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Caminante, son tus huellas
el camino y nada mas:
caminante, ne hay camino,
se hace camino al andar.

Al andar se hace camino
y al volver la vista atras
se ve la senda que nunca
se ha de volver a pisar.

Caminante no hay camino
sino estelas en la mar...

Antonio Machado
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1. Résumé

1 RESUME

La borréliose de Lyme, zoonose transmise a 'homme via la pigire des tiques infectées par des
spirochétes du complexe Borrelia burgdorferi s, est répandue dans I'hémisphere nord. Son vecteur, la
tique Ixodes ricinus, est largement distribué en Europe. Nous avons étudié la répartition des tiques et
leur infection par Borrelia le long de 3 gradients d’altitude en Suisse occidentale. Nous avons aussi
investigué le role de la faune de nos foréts dans le maintien des populations de tiques et sa

contribution dans la transmission du pathogéne.

Nous avons observé que la densité des tiques en quéte ainsi que leur dynamique saisonniere
variaient géographiquement et annuellement. Des variations sont aussi possibles dans la méme forét
sur deux versants d’une montagne. A Chaumont (Neuchatel), la densité de tiques en quéte est
significativement supérieure sur le versant sud que sur le versant nord. Sur le versant sud, la densité
diminue avec l'altitude alors que sur le versant nord, la densité maximale de tiques est observée au-
dessus de 1000 m. A Salins (Valais), la densité de tiques en quéte augmente avec l'altitude, ce qui
s'explique par des conditions climatiques défavorables aux tiques en basse altitude. Neuchatel se

situe parmi les régions en Suisse occidentale avec la plus grande densité de tiques en quéte.

Notre étude sur le versant sud de Chaumont en 2003-2005 est la suite du travail réalisé par Jouda et
al (2004a) en 1999-2001. L'évolution des conditions climatiques montre une augmentation de la
température en été et en automne durant 2003-2005. Le déficit de saturation, mesure du pouvoir
desséchant de I'air, dépasse le seuil de 10 mmHg pendant de longues périodes en 2003-2005, surtout
a basse altitude, tandis qu'il n’est atteint que ponctuellement en 1999-2001. Ainsi, la densité de tiques
en quéte a augmenté significativement en altitude, notamment a 900 m alors qu'a 620 m, la

population d’adultes a diminué durant la derniére période.

La prévalence d'infection par Borrelia chez I. ricinus varie géographiquement et elle diminue avec
l'altitude, sauf sur le versant nord de Chaumont. Le risque maximal de rencontrer une tique infectée
est faible en Valais (5.8 nymphes et 3.6 adultes infectés par 100 m?) comparé & Neuchatel (78.7
nymphes et 16.9 adultes infectés par 100 m?). Concrétement a Neuchatel nous constatons une
augmentation du risque d'infection entre 1999-2001 et 2003-2005. B. afzelii est la génoespéce

prédominante dans les biotopes considérés.

Nous avons montré que l'identification de Borrelia sp chez les tiques peut varier selon la méthode
d’extraction de I'ADN, en analysant simultanément deux procédés d'extraction sur la méme tique
(mise en culture suivi du thermolysat et hydrolyse alcaline). L'extraction directe par hydrolyse alcaline
a été privilégiée car elle nous permet une autre voie de recherche, I'identification de 'ADN de I'h6te
présent dans lintestin de la tique a jeun. Nous avons pu établir I'origine du repas sanguin dans
environ la moitié des tiques analysées et obtenir des données importantes sur la faune présente dans

nos foréts et sur le role de réservoirs de Borrelia de divers hotes.
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2 INTRODUCTION

Les sujets principaux abordés dans cette étude sont au nombre de trois: la tique européenne Ixodes
ricinus; un des pathogénes qu'elle véhicule, Borrelia burgdorferi sensu lato (sl), responsable de la
borréliose de Lyme; et les hétes sur lesquels la tique se fixe pour prendre son repas sanguin. La
complexité des interactions entre ces trois acteurs "vecteur — pathogéne — héte" constitue un terrain

d'étude trés vaste autant du point de vue écologique qu'épidémiologique.

Nous nous sommes intéressée a I'écologie et a la dynamique de populations de tiques récoltées dans
trois biotopes différents dans les cantons de Neuchéatel et du Valais. La phénologie de ces tiques —
évolution de la densité des tiques en quéte, début et fin de l'activité saisonniére, pic(s) d'activité au
cours d'une année (Jouda et al 2004a) — a été suivie en fonction de l'altitude dans chaque site de
récolte. Des tiques en quéte ont été récoltées a un rythme mensuel dans les sites d'étude et certaines

données climatiques ont été prélevées a chaque station de récolte.

Notre deuxiéme centre d'intérét comprend la détection et l'identification des spirochétes du complexe
B. burgdorferi sl dans les tiques. Cela nous permet d'évaluer les taux d'infection dans les différentes
régions d'étude et d'analyser la situation en fonction de l'altitude. Nous avons employé pour cette
identification des méthodes d'observation directe: mise en culture, microscope a fond nair,
immunofluorescence (IF) et différentes techniques de biologie moléculaire: Polymerase Chain
Reaction (PCR), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) et Reverse Line Blot (RLB).

Le dernier volet de notre recherche est dédié a la détection et l'identification de l'origine du repas
sanguin chez les tiques a jeun a partir de I'analyse de I'ADN présent dans leur intestin aprés la mue.
Cette approche pour établir la relation entre les tiques et leurs hbtes dans la nature nous permet
d'obtenir des informations sur les hétes réservoirs possibles des génoespeces de Borrelia sans avoir
a les capturer; cette maniére de procéder est treés intéressante pour des vertébrés de grande taille
difficiles a manipuler et a maintenir en captivité. Les données obtenues nous permettent d'établir les
différences entre la faune présente dans chaque région d'étude et sa contribution dans le cycle de vie

des tiques.
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2.1 HISTORIQUE DE LA BORRELIOSE DE LYME

La borréliose de Lyme est une maladie multisystémique largement répandue dans I'hémisphere nord
(Eurasie et Amérique du Nord) causée par la bactérie Borrelia burgdorferi sl et transmise a I'homme

via la piqQre des tiques du genre Ixodes.

Certaines manifestations cutanées de la maladie ont été déja décrites en Europe a la fin du XIX°®
siécle par Buchwald (1883), connues sous le nom d'acrodermatite chronique atrophiante (ACA). Au
début du XX° siécle, le médecin suédois Afzelius (1910) et le dermatologue autrichien Lipschiitz
(1913) décrivent des cas similaires de Iésions cutanées: I'érythéme chronique migrant (EM). lls ont
observé que ces lésions cutanées survenaient aprés une piqdre de tique et c'est ainsi qu'lxodes
ricinus a été suspecté pour la premiére fois comme vecteur de la maladie en Europe. D'autres formes
neurologiques de la maladie ont été aussi décrites a partir des années 20 (Garin et Bujadoux 1922;
Bannwarth 1941). Cependant, ce n'est qu'au milieu des années 1970 que de vastes études
épidémiologiques ont été entreprises dans la ville de Lyme (Connecticut, Etats-Unis) comme
conséquence du nombre élevé de cas d'arthrite inflammatoire chez des enfants. En croyant a une
nouvelle maladie, elle a été nommée "arthrite de Lyme" (Steere et al 1977), considérée d'origine
probablement virale et transmise par des tiques, concrétement Ixodes scapularis (Steere et al
1978a,b).

Finalement, au début des années 80, I'agent étiologique de la maladie de Lyme, un spirochete, a été
isolé a partir des tiques adultes d'l. scapularis aux Etats-Unis (Burgdorfer et al 1982). Peu de temps
apres, des spirochetes similaires ont été isolés a partir d'l. ricinus récoltées en Suisse dans une région
endémique pour I'EM (Barbour et al 1983; Burgdorfer et al 1983). Cette bactérie a été identifiée
comme une nouvelle espéce de borrélie et les taxonomistes ont proposé le nom de Borrelia
burgdorferi en honneur a son découvreur, Willy Burgdorfer. L'ensemble des syndromes occasionnés

par ce spirochete des deux cotés de I'Atlantique ont été associés a la maladie de Lyme.

Les manifestations cliniques de la borréliose de Lyme difféerent en Amérique du Nord et en Eurasie
(Steere 1989) en raison, probablement, de la variabilité génétique observée chez Borrelia sp (cf.
2.3.1). L'infection peut étre localisée a la peau (érytheme migrant) ou disséminée dans divers organes
(atteintes musculaires, articulaires, nerveuses, cardiaques). L'infection avancée se manifeste en
général des mois ou des années apres la piqlre de tique par des atteintes plus sévéres comprenant
I'arthrite chronique, les troubles neurologiques chroniques et I'ACA. Un traitement efficace de la
borréliose de Lyme passe en général par une thérapie antibiotique orale sur une période variable
selon la localisation de l'infection. Pour les atteintes neurologiques une thérapie intraveineuse s'avére

nécessaire.

La prévention de la maladie de Lyme dans le but de réduire les risques d'infection réside
principalement sur des mesures de protection personnelle vu la difficulté des mesures de contrdle du

vecteur responsable de sa transmission.
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2.2 LEVECTEUR

La tique est considérée comme le vecteur de B. burgdorferi sl car elle remplit les critéres de définition
du vecteur selon Kahl et al (2002) qui sont les suivants:

= Se gorger sur un héte infecté.
= Acquérir le pathogéne pendant son repas sanguin.
= Conserver ce pathogéne dans son organisme aprées la mue (transmission transstadiale).

= Le transmettre a un autre héte au cours du prochain repas.

2.2.1 SYSTEMATIQUE

Les tiques sont des acariens hématophages proches des araignées appartenant au sous-ordre
Ixodida (Metastigmata). Celui-ci est composé de trois familles: Ixodidae, Argasidae et Nuttalliellidae
(Tableau 1), dont celle des Ixodidae est la plus vaste, avec 13 genres et plus de 700 espéces
différentes répandues dans le monde entier. L'arbre phylogénétique des tiques a été publié par
Hoogstraal et Aeschlimann (1982) a partir des observations morphologiques, de leur cycle de vie et
des caractéristiques des hotes. A partir des années 90 différentes classifications taxonomiques des
tiques ont été proposées grace a l'essor des techniques moléculaires.
Phylum
Classe
Sous-classe
Ordre

Sous-ordre
Famille

Arthropoda
Chelicerata

Arachnida

Acari

Ixodida (Metastigmata)
Ixodidae (tiques dures)

Argasidae (tiques molles) Nuttalliellidae

Tableau 1

Genre Ixodes (249 sp)
Amblyomma
Anomalohimalaya
Bothriocroton
Cosmiomma
Cornupalpatum
Dermacentor
Haemaphysalis
Hyalomma
Margaropus
Nosomma
Rhipicentor
Rhipicephalus

Systématique des tiques selon Hoogstraal
(2004). [Compilation selon Keirans (1992),
al (2000) et Horak et al (2002)].

Argas

Carios
Ornithodoros
Otobius

Nuttalliella

et Aeschlimann (1982), modifiée d'aprés Barker et M
Camicas et al (1998), Keirans et Robbins (1999), Walker et

urrell

Quatre espéces étroitement rapprochées d'Ixodes sont les vectrices principales de B. burgdorferi sl

chez 'hnomme (Eisen et Lane 2002): I. ricinus et |. persulcatus en Eurasie (Gern et Humair 2002) et I.

scapularis et I. pacificus aux Etats-Unis (Piesman 2002).
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2.2.2 MORPHOLOGIE

Les membres de la famille Ixodidae, les tiques dures, se caractérisent par la présence d'une piéce
dorsale sclérifiée, le scutum. Ce dernier recouvre la quasi-totalité du corps chez les méles mais il est
réduit a la partie antérieure chez les larves, nymphes et femelles. Les larves sont hexapodes tandis
gue nymphes et adultes possédent 4 paires de pattes. Chez les adultes le dimorphisme sexuel est
évident (Fig. 1 et 2). Le corps de la tique est constitué de deux parties: I'antérieure, le gnathosome ou
capitulum, formée par les piéces buccales, et la postérieure, l'idiosome, composée du scutum et d'une
région ou le tégument est souple et qui augmente de volume pendant la réplétion. L'anus et le

gonopore sont ventraux.

Femelle / Ml

Hymphe ande

Fig. 1 Morphologie externe d' . ricinus a différents stades. Photo: Olivier Rais et Franci sca Moran. Laboratoire
d'Eco-épidémiologie des parasites. Université de Ne  uchéatel.

Fig. 2 Vue ventrale d'une femelle et d'un male d' I ricinus (microscope électronique a balayage Philips XL 20).
Photos: Michéle Vlimant. Laboratoire de Physiologie Animale. Université de Neuchatel.

Les pieces buccales ou rostre comprennent une partie centrale dentée, I'hypostome, qui permet
lancrage de la tique sur I'héte, une paire de chélicéres (pour percer la peau) et une paire de

pédipalpes (sensoriels) (Fig. 3).
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Fig. 3  Piéces buccales d' . ricinus observées au microscope électronique a balayage Phi  lips XL 20. Photos: Michéle
Vlimant. Laboratoire de Physiologie Animale. Univer  sité de Neuchatel.

Quant a sa morphologie interne, le systeme digestif occupe la grande majorité du corps de la tique. Il
est divisé en 3 parties: I'antérieure, qui regroupe le pharynx et I'cesophage, la médiane, composée de
caeca gastriques, et la postérieure, ou se trouvent I'ampoule rectale et I'anus. Les tubes de Malpighi
(systeme excréteur) se vident dans I'ampoule rectale. Une paire de glandes salivaires est placée en
position antérolatérale. En forme de grappe, elles sont constituées d'acini granulaires et agranulaires.
Les sécrétions salivaires de certains Ixodidae comprennent notamment un cément qui favorise
I'ancrage des piéces buccales de la tique dans la peau de I'héte (Nuttall et al 2001; Parola et Raoult
2001). La salive est composée entre autres d'anticoagulants, des substances vasodilatatrices et des
protéines immunosuppressives qui interviennent sur le systéme immunitaire de I'h6te. Pendant le
repas, succions et régurgitations salivaires se succedent. Le systéme respiratoire est trachéal et le
systéme nerveux, le synganglion, est traversé par I'cesophage. Tous les organes et tissus baignent
dans I'hémolymphe (systéme circulatoire). Les tiques possédent divers organes sensoriels, dont celui
de Haller, situé dans une dépression du tarse de la premiére patte, lequel est important pour la
communication avec d'autres tiques et pour la localisation de I'héte, grace a sa sensibilité a I'numidité,

aux vibrations, aux variations de température, aux phéromones et au CO,, entre autres.

2.2.3 CYCLE DE VIE ET ECOLOGIE

. ricinus est la tique la plus répandue en Europe et le principal vecteur des agents de la borréliose de
Lyme. Elle transmet de nombreux agents pathogenes: le virus de I'encéphalite a tiques (TBE); des
bactéries, telles des rickettsies et des borrélies; des protozoaires, comme des babésies et des

trypanosomes; et méme des microfilaires (métazoaires) (Aeschlimann et al 1979).

Cette espéce triphasique a 3 hétes présente une vaste distribution géographique: des montagnes de
I'Atlas en Afrique du Nord jusqu’en Islande et des cotes atlantiques portugaises au centre de la Russie
(Lindgren et al 2000; Gern et Humair 2002). Ectoparasite hématophage obligatoire, la tique nécessite
un héte vertébré a chaque stade de son développement. Son cycle de vie passe par quatre stades et
montre une succession des phases de vie libre a l'affit sur la végétation, attachée sur un hote et de
nouveau libre pour poursuivre son développement (Fig. 4). I. ricinus passe plus de 90% de sa vie
détachée de I'héte. Apres I'éclosion des aeufs, les larves cherchent un héte pour prendre leur premier
repas sanguin. Une fois gorgée, la larve tombe au sol ou ont lieu la digestion et la mue au stade

suivant. La nymphe va chercher un nouvel héte sur lequel se gorger et, aprés son repas, elle va muer
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au sol en adulte. La femelle se gorge une derniére fois sur un hote approprié tandis que le méale ne se
nourrit pas ou trés peu. La copulation a lieu dans la végétation ou sur I'héte lors du repas sanguin de

la femelle. Huit & 30 jours apres la copulation aura lieu I'oviposition de milliers d'ceufs.

Larva feeds on host No. 1

Larvae seek
new host

Fully fed larva
drops fo ground

P ‘!
@Aoe

Eggs hatch

to larva :*
' Host No. 1

'Jf,_'* : Eggs laid by female Larva moults
& to nymph
Fully fed female drops
from host to grouna‘
Host No. 3 >

Female attaches and Host No. 2 ! i F i
feeds on host No. 3
Nymph attaches and
feeds on host No. 2

Nymph moults to aduit

Fig.4  Cycle devied' I.ricinus d'aprés Jeremy Gray et Bernard Kaye. © EUCALB 1997 -2005.
L'importance des hétes dans chaque stade du cycle d e vie est indiquée par la taille des dessins.

Le cycle de vie de la tique se compléte, en moyenne, sur 3 ans mais il peut varier de 2 a 6 ans
(Anderson 1991; Gray 1991; Eisen et Lane 2002) selon les conditions environnementales, telles que
la température, I'humidité relative et la photopériode. Ces conditions naturelles vont déterminer la
durée du développement interstadial et 'émergence de nouvelles tiques en quéte sur la végétation. La
diapause, état de basse activité métabolique, est le régulateur le plus important de I'activité
saisonniere des tiques (Belozerov 1982). Ainsi, on peut distinguer deux catégories de diapause, la
diapause comportementale, qui se manifeste chez les tiques a jeun par une réticence a quéter ou un
retard du gorgement aprés l'attachement sur I'héte, et la diapause morphogénétique, qui implique le
retard de I'embryogenése des ceufs, le retard de la mue des larves et nymphes et le retard de
I'oviposition des femelles gorgées. D'une maniére simplifiée, les tiques gorgées au printemps, muent
ou produisent des ceufs en automne de la méme année et la majorité entre en diapause
comportementale, quétant a nouveau au printemps suivant aussitot que la température est favorable

(Gray 1991). Les tiques gorgées et les ceufs pondus en période de basse activité entrent en diapause
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morphogénétique pendant l'hiver et muent et/ou éclosent en été de l'année suivante quétant en
automne. Dans des régions ou la population de tiques suit ces deux formes de diapause, deux
cohortes [par "cohorte" on entend I'émergence de tiques nouvellement muées ou écloses] différentes
seront présentes, une au printemps et l'autre en automne (Gray 1991; Walker 2001). Randolph et al
(2002), par contre, proposent I'apparition d'une seule cohorte de tiques chaque année en automne. La
plupart de ces nouvelles tiques fraichement muées entrent en diapause comportementale en hiver et

guétent au printemps de l'année suivante.

Il existe un large éventail d'hdtes sur lesquels les tiques se nourrissent a chaque stade de leur
développement dont 'nomme, qui apparait comme un hote accidentel dans leur cycle de vie. Les
larves se trouvent de préférence sur des animaux de petite taille comme les micromammiféres et les
oiseaux; les nymphes infestent surtout des vertébrés de taille moyenne tels des hérissons, des
carnivores, des oiseaux et éventuellement aussi des micromammiferes; les femelles se nourrissent
principalement sur des mammiféres de grande taille comme les canidés et les ongulés. Le succes
d'infestation dépend de facteurs biologiques, la disponibilité d'un hbéte par exemple, et

microclimatiques comme la température et I'humidité relative de I'air (Gern et al 1993).

La survie des tiques est conditionnée par divers facteurs biotiques (la densité des hodtes et la
végétation, par exemple) et abiotiques (climat) qui agissent comme facteurs limitants dans leur
croissance et développement (Perret et al 2004). Seuls certains biotopes abrités et humides sont
favorables a leur développement. Ainsi les foréts mixtes et foréts de feuillus a sous-bois dense, avec
une litiere humide et une couverture herbacée importante, le long de lisiéres, les galeries forestiéres
et les bosquets représentent des biotopes propices aux tiques. Elles sont aussi présentes dans les
paturages en Angleterre (Gray et al 1995) mais rarement dans des milieux ouverts exposés au vent et
au soleil sur le continent (Aeschlimann 1972; Gern et Humair 2002). D'aprés Aeschlimann (1972) I.
ricinus s'adapte facilement aux variations de température du climat continental suisse. Elle passe
I'hiver protégée dans la litiere du sol et s'’habitue aux basses températures par une diminution de son
activité métabolique et un ralentissement de son développement (diapause). L'autre élément qui peut
limiter la survie des tiques est l'altitude, associée a l'absence des biotopes adéquats. En Suisse,

aucune tique I. ricinus n'a été récoltée au-dessus de 1450 m (Cotty et al 1986).

2.2.3.1 EFFET DE LA TEMPERATURE ET L 'HUMIDITE DANS LA BIOLOGIE DES TIQUES

Les facteurs climatiques ont une influence considérable sur la biologie et le cycle de vie des tiques. .
ricinus est une tique exophile qui attend a I'afft sur la végétation le passage d'un hote approprié. Le
comportement de recherche d'un hote se caractérise par I'ensemble d'activités qui conduisent la tique
a la rencontre de son héte et au succés de son repas. Selon Perret (2003), on peut distinguer quatre
étapes qui menent la tiqgue a jeun a la quéte, a la localisation d'un I'h6te, a son acceptation et au début
du repas sanguin. Pendant que la tique quéte dans la partie supérieure de la végétation, la proximité
d'un héte et sa perception vont provoquer l'activation et l'orientation de la tique. L'attraction implique
des réponses olfactives, visuelles, thermiques, etc. Ensuite la tique pourra s'agripper a I'héte s'il est

suffisamment proche avant de commencer son repas.
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Chacun des stades d'l.ricinus attend a différentes hauteurs sur la végétation, larves et nymphes de
préférence sur les couches basses du couvert végétal et les adultes sur les couches plus élevées
(Gigon 1985; Mejlon et Jaenson 1997; Randolph et Storey 1999). Les déplacements verticaux sur la
végétation sont liés aux besoins hygrométriques puisque les tiques en quéte sont trés vulnérables a la
dessiccation. Elles requierent une humidité relative de l'air supérieure a 85% pour parvenir a se
réhydrater convenablement avant de continuer leur activité de quéte (Gern et al 1993; Gern et Humair
2002). Perret et al (2004) ont observé que les tiques ne réagissent pas immédiatement aux conditions
climatiques. Elles emploient leur contenu en eau comme tampon pour survivre aux conditions
desséchantes pendant de courtes périodes. Il ne faut pas oublier que les valeurs d’humidité mesurées
au moment de la récolte ne nous indiquent pas I'état d’hydratation de la tique en quéte. Le déficit de
saturation (Randolph et Storey 1999; Perret et al 2000), qui integre la température et 'humidité
relative pour donner une mesure du pouvoir desséchant de l'atmosphere, pourrait expliquer la

variabilité de la densité d’l. ricinus, au cours d'une année.

L'influence du déficit de saturation (DS) dans le comportement de quéte des tiques a été étudiée dans
la nature (Perret et al 2000), dans des conditions climatiques naturelles dans des arénes placées
dans la forét (Perret et al 2004), dans des conditions semi-naturelles dans des arénes (Randolph et
Storey 1999) et au laboratoire (Perret et al 2003). Perret et al (2004) ont introduit des nymphes et des
adultes dans des arénes qui ont été placées ensuite dans la forét. lls ont suivi leur comportement de
quéte en comptant le nombre de tiques visibles dans les arénes et ils ont comparé ces données avec
celles de récoltes au drapeau dans un site proche de la méme forét. Les tiques a l'intérieur des arénes
sont a l'abri des prédateurs et aussi des hdtes, donc ces auteurs conclurent que la diminution du
nombre de tiques en quéte, surtout les nymphes, au cours du temps est due a la mortalité par
épuisement de leurs réserves énergétiques (Steele et Randolph 1985; Randolph et Storey 1999). La
diminution de l'activité de quéte des nymphes correspond a des périodes de sécheresse, due a une
chute de I'hnumidité relative ou une augmentation du DS. Les adultes sont moins sensibles a la
dessiccation car ils perdent proportionnellement moins d'eau que les nymphes. Ces conditions
défavorables poussent les tiques a redescendre fréquemment dans la litiere pour se réhydrater et
épuisent ainsi toute leur énergie. En effet, au laboratoire, le suivi des tiques avec un systéme vidéo
montre qu'elles alternent entre quéte et quiescence en absence de stimuli des hotes et que la durée
de la quéte est limitée, comme dans la nature, par la dessiccation (Perret et al 2003). La durée de
guéte est beaucoup plus courte lorsque le DS est élevé et les mouvements de la tigue augmentés.
Randolph et Storey (1999) montrent un autre effet des conditions desséchantes sur le comportement
de quéte des tiques. Les nymphes continuent leur quéte mais dans les couches inférieures de la
végétation, ou I'humidité n'est pas si défavorable. Les larves descendent dans la litiere et échappent a
la dessiccation devenant quiescentes. Lorsque les conditions d'humidité redeviennent convenables,

larves et nymphes récupérent leur hauteur de quéte habituelle sur la végétation.
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2.2.4 PHENOLOGIE

Nous avons introduit le terme phénologie des tiques, qui se référe a I'évolution de la densité des
tiques en quéte, au début et a la fin de leur activité saisonniére et au(x) pic(s) d'activité au cours d'une

année (Jouda et al 2004a).

Les tiques en quéte présentent une activité saisonniére, en général de février a novembre, et passent
I'hniver en diapause dans la couche superficielle du sol. Les conditions climatiques jouent un rble
important dans la dynamique de la population des tiques. Sa phénologie présente une variabilité
autant géographique (Korenberg 2000) que interannuelle, comme cela a été mis en évidence dans
plusieurs études européennes menées en Irlande (Gray 1984), en Suéde (Talleklint et Jaenson 1996),
au Royaume Uni (Randolph et al 2002) et en Suisse (Mermod et al 1973; Perret et al 2000; Jouda et
al 2004a).

L'activité de quéte chez I. ricinus peut étre continue du printemps a l'automne (Irlande, Gray 1991);
présenter une distribution bimodale —avec un "pic" de printemps considérable et un "pic" d'automne
moins important— et unimodale sur la méme année dans des sites différents (Angleterre, Randolph et
al (2002)); montrer aussi une distribution unimodale mais avec un pic d'hiver (Algérie, Yousfi-Monod et
Aeschlimann (1986)). En Suisse, des distributions unimodales et pseudo-bimodales sont les plus
communément observées dans différentes régions: Neuchatel (Perret et al 2000), Jura (Schneider
2005), Fribourg (Lommano 2005). D'aprés Jouda et al (2004a), nymphes et adultes peuvent montrer
une phénologie distincte au méme endroit. En général, l'activité de quéte d'l. ricinus en Suisse
occidentale est limitée par des températures supérieures a 7C et des valeurs du DS < 15 mmHg
(Perret 2003).

Le début de I'activité de quéte au printemps dépend de la température en hiver, et peut donc étre
retardé en altitude. Plus précisément, les tiques en quéte sont observées quand la moyenne de la
température maximale journaliére calculée sur 5 jours est supérieure a 7C (Perret et al 2000). La
date du pic du printemps arrive plus t6t dans I'année si la température cumulée en janvier est élevée
et I'apparition d’un pic d’automne dépend de la température a la fin du printemps et au début de I'été
(Perret 2003). Ainsi, Randolph et al (2002) expliquent I'absence d'un pic d'automne en Grande
Bretagne en fonction des basses températures en été. Le pic d'automne est possible grace a deux
phénoménes, un démographique, caractérisé par l'apparition de nouvelles nymphes dérivées des
larves gorgées au printemps, et l'autre comportemental, représenté par la réémergence des nymphes

du printemps qui n'‘ont pas trouvé un héte auparavant.

Nous avons commenté dans la section précédente l'influence du climat sur la biologie des tiques. Leur
comportement se refléte sur 'activité de quéte le long de I'année, c'est-a-dire sur la phénologie. Des
périodes prolongées avec des valeurs du DS élevées raccourcissent simultanément la durée de vie
des tiques et la durée de leur activité de quéte (Perret et al 2000). Quand le DS augmente en été, la
densité de tiques en quéte diminue tandis que des valeurs basses du DS au printemps et en automne
favorisent leur activité de quéte (conditions optimales pour son évolution). Des valeurs du DS élevées

au début du printemps peuvent empécher ou réduire considérablement le pic de printemps (Perret et
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al 2000) en augmentant la mortalité des tiques, ce qui pourrait expliquer partiellement une basse
activité de quéte. D'apres Randolph (2004b), une densité de tiques en quéte réduite est expliquée par
divers facteurs, tels que la mortalité des tiques (par épuisement de leurs réserves), une proportion
importante de tiques en repos mais également par une proportion élevée de tiques fixées sur les

hotes.

2.3 L'AGENT PATHOGENE

2.3.1 SYSTEMATIQUE

L'agent étiologique de la borréliose de Lyme est une bactérie de la famille des Spirochaetaceae et du
genre Borrelia appartenant au complexe B. burgdorferi sensu lato. Le genre Borrelia inclut aussi les

borrélies des fievres récurrentes.

Phylum Spirochaetes
Classe Spirochaetes
Ordre Spirochaetales
Famille Spirochaetaceae Leptospiraceae Serpulinaceae
Genre Borrelia Leptonema Brachyspira
Brevinema Leptospira Serpulina
Clevelandina
Cristispira
Diplocalyx
Hollandina
Pillotina
Spirochaeta
Treponema

Tableau 2 Systématique des spirochétes selon Bergey ‘s Manual of Systematic Bacteriology 2001. Volume O  ne:
The Archaea and the Deeply Branching and Phototroph  ic Bacteria . p. 165.

WWw.springer.com

Des centaines d'isolats de B. burgdorferi sl ont été obtenus a partir de sources biologiques diverses
(tiques, hbtes, patients atteints de la borréliose de Lyme) dans de nombreuses régions
géographiques. Des analyses moléculaires telles que le séquencage ont été employées pour
l'identification des génoespéces de Borrelia et ont permis d'établir un groupe de 12 espéces
appartenant au complexe B. burgdorferi sl (Tableau 3). L'homologie entre les différentes séquences
du gene ribosomal rrs des souches analysées de B. burgdorferi sl est trés élevée, variant p. ex. entre
95,3% et 99,6% (Le Fleche et al 1997). En Europe, sept especes ont été répertoriées: B. burgdorferi
sensu stricto (ss) (Johnson et al 1984), B. garinii (Baranton et al 1992), B. afzelii (Canica et al 1993),
B. valaisiana (Wang et al 1997), B. lusitaniae (Le Fléche et al 1997), B. bissettii (Postic et al 1998) et
B. spielmanii (Richter et al 2006).

En Europe, les principales génoespéeces pathogenes pour I'homme sont B. afzelii, B. garinii et B.
burgdorferi ss. Récemment, B. spielmanii (souche Al4S) a été décrite comme nouvelle espéce

pathogéne et identifiée dans quelques pays européens (Hollande, Allemagne, Hongrie et Slovénie)
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dans des biopsies de peau chez des patients atteints d'EM (Van Dam et al 1993; Wang et al 1999b;
Michel et al 2003; Fingerle et al 2004; Foldvari et al 2005; Maraspin et al 2006). Quant au rble joué

par B. valaisiana et B. lusitaniae, il est encore incertain. Le potentiel pathogénique de B. valaisiana

pour I'homme s'appuie sur son amplification par PCR a partir de biopsies de patients atteints d'EM et

d'ACA (Rijpkema et al 1997) et de divers liquides de patients avec d'autres Iésions (Ryffel et al 1999;

Godfroid et al 2003). Parallélement, l'implication de B. lusitaniae dans I'épidémiologie de la maladie de

Lyme dans le bassin méditerranéen est supportée par la récente identification du premier isolat

humain obtenu d'une patiente avec lésions cutanées chroniques (Collares-Pereira et al 2004; Da
Franca et al 2005).

Borrelia sp Vecteur Distribution géographique
B. burgdorferi ss 1. scapularis Eurasie et Amérique du Nord
I. pacificus
1. ricinus
I. persulcatus (?)
B. garinii 1. ricinus Europe et certaines régions d'Asie
|. persulcatus
B. afzelii 1. ricinus Europe et certaines régions d'Asie
|. persulcatus
B. valaisiana 1. ricinus Europe Centrale, Irlande, Grande Bretagne, Hollande, Espagne
1. granulatus China, Japon
I. columnae Japon
I. nipponensis Corée du Sud
B. lusitaniae 1. ricinus Portugal, Tunisie, Maroc, Europe Centrale et de I'Est (rare)
B. spielmanii 1. ricinus Hollande, Danemark, Allemagne, Rép. Tcheque, Slovénie, France, Hongrie,
Ukraine
B. bissettii . scapularis Amérique du Nord, Slovénie et Slovaquie
I. pacificus
1. ricinus
I. spinipalpis
B. japonica . ovatus Japon
B. tanukii I. tanuki Japon
B. sinica |. ovatus Chine
B. turdi . turdus Japon
B. andersonii 1. dentatus Amérique du Nord
Tableau 3 Génoespéces de B. burgdorferi sl et leur distribution géographique (Wang et al 1999a; Bergstrom et

al 2002; Ferquel et al 2006; Richter et al 2006).

2.3.2 MORPHOLOGIE

Les spirochétes responsables de la borréliose de Lyme sont des bactéries microaérophiles, de forme

hélicoidale irréguliére et pourvues de mouvements de rotation et de translation. Leur taille varie de 10

a 30 um de long et leur diamétre de 0,18 a 0,25 um (Figs. 5 et 6).
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Fig. 5 Borrelia burgdorferi  dans le milieu de culture BSK H observés au microsc  ope a fond noir.
http://web.mpiib-berlin.mpg.de/cgi-bin/pdbs/2d-page /extern/index.cqi

Fig. 6  Spirochéte dans l'intestin d'une femelle I. ricinus aprés 2 heures de repas sanguin (microscope électro  nique a
balayage Philips XL 20). Photo: Michéle Vlimant. La boratoire de Physiologie Animale. Université de
Neuchatel.

Les extrémités de la cellule sont pointues et servent de point d'insertion a 7-11 flagelles
périplasmiques disposés asymétriquement entre la paroi externe et la membrane cytoplasmique.
Curieusement, chaque flagelle est attaché d'un seul c6té et ils se chevauchent au centre de la cellule
(Johnson et al 1984) (Fig. 7). La membrane externe contient d'abondantes lipoprotéines (dont les plus

étudiées sont les protéines de surface OspA - OspF).

10-20 nm
Axial filament 100-2004

layer

Deep filament 75-150A (oblong)
flagelles 7.5-15 nm

— couche externe de glyeosylaninog lwrans

Tembrane eXeme
Cell wall

peptidoglycane fin

-. wneinbrang plasniig ue

Quter envelope 70-904 (7-8nm)
Jlayer 30A - 25A - 30A

3 nm- 2,5 nm 3 nm
Call membrane

Ribosomal bodies

Aucoid layer

0,15-0,25 pm

Fig. 7  Schéma de la coupe transversale de  B. burgdorferi .
http://www.techmicrobio.net/systematigue/GramNegati f/Spirochetes/Spirochetes.html
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Son génome est unique par sa structure, son organisation et son nombre de copies. Il est relativement
petit, constitué d'un chromosome linéaire d'environ 950 paires de kilobases et de 21 plasmides
extrachromosomiques (9 circulaires et 12 linéaires) qui représentent un peu plus de 600 paires de
kilobases. Le nombre de copies et la taille des plasmides peuvent varier selon les isolats de Borrelia
sp. Les genes ribosomaux différent de la plupart des bactéries puisque on trouve une seule copie du
16S rRNA et deux copies du tandem 23S - 5S rRNA (Schwartz et al 1992). La grande variabilité
intraspécifique de la région intergénique (spacer) entre les deux tandems 23S - 5S a permis
I'identification des espéces appartenant au complexe B. burgdorferi par PCR et RFLP (Postic et al
1994,1996). La séquence compléte du génome de B. burgdorferi ss (souche B31) a été publiée a la
fin des années 90 (Fraser et al 1997; Casjens et al 2000). Les génes codés par les plasmides
présentent un grand intérét puisqu'ils sont impliqués dans les mécanismes d'adaptation et de

pathogénicité des spirochétes.

2.3.3 CYCLE DE VIE ET ECOLOGIE

Le cycle de Borrelia sp dans la nature est maintenu par la circulation du pathogéne entre son vecteur,
la tique, et une large variété d'hotes réservoirs. Ce cycle varie géographiquement et est déterminé par
des facteurs spécifiques liés aux populations de tiques et aux hétes. La tique I. ricinus acquiert les
spirochétes en se nourrissant sur des animaux infectés. Dans la plupart des tiques a jeun, les
spirochetes sont normalement confinés dans l'intestin (Monin et al 1989; Lebet et Gern 1994). La
migration des spirochétes a l'intérieur de la tique et leur propagation vers I'héte se produisent pendant
le repas sanguin. Au début du repas il y a une multiplication des spirochétes dans l'intestin; une partie
traverse la paroi intestinale et arrive dans I'némolymphe, milieu qui permet sa migration vers les

glandes salivaires et aussi vers d'autres organes tels que les ovaires.

L'expression des protéines de la membrane externe de Borrelia est modifiée avant sa transmission a
I'n6te. Ces changements sont déclenchés par des signaux environnementaux comme l'augmentation
de température et la diminution du pH occasionnée par le repas sanguin (Schwan et al 1995; Schwan
et Piesman 2000). L'OspA est exprimée par les spirochétes dans lintestin de la tique & jeun et
contribue a son adhésion a I'épithélium intestinal (Schwan et Burgdorfer 1987; Pal et al 2000).
L'expression d'OspC commence aprés le début du repas sanguin et est impliquée dans la migration
des spirochétes de l'intestin de la tique vers ses glandes salivaires avant de pénétrer les tissus de
I'n6te (Anderson et al 1989; Schwan et al 1995). La diffusion des spirochétes entre la tique et son héte
arrive via la salive de la tique lors du repas sanguin (Ribeiro et al 1987; Gern et al 1990). La
transmission de Borrelia de I'hdte vers la tique au cours du repas sanguin ainsi que la cinétique
d'expression des protéines n'est pas aussi bien connue que celle de la tique vers I'héte (Kurtenbach et
al 2002). Le succes de propagation du pathogéne de I'hdte a la tigue dépend de I'espéce d'hbte, de sa
réponse immunitaire et aussi du nombre de tiques fixées sur celui-la. La transmission de borrélies par
co-feeding entre tiques infectées et non infectées fixées a proximité sur un héte et se nourrisant
simultanéement (en absence d'infection systémique) est également source d'infection pour les tiques
(Gern et Rais 1996; Randolph et al 1996).

17



2. Introduction

L'efficacité de la transmission du pathogéne par la tique a I'hdte augmente avec le temps de fixation
de la tique sur I'héte. La transmission par I. ricinus est peu efficace pendant les 24 premiéres heures
(Kahl et al 1998a; Crippa et al 2002) et a ce stade elle dépend de l'espéce de Borrelia considérée, B.
afzelii étant transmis plus tét que B. burgdorferi ss (Crippa et al 2002). Notons que B. burgdorferi ss
est transmis par |. scapularis seulement 48 h aprés le début du repas sanguin (Piesman et al 1987;
Piesman 1993). Ceci refléte les différences dans la dynamique de transmission de Borrelia en Europe
et aux Etats-Unis. D'autre part, certaines tiques présentent une infection systémique qui touche
plusieurs organes. La présence de bactéries dans les glandes salivaires de la tique déja au début du
repas sanguin favorise vraisemblablement une transmission plus rapide du pathogéne. La proportion
d'infection systémique fluctue entre 5% et 36% chez . ricinus (Burgdorfer et al 1983; Lebet et Gern

1994) et est tres rare chez I. scapularis, ce qui pourrait expliquer les observations précédentes.

Si les borrélies subsistent a l'intérieur de la tique aprés la mue d'un stade a l'autre on parle de
transmission transstadiale (larve a nymphe, nymphe a adulte). Ceci sera possible si le repas sanguin
est fini ou a atteint un certain seuil (Dizij et Kurtenbach 1995). Les borrélies présentes dans les
ovaires peuvent étre transmises par la femelle a la génération suivante (transmission aux ceufs et aux
larves résultant de I'éclosion); ce phénoméne s'appelle transmission transovarienne. La contribution
de la transmission transovarienne dans le maintien de l'infection par Borrelia sp est modeste. La
proportion des larves en quéte déja infectées dans la nature est d'environ 3% (Wilske et al 1987;
Zhioua et al 1994; Bellet-Edimo 1997; Bellet-Edimo et al 2005). Notons que si ce phénomene est rare
chez 1. ricinus, lorsqu'il a lieu le pourcentage d'ceufs infectés est généralement élevé (Bellet-Edimo et
al 2005).

Les rapports établis entre les spirochétes responsables de la borréliose de Lyme, son vecteur et leurs

hétes sont trés complexes et variés en raison de:

= La variabilité génétique et phénotypique du pathogéene (des 12 génoespeéces identifiées, B.

garinii s'avére la plus polymorphe).

= Le nombre élevé de vertébrés (environ 300 especes) qui peuvent jouer un réle dans I'écologie
de B. burgdorferi (Anderson 1991), méme si seulement un petit nombre sont reconnus comme

hotes réservoirs.

= La spécificité héte - Borrelia sp, marquée par la spécificité du systéeme du complément de
I'h6te (Kurtenbach et al 1998c).

2.3.4 PREVALENCE D'INFECTION

De nombreuses études ont été entreprises en Europe sur l'infection et la distribution des espéeces de
Borrelia chez les tiques en quéte. D'aprés Rauter et Hartung (2005), le taux d'infection global moyen
est de 13,7%, significativement supérieur chez les adultes (18,6%) que chez les nymphes (10,1%). La
prévalence d'infection chez I. ricinus exhibe une grande variabilité géographique et c'est en Europe
centrale que I'on trouve le taux d'infection le plus élevé, avec une augmentation significative pour les

adultes de l'ouest vers I'est de I'Europe.
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Le complexe B. burgdorferi sl regroupe 12 espéeces dont sept sont présentes en Europe (cf. 2.3.1).
Rauter et Hartung (2005) signalent B. afzelii (38%) et B. garinii (33%) comme les espéces les plus
abondantes. Une situation différente est observée par Hubélek et Halouzka (1997) qui rapportent B.
garinii (39%) plus souvent que B. afzelii (37%) a travers I'Europe. Selon Saint Girons et al (1998) B.
garinii est la génoespeéce la plus fréquemment isolée (44%) suivie de B. afzelii (27%) bien que des
isolats humains et des rongeurs ont été inclus dans leur étude. B. burgdorferi ss est largement
distribué en Europe centrale alors qu'elle n'est que rarement isolée en Europe de l'est (Hubélek et
Halouzka 1997). Curieusement, B. valaisiana est prépondérante en Irlande (Kirstein et al 1997b,b;
Gray et al 2000) -ou B. afzelii est presque absente- et également présente en Russie (Postic et al
1997; Korenberg 2000) et dans une vingtaine de pays européens comme indiqué récemment par
Rauter et Hartung (2005). B. lusitaniae est dominante dans le bassin méditerranéen, concrétement
en Afriqgue du Nord (Zhioua et al 1999; Younsi et al 2001, 2005; Sarih et al 2003; Dsouli et al 2006) et
au Portugal (De Michelis et al 2000; Baptista et al 2004) tandis qu’elle est peu abondante et présente
une distribution ponctuelle en Europe centrale et de I'est. B. lusitaniae a été signalée sporadiquement
en République Tchéque, Moldavie et Ukraine (Postic et al 1997), en Slovaquie (Gern et al 1999), en
Pologne (Mizak et Krol 2000), en Espagne (Barral et al 2002), en France (Richter et al 2003), en
Bulgarie (Christova et al 2003), en Turquie (Guner et al 2003), en Allemagne (Richter et al 2006) et en
Italie (Bertolotti et al 2006). Quelques études ont confirmé le potentiel pathogéne de B. spielmanii
comme agent de la borréliose de Lyme en Europe mais rares sont les informations sur la présence de
cette génoespéce dans les tiques en quéte. B. spielmanii a été identifiée dans les tiques en quéte et
dans celles récupérées des lérots et muscardins principalement en France (Richter et al 2004). Ces
auteurs ont obtenu une prévalence pour cette génoespece d’entre 5% et 25% des tiques infectées.
Richter et al (2004) montrent une association stricte de cette génoespéce avec des hotes réservoirs
particuliers, le Iérot et le muscardin, ce qui la différencie des autres spirochétes responsables de la
borréliose de Lyme. Apparemment B. spielmanii présente une distribution restreinte et n'a été
signalée que dans 4 tiques en Allemagne (Rauter et al 2002; Michel et al 2003), dans 1 tique en
République Tchéque (Derdakova et al 2003) et dans 1 tiqgue en Ukraine (Nefedova et al 2005), avec

des prévalences d'infection trés basses parmi les tiques infectées, inférieures a 1.5%.

En Suisse, le taux d'infection varie considérablement dans les populations de tiques examinées autant
a une échelle régionale que locale (Aeschlimann et al 1986; Miserez et al 1990; Jouda et al 2004a,b;
Lommano 2005; Schneider 2005). Des valeurs comprises entre 5% et 40% pour les nymphes et entre
22% et 48% pour les adultes ont été répertoriées, ce qui situe notre pays parmi ceux ayant la plus
haute prévalence d'infection. D'aprés Jouda et al (2004a), l'altitude a une influence directe sur
I'infection des tiques (surtout sur les nymphes) et aussi sur la diversité des especes identifiées (la plus

grande diversité se trouve a basse altitude).

Cing des génoespéces de Borrelia les plus fréquentes en Europe ont été aussi identifiées en Suisse,
bien que la présence de B. lusitaniae soit rare (Jouda 2003,2004a,b; Casati et al 2004). B. afzelii est
I'espéce prédominante en Valais (Burri 2005) et & Fribourg (Lommano 2005) tandis qu'a Neuchéatel
(Jouda et al 2004a) et au Jura (Schneider 2005) B. garinii est en premiére position. B. spielmanii et B.

bissettii n'ont jamais été identifiées en Suisse.
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Les infections multiples sont constatées dans de nombreuses régions européennes avec des valeurs
d'environ 13% (Rauter et Hartung 2005). L'infection mixte la plus fréquente est B. garinii - B.

valaisiana cependant d'autres combinaisons ont été identifiées.

2.4 LES HOTES RESERVOIRS

On parle habituellement des hodtes réservoirs pour se référer aux animaux qui participent
significativement a la circulation et au maintien des spirochétes dans la nature. Selon la définition
donnée par Kahl et al (2002), les vertébrés capables d'agir comme hétes réservoirs doivent satisfaire

quelques conditions:
= Servir d'hbtes aux tiques infectées.
= Acquérir le pathogéne pendant le repas sanguin de la tique infectée.
= Permettre la multiplication et la survie du pathogéne pendant une longue période.
= Constituer une source d'infection pour les autres tiques fixées sur lui.

En Europe, lidentification de ces réservoirs est réalisée principalement par xénodiagnose et par
comparaison des taux d'infection entre les larves gorgées récupérées directement des hotes et les

larves en quéte récoltées sur le terrain.

I. ricinus peut parasiter plus de 300 especes différentes de vertébrés (Anderson 1991) dont plusieurs
ordres de mammiféres (insectivores, carnivores, artiodactyles, lagomorphes, rongeurs), des oiseaux
et des reptiles. Parmi tous ces réservoirs potentiels pour B. burgdorferi sl seul un petit nombre a été
étudié concernant leur infectivité pour les tiques, spécialement des rongeurs car ils sont faciles a
piéger et a manier en captivité. Le premier isolement de B. burgdorferi a partir des mulots (Apodemus

flavicollis) et campagnols (Clethrionomys glareolus) a été effectué en Suéde (Hovmark et al 1988).

Diverses études réalisées en Europe, en Asie et aux Etats-Unis ont permis d'établir comme réservoirs,
entre autres, certaines especes de rongeurs: Apodemus sp et Clethrionomys en Eurasie
(Aeschlimann et al 1986; Matuschka et al 1992; Humair et al 1993) et Peromyscus sp et des rats aux
Etats-Unis (Levine et al 1985; Brown et Lane 1992). D'autres mammiféres ont été aussi reconnus
comme réservoirs en Europe; c'est le cas des musaraignes et des liévres (Télleklint et Jaenson 1993,
1994), des loirs (Matuschka et al 1994,1999), des hérissons (Gray et al 1994; Gern et al 1997) et des
écureuils (Craine et al 1997; Humair et Gern 1998). D'autres especes impliquées dans la circulation

de B. burgdorferi sl dans la nature sont proposées par Gern et al (1998) et Gern et Humair (2002).

Pour les mammiferes de plus grande taille, leur rdle comme hétes réservoirs a toujours été trés
contesté. Certains ongulés (chevreuils, chamois, cerfs) ont été longtemps considérés comme ne
jouant pas un role de réservoirs pour la transmission de borrélies car aucune infection systémique
n'était détectée et aucun spirochéte isolé chez ces hotes (Telford 3rd et al 1988; Jaenson et Talleklint
1992; Matuschka et al 1993; Kurtenbach et al 1998c). Cependant, Oliver et al (1992) réussissent a
infecter des larves et des nymphes d'l. scapularis en les gorgeant sur des cervidés infectés

expérimentalement. De plus, Kimura et al (1995) et Pichon et al (2000) isolent et identifient des
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spirochétes dans des biopsies de cervidés par PCR. Ces données alimentent la controverse sur le
réle de ces animaux dans le cycle des spirochétes. D’autant plus que Kurtenbach et al (1998c), en
étudiant la sensibilité de différentes génoespéces de Borrelia aux sérums de divers hétes, montrent
I'effet "borrélicide" des sérums de cerfs. Ainsi on pourrait assister a une "dilution" de l'infection dans
les populations de tiques de la nature par I'élimination des spirochétes présents dans les tiques aprées
leur repas sur ces hoétes. Néanmoins, ces animaux sont des hdétes importants pour I. ricinus,
principalement pour les femelles, contribuant de cette maniére au maintien de la population de tiques
et si leur nombre devient important dans une région, ils contribuent fortement & 'augmentation de la
densité de tiques. S'il semble clair que ces hétes ne développent pas des infections systémiques, ils
peuvent, cependant, servir de supports pour I'infection des tiques grace au phénomeéne de co-feeding
(Gern et Rais 1996). Une telle transmission a été montrée par Kimura et al (1995) et Ogden et al
(1997) chez des ongulés. Certainement que d'autres données sont nécessaires pour comprendre le

role réel de ces animaux dans la circulation des borrélies dans la nature.

La pathologie de la borréliose de Lyme chez les hbtes sauvages est difficile a établir car, en général,
ceux-ci sont porteurs de divers parasites (des bactéries, des protozoaires, des helminthes, des poux,
etc). La réponse immunologique de I'hdte déclenchée aprés une piglre de tique infectée par Borrelia
est primordiale dans la suite du processus de transmission et d'amplification du pathogéne. Plusieurs
travaux ont prouvé une association spécifique héte-génoespéce de Borrelia. Ainsi B. garinii a été
isolée & partir des tiques des oiseaux migrateurs en Suéde et au Danemark (Olsen et al 1993,1995) et
chez Turdus sp en Suisse (Humair et al 1998; Poupon et al 2006); B. afzelii & partir des mulots et de
campagnols (Humair et al 1993,1995,1999; Kurtenbach et al 1995,1998a,2001); B. afzelii et B.
burgdorferi ss a partir de I'écureuil roux Sciurus vulgaris (Humair et Gern 1998) et B. valaisiana chez
les passériformes (Humair et al 1998; Poupon et al 2006). Il est aussi prouvé que des mulots du genre
Apodemus peuvent étre des hotes réservoirs pour B. garinii OspA sérotype 4 (Hu et al 2001; Higli et
al 2002).

2.4.1 IDENTIFICATION DES HOTES A PARTIR DU REPAS SANGUIN

L'analyse du repas sanguin d'Ixodes pour l'identification des hétes réservoirs par PCR-RLB a débuté
avec les travaux de Kirstein et Gray (1996) basés sur 'ADN mitochondrial du géne codant pour le
cytochrome b. Pichon et al (2003,2005,2006) ont modifié cette technique avec le choix d'un géne
nucléaire, le 18S rRNA. Une étude similaire en Espagne a permis la discrimination des hotes au
niveau du genre visant les genes 18S rRNA et 12S rRNA (Estrada Pefia et al 2005).

Nous avons progressé dans ce processus de détermination des hotes avec l'identification au niveau
de l'espéce des vertébrés par l'analyse de leur ADN présent dans l'intestin de la tique a jeun grace a
la méthode développée par Humair et al (in press). Plusieurs difficultés sont rencontrées dans cette
voie de recherche pour l'identification de I'ADN de I'héte en raison de la petite quantité de sang encore
présent dans la tique aprés la mue, qui peut encore diminuer en fonction du temps écoulé depuis le
dernier repas de la tique et aussi, en raison d’une possible contamination externe des tiques par de

I’ADN d'autres vertébrés avec lesquels elles auraient pu étre en contact sans succés d’'attachement.
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L'intérét de cette méthode est I'identification de la faune présente dans un biotope et I'identification

des hobtes réservoirs, qui sont parfois difficiles & capturer et a manipuler en laboratoire.
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2.5 OBJECTIFS

Une étude récente réalisée a Neuchéatel sur le versant sud de la montagne de Chaumont a montré
que la densité des tiques I. ricinus et leur infection par Borrelia sp diminuent en fonction de l'altitude
(Jouda et al 2004a). La phénologie décrit I'évolution de la densité des tiques en quéte sur une année;
celle-ci est caractérisée par des événements cycliques tels que le début de I'activité des tiques, le pic
et la chute de la densité des tiques. A partir de ces observations, nous avons voulu étendre notre
recherche sur I'évolution des populations de tiques dans des biotopes différents avec les objectifs

suivants:

= Suivre l'activité saisonniére des tiques en fonction de l'altitude sur deux versants de la
montagne de Chaumont (Neuchétel) pendant la période 2003-2005 en considérant des
facteurs climatiques tels que I'humidité relative, la température et le déficit de saturation. Une
troisiéme région d'étude a été choisie dans le canton du Valais, prés de Sion, ou le climat est

totalement différent de celui rencontré a Neuchéatel

= Déterminer la prévalence d'infection dans ces biotopes et identifier les génoespéces de B.
burgdorferi sl chez I. ricinus par PCR et Reverse Line Blot (RLB) (Rijpkema et al 1995;
Alekseev et al 2001; Poupon et al 2006).

= |dentifier le contenu du repas sanguin présent dans l'intestin de tiques a jeun pour connaitre
I'ndte vertébré sur lequel la tigue a pris son dernier repas sanguin et établir les hotes
réservoirs impliqués dans le cycle de B. burgdorferi dans les régions d'étude (Humair et al, in

press).

= Etablir le lien entre nos observations et les conditions microclimatiques caractéristiques dans
chaque région de récolte et évaluer l'influence du climat dans la distribution des tiques et dans

I'incidence de l'infection par Borrelia.
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3 MATERIEL ET METHODES

3.1 SITES D'ETUDE

Nous avons choisi pour notre travail de terrain trois biotopes différents dans deux régions en Suisse
occidentale, concrétement dans les cantons de Neuchétel et du Valais (Figs. 8, 9, 10 et 11). Il s'agit
de foréts mixtes qui s'étendent jusqu'a 1000 m daltitude, avec dominance d'arbres caduques. A
Neuchatel, nous avons conservé les trois stations de la montagne de Chaumont avec exposition sud
étudiées par Jouda et al (2004a): Haut: 900 m, Moyenne: 740 m et Bas: 620 m, et nous avons ajouté
une quatrieme située a 1070 m d'altitude. Pour étudier l'influence de I'exposition sur la phénologie des
tiques, trois stations ont été choisies aux altitudes équivalentes sur le versant nord de la méme
montagne: a 780 m, 910 m et 1010 m. En Valais, la région d'étude se situe & Salins, prés de Sion, ou

trois altitudes ont été aussi considérées: 750 m, 880 m et 1020 m (Tableau 4).

Salins (Valais)

Fig. 8 Localisation des deux régions d’étude en Sui  sse occidentale.
http://www.gonthier.ch/ATLAS/SUISSE/CANTON2.HTM
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Google”,
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Fig. 9  Gradient d'altitude dans la région de Salins (Valais) avec les sites de récolte situés a 750 m, 880 m et 1020 m.
earth.qoogle.com

Fig. 10 Gradient d'altitude sur la montagne de Chau  mont (Neuchatel) avec les sites de récolte sur le v ersant nord
(780 m, 910 m et 1010 m) et le versant sud (620 m, 740 m, 900 m et 1070 m).
earth.google.com
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Site de récolte Station Altitude Coordonnées suisses
Chaumont nord (NE) | 780 m 560000 / 206750
Chaumont nord (NE) I 910 m 560600 / 207200
Chaumont nord (NE) 1] 1010 m 561085 / 207653
Chaumont sud  (NE) B 620 m 562287 / 206035
Chaumont sud  (NE) M 740 m 562670 /207125
Chaumont sud  (NE) H 900 m 563121 /207718
Chaumont sud  (NE) X 1070 m 563470 /208470

Salins (VSs) 1 750 m 592750/ 117600

Salins (vVSs) 2 880 m 593250/ 117400

Salins (vVSs) 3 1020 m 593550/ 117200

Tableau 4 Détails des sites de récolte dans les dif ~ férentes régions d'étude a Neuchétel et en Valais.

A) Salins, 750 m

B) Chaumont nord, 780 m Chaumont nord, 910 m Chaumont nord, 1010 m
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Chaumont sud, 900 m Chaumont sud, 1070 m

Fig. 11  Sites de récolte le long des gradients alti  tudinaux en Valais et a Neuchatel.
A) Valais (photos: Caroline Burri); B) Chaumont nor  d (photos: Francisca Moran); C) Chaumont sud (phot  os:
Olivier Rais).

3.2 RECOLTE DE TIQUES

La durée de notre étude est variable selon la région considérée:
= Chaumont sud: de février 2003 & décembre 2005.
= Chaumont nord: de septembre 2003 a décembre 2005.
= Valais: de mars 2004 & février 2005.

La récolte des tiques (nymphes et adultes) dans chaque terrain a été réalisée a un rythme mensuel
sur une distance variant entre 100 et 150 m avec un drapeau blanc de 1 m® Tous les 25 m notre
drapeau est retourné et inspecté de maniere a enlever les tiques accrochées. Elles sont prélevées et
placées dans des tubes en plastique avec quelques brins d'herbe fraiche qui apportent I'humidité
appropriée pour leur conservation. Au laboratoire, ces tubes sont placés dans un bocal avec de l'eau
au fond et les tiques sont maintenues vivantes a température ambiante et a une humidité proche du
95% jusqu'au moment de leur utilisation. La densité de tiques est exprimée en nombre de tiques / 100

m”’.
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L'humidité relative de I'air et la température (au sol, & 10 cm et a 60 cm) sont mesurées dans chaque
station lors de chaque récolte. Nous avons employé un mini-thermomeétre Testo pour mesurer la

température au sol et un thermo-hygromeétre Testo 615 pour le reste des mesures.

Le déficit de saturation (DS), qui nous donne une mesure du pouvoir desséchant de I'atmosphére, en
mmHg, a été calculé selon Randolph et Storey (1999) et Perret et al (2000):

DS = (1-HR/100)%.9463"> %!

Ou: T, température a 60 cm (T)
HR, humidité relative (%)

3.2.1 PHENOLOGIE

Elle s'explique a partir de diverses variables statistiques descriptives (Eisen et al 2003; Perret 2003)

dont voici les plus employées dans notre travail:
= Densité des tiques: exprimée comme nombre de tiques / 100 m?>.

= CTD (Cumulative Tick Density): valeur annuelle de la densité de tiques ou nb de tiques / 100

m?/ année.
= PTD (Peak Tick Density): densité maximale mesurée sur une année.

= PTDi (Peak Density of Infected Tick): le risque maximal de rencontrer une tique infectée est

calculé en multipliant le PTD OPrévalence d'infection.

= 010 (Onset 10%): début de l'activité des tiques. Date a laquelle la densité de tiques dépasse
le 10% du PTD.

= F10 (Fall 10%): fin de l'activité des tiques. Date a partir de laquelle la densité de tiques reste
en dessous du 10% du PTD.

3.3 DETECTION ET IDENTIFICATION DE BORRELIA

Chague mois un maximum de 20 nymphes, 10 méles et 10 femelles par site de récolte a été analysé
pour la détection de Borrelia sp. Pour I'extraction de I'ADN des spirochétes nous avons employé deux
méthodes différentes: la mise en culture dans du milieu BSK suivie de la préparation d'un thermolysat
et I'extraction directe a partir de la tique sans amplification préalable. Quand ces deux méthodes
d'extraction ont été employées simultanément, chaque tique a été coupée en deux et chaque maoitié
traitée indépendamment. Pour l'identification de Borrelia sp nous avons réalisé une PCR-RLB (cf.
3.3.4).

Au cours de ce travail de recherche plusieurs souches de B. burgdorferi sl ont servi de références ou
contrdles positifs: NE11, NE632, VS116, B31, PotiB1, PotiB2 et PotiB3.
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Souche Espéce Source Origine

NE11 B. garinii I. ricinus Université de Neuchatel, CH ( Hu)

NE632 B. afzelii I. ricinus Université de Neuchéatel, CH (Hu)

VS116 B. valaisiana I. ricinus Institut Central des Hopitaux Valaisans, CH (Péter)
B31 B. burgdorferi ss | |. scapularis | Institut Pasteur Paris, F (Baranton)

PotiB1, PotiB2, PotiB3 | B. lusitaniae I. ricinus Portugal (Nuncio)

3.3.1 MISE EN CULTURE DES TIQUES ET EXTRACTION D'ADN

L'amplification des borrélies est réalisée dans le milieu de culture BSK H (Barbour-Stoenner-Kelly),
modifié selon Sinsky et Piesman (1989). Le milieu original décrit par Kelly a subi plusieurs
améliorations, entre autres, l'addition d'antibiotiques pour réduire la contamination par d'autres

bactéries.

Avant toute manipulation, chaque tique est brievement rincée dans de I'éthanol 70%. Ensuite, elle est
coupée longitudinalement avec des microciseaux et une moitié est placée dans un cryotube contenant
1.2 ml de milieu BSK H. L'autre moitié sera employée pour l'extraction directe d’ADN a I'hydroxyde
d'ammonium (NH4OH; cf. 3.3.2). Pour éviter de possibles contaminations entre les tiques, les
brucelles et ciseaux employés sont soigneusement nettoyés a l'eau de javel et rincés a I'éthanol 70%

aprés chaque utilisation.

Les cultures ont été incubées a 34°C pendant deux semaines puis on a procédé directement au

lavage des cultures sans vérifier la présence des spirochétes au microscope a fond noir.

Ponctuellement nous avons examiné la présence de spirochétes dans les cultures. Les lames ont été

préparées sous une hotte stérile & flux laminaire; une goutte du milieu est déposée entre lame et

lamelle et ensuite observée au microscope a fond noir (Wild MD GA-10822), avec l'objectif 50X.
Le lavage des cultures, qui permet la concentration des bactéries, se déroule comme suit:
= Centrifuger le milieu 15 - 30 minutes & 10.000 rpm.

= Aspirer le surnageant, suspendre le culot avec 1ml de PBS / MgCl, pH=7,3, vortexer et

centrifuger 15 minutes a 10.000 rpm. Répéter cette étape 2 fois.
= Aspirer le surnageant et ajouter 30 pl d’eau.
= Vortexer et chauffer 15 minutes & 100°C dans un bloc chauffant.

= Laisser refroidir les tubes et centrifuger brievement pour enlever la condensation dans les

couvercles.
= Conserver I'ADN a -20T jusqu'au moment de leur utilisation.

Des contr6les négatifs sont prévus a chaque manipulation; il s'agit de tubes qui ne contiennent que du
milieu de culture (sans addition de la demi-tique), nous permettant d'assurer l'absence de

contaminations ou de faux positifs.
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3.3.2 ExTrACTION D’ADN AU NH4OH 0,7M

L'extraction directe de I'ADN des tiques a été faite soit a partir d'une demi-tique (simultanément avec
la mise en culture) soit & partir de la tique entiére (modifié & partir de Guy et Stanek (1991) et de
Rijpkema et al (1996a)).

= Préparer une solution de NH4,OH 0,7M.

= Ajouter 100 pl de NH4OH 0,7M dans chaque eppendorf et plonger chaque tique ou demi-tique

dedans.
= |ncuber dans un bloc chauffant 15 minutes a 100<C.

= Laisser refroidir brievement les tubes et centrifuger brievement pour enlever la condensation

dans les couvercles.
= Quvrir les tubes et laisser évaporer le NH; dans le bloc chauffant 15 minutes a 100<C.
= Conserver 'ADN a - 20C jusqu'au moment de leur u tilisation.

Comme pour la mise en culture, des contrbles négatifs ont été prévus; il s'agit de tubes qui ne
contiennent que du NH4,OH 0,7M.

3.3.3 PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

La PCR, acronyme de I'expression anglaise Polymerase Chain Reaction, ou amplification en chaine
par polymérisation nous permet d'obtenir rapidement une quantité importante de copies a partir d’'une
séquence double brin d'ADN peu abondant. L'amplification est exponentielle, jusqu'a un million de

copies en quelques heures. Les amorces définissent I'échantillon ou séquence cible & amplifier.

Chaque cycle de PCR est constitué de 3 étapes —dénaturation, hybridation et élongation— qui se

déroulent a températures différentes dans un appareil programmable appelé thermocycleur.

= Dénaturation: a 94C, les liaisons qui assuraient la cohésion de la double hélice d'ADN sont

rompues pour donner deux simples brins d'ADN.

= Hybridation (annealing): les amorces se fixent sur les brins simples d’ADN selon le principe de
bases complémentaires. La température d'hybridation, autour de 55T, est calculée en

fonction de la longueur et de la séquence des amorces.

= Elongation: & 72T, les amorces hybridées a 'ADN servent de point de départ pour la
polymérisation du brin d'’ADN complémentaire & notre séquence cible. Les ADN polymérases
(enzymes qui synthétisent 'ADN dans le sens 5'—3'") utilisées en PCR sont thermorésistantes.
La plus connue est la Tag polymérase, extraite d'une bactérie, Thermophilus aquaticus, vivant

prés des sources hydrothermales ou la température dépasse les 100C.

Nous avons amplifié un fragment d'ADN d'environ 410 paires de bases qui inclut la région
intergénique entre les sous-unités 5S (rrfA) - 23S (rrIB) de B. burgdorferi sl codant pour I'ARN

ribosomal (Alekseev et al 2001) (Fig. 12). La variabilité intraspécifique de cette région intergénique
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(spacer) nous permet l'identification des espéces appartenant au complexe B. burgdorferi sl (Postic et
al 1994).

s m A rf A il B rmf B
, 16 S 23S 5S 23S 5S ,
1 m— 3
région
intergénique

Fig. 12 Schéma de la région intergénique 5S (  rrfA) - 23S (rrIB ) amplifiée en PCR.

Chaque réaction PCR se produit dans un petit tube ot sont ajoutés tous les produits nécessaires pour
la polymérisation: I'ADN & amplifier, les amorces spécifiques choisies, un mélange des 4

désoxyribonucléotides (ANTP's) et la Taq polymérase.
Réaction PCR (50 pl)

Taq buffer 10X (15 mM MgCl,) 5l

dNTP 10 mM 1w
Amorce 23S Bor 10 uM 1u
Amorce B-5S Bor' 10 uM 1l

Taq polymérase 5U/ul (Qiagen) 0.15 pl
ADN de la tique? 10/ 20 pl
H,0 (ajuster jusqu'a 50 pl) 31.85/21.85 pl
Pour les contrdles positifs nous avons ajouté 50 - 80 ng d'ADN de nos souches de référence dans 30

ou 40 pl du master mix (selon le traitement des tiques) et nous avons ajusté avec de I'eau jusqu'au

volume final de 50 pl. Pour les contrdles négatifs, I'eau remplace I'ADN a amplifier.

Programme PCR

La dénaturation initiale & 94C permet l'activation de la Tag polymérase. Durant les 9 cycles suivants
la température d’hybridation diminue d'un degré de 60T jusqu’a atteindre 52<C. Le programme touch
down est suivi de 40 cycles supplémentaires de 20 secondes a 94T, 30 secondes a 52T et 30
secondes a 72<TC. La PCR se termine par une élongati on de 7 minutes a 72<C. Les produits amplifiés

sont stockés a 4T jusqu’a leur analyse.

1 z a . .
B-5S Bor : amorce marquée a la biotine.

% ADN de la tique: - 10 pl de la mise en culture d'une % tique ou de I'hydrolyse alcaline de la tique entiere.

- 20 pl de I'hydrolyse alcaline d'une % tique.
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Dénaturation initiale 94C 3 min 1% cycle

Dénaturation 94T 20 sec ™

Hybridation 60C a 52T 30 sec 9 cycles Touch d own PCR
Elongation 72C 30 sec _

Dénaturation 94T 20 sec ™

Hybridation 52C 30 sec 40 cycles

Elongation 72C 30 sec _

Elongation finale 72C 7 min

3.3.4 RLB (REVERSE LINE BLOT)

La Reverse Line Blot (RLB) est une technique moléculaire avec différentes applications telles que la
caractérisation moléculaire des microorganismes, la détection de mutations, l'identification spécifique

des microorganismes et aussi la détection des variations alléliques de I'ADN des eucaryotes.

La RLB a été développée pour lidentification des spirochétes du genre Borrelia par Rijpkema et al
(1995), et modifiée et complétée ensuite pour la détection d'Ehrlichia sp et Bartonella sp (Schouls et al
1999; Alekseev et al 2001). La PCR - RLB s'est avérée un outil précieux pour les études de diagnostic
et d'épidémiologie de la borréliose de Lyme et d'autres pathogénes transmis par la tique comme
Theileria, Babesia et Anaplasma (Bekker et al 2002; Christova et al 2003; Pichon et al 2003,2006;
Garcia-Sanmartin et al 2006; Wielinga et al 2006).

L'amplification de I'ADN par PCR est suivie d'une hybridation sur une membrane avec des
oligonucléotides spécifiques (sondes) et la détection de génoespéces se fait par chimiluminescence
(Fig. 13). Lors de chaque test, nous pouvons déterminer la réactivité d'un maximum de 45 échantillons
avec 45 sondes différentes.

5 sonde 3 QO

Groupe|IIII .)":X’

amine/

| Membrane nylon

Fig. 13 Schéma du principe de la RLB: couplage cova lent des sondes a la membrane et visualisation de I'nybridation
par chimiluminescence (complexe streptavidine-perox ydase).

3.3.4.1 AMORCES ET SONDES SPECIFIQUES POUR L'IDENTIFICATION DE BORRELIA SP

Pour l'identification des génoespéces du complexe B. burgdorferi sl nous avons testé la réactivité des
produits PCR biotinilés avec sept oligonucléotides spécifiques, répertoriés dans le Tableau 5, selon
Rijpkema et al (1995) et Poupon et al (2006). Dans le méme tableau, les séquences des amorces 23S
Bor et B-5S Bor que nous avons employées pour I'amplification de I'ADN (Alekseev et al 2001) sont

également présentées.
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Désignation des oligonucléotides Séquence 5' - 3' O  rganisme cible

Amorces

23S Bor TCAGGGTACTTAGATGGTTCACTT B. burgdorferi sl

B-5S Bor 5'-biotine-GAGTTCGCGGGAGAGTAGGTTATT B. burgdorferi sl

Sondes

SL 5'-amino-CTTTGACCATATTTTTATCTTCCA B. burgdorferi sl

SS 5'-amino-AACACCAATATTTAAAAAACATAA B. burgdorferi ss

GA 5'-amino-AACATGAACATCTAAAAACATAAA B. garinii

GANE 5'-amino-CAAAAACATAAATATCTAAAAACATAA | B. garinii

AF 5'-amino-AACATTTAAAAAATAAATTCAAGG B. afzelii

VSNE 5'-amino-TATATCTTTTGTTCAATCCATGT B. valaisiana

LusiNE 5'-amino-TCAAGATTTGAAGTATAAAATAAAA B. lusitaniae
Tableau 5 Séquences des amorces et des sondes spéci  fiqgues employées pour l'identification de Borrelia sp

par RLB.

3.3.4.2 ACTIVATION DE LA MEMBRANE (COUPLAGE COVALENT DES SONDES)

La premiére étape de la RLB est I'application des sondes spécifiques sur une membrane de nylon
chargée négativement. Ces sondes sont appliquées en lignes dans un systéeme de miniblotter et vont

se fixer a la membrane grace au groupe 5'-amine via une liaison covalente.
Voici le mode opératoire pour activer la membrane:

a. Incuber la membrane 10 minutes avec 10 ml d’EDAC (1-ethyl-3-(3-dimethyl-aminopropil)

carbodiimide) 16% fraichement préparé a température ambiante (20<C).

b. Rincer la membrane a I'eau (nanopure) et la placer dans le miniblotter sur un support ou

coussin en plastique. Aspirer le liquide résiduel.

c. Etablir la bonne concentration des sondes. Pour Borrelia sp, diluer 75 pmol d'oligonucléotides
dans 150 pl de NaHCO3;500 mM (pH=8,4).

d. Centrifuger brievement les tubes avant de remplir les puits du miniblotter avec 150 pl des

sondes diluées. Laisser vide le premier et le dernier puits.

e. Le premier puits marque le bord de la membrane et on le remplit avec de I'encre diluée 1 :100

dans de I'eau.
f. Incuber la membrane 1 minute a température ambiante et aspirer ensuite I'excés de solution.

g. Retirer la membrane du miniblotter et l'inactiver par incubation pendant 10 minutes dans
NaOH 100 mM.

h. Rincer la membrane a I'eau et puis la laver avec 100 ml 2xSSPE / 0,1% SDS pendant 5

minutes a 60C.
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i. A ce moment la membrane est préte a I'emploi. Pour la stocker a 4C, la laver d'abord avec
100 ml d’'EDTA (pH=8) pendant 15 minutes a température ambiante et la conserver scellée

sous vide (pour éviter qu’elle se desséeche).

3.3.4.3 HYBRIDATION DE LA MEMBRANE

La membrane est & nouveau placée dans le miniblotter mais tournée 90° par rapport & sa position
initiale (Fig. 14). Ainsi, les produits PCR s'appliquent sur la membrane perpendiculairement aux
sondes. De cette facon I'hybridation spécifique de 'ADN du pathogéne se fait au point de croisement
entre la ligne avec les sondes et celle qui contient les échantillons amplifiés. La réaction peut étre
visualisée grace a une streptavidine - peroxydase qui réagit avec la biotine attachée aux sondes.

Sondes
123456 Produits PCR Hybridation

90° | Wl !
ligne d'encre @ :> -] I

vy

Fig. 14 Schéma du test de la RLB: réaction entre le s sondes spécifiques et 'ADN amplifié.
Charger le miniblotter avec les produits PCR de la maniére suivante:
a. Ajouter 10 pl de produit PCR dans 150 pl de 2xSSPE / 0,1% SDS.

b. Dénaturer le double brin d'’ADN pendant 10 minutes a 99<C et refroidir immédiatement dans la
glace afin d’éviter un nouvel appariement des bases. Puis centrifuger les tubes brievement et
les placer sur un support.

c. Incuber la membrane environ 5 minutes a température ambiante dans 100 ml de 2xSSPE /
0,1% SDS.

d. Placer la membrane dans le miniblotter (ligne d’encre sous les puits) et enlever le liquide

résiduel par aspiration.

e. Remplir les puits avec 150 pl du produit PCR dénaturé (les puits vides seront remplis avec
150 ul du 2xSSPE / 0,1% SDS).

f. Incuber 60 minutes a 42T sur une surface horizo ntale dans le four.

g. Aspirer les échantillons du miniblotter puis laver la membrane deux fois pendant 10 minutes a
51<C avec 100 ml de 2xSSPE / 0,5% SDS (sous agitat ion).

h. Incuber la membrane de 30 a 60 minutes a 42<C dans une bouteille avec 10 ml du conjugué
streptavidine-peroxydase dilué 1:4000 dans du 2x SSPE / 0,5% SDS.

i. Laver la membrane deux fois dans 100 ml de 2xSSPE / 0,5% SDS 10 minutes a 42<.

j-  Rincer la membrane deux fois dans 100 ml de 2xSSPE 5 minutes & température ambiante.
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k. Les produits PCR marqués a la streptavidine sont détectés par chimiluminescence par

incubation de la membrane 1-2 minutes avec les produits de détection ECL.

I.  Exposer la membrane sur un film photographique et développer ce dernier pour visualiser les

résultats.

3.3.4.4 DESHYBRIDATION DE LA MEMBRANE

La membrane est réutilisable car les sondes restent fixées dessus. Pour enlever 'ADN amplifié fixé

sur ces sondes nous procédons ainsi:
a. Laver la membrane deux fois dans 100 ml de SDS 1% pendant 30 minutes a 80<C.

b. Laver la membrane dans 100 ml d'EDTA 20 mM (pH=8) pendant 15 minutes a température

ambiante.

c. Conserver la membrane humide et sous vide dans un plastique pour éviter sa dessiccation.

La stocker & 4C jusqu’a la prochaine utilisation.

3.4 DETECTION ET IDENTIFICATION DE L'ADN DE L'HOTE

Une partie importante de ce travail de recherche a été consacrée aux analyses pour la détection et
I'identification de 'ADN de I'héte présent dans lintestin de la tique qui a servi comme source de son
dernier repas sanguin (Humair et al, in press). Pour mener notre étude nous avons testé des tiques
récoltées a Neuchéatel en 2005, sur les deux versants de la montagne de Chaumont et toujours selon
un gradient d'altitude (cf. 3.1). Chaque mois un maximum de 20 nymphes, 10 méles et 10 femelles par
site de récolte a été analysé pour la détection de I'ADN des vertébrés. Pour I'extraction de I'ADN nous
avons utilisé l'extraction directe a partir de la tique entiére avec une solution de NH,OH 0,7 M (cf.
3.3.2).

Rappelons que des mesures strictes ont été prises afin de réduire voire d'exclure des problemes de
contamination liés a la sensihilité de la méthode adoptée. Les différentes étapes pour la préparation
des solutions, I'extraction de I'ADN, la préparation du mélange PCR et I'ajout de I'ADN dans les tubes
PCR se passent dans des salles différentes sous des hottes stériles soigneusement nettoyées a
I'éthanol 70%, au DNAzap et aux UV avant et aprés chaque utilisation et réservées exclusivement
pour la recherche de I'ADN d'hétes. La PCR et la RLB (manipulation de I'ADN amplifi€) se déroulent

dans une salle séparée.

3.4.1 PCR POUR LE REPAS SANGUIN

Nous avons amplifié un fragment d'environ 148 paires de bases du géne mitochondrial 12S rDNA

commun aux vertébrés (Humair et al, in press).
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Réaction PCR (50 ul)

Taq buffer 10X (15 mM MgCI2) 5 pl

MgCI2 3l
dNTP 10 mM 1yl
Amorce 12S 6F 100 pM 0.4 ul
Amorce B-12S 9R® 10 pM 0.4 pl

Taq polymérase 5U/ul (Qiagen) 0.25 pl

ADN de la tique 20 pl

H,0 (ajuster jusqu'a 50 pl) 19.95 ul
Pour les contréles positifs nous avons ajouté environ 100 ng des échantillons de référence ('ADN de
divers spécimens de vertébrés de la faune suisse dosés au spectrophotométre) dans 30 pl du master

mix et nous avons ajusté avec de I'eau jusqu'au volume final de 50 ul. Pour le controle négatif, 20 pl

d'eau remplacent I'ADN a amplifier.

Programme PCR

Les conditions de la PCR sont les mémes que pour l'identification de Borrelia sp (cf. 3.3.3).

3.4.2 RLB

Une RLB pour l'identification du repas sanguin chez I. ricinus qui nous permet de différentier les
principaux groupes des vertébrés au niveau du genre ou de l'espéce a été développée dans notre
laboratoire (Humair et al, in press). L'utilisation de cette technique conjointement a l'identification des
borrélies transmises par les tiques nous permet d'avancer dans la détermination des h6tes réservoirs

pour les génoespeéces de B. burgdorferi sl et la circulation du pathogéne dans la nature.

3.4.2.1 AMORCES ET SONDES SPECIFIQUES POUR L'IDENTIFICATION DE L'ADN DE L'HOTE

Pour l'identification de 'ADN des vertébrés, nous avons testé la réactivité des produits PCR biotinilés
avec 35 oligonucléotides spécifiques pour diverses espéces de mammiféres, petits rongeurs, oiseaux

et [ézards (tableau 6; Humair et al, in press).

3.4.2.2 ACTIVATION DE LA MEMBRANE (COUPLAGE COVALENT DES SONDES )

Suivre la procédure décrite en 3.3.4.2. La seule différence a cette étape concerne la concentration
des sondes (point c). Pour lidentification des vertébrés, diluer 100 pmol des oligonucléotides dans
150 pl de NaHCO3; 500 mM (pH=8.4). Seules trois sondes - celles pour le lézard, la musaraigne S.
araneus et des oiseaux du genre Sylvia - requiérent une concentration supérieure, 500 pmol (voir

tableau 6).

% B-125 9R: amorce marquée a la biotine.
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Les séquences des amorces 12S 6F et B-12S 9R et des sondes employées pour l'identification de

I'ADN de I'hdte présent dans l'intestin de tiques sont détaillées par Humair et al (in press).

Désignation des oligonucléotides Ofganisme cible
Amorces
12S-6F Vertébrés
B-12S-9R Vertébrés
Sondes
Micromammiféres Muridae
Artiodactyles Bovidae, Cervidae, Suidae
Oiseaux Oiseaux
Lézards* Lézards
Clethrionomys Clethrionomys glareolus
Apodemus Apodemus sylvaticus, A. flavicollis
M. agrestis Microtus agrestis, Micromys minutus
M. arvalis Microtus arvalis
M. minutus Micromys minutus
R. norvegicus Rattus norvegicus
R. rattus Rattus rattus
Sciurus Sciurus vulgaris
Glis Glis glis
Lepus Lepus europaeus
Erinaceus Erinaceus europaeus
Neomys sp Neomys anomalus, N. fodiens
N. anomalus N. anomalus
T. europaea Talpa europaea
Vulpes Vulpes vulpes
Meles Meles meles
M. erminea Mustela erminea
M. putorius M. putorius, (M. nivalis)
Capreolus Capreolus capreolus
Sus Sus scrofa
Turdus / Parus Turdus merula, T. iliacus, T. philomelos, T. pilaris, Parus major, P. caeruleus
Erithacus Erithacus rubecula
Parus Parus major, P. caeruleus
P. ater P. ater
Fringilla / Pyrrhula Fringilla coelebs, F. montifringilla, Pyrrhula pyrrhula
Prunella Prunella modularis
Sitta Sitta europaea
Sylvia* Sylvia atricapilla
Troglodytes Troglodytes troglodytes
Garrulus Garrulus glandarius
S. araneus* S. araneus
Tableau 6 Liste des amorces et des sondes spécifiqu es employées pour l'identification de I'h6te par RL B

(Humair etal, in press )

3.4.2.3 HYBRIDATION DE LA MEMBRANE

Suivre la procédure décrite en 3.3.4.3. La seule différence a cette étape concerne le point g. La

température de lavage de la membrane requise est de 55C.
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AUTRES RESULTATS

Nous avons inclus dans I'Annexe 2 des résultats complémentaires qui ne sont pas compris dans les
articles précédents et qui apportent des informations additionnelles sur les données climatiques
obtenues dans les stations de récolte, sur la densité et la phénologie d'l. ricinus et des détails sur la

prévalence d'infection d'l. ricinus et la distribution de génoespéces de B. burgdorferi sl.

39






4. Résultats

4.1 PUBLICATION 1

Ixodes ricinus density and infection prevalence of Borrelia burgdorferi sensu lato
along a north-facing altitudinal gradient in the Rhdne Valley (Switzerland)
Caroline Burri’, Francisca Mordn Cadenas?, Véronique Douet!, Jacqueline Moret? and Lise Gern!
Vector-Borne and Zoonotic Diseases. 2007. 7: 50-58.
Tnstitut de Biologie, Laboratoire d'éco—épidémiologie des Parasites, Université de Neuchatel, Suisse.

Institut de Mathématiques, Université de Neuchdtel, Suisse.

41






VECTOR-BORNE AND ZOONOTIC DISEASES
Volume 7, Number 1, 2007

© Mary Ann Liebert, Inc.

DOI: 10.1089/vbz.2006.0569

Ixodes ricinus Density and Infection Prevalence of
Borrelia burgdorferi Sensu Lato Along a North-Facing
Altitudinal Gradient in the Rhone Valley (Switzerland)

CAROLINE BURRI,!' FRANCISCA MORAN CADENAS,! VERONIQUE DOUET,!
JACQUELINE MORET,? and LISE GERN!

ABSTRACT

Questing Ixodes ricinus ticks were sampled monthly along a north-facing altitudinal gradient in the canton of
Valais, Switzerland, from March 2004 to February 2005. Tick density and infection with Borrelia burgdorferi sensu
lato were monitored. Ticks were collected by flagging vegetation at three different altitudes (750 m, 880 m, and
1020 m above sea level). Ticks were examined for Borrelia by polymerase chain reaction (PCR) followed by re-
verse line blot. At the three altitudes, questing tick activity was not observed under 10°C and was reduced when
saturation deficit was higher than 5 mm Hg, most questing tick activity was occurred between 2 mm Hg and 7
mm Hg. Tick density and peak tick density were highest at 1020 m. High saturation deficits at the lowest altitudes
appear to impair the tick population. The prevalence of B. burgdorferi infection in nymphs and adults decreased
with altitude. The prevalence of infection was higher in adult ticks (47%) than in nymphs (29%). Four B. burgdor-
feri sensu lato genospecies were detected: B. afzelii (40%), B. garinii (22%), B. valaisiana (12%) and B. burgdorferi
sensu stricto (6%). Mixed infections were detected in 13% of infected ticks. Key Words: Borrelia—Population—
Ixodes—Climate. Vector-Borne Zoonotic Dis. 7, 50-58.

INTRODUCTION graphic distribution and to the year (Gray 1984,
Jouda et al. 2004a, Korenberg 2000, Perret et al.
HE TICK Ixodes ricinus, the main vector of 2000, Randolph et al. 2002, Talleklint and Jaen-
Borrelia burgdorferi sensu lato (sl), the son 1996). Studies have shown that the begin-
causative agent of Lyme borreliosis, is wide- ning of tick activity in spring is linked to tem-
spread in Europe and also present in North perature (Jouda et al. 2004a, Perret et al. 2000,
Africa (Dsouli et al. 2006, Gern and Humair Randolph 2004). Relative humidity as well as
2002). This tick feeds on a large variety of hosts, saturation deficit (a measure of the drying
including mammals, birds and reptiles (Gern power of the atmosphere) are important factors
and Humair 2002). influencing tick behavior and mortality rates
I. ricinus distribution and seasonal abun- (Perret et al. 2003, 2004, Randolph and Storey
dance are influenced by biotic (host species, 1999, Steele and Randolph 1985).
host density and behavior, and vegetation The impact of climate, particularly climate
structure) and abiotic factors (climate) (Gigon warming, was shown to influence I. ricinus dis-
1985, Perret et al. 2004, Randolph 2004). I. rici- tribution. A northwards and westwards exten-
nus phenology varies according to its geo- sion of I. ricinus distribution has been described

nstitut de Biologie, University of Neuchatel, Switzerland.
2Institut de Mathématiques, University of Neuchatel, Switzerland.
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within Sweden (Télleklint and Jaenson 1998)
and an extension of its distribution towards
higher altitudes has been reported in the Czech
Republic (Daniel et al. 1993, 2003). Jouda et al.
(2004a) studied I. ricinus phenology on the
slope of a mountain at various altitudes and
demonstrated the influence of climatic condi-
tions on the population of this tick species.
These authors observed that tick density, tick
phenology, and B. burgdorferi sl infection rate
varied with altitude.

In the present study, we assessed the phe-
nology of I ricinus along an altitudinal
gradient in an area presenting warm and dry
climatic conditions in canton of Valais, Switzer-
land. We also estimated the infection preva-
lence of B. burgdorferi sl in the collected ticks.

MATERIALS AND METHODS

Study areas and tick collection

The study was carried out in the region of
Salins in the canton of Valais, Switzerland, on
the north-facing slope of the Rhone Valley
known for its warm and dry climate (Werner
1994). To study the influence of altitude on tick
population and on their infection rate with
Borrelia, ticks were collected at three different
altitudes: 750 m (592.750/117.600), 880 m
(593.250/117.400), and 1020 m (593.550/117.200).

Host-seeking adult, nymphal, and larval
ticks were collected monthly from March 2004
to February 2005 by flagging the low vegeta-
tion with a 1 m? white flag over a distance of
150 m. Collected ticks were kept in plastic tubes
containing grass until examination for Borrelia
infection.

Questing tick density was expressed as the
number of ticks collected per 100 m?. An an-
nual value for tick density called cumulative
tick density (CTD) was obtained by integrating
the linearly interpolated curve of questing tick
density over 1 year from March 2004 to Febru-
ary 2005 (Eisen et al. 2003, Jouda et al. 2004a,b).
Peak tick density (PTD) was defined as the
maximal tick density over one year (Jouda et
al. 2004a,b). The date of onset of significant
questing tick activity in spring was calculated
from the questing tick density curve as the date

when tick density exceeded 10% of the peak
tick density (O10) (Eisen et al. 2003). Similarly,
the end of tick activity was calculated as the
last date when tick density decreased below
10% of the peak tick density (F10). To evaluate
the spatial variation in density of I. ricinus ticks
infected with B. burgdorferi sl, the peak tick den-
sity of infected nymphs (PTDi nymphs) and
adults (PTDi adults) was calculated (Jouda et
al. 2004a,b).

Air temperature at 60 cm as well as relative
humidity were recorded at each sampling ses-
sion in each area using a thermo-hygrometer
(Testo 615 S.A Lonay, Switzerland). Saturation
deficit was calculated with temperature and
relative humidity as described by Randolph
and Storey (1999) and Perret et al. (2000).

Detection of B. burgdorferi sl in ticks

Ixodes ricinus ticks were examined for B.
burgdorferi sl genospecies by polymerase chain
reaction (PCR), followed by the reverse line
blot (RLB) assay. Prior to PCR, ticks were
washed in ethanol 70% and cut into two
halves. To extract DNA directly from the tick,
one half was placed in 100 uL 0.7 M ammo-
nium hydroxide using a sterile tip and boiled
for 15 minutes at 100°C (20 uL was used for
PCR) (Poupon et al. 2006). The other half of the
tick was placed in 1.2 mL of BSK-H culture
medium (Sinsky and Piesman 1989) and incu-
bated for two weeks at 34°C. All culture me-
dia were then washed and thermolysates were
prepared according to Jouda et al. (2004b) with
a final volume of 30 uL (10 uL. was used for
PCR). Primers used to amplify the variable
spacer region between two repeated genes en-
coding for ribosomal 23S and 5S were B5S-Bor
and 23S-Bor primers (Alekseev et al. 2001)
(0.20 uM each). Taq DNA polymerase from Qi-
agen (1.25 U per test), dNTPs (200 uM each)
and 10 uL or 20 uL (see above) of DNA sam-
ples were used for PCR. DNA amplification
was performed in a reaction volume of 50 uL
using a Whatman Biometra Tgradient Ther-
mocycler 96 (Gottingen, Deutschland).

A touchdown PCR program was used: am-
plification started by an initial denaturation at
94°C for 3 minutes, followed by denaturation
at 94°C for 20 seconds, annealing at 60°C for 30
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seconds, extension at 72°C for 30 seconds. Then
during the subsequent cycles set, the annealing
temperature was lowered by 1°C until it
reached 52°C. An additional 40 cycles set each
consisting of 20 seconds at 94°C, 30 seconds at
52°C, and 30 seconds at 72°C, followed the
touchdown program. The PCR ended by a fi-
nal extension for 7 minutes at 72°C. PCR prod-
ucts were stored at 4°C until RLB analysis.

Isolates of B. burgdorferi sensu stricto (B31),
B. garinii (NE11), B. afzelii (NE632), B. lusitaniae
(PotiB3), and B. valaisiana (VS116) were used as
positive controls. Negative controls for culture
were culture medium without ticks and nega-
tive controls for extraction were 0.7 M ammo-
nium hydroxide without ticks.

The RLB technique was performed as de-
scribed by Schouls et al. (1999). The PCR prod-
ucts were hybridized to 7 different oligonu-
cleotide probes (75 pmol): B. burgdorferi sl (SL),
B. burgdorferi sensu stricto (SS), B. afzelii (AF),
B. garinii (GA) (Rijpkema et al. 1995, Schouls
et al. 1999), B. garinii (GANE), B. wvalaisiana
(VSNE), B. lusitaniae (LusiNE) (Poupon et al.
2006). All probes were blotted in lines on an ac-
tivated Biodyne C membrane (Pall Europe Ltd.,
Portsmouth, UK) using a Miniblotter 45 (Im-
munetic, Cambridge, MA). Hybridization was
visualized by incubating the membrane with
enhanced chemiluminescence detection liquid
(Amersham Biosciences Europe, Otelfingen,
Switzerland) and by exposing the membrane to
x-ray film (Hyperfilm; Amersham Europe).

Statistical analysis

All statistics were calculated with S-Plus® 7.0
for Windows (Insightful, Seattle, WA). Annual
evolution of climatic data and relationship be-
tween altitude and CTD were evaluated with
the Wilcoxon test. Infection rates between
nymphs and adults and the relationship be-
tween Borrelia in ticks and altitude were eval-
uated with a Fisher’s exact test.

RESULTS

Climate and tick phenology

Analysis of climatic data recorded along the
altitudinal gradient in Salins (Valais) showed
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that annual evolutions of temperature (Wil-
coxon test, p value: 0.003 between 750 m and
1020 m; p value: 0.006 between 880 m and 1020
m), relative humidity (Wilcoxon test, p value:
0.003 between 750 m and 1020 m; p value: 0.012
between 880 m and 1020 m) and saturation
deficit (Wilcoxon test, p value: 0.002 between
750 m and 1020 m; p value: 0.005 between 880
m and 1020 m) were significantly different be-
tween 1020 m and the two other altitudes but
not between 750 m and 880 m (Fig. 1). At 1020
m saturation deficit was low and stable in com-
parison with the other altitudes (Fig. 1): the
mean annual saturation deficit was 2.8 mm Hg
whereas it reached 7.4 mm Hg and 7.3 mm Hg
at 750 m and 880 m (Table 1). Relative humid-
ity was also much higher at 1020 m than at the
2 lower sites where relative humidity was be-
low 60% during most of the tick activity period
(Fig. 1).

All collected ticks belonged to I. ricinus. Be-
cause only two larvae were collected larvae
were not considered in this study. Questing
tick density varied considerably among the
three altitudes: annual questing tick density ex-
pressed as the CTD for nymphs was signifi-
cantly higher at 1020 m (Wilcoxon test, p value:
0.007) than at 750 m and 880 m and CTD for
adults was higher at 1020 m than at 880 m
(Wilcoxon test, p value: 0.007) (Table 2). PTD
was the highest at the highest altitude for both
nymphs and adults (Table 2).

The phenology of nymphs and adults also
varied with altitude (Fig. 1). At the two lowest
altitudes the questing activity of nymphs de-
creased when saturation deficit reached values
above 5 mm Hg and saturation deficit re-
mained higher than 10 mm Hg from April-May
until October. Duration of nymph and adult
questing activity lasted only 4 months at 750 m
(Fig. 1). At 1020 m tick activity lasted 6 to 7
months corresponding to the period when tem-
perature was higher than 10°C (Fig. 1). It is
noteworthy that at this altitude saturation
deficit always remained under 5 mm Hg and
temperature never reached 20°C. At the three
altitudes, questing tick activity was not ob-
served under 10°C and was reduced when sat-
uration deficit was higher than 5 mm Hg, most
questing tick activity was comprised between
2 mm Hg and 7 mm Hg (Fig. 2).
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FIG. 1. Seasonal evolution (from March 2004 to February 2005) of I. ricinus density (— for nymphs and - - - for
adults) in relation with climatic conditions (Temperature [°], Relative humidity [%], Saturation deficit [mm Hg]) along
an altitudinal gradient at 750 m, 880 m, 1020 m in the region of Salins (Valais).

B. burgdorferi sl in ticks tion, 35% (68/195) were found infected by B.
burgdorferi sl using one or both extraction meth-

A total of 195 ticks (129 nymphs and 66 ods. Adults were more infected (31/66, 47%)
adults) were analyzed for B. burgdorferi infec- than nymphs (37/129, 29%) (Fisher’s exact test,

TaBLE 1. MEAN ANNUAL VALUE FOR TEMPERATURE (MEAN T°) witH EXTREME TEMPERATURE (T°MAX AND T°MIN),
ReLaTivE Humipity (MEaN HR%) witH EXTREME ReELATIVE HUuMIDITY (HR%MAX AND HR%MIN)
AND SATURATION DEFICIT (MEAN SD) WITH EXTREME SATURATION DEFICIT
(SDmMaX AND SDMIN) AT THREE DIFFERENT ALTITUDES IN REGION OF SALINS (VALAIS) IN 2004

Altitude Mean T° T°max T°min Mean Hr% Hr%max Hr%min Mean SD SDmax SDmin

2004

750 m 14.16 28.9 -19 52.98 88 31 7.4 19.58 0.53
880 m 13.96 32.6 -14 5491 88.4 30 7.3 25.46 0.53
1020 m 9.18 19 —6.2 70.76 88 48 2.8 6.19 1.24
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TaBLE 2.  ANNUAL VALUE FOR Tick DensiTY (CTDA ror ApurLts AND CTDN ror Nymrhs), PEak Tick DENSITY
(PTDA ror AbpuLt aAND PTND ror NYMPH), DATE OF ONSET OF QUESTING Tick AcTIviTY IN SPRING (O10A FOR
Apurts, O10N For NymPHS) AND DATE ofF END oF Tick AcTtiviTy (F10A For ApuLts, FION FOR NYMPHS) AT THREE
DIFFERENT ALTITUDES IN REGION OF SALINS (VALAIS) IN 2004

Altitude CTDA PTDA O10A F10A CTDN PTDN O10N F10N
2004

750 m 487 7 12.02. 16.06. 517 7 24.03. 30.07.

880 m 91 1 22.03. 08.09. 456 7 20.03. 10.09.

1020 m 821 8 24.02. 08.10. 2616 29 26.03. 01.09.

p = 0.0168) (Table 3). Borrelia infection preva-
lence decreased with increasing altitude
(Fisher’s exact test, p = 0.0153). At 1020 m the
infection rate was 27.4% (34/124) whereas at
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the other altitudes the infection prevalence was
48% (23/48 at 750 m and 11/23 at 880 m). The
peak tick density of infected ticks (PTDi) was
3.2, 3.3, and 5.8 infected nymphs per 100 m?
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FIG. 2. Density of nymphs and adults from all sites (750 m, 880 m, 1020 m) in 2004 in relation with temperature at

60 cm and saturation deficit.
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TABLE 3. PROPORTION OF BORRELIA BURGDORFERI INFECTED I. RiCINUS Ticks (NYMPHS AND ADULTS)
AT THREE DIFFERENT ALTITUDES IN REGION OF SaLINs (VALAls) v 2004

Altitude Proportion of infected nymphs (%) Proportion of infected adults (%) Total
2004

750 m 11/24 (46) 12/24 (50) 23/48 (48)

880 m 9/19 (47) 2/4 (50) 11/23 (48)

1020 m 17/86 (20) 17/38 (45) 34/124 (27)

Total 37/129 (29) 31/66 (47) 68/195 (35)

and 3.5, 0.5, and 4 infected adults per 100 m?
at 750 m, 880 m, and 1020 m, respectively. PTDi
for nymphs increased with increasing altitude.

Four Borrelin species were identified by
PCR/RLB: B. afzelii was the most frequently de-
tected species (27/68, 40%), followed by B.
garinii (15/68, 22%), B. valaisiana (8/68, 12%),
and B. burgdorferi ss (4/68, 6%). Borrelia
genospecies could not be identified in five in-
fected ticks (5/68, 7.4%). B. afzelii was the most
frequent genospecies at 750 m (9/23) and at
1020 m (17/34) while at 880 m B. garinii was
dominant (5/11) but this was not significantly
different (Fisher’s exact test, p = 0.60). Mixed
infections with two Borrelia species were de-
tected more often in adults (6/31, 19.4%) than
in nymphs (3/37, 8.1%) but it was not signifi-
cantly different (Fisher exact test, p = 0.28).
Three combinations of mixed infections were
identified: B. garinii with B. valaisiana (n = 5),
B. garinii with B. afzelli (n = 2) and B. burgdor-
feri ss with B. afzelii (n = 2).

DISCUSSION

In a previous study, we assessed the influ-
ence of climate on the population of I. ricinus
ticks and their infection with B. burgdorferi
along a south-facing altitudinal gradient on the
slope of a mountain in Neuchatel (Chaumont,
Switzerland) (Jouda et al. 2004a). The purpose
of the present study was to examine the den-
sity and the phenology of I. ricinus and its
infection with B. burgdorferi sl along a north-
facing altitudinal gradient in an area in
Switzerland with a dryer and warmer climate
(Rhone Valley, canton of Valais), in the Alps.
The Rhone Valley is one of the driest areas of

this country. Relief of the Valais also makes that
winter temperatures are very cold and that
summers are dry and hot at low altitudes
(Werner 1994).

It has previously been described that tick
densities are higher at low than at high alti-
tudes in Switzerland (Jouda et al. 2004a,
Kaltenrieder et al. 1985). However, in Valais,
tick density over 1 year and peak tick density
were higher at the highest altitude (1020 m).
Most certainly climatic conditions are partic-
ular in Valais where annual mean rainfall
reached 409 mm in 2004, in comparison it
reached 949 mm in Neuchétel, the same year
(unpublished data from Météosuisse). A closer
look at annual evolutions of climatic condi-
tions at the three altitudes shows that they
were different at 1020 m compared to those
observed at 750 m and 880 m. Study sites lo-
cated at the two lowest altitudes were clearly
warmer and dryer than at 1020 m. I. ricinus
ticks do not have a high tolerance to water
stress. They have to interrupt questing when
they have lost too much water (Lees and
Milne 1951) and they move to the litter zone
where they rehydrate by active water sorp-
tion (Gaede and Kniille 1997).

Reductions in the questing activity of I. rici-
nus in relation with high saturation deficit have
been documented (Perret et al. 2000, 2003, Ran-
dolph and Storey 1999). In a computer-assisted
video tracking study, it was reported that
questing duration is inversely related to satu-
ration deficit (Perret et al. 2003). In addition to
behavior change induced by water stress, high
saturation deficit may also induce mortality of
ticks due to increase of tick movements (Perret
et al. 2003) and active water sorption (Gaede
and Kniille 1997) leading to exhaustion of their
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energy reserves (Randolph and Storey 1999,
Steele and Randolph 1985). Apparently,
nymphal ticks show a lower resistance to wa-
ter stress leading to the death of this tick stage
(Perret et al. 2004). Consequently periods of
questing activity of ticks are reduced when sat-
uration deficit is too high (Randolph and Storey
1999, Steele and Randolph 1985). This phe-
nomenon was observed here for nymphs at the
two lowest altitudes. Most probably, questing
tick populations at 750 m and 880 m suffered
from high saturation deficit and low relative
humidity during questing tick activity period
forcing ticks to walk more (Perret et al. 2003)
and to rehydrate more often, leading to a re-
duction of their fat content, the source of en-
ergy (Randolph and Storey 1999). Deprived of
energy sources ticks will no more be able to
find a host and will die. Tick populations at
these low altitudes are probably at the limit of
their maintenance because of moisture stress
whereas at 1020 m climatic conditions are ad-
equate for a stable tick population. In fact, tick
collection in another site in the same area in
Valais (643 m) with a very high saturation
deficit (annual mean: 11.4 mm Hg, and val-
ues > 10 mm Hg from March to October)
showed that establishment of ticks in this site
was not possible (unpublished data). Possibly,
the particular behavior of cervids, like red deer,
who used to move up to higher altitudes in
spring and remain there until fall, may also ac-
count for the higher tick density observed at
1020 m (Hausser 1995).

In Switzerland, the infection prevalence by
B. burgdorferi sl varies from 5% to 47.5%
(Aeschlimann et al. 1986, Jouda et al. 2004a,b,
Péter et al. 1995). In this study the overall
prevalence in B. burgdorferi sl in I. ricinus ticks
was 35%. As previously reported by others, the
infection prevalence was higher in adults (47%)
than in nymphs (29%) (Jouda et al. 2004a,b ,
Rauter and Hartung 2005).

Our results confirm previous observations
showing that ticks were less infected with in-
creasing altitude (Aeschlimann et al. 1986,
Jouda et al. 2004a, Rizzoli et al. 2002). The in-
fection rate with B. burgdorferi sl could be in-
fluenced by the distribution of hosts. Indeed
large mammals such as red deer are not reser-
voir hosts for Borrelia and they contribute to the
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dilution of the infection of B. burgdorferi sl in
tick population (Kurtenbach et al. 1998). Being
hosts for adult ticks they are also very impor-
tant for the maintenance and the development
of tick populations. Since these mammals use
to move up to higher altitudes during spring-
summer they may have contributed to the
lower infection rate detected in ticks collected
at 1020 m.

In Switzerland, five Borrelia species have
been isolated from I. ricinus ticks: B. burgdorferi
ss, B. garinii, B. afzelii, B. valaisiana and B. lusi-
taniae (Jouda et al. 2003, 2004a,b, Casati et al.
2004). All Borrelia species except B. lusitaniae
were detected in ticks collected at the three al-
titudes. B. afzelii was the most frequently de-
tected species followed by B. garinii. These two
species have been reported to be associated
with rodents and birds, respectively which sug-
gest that these hosts are the main reservoirs at
all three altitudes (Gern and Humair 2002). The
distribution of the Borrelia species and the fre-
quency of mixed infections observed here are
similar to those reported for Europe (Rauter
and Hartung 2005).

Studies on spatial variation in density of I.
ricinus ticks infected with B. burgdorferi sl re-
ported densities of 0.2 to 114 infected ticks per
100 m? (Mejlon and Jaenson 1993, Talleklint
and Jaenson 1996, Rizzoli et al. 2002, Jouda et
al. 2004b, Ferquel et al. 2006). In this study,
we observed a low density of infected ticks
ranging from 3.2 to 5.8 infected ticks per 100
m?.

The most interesting result in this study is
the higher tick density observed at the highest
altitude (> 1000 m). We explained this by very
dry and warm conditions at the low altitudes
(750 m and 880 m) that impaired the favorable
development of the tick population.
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Phenology of Ixodes ricinus and Infection with Borrelia burgdorferi
sensu lato Along a North- and South-Facing Altitudinal Gradient
on Chaumont Mountain, Switzerland
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PIERRE-FRANGOIS HUMAIR,' JACQUELINE MORET,? anp LISE GERN*?
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ABSTRACT Questing Ixodes ricinus L. ticks were collected monthly from 2003 to 2005 on the north-
and south-facing slopes of Chaumont Mountain in Neuchétel, Switzerland, at altitudes varying from
620 to 1,070 m. On the south-facing slope, questing tick density was higher than on the north-facing
slope, and it decreased with altitude. Density tended to increase with altitude on the north-facing
slope. Saturation deficit values higher than 10 mmHg and lasting for >2 mo were often recorded on
the south-facing slope, explaining seasonal patterns of questing tick activity. The overall prevalence
of Borrelia burgdorferi sensu lato was 22.4%, and prevalence differed according to exposure and among
years. No difference was noticed between nymphs and adults, Four Borrelia species were identified.
Mixed infections were detected in 52 ticks, B. garinii and B, valaisiana (n = 21) and B. afzelii and B.
burgdorferi s.s. (n = 20) were the most frequent associations observed. The density of infected ticks
varied from 3.6 to 78,7 infected nymphs per 100 m® and from 0.6 to 16.9 infected adults per 100 m?,
both slopes combined. The study on the south-facing slope was a follow-up of a previous study carried
out at the same location during 1999-2001. Comparison of climatic data between the two periods
showed a marked increase in saturation deficit. Substantial differences in density and phenology of
ticks also were observed. At high elevations, ticks were significantly more abundant during the current
study. This can be explained by rising temperatures recorded during summer at altitude, reaching
values similar to those registered in the first study beneath. At the lowest altitude, adults were
significantly less abundant, probably due to long-lasting high saturation deficits that impaired nymphal

survival. The density of Borrelia-infected ticks was higher than in the previous study.

KEY WORDS tick density, Borrelig-infected ticks, phenology, climate, mixed infection

The tick Ixodes ricinus L. is the main vector of Borrelia
burgdorferi sensu lato, the etiological agents of Lyme
borreliosis, in Europe. Seven Borrelia genospecies
have been found associated with this tick species: B.
burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, B.
valaisiana, B. lusitaniae, B. bissettii, and B. spielmanii
(Rauter and Hartung 2005, Richter et al. 2006).
Throughout the wide distribution of L ricinus, its
phenclogy (the evolution of the questing tick density
over time, Jouda et al. 2004b) varies considerably from
a unimodal pattern with maximum nymphal density
in winter (Algeria) or in summer (Tunisia) (Yousfi-
Monod and Aeschlimann 1986, Dsouli et al. 2006) to
a bimodal pattern reaching its maximum density in
spring (Ireland) or in autumn (Crimea) (Gray 1984,
Korenberg 2000). In England (Randolph et al. 2002)
and in Switzerland (Mermod et al. 1973; Perret et al.
2000; Jouda et al. 2004a, 2004b; Burri et al. 2007), both

UInstitut de Biologie, Laboratoire d'Eco-Epidémiologie des Para-
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bimodal and unimodal patterns with a maximum
nymphal density in spring were shown to occur. The
phenology of I, ricinus also was reported to be variable
between years (Tilleklint and Jaenson 1996, Perret et
al. 2000, Randolph et al, 2002, Randolph 2004, Jouda et
al. 2004b). Variations in the seasonal activity of quest-
ing ticks may be associated with variations in biotic
(host species, density and behavior, and vegetation
structure) as well as abiotic factors (climate). For
example, the duration of development of I ricinus is
inversely proportional to temperature (MacLeod
1934, Campbell 1948 cited in Randolph et al. 2002);
therefore, temperature may allow fast development of
spring-fed ticks and the emergence of the next stage
in the same year in autumn (Chmela 1969, Randolph
etal. 2002). Hence, we would expect an autumnal peak
when temperatures are high in summer and no au-
tumn peak otherwise.

In a previous study on the phenology of I ricinus
ticks along an altitudinal gradient on the south-facing
slope of a mountain (Chaumont), the seasonal activity
of questing ticks was related to altitude, and tick den-
sity and prevalence of B. burgdorferi infection de-

0022-2585/07/0683-0693$04.00/0 © 2007 Entomological Society of America
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creased with altitude (Jouda et al. 2004b). In this
study, variable phenologies and variable Borrelia in-
fection rates of ticks were reported by Jouda et al.
(2004b) at different altitudes, under different tem-
perature conditions, within the same forest at a short
distance, suggesting that such an area is suitable to
follow the impact of different climatic scenarios on the
seasonal activity of questing tick populations. There-
fore, in the context of climate change, we followed up
the seasonal activity of questing I ricinus ticks as well
as their infection rate with B. burgdorferis.]. along this
altitudinal gradient over three more years in relation
with climatic data, and we investigated the situation
on the north-facing slope of the same mountain.

Materials and Methods

Collection of Ticks. This study was carried out in a
mixed forest dominated by deciduous trees (Quercus
spp.. Fagus spp., Fraxinus spp., and Prunus spp.) along
two altitudinal gradients on the north- and south-
facing slopes of Chaumont Mountain in Neuchitel,
Switzerland, within a 3-km radius of 47° 01’ N, 06° 56
E. Questing ticks were collected monthly from Feb-
ruary 2003 to November 2005 on the south-facing
slope of Chaumont and from March 2004 to November
2005 on the north-facing slope. Sampling sites on the
south-facing slope were located at 620, 740, and 900 m
as described in Jouda et al, (2004b), and one sampling
site was added at 1,070 m, Sites on the north-facing
slope were chosen at similar altitudes: 780, 910, and
1,010 m. A I-m* cotton flag was dragged across low
vegetation over a distance of 150 m except at 620 m on
the south-facing slope where flagging distance was
100 m. The flag was inspected every 25 m, and nymphs
and adults were placed separately in vials containing
fresh grass and kept alive (at room temperature and
relative humidity close to 95%) until detection of
Borrelia sp. infection.

Climatic Data. Environmental data such as air tem-
perature at 60 cm and relative humidity were recorded
monthly at each sampling site using a thermohygrom-
eter (model 615, Testo SA, Lonay, Switzerland), and
saturation deficit (SD), which integrates temperature
and relative humidity to derive a measure of the drying
power of the atmosphere, was calculated according to
Randolph and Storey (1999). SD values for 1999 -2001
were calculated from unpublished data recorded
monthly at each sampling site during the first study. In
addition, air temperature for the south-facing slope
was recorded by two automatic meteorological sta-
tions (MétéoSuisse) located at 485 and 1,073 m above
sea level, close to our study sites, Monthly average
temperatures were considered to calculate mean val-
ues by seasons: winter (December of previous year,
January and February), spring (March, April, and
May), summer (June, July, and August) and autumn
(September, October, and November).

Tick Phenology. Host-seeking tick density was ex-
pressed as the number of ticks collected per 100 m?
Same variables used in the previous study at the same
location (Jouda et al, 2004b) were applied to charac-
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terize tick phenology (Eisen et al, 2003, Jouda et ],
2004a). The cumulative density of ticks (CTD), ex-
pressed as the number of ticks per 100 m? and per
year, was estimated by integrating the linearly ex-
trapolated curve of questing tick density over | yr
for nymphs (CTDN) and adults (CTDA). The peak tick
density (PTD) is the maximal tick density over 1 yr,
calculated for nymphs (PTDN) and adults (PTDA).
The onset of significant questing tick activity in
spring (O10) was calculated from the questing tick
density curve as the date when tick density was higher
than 10% of PTD (Jouda et al. 2004h), Likewise, the
end of questing tick activity (F10) was considered as
the date when tick density remains constantly below
10% of PTD. To estimate maximal density of Borrelia-
infected ticks, the peak tick density of infected
nymphs (PTDNi) and adults (PTDAi) were calcu-
lated by multiplying PTD by the infection rate (Jouda
et al. 2004a, 2004h),
Borrelia DNA Extraction from Ticks. Every month,
a maximum of 20 nymphs and 20 adults (10 males and
10 females) collected in each site were examined for
Borrelia infection. Before DNA isolation, ticks were
soaked in ethanol 70% and air-dried. Isolation of DNA
from ticks collected in 2005 was achieved using am-
monium hydroxide (NH,OH) as described previously
(Guy and Stanek 1991, Rijpkema et al. 1996). Briefly,
ticks were boiled for 15 min at 100°C in 100 ul of 0.7
M NH,OH, cooled quickly, and boiled again for 15 min
in open vials to evaporate the ammonia (10-ul samples
were retained for polymerase chain reaction [PCR]
analysis). Ticks collected in 2004 were halved length-
wise: one half was processed by using ammonium
hydroxide as described above (20 ul used for PCR),
and the other half of the tick was incubated for 2 wk
at 34°Cin 1.2 ml of BSK-H culture medium (Sinsky and
Piesman 1989). These cultures were washed twice
with phosphate-bulfered saline/ MgCl,, and the pellet
was resuspended in 30 wl of water and heated for 15
min at 100°C according to Postic et al. (1994) (10 ul
used for PCR). To check for cross-contamination,
negative controls were included during DNA extrac-
tion, which consisted of reagents without ticks.
Identification of Borrelia Species by PCR and Re-
verse Line Blotting (RLB). I ricinus ticks were ana-
lyzed for detection of B. burgdorferi s.l. genospecies by
PCR and RLB, Primers B5S-Bor and 23S-Bor were
used to amplify the variable spacer region between
two repeated copies of the 23S and 58 ribosomal genes
(Alekseev et al. 2001). PCR amplifications were run in
a Tgradient Thermocycler 96 (Whatman Biometra,
Gottingen, Germany) by using a touchdown PCR pro-
gram (Burri etal. 2007). Negative and positive controls
were included in each PCR. In negative controls, wa-
ter replaced DNA samples. Isolates of B. burgdorferi
ss (B31), B. garinii (NE11), B. afzelii (NE632), B.
lusitaniae (PotiBl, PotiB2, and PotiB3), and B.
valaisiana (VS116) were used as positive contrals,
For Borrelia identification by RLB, PCR products
were hybridized to seven oligonucleotide probes (75
pmol) (Poupon et al. 2006, Burri et al. 2007) blotted
in lines on an activated Biodyne C membrane (FPall
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Fig. 1. Boxplot of saturation deficit values at different
altitudes on both slopes of Chaumont Mountain. (A) North-
facing slope (altitudes ranging from 780 to 1,010 m). Data
from 2004 and 2005, (B) South-facing slope (altitudes ranging
from 620 to 1,070 m). Data from 2003 to 2005.

Europe Lid., Portsmouth, United Kingdom) by using
a Miniblotter 45 (Immunetic, Cambridge, MA). Hy-
bridization was visualized by incubating the mem-
brane with enhanced chemiluminescence detection
liquid (GE Healthcare Europe, Otelfingen, Switzer-
land) and by exposing the membrane to X-ray film
(Hyperfilm, GE Healthcare Europe).

Statistical Analysis. The relationships between tick
density and altitude, and between climatic variables
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(temperature, relative humidity, and SD) and altitude
were evaluated with the Spearman’s rank correlation,
The relationship between tick density and exposure was
evaluated with the unpaired Wilcoxon test. The Page test
was applied to assess the relation between the onset of
tick activity in spring and altitude, The chi-square good-
ness-of-fit test with uniform distribution was used to
compare the CTD values between the earlier and the
current study on the southern slope of Chaumont
Mountain. The chi-square test on contingency table
was used for Borrelia infection comparisons between
stages and altitudes. The influence of exposure, alti-
tude, and year on infection prevalence in nymphal and
adult ticks was estimated by logistic regressions (only
years 2004 and 2005 were taking into account). These
variables were considered as factors. All statistics were
calculated with S-Plus 7.0 for Windows (Insightful,
Reinach, Switzerland).

Results

Climatic Data. Analysis of climatic data recorded at
Chaumont Mountain showed a different pattern on
both slopes of the mountain, On the south-facing
slope, relative humidity increased with altitude,
whereas SDs were inversely related to altitude (Spear-
man’s rank correlation, P = 0.046 for relative humidity
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activity.

and P = 0.023 for SD). Temperature tended to de-
crease with altitude (Spearman’s rank correlation, P =
0.07). On the north-facing slope, no correlations were
observed between climatic variables and altitude, On
the south-facing slope, SD median values were be-
tween 6 and 10 mmHg, whereas these values were
usually <6 mmHg on the north-facing slope (Fig. 1).
Even if we excluded data from the hottest year (2003)
on the south-facing slope, SD median values were
always higher than 6 mmHg (values varied between
6.14 and 9.8 mmHg).

On the south-facing slope, at 620 and 740 m, SD
values >10 mmHg and lasting for 2- 4 mo from June to

September were observed in 2003, whereas in 2004
and 2005 these high SD values were already present
from March-April and lasted for 4 mo at 620 m (Fig.
2). The maximum SD value was observed at 620 m on
the south-facing slope reaching 21,6 mmHg in 2003. At
the two highest altitudes, SD values rose above 10
mmHg only for short periods, except at 900 m in 2003
where SD remained higher than 10 mmHg for 2 mo.
On the north-facing altitudinal gradient, SD values
rarely exceeded 10 mmHg (data not shown).
Phenology, Tick Density, and Borrelia Infection
on South- and North-Facing Slopes. The majority of
questing ticks was collected at temperatures >8°C for
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Fig. 4. Questing I ricinus nymphs (bold line) and adults (thin line) at four different altitudes on the south-facing slope
of Chaumont Mountain from 2003 to 2005. CTDN, number of nymphs per 100 m? per year. CTDA, number of adults per 100
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nymphs and 8.5°C for adults (data not shown). How-  slope, seasonal nymphal and adult questing activity
ever, nymphs could occasionally be collected already ~ patterns were usually stable, except in 2004 at 1,010 m
at 2.9°C and adults at 4.2°C. with the emergence of a strong activity peak in spring
On both slopes of Chaumont, the seasonal patterns ~ (Fig. 3). On the south-facing slope, seasonal patterns
of questing tick activity varied according to year and  were stable at 1,070 m, whereas they were changeable
to altitude (Figs. 3 and 4). On the north-facing slope, among years at the other elevations (Fig, 4).
larvae peaked in June in all sites. On the south-facing In 2003, unimodal tick activity patterns were ob-
slope, questing activity of larvae and nymphs reached  served along the south-facing altitudinal gradient (no
their maximum simultaneously in May to July accord- ~ data for the north-facing slope) (Fig. 4). In 2005, a
ing to altitudes, except at the highest altitude where ~ clear bimodal distribution of questing tick activity was
the larval peak occurred 1 mo after the nymphal peak  noticed in almost all study sites on both slopes of t:he
(data not shown for larvae). On the north-facing mountain with peaks of similar magnitude in spring
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Proportion of B, burgdorferistinfected 1. ricinus ticks at different altitudes on the north- and south-facing slopes of Chaumont

Infection rates in nymphs (%)

Infection rates in adults (%)

Site/altitude
(m) 2003 2004 2005 Total 2003 2004 2005 Total

N 1,010 na 377140 (26.4)  32/116 (27.6)  69/256 (26.9) i 9/59 (15.3)  3/40 (7.5) 12/99 (12.1)
Nolo na 12/112 (10.7) 117101 (10.9)  23/213 (10.8) nm 5/34 (147) 11/39 (28.2)  16/73 (21.9)
N 750 n 23/131 (17.6) 21790 (23.3)  44/221 (19.9) na 8/38 (21.1)  4/28 (143)  12/66 (18.2)
Total N na 72383 (18.8)  64/307 (20.8) 136/690 (19.7) na 22/131 (16.8) 18/107 (16.8)  40/238 (16.8)
§1,070 0/5 (0.0) 31788 (35.2)  25/123 (20.3)  56/216 (259)  0/2 (0.0) 12/49 (24.5)  17/60 (24.6) 29120 (242)
S900 14/86 (16.3)  40/140 (28.6)  23/149 (154)  77/375 (20.5)  7/30(233) 19/107 (17.8) 25/94 (266)  51/231 (22.1)
S 740 16/75 (21.3)  46/144 (31.9)  16/164 (98 78/383 (20.4) 11/43 (25.6) 38/91 (41.8)  25/137 (182)  74/271 (27.3)
$620 22/100 (22.0)  54/158 (34.2)  36/154 (23 ) 112/412 (27.2)  0/5(0.0)  21/59 (35.6)  3/22 (136)  24/86 (27.9)
Total $ 52/266 (19.5) 1717530 (32.3) 100/590 (16.9) 323/1386 (23.3) 18/80 (22.5)  90/306 (29.4) 70/322 (21.7) 178/708 (25.)

Total N &S 52/266 (19.5) 243/913 (26.6) 164/897 (18.3)

459/2076 (22.1)

18/80 (22.5) 112/437 (25.6) 88/429 (20.5) 218/946 (23.0)

N, north-facing slope; S, south-facing slope; na, not available.

and autumn (Figs. 3 and 4). Tick density in autumn
was sometimes even higher than in spring as seen for
adults at 740 m and for nymphs at 900 m on the
south-facing slope.

Altogether, cumulative tick density was signifi-
cantly higher on the south-facing slope than on the
north-facing slope (Figs. 3 and 4) (unpaired Wilcoxon
test,n = 17, P = 0.036). Density for nymphs decreased
with altitude on the south-facing slope (Spearman’s
rank correlation, P = 0.048), but it had a tendency to
increase with altitude on the north-facing slope of
Chaumont (Spearman’s rank correlation, P = 0.09).
The beginning of nymphal activity in spring (ON10)
was delayed with altitude on the south-facing slope
(Page test, P < 0.05) but not on the northern slope.

In total, 459/2,076 (22.1%) nymphs and 218/946
(23.0%) adults analyzed on both fdtitudinal gradients
were infected by B. burgdorferi sl. (Table 1). There
were no significant differences in the infection preva-
lences between nymphal and adult stages either be-
tween the seven examined sites (¥* test, P = 0.6) or
when the north- and south-facing slopes were con-
sidered (¥ test, P = 0.37 and P = 0.38, respectively).

Borrelia prevalences in ticks varied according to
exposure (higher on the south-facing slope of Chau-
mont) and among years on the south-facing slope
(maximal prevalence in 2004) (logistic regression,

nymphs: t = 2.257, P = 0.024; adults: ¢ = 2.592, P = 0.009
for exposure; logistic regression, nymphs: ¢ = —5.789,
P < 0.0001; adults: t = —2.032, P = 0.042 for year).
Infection prevalences in nymphs varied according to
altitude, higher at the lowest altitude on the south-
facing slope (620 m) (logistic regression, t = —2.275,
P =0.023) and higher at the highest altitude (1,010 m)
on the north-facing slope (logistic regression, t =
3.823, P = 0.0001). During the current study, the PTDi
varied from 3.6 to 78.7 infected nymphs per 100 m?
(Table 2) and was five-fold lower for adults, ranging
between 0.6 and 16.9 infected adults per 100 m2,
Four Borrelia species were identified by RLB in
ticks analyzed in 2004 (n = 1,350) and 2005 (n =
1,326): B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi s.s., and B.
valaisiana. B. afzelii was usually the dominant species
at each site with the highest prevalence at 1,010 m on
the north-facing slope and the lowest at 1,070 m on the
south-facing slope (Table 3). At this site B. burgdorferi
ss was the dominant species closely followed by B.
valaisiana. On the north-facing slope B. burgdorferis.s.
was more frequent at 910 m and B. garini and B.
valaisiana at 780 m. Mixed infections were detected in
52 ticks (29 nymphs and 23 adults): B. garinii and B.
valaisiana in 21 ticks, B. afzelii and B. burgdorferi s.s.
in 20 ticks, B. garinii and B. afzelii in six ticks, B. garinii
and B. burgdorferi s.s. in three ticks, and B. afzelii and

Table 2. Peak tick density (PTD)* and peak tick density of infected I. ricinus ticks (PTDI)" at different altitudes on the north- and

south-facing slopes of Chaumont Mountain from 2003 to 2005

) Nymphs Adults
Slte/(zglt;tude PTD PTDI PTD PTDI

2003 2004 2005 2003 2004 2005 2003 2004 2005 2003 2004 2005
N 1,010 na 172 47 o 45.4 13.0 na 19 11 na 5.0 3.0
N 910 na 41 33 na 4.4 3.6 na G 10 na 0.6 1.1
N 780 na 40 27 na 7.0 6.3 na 6 5 na 1.1 1.2
81,070 na 56 40 na 19.7 8.1 na 15 18 na 5.3 37
$ 900 120 234 143 19.6 66.9 22.0 12 59 33 2.0 16.9 5.1
$740 142 127 97 30.2 40.5 9.5 28 27 44 6.0 8.6 43
§ 620 355 230 147 78.1 78.7 344 11 20 6 2.4 6.7 14

N, north-facing slope; na, not available; S, south-facing slope.

“PTD, maximal tick density over 1 yr expressed as number of ticks per 100 m>.
5 PTDI: PTD x infection prevalence, Maximal infected tick density over 1 yr expressed as number of infected ticks per 100 m?



July 2007 MoRAN CADENAS ET AL.: PHENOLOGY OF L ricinus AND INFECTION WITH B. burgdorfer 689

3 |oag@ 85@gh 9 B. valaisiana, and B, burgdorferi ss, B. garinii, and B.
T |dg=s dFEg8 & afzelii in one tick each.
-E) Blangd® 23828 8 Evolution of Tick Densities and Seasonal Activity
2 SEdc ZIBIS 2 on the South-Facing Slope between Two Study Peri-
= = = ods, Comparison of climatic data on the south-facing
. o slope between the previous study carried out in 1999~
2 ’§ 3 = ‘E 2001 (Jouda et al. 2004b) and the current study
2 Clocas wwbome o showed a marked increase in SD in 2003-2005. During
b = A the first study, the threshold of 10 mmFHg was rarely
E 5 - = reached even at the lowest altitudes and only for very
g = = o o short periods. This threshold happened punctually
"*E‘ T v o § E;’ after the sprin.g peak (in September 1999 and in July
: : R ’ 2000) or earlier (end of May 2001 until mid-July).
: 2|8 = o o Between the two studies, differences were observed
HEIEP 3 2 o in monthly average temperature as recorded by the
E’E 8 NrmE ©ao—a é’ MétéoSuisse stations (Table 4). Monthly average
g | temperatures during winter and spring decreased
5 g o s o between the two periods, whereas monthly average
8 sl @ o 3 g temperature in summer and autumn increased. This
K T ow-a wgnom 9 evolution belongs to a general trend observed during
0 5 e s "
g 2 1996-2005. The major temperature increase was re-
2 & s = g corded at the highest altitude: mean summery tem-
B g ol g g| 3 peratures were 1.6°C above the 1999-2001 values. A
k1 M mw whgoOER g < closer look at the monthly average temperatures
2 e showed that the main decreases occurred in February
: = s & % (2.31°C at 485 m and 1.97°C at 1,073 m) and in May
T w 8 5 8 © (1.83°C at 485 m and 1.73°C at 1,073 m), and the main
X Twoa woHoy K '§o increases took place in June (2.90°C at 485 m and
'§ 8 3.13°C at 1,073 m) and July (1.13°C for both stations).
e = PR ~ N i Substantial variations in density and phenology of
= E |Eéas sacxs & i ticks were observed between the two studies. At high
g SR ISSET ZooTs = E elevations {740 and 900 m), CTD values for nymphs and
4 % TI8F88 T % g4 = B adults were significantly higher during the last period
b ¢ |2R38 8888g 5| * (chi-square goodness-of-fit test, P < 0.0001) than during
§ g the first period (Table 5). The most important diver-
£ - = T - § gence was observed at 900 m where mean CTD values
3 é o § o % E A were 2.25 and 3.5 times higher for nymphs and adults,
2 - a ) respectively, during the current study. At the lowest
“E . % altitude, no difference was observed for nymphs,
£ - 2 qF @ £ whereas adults were significantly less abundant during
8 Newos cwoo 5 s| # the last period (chi-square goodge§s-of-ﬁt test, P <
2l = § 0.0001). In addition, the seasonal activity of ticks at 900 m
ElE 5 = @ ;§ displayed a greater variability between years compared
t || 53] e @ s | 5 with the first study.
‘§. = % L - R IR T 4 :
B |E PR
i g 2 g ‘E g 4 Discussion
K 3 meae BgeTy o g@ A previous study along an altitudinal gradient on
§ < ”§D the south-facing slope of Chaumont revealed that
. i T} .%né phenology was related to altitude and that ti(‘:k den-
3 % = = 2| éd sity and prevalence of B. burgdorferi infection de-
= weN2R ZeHRY B g4 creased with altitude (Jouda et al, 2004b}. Different
s | 2% temperature conditions occurring simultaneousl_y
a @ g« 5 within a short distance along this altitudinal gradi-
J E 8 £ E G ent induced variable phenologies of ticks. Hence,
'g BRSR 23888 F| T4 modifications of temperature in the context c?f
2 § £ global warming may help to better upc]er'stand th(.alr
o 3 % %% influence on the evc?ltlt.ion of questing tick density
2 'E'é 9 z o w z| g8 and Lyme borreliosis risk. Therefore, we fo'llovged
& % ~ |B28% S588%8F Z| 28 up this study over three more years cons_lder}ng
& ZZZE bannt O climatic factors, and we investigated the situation
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Table 4, Seasonal avernge temperatures (°C) during the two study periods (1999-2001, Jouda et al. [2004b] and 2003-2005) and
during the 3-yr period preceding the first study recorded at two meteorological stations loeated at 485 and 1,073 m on the south-facing

slope of Chaumont Mountain

Station at 483 m Station at 1,073 m

sedson 1996-1998 10692001 2003-2005  Difference®  1996-1998  1999-2001  2003-2005  Differences
Spring 9.9 106 10.1 Z05 56 62 59 ~o3
Summer 184 183 20,0 1.5 136 13.9 15.5 1.6
Autumn 9.6 10.5 12.0 1.5 5.8 6.6 7.1 05
Winter 2.0 27 1.6 -1 -04 —07 ~17 —10
Annual avg 10.0 10.6 109 0.3 6.2 6.5 6.7 02

“ Differences were calculated between 1999-2001 and 2003-2005.

along an altitudinal gradient on the north-facing
slope of the same mountain.

An annual variability in tick density (CTD) as well
as changeable patterns of tick activity between years
was noticed in all study sites. This is in line with
previous temporal studies on tick density reported in
Europe (Tilleklint and Jaenson 1996, Jensen 2000,
Jensen and Frandsen 2000, Randolph et al. 2002, Ran-
dolph 2004, Jouda et al. 2004b, Ferquel et al. 2006).

On the south-facing slope of the mountain, a uni-
modal distribution of tick activity was observed in
2003, Interestingly, this summer extreme heat and low
precipitations led to an exceptionally dry season over
most parts of Europe, particularly in western Switzer-
land (Rebetez et al. 2006). SD values above 10 mmHg
were recorded after June and remained high for
months, High SD causes water stress in ticks (espe-
cially in nymphs) so questing activity is generally
interrupted and ticks move to the ground for rehy-
dration. Moreover, rising tick movements due to high
SD may increase tick mortality owing to exhaustion of
their energy reserves (Randolph and Storey 1999; Per-
ret et al. 2003, 2004). Thus, this exceptional increase in
summer temperatures in 2003 and the high and long-
lasting SD values may have impaired questing tick
activity and increased tick mortality, preventing the
occurrence of an autumn peak at short term and re-
ducing tick density at long term.

The second remarkable event was the appearance
of a low spring peak of questing tick activity and a
marked autumn peak in 2005 at the three lowest ele-
vations on the south-facing slope. Probably, the weak
spring peak of questing tick may have been induced by
high SD values exceeding 10 mmHg early in spring and
remaining high until August. We do not think that the
low winter temperatures recorded the same year are
responsible for this reduced questing tick density in

Table 5. Cumulative tick density (CTD) of I. ricinus ticks
calculated for the 1999-2001 and 2003-2005 surveys on the
south-facing slope of Chaumont Mountain

Altitude CTD Nymphs CTD Adults
() 19992001 2003-2005  1999-2001¢  2003-2005
900 26,177 58,896 3477 12,264
740 28,923 42,685 6,830 13,726
620 74,990 74,628 7,789 4,504

41999-2001: Data from Jouda et al. (2004b).

spring. Moreover, snow cover prevents low soil tem-
peratures (Berry 1981 cited in Lindgren et al. 2000)
and protects ticks from very cold temperatures and
probably does not have severe consequences for ticks,
which are quiescent at this period (Randolph 2004).
The autumn peaks, which are as important as spring
peaks, are probably due te two phenomena. Favored
development of spring-fed larvae and nymphs at all
altitudes due to an increase in summer temperatures
allowed these ticks to quest in autumn the same year.
In addition, spring ticks may have reactivated their
questing activity in autumn. Interestingly, the autumn
peak emerged when SD values dropped. A similar
phenomenon was described in 1998 in a very close site
(Perret et al. 2000).

Recorded climatic data did not allow explaining
changeable patterns of tick activity in sites with north-
ern exposure, especially at 1,010 m in 2004 when a
noteworthy spring peak of questing ticks occurred.
Moreover, the effect of increased temperature, as re-
corded in summer 2003, on the behavior of some host
communities that might influence tick densities is un-
known.

Questing tick density decreased with altitude on the
south-facing slope of Chaumont, which is in line with
previous observations (Jouda et al. 2004b). On the
north-facing slope, the highest tick density was re-
corded at the highest altitude, >1,000 m. This situation
contrasts with a study describing that tick establish-
ment and development were limited or prevented by
cold temperatures at high altitudes (Daniel 1993).
However, higher tick density in altitude also has been
observed along a north-facing altitudinal gradient but
in an area with a dry and warm climate, the Rhéne
Valley in Switzerland (Burri et al. 2007). Local differ-
ences in micro- and mesoclimatic conditions may al-
low a better maintenance at high altitudes than at low
altitudes.

When we compared our results from the south-
facing slope with those from the previous study (1999-
2001), striking differences were observed in tick phe-
nology and this during a period of climate features
showing warmer summers and autumns and colder
winters, Considering a longer period (1996-2005),
annual average temperatures showed an increase of
0.9 and 0.5°C at the lowest and highest altitudes, re-
spectively, and this within a clear trend of warmer
summers and autumns and colder winters. The tem-
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peratures recorded at 485 m from 2003 to 2005
(10.5°C) were higher than the average annual tem-
perature calculated over the 20th century, which was
9.4°C (Baniewicz 2002). Evolution of seasonal quest-
ing tck activity and tick densities at 900 m on the
south-facing slope demonstrated great variability,
whereas stability was the trend registered in the pre-
vious study at this altitude. This instability in tick
phenology under warmer conditions at high altitude
was predicted by Jouda et al. 2004b). This can be
explained by rising temperatures recorded in summer
at altitude, reaching values similar to those registered
in the first study at the lowest altitude and that are
favorable for ticks, increasing their density at 900 m.
Similar effects of warm temperature on tick popula-
tion at high elevation have been described by Daniel
etal. (2003) and Danielova et al. (2006). They showed
an extension of I, ricinus distribution at higher alti-
tudes during the last decades in the Czech Republic,
probably due to an increase in temperatures.

Otherwise, at the lowest altitude, high temperatures
and moisture stress had a considerable negative im-
pact on tick abundance, Long-lasting high SD values
as observed during the last study probably represent
a danger for tick population survival. At this altitude,
ticks seem to suffer from the effect of global warming,
and possibly, they are reaching here the limit of the
climatic conditions tolerable for their maintenance. A
similar phenomenon also was noticed in the Swiss
Alps, in a warmer and drier region (Burri et al. 2007)
where tick establishment was prevented by high and
long-lasting SD values. Nymphs show lower resistance
to water stress than adults, leading to increased death
rates (Perret et al. 2004). Probably, nymphs could not
quest long enough to find a host before dying of des-
iccation and/ or energy exhaustion. This could explain
the lower adult densities recorded during the current
study.

Upon synchrony of extreme weather conditions
with the tick questing activity, for example, in spring
at the lowest altitude, whereas high and long-lasting
SDs arose and many ticks quested, questing duration
was reduced and tick mortality was increased, leading
to a lower questing tick population (Perret et al. 2003,
2004). At higher altitudes, increased temperatures to
values favorable to ticks led to an increase in tick
density probably through reduced developmental du-
ration from one instar to the next. In both scenarios,
it remains to elucidate whether the host community
was affected by temperature changes and how this
might influence questing tick population.

The overall prevalence of B. burgdorferis.l. in quest-
ing I ricinus ticks was 22.4% (677/3,022) and differed
considerably among years. Our data are in line with
those previously reported in Switzerland (Péter et al.
1995; Jouda et al. 2003, 2004a; Burri et al. 2007) and
more particularly in Neuchatel (Aeschlimann et al.
1986, Jouda et al. 2004b). Curiously, no significant
difference was detected between nymphal and adult
infection rates as reported previously in this-site
(Jouda et al. 2004b). We noticed that nymphal pop-
ulation suffered from unfavorable climatic conditions
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at the lowest altitude, resulting in a smaller adult
population. Whether Borrelia infection has an influ-
ence on tick survival under such conditions is un-
known,

Infection prevalence was lowest at the highest al-
titude on the south-facing slope as observed in other
studies (Rizzoli et al. 2002, Jouda et al. 2004b, Burri et
al. 2007). However, on the north-facing slope, highest
infection rates occurred at the highest altitude, rea-
sons for such a diserepancy are unclear,

Density of infected nymphs (calculated as PTDi)
was five-fold higher than density of infected adults
(ranging from 3,6 to 78.7 infected nymphs per 100 m?
versus 0.6-16.9 infected adults per 100 m?). Maximal
values surpassed those previously reported on the
south-facing slope of the mountain (68.6 for nymphs
and 16.7 for adults, Jouda et al. 2004b) and are among
the highest notified in Switzerland (Jouda et al. 2004a,
Burri et al. 2007). In France, PTDi for nymphs {cal-
culated from data in Ferquel et al. 2006) reached
higher values (1069 infected nymphs), whereas in
Sweden, PTDi was lower (6.5 infected nymphs/100
m?, calculated from data in Tilleklint and Jaenson
1996). Usually, nymphs represent the stage of highest
risk in Lyme borreliosis incidence. In Chaumont, a
high nymph density and a high infection rate, both
increasing, suggest an important risk for humans,

Molecular analysis of bloodmeal sources in ticks
collected on both slopes of Chaumont Mountain
showed that artiodactyls, red squirrels, birds, small
rodents, and foxes were the main hosts for ticks
(F.M.C. et al,, unpublished data). This study also re-
ported an association between host DNA and some
Borrelia species in ticks. On both slopes, B. afzelii was
associated with detection of rodent DNA in ticks and
B. garinii and B. valaisiana with bird DNA. These
hosts are known to be reservoirs for these genospecies
(Kurtenbach et al. 1998, Humair and Gern 1998;
Humair et al. 1998, 1999).

The great variability of infection prevalence
(higher on the south-facing slope) and distinct distri-
bution of Borrelia genospecies (related to exposure
and altitude) at mesoclimatic scale underlines the
large diversity of factors involved in Borrelia species
prevalence in nature, Borrelia cycles are maintained
in nature by a wide range of hosts that contribute
differentially according to their competence for
pathogen transmission (Piesman and Gern 2004).
Understanding the evolution of tick population and
tick-borne disease dynamics is essential to establishing
human risk. For example, it has been predicted under
climatic changes that enzootic cycles of tick-borne
encephalitis virus in Europe may disappear from the
southern edge of its distribution, whereas new foci will
move into higher latitudes (Randolph 2001). Here, we
observed an increase in the density of Borrelia-in-
fected nymphs particularly at the highest altitudes
over a period of 7 yr in a context of warmer summers
and autumns. Global warming bas an impact in this
model, but it is still unclear why divergences are
present depending on geographic areas and even at
local scale. This is our incentive to continue to survey
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tick population on the south-facing slope of Chaumont
in the context of global warming.
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ABSTRACT
To evaluate the importance of vertebrate speciéiskakosts and as reservoir hosts in
2 endemic areas for Lyme Borreliosis in Switzerlamd applied molecular methods
for the analysis of blood meal source &wirelia infection in questindgixodes ricinus
ticks. A total of 1,326 questing ticks were simakausly analyzed fdBorrelia and
for blood meal remnants using Reverse Line BlotoXarall infection prevalence of
19.0% was recorded f&@orrelia sp, with similar rates in both sites. Using a newl
developed method for the analysis of blood megletamg the 12S rDNA
mitochondrial gene, identification of host DNA frdield-collected ticks was
possible in 43.6% of cases. Success of host ideatidn at the genus and species
level reached 72%. In one site, host identificaBancess reached its maximum in
spring (93% in May), decreasing in summer (20%uily)Jand rising in autumn (73%
in October). In the other site, identification ratdicks remained low from April to
July and increased in autumn reaching 68% in Octabé November. The most
prevalent identified host DNA was artiodactyls wthbsites. Red squirrel DNA was
significantly more frequently detected in ticksleoted in one site whereas
insectivore DNA was more frequent in ticks in thker site. DNA from more than
one vertebrate host was detected in 19.5% of nyraptisl8.9% of adults. Host DNA
was identified in 48.4% of thBorrelia infected ticks. Although DNA from all
Borrelia species was found in at least some ticks with Didn mammals and some
ticks with DNA from birds, our results confirm argeral association @. afzelii and

B. burgdorferi sswith rodents, an®. valaisiana andB. garinii with birds.

Key words: Borrelia infected ticks, blood meal, host DNA identificatio



The tickIxodesricinus is widespread in Europe where a large range aébeate
species, including mammals, birds and reptiles prayortant roles for tick cycle
maintenance. This tick species is also the maitovex Borrelia burgdorferi sensu
lato (sl), the etiologic agent of Lyme borreliost®ven differenBorrelia genospecies
have been found associated withicinus: B. burgdorferi sensu stricto (ssiB.

garinii, B. afzdlii, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. bissettii andB. spielmanii (Rauter

and Hartung 2005, Richter et al. 200B9rrelia spirochetes are maintained in nature
in transmission cycles involving ticks and somehafir vertebrate hosts (Gern and
Humair 2002). Identification of tick hosts and nesér hosts is a difficult task since it
requires animal trapping and even, if xenodiagnissapplied, their maintenance in
the laboratory. Application of molecular methodstfte analysis of blood meal
remnants in questing ticks to identify host DNArés evaluation of the importance
of vertebrate species as tick hosts as well asu@sdosts, even those rarely trapped
(Tobolewski et al. 1992, Kirstein and Gray 1996;h@n et al. 2003, 2005, 2006;
Estrada-Pefia et al. 2005). The main drawbackss@gproach are the small
guantities of blood meal remnants in questing ¢jots and time passed since the last
blood meal.

Reverse line blotting (RLB) is a reliable techredor the detection and
identification of tick-borne pathogens. A RLB wasently developed to identify host
DNA at the genus and species levels in questinginus ticks targeting the 12S
rDNA mitochondrial gene (Humair et al. in pressh.BRwas applied here to identify
host DNA that remains in tick guts since the pragiblood meal (Humair et al. in
press), as well as to det&xrrelia DNA (Burri et al. 2007).

The present study is part of a 3-yr study (200353@n 1. ricinus tick

phenology andBorrelia infection prevalence along two altitudinal gradseon the



north- and south-facing slopes of a mountain (ClentnSwitzerland) (Moran
Cadenas et al. 2007). The aims of this study wewalidate the blood meal analysis
method targeting the 12S rDNA mitochondrial gene nconcomitantly identify
Borrelia infection in ticks. Therefore we applied the newbveloped technique
allowing identification of host DNA in ticks at ttepecies level to a large number of
ticks (Humair et al. in press) collected in 2002isites showing differefBorrelia
infection and tick population patterns (Moran Caateat al. 2007). The final goal of
identifying Borrelia genospecies and vertebrate DNA together in thegakis to
obtain information on both tick host and reserymst diversity in different biotopes
that helps comprehension of pathogen circulatighiwithe natural cycle between

invertebrate vector and vertebrate host.

Materials and Methods
Collection of ticks. This study was carried out in a mixed forest dated by
deciduous trees on the north- and south facingeslgh Chaumont Mountain
(Neuchatel, Switzerland) (Jouda et al. 2004, Md&Zadenas et al. 2007). Questing
ticks were collected monthly from March to NovemB6p5. A 1 m cotton flag was
dragged across low vegetation over a variablemtistaanging between 100 and 150
m (Moran Cadenas et al. 2007). Tick density wasesged as the number of ticks
collected per 100 fnThe flag was inspected every 25 m and nymphsdntts were
placed separately in vials containing fresh graskkapt alive at the laboratory for
several days (at room temperature and relative dhityrdlose to 95%) until detections
of Borrelia sp infections and analyses of blood meal remnamtsdst identification
were performed.

DNA extraction from ticks and from vertebrate hosts Prior to DNA isolation,



ticks were soaked in 70% ethanol and air driedatgm of DNA was achieved using
ammonium hydroxide (NKDH) as previously described (Guy and Stanek 1991,
Rijpkema et al. 1996) and slightly modified (Humetiral. in press). Briefly, entire
ticks were individually boiled for 15 min at 1009%¢€100 pl 0.7 M NHOH, cooled
quickly and boiled again for 15 min in open vialsetvaporate the ammonia (10 or 20
pl samples were retained for PCR analysis, accgrdiBorrelia or host DNA
identification, respectively). To check for crogstamination, negative controls were
included during each DNA extraction procedure fiticks, which consisted of 100 ul
0.7 M NH;OH without ticks.

To obtain positive controls for host DNA identdioon, DNA was extracted
from muscle, skin or liver tissues of vertebratemg a DNeasy tissue kit (Qiagen,
Basel, Switzerland) according to the manufacturetgzol. DNA was eluted in 200
pl of elution buffer (Qiagen), the DNA concentratwas measured with a
spectrophotometer and DNA extracts were store@@tG until further use.
Identification of Borrelia sp by PCR and reverse line blotting (RLB)I. ricinus
ticks were analyzed for detectionBfburgdorferi sl genospecies by PCR and RLB
hybridization. DNA amplification was performed ineaction volume of 50 pul
containing 10 pl of DNA samples. Primers B5S-Badl @8S-Bor were used to
amplify the variable spacer region between two aggukcopies of the3Sand5S
ribosomal genes described in Alekseev et al. (20BCR amplifications were run in a
Whatman Biometra Tgradient Thermocycler 96 (GogimgDeutschland) using a
touchdown PCR program modified from Schouls e{1£199) and described in Burri
et al. (2007). Negative and positive controls waotuded in each PCR. Isolateskf
burgdorferi ss (B31)B. garinii (NE11),B. afzelii (NE632),B. lusitaniae (PotiB1,

PotiB2, PotiB3) andB. valaisiana (VS116) were used as positive controls.



ForBorrelia identification by RLB, PCR products were hybridize seven
different oligonucleotide probes (75 pmol) (Rijpkeet al. 1995, Poupon et al. 2006)
blotted in lines on an activated Biodyne C membi@adl Europe Ltd., Portsmouth,
UK) using a Miniblotter 45 (Immunetic, Cambridge AVIUSA). Hybridization was
visualized by incubating the membrane with enhamteshiluminescence detection
liquid (Amersham Biosciences Europe, Switzerland) exposing the membrane to
X-ray film (Hyperfilm; Amersham, UK).

Identification of host DNA by PCR and RLB. Vertebrate DNA remaining in tick
guts was amplified by a touchdown PCR using prinemgeting the 12S rDNA
mitochondrial gene: 12S-6F (CAAACTGGGATTAGATACC)dB-12S-9R

(5’biotin- AGAACAGGCTCCTCTAG), followed by a RLB Hyridization carried out
to identify host DNA as described in Humair et(al.press). DNA extraction from
field-collected ticks was achieved using ammoniwymarbxide (see above) and 20 pl
of tick lysates used as template. For each PCRioeaoegative and positive controls
were included. Positive controls were 100 ng ofetmate DNA.

For host DNA identification by RLB, PCR productene hybridized to a set of
35 different oligonucleotide probes (Table 1) (J®0ol, except for lizard, Sylvia and
S. araneus probgS00 pmol) that were used to identify the blood ha¢aéhe genus or
species level within the major groups of vertelmdtmall-, medium- and large-
mammals, birds and lizards) (Humair et al. in predgbridization was performed as
described above fd@orrelia. To prevent contamination owing to the sensitiaty
this technique, DNA extraction, PCR setup, and daragdition were completed in
separate rooms under UV-hoods dedicated to host [dN@tification.

Statistical analysis All statistics were calculated with S-Pfug.0 for Windows. The

chi-square test was used forrelia infection comparisons between stages and over



field sites (north- and south-facing slopes) ad a®ko compare host identification
rates by exposure. The Fisher’s exact test wastossmmpare frequency of
associations betwedorrelia genospecies and particular host sources in irdecte

ticks.

Results
A total of 1,326 ticks were analyzed for both host DNA idecdifion andBorrelia
genospecies: 414 collected on the north-facingesbop 912 on the south-facing
slope.
Borrelia identification and infection prevalence Overall infection prevalence of
Borrelia spp. was 19.0% (252/1,326), with similar rate$oth slopes of the
mountain, 19.8% (82/414) on the north-facing slop€haumont and 18.6%
(170/912) on the south-facing slofietails are presented in Table 2. Among these
252 infected ticks, 23 ticks (16 nymphs and 7 ajuarried multipldorrelia
infection. Therefore, 27Borrelia identifications were achieved clustered into four
Borrelia speciesB. afzelii (n = 122, 44.2%)B. garinii (n= 42, 15.2%)B. burgdorferi
ss (n =51, 18.5%) arfdl valaisiana (n = 34, 12.3%). Twenty-seven (9.8&)rrelia
could not be typed at the species level by the lpzEfr@obes used in this studs.
afzelii was widely predominant in nymphs followed Bygarinii whereas.
burgdorferi ss and. afzelii had a fairly similar prevalence in adults (TabjeNixed
infections wereB. afzelii andB. burgdorferi ss in 10 ticksB. garinii andB.
valaisiana in nine,B. garinii andB. afzdlii in three and one triple infection wigh
afzelii, B. garinii andB. burgdorferi ss.
Tick host DNA identification. Identification of tick host DNA from field-collecte

ticks using RLB was possible in 578 out of the 6,3Ralyzed ticks (43.6%). Fig. 1



shows the RLB pattern obtained with some fieldexdkd ticks. Identification success
was significantly higher in adults (214/429, 49.9%gn in nymphs (364/897, 40.6%)
(chi-square tesf=0.002). Furthermore, identification rate varietWaen sites, so it
was significantly higher on the north-facing slq@é4/414, 49.3%) than on the south-
facing slope of Chaumont (374/912, 41.0%) (chi-sguest,P =0.006). Identification
success varied greatly among months. On the nading slope, host DNA
identification success reached its maximum in gpr@3% (75/81) in May,
decreasing to 20% (8/40) in July and was high ageautumn (58%, 35/60, in
September and 73%, 22/30, in October) (Figs. 2a2ahdOn the south-facing slope,
identification rate in ticks remained low from Alio July and increased in autumn
reaching 68% in October and November (58/85 andl48éspectively) (Figs. 2a and
2b). In 2005, questing tick densities showed a liahdistribution on both slopes of
the mountain. Tick density was higher on the sdating slope than on the north-
facing slope, in 2005 and during previous yearsr@vidCadenas et al. 2007).

DNA from more than one host was detected in 111{£k8 (71 nymphs and
40 adults) in which host DNA was detected (southirfg slope: 80/374, 21.4%;
north-facing slope: 31/204, 15.2%, (chi-square, st 0.09)). Therefore, 712 host
identifications were achieved from 578 ticks (TaBJeMultiple host DNA was
detected as frequently in nymphs (71/364, 19.5%) aslults (40/214, 18.7%) (chi-
square tes® = 0.89). In 62.6% (446/712) host identificationsy@ssible at the
species level, in 9.4% (67/712) at the genus lardlin 27.9% (199/712) at the group
level only. Rodent DNA and squirrel DNA were moreduently identified in nymphs
than in adults (chi-square teBt= 0,P = 0.04, respectively), and roe deer DNA more
frequently in adults than in nymphs (chi-square, 8s 0) (Table 3). For other host

DNA no significant differences were observed betwiek stages.



On both slopes of Chaumont Mtn., the most commaldptified host DNA
was from artiodactyls (47%, 112/239 on the nor#itirfg slope and 40%, 190/473 on
the south-facing slope) (Fig. 3). For Artiodact@mall rodents, birds and Carnivores
no significant difference was observed between bluthes. However, red squirrel
DNA was significantly more frequently detectedicks collected on the south-facing
slope (100/473, 21%, chi-square t&st 0.0028) whereas insectivore DNA was
significantly more frequently detected in thosenirthe north-facing slope (8/239,
3%, chi-square tesk, = 0.0052).

Reservoir hosts forBorrelia spp. Host DNA identification was possible in 47.6%

(39/82) and 48.8% (83/170) of ticks infected wBthHourgdorferi sl on the north- and
south-facing slopes, respectively. Blood meal as®dyin infected questing ticks are
summarized in Table 4.

From previous reports, it is known thatafzelii andB. burgdorferi ss are
associated with rodents (small mammals and sgsijragld thaB. garinii andB.
valaisiana are associated with birds (Hu et al. 1997, Huraad Gern 1998, Humair
et al. 1998, 1999; Kurtenbach et al. 1998a, Hanviaai al. 2003a, 2003b). To
examine hosBorrelia associations thoroughly, we excluded ticks in whiabre than
one host source was identified and those infectéduntypeabldBorrelia.

Moreoever, sinc®. burgdorferi is known to be transstadially maintained, only
nymphs were considered in the analysis of Bastelia association. So, among
Borrelia species identified in nymphs fed on small rodamts on squirrels, 4/4
(100%) and 12/14 (86%), respectively, wBrafzelii andB. burgdorferi ss. In
infected ticks fed on birds, 7/15 (47%) carriedjarinii andB. valaisiana. B. afzdlii
andB. burgdorferi ss were more frequently identified in ticks fedrodents than on

birds likewiseB. garinii andB. valaisiana were more frequently identified in ticks fed



on birds than on rodents (Fisher’s exact test,0.047).

Discussion

In the present study, molecular analysis of blowgls inl. ricinus ticks
allowed assessment of the importance of host spémié ricinus on a large number
of ticks collected in 2 sites, on the north- andtkefacing slopes of Chaumont
Mountain (Switzerland). Host DNA detection succgigmificantly varied in both
studied biotopes between 49.3% and 41.0%. Tempesatun the south-facing slope
are higher than on the north-facing slope (Moradedas et al. 2007) and may induce
a faster digestion of blood explaining the lowercass of DNA detection in ticks
collected on the south-facing slope. The abilitgébect host DNA in adult ticks was
significantly higher than in nymphs, most probathlye to the higher quantity of blood
ingested by ticks during their previous blood measiymphs and as larvae. Success
of host identification at the genus and specieslfereached 72% among ticks with
identified host DNA. Previous studies on host id@ation in ticks using 18S rRNA
and 12S rRNA were unable to identify host DNA &t sipecies level (Pichon et al.
2003, 2005, 2006; Estrada-Pefia et al. 2005). Qv#ralmost frequent blood meal
source detected in field-collected ticks was adugls when identification was
possible only at the group level, and wild boad, squirrel followed by red fox when
identification succeeded at the species level. @hesults are in line with reports

from the Swiss Federal Office of Environment, OFWw.wildtier.ch/stat-chasse

In fact, Artiodactyls (deer and chamois) populasiamcreased in Neuchéatel in 2004
and decreased slightly in 2005 due to the harskewiwhereas wild boar population
increased in 2002-2005. Other hosts are differeeflyesented according to the site.

Red squirrel DNA was more frequently detectedchdicollected on the south-facing

10



slope whereas insectivore DNA was further deterntertks from the north-facing
slope, suggesting that host distribution diffemredhie 2 biotopes.

In almost 20% of ticks in which host DNA was idéetl, DNA from multiple
vertebrate hosts was detected. This observatiogestsgjthat interrupted feeding may
occur more frequently than expected.inicinus as formerly observed inscapularis
(Piesman 1991). Alternately, external DNA contartioraof ticks due to contacts
with hosts without success of attachment is alssibte. Nevertheless, this
information is useful because it indicates the diitg of host fauna in a biotope.

In 2005, a clear bimodal seasonal pattern ofdeksity occurred on both slopes
of Chaumont. On the south-facing slope, clearlyt Dd$A detection success was
higher in autumn than in spring, reaching 68% imoDer and November. Pichon et
al. (2005) reported similar improvement of hostrseudentification in nymphs
collected in October in Ireland. Sensitivity of h@8NA detection in ticks is
dependent on the interval from molting until th&thguesting activity (i.e. the time
when ticks are collected and analyzed). AccordinBandolph et al. (2002), a single
cohort of each stage of ticks emerges each ydaeiautumn. This is based on the
fact that in various sites in UK, ticks with hight fcontent appeared each year in
autumn and that a temperature-dependent developmoaddl predicted also the mean
emergence of ticks in autumn. The fact that desaciuccess of host DNA was higher
in autumn than in spring on the south-facing slepgports the interpretation bf
ricinus population dynamics evidenced by Randolph e28l02) in UK and
supported by Jensen and Kaufmann (2003) in Denritankever, the situation on the
north-facing slope seems different since two peéak®st DNA detection success
emerged, one in May with host identification in 98%icks, suggesting that ticks

molted in spring, and a second one in October hat$t identification of 73%.
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Although these results concern only one year, ey reason to question whether
locall. ricinus population dynamics may be different from a dyrawmith a single
cohort in autumn and whether this might be duesty gpecific climatic conditions.

The capacity of several vertebrates to servesesveir hosts for Lyme disease
spirochetes has been more extensively evaluateddents, birds and deer. Little is
known concerning the status of other potential$yagich as carnivores, foxes or
edible dormice (Matuschka et al. 1994, Kahl ande5E208, Liebisch et al. 1998).
We present here field evidence that confirms tkemair status of foxes (Kahl and
Geue 1998, Liebisch et al. 1998) and that shetis ¢ig the possible reservoir roles of
some hosts hitherto not studied, such as badgkecaicaand wild boar. For example,
we identifiedB. afzelii in ticks in which wild boar DNA was detected. Ansliar
association betwedn afzelii and wild boar DNA was recently reported in Spam b
Estrada-Pefia et al. (2005) targeting the same @elaktional similar studies in other
areas may help us better understand the resetatusf these hosts, which are
difficult to capture and maintain in the laboratory

One important finding in Lyme borreliosis ecologythe last ten years is the

observation of an association between diffeBantelia genospecies or strains with
different vertebrate host species (Kurtenbach.et38b).B. afzelii was the most
frequent genospecies identified in ticks colleatadboth slopes of the mountain.
High prevalence dB. afzdlii in infected nymphs suggested that small rodentd) as
bank vole, woodmouse and yellow-necked mouse, niglielatively important as
reservoir hosts for feeding larvae in our regioniftdir et al. 1995, 1999; Hu et al.
1997). Unexpectedly, molecular analysis of bloo&hnemnants in nymphs showed
that small rodents were relatively scarce as resehosts oBorrelia spp and as

hosts for ticks in our study sites. The implicati@f these observations are not clear
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and are possibly related to reduced populatiomsioé¢ and voles during the study
period. In fact, previous studies in this area stabthe importance of small mammals
as tick hosts and as reservoirsBorrelia (unpublished data). Most probably other
rodents, such as red squirrels, acted more suctlgsas$ reservoir hosts f@orrelia
spirochetes than did mice during the study peifet] squirrels have been shown to
be heavily infested bl ricinus larvae and nymphs and to transBifzelii andB.
burgdorferi ss to ticks (Humair and Gern 1998).

As expected, we observed tigaturgdorferi ss anB. afzelii were associated
with small mammals and red squirrels, #dalaisiana andB. garinii with birds
(Gern and Humair 2002) although thé&k®relia species were not entirely confined to
rodents or birds. The absence of a strict assoai&ietweerBorrelia spp and
particular hosts is not completely surprising. $amresults were obtained in
Switzerland and France, showing no restricted §pegibetweenBorrelia species
and some host species like badgers (unpublishe, detdgehogs and deer (Gern et
al. 1997, Pichon et al. 2000). Other studies ondbimeal analysis similarly showed
strict and loose associations betw8&enrelia spp and hosts (Pichon et al. 2003, 2005,
2006; Estrada-Penfa et al. 2005). This impliesgbate host species that are not
generally considered as reservoir hosts coulddnderve as reservoirs, like
Artiodactyls (particularly Cervidae and Bovidae)teknative explanations for this
absence of specificity could be co-feeding transiarsofBorrelia without systemic
infections (Gern and Rais 1996, Hu et al. 2003)lesady described for Artiodactyls,
for sika deer in Japan and for sheep in the UK (Karet al. 1995, Ogden et al.
1997). Additionally, transovarially transmitted spihetes (Bellet-Edimo et al. 2005),
interrupted feeding (Piesman 1991) on various efiétiosts or external DNA

contamination due to unsuccessful attachment wsarhight be responsible for the
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variety ofBorrelia in the different hosts.

In this study, we were able to validate our metfavchost DNA identification
in a large number of field-collected ticks, to aiyorate the association between
Borrelia species and birds and rodents, to confirm theabted foxes as reservoir
hosts and to provide evidence for the role of Wwibér as reservoir host f&8 afzdlii.
Interestingly, the presence of multiple host DNAiaks and the loose association
between some hosts aBdrrelia genospecies were rather frequent. This suggests th
interrupted feeding of ticks is a common phenomenarature, that reservoir hosts
for Borrelia are more diverse that previously thought andgbateBorrelia species
or strains are not confined to some host speciede€ding transmission may also be
an explanation, adding to the range of reservasthadditional animal species that do
not develop systemic infection, and yet might ctwte significantly to the

transmission of the pathogens (Randolph et al. 1996
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Table 2.Borrelia burgdorferi sl infection in questingl xodes ricinus ticks collected

on the north- and south-facing slopes of Chaumont Buntain.

Nymphs Adults
Site no. %) Borrelia identification no. %) Borrelia identification
af ga ss Vs sl af ga ss Vs sl
N1 32/116  (27.6) 22 6 4 2 1 3/40  (7.5) 0 1 2 0 0
N2 11/101  (10.9) 6 2 3 0 1 11/39 (28.2) 6 1 5 1 0
N3 21/90 (23.3) 9 6 4 3 3 4128 (14.3) 1 0 1 1 1
TotalN  64/307 (20.8) 37 (51.4) 14 (19.4) 11(15.3) 5(6.9) 5(6.9) 18/107 (16.8) 7(35.0) 2(10.0) 8(40.0) 2(10.0) 1(5.0)
S1 25/123  (20.3) 4 4 6 9 2 17/69 (24.6) 3 3 7 3 2
S2 23/149  (15.4) 18 3 2 3 1 25/94  (26.6) 12 2 9 2 2
S3 16/164  (9.8) 9 4 1 4 1 25/137 (18.2) 6 3 5 6 7
S4 36/154 (23.4) 26 5 2 0 5 3/22  (13.6) 0 2 0 0 1
Total S 100/590 (16.9) 57 (52.3) 16 (14.7) 11(10.1) 16 (14.7) 9 (8.3) 70/322 (21.7) 21(28.0) 10 (13.3) 21 (28.0) 11 (14.7) 12 (16.0)
N&S 164/897 (18.3) 94 (51.9) 30 (16.6) 22(12.2) 21(11.6) 14(7.7) 88/429 (20.5) 28(29.5) 12 (12.6) 29 (30.5) 13(13.7) 13(13.7)

Mixed infections were included in single columns.

N1 to N3, sampling sites on the north-facing sldp®kto S4, sampling sites on the
south-facing slope.

af, B. afzdlii; ga,B. garinii; ss,B. burgdorferi ss; vsB. valaisiana; sl, untypeable

Borrelia.
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Table 3. Identification of host origin of the bloodmeal remnants in ticks

(nymphs and adults) collected on the north- and sdb-facing slopes of

Chaumont Mountain.

Nymphs Adults Total
Host DNA identification ~ North  South  Total North  South  Total North  South  Total

Small rodents 1 5 6 1 1 1 6 7
Apodemus sp 5 19 24 1 1 6 19 25
Clethrionomys glareolus 14 12 26 1 4 5 15 16 31
Sciurus vulgaris 18 53 71 10 a7 57 28 100 128
Artiodactyls 40 58 98 13 32 45 53 90 143
Capreolus capreolus 5 10 15 17 15 32 22 25 a7
Sus scrofa 30 38 68 7 37 44 37 75 112
Birds 13 17 30 6 13 19 19 30 49
Erithacus rubecula 1 1 2 1 1 2 2 2 4
Fringilla / Pyrrhula 1 6 7 1 6 7
Garrulus glandarius 1 1 1 1 2 2
Parus ater 1 1 1 1
Parus sp 1 1 2 1 1 2
Sylvia atricapilla 11 11 3 3 14 14
Turdus sp 15 21 2 8 10 8 23 31
Vulpes vulpes 9 27 36 23 24 10 50 60
Meles meles 1 4 5 6 6 1 10 11
Mustela erminea 1 1 1 1 1 1 2
M. putorius 19 19 7 7 26 26
Neomys anomalus 1 1 1 1
Neomys sp 2 2 2 2
Sorex araneus 0 1 1 1 1
Talpa europaea 6 6 6 6

Total 172 281 453 67 192 259 239 473 712
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Table 4. Host origin of the blood meal remnants imnfected ticks (nymphs and

adults) collected on the north- and south-facing spes of Chaumont Mountain.

Chaumont

Borrelia identification

Mountain Host DNA Nymphs (n=31) Adults (n=8)
af ss ga Vs sl total af ss ga 'S sl total
North Apodemus sp 1 1 2
Clethrionomys glareolus 2 2
Sciurus vulgaris 4 1 1 6
Artiodactyls 3 1 2 2 8 1 1 2
Sus scrofa 3 1 4 2 1 1 4
Vulpes vulpes 2 2
Mustela putorius 2 2
Birds 2 1 3
Turdus sp 1 2 3
Mixture of DNA 5 2 7 1 1
Total N 22 5 5 2 3 37 3 4 1 0 1 9
Borrelia identification
Nymphs (n=44) Adults (n=39)
af ss ga Vs sl total af ss ga 'S sl total
South Small rodents 1 1 1 1
Sciurus vulgaris 4 3 1 1 9 1 7 1 9
Artiodactyls 5 2 1 8 2 1 1 4
Capreolus capreolus 1 1
Sus scrofa 5 1 1 7 1 2 3 6
Vulpes vulpes 5 1 1 7 1 2 2 5
Meles meles 1 1
Birds 1 2 3 1 1 2
Turdus sp 2 2 2 6 1 1 2
Sylvia atricapilla 2 2 1 1
Mixture of DNA 5 1 1 7 2 1 4 7
Total S 29 8 4 6 3 50 8 9 6 6 10 39
TotalN& S 51 13 9 8 6 87 11 13 7 6 11 48

Mixed infections were included in single columns.

af, B. afzdlii; ga,B. garinii; ss,B. burgdorferi ss; vsB. valaisiana; sl, untypeable

Borrdlia.
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Figure legends
Fig. 1.RLB results for host DNA identification in field-tlected ticks using 12S
rDNA as genetic marker (Humair et al. in presspliernames are listed on the left.

N, nymphs. M, males. F, females.

Fig. 2. Monthly host identification success in field-ticksllected on both slopes of
Chaumont Mountain (left scale). Questing tick deesi(expressed as the number of
ticks collected per 100 hshowed a bimodal distribution (right scale). (rth-

facing slope of Chaumont. (B) South-facing slop€b&umont.

Percentages of identified and not identified hasesshown by filled bars and by open

bars, respectively. Numbers are presented on he. ta

Fig. 3. Distribution of host DNA identification it. ricinus ticks collected on the
north- and south-facing slopes of Chaumont Mountain
* Insectivores, more abundant on the north-facinges of the mountainp(< 0.05).

** Red squirrels, more abundant on the south-fasioge of the mountairp(< 0.05).
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Fig. 2.
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ABSTRACT

We tested two approaches to extract Borrelia DNA from live Ixodes ricinus
ticks before PCR and Reverse Line Blotting (RLB): DNA extraction of halved tick
after incubation in BSK medium and DNA extraction of the other halved tick directly,
using ammonium hydroxide. Among 2079 ticks, 31.2% (n=649) were found Borrelia-
infected by PCR-RLB test using at least one of the DNA extraction methods. Five
hundred four ticks (24.2%) were found infected after incubation in BSK and 481
(23.1%) after direct DNA extraction from the tick. The difference was not significant.
However, these prevalences were significantly lower when only one method was
applied (23.1% and 24.2%) compared to the prevalence obtained by the use of both
methods (31.2%). In 313 infected ticks discordant results were obtained, i.e one half
of the tick was found infected whereas the other half was found uninfected. Among
these ticks, B. garinii and B. burgdorferi ss were significantly more frequently
identified in the half tick incubated in BSK. No significant differences were observed

for B. burgdorferi sensu stricto, B. valaisiana and for undetermined Borrelia species.



INTRODUCTION

In Europe, Lyme borreliosis spirochetes, Borrelia burgdorferi sensu lato (sl),
are transmitted to hosts through the bites of infected Ixodes ricinus ticks (Gern and
Humair 2002). At least seven Borrelia species have been reported from this tick in
Europe: B. burgdorferi sensu stricto (ss), B. garinii, B. afzelii, B. lusitaniae, B.
valaisiana, B. bissettii and B. spielmanii (Rauter and Hartung 2005, Richter et al.
2006).

Various methods are used to detect the presence of borreliae in ticks, inter alia
immunofluorescence, dark-field microscopy, cultivation in Barbour-Stoenner-Kelly
(BSK) medium and Polymerase Chain Reaction (PCR). Culture of B. burgdorferi sl
from ticks in BSK medium (Barbour et al. 1983) has been used intensively and
successfully to isolate Borrelia from |I. ricinus. However, cultivation is a fastidious and
long method that requires work on sterile benches and the use of large quantities of
BSK medium. This represents the main drawback when large sample sizes have to
be processed. In addition, owing to the relatively low generation time of these
spirochetes, the cultures must be incubated for several weeks before analysis. On
the other hand, the main advantage of this procedure is the acquisition of Borrelia
isolates from ticks.

PCR represents a sensitive and specific method to detect the presence of
Borrelia DNA in ticks. A recent metaanalysis of prevalence of B. burgdorferi sl
genospecies in 1. ricinus ticks noted that the highest infection rates were detected
almost exclusively with PCR (Rauter and Hartung 2005).

The efficiency of DNA extraction from ticks may be an important variable that
can have an impact on the detection limits of PCR-based methods. Ticks have a hard

chitinous exoskeleton and this can necessitate the use of particular steps for the



extraction of nucleic acids, including crushing of ticks, bisection, freezing or beating-
beads followed by the extraction process using Chelex or phenol-chloroform and
proteinase K, for example (Sparagano et al. 1999, Halos et al. 2004). These multiple
steps prior to the direct chemical extraction complicate the procedure for pathogen
detection in ticks. A simple DNA extraction method, using ammonium hydroxide (Guy
and Stanek, 1991) is now frequently used to extract Borrelia DNA from |I. ricinus ticks.
In fact, in the metaanalysis of prevalence of B. burgdorferi sl in ticks in Europe
(Rauter and Hartung 2005), this simple DNA extraction method is used in many
reported papers.

In the present study, we tested two approaches to isolate Borrelia DNA from I.
ricinus ticks before processing by PCR and Reverse Line Blotting (RLB) to identify
the Borrelia species. Both approaches were used on each tick. The first approach
was extraction of DNA after incubating one-half of a tick in BSK medium for 2 weeks
(Sinsky and Piesman 1989). The second procedure was extraction of DNA directly
from the other half-tick, by alcaline hydrolysis, using ammonium hydroxide (Guy and
Stanek 1991, Rijpkema et al. 1996). This DNA extraction has the advantage to be
rapid, simple and unexpensive. The aim of the evaluation of ammonium hydroxide
extraction in comparison with isolation of borreliae, a method we intensively used in
our laboratory, was to explore the possibility to switch from a fastidious extraction
protocol (culture followed by extraction) to a simple extraction method commonly

used before PCR and RLB.

MATERIAL AND METHODS
Ticks. I. ricinus ticks were collected by flagging vegetation with a 1m? flag in 4

geographic areas in Switzerland (Neuchatel, Valais, Fribourg and Jura) in 2004 and



2005. All collection sites were located in mixed forests dominated by deciduous
trees. Collected ticks were maintained in plastic vials containing a few blades of
grass until they were analyzed for the presence of Borrelia infection.

Borrelia burgdorferi DNA extraction. Each tick (nymph or adult) was soaked in
ethanol, dried and cut longitudinally into halves. One half was used to extract Borrelia
DNA using ammonium hydroxide (hereafter: direct extraction) (Guy and Stanek 1991,
Rijpkema et al. 1996). Briefly, ticks were boiled for 15 min at 100C in 100 pl of 0.7 M
ammonium hydroxide in a heating block to free the DNA. The tube was then cooled
to room temperature and left open for 15 min at 100<C to evaporate ammonia. The
other half of each tick was placed in a culture tube containing 1.2 ml of BSK medium
(hereafter: incubation) (Sinsky and Piesman 1989) and incubated at 34 for 2
weeks to allow for potential Borrelia culturing. All cultures were washed twice in
PBS/MgCl,. The pellet was resuspended in 30 ul of pure H,O and boiled for 15 min
at 100 in a heating block according to Postic et al. (1994). Negative controls were
used for each extraction procedure from ticks to control for contamination in
reagents, exposures to the laboratory environment and for cross-contamination
between extracts, and negative controls were included in each PCR. For direct
extractions, negative controls consisted in 100 ul of NH,OH 0.7 M, and for incubation
we used BSK medium placed at 34C for 2 weeks and w ashed twice with
PBS/MgCls.

PCR and RLB. The variable spacer region between two repeated genes encoding
for ribosomal 23S and 5S units was amplified using primers B5S-Bor and 23S-Bor
(Alekseev et al. 2001, Poupon et al. 2006, Schouls et al. 1999). DNA amplification
was done in 50 pl reaction volumes containing 10 pl of BSK culture or 20 pul of direct

extraction and was performed using a Whatman Biometra Tgradient Thermocycler 96



(Gottingen, Deutschland).

A touchdown PCR program was used: amplification was started by an initial
denaturation at 94<C for 3 min, followed by denatur ation at 94C for 20 s, annealing
at 60C for 30 s, extension at 72T for 30 s. Then during the subsequent cycles, the
annealing temperature was lowered by 1C per cycle until it reached 52<C. An
additional 40 cycle step followed, consisting of 20 s at 94C, 30 s at 52C, and 30 s
at 72<C. The PCR was ended by a final extension for 7 min at 72<C. PCR products
were stored at 4T until RLB analysis. Isolates of B. burgdorferi ss (B31), B. garinii
(NE11), B. lusitaniae (PotiB1, PotiB2, PotiB3), B. afzelii (NE632) and B. valaisiana
(VS116) were used as positive controls following their extraction by boiling (Postic et
al. 1994).

RLB was performed as described in Alekseev et al. (2001) and Schouls et al.
(1999). PCR products were hybridized to 7 different oligonucleotide probes (75 pmol)
(Poupon et al. 2006) blotted in lines on an activated Biodyne C membrane (Pall
Europe Ltd., Portsmouth, UK) using a Miniblotter 45 (Immunetic, Cambridge, MA).
Hybridization was visualized by incubating the membrane with enhanced
chemiluminescence detection liquid (Amersham Biosciences, Otelfingen,
Switzerland) and by exposing the membrane to X-ray film (Hyperfilm ECL;
Amersham Biosciences, Otelfingen, Switzerland).

Statistical analysis. All statistics were calculated with S-Plus® 7.0 for Windows. The
Pearson's Chi-square test was used to compare infection prevalences obtained by
each procedure, infection prevalences using only one method with the overall
prevalence, and prevalences of mixed infections obtained by one or the other
method. The Binomial test was used to compare the rates of infection by each

Borrelia species relative to total of Borrelia infected ticks as well as to compare the



rates of each Borrelia species relative to total of ticks in which discordant results (one
half infected vs the other half uninfected) were obtained. A p-value < 0.05 was

considered significant.

RESULTS

We first investigated if direct DNA extraction from ticks (direct extraction) or
DNA extraction after incubation of the ticks in BSK medium for 2 weeks (incubation)
influenced the detection of Borrelia by PCR/RLB. Among the 2079 ticks (1134
nymphs, 436 males and 509 females) examined for Borrelia by RLB, 31.2% (n=649)
were found infected (Table 1). There was no difference between prevalences
obtained by one procedure or the other (incubation: 24.2%; direct extraction: 23.1%)
(Pearson's Chi-square test, p=0.42). However, the prevalences were significantly
lower when only one method was applied compared to the overall prevalence
obtained by the use of both DNA extraction approaches (incubation vs both:
Pearson's Chi-square test, p<0.0001; direct extraction vs both: Pearson's Chi-square
test, p<0.0001).

B. afzelii was the predominant species overall (46.4%), followed by B. garinii
(26.0%), B. valaisiana (16.6%), B. burgdorferi ss (12.0%) and undetermined species
(10.9%) (Table 1). Among the 649 infected ticks, 55 (8.5%) ticks had mixed
infections. The most frequent association was B. garinii and B. valaisiana (n=22),
followed by B. burgdorferi ss and B. afzelii (n=16), B. afzelii and B. valaisiana (n=7),
B. garinii and B. afzelii (n=5), B. burgdorferi ss and B. garinii (h=4) and a triple
infection with B. garinii, B. valaisiana and B. lusitaniae in one tick (detected after

incubation). Mixed infections were detected in 33 (5.1%) and 35 (5.4%) of the 649



infected ticks after incubation and after direct extraction, respectively (Pearson's Chi-
square test, p=0.9).

Among the 2079 tested ticks, 336 (16.2%) had discordant results. In 23
(1.1%) ticks, either the Borrelia species was different in each halved tick or could not
be identified at the species level (Table 2). In 313 (15.1%) ticks, one halved tick was
found infected and the other halved not: 168 ticks were found infected only by
incubation and 145 after direct extraction. In a few ticks (n=4, 0.2%) Borrelia species
differed in each half according to the extraction process used. In 1 tick, B. garinii and
B. burgdorferi ss was identified by incubation and direct extraction, respectively, in 2
ticks B. burgdorferi ss and B. afzelii and in 1 tick B. burgdorferi ss and B. garinii.

We then investigated the influence of tick incubation and direct extraction on
the prevalence of the various Borrelia species. Considering all infected ticks (n=649),
direct extraction favoured B. afzelii detection (Table 3a). In contrast, incubation
favoured B. garinii and B. burgdorferi ss. No significant difference was observed for
B. valaisiana and for undetermined Borrelia species.

Considering in more detail the 313 infected ticks with discordant results, i.e the
ticks found infected by one method and not by the other, B. garinii and B. burgdorferi
ss were significantly more frequently identified in the half tick incubated in BSK
medium (Table 3b). No significant differences were observed for B. afzelii, B.

valaisiana and undetermined Borrelia species.

DISCUSSION
The prevalence of Borrelia infection in I. ricinus ticks as well as the distribution
of the various Borrelia species in ticks are very important factors to assess risk for

Lyme borreliosis. In fact there is strong evidence that infections with the various



Borrelia species are correlated with various clinical manifestations (Balmelli and
Piffaretti 1995, Péter et al. 1997, Ruzic-Sabljic et al. 2002, van Dam et al. 1993).
Borrelia transmission by I. ricinus ticks also depends on Borrelia species, for example
B. afzelii is transmitted to the host earlier than B. burgdorferi ss (Crippa et al. 2002).

Currently PCR is the method of choice to detect B. burgdorferi sl in ticks and in
most studies DNA is extracted directly from ticks. Here, we evaluated the influence of
two approaches for DNA extraction on the sensitivity and specificity of the RLB.

The overall prevalence obtained in the 2079 analyzed ticks (31.2%) by the use
of both methods was higher than the overall mean infection rate described for Europe
(13.6%) (Rauter and Hartung 2005) but this infection rate is in line with previous
reports from Switzerland (between 5% and 47.5%) (Aeschlimann et al. 1986, Casati
et al. 2004, Jouda et al. 2003, 2004a, 2004b, Péter et al. 1995). Similarly, the ratios
of the Borrelia species detected in our ticks are consistent with the overall ratio
described for Europe, with the exception that B. garinii and B. burgdorferi ss seem to
be less frequent (26.0% in this study vs 33%, and 12.0% in this study vs 18.0% in
Rauter and Hartung 2005, respectively). B. afzelii was clearly the predominant
species (46.4%), followed by B. garinii (26.0%). B. lusitaniae was detected in one
tick. Mixed infections with 2 or 3 Borrelia genospecies were more frequently reported
in 1. ricinus ticks with a mean percentage of 13% for Europe (Rauter and Hartung
2005) than in our study (8.5%).

Overall the infection prevalence was not different when Borrelia DNA was
directly isolated from ticks using ammonium hydroxide (23.1%) compared to previous
incubation of the tick in modified BSK medium (24.2%). However, if only one
extraction method is considered, the obtained prevalences are significantly lower

(23.1% and 24.2%) than when both methods (31.2%) are considered. Interestingly,



when we investigated the influence of tick incubation in BSK medium and direct
extraction on the Borrelia species, we observed that B. garinii and B. burgdorferi ss
were favoured by incubation of the tick in BSK medium, whereas B. afzelii was
favoured when DNA was directly extracted from the tick. No difference between
methods was observed for B. valaisiana and for Borrelia species untypeable by RLB.
In very rare cases (n=4), we identified 2 different Borrelia species in each half tick. So
this discrepancy between Borrelia species in the two halves of the ticks does not
seem to be responsible for the more frequent detection of B. garinii and B.
burgdorferi ss in the part of the tick that has been incubated.

However, in almost half of the infected ticks (313/649) we had discordant
results, half of the tick being infected whereas the other half was not. If one considers
these particular ticks, B. garinii and B. burgdorferi ss are more often identified in the
half tick that had been incubated. One explanation for this could be that some
subtypes of these Borrelia species better grow in BSK medium or that ammonium
hydroxide does not allow DNA extraction of these Borrelia subtypes for any reason.
Sequencing could partly answer this question. All this seems to indicate that both
methods are complementary. However, another possibility would be that extracting
DNA from the two halves is better than from one half. Identical results obtained from
both halves of ticks applying the same extraction approach to both halves would then
allow to exclude this possibility, but would not allow to explain differences due to
genospecies.

Mixed infections in vertebrate tissues and ticks have seemed more frequent in
studies using PCR and direct DNA extraction than in those culturing bacteria from
samples (Misonne et al. 1998, Rauter and Hartung 2005). We did not observe any

difference in mixed infection prevalences using one or the other extraction procedure.
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The discrepancy between both methods reported previously was explained either by
false positive results of PCR or by an overgrowth of one species over the other in
culture (Ruzic-Sabljic et al. 2005). Such an overgrowth was not observed here given
that similar prevalences of mixed infections were detected in ticks when they were
incubated in BSK medium and when direct extraction was applied. Moreover, the
only triple infection was detected in a half tick incubated in BSK medium.

The most interesting results in this study are that even if the overall infection
prevalence is the same for the DNA extraction approaches individually, the use of
one extraction protocol or the other produced divergent data concerning the detection
of the infection in 16.2% of tested ticks. Divergence was mainly observed among
infected ticks since almost 50% of them were found infected by only one DNA
extraction method. This was related to Borrelia species. In fact, B. garinii and B.
burgdorferi ss were less often evidenced in the half tick subjected to direct extraction.
Previous studies reported that Borrelia prevalences and distribution in ticks may vary
depending on the detection method used as for example immunofluorescence
compared to Borrelia isolation followed by PCR (Gern et al. 1999) or
immunofluorescence compared to nested or simple PCR (Kahl et al. 1998, Kampen
et al. 2004). Here we show that the DNA extraction method applied prior to PCR may
also influence in these parameters. According to these results, although it is clear
that using one extraction approach or the other create some bias, direct extraction
appears as more rapid, easier and less expensive than cultivation. Another
advantage of this method is that, DNA extract from the same tick can be used for

other analysis as for example other pathogens, or for tick host DNA identification.
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DNA Extraction Borrelia -

Borrelia genospecies identification® (%)b

Method infected ticks B. afzelii B. garinii B. valaisiana Zeiifg?r::g Uggﬁzﬁsle
Incubation 504 (242¢ 202 (3L1) 146 (225) 75 (11.6) 71 (10.9) 43  (6.6)
Direct extraction 481 (231)° 233 (35.9) 111 (17.1) 79 (122) 51 (7.9) 42  (65)
Incubation & 649 (31.2)° 301 (46.4) 169 (26.0) 108 (166) 78 (120) 71 (10.9)

Direct extraction

Table 1 Distribution of genospecies of B. burgdorferi sl and infection rates in I. ricinus

questing ticks according to the DNA extraction method applied to each half tick.

& All mixed infections were considered separately and added to the appropriate single

Borrelia species.

b Calculated on the total number of Borrelia infected ticks whatever the method used

for DNA extraction (n=649).

¢ Percentage calculated on the total number of analyzed ticks (n=2079).
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DNA extraction method Analyzed

applied in each tick ticks

Incubation Direct extraction no. %
Borrelia sp A Borrelia sp A 313 15.0
Borrelia sp A Borrelia sp B 4 0.2
Borrelia sp A untypeable 8 0.4
untypeable Borrelia sp A 11 0.5
Borrelia sp - 168 8.1
- Borrelia sp 145 7.0
- - 1430 68.8
Total 2079 100

Table 2 Details of Borrelia detection and identification in each half I. ricinus tick
according to extraction method used.

Borrelia sp A, sp B: any Borrelia species belonging to B. burgdorferi sensu lato.
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A)

Genospecies .Incubation + / _Incubation + / . Incubation - / Binomial test
Direct extraction + Direct extraction - Direct extraction + p-value
AF 134 68 99 0.0200
GA 88 58 23 0.0001
VS 46 29 33 0.7035
SS 44 27 7 0.0008
SL 14 29 28 1.0000
B)
Genospecies .Incubation + / .Incubation * / _ Incubation_- / Binomial test
Direct extraction +  Direct extraction - Direct extraction + p-value
AF 0 65 82 0.1868
GA 0 52 17 <0.0001
VS 0 27 28 0.1742
SS 0 22 6 0.0037
SL 0 18 20 0.8714

Table 3 Details on the Borrelia species identified in each half-tick according to the
extraction methods a) for all infected ticks (n=649) b) for ticks with discordant results
(one half infected vs the other one half uninfected) (n=313, direct extraction n= 145,
incubation n= 168).

AF: B. afzelii; GA: B. garinii; SS: B. burgdorferi ss; VS: B. valaisiana; SL: untypeable

Borrelia.
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5. Discussion

5 DISCUSSION

. ricinus est la tique la plus répandue en Europe et le principal vecteur de l'agent de la maladie de
Lyme. Cette zoonose est largement répandue dans I'hémisphére nord et est accidentellement
transmise a I'homme via la piqdre des tiques infectées par la bactérie B. burgdorferi sl. Le cycle de
Borrelia sp dans la nature est maintenu par la circulation du pathogéne entre son vecteur, la tique, et
une grande variété d'hbtes réservoirs. Ce cycle est déterminé par des facteurs spécifiques liés aux
populations de tiques et aux hdtes. L'étude des interactions entre pathogéne — vecteur — hdte est
nécessaire pour une meilleure compréhension de I'épidémiologie de la borréliose de Lyme dans le but

d'établir le risque d'infection dans une région.

L'épidémiologie de la borréliose de Lyme dépend des contacts que la population a avec une zone a
risque et dépend en partie de I'écologie du vecteur responsable de la maladie, de sa distribution
temporelle et spatiale et aussi de l'influence du climat dans son cycle de vie. I. ricinus présente une
large distribution géographique en Europe. Cette espece se rencontre de la Scandinavie jusqu’en
Afrique du Nord et des cétes atlantiques portugaises au centre de la Russie (Lindgren et al 2000;
Gern et Humair 2002). Cette large distribution implique des conditions climatiques trés hétérogénes
qui vont avoir des effets différents sur les populations de tiques. A l'intérieur de cette vaste répartition,
les tiques ne sont présentes que dans certains biotopes ou les facteurs biotiques et abiotiques sont
favorables pour leur établissement. Ainsi, des adaptations comportementales sont possibles a une
échelle locale pour permettre la survie de ces populations dans un habitat bien défini. La dynamique
saisonniere des populations sera donc trés variable géographiguement (Korenberg 2000) et
temporellement (Mermod et al 1973; Gray 1984; Talleklint et Jaenson 1996; Perret et al 2000;
Randolph et al 2002; Jouda et al 2004a,b). L'activité saisonniére de quéte chez I. ricinus peut étre
continue du printemps a l'automne (Gray 1991); présenter une distribution unimodale, avec un pic de
printemps (Mermod et al 1973; Perret et al 2000; Jouda et al 2004a,b) ou d'hiver (Yousfi-Monod et
Aeschlimann 1986); et montrer aussi une distribution bimodale (Aeschlimann 1972; Mermod et al
1973,1974; Gray 1984; Mejlon et Jaenson 1993; Korenberg 2000).

Divers facteurs sont proposés pour expliquer les variations saisonnieres des populations de tiques: le
type de végétation (Doche et al 1993; Mejlon et Jaenson 1993,1997; Rizzoli et al 2002; Hubalek et al
2006), I'altitude (Rizzoli et al 2002; Jouda et al 2004a), la capacité hydrique du sol (Jensen et al
2000), le climat (Schulze et Jordan 1996; Randolph et al 2002; Perret et al 2004), des facteurs
biotiques tels que la densité des hétes (Jaenson et Téalleklint 1992,1996; Talleklint et Jaenson 1994,
1995 ; Schulze et Jordan 1996; Jensen et al 2000; Rizzoli et al 2002; Perkins et al 2006) et méme la
production des glands (Ostfeld et al 2001; Schauber et al 2005). L'influence du climat dans le cycle de
vie et la dynamique des populations de tiques est trés marquée. Le développement des tiques
dépend, par exemple, de la température (Macleod 1934; Campbell 1948, cité dans Randolph et al
2002). Nous nous sommes donc intéressée aux conséquences du réchauffement climatique sur la
I'activité saisonniere des tiques en Europe, plus particulierement en Suisse. Des températures élevées

en hiver pourraient favoriser un début précoce de l'activité au printemps. Puisque la durée du
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5. Discussion

développement chez I. ricinus est inversement proportionnelle & la température, une température un
peu plus élevée a la fin du printemps pourrait accélérer le développement interstadial des tiques
gorgées au printemps en contribuant a I'éclosion du stade suivant l'automne de la méme année
(Chmela 1969; Randolph et al 2002; Perret 2003). Des températures basses en été entrainent un
retard du développement et l'absence d’'un pic en automne, comme cela a été montré au Royaume-
Uni (Randolph et al 2002) et en Suisse (Perret et al 2003).

La survie des tiques est déterminée par leurs réserves énergeétiques disponibles aprés chaque mue
(ou aprés I'éclosion pour les larves). Ces réserves sont utilisées pour les activités physiologiques et
les déplacements des tiques et donc elles s’épuisent progressivement au cours du temps. Les tiques
requiérent une balance hydrique favorable pour survivre a la dessiccation au cours de leur activité de
quéte. Elles abandonnent alors la quéte pour se rendre au sol ou elles se réhydratent pendant le
repos dans une atmospheére saturée d'eau. Température et humidité relative ainsi que le DS, variable
qui intégre ces deux paramétres, sont des facteurs limitant l'activité de quéte des tiques. Des
expériences réalisées au laboratoire avec un systeme de vidéosurveillance et en absence de stimuli
des h6tes ont montré que la durée de I'activité de quéte des tiques est inversement proportionnelle au
DS (Perret et al 2003).

Ce comportement observé au laboratoire a aussi été décrit dans des conditions naturelles. En effet,
divers auteurs ont montré comment le climat influence le comportement des tiques en quéte (Perret et
al 2000,2004; Randolph et al 2002) et aussi la proportion des tiques en quéte (Perret et al 2000,2004).
Sous nos latitudes, la densité de tiques en quéte diminue en général (avec le temps) au cours de
'année. Cette diminution peut étre le résultat de diverses circonstances: une augmentation de la
proportion des tiques au repos, une augmentation de la quantité de tiques fixées sur les h6tes ou une
augmentation de la mortalité. Perret et al (2000) ont observé une diminution de la densité de tiques en
guéte associée aux pics du DS ou a une diminution de I'’humidité relative. En placant des tiques dans
des arénes installées dans la nature, Perret et al (2004), ont montré que la proportion des nymphes
en quéte diminuait avec le temps et que cette diminution correspondait a des pics de DS. Les
nymphes ne reprenant pas l'activitt de quéte aprés ces événements climatiques, les auteurs
conclurent que les nymphes étaient mortes. Ceci n'a pas été observé avec les adultes, qui semblent
étre plus résistants a la dessiccation grace a leur taille, aux réserves énergétiques supérieures aux
nymphes et au contenu en eau supérieur a celui des nymphes. Des épisodes extraordinairement
chauds alors que lactivité de quéte est importante pourraient réduire la durée de cette activité,
augmenter la mortalité des tiques avec comme conséquence une diminution de l'ensemble de la
population (Perret et al 2003,2004).

Les conditions climatiques interviennent également dans la distribution géographique des tiques. En
Suéde, Lindgren et al (2000) attribuent 'augmentation de la densité d'l. ricinus aux hivers relativement
doux survenus dans les années 90, qui ont permis de prolonger la durée de la saison des tiques et
d'augmenter leur taux de survie. Télleklint et Jaenson (1998) ont montré également une expansion de
la distribution des tiques vers le nord et I'ouest du pays. Il peut également y avoir des changements

dans la distribution des tiques a des altitudes plus élevées. D’aprés Daniel (1993), I'établissement et le
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développement des tiques sont limités par de basses températures en altitude. Concrétement en
Républiqgue Tchéque, Daniel et al (2003), Materna et al (2005) et Danielova et al (2006) confirment
une extension de la distribution d'l. ricinus (ainsi que de celle des maladies transmises) en altitude
durant la derniére décennie, au-dessus du seuil d'établissement observé auparavant. Cette extension
est probablement associée a l'augmentation de la température en altitude, atteignant des valeurs
favorables pour le développement des tiques. Dans différentes localités des Alpes italiennes, Rizzoli
et al (2002) observent des densités de tiques plus abondantes en dessous de 1300 m d'altitude, en

relation sans doute avec des températures plus douces.

L'étude des populations de tiques a différentes altitudes nous apportent des données intéressantes
dans le contexte du changement climatique. Une augmentation de la température peut avoir des
répercussions différentes sur les populations établies aux différentes altitudes. Ces maodifications
intervenant dans les populations de tiques peuvent étre suivies en relation avec le changement
climatique (augmentation de la température). Dans ce travail, nous nous sommes particulierement
intéressée a des populations de tiques établies a différentes altitudes dans 3 sites de Suisse
romande. Nous avons suivi I'évolution des populations de tiques en quéte le long d'un gradient
d'altitude sur le versant sud de Chaumont (NE) a partir des travaux entrepris de 1999 a 2001 par
Jouda et al (2004a). Nous avons investigué l'influence de I'exposition de la montagne sur la densité et
la distribution d'l. ricinus, en considérant un deuxiéme gradient & Chaumont avec orientation nord. Le
troisieme site d'étude se trouve dans la région de Salins, prés de Sion (VS), le long d'un gradient

d'altitude avec exposition nord, mais dans une des régions les plus chaudes du pays.

En Suisse, quelques auteurs ont étudié la distribution des tiques en altitude. En général 1. ricinus est
abondante sur le Plateau suisse (altitude moyenne 600 m), mais rare entre 1000 et 1500 m
(Aeschlimann 1972; Aeschlimann et al 1986), ou seul certains biotopes avec un microclimat favorable
hébergent des tiques. Kaltenrieder et al (1985) récoltent des tiques dans différents biotopes mais
jamais au-dessus de 900 m. Cotty et al (1986) fixent la limite supérieure de distribution pour I. ricinus
a 1450 m (en Valais). Au Tessin, certains sites en altitude ont été aussi examinés par Miserez et al
(1990), Zhioua et al (1994) et Jouda et al (2003), avec un maximum de récolte de tiques décrit a 980
m. Des populations établies jusqu'a 900 m sont signalées sur le Plateau suisse et dans certaines

localités alpines (Jouda et al 2004a,b).

Dans notre travail en Valais le long d’'un gradient orienté au nord (Burri et al 2007), une densité plus
élevée de tiques en quéte est observée a 1020 m qu'aux altitudes plus basses. Bien que cette
situation paraisse atypique, il s'agit d'une région trés séche et chaude ou probablement les tiques
souffrent énormément des conditions desséchantes a basse altitude, et par contre trouvent des
conditions plus favorables pour leur développement au-dessus de 1000 m. Le long du gradient
d'altitude dans le versant nord de Chaumont (Mordn Cadenas et al 2007), la densité de tiques montre
une tendance claire & augmenter avec l'altitude, atteignant aussi sa valeur maximale au dessus de
1000 m. Dans ce cas, par contre, il n'y a pas de corrélation entre les variables climatiques et l'altitude
qui nous permettraient d'expliquer les différences de densité entre le bas et le haut du gradient. A

Neuchéatel, les températures mesurées pendant la derniére décennie dépassent la température
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annuelle moyenne calculée pour le siécle passé (Baniewicz 2002), ce qui pourrait favoriser
I'établissement de tiques en altitude. Effectivement, si on compare les données de densité de tiques a
900 m (valeurs de CTD) pour le gradient sud de Chaumont au cours du temps, nous avons constaté
une augmentation de la densité de nymphes et adultes de 2.25 et 3.5 fois, respectivement, dans notre
étude (Moran Cadenas et al 2007) par rapport a la période 1999-2001 (Jouda et al 2004a). Cette

augmentation est probablement liée aux changements de température en altitude.

Le climat a aussi un effet sur I'évolution saisonniére de la population de tiques en quéte. Sur le flanc
sud de Chaumont, nous constatons une distribution unimodale de l'activité de quéte de tiques en
2003. Des valeurs du DS au-dessus de 10 mmHg ont été mesurées a partir de juin et ont persisté
guelgues mois. Un DS élevé provoque un stress hydrique chez les tiques (surtout chez les nymphes)
qui abandonnent leur activité de quéte pour aller se réhydrater prés du sol. L'augmentation de
déplacements chez la tique lors de conditions trés desséchantes peut diminuer ou épuiser ses
réserves énergétiques, ce qui conduit & une augmentation de la mortalité (Randolph et Storey 1999;
Perret et al 2003,2004). La canicule qui a sévi en 2003 dans la plupart des pays d'Europe,
particulierement dans l'ouest de la Suisse (Rebetez et al 2006), associée a des DSs élevés et de

longue durée, ont probablement empéché le développement d'un pic d'automne.

La dynamique des tiques en quéte en 2005 suit en général une distribution bimodale. Sur le versant
sud de Chaumont, nous remarquons un pic de printemps et d'automne de magnitude similaire sur tout
le gradient sauf a 1070 m. Le pic de printemps faible est probablement di aux valeurs du DS
supérieures a 10 mmHg présents déja au début du printemps jusqu'en juillet-aoQt plutdt qu'a un hiver
2004-2005 trés rude, avec des températures trés basses et une couche de neige persistant sur le
terrain. L’apparition du pic d’automne peut s’'expliquer par un développement rapide des tiques
gorgées au printemps ainsi que par la réactivation des nymphes du printemps ayant été incapables de
trouver un hoéte auparavant. Ce pic d'automne coincide avec une diminution importante du DS. Une
situation similaire a été décrite par Perret et al (2000) dans une région tres proche de la méme forét
en 1998.

L'événement le plus remarquable pour le gradient nord de Chaumont est la présence en 2004 d’un pic
de printemps considérable & 1010 m. La série d’observations pour ce terrain a débuté seulement
guelgue mois auparavant (septembre 2003). Nous pouvons évoquer ici la possibilité que cette
population de tiques établie au-dessus de 1000 m ait pu profiter des températures favorables, a cette
altitude, pour son développement dues & la canicule 2003. D’un autre c6té, nous ne connaissons pas
l'influence de ces conditions thermiques extraordinaires sur le comportement des populations d’hétes,
ce qui peut interagir sur 'augmentation de la densité de tiques. Le déplacement en altitude de certains
vertébrés a la recherche de fraicheur pourrait avoir augmenté la proportion de tiques qui ont trouvé un

héte et qui ont pu ensuite se nourrir et quéter a nouveau quelques mois plus tard.

Le début de l'activité des nymphes au printemps (O10N) est retardé en fonction de l'altitude sur le
versant sud de la montagne, comme déja signalé dans I'étude réalisée par Jouda et al (2004a). Ce

retard n'a pas été remarqué en altitude sur le versant nord de Chaumont.
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L'étude a long terme de la phénologie de tiques sur le gradient sud de Chaumont entre 1999-2001 et
2003-2005 nous montre que le contexte climatique qui accompagne ces deux périodes se caractérise
par des étés et des automnes plus chauds ainsi que des hivers et des printemps légérement plus
froids pendant la période 2003-2005. L’activité saisonniere des tiques en quéte a 900 m présente une
importante variabilité dans notre travail, contrairement a ce qui était la tendance auparavant, avec une
activité stable au cours des saisons. D’aprés Jouda et al (2004a), une phénologie instable pourrait
apparaitre en altitude sous l'influence de températures plus douces. Dans notre travail, nous avons
constaté une augmentation de la température estivale en altitude ces derniéres années, atteignant
des valeurs équivalentes a celles mesurées a 620 m pendant I'étude précédente. Ces températures,
favorables pour le développement des tiques, peuvent étre a l'origine de 'augmentation de la densité
des nymphes et des adultes en altitude. En basse altitude, par contre, les valeurs de CTD pour les
nymphes ne varient pas entre les deux études tandis que celle des adultes sont plus faibles pour la
période 2003-2005. Des températures et des DS trop élevés & 620 m ont eu un impact négatif sur la
population des tiques qui a souffert du stress hydrique provoqué par des DSs élevés et de longue
durée. La survie des tiques pourrait avoir été compromise a cette altitude, entrainant la mort
principalement des nymphes, moins résistantes que les adultes a la dessiccation (Perret et al 2004).
Une population de nymphes ayant été soumise a un stress si important en 2003 pourrait expliquer la
faible densité d'adultes en quéte les années suivantes. Un phénoméne similaire est observé en Valais
en basse altitude (Burri et al 2007). Les tiqgues en quéte sont peu abondantes a 750 et 880 m, ou les
conditions climatiques sont trés particuliéres (des températures supérieures a 20C sur de longues
périodes et des précipitations faibles), avec des valeurs du DS dépassant les 10 mmHg dés avril-mai
jusqu'en octobre. La durée de l'activité de quéte (spécialement pour les nymphes) est réduite & cause
du stress hydrique et les populations de tiques pourraient atteindre a ces altitudes la limite pour leur
établissement. Aucune tique n'a pu étre récoltée dans un site proche (643 m), ou une moyenne
annuelle du DS supérieur a 11 mmHg a été observée (Burri 2005). Se pose donc la question de savoir
si les conditions climatiques observées a 620 m a Neuchatel ne tendent pas a devenir également

limites pour le maintien de la population des tiques si de telles conditions climatiques persistent.

B. burgdorferi est pratiquement présente dans toutes les populations d'l. ricinus examinées jusqu'a
présent dans divers pays européens (Hubéalek et Halouzka 1998; Rauter et Hartung 2005) et aussi en
Suisse (Miserez et al 1990; Péter et al 1995; Jouda et al 2003,2004a,b). De ce fait, le risque
d'infection humaine existe pratiquement dans tous les biotopes ou |I. ricinus est présente. Le cycle de
Borrelia est maintenu par un grand éventail d’hétes qui possédent une capacité différente de
transmettre le pathogéne a la tique dus principalement a une association existante entre certaines
espéeces d’hbtes et les espéces de Borrelia (Piesman et Gern 2004). Ainsi, la prévalence d'infection
chez I. ricinus montre une grande variabilité géographique liée, entre autres, a la distribution et a la
densité des hétes (spécialement des hotes réservoirs) présents dans chaque région (Mejlon et
Jaenson 1993; Talleklint et Jaenson 1993,1994; Jensen 2000). Parallélement & I'évaluation de la
phénologie et de la densité des tiques en quéte dans nos régions d’étude, nous avons examiné la

prévalence d'infection par les borrélies chez les tiques ainsi que la distribution des génoespéces.
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D'aprés Rauter et Hartung (2005), qui ont synthétisé des données sur l'infection d’l. ricinus dans 24
pays européens entre 1984 et 2003, la prévalence d'infection moyenne en Europe est de 13.6%
(10.1% pour les nymphes et 18.6% pour les adultes), avec une plus grande prévalence dans les pays
d’Europe centrale. Or les valeurs d’infection rapportées par ces auteurs pour la Suisse, variant de
10.9% a 49%, sont généralement supérieures a la moyenne. Dans notre travail en Valais et a
Neuchéatel, les valeurs d'infection par borrélies sont supérieures a la moyenne proposée pour
l'ensemble de I'Europe. A Chaumont, la prévalence moyenne de B. burgdorferi sl dans les tiques
analysées en 2003-2005 est de 22% (689/3115), tous stades, années et lieux de récolte confondus,
alors qu'en Valais elle est de 35% (68/195). Ces données correspondent aux valeurs décrites dans les
travaux précédents réalisés en Suisse (Aeschlimann et al 1986; Péter et al 1995; Jouda et al
2003,20044a,b; Casati et al 2004). D'autre part, nous avons constaté une variabilité annuelle,
géographique et altitudinale considérable. Ainsi a Neuchatel, la prévalence d'infection est de 19% en
2003 et 2005, atteignant le maximum en 2004 avec 26% d'infection. Un taux d'infection élevé est
obtenu aussi en Valais la méme année. Considérant la relation entre l'infection et le gradient
altitudinal, l'infection par borrélies diminue en général avec l'altitude, confirmant les résultats obtenus
auparavant par d'autres auteurs (Aeschlimann 1972; Kaltenrieder et al 1985; Aeschlimann et al 1986;
Jouda et al 2003,2004a), a I'exception du gradient nord de Chaumont ou l'infection maximale se
présente dans le site de récolte le plus élevé. Dans ce méme site, a 1010 m d'altitude, nous avons
déja signalé une circonstance particuliére, la densité des tiques étant supérieure aux autres stations
plus basses. Les conditions mésoclimatiques a cette altitude sont favorables au développement des
tiques qui y trouvent, sans doute, une population d'hétes appropriée pour leur repas sanguin et pour

l'infection par B. burgdorferi sl.

Pour les deux gradients a Neuchétel, nous n'avons pas trouvé de différences significatives d’'infection
entre nymphes et adultes, alors qu'en Valais, la prévalence d'infection des adultes (47%) est
statistiquement supérieure a celle des nymphes (27%). Bien que les adultes ont eu plus de chances
qgue les nymphes d’acquérir I'infection avec un repas additionnel, des cas ou l'infection des nymphes
est équivalente ou supérieure a celle des adultes sont couramment décrits dans la littérature, comme
par exemple, en Suisse (Caflisch et al 1984; Miserez et al 1990; Péter 1990; Jouda et al 2003), en
France (Zhioua et al 1996; Quessada et al 2003), en Allemagne (Matuschka et al 1992), en
Républiqgue Tcheque (Hubalek et al 1991), au Danemark (Landbo et Flong 1992) ou en Hollande
(Rijpkema et al 1994,1995). Une faible infection chez les adultes pourrait étre expliquée par le choix
de I'néte des nymphes, lesquelles pourraient avoir perdu leur infection si elles se sont nourries sur
certains vertébrés. Cela pourrait étre le cas d'un repas pris sur un cervidé, considéré
traditionnellement comme un héte zooprophylactique (Telford 3rd et al 1988; Jaenson et Téalleklint
1992; Matuschka et al 1993; Kurtenbach et al 1998c). En ce qui concerne les populations de cervidés
dans la région, les statistiques publiées par I'Office Fédéral de I'Environnement (OFEV), signalent une
augmentation de leur population (chevreuils et chamois compris) a Neuchéatel en 2004 et une légere
diminution en 2005. Nos analyses de la source du repas sanguin confirment que I'ADN le plus
fréequemment identifié chez les tiques corresponde au groupe des artiodactyles (Mordn Cadenas et al,

in press a).
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Quant a la fréquence des sept espéces de B. burgdorferi sl dans I. ricinus identifiées en Europe
(Rauter et Hartung 2005; Richter et al 2006), certaines particularités géographiques sont décrites.
Notons que ces différences ne sont pas liées uniguement aux spécificités régionales mais également
aux divergences amenées par les méthodes de détection et d'identification appliquées dans chaque
laboratoire. Ainsi, au nord et au centre de I'Europe, B. afzelii est prédominante chez I. ricinus (Gern et
al 1999; Kurtenbach et al 2001; Quessada et al 2003; Casati et al 2004; Rauter et Hartung 2005). Au
contraire, B. afzelii n’est pas trés fréquente le long de sa distribution sud, comme observé en ltalie
(Cinco et al 1998a,b; Bertolotti et al 2006), au Portugal (Matuschka et al 1998; Kurtenbach et al 2001,
Baptista et al 2005) et en Espagne (Estrada Pefia et al 2005; Gil et al 2005). D'aprés Hubalek et
Halouska (1998) et Saint Girons et al (1998), B. garinii est I'espéce la plus fréquente dans le centre et
le sud-ouest de I'Europe. B. valaisiana est largement distribuée dans les tiques en Irlande et en
Angleterre (Kirstein et al 1997a, b; Kurtenbach et al 1998b; Gray et al 2000) et une forte prévalence
est signalée en Allemagne par Kampen et al (2004). Dans le sud de la distribution d'l. ricinus, B.
lusitaniae est largement répandue, surtout au Portugal (De Michelis et al 2000; Baptista et al 2004) et
au nord de I'Afrique (Zhioua et al 1999; Younsi et al 2001, 2005; Sarih et al 2003; Dsouli et al 2006).
Par contre, cette espéce est peu abondante en Europe, excepté le Portugal, ou elle a été signalée
sporadiguement en Républiqgue Tchéque, Moldavie et Ukraine (Postic et al 1997), en Slovaquie (Gern
et al 1999), en Pologne (Mizak et Krol 2000), en Espagne (Barral et al 2002), en France (Richter et al
2003), en Turquie (Guner et al 2003), en Allemagne (Richter et al 2006) et en Italie (Bertolotti et al
2006). Dailleurs, De Michelis et al (2000) et Wang et al (1999b) signalent que la diversité des
génoespeéces de Borrelia sp associées a I. ricinus diminue a l'intérieur de sa zone de distribution selon

un gradient nord-sud.

En Suisse, cing génoespéces appartenant au complexe B. burgdorferi sl ont été identifiées jusqu'a
maintenant: B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi ss, B. valaisiana et B. lusitaniae. Jouda et al (2003)
signalent par la premiére fois la présence de B. lusitaniae au Tessin, au sud des Alpes. Depuis, elle a
été identifiée dans d'autres localités en Suisse Romande (Jouda et al 2004b), y compris Neuchétel
(Casati et al 2004; Jouda et al 2004a). Contrairement aux études précédentes, nous n'avons pas
identifié¢ B. lusitaniae ni a Neuchatel ni en Valais, en dépit du nombre élevé de tiques analysées
durant la période 2003-2005. Globalement, B. afzelii s’avére I'espece prévalente pour les trois
gradients étudiés. Si on considére en détail la situation selon l'altitude, B. garinii prédomine a 880 m
en Valais tandis que B. burgdorferi ss, suivi de B. valaisiana, dominent a 1070 m dans le gradient sud

de Chaumont.

Nous avons mentionné auparavant la répercussion de I'emploi de différents protocoles pour la
détection et l'identification des spirochétes dans la distribution de Borrelia sp. La sensibilité des
méthodes régulierement appliquées pour la détection des borrélies varie considérablement de méme
gue la précision de l'identification des espéces et la subjectivité inhérente a certaines méthodes,
comme par exemple limmunofluorescence. Divers auteurs montrent des différences quant a la
prévalence de Borrelia chez 1. ricinus selon la méthode de détection employée, par exemple
l'immunofluorescence, la culture dans le milieu BSK, la microscopie au fond noir ou la PCR (Péter et
al 1995; Kahl et al 1998b; Gern et al 1999; Kampen et al 2004). La PCR est devenue la méthode
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adoptée couramment pour la détection des borrélies dans les tiques. Les limites de détection de cette
méthode sensible et spécifique peuvent varier, entre autres, en fonction de I'efficacité de I'extraction
de I'’ADN des tiques. Dans notre laboratoire, la culture dans le milieu BSK (Barbour et al 1983) a été
employée intensivement pour I'isolement de Borrelia sp a partir d’l. ricinus. Cependant, la préparation
du milieu de culture est laborieuse et I'attente pour la détection du pathogéne peut s’avérer longue,
surtout pour le traitement d’'une grande quantité de tiques. Nous avons, donc essayé un autre
protocole d’extraction de I'ADN, I'hydrolyse alcaline avec I'hydroxyde d’ammonium (Guy et Stanek
1991), avec pour objectif le remplacement de la mise en culture par l'extraction avec I'hnydroxyde
d'ammonium (simple, rapide et économique). Nous avons, donc, testé simultanément les deux
procédeés d'isolement de 'ADN de Borrelia chez I. ricinus (Moran Cadenas et al, in press b). Nymphes
et adultes ont été coupés longitudinalement en deux parties et chaque moitié a suivi un traitement
d'extraction de I'ADN différent. Un peu plus de deux mille tiques récoltées en Suisse romande
(Neuchatel, Jura, Fribourg et Valais) en 2004 ont été examinées de cette maniére avant la détection et
l'identification du pathogéne par PCR et RLB. Nous avons comparé d'abord les prévalences
d'infection globales obtenues avec chacune des méthodes et nous avons investigué ensuite la

distribution de B. burgdorferi sl et la prévalence des différentes génoespéces dans ces tiques.

Nous n’'avons pas constaté de différences significatives dans le succés de détection de Borrelia selon
le procédé d’extraction de I'ADN utilisé. La prévalence totale d’infection était de 31.2% (649/2079),
avec B. afzelii comme espéce dominante (46%), suivie par B. garinii (26%), B. valaisiana (17%), B.
burgdorferi ss (12%) et B. burgdorferi sl (11%). L'accord entre les deux méthodes appliquées a
chaque demi-tique est supérieur & 80%. Ainsi 336 des tiqgues analysées montrent des résultats
discordants: l'identification de I'espéce de Borrelia est différente dans chaque moitié (n=4) selon la
procédure employée, ou l'identification n'est pas possible au niveau de l'espéce dans une des deux
moitiés (n=19) ou bien une demi-tique est infectée mais pas l'autre (n=313). L'analyse des tiques
infectées nous montre que I'extraction par I'hydroxyde d'ammonium favorise l'identification de B. afzelii
tandis que la mise en culture favorise celle de B. garinii et de B. burgdorferi ss. Cette particularité
pourrait s'expliquer par un développement favorisé de certaines souches dans le milieu de culture ou
par la difficulté de I'hnydroxyde d'ammonium a isoler 'ADN de certaines souches. Une autre possibilité
serait que I'extraction de I'ADN est meilleure sur la tique entiére que sur une moitié, quelque soit la
méthode employée. Consciente du biais créé par une technique ou l'autre, nous préconisons plutét
I'extraction directe de 'ADN avec I'hydroxyde d’ammonium en raison de la simplicité, la rapidité et
'économie assurée. Un avantage supplémentaire est que I’ADN ainsi isolé peut étre employé pour
l'identification simultanée de Borrelia sp et de I'h6te source du repas sanguin chez la tique. En
contrepartie, I'abandon de la mise en culture pour lidentification de Borrelia sp écarte la possibilité

d'obtenir de nouvelles souches dérivées des tiques.

Les résultats de cette comparaison nous montrent l'influence du procédé employé pour l'isolement de
I'ADN des tiques sur la détection des génoespeces de borrélies, ce qui peut avoir une répercussion
sur la distribution décrite de Borrelia a travers I'Europe. L'utilisation de procédés d'extraction différents
suivis de la PCR et de la RLB (techniques non utilisées dans les études précédentes en Suisse

(Jouda et al 2003,20044a,b; Casati et al 2004)) pourrait étre une explication a l'absence de B.
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lusitaniae dans notre travail. La sonde pour B. lusitaniae (LusiNE) (Poupon et al 2006), qui fait partie
de la batterie de sondes spécifiques pour l'identification de Borrelia sp par RLB, a été congue par
notre laboratoire. Sa spécificité d'hybridation a été testée avec plusieurs isolats et ensuite avec des
tiques récoltées au Maroc et en Moldavie (données non publiées). De Michelis et al (2000) au
Portugal et Younsi et al (2005) en Tunisie et au Maroc ont étudié la diversité génétique des différentes
souches de B. lusitaniae en prenant comme cible la région rrl-rrf spacer, lI'ospA et I'ospC. Mais rien
n'est connu sur la diversité des souches présentes dans les populations d'l. ricinus de nos foréts. I
suffirait d'une légére mutation de la séquence (par exemple, quelques bases différentes) pour
manquer son identification au niveau de I'espéce. Une observation similaire a été faite pour B. garinii
durant notre travail. Ainsi, le fait de produire une deuxiéme sonde spécifique pour cette espéce
(nommée GANE) (Poupon et al 2006) nous a permis d'identifier comme B. garinii un bon nombre
d'échantillons qui n’hybridaient pas avec la sonde GA. Donc, nous espérons que la production de
nouvelles sondes pourra améliorer encore l'identification de certaines souches dans l'avenir. D'autres
démarches ont aussi été entreprises pour améliorer l'identification de nos échantillons. Nous en avons
séquencé certains qui présentaient une hybridation double B. afzelii et B. lusitaniae, dans le but de
clarifier s'il s'agissait réellement d'une infection mixte ou d'une variante de B. afzelii qui hybride de
maniére non spécifique avec la sonde LusiNE. En effet, les séquences obtenues montraient qu'il
s'agissait d'une variante de B. afzelii avec quelques bases différentes dans la région d'hybridation de

la sonde.

La grande variabilité de la densité des tiques dans les populations d'l. ricinus liée a une prévalence
d’infection par borrélies variable et & une distribution irréguliére des génoespeéces, souligne la
multiplicité des facteurs impliqués dans le maintien des tiques et des spirochétes dans la nature.
L'identification des hétes incriminés dans le maintien de ces populations de tiques est importante d’'un
point de vue épidémiologique dans la prévention et le contrble des zoonoses transmises par les
tiques. Traditionnellement, les méthodes choisies pour obtenir des informations sur les vertébrés
impliqués dans le cycle de vie des tiques sont le piégeage, la récupération des tiques sur des animaux
chassés et I'emploi de la xénodiagnose. Une nouvelle tendance apparait avec I'essor des techniques
de biologie moléculaire qui évite la capture des animaux et leur manipulation au laboratoire. En effet,
guelques auteurs ont privilégié cette approche pour I'identification de I'héte via I'analyse de la source
du repas sanguin présent dans lintestin des tiques en employant le cytochrome b et le 18S rRNA
comme genes cibles pour la RLB (Kirstein et Gray 1996; Pichon et al 2003,2005,2006; Estrada Pefia
et al 2005). Nous avons suivi cette démarche pour étudier le réle des hétes présents dans nos foréts
en adoptant aussi la RLB, mais en employant le géne 12S rDNA comme marqueur génétique (Humair
et al, in press). Un total de 35 sondes nous permet l'identification des principaux groupes de vertébrés
(petit rongeurs, moyens et grands mammiféres, oiseaux et lézard) et des espéces courantes de la
faune suisse. Le succes d'identification de la source du repas sanguin dans les tiques en quéte que
nous avons examinées atteignait 44% (578/1326), et dans presque trois quarts des cas ou
l'identification a été possible, le genre ou l'espece a pu étre identifié. Ces résultats sont trés
intéressants (Mordn Cadenas et al, in press a) car dans les études précédentes sur les tiques

récoltées dans la nature (Pichon et al 2003,2005,2006; Estrada Pefia et al 2005) les auteurs ne
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parvenaient pas a l'identification jusqu'a I'espéce. Estrada Pefia et al (2005) emploient simultanément
les génes 18S rRNA et 12S rRNA pour lidentification de I'ADN des hbtes, avec un succes
d’identification de 36%. Selon le géne utilisé, lidentification varie. Ainsi la plupart des identifications
aboutissent a 'ADN d'oiseaux en utilisant le géne 18S (noyau) tandis que le géne 12S (mitochondrial)
permet l'identification d’ADN de suidés, cervidés et Apodemus. Une fois de plus, on constate
l'influence du protocole appliqué dans les résultats d’identification, confirmant la nécessité de rester

prudent pour interpréter les résultats.

Nous avons analysé simultanément l'infection par borrélies et l'identification du repas sanguin chez
1326 tiques récoltées sur les deux versants de Chaumont. La caractérisation de la source du repas
sanguin chez 1. ricinus varie significativement selon les sites de récolte et aussi mensuellement. Sur le
versant nord, l'identification des hétes apparait comme maximale en mai (93%) et en octobre (73%).
Sur le versant sud, c'est en octobre et novembre que le succés d'identification est supérieur (68%). Le
succes d'identification dépend de plusieurs facteurs, entre autre le temps écoulé entre le dernier
repas, la mue et la nouvelle activité de quéte. Ceci laisse penser que sur le versant nord nous avons
deux cohortes de tiques nouvellement muées (mai et octobre) et une seule sur le versant sud en
automne. Cette derniére observation confirmerait I'hypothése d'une unique cohorte de tiques qui surgit
chague automne proposée par Randolph et al (2002) en Grand Bretagne et confirmée au Danemark
par Jensen et Kaufmann (2003). L'ADN le plus souvent identifié, quelque soit le versant, appartient au
groupe artiodactyles, dont la population est assez importante dans la région (selon les statistiques
fédérales, comme déja mentionné). Si on considére chaque versant séparément, I'ADN d'insectivores
était plus fréquent dans les tiques récoltées sur le versant nord tandis que celui de I'écureuil était plus
fréquent dans les tiques récoltées au sud. La contribution des écureuils dans cette forét au maintien
des tiques et a la transmission de B. burgdorferi ss et B. afzelii est bien connue (Humair et Gern
1998). Le succés d'identification de la source du repas sanguin chez I. ricinus est supérieur sur le
versant nord de la montagne, certainement di au fait que nous avons eu deux pics de tiques
nouvellement muées, comme nous l'avons vu précédemment. Des tiques a jeun peuvent survivre plus
d’un an avant de retrouver un héte, réduisant au minimum les réserves énergétiques procurées par le
repas précédent. Le temps ainsi écoulé influence fortement le succes d'identification du repas
sanguin. Des expériences en laboratoire montrent que I'ADN de I'hdte peut étre identifié jusqu'a 200
jours aprés le repas des tiques sur des souris (Kirstein et Gray 1996) et jusqu'a 8 mois aprés le repas
des tiques sur des souris et des lapins (Pichon et al 2003). Si ces seuils de détection sont connus,
malheureusement nous ne disposons pas de données sur la cinétique de la digestion de I'ADN du
sang chez la tique selon I'espéce d'héte. Par exemple l'effet de la présence de noyaux dans les
globules rouges des oiseaux sur cette cinétique est totalement inconnu. Nous ne connaissons pas
non plus l'influence des restes des repas précédents pris par les larves ou les nymphes lors de

I'examen des adultes.

Dans certaines tiques nous avons identifié un mélange d'ADN appartenant a divers hbtes, ce que
nous expliquons par divers repas partiels pris sur des hétes successifs par |. ricinus, ce qui a été déja
décrit chez |. scapularis par Piesman (1991). Il est également possible que nous détections la

présence d'ADN sur la surface du corps des tiques s'étant agrippées a des hétes sans parvenir a
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s'attacher. +Dans tous les cas, les résultats obtenus nous apportent des informations précieuses sur

la diversité de la faune dans un biotope.

L'identification de I'ADN de I'héte chez les tiques infectées permet d'apporter des connaissances sur
les hbtes réservoirs. On sait aujourd’hui que B. afzelii et B. burgdorferi ss sont associés avec les
micromammiféres et I'écureuil et que B. garinii et B. valaisiana sont associés aux oiseaux (Hu et al
1997; Humair et Gern 1998; Humair et al 1998,1999; Kurtenbach et al 1998b; Hanincova et al
2003a,b). Nos résultats confirment cette association: B. afzelii et B. burgdorferi ss sont identifiés plus
fréquemment dans les tiques gorgées sur les rongeurs que sur les oiseaux, de méme B. garinii et B.
valaisiana sont plus fréquents dans les tiques gorgées sur les oiseaux que sur les rongeurs. Nous
avons détecté également des tiques infectées par B. burgdorferi ss, B. afzelii, B. garinii et B.
valaisiana qui se sont nourries sur des chevreuils, considérés traditionnellement comme des hétes
zooprophylactiques. Rijpkema et al (1996b) ont également identifié ces quatre génoespéces dans des
tiques récoltées sur des chevreuils. L'observation de tiques infectées par B. afzelii s'étant gorgées sur
des sangliers rapportée récemment par Estrada Pefa et al (2005) est aussi fréquente dans notre
étude. En définitif, I'absence d'une association stricte entre Borrelia sp et certains hotes particuliers
n'est pas complétement surprenante. Des résultats similaires ont été obtenus auparavant en Suisse et
en France (Gern et al 1997; Pichon et al 2000) ainsi qu’en Russie et en Asie (Nakao et al 1994;
Gorelova et al 1995; Nakao et Miyamoto 1995; Ishiguro et al 1996; Sato et al 1996; Sato et Nakao
1997). Ces derniers auteurs ont identifié B. afzelii, B. garinii et B. burgdorferi ss dans les organes
internes de petits rongeurs (par mise en culture dans du BSK ou par PCR). Fingerle et al (2007) ont
examiné l'infection par Borrelia dans des biopsies d'oreille d'animaux chassés (chevreuils, cerfs,
sanglier et renards) et dans des tiques gorgées récupérées sur eux. Ainsi ils ont identifié B.
burgdorferi ss et B. garinii chez les chevreuils, les cerfs et les sangliers. En plus, ils signalent aussi le
réle possible des renards comme réservoirs de B. valaisiana. B. garinii, traditionnellement associé
aux oiseaux, peut également étre associée aux rongeurs selon le sérotype concerné (Hugli et al
2002).

Toutes ces observations suggérent que des cycles non spécifiques entre les hbtes et Borrelia sp
peuvent coexister en méme temps que des cycles plus stricts entre certains hétes et des souches
spécifiques. Le futur nous permettra d'évaluer limportance de ces cycles aspécifiques dans la
circulation des borrélies dans la nature. D’autres explications plausibles pour I'absence de spécificité
sont la transmission transovarienne des spirochétes (Bellet-Edimo et al 2005), la transmission par co-
feeding (Kimura et al 1995; Gern et Rais 1996; Ogden et al 1997; Hu et al 2003), des repas partiels

sur différents hétes infectés (Piesman 1991) ou la contamination avec de '’ADN externe.

Un des derniers aspects que nous avons considéré dans notre étude concerne les risques de
contracter une borréliose de Lyme et leur évolution en fonction des changements climatiques. Nous
avons examiné la prévalence d'infection par borrélies chez les tiques en quéte et aussi le risque de
rencontrer une tique infectée, tout cela dans un contexte de réchauffement climatique. La canicule de
I'été 2003 enregistrée dans une grande partie de I'Europe ne constitue pas un fait isolé. Le 4°me

rapport du Groupe d'experts intergouvernemental sur I'évolution du climat (GIEC) de février 2007,
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prévoit une augmentation globale moyenne de la température entre 1.8 et 4C d'ici la fin du siécle
(www.letemps.ch/climat). La Suisse, comme la plus grande partie de I'Europe, va connaitre un
réchauffement supérieur a la moyenne mondiale et les précipitations vont suivre un régime de type
méditerranéen, avec une “"saison seche" en été et une "saison humide" en hiver. Le scénario
climatique du XXI° siécle aborde des changements trés importants qui vont, sans doute, modifier la

dynamique saisonniére des tiques ainsi que leur densité et leur répartition géographique.

En ce qui concerne les zoonoses les plus fréquentes transmises par les tigues sous nos latitudes, la
borréliose de Lyme et I'encéphalite a tiques, une augmentation de leur incidence a été constatée a la
fin du XX® siécle dans plusieurs pays européens, provoquant parfois un probléme de santé publique
(Randolph 2001,2004a). Des facteurs biotiques et sociopolitiques semblent impliqués dans ce
phénomeéne. Le climat joue, sans doute, un réle sur la dynamique de ces maladies. Des prévisions
faites pour I'encéphalite a tiques en Europe, en considérant les changements climatiques récents,
suggerent gu’en 2020 ce virus disparaitra des régions situées dans la limite sud de sa distribution
actuelle (Slovénie, Croatie, Hongrie) et que sa présence augmentera dans les pays baltiques et en
2050, I'encéphalite a tiques sera éradiquée d’Europe centrale (Randolph 2001). Kampen et al (2004)
montrent une augmentation de l'incidence de la borréliose dans une région endémique en Allemagne
au cours de la derniére décennie, peut étre a cause de changements climatiques qui ont provoqué

une augmentation de la population des tiques ou de la disponibilité des hotes.

En Suisse, I'année 2003 a été trés chaude, 2004 relativement chaude et cette progression thermique
est confirmée en 2005 (Météosuisse, Bulletin Météorologique 2005), année la plus chaude, la plus
ensoleillée et la plus pauvre en précipitations par rapport a la moyenne 1961-1990. Dans la plupart
des régions du pays en 2005, I'hiver fut nettement plus froid que la normale, avec des températures
minimales enregistrées au début mars. A Neuchatel, les moyennes mensuelles mesurées pour la
période 2003-2005 confirment cette tendance générale avec des hivers et des printemps plus froids et
des étés et des automnes plus chauds qu'auparavant (1996-2001). Dans ce contexte climatique, nous
avons calculé le risque maximal de rencontrer une tique infectée (PTDi, calculée en multipliant le PTD
O prévalence d'infection). Ce risque varie de 3.6 a 78.7 nymphes infectées/100 m? et de 0.6 a 16.9
adultes infectés/100 m® a Chaumont et de 3.2 4 5.8 nymphes infectées/100 m? et de 0.5 a 3.6 adultes
infectée/100 m? en Valais. La densité de tiques infectées est supérieure chez les nymphes, étant le
stade le plus incriminé dans cette maladie. Les résultats obtenus a Chaumont sur le suivi 2003-2005
dépassent les valeurs signalées préalablement par Jouda et al (2004a) sur la période 1999-2001, et
ceci dans un contexte d' augmentation significative de la température entre les deux périodes d'étude.
Cette tendance doit encore étre confirmée a long terme, raison pour laguelle cette étude se poursuit

actuellement.

Le risque élevé de contracter la maladie de Lyme dans cette région endémique en Suisse justifie
largement le choix de la montagne de Chaumont (Neuchéatel) pour notre étude. C'est une forét trés
proche de la ville, avec une population de tiques bien établie a différentes altitudes, reconnue comme
foyer de B. burgdorferi, et fréquentée régulierement dans le cadre de diverses activités

professionnelles et de loisirs. La longue série de données disponibles pour cette région (de 1996 a
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nos jours) est un avantage supplémentaire dans le suivi de I'évolution des populations de tiques et

nous incite donc a suivre les recherches dans cette région.
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8 ANNEXE 1

8.1 APPAREILS

Mini-thermomeétre et thermo-hygromeétre mod. 615 . Testo AG (Suisse). www.testo.ch

Thermocycleur Biometra TGradient . Biometra, Géttingen (Allemagne). www.biometra.de

Mini-four a hybridation OV1 . Biometra, Goéttingen (Allemagne). www.biometra.de

Four a hybridation/agitateur . Amersham Pharmacia Biotech. www.gelifesciences.com

Miniblotter MN45 . Immunetics, (Cambridge, Mass.). www.immunetics.com

8.2 ProbpuITs PCR

Taq DNA Polymerase 1000U . Qiagen, n°de produit 201205. www.giagen.com

dNTP's 100 mM . Promega, n°de produit U1420. www.promega.com

Amorces 23S Bor, B-5S Bor, 12S 6F et B-12S 9R. Microsynth (Suisse). www.microsynth.ch

H,0 (DEPC-treated) . Fluka, n°de produit 95284. www.sigmaaldrich.com

8.3 ProbDuUITS RLB

Sondes pour l'identification de Borrelia sp et de I'ADN des hétes. Microsynth. www.microsynth.ch

Biodyne C Membrane . VWR International, n°de produit 60314. www.vwr.com

Plastic cushions . Immunetics (DMD AG, Suisse), n°de produit PC 200 . www.immunetics.com

20X SSPE buffer . Invitrogen, n°de produit 15591035. www.invitrogen.com

SDS. BDH-Reactolab. www.reactolab.ch

Streptavidine-POD conjugate 500U . Roche, n°de produit 11 089 153 001. www.roche.ch

ECL Detection Reagents . GE Healthcare Europe GmbH, Otelfingen (Suisse), n° de produit

RPN2105. www.gelifesciences.com

Hyperfilm ECL 18x24 cm, 25 sh. GE Healthcare Europe GmbH, Otelfingen (Suisse), n° de produit

28906836. www.gelifesciences.com

DNAzap. Ambion, n°de produit AM9890. www.ambion.com
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8.4 SOLUTIONS

8.4.1 EDAC 16%

Dissoudre 1,6 g d'EDAC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide) dans 10 ml d'eau.

8.4.2 EDTA 20 mM PH=8

Dissoudre 7,4 g d'EDTA dans 800 ml d'eau. Ajuster le pH=8 avec NaOH 100 mM. Ajouter de l'eau

jusqu'a un volume final de 1 I. Bouillir 10 min. Stocker a température ambiante au maximum 1 an.

8.4.3 NaHCO30,5MPH=8,4

Dissoudre 10,5 g de NaHCO3; dans 240 ml d'eau. Ajuster le pH=8,4 avec NaOH 2 M. Ajouter de l'eau
jusqu'a un volume total de 250 ml. Bouillir 10 min. Stocker a température ambiante au maximum 6

mois.

8.4.4 NaOH 10M

Dissoudre 10 g de NaOH dans 25 ml d'eau. Stocker a température ambiante au maximum 1 mois.

8.45 SDS 10%

Dissoudre 10 g de SDS dans 100 ml d'eau. Chauffer la solution a 65° pour accélérer la réaction.

Stocker a température ambiante au maximum 1 mois.

8.4.6 2x SSPE/SDS 0,1%

Produit Quantité (100 ml)

20X SSPE 10 ml
SDS 10% 1mi
H-O 89 ml

8.4.7 2x SSPE/SDS 0,5%

Produit Quantité (100 ml)

20X SSPE 10 ml

SDS 10% 5ml

H.0 85 ml
8.4.8 2X SSPE

Produit | Quantité (100 ml)

20X SSPE 10 ml
H.O 90 ml
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Annexe 1

8.4.9 PBS MgCl, PH=7,2-7,3

Produit Quantité (11)
NaCl 8¢
KH2PO.4 0,29
KClI 0,2g
Na;HPO, 1,459
MgCl, * 6H,0 1g
H.O 1
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9 ANNEXE 2

9.1 DONNEES CLIMATIQUES
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Fig. 1 Diagramme de dispersion des paires de facteurs environnementaux [humidité, température au
sol (Tsol), température a 10 cm (T10cm), température a 60 cm (T60cm) et déficit de saturation (SD)]
mesurés chaque mois a chaque station de récolte le long des gradients nord et sud de la montagne
de Chaumont (NE) pendant la période 2003 a 2005.
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Fig. 2 Boxplots de la température mesurée a 60 cm (C), du déficit de saturation (mmHg) et de
'humidité relative (%) en fonction des différentes zones d’études sur les gradients nord et sud de la
montagne de Chaumont pendant la période 2003-2005.

N, gradient nord de Chaumont (altitudes entre 780 et 1010 m). S, gradient sud de Chaumont (altitudes entre 620 et 1070 m).
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Fig. 3 Boxplot des déficits de saturation (mmHg) obtenus sur le gradient sud de Chaumont entre les
deux périodes d'étude: 1999-2001 et 2003-2005.

*1999-2001, valeurs du déficit de saturation calculées a partir des données obtenues de Jouda et al 2004a.
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Fig. 4 Evolution saisonniere du déficit de saturation (SD, en mmHg) le long du gradient altitudinal
(1010, 910 et 780 m) sur le versant nord de Chaumont pendant la période 2003-2005. La ligne

traitillée indique le seuil de 10 mmHg.
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indique le seuil de 10 mmHg. *1999-2001, valeurs du déficit de saturation calculées & partir des données obtenues de
Jouda et al 2004a.

85



9. Annexe 2

Nord 1010 m

30

§20

©

© 10

it

JFMAMJJASOND“]FMAMJJASOND“]FMAMJJASOND
2003 2004 2005

Nord 910 m

30

§20

©

o 10

it

JFMAMJJASOND“]FMAMJJASOND“]FMAMJJASOND
2003 2004 2005

Nord 780 m

30

§20

©

o 10

it

0‘

J FMAMUJJASOND I FMAMUJIJIASONDI IFMAMIUJIUJIASOND
2003 2004 2005

Fig. 6 Evolution saisonniére de la température mesurée a 60 cm () le long du gradient altitudinal

(1010, 910 et 780 m) sur le versant nord de Chaumont pendant la période 2003-2005.
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Fig. 7 Evolution saisonnieére de I’humidité relative (%) le long du gradient altitudinal (1010, 910 et 780

m) sur le versant nord de Chaumont pendant la période 2003-2005.
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Fig. 8 Evolution saisonniére de la température mesurée a 60 cm () le long du gradient altitudinal
(1070, 900, 740 et 620 m) sur le versant sud de Chaumont pendant la période 2003-2005.
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Fig. 9 Evolution saisonniére de I’humidité relative (%) le long du gradient altitudinal (1070, 900, 740 et
620 m) sur le versant sud de Chaumont pendant la période 2003-2005.
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9.2 DENSITE ET PHENOLOGIE DES TIQUES
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Fig. 10 Activité de quéte des nymphes et des adultes (densité exprimée en nombre d'individus / 100

mz) sur I'ensemble des gradients nord et sud de la montagne de Chaumont pendant la période 2003-

2005, en fonction de la température, du déficit de saturation et de I'humidité relative.

Les lignes pointillées

l'activité de quéte des nymphes et des adultes, respectivement, a été observée.

a 7.7C et 8.2C indiquent | es températures a partir desquelles la plupart de

Les lignes pointillées & 15.7 mmHg indiquent les valeurs du déficit de saturation & partir desquelles la

plupart des nymphes et des adultes interrompent leur activité de quéte.
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Fig. 11 Evolution mensuelle de la densité des larves, des nymphes et des adultes en quéte (hombre

de tiques / 100 m2) le long du gradient altitudinal (1010, 910 et 780 m) sur le versant nord de

Chaumont de septembre 2003 & décembre 2005.

Fig. 12 Evolution mensuelle de la densité des larves, des nymphes et des adultes en quéte (nombre
de tiques / 100 mz) le long du gradient altitudinal (1070, 900, 740 et 620 m) sur le versant sud de

Chaumont de février 2003 & décembre 2005. [Page suivante].
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Fig. 13 Comparaison par paires de la densité de nymphes obtenue le long du gradient altitudinal
(1070, 900, 740 et 620 m) sur le versant sud de Chaumont pendant la période 2003-2005.
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Fig. 14 Comparaison par paires de la densité d’'adultes obtenue le long du gradient altitudinal (1070,
900, 740 et 620 m) sur le versant sud de Chaumont pendant la période 2003-2005.
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Fig. 15 Comparaison par paires de la densité de nymphes obtenue le long du gradient altitudinal
(1010, 910 et 780) sur le versant nord de Chaumont pendant la période 2003-2005.
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Fig. 16 Comparaison par paires de la densité d’'adultes obtenue le long du gradient altitudinal (1010,
910 et 780) sur le versant nord de Chaumont pendant la période 2003-2005.
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Fig. 17 Début de I'activité des nymphes (O10N) et des adultes (O10A), (nombre de jours depuis le
début de I'année), le long des gradients sud et nord de la montagne de Chaumont en fonction de

l'altitude pendant la période 2003-2005.

010, date a laquelle la densité des tiques dépasse le 10% du pic de densité sur I'année.
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Fig. 18 Comparaison des CTD (Cumulative Tick Density, nb de tiques par 100 m? et par année) des
nymphes (CTDN) et des adultes (CTDA) entre les deux périodes d'étude, 1999-2001* et 2003-2005,

sur le versant sud de Chaumont en fonction de I'altitude.

*1999-2001, valeurs des CTD calculées a partir des données obtenues de Jouda et al 2004a.
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9.3

INFECTION PAR B. BURGDORFERI SL ET DISTRIBUTION DES GENOESPECES

Nymphes infectées / analysées (%)

Adultes infectés / analysés (%)

Site / Altitude
2003 2004 2005 Total 2003 2004 2005 Total

N 1010 m 3/38 37/140 32/116 72/294 (24.5) 0/2 9/59 3/40 12/101 (11.9)
N 910m 5/32 12/112 11/101 28/245 (11.4) 2/2 5/34 11/39 18/75 (24.0)
N 780m 2/15 23/131 21/90 46/236  (19.5) 0/4 8/38 4/28 12/70  (17.1)

Total N 10/85 72/383 64/307  146/775 (18.8) 2/8 22/131 18/107 42/246  (17.1)
S 1070 m 0/5 31/88 25/123 56/216 (25.9) 0/2 12/49 17/69 29/120 (24.2)
S  900m 14/86 40/140 23/149 77/375 (20.5) 7/30 19/107 25/94 51/231 (22.1)
S 740m 16/75 46/144 16/164 78/383 (20.4) 11/43 38/91 25/137 741271 (27.3)
S 620m 22/100 54/158 36/154  112/412 (27.2) 0/5 21/59 3/22 24/86  (27.9)

Total S 52/266  171/530 100/590 323/1386 (23.3) 18/80 90/306 70/322  178/708 (25.1)
TotalN&S  62/351  243/913 164/897 469/2161 (21.7) 20/88 112/437  88/429  220/954 (23.1)

Fig. 19 Prévalence d'infection (%) des nymphes et des adultes analysés sur les versants nord et sud

de la montagne de Chaumont en fonction de l'altitude pendant la période 2003-2005.

N, gradient nord de Chaumont. S, gradient sud de Chaumont.
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Fig. 20 Variation annuelle de la prévalence d’infection (%) des tiques analysées sur les versants nord

et sud de la montagne de Chaumont en fonction de l'altitude pendant la période 2003-2005. Nymphes

et adultes ont été considérés ensembile.
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Distribution et prévalence de  B. burdorgferi sl a Chaumont (2004-2005)
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Fig. 21 Prévalence d'infection et distribution des génoespéces de B. burgdorferi sl en fonction de
l'altitude chez les tiques analysées sur les versants nord et sud de la montagne de Chaumont pendant
la période 2004-2005 (février 2004 & novembre 2005).

Les pourcentages en-dessus des colonnes indiquent la prévalence moyenne d'infection des tiques

analysées par altitude.

Les pourcentages a l'intérieur des colonnes indiquent la prévalence de la génoespéce la plus

fréquente dans les tiques infectées par altitude.

AF, B. afzelii; GA, B. garinii; SS, B. burgdorferi ss; VS, B. valaisiana; SL, B. burgdorferi sl; Mixte,

infection mixte avec diverses génoespeces.
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Fig. 22 Distribution des génoespéces de B. burgdorferi sl chez les nymphes et les adultes infectés sur
le versant nord de la montagne de Chaumont en 2004 et 2005 (février 2004 & novembre 2005).

AF, B. afzelii; GA, B. garinii; SS, B. burgdorferi ss; VS, B. valaisiana; SL, B. burgdorferi sl; Mixte,

infection mixte avec diverses génoespeces.
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Fig. 23 Distribution de génoespéces de B. burgdorferi sl chez les nymphes et les adultes infectés sur
le versant sud de la montagne de Chaumont en 2004 et 2005 (février 2004 a novembre 2005).

AF, B. afzelii; GA, B. garinii; SS, B. burgdorferi ss; VS, B. valaisiana; SL, B. burgdorferi sl; Mixte,

infection mixte avec diverses génoespeces.
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