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INTRODUCTION

A I’échelle mondiale, les tiques sont vectrices d’un grand nombre de zoonoses, se classant
au premier rang des vecteurs arthropodes pour les maladies animales et au deuxieme pour celles
humaines (Mansfield et al., 2017). Présentes sur tous les continents, les tiques colonisent a la
fois des écosystémes forestiers jusqu’en moyenne montagne, des habitats prairiaux ou encore
domestiques avec les jardins. Elle peuvent transmettre des bactéries, des virus et des
protozoaires a un large panel d’hdtes (reptiles, oiseaux, mammifeéres dont les humains),
représentant ainsi un véritable risque pour la santé publique (de la Fuente et al., 2008 ; McCoy
et Boulanger, 2015). En France, la maladie a tiques la plus courante est la borréliose de Lyme.
Elle est causée par une bactérie du complexe Borrelia bugdorferi sensu lato, transmise par
piqtire d’une tique dure Ixodes ricinus. Actuellement, il existe peu de moyens de lutter contre
cette bactérie, d’ou I’'importance pour la recherche de se focaliser sur le vecteur en question, de
mieux comprendre son mode de vie et ses interactions avec les différents hotes. Cependant,
bien qu’il existe des outils pour estimer le risque de contamination humaine en prenant en
compte la densité locale des tiques infectée, il existe trés peu de surveillance de ces populations
d’acariens. L’objectif pourrait étre alors de déterminer des indicateurs permettant de prédire au
mieux et le plus simplement possible les risques associés aux tiques. Une piste de réflexion
envisagée est |'utilisation du chevreuil comme marqueur de ce risque puisqu’il partage le méme
habitat que les tiques qu’il abrite abondamment, qu’il est facile a prélever du fait de sa gestion
cynégétique et puisqu’on y détecte 1’agent pathogene. L’Entente de Lutte et d’Intervention
contre les Zoonoses (ELIZ), structure d’accueil pour ce stage de fin d’études, joue un role
crucial dans cette recherche.

Fondée en 1973 sous le nom d’Entente interdépartementale de lutte contre la Rage et autres
Zoonoses (ERZ) et renommeée en 2012, ’ELIZ est une collectivité territoriale travaillant avec
plusieurs départements adhérents. Elle assure le suivi épidémiologique des populations
d’animaux vecteurs de zoonoses et met en ceuvre des plans d’action de lutte pour prévenir les
risques d’exposition humaine aux agents pathogenes. L’ELIZ est également active dans la
vulgarisation scientifique et la sensibilisation du grand public. Elle a mené divers programmes
sur des maladies telles que la rage, I’échinococcose alvéolaire, la leptospirose, les maladies
virales tropicales transmises par le moustique tigre (dengue, chikungunya) ou encore la
borréliose de Lyme, avec la participation volontaire et le financement des collectivités
départementales adhérentes. Actuellement, une vingtaine de départements participent au
programme associ¢ a ce stage de fin d’études. Une partie de ce stage a ¢été¢ réalisée au
Laboratoire Départemental Vétérinaire des Vosges a Epinal (LDV8§8).

Ce mémoire a pour objectif d’explorer les indicateurs potentiels chez le chevreuil pour
étudier et surveiller la circulation des agents pathogenes transmis par les tiques et pouvant
conférer un risque pour I’étre humain, en particulier la circulation de I’agent pathogene de
la borréliose de Lyme.

La premicre partie présentera le contexte actuel autour de I’agent pathogéne de cette maladie
et de son vecteur. Cette méme partie développera également la problématique et les pistes de
recherche envisagées pour atteindre cet objectif. La partie suivante exposera les matériels et
méthodes que nous avons choisis de mettre en place. Enfin, les résultats seront présentés et
discutés, puis suivis d’une conclusion.



PARTIE 1. CONTEXTE

La fragmentation des habitats naturels liée a I’activité anthropique expose les humains a une
menace croissante : celle des agents pathogenes naturellement présents dans la nature. En outre,
la montée en fleche de I’antibiorésistance, les changements climatiques globaux et le déclin de
la biodiversité contribuent a fragiliser davantage notre systéme de santé. Cette confluence de
facteurs crée un environnement propice a la propagation des maladies, amplifiant les risques
sanitaires a des niveaux sans précédent (Fontenille et al., 2009).

Selon I’ Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de 1I’environnement et du
travail (Anses), un risque sanitaire peut étre défini comme étant « la probabilité de survenue
des effets néfastes d’un danger sur la santé » (Anses, 2022a). Ce risque peut s’exprimer sous la
forme d’une infection, d’une intoxication, d une maladie chronique ou d’une atteinte physique.
Il dépend de plusieurs facteurs tels que la voie de contamination (inhalation, ingestion ou par
contact) mais résulte également du niveau d’exposition subi, de sa fréquence et de sa durée.
Parmi les dangers recensés, on distingue les dangers chimiques (solvants, métaux lourds,
composés organiques volatils, etc.), nucléaires (irradiations) ou encore biologiques (agents
infectieux, toxines, etc.). Les agents biologiques que I’humain peut rencontrer sont multiples,
on trouve notamment les virus, les bactéries, les protozoaires, les champignons et levures, les
algues, les helminthes ou encore les prions (Bonnard, 2001). Parmi ces agents biologiques,
seulement certains sont pathogénes et représentent un danger. Lorsqu’ils acquierent la capacité
de se transmettre de 1’animal a 1’étre humain et inversement, ils générent alors des maladies
zoonotiques ou zoonoses (Anses, 2022b).

1. Zoonoses et surveillance épidémiologique

1.1. Surveillance et veille sanitaire

Face a ces menaces persistantes, ’histoire est marquée par de nombreuses crises
épidémiques : peste, typhus, variole, sida, Ebola ou plus récemment Covid-19, autant
d’épidémies dont les conséquences sanitaires ont été particulierement séveres (Dedet, 2020). 11
a fallu attendre la fin du 19°™ siécle pour voir I’arrivée de la surveillance épidémiologique avec
William Farr, médecin épidémiologiste considéré comme le précurseur de celle que I’on connait
aujourd’hui (Dab, 2021). Selon la définition de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) :
« L’épidémiologie est I’étude de la distribution et de la fréquence des maladies et de ses
déterminants. » (Vaughan et al., 1991). Face a cette recrudescence, émergence ou réémergence
de zoonoses établies et/ou potentielles, la surveillance épidémiologique revét donc une
importance non négligeable qui pourrait s’avérer cruciale. Pour mieux organiser et faire évoluer
la surveillance épidémiologique existante, le Comité de Veille et d’Anticipation des Risques
Sanitaires (COVARS) a été créé en 2022. Institué par le ministére de I’Enseignement supérieur
et de la Recherche, et par le ministére de la Santé et de la Prévention (Ministére du travail, de
la santé et des solidarités, 2024), cette organisation vise a anticiper, alerter et intervenir
précocement lorsque des épidémies émergent. Le COVARS est donc amené a proposer des
dispositifs d’anticipation et de veilles sanitaires et a les renforcer en temps de crises. Ces
dispositifs permettent de déceler tout événement peu commun ou anormal susceptible de
présenter un risque pour les santés humaine, animale ou végétale. Ce fut notamment le cas avec
I’épidémie d’influenza aviaire hautement pathogene (IAHP) qui a conduit a I’abattage préventif
de plus de 20 millions de volailles en 2021-2022 (Ministere du travail, de la santé et des



solidarités, 2023). L’année suivante, un avis a été transmis aux autorités nationales sur le risque
sanitaire de grippe aviaire li¢ a 'IAHP et comment s’en prémunir (COVARS, 2023).

Plus récemment, le COVARS a mis a disposition une grille de lecture des risques infectieux,
basée sur I’étude et I’analyse des cartographies de risques réalisées par les organismes frangais
de santé et de recherche. Trente-cinq maladies infectieuses ont pu étre identifiées dont certaines
susceptibles de générer une situation sanitaire exceptionnelle dans les cinq prochaines années.
Le COVARS conclut sur I’importance de croiser les disciplines et d’intégrer des axes de
recherches intersectoriels pour une meilleure prévention des risques. Etant donné que les trois
quarts des maladies infectieuses sont d’ordre zoonotique, il est impératif d’identifier ces agents
pathogenes et leurs vecteurs potentiels afin d’améliorer la surveillance, 1’analyse et la prévision
de ces risques (COVARS, 2024).

1.2. Cas de la borréliose de Lyme

En France, un grand nombre d’espéces sauvages peuvent servir de réservoir! pour des
agents zoonotiques, offrant ainsi une voie possible d’infection pour 1’étre humain (Fontenille et
al., 2009). Parmi les maladies transmises par ces agents, on peut citer I’échinococcose
alvéolaire, la fievre hémorragique de Crimée-Congo, la leptospirose ou encore la borréliose de
Lyme (McCoy et Boulanger, 2015). Cette derniére représentait pres de 47 000 cas diagnostiqués
sur I’année 2021 (Santé¢ Publique France, 2023) avec une incidence en nette augmentation
d’aprés I’Institut Pasteur?, la placant désormais en priorité de santé publique. Cette maladie est
due au complexe de bactéries spirochétes Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl) transmis par
piqires de tiques infectées.

Actuellement, aucun vaccin n’a obtenu d’ Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) pour
prévenir la borréliose chez ’humain. Un tel vaccin répondant a des normes de sécurité strictes
(peu d’effets secondaires), offrant une meilleure efficacité, a faible colit et largement accepté
par le public n’a pas encore ét¢ développé (Aenishaenslin et al., 2014). Le seul moyen de se
prémunir du risque de ces transmissions est donc d’agir directement sur le risque de piqiire de
tique. Bien que des produits acaricides aient été mis au point, leur utilisation n’a pas permis de
réduire les piqlres de tiques ni la transmission des maladies associées (Eisen et Stafford, 2020).
Les seules mesures de protections existantes sont dites mécaniques avec |’utilisation de
vétements couvrants. Il est également recommandé¢ de repérer le plus tot possible les tiques
apres exposition pour les extraire a I’aide d’une pince et diminuer ainsi la probabilité de
transmission d’un agent pathogene (Boulanger et al., 2018 ; Beck et al., 2022).

L Un réservoir est un ensemble de populations dans un environnement donné dans lesquelles un agent pathogene
se maintient de facon permanente et ou l’infection est transmise a une population cible définie. L’ existence d’'un
réservoir est confirmée lorsque l'infection ne peut plus persister aprés que toutes les transmissions entre
populations cible et non-cible ont été éliminées (Haydon et al., 2002).

2 https://www.pasteur.fr/fr/centre-medical/fiches-maladies/maladie-lyme-borreliose-lyme



1.3. Plan de lutte et programmes de recherche autour de la maladie
de Lyme

Un plan national de lutte contre la maladie de Lyme et les maladies transmissibles par les
tiques a été lancé en 2016 par le ministére de la Santé. Grace au développement et a 1’apport de
connaissances autour de cette maladie, ce plan vise a améliorer les mesures de lutte et de prise
en charge des patients mais aussi a concrétiser la mise en place de mesures de prévention
(Ministere des aftaires sociales et de la santé, 2016). En 2021, Santé¢ Publique France a publié
les données annuelles de surveillance de la borréliose de Lyme pour illustrer la disparité
régionale des taux d’incidence humaine (nombre de cas pour 100 000 habitants) et caractériser
ainsi I’exposition a la borréliose de Lyme (Figure 1.).

Taux d'incidence pour . . .

100 000 habitants Figure 1. Estimation du taux annuel moyen de la
19-24 borréliose de Lyme, France métropolitaine, 2017 — 2021

— B (Santé Publique France, 2021)
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Toutefois, cette maladie n’étant pas a déclaration obligatoire, sa surveillance est moins
complete que celle de la brucellose, par exemple (Ministére de la Santé et de la Prévention,
2023). Pour pallier certaines lacunes dans la gestion de cette maladie (Louwagie, 2021), des
programmes de recherche et de veille sanitaire sont actuellement coordonnés, et un important
effort de communication est déployé aupres du grand public. A titre d’exemple, le réseau
Sentinelles®, créé en 1984, est développé sous la tutelle de 1’Institut national de la santé et de la
recherche médicale (Inserm) et de Sorbonne Université. Ce systeéme national de surveillance
repose sur une collaboration entre médecins généralistes, pédiatres et chercheurs. Actuellement,
ce réseau comprend plus de 1 200 médecins généralistes, soit un peu plus de 2% des médecins
libéraux exercant en France métropolitaine. Chaque semaine, ces médecins doivent déclarer et
décrire I’ensemble des cas observés en consultations pour neuf indicateurs, dont la maladie de
Lyme. IIs rapportent également I’absence des cas diagnostiqués, cela permet une surveillance
hebdomadaire continue avec 1’obtention de mesures d’incidence. Les données recueillies
permettent de détecter les évolutions de la maladie de Lyme et visent a informer la population
des risque encourus* (Figoni et al., 2019). Toutefois, le niveau de participation n’est pas
homogene entre les départements : par exemple, la Creuse est un « désert médical ». I1 y a donc

3 https://www.sentiweb.fi/
4 https.//www.sentiweb.fr/document/4382



probablement des biais d’estimations qui ne sont pas forcément faciles a éviter, méme avec un
modele de correction des données.

Un autre programme de recherche partenarial, nommé CiTIQUE?®, a été lancé en 2017. Ce
programme vise a améliorer les connaissances scientifiques sur 1’écologie des tiques et leur
distribution sur I’ensemble du territoire métropolitain (Annexe 1.) En collaboration avec
I’Institut national de la recherche pour I’agriculture, 1’alimentation et 1’environnement
(INRAE), I’Université de Lorraine ou encore 1’Anses, CiTIQUE sollicite la participation de
citoyens volontaires pour signaler les piqares de tiques et envoyer, si possible, I’acarien piqueur.
En seulement quelques années, une « tiquothéque » comprenant plus de 50 000 tiques a été
constituée. L’acquisition de tiques piqueuses dans des zones urbanisées (parcs et chemins
forestiers) constitue le principal atout de cette tiquothéque, faisant de CiTIQUE 1’un des rares
programmes a fournir des données a cette échelle. Cette collecte d’échantillons est ouverte a
d’autres chercheurs, leur permettant de chercher la présence éventuelle d’agents pathogénes
grace a des analyses moléculaires et sérologiques. Ces méthodes incluent 1’extraction d’ADN,
les techniques PCR et les analyses immunologiques par test ELISA pour la détection des
anticorps dirigés contre Bbsl.
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public vise a développer de nouveaux outils de )
, . , . r’,’.“”@ e e
prévention en établissant notamment une &R T -
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Figure 2. Cartographie du risque de pigiire de
tiques infectées en France métropolitaine (CiTIQUE,
2020)

Pour résumer, les efforts de recherche sur les tiques et les agents pathogenes qu’elles
transmettent combinent a la fois des dispositifs de surveillance (de terrain et participatifs avec
I’analyse spatio-temporelle des données) et 1’étude des facteurs influencant I’épidémiologie des
maladies a tiques, tels que le climat ou I’environnement (Lebert et al., 2022). Toutes ces
méthodes sont complémentaires et visent non seulement a mieux caractériser le risque
acarologique’ de la borréliose de Lyme mais aussi a le réduire.

S https://www.citique.fir/

8 https://epia.clermont.hub.inrae.fi/projets/climatick

7 Selon Klopfenstein et ses collaborateurs, le risque acarologique a Bbsl est « le risque de transmission d’infection
d’agents infectieux par piqiire, lié a la densité en nymphes d’Ixodes et au taux d’infestation des nymphes par Bbsl
sur un territoire donné. » (2019).



2. Les tiques, vectrices de maladies

Pour comprendre le risque associé a ces maladies transmises par les tiques, et donc
développer de meilleurs systémes de surveillance, il est important de décrire le vecteur mis en
cause, sa biologie, son cycle de transmission et sa distribution.

2.1. Généralités sur les tiques

Les tiques sont des arthropodes hématophages stricts c’est-a-dire qu’elles se nourrissent
exclusivement de sang. Ces ectoparasites de vertébrés alternent entre phases actives (quéte d’ un
hote, parasitisme) et phase inactive (digestion, développement, mue ou dormance). Il est
possible d’observer deux principaux pics d’activité, un au printemps et un en automne. En hiver,
les tiques vont souvent ralentir leur développement et se mettre en dormance. Cette phase est
appelée diapause et est observée quand les conditions climatiques et/ou la disponibilité en
nourriture ne leur permettent pas de se développer correctement.

Elles appartiennent a 1I’embranchement des Arthropodes, au sous-embranchement des
Chélicérates, a la classe des Arachnides, a la sous-classe des Acariens et a I’Ordre des Ixodida
du grec ancien ix6dés, « gluant »®. Cet ordre comprend environ 900 espéces divisées en trois
sous-ordres : les Argasinae ou « tiques molles® », les Nuttalliellinae et les Ixodidae ou « tiques
dures ». Les tiques « molles » ou endophiles sont plutdt localisées dans des endroits abrités
(fissures de murs, nids, terriers, etc.). A contrario, les tiques « dures » ou exophiles vivent dans
des milieux ouverts tels que les foréts ou les prairies. Ces dernicres sont donc plus susceptibles
de rencontrer un étre humain (Pérez-Eid, 2007).

Nous nous concentrerons plus particulierement sur le sous-ordre des Ixodidae qui contient
les genres Ixodes, Dermacentor, Hyalomma et Rhipicephalus, les plus présents en France. De
ces quatre genres, c’est I’espece Ixodes ricinus qui est la plus impliquée dans la transmission
d’agents pathogénes (Guglielmone et al., 2010). Contrairement a Rhipicephalus et Hyalomma
qui préferent un climat méditerranéen, Ixodes est plutdt retrouvée au nord ou au centre de la
France et en zones montagneuses ou forestieres. On la retrouve également en zone péri-urbaine
dans les parcs (Claude, 2020 ; de Cock et al., 2023).

2.2. Cycle de vie d’Ixodes ricinus

Au sein des Ixodidae, trois types de cycles sont décrits, pouvant inclure un a trois hotes
différents. Ils sont qualifiés respectivement de monophasique, diphasique et triphasique (Figure
3.). Quel que soit le nombre d’hotes impliqués, la tique passe par trois stases aprés éclosion
des ceufs : larve, nymphe, adulte. /. ricinus a un cycle triphasique, elle change donc d’hote entre
chaque stase.

Chaque métamorphose nécessite un repas de sang qui peut durer trois a dix jours selon le
développement de la tique (Pérez-Eid, 2007). Aprées chaque repas, I. ricinus se laisse tomber au
sol et entame sa mue. La femelle adulte, apres I’accouplement, et suivant I’engorgement, pond
entre 1 000 a 20 000 ceufs au sol ou sur I’hdte avant de mourir. Elle ne se reproduit qu’une seule

8 hitps://cnrtl fir/definition/ixodes (2012)

% Ce terme fait référence au tégument non chitinisé qui recouvre le corps de la tique.

10 Les stases représentent les grandes étapes de développement (larvaire, nymphale, adulte) alors que les stades
décrivent les étapes intermédiaires entre deux stases (exemple : stade nymphal I, stade nymphal II). La ou la stase

représente un profond changement physiologique, le stade ne concerne qu’un changement de taille et de volume
(Pérez-Eid, 2007).
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fois. Le male, lui, se gorge peu du fait de sa structure et assure uniquement son role reproducteur

avant de mourir a son tour. Une fois la ponte terminée, il faudra attendre deux a quatre semaines
pour que les ceufs éclosent. Chaque phase de transformation peut durer de quelques semaines a
plusieurs mois selon les conditions environnementales (McCoy et Boulanger, 2015). En
moyenne, /. ricinus met entre trois et six ans pour réaliser son cycle biologique complet (Pérez-

Eid, 2007).

les nymphes repues
tombent sur le sol
et muent en adultes

hotes présents
dans écosysteme
delatique

les larves repues
tombent sur le sol
et muent en nymphes

I'adulte se nourrit
sur un troisieme hote

érythéme
migrant

hotes accidentels

exemptes de spirochétes femelle gorgée
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les femelles repues tombent sur le sol
et pondent des ceufs

transmission accidentelle

i cycle des spirochétes dans la faune sauvage

I oycledeviedelatique

Figure 3. Cycle de vie des tiques et transmission de Borrelia a l'humain (© Encyclopcedia Universalis France, 2024)

2.3.
Au niveau morphologique, le corps de la tique se divise en deux parties : la « téte » appelée
gnathosome ou capitulum et le « corps » nommé idiosome (Figure 4.). Le capitulum porte les

palpes sensoriels et les pieces buccales permettant a I’acarien de se fixer a la surface de sa proie

Principales clés de détermination morphologique

pour s’en nourrir. Ces pieces buccales se composent des chéliceres (lacération de la peau de

I’hote) et de I’hypostome (structure en forme de harpon permettant I’ancrage dans la peau de

I’hote).

Figure 4. Schéma de la structure d’une
tique dure (Mehlhorn, Encyclopedic
Reference of Parasitology 2001)
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Les adultes ont un dimorphisme sexuel trés marqué : le male est en général plus petit que la
femelle. Il posséde un écusson dorsal chitinisé qui recouvre totalement 1’idiosome, tandis que
la femelle, pourvue partiellement de cette protection, peut s’engorger plus facilement lors des
repas de sang et voir son volume augmenter jusqu’a 40 fois. Les nymphes se distinguent des
femelles adultes par I’absence d’un pore génital situé au niveau de la quatriéme paire de pattes.
Les larves ne posseédent que trois paires de pattes. En raison de la complexité d’identification
spécifique (genre, espece) des larves, seuls les nymphes et les adultes sont identifiés. Parmi les
caractéristiques morphologiques d’/. ricinus, on trouve un capitulum plus long que large et un
sillon anal en forme arche qui entoure 1’anus par 1’avant (Figure 5.).

(:1pml|um a l"’él‘l(‘lll‘
— patties chitinisées
sillon anal en arche

— pas d’yeux

Figure 5. Schéma d’une tique du genre Ixodes avec le male a gauche et la femelle a droite (Pérez-Eid, 2007)

2.4. Choix des hotes et mécanismes d’acquisition/transmission des
agents pathogénes
2.4.1. Recherche et sélection des hotes par 1. ricinus

Pour se nourrir, les tiques doivent trouver un hote sur lequel elles peuvent se fixer. Mais du
fait de leur sensibilité plus ou moins importante a la dessication et de la probabilité de rencontre
avec certains hotes, il est possible d’observer des différences suivant les stases. Par exemple,
les larves doivent garder une certaine humidité relative en restant pres du sol et attendent
I’occasion de s’accrocher sur un hdte qui passe a leur portée. Ce dernier est donc généralement
de petite taille (rongeurs, oiseaux, lézards). Aprés un nouveau repas de sang, les larves se
métamorphosent en nymphes. En se hissant le long de la végétation, elles s’orientent vers des
hotes plus diversifiés et se fixent sur des mammifeéres de moyenne a grande taille (liévres,
renards, cervidés), en privilégiant des zones corporelles humides et chaudes tels que les
aisselles, 1’aine ou les oreilles (Kiffner et al., 2011 ; Mysterud et al., 2014 ; Fabri et al., 2021).
Enfin, les nymphes finissent par muer en adultes, qui privilégient les animaux de grand format
(chevreuils, cerfs, sangliers) pour assurer leur bon engorgement.

La recherche d’hotes est facilitée par les organes sensoriels des tiques. En plus de leurs soies
réparties sur I’ensemble du corps, elles posseédent également un organe sensible au degré
d’hygrométrie et aux phéromones : ¢’est I’organe de Haller, situ¢ sur la premiére paire de pattes.
De ce fait, les tiques peuvent repérer leur hote par la détection du CO,, de phéromones ou la
chaleur qu’ils dégagent (McCoy et Boulanger, 2015). Lorsque la tique est sur le site de fixation
souhaité, elle peut alors initier son repas de sang. Durant cette étape, il est possible d’observer
des phénomenes de regroupements de tiques. En effet, ces dernieres émettent des phéromones
et attirent d’autres individus sur les sites favorables a piquer. Cela permet de créer des zones de
rencontre pour les males et les femelles en vue d’une potentielle reproduction (McCoy et
Boulanger, 2015).
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2.4.2. Acquisition et transmission des agents pathogénes
La tique peut acquérir des agents pathogénes selon quatre voies différentes'! :

e Voie par piqiire : lors du repas sanguin, la tique peut acquérir les agents pathogenes
présents dans 1’hote vertébré (McCoy et Boulanger, 2015).

e Voie transstadiale : I’infection persiste a travers les stases de développement de la tique
(McCoy et Boulanger, 2015).

e Voie verticale ou trans-ovarienne : la tique adulte transmet I’agent infectieux a sa
progéniture (Moore et al., 2018).

e Voie par co-feeding ou co-repas : cette acquisition serait réalisée par contact entre
deux tiques proches 'une de 1’autre et sans que 1’hote ne soit porteur de 1’agent
pathogene en question. Ce mécanisme est actuellement controversé pour Bbs!/ et n’est
pour I’instant que supposé (Randolph et Gern, 2003 ; Voordouw et Maarten, 2015). En
outre, cette information encore incertaine ne nous est pas utile pour la suite de notre
étude.

A Toccasion de ces repas de sang, la tique peut également transmettre des agents
pathogenes, inoculés par la salive. La transmission se fait exclusivement par piqure et la durée
nécessaire pour que 1’agent pathogéne passe de la tique a I’hdte varie selon I’agent infectieux.
Les virus et parasites, directement présents dans les glandes salivaires de la tique, peuvent étre
transmis dés le début du repas sanguin (Kaufman, 2010).

En revanche, la majorit¢ des bactéries ne sont pas encore infectieuses au moment de la
piqiire ou sont localisées dans I’intestin de la tique. Au moment de la piqlre et lorsque le sang
afflue, les changements de température et de pH induisent une modification chez 1’agent
pathogene, le rendant infectieux, et/ou faisant migrer la bactérie de 1’intestin vers les glandes
salivaires (McCoy et Boulanger, 2015). La transmission d’agents pathogenes par la salive
dépend non seulement du temps de contact entre la tique et I’hote, mais aussi du taux
d’infestation de 1’hdte par les tiques (Guittard, 2019 ; Septfons, 2023).

Parmi les agents pathogénes transmis, on trouve notamment les bactéries du genre
Rickettsia et Borrelia, les Flavivirus et Nairovirus ainsi que des protozoaires du genre Babesia
et Theileria. Selon les hotes et leur nature (réservoir ou non), les tiques ne vont étre porteuses
ni des mémes agents pathogenes, ni des mémes souches. Dans le cas de Babesia par exemple,
les tiques infestant les bovins sont susceptibles de porter Babesia bovis alors qu’on trouve plutot
Babesia capreolis chez le chevreuil. Enfin, I. ricinus se fixe sur un hote dés qu’elle en a
I’opportunité. Bien que 1’étre humain ne soit pas un hote préférentiel, il cotoie souvent le méme
environnement que les tiques lors d’activités de loisir et peut donc étre infesté.

Cette plasticité comportementale et dans le choix des hotes fait d’/ ricinus une tique
ubiquiste, largement répandue en France et en Europe (Figure 6.), et capable de transmettre un
large panel d’agents pathogenes.

Y Les voix transstadiale et trans-ovarienne ne rentrent pas en compte pour la borréliose de Lyme.
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Figure 6. Distribution connue d’l. ricinus en Europe (efsa, 2023)

2.4.3. Transmission de Borrelia burgdorferi sensu lato, 1’agent pathogéne
de la maladie de Lyme

En 1975, I'épidémiologiste Allen Steere et son équipe de l'université de Yale ont décrit une
épidémie d'arthrites infantiles a Lyme (Connecticut), dont la maladie tire son nom. Ils ont publié¢
deux ans plus tard un article sur les syndromes associés aux piqares de tiques tels que 1'érytheme
migrant, l'arthrite et les anomalies neurologiques ou cardiaques (Steere, cité dans Septfons,
2023). En 1982, l'entomologiste et bactériologiste Wilhelm Burgdorfer a isolé la bactérie
responsable, Borrelia burgdorferi, dans le tube digestif de la tique /. ricinus, établissant ainsi le

lien entre la bactérie et la borréliose de Lyme (Burgdorfer, cité dans Septfons, 2023).

La maladie de Lyme est causée par le complexe de bactéries Borrelia burgdorferi sensu lato
(Bbsl), un groupe de spirochetes appartenant au genre Borrelia. Ce complexe comprend plus de
20 espéces, dont huit sont pathogenes pour I’humain (Steinbrink, 2022). En Europe, les
principales especes responsables sont B. afzelii, B. garinii et B. burgdorferi sensu stricto tandis
qu’en Amérique du Nord, c’est surtout cette derniere qui est la plus courante. Chaque espece a
une distribution géographique spécifique et une affinité pour certains hotes. Par exemple, B.
garinii se trouve principalement chez les oiseaux, tandis que B. afzelii est le plus souvent
associée aux rongeurs (Kurtenbach et al., 2006 ; Cosson, 2019).

Les bactéries se multiplient alors rapidement dans la tique et migrent vers les glandes
salivaires. La transmission du complexe Bbs!/ chez I. ricinus se produit généralement entre 12h
et 24h apres la piqlre (Boulanger, 2015). Grace aux substances présentes dans la salive, la
bactérie va pouvoir échapper a la cascade de réaction du complément*2. Il n’y aura donc pas ou
peu de réponses inflammatoire et immunitaire au niveau du site de la piqtire. Certaines protéines

2 Ce mécanisme implique une cascade de réactions enzymatiques participant a la défense immunitaire de
l’organisme infecté. L’activation d’une trentaine de protéines participe a la mise en place d’une réponse
inflammatoire selon trois voies possibles (classique, lectine, alternative). Cela aboutit a la formation d’un
complexe d’attaque membranaire et a la création d’un pore a la surface de l’agent pathogene, entrainant sa lyse
(Bhide et al., 2005 ; Dulipati et al., 2020 ; Delves, 2024).
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de la salive d’I. ricinus bloquent le systéme du complément en empéchant la reconnaissance de
lipoprotéines bactériennes ; la lyse de la bactérie est alors évitée (Couvreur et al., cité dans
McCoy et Boulanger, 2015 ; Garg, cit¢ dans Haut Conseil de la santé publique, 2014).

Mais chez certains hotes, la bactérie ne parvient pas a échapper au systeme du complément
et est donc détruite par 1I’organisme. C’est le cas du chevreuil (Capreolus capreolus). En effet,
bien qu’il serve de réservoir pour des agents pathogenes tels qu’Anaplasma phagocytophilum,
Ehrilichia phagocytophila, Babesia sp ou encore Bartonella sp (Alberdi et al., 2000 ; Bogumila
et Adamska, 2005 ; Hoby et al., 2009 ; Overzier et al., 2013), il ne 1’est pas pour Bbs! ou pour
le virus de 1’encéphalite a tiques TBEv®, puisque son systéme immunitaire détruit 1’agent
pathogéne (Gert et al, 1995 ; Jaenson et Télleklint, 1992). De fait, Kurtenbach et ses
collaborateurs ont montré en 2006 que le sérum du chevreuil posséde une forte activité lytique
(effet bactéricide) grace a 1’action de son systéme du complément. Le chevreuil ne fait donc
pas partie du cycle de transmission de Bbsl, bien qu’il puisse étre porteur de tiques infectées.

Chez I’humain, des anticorps apparaissent généralement entre deux et six semaines apres la
piqtre, ce qui permet de réaliser un sérodiagnostic de la maladie en utilisant un test de dépistage
immuno-enzymatique basé sur la méthode ELISA (Jaulhac et al., 2019). L’interprétation
sérologique peut offrir des informations précieuses sur le développement de I’immunité chez
les personnes piquées et permet un diagnostic rapide des cas puisque les symptomes seuls ne
permettent pas un diagnostic de certitude, étant souvent confondus avec ceux d’une autre
maladie.

De la méme maniére, des tests sérologiques sont également utilisés chez les animaux dans
le cadre de la surveillance et de la prévention de la maladie de Lyme, permettant d'évaluer leur
réponse immunitaire aux spirochétes (Dorward et al., 1991 ; Kiffner et al., 2012 ; Bison, cité
dans Fligny, 2021 ; Friberg Holm, 2023).

3. La faune sauvage comme un indicateur dans le suivi
épidémiologique des risques sanitaires chez I’humain

3.1. Définition et critéres de choix d’un indicateur

Dans ce mémoire, un indicateur est défini comme une mesure permettant d’évaluer
I’intensité¢ d’un danger et de I’anticiper en surveillant la circulation de I’agent pathogene
concerné.

Une prévision de ces dangers faciliterait la mise en ceuvre de mesures préventives
renforcées et plus efficaces pour empécher une population d’étre contaminée. A minima, cela
permettrait d’informer cette population des périodes ou elle court le plus de risques (Leschnik
et al., 2012 ; Tonteri et al., 2016 ; Ollivier et al., 2023). Pour qu’une espece soit considérée
comme indicatrice dans un suivi épidémiologique, elle doit remplir plusieurs conditions : I’aire
de distribution de 1’espece doit étre connue et recouvrir la zone d’étude, les prélévements
doivent étre relativement faciles a réaliser sur cette espece et 1’agent pathogene doit pouvoir y

8 Le chevreuil ne semble pas jouer un réle dans le maintien du virus TBE, le niveau de virémie aprés infection
étant trop faible pour infecter les tiques. Cependant, sa capacité a éliminer le virus n’est pas aussi bien documenté
que pour Bbsl.
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étre détect¢ (National Research Council US Committee on Animals as Monitors of
Environmental Hazards, 1991 ; Riviére, 1993).

3.2. Le chevreuil, un héte particulier d’1. ricinus

Actuellement, le chevreuil est étudié pour son potentiel en tant qu’espece indicatrice du
risque de contamination humaine par la maladie de Lyme en raison de son habitat et de ses
interactions avec les tiques. Faisant partie des grands mammiferes les plus abondants d’Europe
de I’Ouest, le chevreuil occupe des biomes divers tels que les foréts tempérées et
méditerranéennes, les moyennes montagnes, les prairies en bordure de foréts et méme les
plaines cultivées. Ces habitats sont également partagés par les tiques, en particulier par /1.
ricinus. De plus, le chevreuil favorise la reproduction des tiques, ces dernieres préférant les
hotes de grand format pendant les stases nymphale et adulte pour assurer leur reproduction
(Gilot et al., 1994 ; Krol et al., 2020).

En France, la population de chevreuils a considérablement augmenté au cours des quarante
derniéres années, a la fois sur le plan démographique que géographique!*. Cette augmentation
des populations s’expliquerait en partie par la disparition des prédateurs naturels du chevreuil,
tels que le loup (Canis lupus) ou le lynx (Lynx lynx), I’affouragement artificiel en période
hivernale et par les lachers volontaires qui ont favorisé son implantation dans certaines régions
(Anciaux et Libois, 1990). En outre, la distribution et I'abondance des tiques en Europe
semblent correspondre celles des chevreuils (Jaenson et al., 2012). Des études montrent une
corrélation entre la densité des chevreuils et celle d’I. ricinus dans leur environnement, ainsi
qu'une relation entre la charge en nymphes des chevreuils et leur densité (Pichon et al., 1999 ;
Vor et al., 2010). Ces observations suggerent donc que le chevreuil pourrait servir de marqueur
pour évaluer l'abondance des tiques dans un milieu donné.

Toutefois, les borrélies transmises par les tiques ne survivent pas chez le chevreuil car elles
sont ¢liminées par son systeme immunitaire (cf. 3.2.1. Transmission de Borrelia burgdorferi
sensu lato, ’agent pathogene de la maladie de Lyme). Il n’est donc pas possible de réaliser des
tests de détection directe pour Bbsl. Néanmoins, les piqlires de tiques infectées entrainent chez
lui une production d’anticorps spécifiques contre ces bactéries. Il est alors possible de mettre
en place des tests de détection indirecte pour déterminer la prévalence de ’agent infectieux
dans une population donnée.

4. Problématique et questions de recherche

Pour conclure, bien que la densité locale de tiques infectées soit un indicateur utile pour
¢valuer le risque de contamination humaine, la surveillance des populations de tiques reste
limitée en raison de la lourdeur des protocoles en vigueur, comme la méthode du drapeau. Cette
technique consiste a trainer un drapeau d’un métre carré le long d’un transect sur la végétation,
capturant ainsi les tiques a I’afflit, ce qui permet d’estimer leur densité. Ce protocole doit étre
répété a de nombreuses reprises et sur de nombreux sites car les tiques sont réparties de fagon
hétérogene dans ’espace et dans le temps. La recherche se tourne donc vers I’élaboration de
nouveaux indicateurs plus simples et plus efficaces pour mieux prédire ce risque.

4 Site de I’OFB éditant chaque année 1’évolution des populations de chevreuil en France métropolitaine :
https.//professionnels.ofb.fr/fr/doc-dataviz/dataviz-presence-ongules-sauvages-en-france
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Au printemps 2023, Une thése de doctorat de sciences (Ollivier, 2023) menée a I’ELIZ avec
la participation du CNRS et de I'INRAE, visait a déterminer la possibilité de détecter le niveau
de risque cartographique de la maladie de Lyme pour I’humain par 1’évaluation sérologique de
I’infection Lyme chez le chevreuil. Les résultats sérologiques ont montré que les anticorps
dirigés contre Bbsl persistaient quelques semaines chez le chevreuil. Cette découverte permet
de savoir si I’individu a été récemment exposé a I’agent pathogeéne, facilitant ainsi le suivi
temporel de la présence de Bbs/ et la cartographie du risque d’exposition. Ces informations
pourraient contribuer a anticiper et a prévenir les pics de contamination humaine.

A T’issue de ce travail, qui a permis de mettre au point les moyens de détecter une réponse
sérologique notable de cette espeéce vis-a-vis de la borréliose de Lyme, une analyse plus
descriptive (non publi¢e) des données acquises sur I’animal comparées a des données de cas
humains sur les mémes périodes a suscité¢ des interrogations. Nous présentons ci-dessous
simplement la comparaison entre les données globales de prévalence chez le chevreuil (3 200
¢chantillons de sérums chevreuils répartis sur les territoires de 18 départements participant)
avec des données humaines mises a disposition par Santé Publique France (Figure.7).
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Figure 7. Comparaison des proportions de chevreuils séropositifs avec I’évolution de ['incidence humaine sur la
période 2020-2022 (ELIZ, 2023).

Ces tableaux comparatifs a une échelle plus fine, régionale, sont disponibles en Annexe 2
du présent document. Par ailleurs, durant le travail de these de V. Ollivier, des prélevements de
rates et une collecte de tiques ont été réalisés sur des chevreuils de 18 départements. Seules les
rates ont fait I’objet d’une analyse ADN pour détecter la présence d’agents pathogenes mais
aucune bactérie du complexe Bbsl n’a été identifiée. Les tiques, qui n’ont pas encore été
analysées constituent donc une piste prometteuse. Sur la base de ces graphiques et du potentiel
inexploité des tiques pour la détection d’agents pathogénes, I’ELIZ a souhaité approfondir ce
questionnement et éventuellement apporter des perspectives d’investigation épidémiologiques
plus importantes. L’Entente a fait appel a un stagiaire ingénieur pour tenter d’apporter quelques
¢léments de réponse dans ce domaine encore mal connu.

L’identification des indicateurs chez le chevreuil est donc cruciale pour établir une meilleure
¢valuation et gestion du risque 1i¢ aux tiques. Pour répondre a cette problématique, plusieurs
questions de recherche sont donc explorées. Elles sont répertoriées dans le tableau suivant :
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NUMERO | QUESTION DE RECHERCHE HYPOTHESES
Comment varie I’infestation La charge en tiques des chevreuils est plus
1 par les tiques chez les chevreuils importante dans les domaines vitaux ou le
selon leur domaine vital ? pourcentage de forét est le plus important.
Y a-t-il une corrélation au fil
du temps entre 1’évolution des Les populations de chevreuils jouent sur les
) populations de chevreuils et les populations de tiques dans I’environnement et
piqtres de tiques chez les donc ont un impact sur le nombre de piqires de
humains ? Et si oui, a quelle tiques chez les humains.
échelle géographique ?
Y a-t-il une corrélation entre
3 I’abondance des chevreuils et Plus il y a de chevreuils, plus I’incidence
I’incidence humaine de la humaine pour la borréliose de Lyme est élevée.
borréliose de Lyme ?
Est- | t . \
\ si-ee que e,s agents Certains agents pathogénes ne seront pas
pathogeénes retrouvés dans les . , . .
. . partagés par I’humain et le chevreuil (cas
4 tiques des chevreuils sont les ,
A , d’Anaplasma phagocytophylum, par exemple)
mémes que ceux retrouvés dans les . ”A
. . , . mais Bbsl peut 1’étre.
tiques piqueuses d’humain ?
. s .1. Plus les ti $ |
Y a-t-il une différence de > us 1es thl.le,s s’e ront gOreees, pius
. . elles auront la capacité d’acquérir des agents
portage bactérien entre les tiques \
f . pathogenes.
5 gorgées et celles qui ne le sont
o VUn: .
pas a’\;cr)llrirer;trrnee?l}[%eaux 5.2. Les tiques gorgées sur chevreuils seront
018 ) indemnes de Bbs!.
Dans un département donné,
est-ce que la séroprévalence de la L’évolution de la séroprévalence des
6 borréliose chez les chevreuils est chevreuils est corrélée a celle du taux
corrélée au taux d’incidence annuel d’incidence annuel humain.
humaine ?
L’évoluti lati . .
evo qtlo.n des populations de Plus il y a de chevreuils, plus leur
chevreuils influence-t-elle la . . (1
7 , . 1 séroprévalence de la borréliose de Lyme est
séroprévalence de la borréliose de .
.12 1importante.
Lyme chez ces cervidés ?

Tableau 1. Questions de recherche abordées pour répondre a la problématique

Ainsi, les pistes de réflexion autour de ces questions guideront les recherches futures
pour développer des outils plus accessibles et adaptés a la gestion du risque de la borréliose de
Lyme, I’objectif ultime étant de protéger au mieux les populations humaines contre cette

maladie.
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PARTIE 2. MATERIELS ET METHODES

1. Identification des données disponibles

1.1. Données et prélévements issus de la theése de V. Ollivier (2023)

La base de données CHEVREUIL comprend plus de 3 200 individus chevreuils tués a la
chasse et sur lesquels des données et des prélévements ont été collectés dans le cadre du travail
de thése de V. Ollivier. Cette étude s’est faite sur un total de 18 départements, soit environ 300
chevreuils par département. Des prélévements de rates, de sang sur buvards et/ou sérums, ainsi
que la collecte des tiques sur oreilles ont été réalisés par les chasseurs entre 2019 et 2023
(Ollivier, 2023). Ces données et prélevement ont été obtenues pour évaluer le potentiel du
chevreuil en tant qu’espece indicatrice dans la surveillance et la prévention de la maladie de
Lyme. La base de données prend en compte pour chaque individu :

Donnée/ Obtention des
prélévements sur les Date Lieu données/ Par qui
individus chevreuils prélévements
18
départements
Sexe, age, (1, 10, 14, 39, 1 Chasseurs
sérums/sang sur 51, 54, 55, 60, Pr@levement sut participant a
buvard, rate, oreilles 2019-2022 61, 67,68, 73, animaux abattus I’étude
sur les deux | 7475”80, g8,
périodes de 91, 95)
chasse par :
an Comptage des
Charge en tiques dont LDVS88 l’or;;ﬁzecféilzlpée Techniciennes
le nombre de nymphes (Epinal) de chaque du LDV8S
chevreuil

Tableau 2. Informations de la base de données CHEVREUIL concernant chaque individu chevreuil

1.2. Données du réseau Sentinelles (Santé Publique France)

La base de données issues du réseau Sentinelles donne acces aux taux d’incidence humaine
de la maladie de Lyme (nombre de cas pour 100 000 habitants) au niveau départemental et au
niveau des anciennes régions depuis 2015. Les cas de maladies sont définis par la présence d’un
érythéme migrant et de manifestations neurologiques, articulaires, cutanées ou cardiaques
évocatrices de la maladie de Lyme chez les patients séropositifs pour Bbs/ (test ELISA positif
confirmée par un test Western-Blot)*®.

1.3. Données CiTIQUE au niveau départemental

La base de données transférée par CiTIQUE répertorie les signalements de piqlres de tiques
chez I’humain pour sept départements (23, 34, 54, 55, 57, 59, 88) depuis 2017. Des précisions
sont données quant a la date présumée de piqire, les caractéristiques de I’individu piqué (sexe,
age), I’environnement probable de la piqlire (forét, prairie, jardin, parc, etc.) et les coordonnées
GPS, ainsi que la raison de la présence dans 1’environnement (activités professionnelles ou
scolaire, sport, chasse, etc.).

Bhitps://www.sentiweb. fi/france/fi/?page=maladies&mal=18
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Cette base de données répertorie également les agents pathogenes des tiques envoyées par
les personnes qui se sont fait piquer dans le département de la Meuse. Une quarantaine d’agents
pathogenes ont été testés, dont Bbsl. La date et le lieu de piqire, la stase de la tique, I’espéce en
question et son statut d’engorgement sont également renseignés.

1.4. Fédérations Départementales des Chasseurs

1.4.1. Sérums de chevreuils

Les Fédérations Départementales des Chasseurs (FDC) ayant répondu favorablement au
projet sont la Creuse, le Jura et le Nord. Il leur a ét¢ demand¢ de fournir une quarantaine
d’échantillons de sérums de chevreuils par an sur la période 2017-2023. Les bases de données
fournies par ces départements détaillent la date et le lieu des prélévements effectués, I’age et le
sexe des chevreuils abattus et, suivant les départements, la qualité du sérum (plus ou moins
hémolysé).

1.4.2. Tableau de chasse
Les FDC des départements étudiés ont transmis les tableaux de chasse depuis au moins
2017. Ces tableaux prennent en compte le nombre d’attributions (nombre d’animaux autorisés
a étre chassés) et le nombre de réalisations (nombre d’animaux réellement abattus) par an.

2. Sélection des données et méthodes utilisées

2.1. Influence des populations de chevreuils sur les populations de tiques

2.1.1. Infestation par les tiques et domaine vital

Pour tester I’hypothése de la question 1, nous avons utilisé la base de données CHEVREUIL
en prenant compte des coordonnées des chevreuils abattus a la chasse et leur charge en tiques.

Parmi ces départements, la Meuse a été choisie en raison de la disponibilité des nombreuses
données disponibles dans la base de données CiTIQUE, notamment avec le nombre de
signalements de piqires de tiques chez ’humain. La Meuse est également le département de la
Lorraine comptant le plus grand nombre d’échantillons de tiques disponibles (n = 265) dans la
base de données CHEVREUIL.

Seules les nymphes ont été sélectionnées parmi le nombre total de tiques. En effet, la stase
nymphale chez I. ricinus est la plus propice a la transmission d’agents pathogeénes chez
I’humain. Sa répartition est plus large que celle des larves, qui restent davantage sur le lieu de
ponte et dans une zone relativement humide. De plus, les nymphes passent plus facilement
inapercues lorsqu’elles piquent 1’étre humain que les tiques adultes. Ayant moins de chance
d’étre rapidement retirées, elles ont donc plus de temps pour transmettre leurs agents infectieux
(Boulanger et al., 2018).

Du fait des contraintes de temps, un effectif de tiques minimum attendu a été calculé a I’aide
de la formule suivante :

n=z2’xp(1-p)/ m?

Avec :
n = taille de 1’échantillon,
z = niveau de confiance selon la loi normale centrée réduite (a 95%, z = 1.96),
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p = proportion estimée de la population qui est positive a Bbsl,
m = précision

En considérant une prévalence de 10%, un intervalle de confiance de 95% et une précision
de 0.035, ce calcul permet d’obtenir un effectif minimal d’environ 283. Le nombre minimum
de nymphes a été ramené a 285 pour pouvoir tester I’hypothése 5, selon laquelle le portage
bactérien difféere en fonction de 1’engorgement. Ce nombre minimum prévoit donc de
sélectionner 57 chevreuils sur les 265 individus abattus dans la Meuse et dont leurs tiques ont
¢été collectées.

La sélection de ces chevreuils a ensuite été faite en représentant la distribution spatiale des
chevreuils disponibles a 1’aide du logiciel de systéme d’information géographique (SIG) QGIS
Desktop 3.24.3. L’outil de recherche « sélection aléatoire » a permis de sélectionner les
individus chevreuils (Figure 8.).
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Figure 8. Cartographie des chevreuils sélectionnés aléatoirement sur le département de la Meuse

(Source : personnelle, d’apres les bases de données CHEVREUIL et
BD _FORET 2 0 SHP _LAMBY3)

Ensuite, pour tester notre hypothése, il a d’abord été nécessaire de définir le domaine vital
du chevreuil. Nous avons choisi de créer une zone tampon d’une superficie de 85 ha dont
I’épicentre est le point ou le chevreuil a été abattu, reflétant globalement la zone dans laquelle
il a I’habitude de circuler.

En parallele, la couche représentant les zones foresticres de la Meuse obtenue par I’ Institut
National de I’Information Géographique et Forestieres (IGN), a été exportée sur QGis. En
réalisant une intersection, il est possible d’obtenir le pourcentage de foréts mixtes
essentiellement composées de feuillus de chaque zone tampon. Une régression linéaire a été
réalisée entre le pourcentage de forét du domaine vital et la charge en tiques, transformée en
log (x + 1) pour avoir une distribution normale des résidus. Toutes les analyses statistiques ont
été réalisées via le logiciel RStudio R Core Team version 4.3.1.
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2.1.2. Impact des populations de chevreuil sur le nombre de tiques piqueuses chez
I’humain
Pour tester notre hypothése 2, selon laquelle I’augmentation des populations de chevreuils

entraine une hausse des signalements de piqires de tiques chez I’humain, les données des FDC
et de CiTIQUE ont été utilisée.

Dans un premier temps, il a fallu définir I’évolution des populations de chevreuils. Les
tableaux de chasse des FDC pour la Creuse, le Jura et le Nord depuis au moins 2017 jusqu’a
2023 ont été utilisés. Dans cette étude, 1’abondance relative des chevreuils correspond au
nombre des réalisations. Le rapport a une surface a été écarté car il était identique pour chaque
nombre de réalisations, la surface étant approximée a celle de I’ensemble du département. Les
données CiTIQUE utilisées sont le nombre de signalements de piqlires de tiques chez I’humain
depuis 2017 pour la Creuse, le Jura et le Nord.

Puis, pour chaque département, une régression linéaire a été faite entre le nombre de
réalisations du département par an (indicateur de 1’abondance relative de chevreuils, variable
explicative) et le nombre de signalements de piqlres de tiques par an pour 100 000 habitants
dans le méme département la méme année (variable a expliquer).

2.1.3. Impact des populations de chevreuils et de tiques sur I’incidence humaine

Pour tester notre hypothése 3, selon laquelle les populations de chevreuils ont un impact sur
I’incidence humaine, nous avons utilisé les mémes données des tableaux de chasse fournis par
les FDC que celles citées précédemment. Les taux d'incidence humaine disponibles a I'échelle
régionale via le réseau Sentinelles de 2017 a 2023 ont également été choisis pour le Limousin,
la Franche-Comté et le Nord-Pas-de-Calais. Une régression linéaire entre le nombre de
réalisations par an et le taux d’incidence humaine a été faite.

2.2. Les agents pathogénes des tiques chez le chevreuil et chez I’humain

Nous souhaitons ici tester nos hypotheses 4 et 5. Pour cela, nous avons utilis¢ la base de
données CHEVREUIL, les tiques collectées sur les chevreuils de la Meuse sur la période 2019-
2022 et les agents pathogenes des tiques piqueuses d’humain dans la Meuse grace aux données
CiTIQUE depuis 2017.

2.2.1. Identification des tiques des chevreuils de la Meuse

L’identification des tiques sous loupe binoculaire (ZEISS Stemi 508) a permis de déterminer
stase, sexe, genre, espece et niveau d’engorgement, conduisant a la sélection des 285 nymphes
destinées a 1’extraction d’ADN. L’identification s’est appuyée sur les clés de détermination
fournies dans l’ouvrage « Les tiques: Identification, biologie, importance médicale et
vétérinaire » de Perez-Eid (2007).

Stase : les larves sont généralement trés petites (< 1mm), translucides et disposent de trois
paires de pattes, tandis que nymphes et adultes en possedent quatre paires. Les nymphes et les
femelles possédent une face dorsale divisée en deux parties (A) : le scutum (écusson dorsal
chitinisé) et I’alloscutum (partie molle et extensible). Pour différencier les nymphes des adultes,
il faut regarder s’il y a présence d’un pore génital (B). Cet orifice se positionne au niveau de la
quatrieme paire de pattes sur I’axe médian de 1’idiosome, les nymphes en sont dépourvues.
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Sexe : les males possédent un écusson dorsal totalement chitinisé (C), contrairement aux
femelles dont le scutum représente en moyenne un tier de leur corps. Il n’est pas possible
visuellement de différencier les males des femelles durant la stase nymphale.

Gnathostome
(ou capitulum)
»r
Scutum
Idiosome
Alloscutum
v
Chélicéres entourant
I’hypostome plus
longs que larges
Palpe Photographies d’L. ricinus
A = face dorsale, tique non gorgée
B = face ventrale, tique non gorgée
Quatre paires
de pattes 9 Pore génital C = accouplement d’une femelle
gorgée avec le male contre son pore
Pore anal entouré génltal
du sillon anal

Figure 9. Photographies d'l. ricinus et ses clés de détermination (© Cassandra JULIENNE)

Genre, espéce : I’ensemble des tiques identifiées fait partie de la
famille Ixodidae du fait de la présence d’un scutum et d’un sillon anal en
forme d’arche contournant I’anus par 1’avant (Figure 7. B) Pour
déterminer I’espece, le capitulum est examiné. /. ricinus se caractérise par
un rostre plus long que large (Figure 7. B), contrairement a Dermacentor
reticulatus (Figure 8.).

Figure 10. Photographie en face dorsale de
l'espéce Dermacentor reticulatus (© Océane
CLAUDE)

Niveau d’engorgement : le niveau d’engorgement des tiques a été classé selon quatre
catégories : pas gorgées, peu gorgées, moyennement gorgées, tres gorgées. Cette classification
s’est appuyée sur des planches photographiques pour 1’espece Ixodes scapularis, étant bien
documentée par 1’Institut National de Santé Publique du Québec. Ces planches permettent de
comparer les tailles et aspects des tiques par rapport a une échelle normalisée (Wormser et al.,
2006). Pour 1. ricinus, seule une échelle pour les différents stades d’engorgement de la nymphe
est actuellement disponible dans la littérature (Pryen, 2014). Nous avons donc approximé que
les tailles et aspects d’I. scapularis étaient les mémes pour 1. ricinus.
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2.2.2. Broyage des tiques et extraction ADN

Apres identification, les tiques ont été broyées a I’aide de billes en inox stériles et d’un
broyeur Precellys® 24 fonctionnant a 5 500 rpm pendant 20 secondes. Un tampon d’élution a
été ajouté dans les Eppendorf contenant les tiques préalablement lavées a 1’éthanol, rincées a
I’eau distillée et séchées.

L’extraction d’ADN des tiques a été réalisée avec le kit Macherey-Nagel NucleoSpin DNA
Insect, selon le protocole décrit en Annexe 3. Pour détruire les protéines contaminantes et
dégrader les nucléases susceptibles d’endommager les acides nucléiques, les échantillons
broyés ont été incubés avec de la protéinase K pendant au moins 30 minutes. Ensuite,
I’extraction d’ADN a été effectué sur une colonne de silice. Les extraits d’ADN obtenus ont été
congelés a -20°C pour les conserver jusqu’aux analyses ultérieures.

2.2.3. PCR sur puce microfluidique
Cette étape a été réalisée a 'UMR BIPAR de 1’Anses a Maisons-Alfort par Clémence
GALON, chargée de projet scientifique et technique, en utilisant le systéme microfluidique de
Standard BioTools (anciennement Fluidigm) pour identifier la présence de bactéries et de
parasites dans les échantillons d’ADN extraits de tiques. Les résultats ont ensuite été validés
par PCR quantitative en temps réel de confirmation et s€quengage.

La PCR sur puce microfluidique est une nouvelle approche de PCR en temps réel a haut
débit, permettant de détecter simultanément un grand nombre d’agents pathogénes sur de
nombreux échantillons. Cette méthode nécessite un faible volume d’échantillon, de I’ordre d’un
microlitre (Michelet et al., 2014). Lors de cette PCR, 2 304 réactions sont effectuées sur une
puce de 48 puits.

Apres ’analyse des résultats de la puce microfluidique, une étape de confirmation est
effectuée. Les échantillons positifs dont on souhaite confirmer la positivité sont s€lectionnés.
Une nouvelle PCR est réalisée avec des amorces et des programmes spécifiques. Les produits
PCR migrent ensuite sur gel d’agarose. Les positifs sur gel sont ensuite séquencés et analysés,
validant ou non le résultat obtenu par PCR microfluidique. Le laboratoire nous a ensuite
transmis les résultats (agents pathogenes positifs et leurs séquences).

Le lien entre la prévalence des agents pathogeénes des tiques analysées et le niveau
d’engorgement des tiques infectées a été étudié avec un test du Khi?.

2.2.4. Comparaison avec données CiTIQUE

Les données sur les agents pathogenes identifiés dans les tiques piqueuses d’humains dans
la Meuse ont été utilisées. Les agents pathogénes présents ont été comparées a ceux obtenues a
partir de I'extraction d'ADN des tiques prélevées sur les chevreuils dans ce méme département.

2.3. Séroprévalence de Bbsl chez les chevreuils comme proxi de I’incidence
humaine

Pour tester les hypothéeses 6 et 7, nous nous sommes servis des sérums de chevreuils fournis

par les FDC pour les départements du Jura (2017-2023), de la Creuse (2018-2023) et du Nord

(2017-2023). Les taux d’incidence humaine au niveau de la Franche-Comté, du Limousin et du
Nord-Pas-de-Calais ont été également utilisés.
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2.3.1. Test ELISA

Le protocole du test ELISA, établi lors de la thése d’Ollivier, a été utilisé pour détecter la
présence de Borrelia garinii, Borrelia afzelii et Borrelia burgdorferi sensu stricto. Les kits
d’analyses immunologiques BORRELIA + VISE IgG ELISA TECAN, congus pour les
humains, ont été adaptés pour le chevreuil. L’anticorps secondaire anti-IgG humain a été
substitu¢ par un conjugué, ici un anticorps de lapin (anti-IgG de chevreuil) marqué par la
peroxydase.

Le test ELISA était un ELISA indirect (Figure 11.) : un lysat de Borrelia tapisse les puits.
Apres ajout des sérums de chevreuils, les anticorps dirigés contre Borrelia se fixent au lysat.
Apres 1h d’incubation a 37°C et plusieurs lavages, le conjugué s’accroche a 1’anticorps cible
s’il est présent. Une nouvelle incubation est faite durant 30 minutes. Aprés plusieurs lavages,
un substrat colorimétrique est ajouté et réagit avec la peroxydase. Une mesure photométrique
de I’intensité de coloration a 450 nm est effectuée dans les 30 minutes qui suivent I’arrét de la
réaction. Les valeurs de Densité Optique (DO) des échantillons sont obtenues et corrigées par
rapport a la moyenne des deux témoins négatifs du kit. Le protocole complet est précisé en
Annexe 4.

Enzyme (HRP) T™B

Anticorps secondaire (lapin)
Anti-chevreuil

Anticorps cible
(chevreuil)
./ \ Lecture intensité
Lysat de Borrelia

couleur

(B.afzelii, B. garinii et B. burgdorferi ss) (Densité Optique a
450 nm)

Figure 11. Principe ELISA par méthode de détection indirecte (Ollivier, 2023)

Une gamme étalon est produite avec les valeurs de DO d’échantillons de sang sur buvards
de chevreuils des Vosges. Ces échantillons ont été analysés par le LDV88 en 2018 (Ollivier,
2023), les valeurs de DO sont donc connues. Cette courbe standard permet de vérifier la
précision et la fiabilité du test ELISA.

2.3.2. Calcul du seuil de séropositivité

Le seuil du test (valeur de densité optique au-dela de laquelle on considere que I’individu
est séropositif) a ét¢ déterminé a partir du méme modele statistique de mélange utilisé dans la
theése d’Ollivier, 2023.
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PARTIE 3. RESULTATS

L’analyse des données a port¢ dans un premier temps sur une analyse descriptive des
données de la distribution des tiques et de la borréliose, a I’aide des données obtenues lors du
travail de these d’Ollivier (2023) et des différentes bases de données utilisées (CiTIQUE, Santé
Publique France, IGN). Nous présentons ensuite les résultats portant sur 1’analyse moléculaire
des tiques identifiées, puis a I’analyse sérologique des sérums de chevreuils.

1. Les populations de chevreuil comme indicateur du risque

1.1. Charge en tiques du chevreuil

L’histogramme de la charge en tiques des 265 chevreuils de la Meuse a permis de visualiser
la distribution des données. En calculant le 80°™ percentile, on remarque que 80% des
chevreuils ont une charge entre 0 et 10 tiques.

Histogramme de la charge en tiques
des chevreuils (Meuse)

150
|

Fréquence

JHEE -

[ I I I I 1
0 20 40 60 80 100

Nombre de tiques par chevreuil

Figure 12. Distribution de la charge en tiques des chevreuils de la Meuse
(source : Personnelle, d’apres la base de données CHEVREUIL)

1.1.1. Domaine vital du chevreuil
Le lien entre le pourcentage de forét dans le domaine vital et la charge en tiques des
chevreuils n’est statistiquement pas significatif (p-value = 0.7057). De ce fait, le pourcentage
de forét ne semble pas, dans notre modele, €tre un bon prédicteur de la charge en tiques sur
chevreuil (Figure 12.). L’hypothése de la question 1 n’est pas validée.
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Nombre de tiques par chevreuil en fonction
du pourcentage de forét du domaine vital des chevreuils (Meuse)
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Figure 13. Charge en tiques par chevreuil (log) en fonction du pourcentage de forét de leur domaine vital (Meuse)

1.2.Piqlires de tiques chez ’humain et abondance relative des chevreuils

Pour la Creuse, le Jura et le Nord, aucune relation statistiquement significative n’est
constatée (respectivement : la p-value est égale a 0.548 ; 0.324 et 0.944) entre le nombre de
signalement de piqlires de tiques chez I’humain et I’abondance relative des chevreuils (p-value
> 0.05). L’illustration de la régression linéaire entre le nombre de signalements de piqlres de
tiques et 1’abondance relative des chevreuils des trois départements est donné en exemple ci-
dessous (Figure 12.). L’hypothése de la question 2 n’est donc pas validée.

Nombre de signalements de piqares de tiques chez 'humain Nombre de signalements de piglires de tiques chez 'humain
en fonction de I'abondance relative des chevreuils (Creuse, 2017-2023) en fonction de 'abondance relative des chevreuils (Jura, 2017-2023)
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Taux d'incidence humaine (Franche-Comté)

Taux d'incidence humaine (Nord-Pas-de-Calais)

1.3. Incidence de la maladie de Lyme chez les humains et abondance
relative des chevreuils

Pour le Jura, une corrélation statistiquement significative est montrée entre 1’abondance
relative des chevreuils et I’incidence humaine (p-value = 0.0311), contrairement a la Creuse et
au Nord (respectivement, les p-values sont de 0.879 et de 0.0778). Selon notre mode¢le et pour
le Jura, plus I’abondance relative des chevreuils est €levée et plus le taux d’incidence humaine
augmente. L’hypothese de la question 3 est donc validée pour le Jura.

Taux d'incidence humaine en fonction Taux d'incidence humaine en fonction
de 'abondance relative des chevreuils du Jura (2017-2023)
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Figure 15. Taux d'incidence humaine en
fonction de l'abondance relative des chevreuils
(Franche-Comté/Jura, 2015-2023)
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2. Les tiques comme indicateur du risque

2.1. Agents pathogenes détectés chez les tiques de 1a Meuse

L’efficacité de la PCR microfluidique a été vérifiée grace au design témoin Escherichia coli,
positif pour chaque échantillon, ce qui valide 1’absence d’inhibition de la PCR. Cependant,
seulement 29/285 échantillons sont positifs pour le design Tique spp 16S et 135/285
¢chantillons sont positifs pour le design Ixodes ricinus ITS2. Le Tableau 3. ci-dessous
répertorie les agents pathogenes retrouvés positifs dans I’ADN extrait des tiques de la Meuse.

28



Agent pathogéne Nombre d’éczhsasntillons positifs / Prévalence (%)
Borrelia miyamotoi 2 0.7
Ehrlichia spp. 4 1.4
Neoehrlichia 4 1.4
mikurensis
Rickettsia helvetica 39 13,7
Rickettsia felis 2 0.7
Coxiella burnettii*® 11 3.9
Apicomplexa 2 0.7
Babesia venatorum 2 0.7

Tableau 3. Liste des agents pathogeénes identifiés dans les extraits d'ADN de tiques (Meuse)

Du fait de ces résultats, I’analyse a été poursuivie uniquement pour R. helvetica. En
comparant avec les données de CiTIQUE, on observe que les tiques provenant de la Meuse,
ayant piqué des humains qui les ont signalées et envoyées pour analyse, ont une prévalence
d’environ 9% pour R. helvetica. En revanche, aucun des agents pathogénes du Tableau 3. n’a
été détecté par CiTIQUE. L’hypothése de la question 4 a été testée : on retrouve R. helvetica
chez les tiques sur chevreuils et les tiques sur humains.

2.2. Prévalence et niveau d’engorgement

2.2.1. Comparaison entre nymphes gorgées et non gorgées pour la présence de R.

helvetica
Nymphes non gorgées Nymphes gorgées
Absence de R. helvetica 73 174
Présence de R. helvetica 14 24

Tableau 4. Engorgement des nymphes selon l'absence ou la présence de R. helvetica

Le test du Khi* montre que les variables sont indépendantes (p-value = 0.4722), la
prévalence de R. helvetica ne varie pas en fonction de 1I’engorgement des nymphes infectées.
L’hypothése de la question 5 n’est pas validée, les nymphes gorgées n’ont pas une plus forte
prévalence pour R. helvetica.

3. La séroprévalence comme indicateur du risque

3.1. Séroprévalence chez le chevreuil et incidence humaine

Sur la période 2017-2023, la séroprévalence moyenne des chevreuils pour Bbs/ est de 45,2%
pour la Creuse, 25,6% pour le Jura et 72,5% pour le Nord. Pour le Jura, une corrélation négative
significative existe entre la séroprévalence des chevreuils du Jura et le taux d’incidence
humaine en Franche-Comté (p-value = 0.019), contrairement pour la Creuse (p-value = 0.621)
et le Nord (p-value = 0.901) (Figure 16.).

16 C. burnetii est un endosymbionte c’est-a-dire un micro-organisme qui vit a l'intérieur d’une autre cellule ou
d’un autre organisme. (https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/11135/endosymbionte)
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Taux d'incidence humaine en fonction de la séroprévalence
des chevreulils pour la borréliose de Lyme (2017-2023)
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Taux d'incidence humaine en fonction de la séroprévalence
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Figure 16. Incidence humaine en fonction de la séroprévalence des
chevreuils (Jura, Creuse, Nord)
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Ces séroprévalences ont ensuite ét¢ comparées aux taux d’incidence humaine a 1’échelle
des anciennes régions en fonction du temps. L’hypothése de la question 6 est validée pour le
Jura, il semble y avoir une corrélation entre les deux variables (Figure 17.).

Séroprévalence des chevreuils du Jura et taux d'incidence humaine
au niveau régional en fonction du temps
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Figure 17. Séroprévalence des chevreuils de la Creuse, du Jura et de Nord en fonction de l'incidence humaine au niveau régional
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3.2. Séroprévalence chez les chevreuils et abondance relative de leurs
populations

La p-value obtenue aprés régression linéaire étant supérieure a 0.05 pour la Creuse, le
Jura et le Nord (respectivement 0.703, 0.159 et 0.608), I’abondance relative des chevreuils n’a
donc pas d’effet significatif sur la séroprévalence de ces cervidés (Figure 18.). L’hypothése de
la question 7 n’est donc pas validée.
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Figure 18. Séroprévalence des chevreuils de la Creuse, du Jura et du Nord en fonction de l'abondance de leur population
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PARTIE 4. DISCUSSION

Dans cette partie, nous interpréterons les résultats précédemment présentés, en soulignant
les principales difficultés rencontrées. Nous proposerons également des pistes d’amélioration
pour approfondir les connaissances sur la faune sauvage, en particulier le chevreuil, en tant
qu’indicateur du risque de contamination de I’humain par la borréliose de Lyme.

1. Etat de art

L’¢tat de I’art concernant 1’utilisation de la faune sauvage comme indicateur pour étudier et
surveiller la circulation d’agents pathogénes a risque pour I’humain reste particuliérement sous-
exploré. Bien qu’il existe diverses publications décrivant les tiques et leurs vecteurs, les
recherches portant spécifiquement sur I’emploi de la faune sauvage comme marqueur d’un
risque sanitaire demeurent nettement plus rares. Ce champ de recherche est encore trés récent
autour de la maladie de Lyme, qui jusqu’a récemment état mal comprise et peu reconnue par le
systéme de santé.

La complexité de cette maladie réside dans la difficulté de son diagnostic car elle se
manifeste par une diversit¢ de symptomes qui peuvent étre confondus avec ceux d'autres
pathologies, et qui varient d'un patient a l'autre. Sur-diagnostiquée pour une part des médecins,
sous-diagnostiquée pour une autre, cela alimente une controverse persistante, contribuant a
I’aspect ambigu et méconnue de la maladie. Par exemple, la borréliose de Lyme est parfois
considérée comme une maladie infectieuse aisément diagnostiquée et traitée, tandis que
d’autres la voient comme une maladie chronique lourdement invalidante (Massart, cité dans
Puppo et Préau, 2019).

Notre étude s’inscrit dans ce contexte, soulevant de nombreuses questions et mettant en
lumiere des zones d’ombre qui n’ont jusqu’a présent été pleinement explorées. En conséquence,
les résultats obtenus nécessitent une interprétation prudente et nuancée.

2. Limites du projet

2.1. Participation des départements

Tous les départements n’ont pas répondu favorablement a notre demande de participation
au projet pour estimer la séroprévalence des chevreuils, soit en raison du faible nombre de
sérums prélevés par an, soit parce qu’ils n’ont pas répondu favorablement a notre demande.
Ensuite, parmi les trois départements sélectionnés, deux représentent des cas extrémes : la
Creuse, qui est le deuxiéme département le moins peuplé de France et un véritable désert
médical, et le Nord, département le plus peuplé de France. Cette disparité complique
I’interprétation des résultats. Enfin, nous ne disposons pas d’un département témoin
relativement peu favorables a I'implantation d’/. ricinus, et donc de I’infection possible par
Bbsl, comme I’Hérault (Annexe 1.), pour comparer les résultats avec nos autres départements.

2.2. ADN dégradé extrait des tiques

La qualité des tiques peut expliquer la trés faible quantité d’ADN retrouvé par PCR
microfluidique. Cela peut étre di aux congélations et décongélations successives qui ont eu lieu
depuis leur collecte (2019-2022) jusqu’a leur manipulation pour cette étude, les rendant
particulierement desséchées. Le broyage a également pu contribuer au probléme de faible
quantité d’ADN. En effet, les tubes contenant les nymphes a broyer n’étaient pas adaptés par
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rapport au protocole en place (apparition de fissures lors de 1’utilisation de Precellys). Le
protocole a donc été ajusté et optimisé afin d’obtenir un broyat aussi homogeéne que possible et
ainsi maximiser la quantit¢ d’ADN récupérée. Toutefois, cette optimisation pourrait ne pas
avoir été entierement suffisante. Pour de futures études, il est donc recommandé d’identifier
rapidement les tiques fraichement collectées et de réaliser I’extraction d’ADN en suivant.

3. Les populations de chevreuils, un indicateur du risque ?

3.1. Abondance relative des populations de chevreuils

3.1.1. En fonction du nombre de signalement de piqlres humaines
D’apres les résultats obtenus, I’évolution des populations de chevreuils ne semble pas avoir
d’incidence sur le nombre de signalements de piqires de tiques dans les trois départements
analysés. Plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées pour expliquer ces résultats :

e Densité des chevreuils : des ¢tudes expérimentales ont démontré que la densité de
chevreuils influe positivement sur la présence des tiques dans I’environnement
(Ginsberg et al., 2004 ; Agoulon et al., 2015). Par exemple, ’utilisation d’enclos a
permis de bloquer 1’accés des chevreuils a certaines zones, 1’abondance des tiques s’y
révélant alors plus faible. En conséquence, plus les tiques sont nombreuses dans
I’environnement, plus le risque de piqares chez les humains augmente. Dans notre
¢tude, nous n’avons pas cette corrélation. Il est possible qu’a I’échelle du département,
les densités de chevreuils sont lissées et ne permettent pas d’avoir suffisamment de
variabilité au sein de ces populations.

e Densité faunistique : d’autres hotes, tels que les rongeurs, pourraient également
influencer le nombre de tiques dans 1’environnement et, par conséquent, le nombre de
signalements de piqlres chez I’humain. En effet, une ¢tude montre que la densité de
tiques est dépendante de la glandée de I’année n-2, qui influe sur la densité de rongeurs
(Perez et al., 2020).

o Autres facteurs d’influence : les signalements de piqlres de tiques peuvent étre
davantage liés a des facteurs comportementaux humains (temps pass€¢ a I’extérieur,
pratiques de protection contre les tiques, sensibilisation au risque de piqires) ou a des
facteurs environnementaux (climat, végétation), qu’a 1’évolution des populations de
tiques amenées par les chevreuils. Concernant les facteurs environnementaux, des
¢tudes ont montré I’existence d’une saisonnalit¢ dans les piqires de tiques, avec un
nombre accru de piqires chez les humains en ét¢ (Kurtenbach et al., 2006 et Agoulon
et al., 2015). Diverses publications explorent également 1’utilité de facteurs climatiques,
tels que la température moyenne quotidienne ou le point de rosé, comme indicateur du
risque de piqire (Hilami et al., 2024). Pour les facteurs comportementaux, toutes les
piqlires ne sont pas systématiquement signalées par les personnes affectées, soit parce
qu’elles ne jugent pas nécessaire de le faire, soit parce qu’elles ne réalisent pas qu’elles
ont été piquées ou bien car elles ne connaissent pas les dispositifs mis en place pour le
faire (application Signalement TIQUE, par exemple). De plus, la sensibilisation du
grand public au risque de piqlres et la conscience des symptomes qui y sont associés
doit encore étre renforcée. Bien qu’en hausse par rapport a 2016, encore 21% de la
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population frangaise déclarait en 2019 n’avoir jamais entendu parler de cette maladie®’,
selon Santé Publique France. On peut donc supposer que ceux qui ignorent 1’existence
de la borréliose de Lyme sont également peu informés sur le probléme des piqtires de
tiques.

e Méthode de mesure des populations: 1’abondance relative des populations de
chevreuils a été estimée en s’appuyant sur les plans de chasse transmis par les FDC. Le
nombre de réalisations a été utilis¢ comme approximation de 1’évolution de I’abondance
relative des populations de chevreuils. Bien que cette méthode ne soit pas validée
scientifiquement, elle est souvent la seule donnée disponible en France pour évaluer
I’abondance des populations du chevreuil (Dutraive, 2019). Actuellement, plusieurs
méthodes de suivi existent concernant cette espece : les comptages nocturnes dans les
milieux ouverts, 1I’Indice Kilométrique d’ Abondance (IKA) pédestres dans les milieux
forestiers, le suivi des réalisations des plans de chasse (carnet de battue, poids des
chevrillards et animaux prélevés a la chasse, etc.) ou encore le suivi des dégats'®. La
méthode choisie pour cette étude n’est peut-étre pas la plus fiable pour déterminer
1I’évolution des populations de chevreuils.

En conclusion, la méthode utilisée pour estimer 1’abondance relative des populations de
chevreuil ainsi que la sous-déclaration potentielle des piqtires de tiques pourraient masquer une
relation potentielle entre 1’abondance des chevreuils et les signalements de piqlres de tiques
chez les humains. Ces hypothéses mériteraient d’étre explorées plus en profondeur pour mieux
comprendre les dynamiques en jeu et identifier les facteurs qui influencent réellement le risque
de piqires de tiques humaines dans ces zones d’études. Dans 1’hypothese que les personnes
piquées soient mieux sensibilisées au risque de piqlres et les signalent davantage, travailler a
plus petite échelle (communale, par exemple) pourrait offrir une plus forte variabilité des
populations de chevreuils et ainsi, permettrait la comparaison avec les signalements de piqres.

3.1.2. En fonction du taux d’incidence humaine au niveau régional

Les résultats obtenus suggerent que 1’évolution des populations de chevreuils du Jura
influence le taux d’incidence humaine de la Franche-Comté. Cependant, il convient te traiter
cette conclusion avec prudence. En effet, si nous avions eu les données nécessaires a 1’échelle
départementale, peut-étre que les comparaisons aurait été différentes pour le Jura mais
également pour la Creuse ou le Nord. De la méme maniere, des données sur une période plus
longue aurait permis d’avoir un recul intéressant sur ces évolutions.

4. Les tiques des chevreuils, un indicateur pertinent ?

4.1. Broyage et extraction d’ADN extrait des tiques

Parmi les 47 agents pathogénes recherchés dans I’ADN extrait des nymphes, seules R.
helvetica (13,68%) et R. felis (0,70%) ont été¢ confirmée par séquengage. D’apres la littérature,
R. helvetica figure parmi les especes les plus fréquemment détectées, aux cotés d’Anaplasma
phagocytophilum, dans les tiques prélevées sur les chevreuils (Lejal et al., 2019). Les rongeurs
sont principalement identifiés comme réservoirs de cette bactérie, bien que les cervidés, dont le

I https://www.santepubliquefirance.fi/les-actualites/2023/borreliose-de-lyme-et-prevention-des-piqures-de-
tiques-ou-en-est-on-en-france
8 https.//www.nord.gouv. fi/contenu/telechargement/15965/98566/file/Sch%E9ma_59 _gestion_cynegetique.pdf
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role reste a confirmer, soient également suspectés. Comme pour Bbsl, il se pourrait que le
chevreuil ne joue pas un rdle dans le cycle de vie de R. helvetica. (Overzier et al., 2013 ; Boyard,
2014 ; Perez et al., 2020). Toutefois, de récentes études se sont intéressées a 1’utilisation du
chevreuil comme indicateur potentiel pour mieux comprendre la circulation de cet agent
infectieux a travers la détection des anticorps spécifiques contre cette bactérie (Barradas et al.,
2024). D’autant plus que R. helvetica a été détectée dans les tiques ayant piqué des humains.
Cela peut suggérer un risque de transmission de la bactérie des tiques parasitant les chevreuils
vers I’étre humain, ce qui souléve une problématique de santé publique.

Au regard des analyses statistiques, la charge en tiques des chevreuils n’a pas d’influence
significative sur la présence de R. helvetica. Cette observation suggere que le chevreuil n’est
probablement pas réservoir pour cette bactérie, d’autres hotes que le chevreuil pourraient jouer
un réle plus important dans sa transmission. Par ailleurs, aucun lien significatif n’a été trouvé
entre le niveau d’engorgement des nymphes et la présence de R. helvetica. Cela pourrait étre
attribué a une transmission principalement trans-ovarienne suspectée chez /. ricinus, comme le
suggere une prévalence similaire dans les trois stases de la tique (Sprong, cité dans Perez et al,
2020). Cette observation renforce 1’idée que le chevreuil ne serait pas un réservoir pour R.
helvetica. De ce fait, la tique qui effectue son repas de sang sur le cervidé n’acquerrait donc pas
la bactérie. On peut supputer que le systéme immunitaire du chevreuil affecter R. helvetica de
maniére similaire a ce qu’on observe avec Bbsl.

En ce qui concerne Bbs/, aucune séquence ADN n’a été détectée dans les échantillons, qu’ils
s’agissent de nymphes gorgées ou non gorgées. Il est toutefois difficile de croire que ces
¢chantillons en soient totalement indemnes, d’autant plus que les sérums des mémes chevreuils
avaient montré une séroprévalence d’environ 49% pour Bbs/ (Ollivier, 2023). Cette absence de
détection peut donc s’expliquer par la tres faible quantité d’ ADN présente dans les échantillons.

5. L’approche sérologique, pertinence de I’indicateur du risque

5.1. Sérotheéque et test ELISA

De fagon surprenante, les tests ELISA ont révélé une séroprévalence moyenne de Bbs/ chez
les chevreuils du Nord qui est presque 1,6 fois plus élevée que celle de la Creuse et pres de trois
fois supérieure a celle observée dans le Jura. Cela va a I’encontre des attentes que nous avions,
¢tant donné la superficie forestiere de ces départements. En effet, d’apres la littérature,
chevreuils et tiques préferent les zones boisées mixtes dominées par les feuillus (Gilot et al.,
1994). Or, le Nord est le département avec la plus faible superficie foresticres (Tableau 2.).

. Séroprévalence moyenne Superficie forestiére Part des feuillus
Département (%) (%) (%)
Creuse 45,2 28,7 70
Jura 25,6 49,2 70
Nord 72,5 10,9 93

Tableau 5. Part des séroprévalences de Bbsl chez les chevreuils et superficie forestiére des départements étudiés™®

1 https://draaf.-bourgogne-franche-comte.agriculture.gouv.fi/IMG/pdf/Presentation_de la_foret _cleSbc5d9.pdf
; https://inventaire-forestier.ign.fi/IMG/pdt/IFN_Publi 2010 _Nord-PDC.pdf ; https.//inventaire-
forestierign.fr/IMG/pdf/Tome_E.pdf

36


https://draaf.bourgogne-franche-comte.agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/Presentation_de_la_foret_cle8bc5d9.pdf
https://inventaire-forestier.ign.fr/IMG/pdf/IFN_Publi_2010_Nord-PDC.pdf
https://inventaire-forestier.ign.fr/IMG/pdf/Tome_E.pdf
https://inventaire-forestier.ign.fr/IMG/pdf/Tome_E.pdf

Cette forte séroprévalence pourrait étre attribuée au climat océanique du Nord, qui favorise
la prolifération des tiques. Ce climat se caractérise par des hivers doux et pluvieux ainsi que des
étés frais, créant des conditions propices a la survie d’L ricinus tout au long de I’année. En
hiver, les tiques peuvent éviter la diapause, et I’humidité relative durant I’été aide a supporter
les températures plus élevées. De plus, les chevreuils dont les sérums ont été analysées ont été
principalement chassés durant I’hiver. Finalement, les tiques du Nord sont peut-&tre plus actives
en hiver que celles de la Creuse sur la méme saison, ce qui pourrait expliquer la variation de la
séroprévalence moyenne entre les différents départements étudiés.

En outre, le paysage du Nord, compos¢ majoritairement de dunes, de zones humides et de
plaines agricoles parsemées de petits bocages, ne correspond pas aux habitats forestiers
privilégiés par les chevreuils (zones de transition ou alternent espaces boisés et ouverts).
Toutefois, les facultés d’adaptation des chevreuils leur permet d’exploiter divers milieux, y
compris ceux présents dans le Nord, ou leur domaine vital peut inclure jusqu’a 60% de plaines
agricoles?®. Enfin, méme si la superficie forestiére du Nord est réduite, elle se compose trés
majoritairement de feuillus??, habitat propice a la prolifération des tiques.

Une autre hypothese pourrait étre la forte fragmentation des habitats naturels dans le Nord,
ce qui pourrait concentrer les interactions entre chevreuils, tiques et hotes réservoirs (tels que
les rongeurs), augmentant ainsi la transmission de Bbs/. La combinaison de ces facteurs pourrait
expliquer la forte séroprévalence de Bbs/ des chevreuils du Nord.

L’interprétation des résultats doit également tenir compte des différents réactifs mis a
disposition, de la sensibilité des kits et de la répétabilité des manipulations. Les différents
¢léments a considérer sont répertoriés et détaillés dans le Tableau 5. ci-dessous :

Point
(,1”a chopPement et Commentaire
élément a prendre
en compte
Les plaques ELISA n’ont pas toutes utilis¢ le méme conjugué
enzymatique. En effet, apres avoir testé les sérums du Jura, les faibles
prévalences obtenues (< 30%) ont été attribuées a la qualité du
conjugué, probablement affectée par les congélations et
décongélations répétées, I’échantillon étant particulierement sensible a
ces variations de températures.
Conjugué
enzymatique Nous avons dii en commander de nouveaux en veillant a respecter
strictement la chaine du froid puis avons décidé de les conserver au
réfrigérateur plutdt qu’au congélateur. Finalement, les sérums du Jura
ont ét¢ réanalysés avec ces nouveaux conjugués : la séroprévalence
moyenne étant similaire, aucun probléme n’a été constaté sur les
conjugués enzymatiques utilisés.

. Les échantillons standards A, B et C mis a disposition, et dont les
Echantillons . fr aits g e es Y e
standards valeurs de DO étaient connues, qnt éte ut111§es initialement pour gtabhr

une gamme étalon de concentration en anticorps supposée linéaire.

2 https.//www.nord.gouv.fi/contenu/telechargement/15965/98566/file/Sch%E9ma_59 gestion_cynegetique.pdf
2 https.//inventaire-forestier.ign.fi/IMG/pdf/PubDep/59-nord/ifn_59 3 _nord_2000.pdf
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Cependant, les concentrations obtenues se sont révélées non
linéaires et peu répétables d’une plaque a ’autre. Nous avons donc
opté pour I’utilisation d’échantillons de sang sur buvards dont les
valeurs de DO étaient connues et provenant de la thése d’Ollivier, pour
constituer notre propre gamme étalon.

Exemple d’échantillons de sang sur buvard choisis :

A’=0,705
B’=1.038
C=2.799

Apres avoir utilis¢é des échantillons de sang sur buvard pour
construire notre gamme étalon linéaire croissante, nous avons eu a
deux reprises des valeurs de DO incohérentes. Par exemple :

Répétabilité DO connues : DO observées :

>=0,705 ’=3,121

B’=1.038 B’=1,504

C=2.799 C’=3,305
Lors de la nouvelle analyse des sérums du Jura, les prévalences
observées sont restées similaires. Une des hypothéses avancées était
que la dilution au 101°™ était peut-étre trop forte, ce qui pourrait

expliquer ces résultats.
e La dilution a donc ¢été réadaptée et les sérums de la Creuse et du
Dilution

Nord ont été utilisés purs. Etant donné les trop faibles quantités
restantes de sérums du Jura, nous n’avons pas pu tester ces échantillons
sans dilution. Toutefois, quelques barrettes d’une plaque ELISA a servi
a tester une dilution au 2 et sans dilution sur des échantillons de la
Creuse : les valeurs de DO ¢étaient trés similaires. Pour simplifier les
manipulations et gagner du temps, les sérums ont donc été utilisés purs.

Au vu du temps imparti, deux des trois plaques du Nord ont été
Manipulateur | faites par une des techniciennes du LDV88, ce qui peut créer un biais

de manipulation.
Tableau 6. Interprétation de [’analyse sérologique

De ce fait, les différentes plaques ELISA n’ont pas été réalisées dans des conditions
expérimentales totalement identiques : ’ajustement des dilutions, les variations dans les
¢chantillons standard ou les différents conjugués enzymatiques utilisés sont d’autant de facteurs
qui doivent €tre pris en compte et expliquent les variabilités inter-plaques potentielles.

5.2. Comparaison avec taux d’incidence humaine, comparabilité des
échelles et année « exceptionnelle »

La corrélation négative entre la séroprévalence des chevreuils du Jura et le taux d’incidence
humaine en Franche-Comt¢ est a la fois surprenante et inattendue. Nous nous attendions plutot
a une corrélation positive ou a I’absence de corrélation. Au regard de I’écologie des tiques et de
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la diversité de leurs hotes, I’hypothése avancée pour interpréter cette corrélation est celle de
I’effet dilution des chevreuils. De maniére générale, plus il y a d’especes animales différentes
et avec des propriétés de réservoirs spécifiques vis-a-vis d’un agent pathogene, plus celui-ci se
trouve dilué parmi les hotes vertébrés présents. Aux Etats-Unis, plusieurs études ont montré
qu’une plus grande richesse d’espéces est associée a une plus faible circulation de Bbs/ dans
I’environnement (Ostfeld et Keesing, et Linske, cités dans Cosson, 2019).

En ce qui concerne les chevreuils, cette hypothése repose sur le fait que les tiques vont se
nourrir sur des hodtes non compétents, qui ne transmettent donc pas Bbs/. Ainsi, une
augmentation du nombre de chevreuil entraine une hausse du nombre de tiques se nourrissant
de ces hotes, réduisant la probabilité d’acquisition de Bbs/. En d'autres termes, dans des années
ou la population de tiques est faible, elles se concentrent sur un nombre limité¢ d'hotes,
augmentant ainsi la probabilité de transmission de Bbsl. En revanche, lorsque la population de
tiques est ¢levée, la diversité des hotes augmente également, entrainant une répartition plus
large des piqlres de tiques. Plus il y a de chevreuils, plus les tiques se nourrissent sur eux, ce
qui dilue la transmission de I’agent pathogéne, les chevreuils n’étant pas des hotes compétents
pour Bbsl. Cela pourrait expliquer pourquoi une augmentation du nombre de chevreuils, bien
qu'accompagnée d une augmentation de la population de tiques, peut paradoxalement conduire
a une diminution de la prévalence de Bbs/ chez les tiques. Cette dynamique souligne
l'importance des interactions complexes entre les populations d'hotes et de vecteurs dans la
transmission des maladies infectieuses.

Néanmoins, I’effet de dilution reste un sujet de débat au sein de la communauté scientifique.
Une étude récente suggere que cet effet serait en réalité trés peu perceptible en Europe (Ruyts,
cité dans Cosson, 2019). Notre analyse doit donc étre considérée avec précaution, d’autant plus
que les variables « séroprévalence » et « incidence » sont difficilement comparables. En effet,
les sérums testés sont analysés a une échelle départementale, tandis que les taux d’incidence
humaine sont traités a 1’échelle des anciennes régions. Comparer des variables ayant des
¢chelles géographiques différentes peut s’avérer délicat, cela peut introduire des biais
d’interprétation. Les dynamiques locales de transmission de Bbs/ peuvent varier
considérablement d’un département a I’autre, ce qui n’est pas nécessairement reflété au niveau
régional. De plus, I’agrégation des données a une échelle plus large peut masquer des variations
locales importantes, rendant difficile 1’établissement de corrélations précises entre les deux
variables.

A titre d’exemple, le taux d’incidence humaine de la maladie de Lyme repose sur la
participation des médecins généralistes au réseau Sentinelles. Dans le cas de la Creuse, zone
géographique considérée comme médicalement déserte, seulement un a deux médecins ont
recensé les cas de Lyme entre 2017 et 2021 et aucun médecin n’a pris le relais par la suite. Cette
faible participation rend les données moins représentatives de la réalité¢ épidémiologique du
département, et plus largement de la région. Lorsque le nombre de médecins participants est
limité, le calcul du taux d’incidence est fortement biaisé car il dépend de la vigilance et de
I’effort d’investissement de ces quelques praticiens. Les cas de Lyme pourraient donc €tre sous-
estimés, influencant ainsi la précision des taux d’incidence rapportés. Et en 1’absence de
données robustes et représentatives, les tendances observées a une échelle locale ne peuvent
pas toujours étre généralisées ou comparées a une autre, ce qui complique I’analyse et
I’interprétation des résultats. Il est donc indispensable de tenir compte de ces différences
d’échelles pour éviter de tirer des conclusions hatives ou inexactes. De plus, il faut garder a
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I’esprit que la borréliose de Lyme n’est pas une maladie a déclaration obligatoire, ce qui signifie
que les chiffres estimés sont probablement bien en deca de la réalité. A titre d’exemple,
lorsqu’elle est devenue une maladie a déclaration obligatoire au Canada, le nombre de cas
humains signalés est passé de 144 cas en 2009 a plus de 2 800 cas en 2021 (Tapsoba, 2023).
On peut supposer la méme évolution en France métropolitaine.

De plus, la participation des départements rend la généralisation d’une tendance encore plus
difficile a proposer. Tout d’abord car peu de départements ont souhaité et/ou pu participer a
I’étude, soit en raison du faible nombre de sérums prélevés par an, soit parce qu’ils n’ont pas
répondu favorablement a notre demande. Ensuite, parmi les trois départements sélectionnés,
deux représentent des cas extrémes : la Creuse, qui est le deuxiéme département le moins peuplé
de France et un véritable désert médical, et le Nord, département le plus peuplé de France. Cette
disparit¢ complique D’interprétation des résultats. Enfin, nous ne disposons pas d’un
département témoin relativement peu favorables a I’implantation d’/. ricinus, comme 1’Hérault
(Annexe 1.), pour comparer les résultats avec nos autres départements.

Enfin, ’année 2020, marquée par la pandémie de Covid-19 rend difficile I’interprétation de
ce genre d’analyses, en raison des comportements exceptionnels adoptés par la population
francaise. En effet, durant cette période, les confinements ont profondément modifié¢ les
habitudes quotidiennes des gens. Ces derniers se sont mis a davantage sortir dans la nature
durant les créneaux de sortie quotidienne. Parallélement a ces sorties, les populations ont
davantage pris le temps de renseigner leurs piqires de tiques grace a I’application Signalement
TIQUE créée par CiTIQUE. Par exemple, de 2017 a 2023, le nombre de signalements dans le
Nord est de 37 piqlires en moyenne alors qu’il en est recensé 110 en 2020, soit presque trois
fois plus. A cela s’ajoute un autre effet : le nombre de cas diagnostiqués pour la borréliose de
Lyme durant I’année 2020. Pour la Creuse et le Nord, un pic est largement visible concernant
I’incidence humaine. Cette tendance peut s’expliquer par 1’augmentation du nombre de
personnes venues consulter un médecin sur cette période, pensant avoir le Covid. Lorsque les
patients testés étaient négatifs au Covid, d’autres analyses ont dii étre proposées pour trouver la
cause des maux. De ce fait, davantage de personnes ont été diagnostiquées positives pour Lyme,
augmentant conjointement les taux d’incidence pour Bbsl. Cela va en faveur de I’hypothése
comme quoi la maladie est sous-estimée au sein des populations. Cette année « exceptionnelle »
pourrait constituer une anomalie dans les analyses épidémiologiques, nécessitant une prudence
accrue lors de la comparaison avec d’autres années.

Pour toutes ces raisons, on ne peut donc pas confirmer 1’existence réelle d’un lien entre
I’incidence humaine et la séroprévalence des chevreuils pour Bbsl.

5.3. Comparaison de la séroprévalence des chevreuils et de leur
abondance relative

L’abondance relative des populations de chevreuils ne semble pas influencer leur
séroprévalence pour Bbsl. Nous nous attendions a avoir une corrélation négative entre les deux
variables, ce qui aurait été en faveur de I’hypothese « effet dilution » mentionnée dans la section
précédente. La méthode de mesure de 1’abondance relative des chevreuils pourrait masquer une
relation potentielle entre ces deux variables.
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6. Résumé des réponses aux questions de recherche

QUESTION DE
NUMERO RECHERCHE RESUME REPONSES
Comment varie 1’infestation NON
1 par les tiques chez les chevreuils Pas de lien entre le pourcentage de forét
selon leur domaine vital ? et la charge en tiques des chevreuils.
Y a-t-il une corrélation au fil
du temps entre 1’évolution des
. . NON
populations de chevreuils et les L . ,
2 . . Aucune relation significative constatée
piqtires de tiques chez les .
. AN entre les deux variables
humains ? Et si oui, a quelle
échelle géographique ?
Y a-t-il une corrélation entre OUI (pour le Jura)
3 I’abondance des chevreuils et Plus I’abondance relative des chevreuils
I’incidence humaine de la est élevée et plus le taux d’incidence humaine
borréliose de Lyme ? augmente pour le Jura/Franche-Comté
Est-ce que les agents
pgthogenes retrouv.es dans les OUI (pour R. helvetica)
4 tiques des chevreuils sont les f .
A . (Résultats peu exploitables)
mémes que ceux retrouvés dans
les tiques piqueuses d’humain ?
Y a-t-il une différence de
portage bactérien entre les tiques
5 gorgées et celles qui ne le sont NON
. . (Résultat uniquement sur R. helvetica)
pas ? Voire entre niveaux
d’engorgement ?
Dans un département donné,
est-cs: que la seroprevalencg de la OUI (pour Ie Jura)
6 borréliose chez les chevreuils est e .
14 e Corrélation négative
corrélée au taux d’incidence
annuel humaine ?
L’évolution des populations NON
7 de chevreuils influence-t-elle la La variable « abondance relative »

séroprévalence de la borréliose de
Lyme chez ces cervidés ?

n’explique pas la variation de la variable
« séroprévalence ».

Tableau 7. Réponses résumées aux hypothéses par question de recherche
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CONCLUSION

Pour conclure, les résultats obtenus a travers les différentes approches descriptives,
moléculaires et sérologiques de cette étude nous apportent un éclairage sur I’influence de
I’environnement dans lequel évoluent les chevreuils. Contrairement a ce que suggere la
littérature, il ne semble pas y avoir de lien entre la charge en tiques des chevreuils et la
proportion de foréts mixtes dominées par des feuillus dans leur domaine vital, bien que ces
zones soient associées a une plus forte densité de tiques. En ce qui concerne les populations
de chevreuils : nos analyses n’ont pas révélé de relation claire avec le nombre de signalements
de piqtires de tiques chez I’humain, ni avec la séroprévalence de la borréliose de Lyme chez ces
cervidés. L’utilisation des tiques comme indicateur du risque nous a permis d’identifier un
agent pathogéne commun aux cervidés et aux humains : R. helvetica. En revanche, la
comparaison entre nymphes gorgées et nymphes non gorgées n’a montré aucune différence
quant a la présence de cette bactérie. Par ailleurs, la séroprévalence pour Bbs/ des sérums de
chevreuils du Jura, comparée au nombre de cas humain en Franche-Comté, a révélé une
corrélation négative.

Ces résultats ne permettent pas de confirmer que le chevreuil posséde des indicateurs
fiables et pertinents pour étudier et surveiller la circulation des agents pathogenes transmis par
les tiques, notamment pour Bbs/. Cette question reste trés peu explorée dans la littérature, et
I’utilisation du chevreuil comme indicateur du risque de borréliose de Lyme souléve finalement
plus d’interrogations que de certitudes.

Toutefois, ce travail a permis de pointer du doigt les éléments cruciaux a considérer pour
de futures recherches : I’abondance des populations de chevreuils en lien avec les signalements
de piqlres de tiques chez ’humain, 1’évolution des séroprévalences des chevreuils pour Bbs/
comparée a celle des cas humains, ou encore la détection d’agents pathogenes similaires entre
les tiques parasitant les chevreuils et les tiques chez I’humain. Les limites de cette étude ont
¢galement €té mises en évidence et permettent de proposer une investigation plus poussée
autour de perspectives qui tiennent compte de la complexité de la relation chevreuils-tiques-
humains. En effet, la stratégie de surveillance qui semble la plus intéressante a I’issue de cette
étude serait de reproduire toutes les informations a grande échelle, au niveau des régions. Ainsi,
la comparaison de I’incidence humaine de la borréliose de Lyme et de la séroprévalence des
chevreuils pourra étre plus facile a effectuer et permettra de vérifier si la corrélation entre les
deux variables reste négative, par exemple. Au niveau de R. helvetica, de nombreuses zones
d’ombres sont révélées, notamment vis-a-vis de ses hotes réservoirs. Le chevreuil n’est pour
I’instant que suspecté. Nos analyses suggerent qu’il aurait probablement le méme profil que
pour Bbsl : il ne serait donc pas réservoir de 1’agent pathogene.

Néanmoins, nous restons convaincus que les animaux sauvages prélevés lors de la
chasse (prélévements biologiques frais et sans contrainte) peuvent fournir des informations
épidémiologiques précieuses pour la prévention de la santé humaine, en raison de la diversité
des milieux qu’ils fréquentent. De plus, cette approche favorise la recherche participative en
impliquant une partie importante de la population. Ce type de recherche rentre parfaitement
dans le cadre du concept « One Health » qui met en jeu les santés animale, environnementale
et humaine. Il serait donc intéressant de partir des données descriptives de la thése d’Ollivier et
d’utiliser cette étude pour orienter au mieux ce type d'investigation a grande échelle, tout en
favorisant la recherche participative. Par exemple, il serait envisageable de déterminer la
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persistance des anticorps dirigés contre R. helvetica et de vérifier s’ils sont détectables dans les
sérums de chevreuils. De plus, les échantillons de sérums de chevreuils pourraient finir par étre
utilisés a court terme pour des actions de prévention et de sensibilisation autour de la maladie
de Lyme, du fait de la faible persistance des anticorps.

Enfin, d’autres agents pathogeénes zoonotiques pourraient faire 1’objet d’une recherche
plus approfondie afin de prévenir I’émergence ou la réémergence de zoonoses chez
I'humain. Dans cette étude, 1’obtention des échantillons a été difficile : les données et les
prélévements disponibles n’ont pas été réalisés dans 1’optique de répondre a la problématique
du stage, amenant ainsi plusieurs biais qui compliquent nos interprétations. De ce fait, il serait
intéressant, voire nécessaire, de développer des programmes spécifiques de collectes de
données et d’échantillons, en collaboration avec différents acteurs afin de croiser les disciplines
et les expertises de chacun.
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ANNEXES

Ixodes ricinus
Habitat suitability map
HSI score
N 10.73 - 1.00]
0 10.65 - 0.73]
~ 10.30-0.65]
I (0.00 - 0.30]
Missing data
al the municipal scale
7//, Roe deer ,&
N Wild boar N
Regional border in white 0 50100 200

Departmental border in blue e Km Z50,, HERE. Garmin, FAO, NOAA, USGS

Annexe 1. Carte de score des habitats favorables a la tique Ixodes ricinus en France

métropolitaine (Lebert et al., 2022)
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Protocole

Extraction ADN de tique
Kit Macherey-Nagel (Nucleospin DNA Insect)
complété par Tous Chercheurs

Tous Chercheurs a apporté les compléments « hygiéne et sécurité » nécessaires a la
manipulation au laboratoire et quelques suggestions /précisions pour certains points
du protocole. L'ensemble est a relire et compléter si nécessaire par ELIZ

1. Objet et domaine d’application

Protocole décrivant les étapes a suivre pour effectuer une extraction d'ADN de tique
grdce au kit Macherey-Nagel (Nucleospin DNA Insect)

2. Documents de référence
Notice utilisation du Kit Macherey-Nagel (Nucleospin DNA Insect)

3. Matériels et réactifs

Matériel

Consommables

Réactifs

Pipettes automatiques

Microtubes 1,5ml
(A fournir)

Ethanol 96-100% (A fournir)
ATTENTION ! Inflammable / Iritant

O&

Centrifugeuse 4 ; Lysis Buffer MG (KIT)
microtubes Cénes (A foumir) DANGER Corrosif / Toxique / Iritant @
Colonnes Nucleospin [ Wash Buffer BW (KIT)
Vortex .
/ Imitant

Tissue (KIT)

ATTENTION! Inflammable / Toxique

Ribolyseur de type
« Precellys 24 »

Tubes 2ml (KIT)

Wash Buffer B5 (concentré) (KIT)

Portoirs

Parafilm (A fournir)

Elution Buffer BE (KIT)

Boite plastique
(transport échantillons)

Protéinase K liquide (KIT)
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Protocole
Extraction ADN de tique
Kit Macherey-Nagel (Nucleospin DNA Insect)
complété par Tous Chercheurs

4. Mode opératoire

plastique.

paillasse.

passer de I'autre c6té du banc représentant la limite du sas.

Se laver les mains selon le protocole affiché.

Se rendre au congélateur 1 a I'étage pour récupérer les tubes contenant les
tiques, les transporter jusqu’'au laboratoire 9 sur un portoir dans une boite en

Entrer dans le SAS du laboratoire, poser la boite avec les échantillons sur la

Se vétir d'une sur-blouse et enfiler une paire de sur-chaussures au moment de

> Mettre enroute le PSM (Cf. Fiche d'instruction d'utilisation n® XXXXX) et y déposer la boite
d'échantillons.

Tous les déchets générés durant la manipulation seront a jeter, selon leur
I catégorie, dans les poubelles déchets biologiques infectieux, déchets solides
s ou liquides prévues a cet effet et évacuer selon la réglementation.

Les lames de scalpel doivent étre jetées dans des poubelles spécifiques.

4.1. Préparation des réactifs

> Sous sorbonne et avec des gants, préparer les aliquots de réactifs et la dilution du
tampon B5 dans I'éthanol 96%, en fonction du nombre d'échantillons

4.2. Préparation des échantillons

I Toutes les étapes ultérieures se dérouleront Sous PSM Il (Cf. Fiche d'instruction
e d'utilisation du PSM 1l) et avec des gants.

> Laver les tiques 1 fois a I'éthanol 70% puis deux fois a I'eau distillée dans des tubes
Eppendorf 1,5ml.

» Sécher les tiques sur un papier absorbant.

» Placer chaque tigue dans un micro-tube contenant des billes (fournit par le kit) et
I'identifier.

» Ajouter 100ul de tampon BE dans ces tubes, les parafilmer et procéder au broyage gréce
au Precellys 24 (programme 3)

» Centrifuger 30s / 11 000g

! Porter des lunettes de protection pour I'étape de broyage.

Page 2 sur4
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Protocole
Extraction ADN de tique
Kit Macherey-Nagel (Nucleospin DNA Insect)
complété par Tous Chercheurs

4.3. Lyse des échantillons

Sous PSM |l et avec des gants.

Ajouter 40ul de tampon MG + 10ul de Protéinase K liquide dans chaque échantillon et
parafilmer.

Vortexer.

Centrifuger 30 secondes & 11000g

A partir de cette étape, la manipulation peut se faire sur paillasse avec gants.

44. Ajustement des conditions d’accrochage des acides nucléiques sur la colonne

Cette étape nécessite de porter des lunettes de protection (tampon MG corrosif).

v

Y

Dans chaque tube d'échantillon lysé : ajouter 600ul de tampon MG et vortexer.
Centrifuger 30 secondes & 11000g.

4.5. Accrochage de I'ADN sur la colonne

Déposer délicatement 600ul sur la colonne puis centrifuger & 11000 g pendant 30
secondes.
Redéposer si besoin le reste du contenu du tube sur la colonne puis centrifuger de
nouveau a 11 000g pendant 30s
Jeter le sumageant (I"ADN s'est fixé & la colonne de silice).

4.6. Lavages

Premier lavage :

o Déposer 500ul de tampon BW sur la colonne.

o Centrifuger a 11000g pendant 30 secondes et jeter le liquide.
Deuxieme lavage :

o Deéposer 500ul de tampon B5 sur la colonne.

o Centrifuger a 11000g pendant 30 secondes et jeter le liquide.

4.7. Séchage de la membrane de silice

Prendre un tube de collecte propre et sec et y insérer la colonne : Centrifuger & sec la
colonne & 11000g pendant 30 secondes.

Page3sur4d
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Protocole
Extraction ADN de tique
Kit Macherey-Nagel (Nucleospin DNA Insect)
complété par Tous Chercheurs

48. Elution

> Insérerla colonne dans un microtube propre et stérile.

» Déposer 50ul de tampon BE. Bien déposer le liquide au centre de la membrane de silice,
attention de ne pas foucher la membrane.

» Laisserincuber 1 min a température ambiante (permet & la membrane de se réhydrater

et de libérer I'ADN).

Centrifuger 30 secondes a 11000g.

v

4.9. Fin de manipulation

Y

Récupérer les éluats des échantillons, les remettre dans la boite en plastique posée sur
la paillasse pres de |a sortie.

Retirer et jeter ses gants.

Nettoyer les surfaces des paillasses et des appareils utilisés a I'éthanol 70%.

Repasser le sas de sortie, retirer sa blouse et ses sur-chaussures.

Se laver les mains.

Sortir du laboratoire avec les échantillons dans la boite en plastique

Placer les tubes au congélateur n°1e en attendant son utilisation.

YV V V VY

5. Contrdle qualité d’extraction par amplification du géne 18s de tiques

L'objectif est d’avoir un marqueur universel tiques pour s'assurer que I'extraction d’ADN
a bien fonctionné pour toutes les tiques quelle que soient le genre et I'espéce et ainsi
exclure d'éventuels négatifs dus & un échec de I'extraction.

IxodidaP 185 rRNA 908 F, GCTAGAGGIGAAATTCITGG (20)
1031 R, AGAACTAGGGCGGTATCT (18)
936 P. FAM-AAGACGAACTACTGCGAAAGCATT-BHQ1 (24)

Page4suréd

Annexe 3. Protocole d'extraction d'ADN des tiques identifiées avec le Kit Macherey-Nagel (4
pages)
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ELISA Borrelia / Papiers buvards de chevreuils

BORRELIA + VISE |GG ELISA

IBL INTERNATIONAL

ADAPTE POUR LES PLASMA DE CHEVREUILS

Agent(s) infectieux ciblé : Borrelia burgdorferi (garinii, afzelii and senso strictu)

Immunoglobuline(s) ciblée(s) : |

gG

Préparation des échantillons issu de Papier buvard

Remarque : L'élution du papier buvard se fera dans le tampon de dilution (DILBUF) prét a I'emploi présent
dans le kit ELISA. Chaque papier buvard sera élué deux fois. Le premier aliquot sera analysé par ELISA par les
laboratoires Vétérinaires Départementaux et le second aliquot sera envoyé au Centre d’Ecologie Fonctionnelle

et Evolutive & Montpellier pour constitution d’une sérothéque (Voir section Information du document).

Elution du papier buvard :

Placer un carré de 1 cm? de papier buvard imbibé de sang dans un Eppendorf contenant 300ul de tampon
(DILBUF). Agiter durant la nuit a température ambiante (+18°C a +25°C). Centrifuger I'Eppendorf 10 minutes a
2000g et récupérer le surnageant.

Produits Quantité/plaque | Utilité Fournisseur Reference

Agitateur rotatif 3 - Agitation du papier buvard Le Laborantin Ref : 702347

tambour digital*

Ciseaux 1 Pour découper le papier buvard imbibé | - -

DILBUF (kit ELISA IBL) 300uL Tampon de dilution IBL Borrelia + VISE 1gG ELISA -
RE27201

Papier buvard 1 Echantillon . -

Pince a épiler 1 Pour manipulation le papier buvard - -

Lingette 1 Nettoyage des ciseaux et de la pince - -

*Exemple d’agitateur rotatif utilisé pour I'élution des rates

Préparation et conservation des réactifs

Remarque : Tous les réactifs doivent étre amenés a température ambiante (+18°Ca + 25°C), environ 30
minutes avant leur utilisation.

- Puits coatés : Préts a 'emploi. Ouvrir I'emballage protecteur refermable de la microplaque au-dessus
de la fermeture rapide (zip). Ne pas ouvrir tant que la microplaque n’a pas atteint la température
ambiante afin d’éviter toute condensation sur les barrettes individuelles.

- Controles : Prét a'emploi. Les réactifs doivent étre homogénéisés soigneusement avant d’étre utilisés.
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- Conjugué Enzymatique :

ELISA Borrelia / Papiers buvards de chevreuils

o Humain: Prét a I'emploi. Le conjugué doit étre homogénéisé soigneusement avant d’étre

utilisé.

o lapin : Le conjugué doit étre dilué au 1 : 2000 selon le tableau ci-dessous. Le conjugué doit étre
homogénéisé soigneusement avant d’étre utilisé.

Nombre de plaques 1 2 3 4
Volume | 10ml 20ml 30ml 40ml
Solution d’IgG couplé a |a Peroxydase anti-Chevreuil | Sul 10ul 15ul 20ul
Volume de |a solution tampon (Dilbuf) a ajouter 10ml 20ml 30ml 40ml

- Tampon de lavage : Le tampon de lavage est concentré 10x. Si une cristallisation apparait dans le
tampon concentré, chauffer a +37°C et bien mélanger. Diluer la solution concentrée selon le nombre
de plaque (voir ci-dessous).

Nombre de plaques 1 2 3 4
Volume 400ml 600ml| 800ml 1000ml
Solution de lavage concentré (WASHBUF) 40ml 60ml 80ml 100ml
Eau osmosé 360ml 540ml 720ml 900ml

- Solution de substrat : Préte a I'emploi. Refermer le flacon immédiatement aprés utilisation car son
contenu est sensible a la lumiére. La solution de substrat doit étre limpide au moment de son utilisation.

Ne pas l'utiliser si elle est colorée en bleu.

- Solution d’arrét : Préte a I'emploi.

Produits Quantité/plaque | Utilité Fournisseur Reference
Plaque 96 puits du kit ELISA IBL 1 Pour réaliser les étapes de | IBL Borrelia + VISE IgG ELISA - RE27201
I’ELISA
Pots de réactifs du kit ELISA IBL 5 Pour réaliser les étapes de | IBL
I’ELISA
Aliquot de conjugué anti-chevreuil 1(5uL) Pour détection des | KPL KPL04-31-06
anticorps de chevreuil
Plaque de dilution 1k Dilution des échantillons | VWR Nunc 96 MicroWell plate - 732-
standard 2746
Bouteille 50ml - Préparation de la solution | -
de conjugué
Bouteille de 1l - Préparation de la solution | -
tampon de lavage
Eprouvette gradué 1000ml| - Préparation de la solution | -
tampon de lavage
Pipette P10 + cones > 96 cones Dilution des échantillons -
Pipette multi-canaux P300 + cones < 96 cones Etape de lavage -
Pipette P1000 + cOnes > 96 cOnes Différentes étapes -
Plaque 96 puits 1 Incubation -
Porte tubes 2 -
Poubelle de table (Pot plastique) 1 Pour jeter les cones -
Eau osmosé 360 ml

Lot d"échantillons standard

3 échantillons

Comparaison des résultats
entre plaques
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- Nécessité de disposer de :

o Bancs de travail
o Vortex
o Etuve (37°C), Lecteur de Densité Optique Analyseur de micro plaque (TECAN-infinite 300))

Conservation et stabilité : le coffret doit étre conservé entre +2°C et +8°C. Ne congeler que le conjugué
enzymatique a -20°C.

Evacuation des déchets : Les échantillons de chevreuils, les contréles et les barrettes de microplaque incubées
doivent étre manipulées comme déchets infectieux. Tous les réactifs doivent étre éliminés selon les
réglementations officielles en vigueur.

Préparation des échantillons standard

Dilution de I'échantillon : Les échantillons standard sont dilués au 1 :101 dans du tampon échantillon (2ul de
I’échantillon dans 198l de solution de dilution (DILBUF)) dans une microplaque non coatée (VWR).

Comparabilité inter-plaques et seuil de séropositivité

Il faut utiliser un lot d’échantillons standard (de Densités Optiques variées) afin de pouvoir réaliser
ultérieurement des comparaisons entre plaques et séries d’analyses.

Le seuil de séropositivité pourra étre déterminé en utilisant la méthode décrite dans le Garnier et al., 2017
Les codes sont disponibles dans le supplément en ligne.

1 Garnier et al., 2017. Interpreting ELISA analyses from wild animal samples: some recurrent issues and solutions. Functional
Ecology, 31, 2255-2262.

Réalisation du test

Mettre tous les réactifs a température ambiante (21°C + 5°C) avant utilisation. L’étuve doit étre réglée a
37°C. Homogénéiser tous les réactifs avec un vortex.

Inoculation de la plaque (1% Etape) - Déposer 100 pl :
- ducontréle négatif (puits Al et B1)

- du contréle positif (puits C1 et D1)

- des échantillons standard (puits F12 a H12)

- d’éluats de papier buvard dans les puits restants
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Incuber la microplaque paraffinée 60 minutes a 37°C.

Lavage — Vider puis laver les puits 3 x 30 secondes avec 300 pl de tampon de lavage par puits pour chaque
lavage.

Incubation du conjugué — Déposer 100 pl du conjugué enzymatique Humain (anti-IgG humaine couplé a la
peroxydase) dans les puits contréles et 100 ul du conjugué enzymatique Lapin (anti-IgG lapin couplé a la
peroxydase) dans les puits échantillons de la microplague. Incuber la microplaque paraffinée 30 minutes a 37°C.

Lavage — Vider les puits. Laver comme décrit ci-dessus.

Incubation du substrat — Déposer 100ul de la solution du substrat dans chaque puits de la microplaque.
Incuber 30 + 3 min a température ambiante (21°C + 5°C) et protéger de la lumiére directe du soleil.

Réaction d’arrét - Déposer 100ul de la solution d’arrét dans chaque puits de la microplaque dans le méme
ordre et avec la méme cadence que I'étape de distribution de la solution du substrat.

Lecture — La mesure photométrique de I'intensité de coloration doit étre faite a une longueur d’onde de
450 nm dans les 30 minutes qui suivent I'arrét de la réaction. Avant de mesurer, agiter soigneusement la
microplaque pour assurer une bonne homogénéisation de la distribution de la solution. Les résultats sont
ensuite rentrés dans le fichier Excel « résultats sérologie LDV (numéro du département) ».

Informations du document

Auteurs Valentin Ollivier Valentin.ollivier@e-l-i-z.com
Amandine Gamble amandine.gamble @gmail.com
Thierry Boulinier thierry.boulinier@cefe.cnrs.fr
Romain Garnier romain.garnierl @gmail.com
Adresse CEFE CNRS

1919 route de Mende
34293 MONTPELLIER
FRANCE

Annexe 4. Protocole du test ELISA pour la détection de Bbsl dans les sérums de

chevreuils (4 pages)
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