrélioses
tardives représentent moins de 10 % des cas de neuroborrélioses. L’acrodermatite chronique
atrophiante est présente dans 0,3 a 5 % des cas, et touche préférentiellement les femmes adultes.

En France métropolitaine, un réseau de surveillance Sentinelles permet depuis 2009 de
suivre I'évolution du nombre de cas de maladie de Lyme déclarés d’'une année sur l'autre. Les cas
déclarés par les médecins Sentinelles sont ensuite validés par un groupe d’experts composé de
cliniciens, de microbiologistes et d’épidémiologistes sur la base de différents critéres (présence
d’EM, sérologie positive en ELISA...). Entre 2009 et 2016, 1 163 cas ont été déclarés par les
médecins Sentinelles, parmi lesquels 819 ont été validés par le groupe d’experts. Sur cette
période, la majorité des cas de maladie de Lyme (85 %) ont été diagnostiqués entre mars et
octobre, avec un pic en juillet (Fournier et al., 2018). Le taux d’incidence de la maladie est variable
selon les régions de France (Figure 7): les incidences élevées (>100/100 000) concernent les
régions de I'Est et du Centre de la France. La région avec le plus fort taux d’incidence en 2016
était le Limousin, avec 617 cas estimés pour 100 000 habitants. Au niveau national, le taux
d’incidence en 2016 était estimé a 84 cas pour 100 000 habitants.
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Figure 7 : Estimation du taux d'incidence annuel de la maladie de Lyme en 2016 par région
en France (Vaissiere et al., 2018)
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Le taux d’incidence annuel estimé pour la maladie de Lyme en France est donc assez
faible, ce qui peut notamment s’expliquer par le faible risque de développer la maladie aprés une
morsure de tique. Selon le site internet de 'INRAE®, le pourcentage de tiques infectées en France
varie de 0 a 20 % selon les régions et les saisons. Plusieurs études menées en Europe ont montré
que la probabilité d’étre malade aprés avoir été piqué par une tique infectée par Bbsl est d’environ
6 %. Plus de 90 % des personnes piquées par des tiques infectées ne développent donc pas la
maladie (INRAE, 2020).

En parallele du réseau Sentinelles, une surveillance des cas de borréliose de Lyme
hospitalisés en France a été mise en place a partir de la base du Programme de médicalisation
des systémes d’information (PMSI). A partir des données issues de cette surveillance, une étude a
été réalisée sur la période 2005-2016 (Septfons et al., 2018). Cette étude a permis d’estimer
incidence et les tendances des cas de maladie de Lyme hospitalisés et de décrire leurs
manifestations cliniques. Le nombre annuel de cas hospitalisés était en moyenne de 799 par an.
La durée médiane d’hospitalisation était de quatre jours. Le taux d’incidence hospitaliere moyen
sur la période a été estimé a 1,3 pour 100 000 habitants par an.

Le risque d’attraper la maladie de Lyme aprés une morsure de tique est donc relativement
faible, et dans la plupart des cas les malades présentent des signes cliniques peu graves, tels que
I'érythéme migrant. Cependant, une prise en charge précoce du patient et I'administration
d’antibiotiques adaptés est essentielle pour éviter I'évolution de la maladie vers des formes graves.
Les neuroborrélioses sont les formes graves les plus fréquentes, et elles représentent prés de la
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moitié des cas d’hospitalisation pour maladie de Lyme en France. L'importance d’une prise en
charge adaptée est aussi justifiée par 'errance médicale de certains patients, qui doivent parfois
consulter plusieurs médecins et patienter des mois ou des années avant d’obtenir le bon
diagnostic. Une prise en charge précoce et rapide permettrait donc de réduire le colt que
représente cette maladie pour le systéme de santé publique.

e. Signes cliniques de la maladie de Lyme chez les animaux domestiques

Les Bbsl peuvent aussi infecter les animaux domestiques, notamment le chien, le chat, le
cheval et les animaux de production tels que les vaches et les moutons.

D’aprés le consensus ACVIM (American College of Veterinary Internal Medicine) datant de
2018, les Bbsl peuvent infecter les chiens et les chats, qui sont asymptomatiques dans plus de
95 % des cas. Chez le chien, la forme la plus courante de la maladie est l'arthrite de Lyme.
D’autres manifestations cliniques (néphrite, cardite, problémes neurologiques), pourraient aussi se
produire chez le chien en cas d’infection, mais les données de la littérature sont insuffisantes pour
affirmer le lien entre I'infection par Bbsl et ces manifestations (Littman et al., 2018). De la fiévre,
une léthargie ainsi qu’une anorexie transitoires peuvent aussi étre observées (Littman et al., 2006).
Il N’y a a ce jour aucune étude montrant que linfection par Bbsl provoque des symptémes chez le
chat. Un rapport de cas a été fait en 2020 concernant deux chats qui auraient contracté une
cardite de Lyme suite & une infection par Bbsl (T@rngvist-Johnsen et al., 2020).

Chez les chevaux, qui peuvent aussi étre asymptomatiques, les symptdomes les mieux
documentés en lien avec la maladie de Lyme sont la neuroborréliose, l'uvéite et le
pseudolymphome cutané (Divers et al., 2018). D’autres signes cliniques tels qu’une raideur, une
Iéthargie ou une boiterie pourraient aussi étre causés par cette maladie.

Les animaux de production porteurs de Bbsl semblent majoritairement asymptomatiques.
Les signes cliniques relatifs a cette maladie chez le bétail pourraient inclure la fievre, une raideur,
le gonflement des articulations et la diminution de la production de lait. La maladie de Lyme
pourrait aussi entrainer une perte de poids chronique, des fourbures et des avortements
(Stefancikova et al., 2002 ; Garcia et al., 2022).

L’'impact de la maladie de Lyme sur la santé des animaux domestiques est peu documentée,
mais ceux-ci semblent majoritairement asymptomatiques. Les animaux de production ne semblent
pas étre des hbtes compétents pour Bbsl (Richter et Matuschka, 2010). Une étude menée sur 11
chiens suggére que ceux-ci pourraient étre des hétes compétents pour Bbss (Mather et al., 1994),
mais d’autres études seraient nécessaires pour confirmer ce résultat. Les chiens pourraient donc
contribuer a produire des tiques infectées dans le milieu extérieur, mais de maniére bien moindre
gue les réservoirs sauvages des Bbsl. De plus, la possession d’'un chien infecté par Bbsl ne
semble pas augmenter le risque d’infection chez son propriétaire (Goossens et al., 2001).

2. Phylogénie des Bbsl

La diversité génétigue des Bbsl est liee a I'éco-épidémiologie de ces bactéries, les
différentes espéces de Bbsl étant retrouvées chez différentes espéces hbtes. De plus, la diversité
génétique des Bbsl conditionne aussi leur pathogénicité, notamment pour I'étre humain. Méme au
sein d’'une espéce, des différences de pathogénicité sont constatées, en lien avec la diversité de
certains génes nécessaires a l'interaction entre Bbsl et son héte (Hanincova et al., 2013 ; Cerar et
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al., 2016). La phylogénie est I'étude des liens existant entre différents taxa®. La construction
d’arbres phylogénétiques’ permet d'étudier la diversité génétique des Bbsl, et de formuler des
hypothéses sur les liens entre diversité génétique et éco-épidémiologie de ces bactéries,
notamment sur les relations entre les Bbsl et leur type d’hdte ou de vecteurs.

A. Description du génome des Bbsl et séquences d’intérét en phylogénie

Le génome des Bbsl est un des plus petits génomes bactériens connus a ce jour (Seifert et
al., 2015). Paradoxalement, celui-ci figure parmi les génomes comptant le plus de plasmides®. Les
séquencages complets du génome ont permis de mettre en évidence un chromosome linéaire,
d’environ 900 kpb (kilo paires de base), ainsi que de nombreux plasmides (entre 7 et 21), linéaires
et circulaires, de tailles diverses (de 5 a 84 kpb) (Figure 8) (Schwartz et al., 2021). La plupart des
génes de ménage, qui sont des génes assurant les fonctions essentielles a la bactérie, se trouvent
sur le chromosome. Celui-ci est globalement conservé d’'une Bbsl a l'autre (mémes séquences
génétiques et organisation). Au contraire, les plasmides, qui portent la plupart des génes codant
les protéines de surface permettant l'interaction entre la bactérie et ses hbtes, sont beaucoup plus
variables (Schwartz et al., 2021).

Figure 8 : Organisation du génome de Borrelia burgdorferi sensu stricto (Stewart et al.,
2005)

Chaque plasmide est nommé Ip (plasmide linéaire) ou cp (plasmide circulaire), suivi de sa taille approximative en kilo
paires de base.
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Les progrés techniques dans le domaine de la génétique ont permis d’étudier de plus en plus
précisément le génome des bactéries, notamment grace a la généralisation de la PCR et du
séquencage. Ces techniques permettent aujourd’hui d’obtenir rapidement et pour un codt limité
différentes séquences génétiques. Les méthodes d’étude du génome des Bbsl ainsi que les
séquences génétiques utilisées dans le cadre des analyses phylogénétiques sont nombreuses et
ont beaucoup évolué ces derniéres années (Margos et al., 2011 ; Schwartz et al., 2021).

Les premiéres analyses phylogénétiques réalisées sur les Bbsl ne ciblaient qu’un seul voire
deux ou trois genes/séquences génétiques. Le géne de la flagelline (flaB), autrefois considérée
comme un marqueur phylogénétique capable de discriminer les différentes espéces de Borrelia, a
été utilisé lors de plusieurs études phylogénétiques (Fukunaga et al., 1996 ; Chao et Shih, 2009 ;
Aslam et al.,, 2012). Cest un géne codant une des protéines constitutives des flagelles
périplasmiques des Bbsl (Zhang et al., 2019). Ce géne est situé sur le chromosome linéaire des
Bbsl, et il est peu variable (Chao et Shih, 2009). Le géne ospC (outer surface protein C), qui
code une lipoprotéine de surface exprimée lors de la phase précoce d’infection de I'héte verté-
bré, a aussi régulierement été utilisé en phylogénie. OspC est situé sur le plasmide cp26, c’est
un gene trés variable chez les différentes souches de Bbsl (Schwartz et al., 2021).

Cependant, le développement de techniques permettant d’étudier plusieurs séquences
génétiques simultanément, et ayant permis d’identifier de nouvelles espéces de Bbsl a montré les
limites des méthodes se concentrant sur un seul ou sur un petit nombre de génes/séquences
(Schwartz et al.,, 2021). Ces méthodes ne permettent pas toujours d’obtenir une diversité
geénétique suffisante entre les souches étudiées, et qui soit représentative de I'histoire évolutive de
ces souches.

Ainsi, la plupart des études phylogénétiques récentes ciblant les Bbsl utilisent le
MLST (MultiLocus Sequence Typing). Le MLST consiste a cibler un ensemble de génes et a les
séquencer entierement ou en partie, un locus étant 'emplacement d’'un géne sur un chromosome.
Ces genes sont ensuite comparés a ceux de souches présentes dans une base de données (par
exemple pubMLST), et un profil allélique est déterminé en fonction des divergences constatées
(Figure 9). Le MLST cible souvent chez les Bbsl huit génes de ménage, qui peuvent différer selon
les études, et qui peuvent étre associés au séquencage de génes ou de séquences
supplémentaires (Margos et al., 2011 ; Takano et al., 2011 ; Rudenko et al., 2014).
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Figure 9 : Fonctionnement du MultiLocus Sequence Typing (MLST) (Hyun-chan, 2015)

La détermination des alleles se fait par comparaison avec une base de données (par exemple pubMLST). Si l'allele
d’intérét se trouve dans la base de données, celui-ci se voit attribuer le numéro associé a sa séquence génétique. Sinon,
un numéro arbitraire lui est attribué. Chaque Séquence Type (ST) représente un profil allélique, des souches avec une
méme ST sont identiques pour les séquences génétiques étudiées.

PCR Séquencage Détermination Détermination
des alléles de la Séquence Type

ey ‘ - ST239
\m———
==
fr—=s]
m—i
Séquence Produits de Séquences Profil Séqguence Type
d’ADN PCR génétiques allélique (ST)

B. Phylogénie et épidémiologie moléculaire : les principes

a. Définition et principe de la phylogénie

La phylogénie est I'étude des liens existant entre différents taxa, elle permet leur
classement et la déduction de leur histoire évolutive. Un taxon est un groupe défini par un
ensemble de caractéristiques que partagent tous les éléments de ce groupe (par exemple,
différentes espéces peuvent constituer différents taxa). Parfois, le groupe peut ne comporter qu’un
seul élément. C’est notamment le cas lors d’études entre différentes bactéries, ou chaque individu
est un taxon. Les arbres phylogénétiques sont des représentations graphiques permettant de
visualiser les liens entre les différents taxa. Les premiéres classifications des étres vivants
résultaient de I'observation de leur phénotype®, les organismes se ressemblant le plus étant
supposeés les plus proches.

La phylogénie moléculaire est la discipline qui étudie les relations entre les taxa en se
basant sur des molécules telles que 'ADN/ARN ou les protéines. C’est une discipline qui a connu
un grand essor ces derniéres années, grace aux progrés des techniques qui ont permis d’obtenir
plus facilement et a moindre co(it des séquences génétiques. Elle est aujourd’hui réguliérement
utilisée pour étudier les relations entre différentes bactéries, virus, etc. Cependant, lorsque seule

9 Ensemble des caractéres apparents d’un individu
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une partie du génome est utilisée, une connaissance relative de celui-ci est nécessaire, afin de
savoir quel géne (ou séquence d’ADN/ARN) utiliser pour la comparaison (Brown, 2002 ; Schwartz
et al., 2021). En phylogénie moléculaire, les relations entre les taxa sont étudiées en construisant
des arbres phylogénétiques qui comparent les séquences génétiques ou protéiques issues de ces
taxa.

b. Construction d’un arbre phylogénétique

e Caractéristiques d’un arbre phylogénétique

Un arbre phylogénétique est constitué de feuilles et de noeuds internes, reliés entre eux par
des branches (Figure 10). Les feuilles sont les nceuds terminaux de l'arbre et représentent les
différents taxa étudiés. Les nceuds internes correspondent a des ancétres hypothétiques communs
a plusieurs feuilles. La topologie de I'arbre correspond a la forme générale de I'arbre. La longueur
des branches peut étre sans signification, représenter I'importance des changements survenus
entre deux nceuds, ou la quantité de temps écoulée (Baum, 2008 ; Drummond et Bouckaert,
2015).

Figure 10 : Exemple d’arbre phylogénétique

t1 a t15 sont les noms des différents taxa étudiés. Les ronds rouges sont les feuilles de I'arbre (taxa), et les carrés bleus
les nceuds internes (ancétres communs).

Clade
- {12

Branche

Un clade est défini comme un groupe constitué par un ancétre commun et I'ensemble de ses
descendants. Les éléments (nceuds et feuilles) présents dans un clade sont plus proches entre
eux que de n’importe quels autres éléments figurant dans I'arbre.

¢ Distance génétique et modéle de substitution

Un arbre phylogénétique est construit en comparant des séquences génétigues alignées,
afin de déterminer quelles sont les séquences les plus proches pour pouvoir les rassembler et
former des clades. On suppose que la distance génétique entre deux séquences représente la
proximité des séquences d’un point de vue évolutif : deux séquences avec une distance faible
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seront supposées avoir divergé plus récemment de leur ancétre commun que des séquences avec
une distance plus grande.

La méthode la plus simple pour mesurer la distance génétique entre deux séquences est
de compter le nombre de sites!® pour lesquels ces séquences different (distance de Hamming)
(Hamming, 1950). Une proportion de sites différents entre les deux séquences est ensuite calculée
grace a ce nombre. Cependant, la comparaison directe de deux séquences ne permet pas de
déterminer précisément la distance entre ces deux séquences. En effet, certains phénoménes
peuvent entrainer une surestimation ou une sous-estimation de la distance génétique. Par
exemple, si un nucléotide T d’'une séquence est substitué par un A puis & nouveau par un T, et
gue ces substitutions ne sont pas prises en compte, la distance génétique de cette séquence avec
une autre sera sous-estimée. De plus, les taux de substitutions entre les différents nucléotides
peuvent varier (par exemple, la substitution A > G est plus fréquente que A > C).

Ainsi, pour essayer de prendre en compte ces phénomenes de substitutions et de variation
des taux de substitutions, des modéles de substitutions de nucléotides peuvent étre appliqués, afin
de corriger la mesure de la distance génétique. Un modele de substitution permet de décrire la
fréquence des nucléotides ainsi que les taux de substitutions dans les séquences étudiées. Un des
modeéles de substitution les plus simples est le modéle de Jukes and Cantor (1969), pour lequel
tous les nucléotides ont la méme fréquence, avec des taux de substitutions égaux entre les
nucléotides. D’autres modeéles existent, avec des fréquences et/ou des taux de substitutions
variables entre les nucléotides. Un des modeéles les plus généralistes, et qui est fréquemment
utilisé dans le cadre d’analyses phylogénétiques, est le modéle GTR (General Time Reversible)
(Xia, 2018). Dans ce modéle, la fréquence ainsi que les taux de substitutions des nucléotides sont
différents (Figure 11).

Figure 11 : Représentation schématique des substitutions possibles (a gauche) et matrice
de substitution Q associée au modéle GTR (a droite) (Drummond, 2023)
Les quatre cercles noirs de la figure de gauche représentent les quatre nucléotides A, T, G, C. Les fleches indiquent la
substitution d’un nucléotide vers I'autre. Dans le modéle GTR, le taux de substitutions entre chaque paire de nucléotides

est différent. Ces taux sont notés ici a, B, 0, €, y, n. A droite se trouve la matrice des taux de substitutions associée. m est
la fréquence des différents nucléotides, et mA # T # mG # mC. Par exemple, ammA représente le taux de substitutions de
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10 Emplacement d’un nucléotide
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o Meéthodes utilisées pour la construction d’arbres phylogénétiques

Deux types de méthodes sont utilisées pour la construction d’arbres phylogénétiques : les
méthodes basées sur la distance ou les méthodes basées sur les caracteres.

Les méthodes basées sur la distance reposent sur le calcul de la distance génétique entre
les paires de séquences. Cette distance peut étre calculée en utilisant différents modeles de
substitutions. Une matrice des distances est ensuite créée, qui regroupe la distance génétique
entre chaque paire de séquence. Puis un arbre phylogénétique est construit grace a un algorithme
qui va utiliser la matrice des distances pour identifier les séquences les plus proches et les
regrouper (Yang et Rannala, 2012). La méthode des distances la plus utilisée aujourd’hui est le
Neighbor Joining. C’est un algorithme qui débute avec arbre en étoile, c’est-a-dire ou chaque
séquence est isolée et a égale distance des autres, et qui regroupe ensuite les séquences (ou
ensemble de séquences préalablement regroupées) deux a deux (Figure 12). Le choix des
séqguences a regrouper se fait de maniére a minimiser la longueur des branches de I'arbre aprés
agglomération.

Figure 12 : Construction d’un arbre phylogénétique par la méthode du Neighbor Joining
(Dunn et al., 2011)

A, B, C, D, E représentent les taxa étudiés. Pour construire 'arbre phylogénétique, I'algorithme commence par mettre les
taxa a égale distance les un des autres, formant ainsi un arbre en étoile. Ensuite, les distances génétiques entre les
différents taxa sont calculées et une matrice des distances est produite. Les deux taxa les plus proches sont regroupés
(ici A et B, ou D et E), et une nouvelle matrice des distances est produite qui inclut I'ancétre commun créé lors du
regroupement (ici AB). Ces opérations se répétent jusqu’a obtention de I'arbre phylogénétique final. Le choix des taxa a
regrouper se fait de maniére & minimiser la longueur des branches de I'arbre apres agglomération.
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Les méthodes basées sur la distance ont 'avantage d’étre rapides et de ne pas nécessiter
beaucoup de puissance de calcul. Cependant, elles ne sont pas adaptées dans le cas de
séquences fortement divergentes, et sont sensibles aux lacunes (trous) dans l'alignement des
séquences génétiques (Yang et Rannala, 2012).

Les méthodes basées sur les caractéres comparent simultanément I'ensemble des
séquences alignées, un site a la fois. Un score est attribué a chaque arbre généré, et l'arbre
possédant le meilleur score est conservé. Les principales approches utilisées sont : le maximum
de parcimonie, le maximum de vraisemblance et I'inférence bayésienne, chaque méthode utilisant
son propre systeme de score. Pour linférence bayésienne, le score correspond au degré de
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confiance a posteriori que I'on peut avoir dans I'arbre obtenu : est-il probable qu’un tel arbre existe
et les données Iui étant associées sont-elles cohérentes ? Le score du maximum de
vraisemblance correspond a la probabilité que I'arbre généré ait conduit aux données observees.
Ce score est obtenu par des calculs probabilistes estimant la vraisemblance, l'ordre des
branchements et la longueur des branches d'un arbre dans le cadre d’'un modéle d’évolution
probabiliste donné. Le score du maximum de parcimonie représente le nombre minimum de
changements nécessaires a chaque site pour obtenir I'arbre (Yang et Rannala, 2012).

La méthode du maximum de parcimonie est une méthode rapide et simple a utiliser, par
rapport au maximum de vraisemblance et a l'inférence bayésienne (Kapli et al., 2020). Cette
méthode, contrairement aux deux autres, n'utilise pas de modéle de substitution explicite. La
construction de I'arbre se fait des feuilles vers les nceuds internes (Figure 13).

Figure 13 : Construction des arbres phylogénétiques selon le principe de parcimonie

La fleche orange représente le sens de construction de l'arbre. (1) a (5) représentent les différents taxa étudiés.
Différentes couleurs sont utilisées pour représenter les nucléotides : bleu pour A, rouge pour T, noir pour C. En rouge
sont notés les colts associés a chaque nceud interne : +0 lorsqu’il y a un ou plusieurs nucléotides communs aux noeuds
fils, +1 lorsqu’il n’y a aucun nucléotide en commun. Ici deux arbres sont générés, et I'arbre 2, dont le score de
parcimonie est inférieur a I'arbre 1, sera conservé. Un seul site (emplacement de nucléotide) est ici représenté, le score
de parcimonie de I'arbre correspond a la somme des scores de parcimonie calculés pour chaque site présent dans les
séquences étudiées.
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Une topologie!! d’arbre est générée aléatoirement, et les noeuds internes se voient attribuer
une liste des nucléotides possibles pour chaque site issu des séquences filles. Une fois les listes
attribuées a tous les nceuds, un arbre est produit en fixant un des nucléotides du noeud le plus
¢éloigné de I'ensemble des feuilles, et en sélectionnant les nucléotides des autres nceuds afin de
limiter les substitutions. Le nombre de substitutions de I'arbre constitue le score de parcimonie, ce
nombre étant la résultante de la somme des scores de parcimonie obtenus pour chaque site des
séquences de chaque nceud (Goéffon et al., 2010). Plusieurs algorithmes existent pour attribuer
un score a l'arbre obtenu, l'algorithme de Fitch étant 'un des plus utilisés. Cet algorithme utilise
une méme fréquence de substitution pour tous les nucléotides (Xia, 2018). De nombreux arbres
sont ainsi générés, et leur score de parcimonie est calculé. A la fin, 'arbre avec le plus petit score
est retenu (arbre le plus parcimonieux). Explorer I'ensemble des arbres possibles est trés
chronophage, surtout lorsque beaucoup de séquences sont incluses dans 'analyse ou que leur
longueur augmente. De ce fait, les méthodes d’exploration des arbres utilisent souvent des
algorithmes tels que le SPR (subtree pruning and regrafting) qui recherchent le meilleur arbre
possible sans toutefois tous les explorer. Cela est fait par exemple en partant du premier arbre
généré, puis en calculant un nouveau score de parcimonie aprés inversion de deux branches.
L’obtention de 'arbre avec le meilleur score n’est donc pas toujours garantie (Goéffon et al., 2010).

c. Principes de I’épidémiologie moléculaire et lien avec la phylogénie

L’épidémiologie moléculaire est la discipline qui utilise des données moléculaires (ADN,
ARN...) pour étudier la distribution et les déterminants des maladies chez les populations
humaines et/ou animales (Riley et Blanton, 2018). Ces données moléculaires constituent une
source d’information supplémentaire par rapport a I'épidémiologie classique. L’épidémiologie
moléculaire peut s’appuyer sur la phylogénie, notamment lorsque la comparaison des souches est
mise en relation avec des données épidémiologiques (distribution spatiale de I'agent pathogéne,
caractéristiques des hotes, etc). En épidémiologie moléculaire, des arbres phylogénétiques sont
par exemple construits pour comparer des souches virales ou bactériennes nouvellement isolées a
un endroit donné a d’autres souches précédemment identifiées issues d’autres endroits. Ces
arbres permettent notamment de mettre en évidence un lien potentiel entre proximité génétique et
distribution spatiale, de détecter I'apparition de nouveaux variants et d’émettre des hypothéses
quant a leur lieu d’émergence. La comparaison des souches en fonction de I'espéce héte, et
I'élaboration d’hypothéses sur la chaine de transmission intra ou inter-espéce, sont aussi des
informations pertinentes en épidémiologie pour les agents pathogénes touchant plusieurs espéces
(Lombard et al., 2021).

C. La phylogénie, un outil au service d’'une meilleure compréhension des
Bbsl

a. Histoire de la taxonomie des Bbsl

La classification des espéces de Bbsl est en constant remaniement. B. garinii a été l'une
des premieres especes identifiées au sein des Bbsl, par la méthode d’hybridation ADN-ADN
(Baranton et al., 1992). Différents sérotypes'? de B. garinii pour la protéine ospA (outer surface

11 Forme générale de I'arbre

12 Ensemble des caractéristiques antigéniques des bactéries, permettant de différencier des souches
appartenant a une méme espéce
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protein A) ont ensuite été découverts (Wilske et al., 1993). Or, contrairement aux autres sérotypes,
B. garinii ospA sérotype 4 avait pour réservoir des rongeurs (Huegli et al., 2002). Ultérieurement,
des études phylogénétiques ont permis de mettre en évidence deux clades, avec d'un coté
B. garinii, et de l'autre une autre espéce (B. garinii ospA sérotype 4), proche génétiquement de
B. garinii, mais ayant comme réservoir préférentiel les rongeurs (Margos et al., 2009, 2013). Cette
espéce a été nommée B. bavariensis. Depuis, plusieurs autres espéces ont été identifiées au sein
des Bbsl, notamment grace aux analyses phylogénétiques.

b. Phylogénie et diversité génétique des Bbsl

La diversité génétique des Bbsl est de plus en plus étudiée, et plusieurs études tentent de
caractériser et d’expliquer cette diversité, en lien avec I'éco-épidémiologie de ces bactéries. |l
apparait globalement que les Bbsl génétiquement proches ou identiques ne sont pas forcément
situées dans une méme aire géographique, méme s’il peut exister des différences en fonction de
I'espéce ou de l'unité géographique étudiées (pays, continent...).

Cette faible tendance a la ségrégation spatiale des Bbsl génétiquement proches peut
s’expliquer notamment par le mélange et le déplacement importants de celles-ci, en lien avec la
mobilité des vecteurs et des hotes qu’elles colonisent. Il apparait aussi qu’il y aurait un lien entre la
mobilité d’'une espéce de Bbsl dans I'espace, sa polyvalence et son degré de diversification
génétique : les espéces plus polyvalentes®® doivent s’adapter a la diversité des milieux et des
hotes rencontrés, elles présentent donc une diversité génétique importante, quelle que soit
I'échelle considérée (Oppler et al., 2021). Les espéces moins polyvalentes tendent a former des
sous-populations au sein desquelles la diversité génétique est faible (du fait d’'un milieu
homogene), mais entre lesquelles la diversité génétique est importante (différences de milieux).

Par exemple, une étude sur des Bbsl issues de plusieurs pays d’Europe a montré I'existence
d'une structure spatiale chez B. afzelii, avec peu de profils alléliques identiques entre les pays.
Cette structure spatiale pourrait s’expliquer par le fait que les réservoirs principaux de B. afzelii
sont les rongeurs, qui présentent une mobilité limitée (Vollmer et al., 2011). Au contraire, B. garinii,
qui a pour réservoir principal les oiseaux, qui sont des hotes trés mobiles, est 'une des Bbsl avec
le plus de variabilité génétique (Vollmer et al., 2011 ; Jacquot et al., 2014). Aucune agrégation
spatiale n’a pu étre mise en évidence pour cette Bbsl (Mtierova et al., 2020 ; Norte et al., 2020).
Cependant, ces résultats sont a nuancer pour B. garinii, d’'une part parce que la plupart des études
se sont concentrées sur des bactéries issues de tiques portées par des oiseaux migrateurs (plus
rarement a l'afft), d’autre part car il semblerait que I'existence d’une certaine structure spatiale
soit possible selon I'échelle considérée, notamment lors de la comparaison de bactéries provenant
de différents continents (Vollmer et al., 2013 ; Mtierova et al., 2020 ; Norte et al., 2020). De plus,
B. garinii est aussi impliquée dans un cycle marin : elle est isolée chez Ixodes uriae, qui se nourrit
sur de nombreuses espéces aviaires marines. Les études s’étant intéressées a la comparaison de
la diversité génétique entre les bactéries issues des cycles terrestres et marins ont mis en
évidence un possible mélange des souches, associé a une diversité génétique importante
(Comstedt et al., 2009 ; Gbmez-Diaz et al., 2011). La comparaison des bactéries issues de tiques
portées par des oiseaux marins ne met pas en évidence de structures spatiales au sein des
régions, mais met en évidence deux sous populations distinctes entre les bassins de l'océan
Pacifique et de I'océan Atlantique (GOmez-Diaz et al., 2011).

13 Espéces de Bbsl retrouvées chez de nombreuses espéces hotes et dans différents milieux
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L’étude de la diversité génétique des Bbsl est importante, car celle-ci peut influer sur la
pathogénicité et sur la diversité des symptdomes chez 'lhomme, qui peuvent varier méme au sein
d’'une espéce (Hanincova et al., 2013 ; Cerar et al., 2016). Par exemple, lors d’'une étude sur
différentes souches de B. afzelii provenant de patients symptomatiques en Europe, certains profils
alléliques étaient retrouvés significativement plus fréquemment chez les patients présentant un
EM, alors que d’autres étaient significativement plus fréquents chez les patients présentant des
formes disséminées de la maladie de Lyme (Gallais et al., 2018).

Etudier la diversité génétique de B. garinii est donc nécessaire, car c’est 'une des Bbsl pour
laquelle on retrouve le plus de diversité, et qu’elle est responsable de graves symptomes chez
'homme. Une étude réalisée en Slovaquie a donné des éléments en faveur de I'existence de
différences génétiques entre les bactéries présentes chez les tiques a l'afflt et celles présentes
chez les oiseaux. Elle souléve aussi I'existence d’'une possible variabilité génétique de B. garinii en
fonction des saisons (Mtierova et al., 2020). Cependant, peu d’études portant sur ce sujet ont été
publiées a ce jour et a notre connaissance, aucune étude ne s’est concentrée sur la diversité
génétique de Borrelia garinii portée par les oiseaux en France.
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Deuxieme partie : étude expérimentale

1. Introduction

Ce travail de thése s’effectue dans la continuité du projet OUTLYER, qui visait a déterminer
le role des oiseaux en peériode de reproduction dans la dynamique des populations de tiques, et
dans la circulation des agents pathogénes transmissibles par les tiques (notamment les Bbsl). Peu
d’études se sont intéressées au rdle des oiseaux dans la dynamique de transmission des Bbsl, et
la plupart de ces études se sont concentrées sur les oiseaux en période de migration (Rataud et
al., 2022b). Or, outre leur r6le de potentiel disséminateurs de bactéries via les vols longue distance
(Klitgaard et al., 2019 ; Mysterud et al., 2019a), les oiseaux jouent aussi un réle dans la dynamique
de population locale des tiques : ils participent au nourrissage des tiques et a la circulation des
agents pathogénes, notamment lors de leur période et sur leurs lieux de reproduction, ou ils
restent plusieurs mois (Marsot et al., 2012 ; Rataud, 2022). Une densité importante d’oiseaux
réservoirs pour B. garinii en un lieu donné participe a l'augmentation du nombre de tiques
potentiellement infectées par cette bactérie. Si le nombre de tiques infectées augmente, le risque
d’infection chez 'homme augmente aussi. Ce risque est d’autant plus important que l'activité
maximale des tiques se superpose a la période de reproduction des oiseaux, au printemps, qui est
aussi la période ou les activités de plein air des hommes augmentent. Le réle que peuvent jouer
les oiseaux dans le maintien et la transmission de B. garinii est notamment fonction de I'espéce
d’oiseau considérée et de son milieu de vie (Marsot et al., 2012).

Dans le cadre du projet OUTLYER, la présence d’agents pathogénes chez des larves
gorgées collectées sur des oiseaux était recherchée. Afin d’identifier les espéces de Bbsl
détectées au sein des larves, une PCR était réalisée a I'aide d’amorces ciblant une partie du géne
flaB de ces Bbsl, puis un séquencage des produits de PCR était effectué. Les séquences
génétiques obtenues étaient ensuite analysées et I'espéce de Bbsl correspondant a chaque
séquence déterminée. Dans le cadre de cette thése, ces séquences ont été récupérées afin
d’étudier la diversité génétique des Bbsl et en particulier celle de B. garinii, qui était la Bbsl la plus
fréquemment retrouvée chez les oiseaux lors du projet OUTLYER.

Les objectifs de ce travail étaient d’étudier la répartition géographique de B. garinii chez des
oiseaux en France, puis d’étudier sa diversité génétique grace a une analyse phylogénétique par
la méthode du maximum de parcimonie. Les liens entre diversité génétique et espéce aviaire ou
milieu de vie des oiseaux ont été étudiés. Les autres especes de Bbsl détectées dans le cadre du
projet OUTLYER ont été incluses dans les analyses, car elles peuvent aussi circuler chez les
oiseaux, mais de facon minoritaire par rapport a B. garinii.

La partie « Collecte des données » présentée dans le matériels et méthodes (partie 1.2.a)
correspond au travail préliminaire a notre analyse des séquences génétiques. Ce travail a été
réalisé par Amalia RATAUD dans le cadre d’une thése d’Université intitulée « Eco-épidémiologie
du systéme Oiseaux — Tiques — Borrelia » (Rataud, 2022), thése qui s’inscrivait dans le projet
OUTLYER. La Figure 14 ainsi que le travail fourni pour I'obtention du Tableau 2 de cette méme
partie ont été réalisés dans le cadre de notre these. De méme, les résultats fournis dans la partie
3.a.a « Description des données de terrain relatives aux oiseaux capturés, aux larves collectées et
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aux agents pathogénes détectés » se basent sur notre exploitation et notre analyse de différentes
bases de données créées et utilisées par Amalia RATAUD dans le cadre de sa thése.

2. Matériels et méthodes

A. Collecte des données

Les données utilisées dans cette these correspondent a une partie des données collectées
lors du projet OUTLYER. Ces données correspondent aux caractéristiques (espéce, sexe, age,
milieu de vie, localisation...) concernant des oiseaux communs capturés en période de
reproduction sur différents sites en France aux printemps 2019 et 2020, aux données issues des
tiques collectées sur ces oiseaux (nombre, stase, espéce), ainsi qu'aux données issues de la
recherche d’agents pathogénes dans les larves gorgées échantillonnées (genre, espéce, ainsi que
les séquences génétiques pour les Bbsl).

Les données initiales concernant le milieu de vie des oiseaux, qui étaient nommées selon la
nomenclature standard CLC (Corine Land Cover), ont été regroupées. Certaines catégories
d’habitat ont été fusionnées afin de faciliter la visualisation graphique. Ce regroupement a été
effectué en fonction des similitudes entre les différents habitats (Tableau 2).
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Tableau 2 : Catégories utilisées pour I’habitat des oiseaux capturés, et lien avec les
catégories officielles CLC

Type de .
- Code et Type de milieu P
milieu ' yP Définition CLC
. . initial
presente
Surfaces enherbées denses de composition floristique constituée
231 - Praires principalement de graminées, non incluses dans un assolement. Principalement
paturées, mais dont le fourrage peut étre récolté mécaniqguement. Y compris
des zones avec haies (bocages).
Agricole 242 - Systémes culturaux et Mosaique de petites parcelles de cultures annuelles diversifiées, de prairies

(prairie/culture)

parcellaires complexes

et/ou de cultures permanentes complexes, avec éventuellement des maisons et
jardins épars.

243 - Surfaces essentiellement
agricoles, interrompues par des
espaces naturels importants

Surfaces essentiellement agricoles, interrompues par des zones naturelles ou
semi-naturelles (y compris des zones humides, des plans d’eau ou des
affleurements rocheux).

Forét

311 - Foréts de feuillus

Formations végétales principalement constituées par des arbres, mais aussi
par des buissons et arbustes en sous-étage, ou dominent les especes
forestieres feuillues.

312 - Foréts de coniferes

Formations végétales principalement constituées par des arbres, mais aussi
par des buissons et arbustes en sous-étage, ou dominent les especes
forestiéres de coniféres.

313 - Foréts mélangées

Formations végétales principalement constituées par des arbres, mais aussi
par des buissons et arbustes en sous-étage, ol ni les feuillus ni les coniféres
ne dominent.

Clairsemé

24 - Forét et végétation arbustive
en mutation

Végétation arbustive et herbacée avec arbres épars. Formations pouvant
résulter de la dégradation de la forét ou d'une recolonisation/régénération de la
forét.

Humide

411 - Marais intérieurs

Terres basses généralement inondées en hiver et plus ou moins saturées d'eau
en toutes saisons.

412 - Tourbieres

Terrains spongieux humides dont le sol est constitué principalement de
mousses et de matieres végétales décomposées (principalement des
sphaignes). Tourbiéeres exploitées ou non.

Périurbain

112 - Tissu urbain discontinu

Espaces structurés par des batiments. Les batiments, la voirie et les surfaces
artificiellement recouvertes coexistent avec des surfaces végétalisées et du sol
nu, qui occupent de maniere discontinue des surfaces non négligeables. Entre
30 et 80 % de la surface est imperméable.

Landes et
broussailles

322 - Landes et broussailles

Formations végétales basses et fermées, composées principalement de
buissons, d'arbustes et de plantes herbacées (bruyeres, ronces, genéts,
ajoncs, cytises, etc.).

a. Description du programme STOC-Capture

La majorité (95 %) des oiseaux échantillonnés proviennent du Suivi Temporel des Oiseaux
Communs nicheurs par Capture (STOC-Capture) en France. Les 5 % restants ont été capturés par
des bagueurs mettant en place des protocoles spécialisés ciblant des taxons aviaires plus rares,
afin de couvrir la plus grande diversité d’espéces aviaires possible. Le programme STOC-Capture
est mis en place par le Centre de Recherches sur la Biologie des Populations d’Oiseaux (CRBPO)
au sein du Muséum National d’Histoire Naturelle. Initié en 1989, il est basé sur la méthode de
capture-marquage-recapture des oiseaux présents dans les strates buissonnantes de la
végétation. Il réalise ainsi le suivi des communautés aviaires sur un grand nombre de sites au
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cours du temps (environ 250 sites en France), en maintenant un effort d’échantillonnage par site
constant d’'une année sur l'autre, grace a des bagueurs bénévoles. Ce programme a pour objectif
de documenter a I'échelle nationale et sur le long terme I'évolution démographique des populations
d’oiseaux.

La capture des oiseaux nicheurs se fait au printemps, avec un minimum de trois sessions
par an entre mai et début juillet, a l'aide de filets japonais. Cette technique permet de capturer les
oiseaux au sol ou volant a moins de trois métres du sol. La méthode de capture est standardisée
pour chaque station STOC (moyens matériels et humains, emplacement des filets, durée et dates
de sessions). Une station STOC est une zone de capture des oiseaux préalablement définie afin
de garantir un habitat homogéne, et présumé stable dans le temps.

Afin de cibler le moment de la journée ou les oiseaux sont les plus actifs, une session se
déroule généralement de 'aube a midi. La manipulation des oiseaux se fait sur place, elle est
réduite au minimum et la plus rapide possible afin de limiter leur dérangement, et les oiseaux sont
ensuite relachés. Les oiseaux capturés sont marqués ou contrélés via une bague avec un numéro
unique. L’'espéce, le sexe, 'dge des oiseaux ainsi que des mesures biométriques (masse,
longueur d’aile et longueur du tarse) sont releveés.

b. Collecte des tiques

En plus des informations collectées sur les oiseaux, un programme de collecte de tiques au
sein du réseau de bagueurs a été mis en place en 2019 et 2020. Pour cela, un kit a été fourni aux
bagueurs afin de leur permettre de collecter les tiques présentes sur les oiseaux capturés. Le
protocole de collecte consistait au prélevement sur tout le corps de l'oiseau d’'un maximum de 10
tiques par individu a I'aide de pinces fines. Pour les conserver, les tiques ont été placées dans des
tubes Eppendorf contenant de I'éthanol a 70 % ; les tiques d’'un oiseau donné étant stockées dans
le méme tube. Ces échantillons ont ensuite été envoyés au laboratoire de santé animale de
I'’Anses* pour analyse.

c. ldentification morphologique des tiques

Une identification morphologique des tiques pour déterminer la stase et 'espéce a ensuite
été réalisée par Amalia RATAUD, sous loupe binoculaire, a l'aide des clefs taxonomiques
d’Estrada-Pefa et de Péreiz-Eid (Pérez-Eid, 2007 ; Estrada-Pefia et al., 2017). Suite a cette
identification, les larves gorgées ont été sélectionnées afin de vérifier si elles étaient ou non
porteuses d’agents pathogénes, et d’identifier ceux-ci le cas échéant. Sélectionner uniquement les
larves gorgées pour la détection d’agents pathogénes permet d’obtenir un indicateur indirect du
statut infectieux de l'oiseau. En effet, si les transmissions non-systémiques (co-repas et
transovarienne) sont négligeables ou peu fréquentes, comme fortement suspecté pour Bbsl
(Richter et al., 2012), une larve s’infecte via un héte réservoir infecté. Ainsi, la détection d’'une larve
gorgée infectée par Bbsl sur un oiseau signifie que I'ciseau héte de cette larve était infecté par
Bbsl.

14 Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
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d. Détection des agents pathogenes au sein des larves gorgées

e Extraction et pré-amplification de 'ADN des larves gorgées

L’ADN des larves gorgées a été extrait grace au kit « Nucleopsin Tissue Genomic DNA
from tissue » (Machery Nagel, Diren, Allemagne). Cela s’est fait en plusieurs étapes, notamment
nettoyage, broyage et centrifugation des tiques, lyse des cellules puis fixation de 'ADN. Celui-ci a
ensuite été conservé a -20 °C.

Afin d’obtenir une meilleure détection de 'ADN des agents pathogénes présents dans les
larves gorgées, 'ADN des agents pathogénes a été pré-amplifié avec le kit « PreAmp Master Mix »
(Fluidigm, San Francisco, CA, USA). Ce kit permet d’augmenter le signal du matériel génétique
des agents pathogénes par rapport au matériel génétique de la tique. Cette pré-amplification a
nécessité I'utilisation d’amorces. Les échantillons ont ensuite été conservés a -20°C.

o Détection des agents pathogénes présents dans les larves gorgées

Afin d’identifier les agents pathogénes présents dans les larves gorgées collectées sur les
oiseaux, la technique de PCR microfluidique en temps réel (BiomarkTM dynamic array, Fluidigm) a
été utilisée, sur 'ADN préalablement extrait et pré amplifié. La PCR microfluidique en temps réel
est utilisée comme un outil de criblage a haut débit des agents pathogénes chez les tiques. Elle
permet de détecter 28 espéces appartenant a huit genres de bactéries (Borrelia, Anaplasma,
Ehrlichia, Neoehrlichia, Rickettsia, Bartonella, Francisella, Coxiella), ainsi que huit espéces
appartenant a trois genres de parasites (Babesia, Theileria, Hepatozoon). Elle permet aussi
d’identifier I. ricinus et Dermacentor reticulatus (Annexe 1).

Tous les échantillons positifs a Bbsl via la puce microfluidique ont été confirmés pour les
espéces d’agents pathogénes et les espéces de tiques. Pour cela, une PCR de I'ADN des
échantillons (Figure 14) a été réalisée avec le kit « PCR phusion ». Les amorces utilisées sont
présentées dans I'’Annexe 2. Pour la confirmation des espéces de Bbsl, les amorces ciblaient une
partie du géne flaB de celles-ci.

Les produits de PCR ont ensuite été mis a migrer sur gel d’agarose puis révélés avec
rayons UV. En l'absence de bande fluorescente sur le gel, les échantillons étaient considérés
négatifs (absence d’amplification de 'ADN des Bbsl). lls étaient considérés comme positifs dans le
cas contraire.

e Séguencage des Bbsl et des autres agents pathogénes : identification des espéces
L’ensemble des produits de PCR positifs a Bbsl sur le gel ont été envoyés au séquengage

by

a la plateforme Eurofins Genomics. Les séquences nucléotidiques obtenues ont été traitées a
l'aide du logiciel BioEdit puis analysées afin d’identifier les espéces de Bbsl ainsi que d’autres

agents pathogénes détectés dans les larves gorgées. Cette identification a été réalisée par com-
paraison avec les séquences des agents pathogénes détectés disponibles dans base de données
GenBank par le biais du moteur de recherche BLAST (Basic Local Alignment Sequence Tool) du «
National Center for Biotechnology Information » (NCBI ; Bethesda, MD).
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Figure 14 : Schéma de I'obtention des séquences génétiques des Bbsl (PCR et séquencage)

Les amorces ciblent une partie du gene flaB des Bbsl, les nucléotides en violet sont les nucléotides qui constituent les
amorces. Les nucléotides en noir sont les nucléotides du géne a amplifier. Les nucléotides en rouge sont les nucléotides
présents dans le milieu, qui sont ajoutés aux amorces lors de la synthése des brins. Les fleches rouges représentent le
sens de synthése des brins (de 5’ vers 3).

5 —— ATAAGCACCGTTCGGA - 3’
GCCT Amorce Réverse (R) Fixation des amorces

Amorce Forward (F) ATAA aux brins d’ADN
3 — TATTCGTGGCAAGCCT 5’

L ATAAGCACCGTI'CGGA 3
+«—— CAAGCCT 5’ (R)

Synthése des brins
par ajout de nucléotides

, (F) 5° ATAAGCAC, —* 3’ , complémentaires
3 TATTCGTGGCAAGCCT 5

GT A Nucléotides

Séquencage du produit de PCR

Légende :
Séquence F: 5’ ATAAGCACCGTTCGG 3’
Séquence R: 5’ TCCGAACGGCGC 3’ Géne a amplifier

B. Nettoyage des données et obtention des séquences consensus pour les
analyses phylogénétiques

Dans 'optique de réaliser un arbre phylogénétique a partir des séquences de Bbsl identifiées
dans les larves gorgées collectées sur les oiseaux communs lors du projet OUTLYER, nous avons
utilisé les séquences génétiques d’'une partie du géne flaB des Bbsl, obtenues suite a la PCR et au
séquencage de 'ADN prélevé chez les larves gorgées positives a Bbsl. Cent-vingt-et-une Bbsl et
leurs séquences associées étaient initialement disponibles.

Du fait de l'utilisation d’amorces Forward (F) et Reverse (R) lors du séquencage, deux
séquences (une F et une R) étaient obtenues pour chaque larve gorgée positive a Bbsl. A partir de
ces deux séquences F et R obtenues, une séquence consensus a été déterminée, qui réunit
l'information contenue dans les deux séquences (Figure 15). Au final, une ségquence consensus
était obtenue par larve gorgée positive a Bbsl.
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Figure 15 : Schéma d'obtention d'une séquence consensus a partir des séquences Forward
(F) et Reverse (R) d’une Bbsl

La lettre R en jaune correspond a un nucléotide ambigu (peut étre A ou G).

Séquence R correspondant a

Sé R: 5’ TCCGAACGGCGC ¥’ . N , .
equence une partie du gene flaB d’une Borrelia

Inversion de l'ordre des nucléotides de R

SéquenceR: 3’ CGCGGCAAGCCT 5’

Détermination du complémentde R

v

SéquenceR’: 3' GCGCCGTTCGGA 5’

Alignementde R’ et de F

v

Séquence F: 5 ATAAGCACCGTTCGG 3’
SéquenceR’: 3’ GCGCCGTTCGGA 5’

LIVIismatch

Détermination de la séquence consensus

Séquence C: 5’ ATAAGCHCCGTTCGGA 3’ Séquence consensus

En cas de divergence entre deux nucléotides lors de I'alignement (possiblement di a une
erreur lors de la synthese des brins ou lors du séquencage), le nucléotide de la séquence
consensus peut étre remplacé par un nucléotide ambigu (R, Y, K...), afin de garder le plus
d’information possible sur ce site. Par exemple, un R signifie que le nucléotide de la séquence
consensus est soit un A, soit un G. Un N signifie que le nucléotide peut étre A, T, G, ou C
(nucléotide non informatif).

La qualité des séquences consensus obtenues a ensuite été évaluée. Les séquences
contenant moins de 300 nucléotides ont été exclues pour la suite des analyses. En effet, d’aprés la
distribution du nombre de séquences en fonction du nombre de nucléotides, la majorité des
séquences (102/121) contenaient plus de 300 nucléotides. De plus, une séquence trop courte est
considérée de mauvaise qualité (amorces ne s’étant pas fixées au bon endroit, probléme lors du
séquencage...) et peut entrainer des erreurs lors de I'alignement de 'ensemble des séquences.

Ensuite, un alignement de I'ensemble des séquences a été réalisé, afin de rendre les
séquences de chaque Bbsl comparables. Les séquences ne commengant et ne se terminant pas
toutes au méme endroit par rapport au géne séquencé (differences de longueur), I'alignement
permet de s’assurer, lors de la comparaison d’un nucléotide se trouvant a la position x des
séqguences, gque ce nucléotide correspond bien a celui situé a la position x du géne séquence, et
ce pour 'ensemble des séquences.

Pour faire cela, I'algorithme Muscle a été utilisé (Annexe 3, Annexe 4). Cet algorithme
compare les séquences deux a deux, et crée une matrice des distances génétiques a partir de
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laquelle il aligne les séquences de proche en proche. A la fin, les séquences sont toutes alignées,
et forment un alignement multiple (msa : multiple sequence alignment) (Figure 16).

Figure 16 : Séquences non alignhées (gauche) et alignement multiple des séquences (droite)

(1), (2), (3) et (4) sont les noms des 4 taxa (séquences génétiques) étudiés. La lettre N en jaune représente un
nucléotide non informatif (peut étre A, T, G ou C). Les tirets en marron représentent des lacunes dans I'alignement, ces
lacunes correspondent soit & des insertions/délétions dans la séquence concernée, soit a des introductions artificielles
(en début et/ou fin de séquence), afin que les séquences aient toutes la méme longueur pour permettre la comparaison.

---ANGTCAGTC (2)

AATGCCAG (1)

ANGTCAGTC (2) C_AATGCCAG- - (1)

CAATGGCAG (3) - GGCAATGGCAG - - (3)
CACCAG (4) ~GCA---ccac- - (@

msa (multiple sequence alignment)

Une fois l'alignement réalisé, une inspection visuelle de celui-ci a été effectuée pour juger de
sa qualité, conduisant a I'élimination de six ségquences consensus des analyses. Ces séquences
étaient trop différentes des autres, et ne s’alignaient pas correctement avec le reste des
séquences, ce qui diminuait la qualité de I'alignement multiple.

Un nouvel alignement multiple a été effectué sur les 96 séquences restantes, et a été
conservé pour la suite des analyses. Le début et la fin des séquences de l'alignement multiple
comportant beaucoup de lacunes, un élagage a été réalisé (conservation d’'une partie des
séquences). En effet, un nombre trop important de lacunes peut modifier la topologie des arbres
généreés.

C. Analyses phylogénétiques

A partir des séquences alignées, une nouvelle matrice des distances génétiques des
séquences a été construite. Un modéle de substitution a été choisi afin de corriger le calcul de la
distance génétique entre les paires de séquences (voir paragraphe 1.2.b.b). Le modéle choisi (F84)
est un modele général, proche du modele GTR. Le modéle GTR a souvent été utilisé lors de la
construction d’arbres phylogénétiques a partir de séquences de B. garinii. Dans ces deux modeéles,
les fréquences des quatre nucléotides A, T, G et C sont différentes. Le modéle F84 utilise des taux
de substitutions différents pour les transitions (A < G ou C < T) et les transversions (toutes les
autres substitutions : A < C, A « T, etc), alors que le modéle GTR utilise des taux différents pour
chaque type de substitutions (Xia, 2018).

Ensuite, un arbre phylogénétique a été construit grace a la méthode du maximum de
parcimonie (voir paragraphe 1.2.b.b). L’algorithme de Fitch a été utilisé pour attribuer un score de
parcimonie aux arbres générés. La longueur des branches, qui représente la distance génétique
entre deux nceuds ou séquences, a été calculée grdce a un algorithme (acctran). Lorsque
plusieurs arbres ont le méme score de parcimonie, un arbre consensus est produit, qui va
présenter des multifurcations, c’est-a-dire des nceuds internes ayant plus de deux descendants
(Figure 17). Les séquences génétiques d’'une multifurcation sont toutes a égale distance les unes
des autres.
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Figure 17 : Exemple d’arbre phylogénétique présentant une multifurcation, avec longueur
de branche représentant la distance génétique entre deux nceuds

(1) a (6) sont les taxa étudiés.

— (1)

—
(1@
| 1 5)
(6

Multifurcation

Une fois I'arbre consensus généré, les données épidémiologiques d’intérét ont été
associées a cet arbre : pour chaque taxon de l'arbre (c’est-a-dire de chaque séquence génétique
d’'une Bbsl collectée sur une larve gorgée provenant d’un oiseau) I'espéce de bactérie associée a
la séquence, I'espéce d'oiseau dont elle provient, ainsi que le milieu de vie de l'oiseau ont été
ajoutés. Les larves d’'un méme oiseau ont aussi été mises en évidence pour les oiseaux portant
plus de deux larves positives a Bbsl.

A partir de I'arbre consensus obtenu, des clades'® ont été visuellement identifiés. Les Bbsl
issues de ces clades ont ensuite été localisées sur la carte de la France, afin de déterminer si les
séquences genétiquement proches étaient aussi proches d’un point de vue spatial.

3. Résultats

A. Description des données

a. Description des données de terrain relatives aux oiseaux capturés, aux larves
collectées et aux agents pathogenes détectés

Au total, 1 040 oiseaux ont été échantillonnés au printemps en 2019 et 2020, appartenant a
56 espéces, dans 110 sites en France. Trois-mille-cent-quatorze tiques ont été prélevées chez ces
oiseaux, parmi lesquelles 61 adultes (60 femelles, 1 méle), 1 715 nymphes, 1 285 larves (dont
1106 larves gorgées) et 53 tiques dont la stase n’a pu étre identifiée.

Les 1 106 larves gorgées ont été prélevées sur 442 oiseaux appartenant a 36 especes,
dans 69 sites en France. Au total, quatre espéces de tiques appartenant a deux genres ont été
identifiées (Tableau 3). Certaines larves n'ont pas pu étre identifiées pour 'espéce ou le genre, car
elles étaient trop abimées.

15 Regroupement de bactéries génétiquement proches
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Tableau 3 : Nombre de larves collectées en fonction de leur espéce (ensemble des larves,
puis larves positives a Bbsl, puis larves positives a B. garinii)

Merane el Ixodes  Haemaphysalis Haemaphysalis Haemaphysalis Ixodes Ixodes Non
larves o . - . e Total
. ricinus punctata concinna Spp * frontalis spp identifiée**
gorgées
Collectées 1039 15 11 3 2 2 34 1106
Positives a
124 0 0 1 2 1 1 129
Bbsl
Positivesa g4 0 0 1 1 1 1 100
B. garinii

* Tiques pour lesquelles l'identification de I'espéce a échoué
** Tigues non identifiées car trop abimées

Parmi les 1 106 larves analysées, 11,7 % (n = 129) étaient positives pour le groupe des
Bbsl, 5,7 % (n = 63) pour le genre Anaplasma, 2,3 % (n = 25) pour le genre Babesia, 1,4 % (n = 15)
pour le genre Ehrlichia, et 1 % (n = 11) pour I'espéce Borrelia miyamotoi (espéce de Borrelia
n‘appartenant pas au complexe des Bbsl). Les larves positives a Bbsl (n = 129) provenaient
d’oiseaux capturés dans 28 stations STOC-Capture en France (Figure 18). Dans notre échantillon,
78 % des Bbsl appartenaient a I'espéce B. garinii (n = 100). Les larves positives a B. garinii ont été
collectées sur des oiseaux capturés dans 25 stations (Annexe 5).
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Figure 18 : Carte présentant les pourcentages de larves positives a Bbsl en fonction des
stations en France

Les stations représentées sont les stations au sein desquelles des oiseaux ont été capturés en 2019-2020.

Station active sans larve analysée
[1 Station active ol des larves ont été analyséeg
Pourcentage de larves positives par station
L] 0%
[] <15%
B 15-30%
B -30%

!

100 km

Parmi les 442 oiseaux sur lesquels des larves gorgées ont été collectées puis analysées
pour Bbsl, 16 % hébergeaient au moins une larve positive a Bbsl (n = 70), et 12 % hébergeaient au
moins une larve positive & B. garinii (n = 54). Parmi les 70 oiseaux porteurs de larves positives a
Bbsl, 66 % (n = 46) portaient plus d’une larve (Figure 20).

Les oiseaux porteurs de larves positives a Bbsl appartenaient a 15 espéces d’'oiseaux (sur
les 36 espéces capturées). Les oiseaux porteurs de larves positives a B. garinii appartenaient & 13
espéces d'oiseaux (Annexe 6). Le pourcentage d’oiseaux positifs'® a Bbsl| était inférieur a 10 %
pour six espéces d'oiseaux (Figure 19). La Fauvette a téte noire (Sylvia atricapilla) était I'espéce
d’oiseau avec le pourcentage d’individus positifs a Bbsl le plus faible (4,2 % sur les 48 individus
porteurs de larves gorgées échantillonnés), suivi du Rougegorge familier (4,7 % sur les 107
individus porteurs de larves gorgées). Pour la Mésange charbonniére ce pourcentage était de 9 %,
pour 46 individus porteurs de larves gorgées échantillonnés. Pour le Merle noir et la Grive
musicienne, les pourcentages d’individus positifs a Bbsl étaient respectivement de 67 % et de 60 %,
pour 43 et 20 individus porteurs de larves gorgées échantillonnés appartenant a ces deux
espéces. Pour certaines espéces comme le Pipit des arbres (Anthus trivialis) ou la Fauvette
pitchou (Curruca undata), ce pourcentage était aussi supérieur ou égal a 50 %, mais le nombre
d’individus porteurs de larves échantillonnés pour ces espéces était faible (n < 6).

16 Un oiseau est positif & B. garinii ou a Bbsl s'il porte au moins une larve gorgée positive a B. garinii ou a
Bbsl

Page 45



Nombre d'oiseaux par espéce

Figure 19 : Espéces d’oiseaux positives a Bbsl, et nombre d’individus porteurs de larves
négatives et porteurs d’au moins une larve positive a Bbsl par espéce d’oiseau

Les photographies en bas du graphique correspondent aux especes d’oiseaux concernées, qui sont, de gauche a
droite : Rougegorge familier (Erithacus rubecula), Fauvette a téte noire (Sylvia atricapilla), Mésange charbonniere (Parus
major), Merle noir (Turdus merula), Rossignol philoméle (Luscinia megarhynchos), Grive musicienne (Turdus
philomelos), Accenteur mouchet (Prunella modularis), Troglodyte mignon (Troglodytes troglodytes), Fauvette grisette
(Curruca communis), Pouillot véloce (Phylloscopus collybita), Pipit des arbres (Anthus trivialis), Rousserolle verderolle
(Acrocephalus palustris), Fauvette babillarde (Curruca curruca), Fauvette pitchou (Curruca undata), Grive litorne (Turdus
pilaris). Les barres encadrées en vert correspondent aux especes avec un pourcentage d’individus positifs a Bbsl
inférieur ou égal a 10 %, tandis que les barres encadrées en rouge correspondent aux espéces avec un pourcentage
d’individus positifs a Bbsl supérieur ou égal & 50 %.

Les photographies sont toutes issues du site internet oiseaux.net.

Statut

l Positif
90 Négatif

Pour la plupart des espéces étudiées, le pourcentage de larves positives a Bbsl par oiseau
tend a diminuer avec le nombre de larves collectées sur I'oiseau (Figure 20). Environ la moitié de
ces oiseaux (55 %) ont un pourcentage de larves positives inférieur ou égal a 50 %. Pour le Merle
noir et la Grive musicienne, le pourcentage de larves positives par individu est trés élevé, et ce
quel que soit le nombre de larves collectées sur l'oiseau : chez le Merle noir, 75 % (15/20) des
individus positifs a Bbsl pour lesquels plusieurs larves ont été analysées portent 100 % de larves
positives a Bbsl, contre 66 % (4/6) pour la Grive musicienne. Des résultats similaires sont obtenus
pour les larves positives a B. garinii (Annexe 7).
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Figure 20 : Nombre de larves positives et négatives a Bbsl par oiseau en fonction de
'espéce

Les oiseaux représentés ici sont les oiseaux pour lesquels au moins deux larves ont été analysées, et dont au moins une
des larves était positive a Bbsl (n = 46). Chaque barre représente un individu. La catégorie « Autres especes », inclut
les individus issus des espéces présentées dans la figure précédente (Figure 19), a I'exception du Merle noir (Turdus
merula) et de la Grive musicienne (Turdus philomelos).
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b. Description et caractéristiques des séquences génétiques

Lors du nettoyage et de la sélection des séquences utilisées pour les analyses
phylogénétiques, certaines larves gorgées n’avaient qu’une seule séquence de Bbsl exploitable (F
ou R). Lorsqu’une seule séquence était disponible, celle-ci a été incluse telle quelle dans les
analyses, aprés inversion de l'ordre des nucléotides pour les séquences R (ces séquences sont
aussi considérées comme des séquences consensus par la suite).

Cent-vingt-et-une séquences de Bbsl étaient initialement disponibles, 102 séquences
génétiques ont été conservées aprés le nettoyage, et 96 séquences ont été conservées apres le
premier alignement multiple et incluses dans les analyses.

La longueur des séquences issues du 1° alignement multiple était de 702 nucléotides.
Seule la partie des séquences comprise entre le 67°™ et le 469°™ nucléotide a été gardée.
L’alignement multiple final était donc constitué de séquences de 403 nucléotides.

Les 96 séquences génétiques de Bbsl sont issues de larves gorgées collectées sur 54
oiseaux. Vingt-quatre de ces oiseaux étaient porteurs de plus d’'une larve positive a Bbsl. Ces
oiseaux appartenaient a 12 espéces regroupant huit genres (Turdus, Troglodytes, Erithacus,
Anthus, Parus, Luscinia, Sylvia, Phylloscopus). Ces genres sont tous issus de l'ordre des
Passériformes (passereaux). Les oiseaux ont été capturés dans les six milieux définis (clairsemé,
landes et broussailles, agricole, humide, forét, périurbain).
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La majorité des séquences génétiques étudiées sont des séquences correspondant aux
especes B. garinii (74/96) et B. valaisiana (12/96) (Figure 21). Les larves gorgées infectées (et les
séguences génétigues des Bbsl associées) proviennent majoritairement de Merles noirs (56/96), et
de Grives musiciennes (15/96), et sont majoritairement issues de milieux clairsemés (39/96) ou de
milieux type « landes et broussailles » (29/96) (Figure 21).

Figure 21 : Espéces de Bbsl correspondant aux 96 séquences génétiques (A), especes
d’oiseaux dont sont issues les 96 larves gorgées positives a Bbsl (B), milieux dont sont
issues les 96 larves gorgées collectées sur les 54 oiseaux capturés (C)

B) La catégorie « Autres » comprend quatre especes pour lesquelles une seule larve gorgée positive a Bbsl a été
trouvée : Sylvia communis, Phylloscopus collybita, Sylvia curruca et Sylvia undata.
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B. Analyses des données : diversité génétique des séquences et

phylogénie

Les séquences génétiques étudiées, qui correspondent a une partie du gene flaB des Bbsl,
sont proches les unes des autres. En effet, la distance génétique maximale entre deux séquences
est de 14 % (Figure 22). Quatre-vingt-treize pourcent des paires de séquences étudiées ont une
distance génétique inférieure a 5%, et 21 % ont une distance génétique nulle. La distance
génétique moyenne entre deux Bbsl est de 1,6 %. Plusieurs groupes se distinguent par la proximité
de leurs séquences génétiques intragroupe, et par leur distance génétique plus élevée avec les
séquences hors du groupe : ces groupes correspondent aux différentes espéces de Bbsl dont sont
issues les séquences. Pour B. garinii, la distance génétigue moyenne entre deux souches est de
1,3 %, et on observe plusieurs sous-groupes de bactéries au sein desquelles la distance génétique
est trés faible ou nulle. Le groupe constitué de plusieurs espéces de Bbsl contient des séquences
génétiques qui présentent une grande distance génétique intra et inter-groupe (distance génétique
supérieure a 5 %, et allant jusqu’a 14 %).
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Il faut noter qu’une séquence génétique identifiée comme étant celle d’une B. garinii est plus
proche des séquences génétiques de B. valaisiana que des autres B. garinii (inclusion dans le
groupe des B. valaisiana). Les séquences génétiques provenant d’espéces de Bbsl non identifiées
(quatre en tout), sont toutes trés proches génétiguement des B. garinii, suggérant leur
appartenance a cette espéce.

Figure 22 : Matrice des distances génétiques des séquences

Chaqgue case de la matrice représente la distance génétique entre deux séquences : la couleur des cases varie du bleu foncé (absence
de distance génétique entre les deux séquences) au rouge foncé (distance génétique la plus élevée). Les noms des séquences
génétiques comparées figurent en fin de ligne/colonne. La matrice est carrée et symétrique : sa diagonale correspond a la comparaison
des séquences avec elles-mémes. Les grands carrés noirs regroupent les distances entre les séquences génétiques issues d’une
méme espéce de Bbsl. Le carré noir en pointillé correspond a B. garinii, celui avec des tirets correspond a B. valaisiana, tandis que
celui en traits pleins correspond a B. turdi. Le carré violet représente un mélange d’espéces de Bbsl.
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De nombreuses multifurcations sont présentes sur I'arbre phylogénétique construit a partir
des 96 séquences de Bbsl (Figure 23). En effet, I'arbre est constitué de 32 nceuds internes, alors
qu’il pourrait y en avoir 95 si chaque noeud interne avait deux descendants. Deux grands clades?’
sont visibles sur cet arbre. On définit le clade A (75 séquences) et le clade B (18 séquences), qui
incluent la majorité des séquences de l'arbre. Trois séquences n’appartiennent pas a ces deux

17 Groupes constitués par un ancétre commun et 'ensemble de ses descendants, au sein desquels les
séquences génétiques sont les plus proches
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clades. Les 75 séquences composant le clade A sont issues de larves collectées sur des oiseaux
capturés dans 23 stations, alors que les 18 séquences composant le clade B sont issues de larves
collectées sur des oiseaux capturés dans 10 stations (Figure 25). De plus, on définit deux sous
clades au sein du clade A : le sous clade Al (26 séquences provenant de 17 stations) et le sous
clade A2 (24 séquences provenant de 11 stations).

Les séquences composant le clade A sont toutes issues de B. garinii, alors que le clade B
regroupe les autres espéces (sauf une B. garinii présente dans ce clade). Le clade B est composé
de deux sous clades, toutes les séquences issues de B. valaisiana étant regroupées dans le
premier (sauf une), et toutes les séquences issues de B. turdi étant regroupées dans le second. Il
y a donc un regroupement des séquences génétiques en fonction de I'espéce de bactérie dont
elles sont issues : les séquences issues d'une méme espéce de Bbsl sont les plus proches
génétiquement. Les quatre séquences issues d’espéces de Bbsl non identifiées sont incluses dans
le clade des B. garinii: elles proviennent probablement de cette espéce. Les séquences de
B. garinii sont globalement plus proches entre elles que les séquences de B. valaisiana et B. turdi.

Il N’y a pas de regroupement strict des séquences de Bbsl en fonction de I'espéce d’'oiseau
dont les larves positives sont issues, ou du milieu de vie de 'oiseau. Cependant, le grand nombre
de Merles noirs présents dans notre échantillon limite la visualisation d’'une structure. Le sous
clade A1 présente une diversité d’espéces d’oiseaux importante, ou le Merle noir est moins
présent qu’ailleurs (le Merle noir n’est pas non plus présent dans le sous clade regroupant
B. turdi). En effet, les 26 séquences du sous clade Al sont issues de larves collectées sur huit
espéces d’oiseaux, avec six larves collectées sur des Merle noirs, six larves collectées sur des
Grives musiciennes, et six larves collectées sur des Troglodytes mignons (Troglodytes
troglodytes). Les larves issues des autres espéeces aviaires sont minoritaires. Cette diversité
d’espéces aviaires va de pair, pour le sous clade A1, avec une diversité de milieux de vie (cing
milieux différents, avec une majorité de milieux clairsemés (n = 9), landes et broussailles (n = 5) et
forét (n = 5)). Les séquences du clade A2 sont majoritairement issues de larves collectées sur des
Merles noirs, et ces larves proviennent en majorité de milieux clairsemés (24 séquences de Bbsl
issues de larves collectées sur cing espéces d'oiseaux, avec 20 larves collectées sur des Merles
noirs, et 17 larves issues de milieux clairsemés). On distingue donc des clades ou les Merles noirs
sont majoritaires, et des clades avec une diversité aviaire plus importante.

Globalement, les séquences génétiques des Bbsl issues des larves portées par un méme
oiseau sont proches entre elles. Ce n’est cependant pas toujours le cas, notamment quand les
séquences sont issues de différentes espéces de Bbsil.
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Figure 23 : Arbre phylogénétique construit a partir des 96 séquences génétiqgues de Bbsl

Arbre obtenu par la méthode du maximum de parcimonie. La longueur des branches représente la distance génétique entre les séquences. Les colonnes accolées a droite de
l'arbre représentent les métadonnées associées aux séquences génétiques, avec respectivement de gauche a droite : I'espece de Bbsl correspondant a la séquence
génétique, I'espéce d’oiseau dont est issue la larve gorgée positive a cette Bbsl|, le milieu de vie de l'oiseau, et les larves provenant d’'un méme oiseau pour les 13 oiseaux
porteurs de plus de deux larves positives a Bbsl (colonnes « Oiseau 1 » & « Oiseau 13 »).
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Nous n’observons pas de regroupement spatial des séquences issues des clades A et B
(Figure 24). B. garinii (clade A) se retrouve dans la majorité des territoires de France ou des
données ont pu étre collectées (présence d'une station STOC avec collecte de larves). Les autres
espéces de Bbsl (clade B) se retrouvent plus au Nord de la France. Des larves positives a
B. garinii et aux autres Bbsl sont présentes dans des mémes stations : il n'y a pas de ségrégation
spatiale apparente entre les clades A et B.

Les B. garinii appartenant aux sous clades Al et A2 sont aussi retrouvées dans de
nombreux territoires, et dans des mémes stations (Figure 25) : les B. garinii génétiguement
proches ne semblent pas étre proches d’un point de vue spatial. Visuellement, il ne semble pas y
avoir de structure spatiale pour B. garinii.

Figure 24 : Répartition spatiale des Bbsl appartenant aux clades A et B, et des Bbsl hors
clades
Les Bbsl hors clade (n = 3) ont été identifiées chez des larves collectées sur des oiseaux capturés dans deux stations.

Ces stations sont représentées par des points noirs de taille différente en fonction du nombre de larves trouvées (une
larve pour le plus petit point, et deux pour le plus grand).
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Figure 25 : Répartition spatiale des B. garinii appartenant aux sous clades Al et A2
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4. Discussion

La grande majorité (94 %) des larves gorgées collectées sur les oiseaux appartenaient a
I'espéce I. ricinus. L’espéce de Bbsl majoritaire retrouvée chez ces larves était B. garinii (78 %). Le
Merle noir et la Grive musicienne se démarquaient par un pourcentage élevé d’individus positifs a
Bbsl. Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature : B. garinii est la Bbsl la plus
frequemment retrouvée chez les tiques collectées sur des oiseaux pour différents pays d’Europe
(Michalik et al., 2008 ; Dubska et al., 2009 ; Gryczynska et Welc-Faleciak, 2016 ; Klaus et al.,
2016). Dans ces études, le Merle noir et la Grive musicienne font aussi partie des especes portant
le plus de larves positives a Bbsl. Dans notre étude, d’autres espéces (Pipit des arbres, Fauvette
pitchou) présentaient aussi un pourcentage élevé d’individus positifs a Bbsl. Cependant, le nombre
d’individus échantillonnés et porteurs d’au moins une larve était faible pour ces espéces (n < 6) :
ces pourcentages ne constituent donc probablement pas un bon indicateur du pourcentage de
positivité réel des individus issus de ces espéces aviaires.

Le nombre élevé de larves positives a Bbsl collectées sur des Merles noirs peut s’expliquer
d’abord par 'abondance de cette espéce aviaire en France : c’est 'une des espéces les plus
capturées dans les stations STOC en 2019-2020 (130 captures), derriere le Rougegorge familier
(174 individus capturés) et la Fauvette a téte noire (145 individus capturés). Ensuite, en plus de
son abondance naturelle, le Merle noir est connu pour étre un des réservoirs principaux de
B. garinii (Humair et al.,, 1998 ; Taragel'ova et al.,, 2008). Les différentes espéces aviaires
réservoirs pour B. garinii n‘ont pas toutes la méme capacité a s’infecter et a transmettre cette
bactérie a des tiques naives dans leur environnement. Les espéces d’'importance majeure dans la
circulation de B. garinii que sont le Merle noir et la Grive musicienne présentent a la fois un
pourcentage élevé d’individus positifs a Bbsl, et un pourcentage élevé de tiques infectées par
individu. Ceci explique que la seconde espéce aviaire avec le plus de larves positives a B. garinii
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collectées dans notre étude soit la Grive musicienne, malgré un nombre d’individus capturés plus
faible (n = 54) que la Mésange charbonniéere (n = 96). En effet, bien que la Mésange charbonniére
soit compétente pour B. garinii, plusieurs études montrent que cette espéce présente un
pourcentage relativement faible d’individus infectés et de larves positives a B. garinii (inférieurs a
cing pourcent) (Taragel'ova et al., 2008 ; Dubska et al., 2009). De méme, le Rougegorge familier
n’est pas une espéce réservoir pour B. garinii, ce qui explique que peu de larves positives aient été
collectées sur cette espéce, malgré le fait que c’est 'une des principales espéces capturées et
qgu’elle présente un pourcentage élevé d’individus infestés dans notre étude.

L’ensemble des Bbsl étudiées étaient génétiquement proches pour le fragment de gene
séquencé (flaB): 93 % des paires de séquences étudiées avaient une distance génétique
inférieure a 5 %. Comme attendu, les séquences génétiques appartenant a une méme espéce de
Bbsl étaient les plus proches. Des résultats similaires a ceux de notre étude quant a la diversité
génétique du géne flaB des Bbsl ont été obtenus lors d’'une étude en Pologne (Wodecka et
Kolomiiets, 2023). Cette étude, qui a détecté la présence de Bbsl chez des tiques a I'aff(t, a
montré que la diversité génétique interspécifique et intraspécifique des Bbsl était faible pour le
gene flaB. La distance génétique interspécifigue maximale retrouvée était de 7 % entre
B. finlandensis et B. spielmanii, parmi les 11 espéces de Bbsl détectées. Les Bbsl appartenant a
une méme espece étaient les plus proches. La distance génétique moyenne au sein des B. garinii
était de 0,8 % (contre 1,3 % dans notre étude). Dans notre étude, quelques bactéries étaient plus
proches d’autres espéces que celle qui leur avait été attribuée, ce qui pourrait s’expliquer par une
mauvaise identification de I'espéce pour ces bactéries lors du séquencage. La matrice des
distances montrait plusieurs sous-groupes de B. garinii, sous-groupes qui n’ont pas été observés
chez B. valaisiana et B. turdi. Plusieurs études sur des tiques a I'affit ont montré une plus grande
diversité génétique au sein de B. garinii par rapport a d’autres Bbsl (Vollmer et al., 2011 ; Jacquot
et al., 2014). Cependant, le faible nombre de séquences disponibles pour B. valaisiana et B. turdi
nous limite dans la comparaison de la diversité génétique de ces especes par rapport a B. garinii,
des sous-groupes pouvant exister chez ces espéces de Bbsl sans que nous ayons pu les mettre
en évidence.

L’arbre phylogénétique construit par la méthode du maximum de parcimonie comportait de
nombreuses multifurcations, qui peuvent s’expliquer par la forte proximité génétique de certaines
séquences. Le géne séquencé (flaB) est un gene de ménage, souvent utilisé pour identifier les
différentes espéces de Bbsl. Ainsi, ce géne est conservé au sein d'une espece, ce qui explique la
faible diversité génétique retrouvée pour les séquences de Bbsl étudiées. De ce fait, il est probable
gue la diversité génétique observée dans cette étude pour le géne flaB ne refléte pas la diversité
génétique existant entre les génomes des Bbsl| étudiées. Il serait donc intéressant de reprendre
cette étude en privilégiant cette fois le protocole définit par Margos et al (Margos et al., 2008), et
repris par de nombreuses études : ce protocole consiste a réaliser un MLST sur huit génes de
ménage. Cela permettrait d’'obtenir une plus grande variabilité génétique chez les Bbsl étudiées,
ainsi que de faciliter la comparaison avec les études ayant utilisé ce méme protocole. Selon les
connaissances actuelles, ces génes sont intéressants d’'un point de vue phylogénétique, car ils
refletent I'histoire évolutive des bactéries (peu de transferts horizontaux, évolution lente...)
(Margos et al., 2008). De plus, l'inclusion de plusieurs génes permet de limiter les biais potentiels
introduits par des échanges de matériel génétique entre les Bbsl. Ces échanges sont supposés
rares pour les génes de ménage, mais peuvent tout de méme survenir, et fausser les analyses
phylogénétiques lorsqu’ils ne sont pas pris en compte. Deux bactéries issues d’'une méme lignée
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peuvent par exemple présenter une grande distance génétique si 'une d’entre elles a échangé une
partie d’'un géne avec une autre bactérie.

Les Bbsl formant les clades A et B, ainsi que les sous-clades Al et A2 identifiés sur I'arbre
phylogénétique ne provenaient pas forcément de larves issues d’'une méme espéce d’oiseau. Une
analyse poussée du lien entre diversité génétique et espéce aviaire hbte n’était pas possible du fait
de la prédominance du Merle noir par rapport aux autres especes aviaires. Les B. garinii du sous-
clade A2 étaient majoritairement retrouvées chez les Merles noirs, alors que le sous-clade Al était
plus diversifié en termes d’espéeces aviaires. Cependant, le nombre d’oiseaux présents dans ces
analyses était limité (n = 54), et les 56 séquences génétiques de Bbsl issues des Merles noirs
provenaient de larves gorgées collectées sur 26 oiseaux. Ces données sont insuffisantes pour
caractériser la diversité génétique présente chez les Bbsl circulant chez le Merle noir ou chez
d’autres espéces en France. Pour pouvoir explorer plus en détail I'existence d’'un lien entre la
diversité génétique de B. garinii et 'espéce aviaire héte, il serait intéressant de reprendre le
protocole de capture des oiseaux avec collecte de tiques sur une plus longue période, mais en
demandant a chaque bagueur de ne collecter des tiques que chez les espéces d’oiseaux dont le
réle de réservoir est suspecté ou prouveé pour B. garinii, et qui sont capturables dans les stations
STOC (par exemple le Merle noir, la Grive musicienne, la Mésange charbonniere, le Pipit des
arbres et le Troglodyte mignon (Rataud, 2022)). Cela permettrait d’obtenir un plus grand nombre
de séquences génétiques sur un nombre plus restreint d’espéces aviaires, et donc de mieux
caractériser la diversité génétique des Bbsl issues de ces espéces.

L’absence de lien entre diversité génétigue de B. garinii et espece aviaire héte mis en
évidence dans notre étude est concordant avec certains éléments de la littérature : la seule étude
disponible & notre connaissance ne met pas en évidence de regroupement de B. garinii en fonction
de I'espéce d’oiseau dont les larves sont issues (Norte et al., 2020). Ces résultats sont toutefois a
confirmer, le nombre d’oiseaux inclus dans I'étude de Norte et ses collaborateurs étant faible.
Cependant, des études suggérent que les spécificités d’hbtes (vecteurs et hdtes vertébrés) jouent
un réle important dans la diversité génétique des Bbsl, pouvant conduire a de la spéciation. Par
exemple, dans une étude de 2009 (Margos et al., 2009), une MLSA a été réalisée sur huit génes
de ménage a partir d'une centaine de souches de Bbsl, provenant majoritairement de pays
d’Europe. Les analyses ainsi que [larbre phylogénétique obtenus ont permis de définir
B. bavariensis en tant que nouvelle espéce, et de faire 'hypothése que B. garinii serait une espéce
plus récente que B. bavariensis, apparue suite a une adaptation aux oiseaux. Cependant, en 2016,
une étude a suggéré que B. bavariensis serait I'espéce la plus récente des deux : grace aux
techniques de séquencage complet du génome, cette étude a pu inférer un arbre phylogénétique a
partir d’'une centaine de génes issus de 111 souches de Bbsl provenant de différents pays du
monde (Becker et al., 2016). Cette étude suggere que la spéciation ayant conduit a la séparation
de B. bavariensis et de B. garinii fait probablement suite & une adaptation a un nouvel héte :
B. bavariensis se serait différenciée de B. garinii suite a un changement d’héte préférentiel en
faveur des rongeurs. L’étude de Becker et al. met aussi en évidence deux populations distinctes
de B. bavariensis : une, hétérogeéne, située en Asie, et l'autre, plus homogéne, en Europe. Cette
étude suggére que c’est I'adaptation d’'une population de bactéries a un nouveau vecteur
(I. ricinus) qui a permis a celle-ci d’envahir 'Europe a partir de I'Asie (Becker et al., 2016). Il est
donc possible que, méme au sein d'une espéce de Bbsl, certains clades circulent
préférentiellement chez différentes espéces (de vecteurs ou d’hétes). Si la circulation de souches
de Bbsl plus adaptées aux Merle noirs est confirmée, il pourrait étre intéressant d'étudier les
différences dans le génome des Bbsl issues des clades regroupant une majorité de Merles noir
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avec celles issues des autres espéces, afin de mettre en évidence d’éventuelles modifications des
geénes régissant l'interaction héte/bactérie.

Les Bbsl issues des différents clades sur l'arbre phylogénétique ne provenaient pas
forcément d’oiseaux issus d’'un méme milieu. L’analyse du lien entre diversité génétique des Bbsl
et milieu de capture des oiseaux est aussi délicate, & cause de la prédominance des milieux
arbustifs/broussailleux. Cette prédominance s’explique par le fait que les stations STOC sont
majoritairement placées dans ces milieux. Il serait pertinent de capturer des oiseaux dans des
milieux plus diversifiés, hors station STOC, afin de pouvoir affiner notre analyse.

Lorsque plus de deux séquences de Bbsl ont été isolées sur des larves provenant d’un
méme oiseau, leur positionnement sur I'arbre phylogénétique suggére que ces séquences sont
génétiquement proches, par rapport & des séquences issues de larves collectées sur des oiseaux
différents. Cela pourrait étre d0 au fait que les Bbsl infectant les larves infestant I'oiseau sont
toutes les descendantes des Bbsl ayant infecté I'oiseau en premier lieu. Cependant, certaines
B. garinii détectées chez les larves issues d’'un méme oiseau ne partagent pas cette forte proximité
génétique : ces difféerences génétiques pourraient notamment s’expliquer si certaines larves se
sont infectées par co-repas, avec une souche de B. garinii provenant d’'une autre tique se
nourrissant sur le méme oiseau.

Aucune structure spatiale pour B. garinii n’a pu étre mise en évidence par observation
visuelle, les Bbsl provenant de différents clades étaient retrouvées dans des mémes stations. Ces
résultats sont cohérents avec les études précédemment réalisées sur B. garinii : hors échelle
supérieure au continent, les B. garinii proches génétiquement ne semblent pas regroupées sur un
méme territoire (Vollmer et al., 2013 ; Mtierova et al., 2020 ; Norte et al., 2020). En effet, les
oiseaux sont des hdtes mobiles pouvant se déplacer sur de grandes distances. Cependant, la
présence de zones étendues sans station active en 2019-2020 (donc sans possibilité de collecter
des données) nous empéche d’avoir une vision compléte de la répartition spatiale de ces
bactéries. Cette absence de station concerne notamment I'Ouest de la région Bourgogne-Franche-
Comté ainsi que le carrefour des régions Nouvelle-Aquitaine, Auvergne-Rhéne-Alpes et Occitanie.
De plus, I'analyse de la structure spatiale de B. garinii a été uniquement visuelle. Il serait pertinent
de compléter cette analyse visuelle par une analyse statistique de détection de cluster pour
confirmer I'absence de regroupement spatial des bactéries génétiquement proches.

Notons que la méthode de construction d’'un arbre phylogénétique par maximum de
parcimonie tend a donner des arbres moins robustes et précis (dont la topologie peut varier) par
rapport aux méthodes du maximum de vraisemblance et de l'inférence bayésienne (Hall, 2017).
Cela est notamment di au fait que la méthode du maximum de parcimonie n’utilise pas de modele
de substitution explicite, ce qui peut mener a une sous-estimation des distances génétiques entre
les séquences. La méthode du maximum de parcimonie ne prend pas en compte I'évolution
paralléle des séquences (homoplasie : deux séquences seront proches car elles auront évolué de
la méme fagon, sans toutefois appartenir a la méme lignée). Elle ne prend pas non plus en compte
I'évolution rétrograde des séquences (par exemple un nucléotide A d'une séquence qui serait
substitué en G puis de nouveau en A) (Nei et Kumar, 2000). Cependant, c’est une méthode rapide
et qui est adaptée a notre jeu de données : en effet, cette méthode est adaptée a I'étude de génes
dont le taux de mutation est faible, ce qui est le cas pour les génes de ménage. Au vu de la grande
proximité génétique de nos séquences, l'utilisation d’autres méthodes phylogénétiques aurait
probablement donné des résultats similaires & ceux obtenus.
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Le séquengage de 'ADN contenu dans les larves gorgées ne permet pas de détecter
d’éventuelles co-infections a Bbsl. Cependant, ces co-infections sont présumées rares, les larves
étant généralement non infectées par Bbsl avant leur premier repas sanguin. En effet, les
transmissions trans-ovariennes et les transmissions par co-repas sont rares chez les Bbsl.

Enfin, l'utilisation du géne flaB pour I'identification des espéces de Bbsl ne permet pas de
distinguer B. garinii de B. bavariensis (deux especes trés proches génétiquement). Cependant, le
nombre de B. bavariensis au sein de notre étude devrait étre nul ou négligeable, car B. bavariensis
a pour réservoirs principaux les rongeurs. La mise en ceuvre du protocole par MLST permettrait de
distinguer ces deux espéces.
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Conclusion

Cette étude a permis de réaliser une premiere description de la diversité génétique et de la
répartition spatiale des B. garinii détectées chez des larves gorgées collectées chez des oiseaux
communs en France. Les séquences des bactéries échantillonnées, correspondant a un fragment
du géne flaB des Bbsl, étaient génétiguement proches, et réparties dans I'ensemble des zones ou
des données ont pu étre collectées. Les séquences génétiquement proches n’étaient pas
regroupées dans une méme zone géographique, et des séquences issues de Bbsl appartenant a
différents clades étaient retrouvées dans des mémes stations : aucune structure spatiale n’a été
observée. L’arbre phylogénétique construit par maximum de parcimonie n’a pas mis en évidence
de regroupement strict de séquences génétiques de B. garinii en fonction de I'espéce d’oiseau
dont étaient issues les larves infectées ou de son milieu de vie. Cependant, certains clades de
Bbsl pourraient circuler majoritairement chez le Merle noir, tandis que d’autres pourraient étre
associés a une plus grande diversité d’espéces aviaires (ces résultats étant a confirmer par
d’autres études).

L’utilisation du fragment d’un seul géne (flaB) limite I'étude de la variabilité génétique et de
la phylogénie de B. garinii. Il serait donc pertinent d’obtenir des séquences génétiques en suivant
un protocole permettant d’obtenir des fragments de plusieurs génes de ménages, ce qui pourrait
permettre de mettre en évidence une variabilité génétique plus importante que celle retrouvée
dans cette étude, d’améliorer la robustesse de I'arbre phylogénétique construit ainsi que de faciliter
la comparaison avec d’autres études ayant utilisé ce protocole. Elargir le spectre d’héte de notre
étude et inclure les rongeurs permettrait aussi de comparer la proximité génétique de B. garinii et
de B. bavariensis, sous réserve d’utiliser un protocole permettant de différencier ces deux
especes.
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Annexe 1 : Especes d’agents pathogénes
et genes ciblés par la puce microfluidique

Espéce d'agent pathogéne Gene ciblé
ciblée
EBorrelia burgdorfer sensu siricfo rpog
Bowrelia garninii rpod
Borreliz afzeli fiz
Borrelia walaiziana ozpA
Borrelia lusifanize rpog
Borrelia spisimanii fia
Barrelis bizzeffi rpog
Borrelia miyamobol gipG
Bwrelia mayonil fla
Bowrelia bavarienazis s
Bowrelia spp. 235
Anaplsema marginale mepd
Anaplasma platys groEL
Anaplazma phagocyfophiluim mep2
Anaplasma owviz msp<
Anaplazma cenfrale graEl
Anaplasma bowis groEL
Anaplszma spp. 165
Ehrichia spp. 165
Ehrlichia canis gitA
MNeoehrlichia mikurensiz groEL
Rickefizia conaril TS
Rickettzia slovaca ITs
Rickeftzia maszsziiae TS
Rickeftzia helvelica ITs
Rickeffzia seschiimanni TS
Rickeftzia feliz arfB
Ricketizia spp. gt
Barfonela henzeize pap3i
Barfonella spp. serd
Francizella ularensis fuild
Francizgeila-like endosymbionis fiopA
Coxiella bumedifi 151114
Coxiella bumeatfio icd
Babesia microf CCTeta
Babesia ovis 185
Babeszia canis Jaubspe 185
Babesia bowis CCTeta
Babegzia caballi rap’
Babesia venalforum 185
Babesia divergens hspFQ
Theileria spp. 185
Hepafozoon spp. 185
Ixodes ricinws iT52
Tigue spp. 165
Dermacenfor reficulaius iT52
Babesziz vulpesz ol
Ezcherichia coli L
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Annexe 2 : Amorces utilisées dans les
protocoles de PCR de confirmation des
especes de Borrelia

F = Forward, R = Reverse, pb = paire de base, T = Température d’hybridation.

Genre Geéne Nom de Séquence (5'-3") Taille de T
d’agent cible I’'amorce I'amplicon
pathogéne (pb)
Borrelia spp. flaB FlaB280F GCAGTTCARTCAGGTAACGG 645 55
FlaRL GCAATCATAGCCATTGCAGATTGT
flaB_737F GCATCAACTGTRGTTGTAACATTAACAGG 407 59
FlaLL ACATATTCAGATGCAGACAGAGGT
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Annexe 3. Schéma simplifie du
fonctionnement de I'algorithme Muscle,
utilisé pour aligner ’ensemble des
seqguences et obtenir un msa (multiple

sequence alignment)

1, 2, et 3 sont les séquences a aligner, et a, b et c, les distances respectives entre ces séquences. L’arbre guide est créé
par la méthode de 'lUPGMA, qui regroupe ensemble les séquences les plus proches gréace a la matrice des distances.

Matrice des distances Arbr:gmde
, — B . ‘
Séquences a aligner : Construction d’un arbre guide
1 Calcul de la similarité 1 & partir de la matrice
——
22— _— 2 2
3
3 b c
Alignement progressif des séquences
les plus proches grdce a l'arbre
msa final msa 1
Alignement optimisé Séquences grossieérement alignées
1” Peaufinement de I'alignement 1
2" (2 étapes itératives) 2
3}’ 3’
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Annexe 4 : Alignement des sequences
grace a l’arbre guide, suite a la création
de la matrice des distances permettant de
déeterminer le degré de proximité des
differentes séquences

(1), (2), (3) et (4) sont les noms des 4 taxa (séquences génétiques) étudiés. (a) et (b) sont les noms donnés aux
ensembles de séquences alignées, (a) et (b) constituent des nouveaux groupes qui vont pouvoir s’aligner avec les
autres séquences en fonction de leur distance. La lettre N en jaune représente un nucléotide non informatif (peut étre A,
T, G ou C). Les tirets en marron représentent des lacunes dans l'alignement, ces lacunes correspondent soit a des
insertions/délétions dans la séquence concernée, soit a des introductions artificielles (en début et/ou fin de séquence),
afin que les séquences aient toutes la méme longueur pour permettre la comparaison.

ANGTCAGTC (2)
_: AATGCCAG (1) Séquences les
— CAATGGCAG (3) plus proches

CACCAG (4)

lAIfgnement de (1) et (3)
ANGTCAGTC (2)
- - -AATGCCAG (1)
I }(a)
] CAAT CAG (3)

CACCAG (4)

l Alignement de (2) et (a)

-A TCAGTC (2)

——— - -AATGCCAG - - (1) (b)
] CAAT cAaG - - (3)
CACCAG (4)

\ Alignement de (4) et (b)

-A TcacgTC (2)

- -AATGCCAG- - (1)
CAAT CAG - - (3)
CA---CCAG-- 4
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Annexe 5 : Carte présentant les
pourcentages de larves positives a B.
garinii en fonction des stations en France

Station active sans larve ana

lysée . 2 ‘
[J Station active ou des larves ont été analyséeg ﬂ. ;

Pourcentage de larves positives par station

L] 0%

[l <10%
B 10-20%
|| > 20%
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Annexe 6 . Especes d’oiseaux positives a
B. garinii, et nombre d’individus porteurs
de larves négatives et porteurs d’au
moins une larve positive a B. garinii par
espece d’oiseau

Les photographies en bas du graphique correspondent aux espéces d’oiseaux concernées, qui sont, de gauche a
droite : Rougegorge familier (Erithacus rubecula), Fauvette & téte noire (Sylvia atricapilla), Mésange charbonniére (Parus
major), Merle noir (Turdus merula), Rossignol philoméle (Luscinia megarhynchos), Grive musicienne (Turdus
philomelos), Accenteur mouchet (Prunella modularis), Troglodyte mignon (Troglodytes troglodytes), Pouillot véloce
(Phylloscopus collybita), Pipit des arbres (Anthus trivialis), Rousserolle verderolle (Acrocephalus palustris), Fauvette
babillarde (Curruca curruca), Fauvette pitchou (Curruca undata).

Les photographies sont toutes isssues du site oiseaux.net.

Statut
B Positif
90 B Negatif

60

Nombre d'oiseaux par espéce
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Annexe 7 : Nombre de larves positives et
négatives a B. garinii par oiseau en fonc-
tion de I'’espéce

Les oiseaux représentés ici sont les oiseaux pour lesquels au moins deux larves ont été analysées, et dont au moins une

des larves était positive a B. garinii (n = 37). Chaque barre représente un individu. La catégorie « Autres espéeces »,

inclut les individus issus des espéces présentées dans I'annexe précédente (Annexe 6), a 'exception du Merle noir et
Larve

de la Grive musicienne.
- Positive
2

L] Neégative
I--.-.I..l----.
12

10 Turdus philomelos

8
6

4
: Il =Rl

1% Autres especes
o

8
.-.--.-I
12

6
10 Turdus merula

4

8
6
4

Nombre de larves par oiseau

Individus
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PHYLOGENIE ET DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE DE BORRELIA
GARINII CHEZ DES OISEAUX COMMUNS EN FRANCE

AUTEUR : Margaux FRANCOIS

RESUME :

La maladie de Lyme est une maladie transmise a '’homme via la morsure d’une tique. Elle est due
a un complexe de bactéries appartenant au genre Borrelia, appelé Borrelia burgdorferi sensu lato
(Bbsl). Certaines formes graves de la maladie sont majoritairement causées par des especes
spécifiques au sein des Bbsl : Borrelia garinii est ainsi la bactérie majoritairement responsable de
neuroborrélioses chez ’homme en Europe. Cette bactérie a pour réservoir les oiseaux. Le but de
notre étude était d’étudier la diversité génétique et la répartition spatiale des Bbsl détectées chez
des larves gorgées collectées sur des oiseaux en France, en se concentrant principalement sur
B. garinii. Pour ce faire, nous avons utilisé les séquences génétiques de 96 Bbsl (dont 74
B. garinii), correspondant a un fragment du gene flaB de ces bactéries. Ces Bbsl provenaient de
larves gorgées collectées sur des oiseaux capturés dans différents sites en France dans le cadre
d’un projet précédent (OUTLYER). B. garinii était retrouvée dans toute la France. La matrice des
distances génétiques montrait une grande proximité génétiqgue entre les séquences étudiées.
L’arbre phylogénétique construit par la méthode du maximum de parcimonie a partir des
séquences des Bbsl et I'étude des métadonnées associées n‘ont pas mis en évidence de
regroupement de bactéries génétiguement proches (clades) pour le géne séquencé en fonction de
I'espéce d’oiseau ou du milieu de vie de celui-ci. Aucune structure spatiale n’a été visualisée lors
de I'étude de la répartition spatiale des Bbsl provenant des différents clades identifiés grace a
'arbre phylogénétique : les B. garinii génétiquement proches pour le géne séquencé (flaB) ne
semblaient pas étre spatialement proches. Le géne séquencé (flaB) est un géne conservé au sein
d’'une espéce de Bbsl, ce qui explique la faible diversité génétique observée pour les séquences
de Bbsl étudiées. De ce fait, il est probable que la diversité génétique observée dans cette étude
pour le géne flaB ne reflete pas la diversité génétique existant entre les génomes des Bbsl
étudiées. Il serait donc intéressant de reprendre cette étude en privilégiant un protocole permettant
d’obtenir une plus grande variabilité génétique au sein des séquences étudiées.

MOTS CLES : PHYLOGENIE, ARBRE PHYLOGENETIQUE, BBSL, BORRELIA GARINII,
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SPATIAL DISTRIBUTION AND PHYLOGENY OF BORRELIA GARINII
FOUND IN COMMON BIRDS IN FRANCE

AUTHOR: Margaux FRANCOIS

SUMMARY:

Lyme disease is a disease transmitted to humans via the bite of a tick. It is caused by a complex of
bacteria belonging to the Borrelia genus, known as Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl). Some
severe forms of the disease are caused mainly by specific species within the Bbsl family: Borrelia
garinii is the bacterium most often responsible for neuroborreliosis in humans in Europe. Its
reservoir is birds. The aim of our study was to investigate the genetic diversity and spatial
distribution of Bbsl detected in gorged larvae collected from birds in France, focusing mainly on
B. garinii. To do this, we used the genetic sequences of 96 Bbsl (including 74 B. garinii),
corresponding to a fragment of the flaB gene of these bacteria. These Bbsl were found in gorged
larvae collected from birds captured at various sites in France as part of a previous project
(OUTLYER). B. garinii was found throughout France. The genetic distance matrix showed close
genetic proximity between the sequences studied. The phylogenetic tree constructed using the
maximum parsimony method from the Bbsl sequences and the study of the associated metadata
did not reveal any grouping of genetically close bacteria (clades) for the sequenced gene
according to bird species or environment. No spatial structure was visualized when studying the
spatial distribution of Bbsl from the different clades identified using the phylogenetic tree: B. garinii
genetically close for the sequenced gene (flaB) did not appear to be spatially close. The gene
sequenced (flaB) is a housekeeping gene, often used to identify different Bbsl species. As such,
this gene is conserved within a species, which explains the low genetic diversity observed for the
Bbsl sequences studied. It is therefore possible that the genetic diversity observed in this study for
the flaB gene does not reflect the genetic diversity existing between the Bbsl genomes studied. It
would therefore be interesting to repeat this study, giving preference to a protocol which would
allow to obtain greater genetic variability between the sequences studied.
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FRANCE, TICKS.
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