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|. Résumé

En Europe, les agents de la Borréliose de Lyme (&It maintenus dans la nature via un cycle de
transmission impliquant la tiqugodes ricinus (I. ricinusgt des hotes réservoirs. Le géne codant pour I’
« Outer Surface Protein C » (OspC), une lipopretglasmidique exprimée par les spirochéetes lors du
repas sanguin de la tique et lors de la dissémimatiez I'h6te, est un marqueur génétique pouviaat é
associé a la pathogénese et a la sévérité d'und.’'Bhalyse du génespCa permis de classifier des
isolats deBorrelia. burgdorferisensu latoR. burgdorferisl) en groupeespC

De 2003 a 2005, nous avons prélevé de fagcon méegied tiques libres dans 2 sites du plateau suisse
les Portes-Rouges (PR) et le Staatswald (SW). |Bleralent, les micromammiferes ont été piégés afin d
rechercher la présence de stades immatutdegicinus et I'infection des rongeurs a été veérifiée par
xénodiagnose. La typisation des génoespeceB. deirgdorferisl chez les tiques libres, les tiques des
rongeurs et les tiqgues de xénodiagnose a été @éafiar « Polymerase Chain Reaction » (PCR) et
« Restriction Fragment Length Polymorphism » (REUEBs isolats deB. afzelii,génoespéce associée
aux rongeurs obtenus de ces 3 populations de tiques, ont étyss par « Single Stranded
Conformational Polymorphism » (SSCP) et classibigsgroupesspC

Nous avons observé durant les 3 années des vasatams I'évolution saisonniére de la densité glses
libres. La densité de nymphes en quéte était phpoitante au PR alors que la proportion de rongeurs
infestés par des stades immaturdsritinus était similaire dans les 2 sites. Des tiques ahtoéservées
sur les rongeurs en automne et en été alors qlenkité de tiques libres était faible voire inextige. Les
rongeurs du SW présentaient des infestations parirdmatures d! ricinus élevées et 28% étaient
infestés par des nymphes et des larves (11% auG&®e nutrition simultanée de tiques regroupées su
un hote porte le nom de co-feeding et permet lastréssion de pathogénes entre tiques infectées et
tiques non-infectées, sans présence d'infectiotésyque chez I'hdte. Malgré une situation favoradse
co-feeding, principalement au SW, s@&ilafzeliiet B. bavariensisont été transmises des rongeurs aux
tiques laissant supposer que le co-feeding neibaetpas au maintien de la diversité des génoesplce

B. burgdorferis| présentes chez les tiques libres.

L’'analyse du genespC nous a permis de classer les isolatsBdeafzelii provenant des différentes
populations de tiques en 10 groupspC dont 8 déja décrits (Al, A2, A3, A4, A5, A6, ABS461) et 2
nouveaux (ME et YU). La plus grande diversité deugesospCa été observée chez les tiques en quéte.
Les isolats deB. afzeliiobtenus a partir de larvabl. ricinus s’étant nourries en co-feeding avec des
nymphes présentaient une diversité de groopp€plus importante que celles s’étant nourries sedes
travail montre pour la premiere fois l'importance do-feeding dans le maintien de la diversité

intraspécifique d®. afzeliidans la nature.
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1. Introduction

1.1. Le vecteur : les tigues

Les tiques sont des arthropodes hématophages epaatrta I'ordre des Acariens (Sonenshine,
1991). Ectoparasites obligatoires, les tiques oesolm de plusieurs repas sanguins afin
d’accomplir un cycle de vie complet. Les tiqueststas vecteurs importants de pathogénes tels
que virus, nématodes, bactéries et protozoairase(®hine, 1991).

D’un point de vue taxonomique, les tiques se régsamt en 3 familles distinctes présentant des
différences morphologiques : les tiques dures (da@l possedent un scutum sclérotisé alors
gue les tiques molles (Argasidae) n’en possedentlzatroisieme famille (Nuttalliellidae), dont
seule [l'especeNuttalliella namaqua a été décrite, est caractérisée par des critéres
morphologiques intermédiaires aux 2 familles précéaient citées (Camicas et al. 1998).
L’agent responsable de la Borréliose de Lyme (Bif) ¢hapitre 1.5)Borrelia. burgdorferi
sensu lato B. burgdorferisl), est transmis principalement par 4 especetiqgles du genre
Ixodes(l.) que I'on regroupe sous le nom de « complexigcinus / |. persulcatus (Eisen et
Lane, 2002). La répartition géographique de cespéees est différente (Figure 1).

Figure 1 : Distribution géographique du compléxécinus/persulcatugSelon Eisen et Lane,
2002, dessin de B. Kaye).



Aux Etats-Unis, 2 espéces de tiques sont les pates vectrices de I'agent de la BL (Piesman,
2002) : on retrouvé scapularissur la cote est alors que la distributionl.dgacificuss’étend le
long de la cbte ouest pour atteindre le sud-owesddien.

En Europe,l. ricinus est la principale espéce vectrice de I'agent dBla(Gern et Humair,
2002) :1. ricinus est largement distribué de 'Europe du Nord afidde du Nord et s’étend du
Portugal jusqu’aux pays baltes et en Russie olssabadition chevauche celle depersulcatus
principal vecteur d@. burgdorferisl de I'Asie centrale jusqu’au Japon (Korenbergle002,

Miyamoto et Masuzawa, 2002).

1.1.1.1xodes ricinus

. ricinus est le principal vecteur des agents de la BL essguill a également été démontré que
I. hexagonugtait capable de transmettre des borrélies (Geah. d1991). Le cycle de vie Id’
ricinus (Figure 2)comporte 3 stades différents (tique triphasiqua&s beufs, déposés par la
femelle au sol, vont éclore pour donner naissard®sdarves qui rapidement se mettent en quéte
d’'un héte en vue de leur premier repas sanguirdagrgra entre 2 et 4 jours. Suite a ce repas, la
larve gorgée tombe au sol et commence a digérarugsnents présents dans le sang. Grace a
cet apport énergétique, la larve mue en nympheaprés une courte phase libre, se met a la
recherche d’'un nouvel héte adéquat. Suite a ceeauvepas sanguin qui durera entre 3 et 6
jours, la nymphe mue en adulte, male ou femellefdmaelle aura besoin d’'un dernier repas
sanguin (6 a 10 jours) sur un nouvel héte : si @ena féconde, la femelle ldricinus pourra
achever son cycle de vie et pondre des ceufs agambdrir (Aeschlimann et al. 1972).

Les males d. ricinus sont considérés comme des ectoparasites facultéiyant pas besoin de
repas sanguin pour fertiliser une femelle, ces idesnne se nourrissant pas ou tres peu
(Balashov, 1972).

Tant les facteurs biotiques (especes, densité etpadements des hétes, structure de la
végétation) que abiotiques (conditions climatiquésls que I'humidité et la température, vont
influencer et modeler I'évolution saisonniere dgsies (Randolph et al. 2002, Randolph 2004,
Perret et al. 2004). Les tiquésricinus en quéte attendent un héte potentiel positionées
différentes hauteurs sur la végétation (Gigon 196rey and Randolph 1999, Perret et al.
2004). Durant cette quétk,ricinus doit faire face a différentes conditions climaggqusouvent

en dessous des valeurs critiques d’humidité qui pemmettent de gérer leur balance hydrique
(Needham et Teel, 1986). C’est pourquoi, les ticplesyneront entre phases de quéte et phases

de réhydratation dans les couches plus bassesratiéaide la végétation (Lees 1946, Lees and
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Milne, 1951, Rudolph and Kniulle 1979). La tempémtinfluence le comportement des tiques.
La mise en activité d' ricinus commence lorsque la température de l'air approele7PC
(MacLeod, 1936, Perret et al. 2000) et la tempéegtwue également un roéle primordiale dans le
développement des tiqgues (Campbell 1948, RandoQii4)2 Pour les raisons précédemment
citées, 'humidité et la température sont des fasteabiotiques importants qui vont donc
influencer le comportement des tiques et ainst, é@olution saisonniéere (Perret et al. 2000).
Différents travaux ont démontré qu’en Suisse, llation saisonniere de la densité de tiques en
quéte était variable au cours du temps et pouvagemter un profil unimodal (densité maximale
mesurée au printemps) ou bimodal (densités maxsmaksurées au printemps et en automne)
(Perret et al. 2000, Jouda et al. 2004a, 2004k} Bual. 2007, Moran Cadenas et al. 2007b).

La larve se nourrit
sur I'hote no. 1

Les larves éclosent
des oeufs et se
mettent en quéte de

I'héte no.1
¥ - ! i La larve gorgée
4 tombe au sol
Tt i Héte no 1
ﬁ%\ fecondée et gorgee .
u se détache et * La larve mme en nymphe
depose ses oeufs
au sol - v _
s i N e
Hote no 3 """E'a 'I:" R 6 =
} Hoteno.2 __ -
S by 4
. gﬁé& ‘ ” La nymphe se fixe a
o I'hote no.2 et se
La femelle se _ nourrit
fixe a I'hote no 3
et se nourrit
La nvmphe tombe
au sol et mue en
adulte

Figure 2 : Cycle de vie H’ricinus (Modifié de Eisen et Lane, 2002, dessin de B. Kaye)

1.1.1.1. HGtes d ricinus et hotes réservoirs ddorrelia spp

En Europe]. ricinus se nourrit sur une grande variété de vertébrésine jouant le role d’hétes

réservoirs de pathogenes, d’autres n’intervenaetdpans le cycle biologique de la tique. Les
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stades juvéniles t’ricinus se nourrissent de facon préférentielle sur deglmefs de petite taille
(micromammiféres, oiseaux, |ézards) mais il n'est pare de les retrouver sur des vertébrés de
grande taille. Les stades adultes dicinus sont quant a eux retrouveés principalement sur des
mammiféres de taille moyenne a grande (ongulésidésn L’'Homme fait office d’héte

accidentel et peut étre parasité par tous les swteicinus.

Un large spectre de vertébrés, en jouant le rolétds réservoirs, permet de mainteBir
burgdorferisl dans des régions endémiques: un animal ser&ddéodsomme hote réservoir s'il
est capable dans le temps de maintenir et de tettrenhe pathogene au vecteur. Il est également
intéressant de noter que des vertébrés tels qakelreuil Capreolus capreolys(Jaenson et
Talleklint 1992), le sanglierSus scrofa (Ercolini et al. 1995) ou encore le lapin eurapée
(Oryctolagus cuniculys(Matuschka et al. 2000) peuvent faire office d&sdpourl. ricinus
(accomplissement du repas sanguin) sans forcémaet un role primordial dans le maintien et
la transmission des spirochetes.

Les mulots du groupépodemus(A. sylvaticus A. flavicollis, A. agrariuy ainsi que les
campagnols roussatredlyodes glareolus (M. glareolug (Figure 3) constituent des hotes-
réservoirs tres importants puisque une fois infep#@ des borrélies, ils restent infectieux toute
leur vie (Matuschka et al.1992, De Boer et al. 1393mnair et al. 1993, Gern et al. 1994).

Figure 3 :A. sylvaticus, A. flavicollistM. glareolus(de gauche a droite, photos : JC Schou).

Parmi les rongeurs, les écureuifciurus carolinensis, S. vulgayjdes loirs Glis glis) et les
lérots Eliomys quercinussont aussi des hotes-réservoirs (Matuschka 4984, 1999, Humair
12



et al. 1993, Craine et al. 1997). D'autres esp@&msammiféres tels que les lievreaegus
europaeus, L. timidgg(Talleklint et Jaenson 1993, 1994), les musaesgB8orex minutus, S.
araneus, Neomys fodien@ralleklint et Jaenson 1994, les hérissdagn@aceus sp(Gray et al.
1994, Gern et al. 1997, Skuballa et al. 2007) peukréberger et transmettre des borrélies.

La capacité de maintien et de transmission deglesrchez les oiseaux a également été mise en
évidence (Olsén et al. 1993, Craine et al. 199M&luet al. 1998a, Kurtenbach et al. 1998a,
1998Db) : des spirochétes ont éte isolés a parstabies immaturesidricinus s’étant nourris sur
différentes especes telles que les merfesdus sp), les rouge-gorgesk(ithacus rubeculpet
les faisans Fhasianus colchicys Les oiseaux peuvent jouer un role important dansycle
épidémiologique de la BL en agissant comme dissdteims des foyers infectieux par le
transport de tiques elles-mémes infectées (Pouipain 2006).

Il est intéressant de noter que la tique, en plesalvecteur, fait office de réservoir puisqu’elle
maintient linfection par transmission verticale da femelle aux ceufs (transmission
transovarienne) et peut transmettre des borrélieant tout son cycle biologique (Stanek et al.
1986, Bellet-Edimo et al. 2005).

En Europe, 9 génoespeces de borrélies ont étéetefef. chapitre 1.2). Différents travaux ont
mis en évidence qu'il existait une spécificité erthote et la génoespéce de borrélie I'infectant.
En Europe centrale, les micromammiféres tels usylvaticusA. flavicollis et M. glareolus
sont frequemment infectés par afzelii(Humair et al. 1995, 1999, Hu et al. 1997, Ricleteal.
1999) et plus rarement p&. bavariensigHugli et al. 2002, Margos et al. 2009, Pérezlet a
submitted) B. garinii semble étre la génoespéce la plus observée datigues s’étant nourries
sur des oiseaux (Olsen et al. 1995, Humair et3984, Kurtenbach et al. 1998b) bien dtie
valaisiana et B. afzeliaient également été isolées a partlt dtinus s’étant nourries sur des
oiseaux(Humair et al. 1998a, Franke et al. 201B).burgdorferiss etB. afzeliisont les deux
génoespeces frequemment associées avec les é@ewitilgari (Craine et al. 1997, Humair
et Gern 1998).

1.1.1.2. Transmission d&orrelia sl chez I. ricinus

1.1.1.2.1. Transmission transovarienne et transséad

Les larves ne sont que rarement infectées lorsede premier repas sanguin, vu que la
transmission transovarienne Be burgdorferisl est un phénomene rare chercinus puisque

moins de 2 %le femelles récoltées dans la nature transme#srdpirochétes a leur progéniture
(Burgdorfer et al. 1984, Zhioua et al. 1994, Nefedet al. 2004, Bellet-Edimo et al. 2005).
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Néanmoins, cette transmission verticale rare est éfficace lorsqu’elle a lieu puisque 44 a
100% des ceufs issus d'une mere porteuse de berrngéavent étre infectés a leur tour
(Burgdorfer et al. 1984, Stanek et al. 1986, BdHldimo et al. 2005).

Les larves s’infecteront si lors de leur premigrag sanguin elles rencontrent un hote-réservoir
porteur de borrélies. Les nymphes issues de celterte de larves seront, elles aussi, infectées
puisque la transmission transstadiale est effickoes la transmission du pathogene aux stades
suivants (Burgdorfer et al. 1984). Les nymphesgtent des taux d’infection plus importants
que les larves, compris entre 2 et 43% (Hubaldkadbuzka 1998). C’est pourquoi la présence
de nymphes sur un hote-réservoir augmentera laapilié que ce dernier s’'infecte de borrélies

pouvant étre par la suite transmises aux larvesefint leur premier repas sanguin.

1.1.1.2.2. Transmission par co-feeding

Dans la nature, lors du repas sanguin, des tiqufestées et non-infectées se nourrissent de
facon rapprochée au niveau de la peau de I'hotaspér généralement regroupées en agrégats

(Figure 4).

Figure 4: Transmission par co-feeding (Selon G&@O2photos: Y. Kneubuhler).

Des pathogénes peuvent étre transmis d’une tigfectée a une tique non-infectée, sans
présence d’infection systémique chez I'hGte : cedende transmission porte le nom de co-
feeding (Jones et al. 1997). Préalablement mis&witence dans la transmission du virus
Thogoto et de I'encéphalite a tiques (Jones etl@R7, Labuda et al., 1997), cette voie de
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transmission a également été démontrée ouburgdorferisl par I. ricinus (Gern et Rais,
1996). Du fait que les nymphes présentent desdanfection parB. burgdorferis| plus élevés
que les larves, la présence de nymphes potentistiemnfectées se nourrissant sur un hote
augmentera la probabilité de transmission par edif|y aux tiques (larves ou nymphes)
avoisinantes (Gern et Rais 1996, Randolph et &61Bien que cette voie de transmission ait
été démontrée en laboratoire, son role et son if@poe dans la nature sont encore peu connus

dans la problématique de la BL.

1.2. Le pathogéeneB. burgdorferisl

Le genreBorrelia appartient a I'ordre des Spirochaetales qui lum@ée divise en 2 familles,
les Spirochaetaceae et les Leptospiraceae.

Le genre est également couramment divisé en 3 gsouporganismes transmis par des
arthropodes provoquant des pathologies différentes

» Les borrélies du complex® burgdorferisl, responsable de la BL.
» Les borrélies des fievres récurrentes.

» La borrélieB. anserinaagent étiologique de la spirochétose aviaire.

Le complexeB. burgdorferisl comporte au moins 19 génoesped@shurgdorferiss (Johnson et
al. 1984)B. afzelii(Canica et al. 1993R. garinii (Baranton et al. 1992R. valaisiana(Wang et
al. 1997)B. lusitaniag(Le Fleche et al. 1997B. japonica(Kawabata et al. 1993B. andersonii
(Marconi et al. 1995)8B. bissetii(Postic et al. 1998B. tanukiietB. turdi (Fukunaga et al. 1996),
B. sinica(Masuzawa et al. 2001B. spielmani(Richter et al. 2006)B. bavariensigMargos et
al. 2009),B. finlandensis(Casjens et al. 2011B. yangtze(Chu et al. 2008)B. americana
(Rudenko et al. 2009B. californiensis(Postic et al. 2007)B. carolinensis(Rudenko et al.
2011) etB. kurtenbachi{Margos et al. 2010).

En Europe, 9 génoespeces ont été decdebyrgdorferiss,B. afzelii B. garinii, B. lusitaniae,

B. valaisiana, B. bissettii, B. spielmarii. bavariensis et B. finlandensidont 5 sont clairement
pathogenes pour 'HommeB( burgdorferi ss, B. afzelij B. garinii, B. bavariensis et B.
spielman). Les pathogénicités d& bissettij B. lusitaniae et B. valaisianaestent a prouver bien
gue ces genoespeces aient été isolées de patiésehfant des signes cliniques de BL (Picken et
al. 1996, Rijpkema et al. 1997, Strle et al. 19G6dfroid et al. 2003, Collares-Pereira et al.
2004). Les travaux de Derdakova et al. (2003) etRuuter et al. (2005) ont démontré due
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ricinus pouvait présenter des infections a borrélies ipleki et cela dans toute 'Europe. Les
infections mixtes les plus courantes impliquentggélemenB. garinii etB. valaisianaainsi que

B. garinii etB. afzelii

Les borrélies sont facilement reconnaissables eorostopie a fond noir, de par leur

morphologie particuliére : mesurant entre 10 euB0de longueur, elles présentent une forme
effilée et spiralée caractéristique du geBoerelia (Figure 5).

Figure 5: Agglomérat de borrélies en microscopieakayage électronique (J. Berger, Science
Photo Library).

Si on observe une borrélie en coupe transversaléegterieur vers lintérieur, différentes
structures peuvent étre observées. Une mince comcioeide (S-layer) tapisse la membrane
externe composée de 45-62% de protéines, 23-50%pides et 3-4% d’hydrates de carbone
(Barbour et Hayes 1986). Dans I'espace périplasengjimsere un nombre variable de flagelles
(entre 7 et 30) s’enroulant autour du cylindre gptasmique. Les flagelles sont insérés a chaque
extrémité des spirochétes leur donnant ainsi unglmetogie et une mobilité caractéristiques
(Burgdorfer et al. 1982, Barbour et Hayes 1986,d&t@in et al. 1994, Motaleb et al. 2000). Le
cylindre protoplasmique est composé d’'une membcaiialaire, composée de peptidoglycanes,
et d'une membrane cytoplasmique entourant le cgswpé dans lequel se trouvent les vacuoles,
les ribosomes ainsi que le matériel genétique.

A noter que ces bactéries ne sont pas mises eandédgar coloration de Gram mais la structure
et la composition de la membrane est différentealle des bactéries Gram -.

1.2.1.B. afzelii

B. afzeliiest présente en Europe et en Asie (Masuzawa 20@$) exclusivement transmise par

I. ricinus (Europe) etl. persulcatus(Asie). A la différence d’autres génoespeces dedjeeB.
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burgdorferi ssB. afzeliireste localisée sur les 2 continents sans quistidudtion ne s’étende a
d’autres continents, en raison de sa relation ®@escvecteurs et ses hotes (Bergstrom et al.
2002).B. afzeliiinfecte frequemment les rongeurs (Humair et a@519999, Hu et al. 1997,
Richter et al. 1999) et est généralement assobiée lHHomme aux lésions cutanées telles que le
Lymphocytome Cutané Bénin (LCB, cf. chapitre 1.5 ZGrange et al. 2002) et est le principal
agent responsable de I’Acrodermatite Chronique gtiante (ACA, cf. chapitre 1.5.2.3) (Assous
et al. 1993, Wang et al. 19991B. afzeliia été également isolée a partir d’Erythéme Migrans
(EM, cf. chapitre 1.5.2.1) dans 70-90 % des ca&lenpe et est le principal agent de la BL avec
B. garinii sur ce continent (Strle et Stanek, 2009). D'umpdie vue génétiqudd. afzelii est
proche deB. garinii et serait dérivée d. burgdorferiss (Farlow et al. 2002).

1.2.2. Génétique dB. burgdorferisl

1.2.2.1. Organisation génomigue Bleburgdorferis|

En 1997, la séquence compléete de la solcHrurgdorferiss B31 a été publiée par Fraser et al.,
travaux complétés par la suite par Casjens et ral2@0. Ces travaux ont démontré une

organisation génomique propre aux borrélies quditérencie des autres procaryotes.

* Le génome est composé d’'un chromosome linéaireedumgueur de 910'725 pb.
e De 12 plasmides linéaires (361'364 pb) et 9 plasmidirculaires (249'330 pb)
représentant au total un génome de 1,52 Mpb.

La séquence du chromosome linéaire possede 858awige réplications (Orfs) dont 500 (59
%) codent pour des protéines homologues a d’abtaeteries et dont la fonction biologique est
connue. Ces protéines sont principalement implisjaiams des processus fondamentaux tels que
la réplication, la transcription, la chémotaxiemétabolisme énergétique et le transport a travers
les membranes. Le reste des genes du chromosoéaerdin40 %) codent des protéines aux
fonctions biologiques peu connues ainsi que degipes sans homologie avec les protéines
procaryotes déja caractérisées. Les géenes codantipaombreuses voies de biosynthéses sont
absents (cycle de Krebs, phosphorylation oxydativedis les borrélies semblent capables de
convertir certains sucres en lactate puis en ATBsj@gDs et al. 2000). Cette simplification
métabolique est en accord avec la vie de parailigatoire des borrélies qui doivent obtenir de
I'héte, arthropode ou vertébré, un grand nombrend&cules indispensables telles que lipides,
enzymes ou acides aminés qu’elles sont incapaldesynthétisede novo C’est pourquoi on
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retrouve également chez le gerBerrelia de nombreux génes codant pour des protéines
intervenant dans le transport des nutriments imtisgbles (Kelly 1971, Wyss et Johnson 1996,
Casjens et al. 2000).

1.2.2.2. Les plasmides

Casjens et al. (2000) ont démontré que la souchk @&sédait 21 plasmides en plus du
chromosome linéaire, ce qui représente le nombnalus élevé de matériel génétique extra-

chromosomal du monde bactérien (Figure 6).
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Figure 6 : organisation génomique Bleburgdorferiss B31 (selon Bergstrom et al. 2002).

D’un point de vue évolutif, d’intenses réarrangatsgénétiques ont eu lieu entre les plasmides,
le meilleur exemple étant le plasmide cp32 dontihdlogues dupliqués ont été caractérisés
chez B31. De nombreux plasmides semblent étresidtad d’insertion et de délétion de matériel
génétique au sein d’'une méme cellule : la strudurplasmide linéaire Ip21 serait le résultat de
I'insertion d’'un fragment de 12,8 kpb sur un hongpie de Ip5 (Casjens et al. 2000).
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Les plasmides linéaires, a I'exception de Ip-28peb4, semblent étre issus de duplications
chaotiqgues et de réarrangements de fragments d’AlRdNenant de différents plasmides
linéaires. La conséquence de ces duplications gagst la présence de nombreux pseudogenes
et génes paralogues au sein des plasmides (Cakp®% Casjens et al. 2000). Les genes
paralogues sont des genes homologues ayant digeiitg a un phénoméne de duplication
génique et qui coexistent dans le méme organisreen{®f et al. 1993) et les pseudogénes sont
des séquences d’ADN similaires a un gene maisiuggct ces genes ne codent pas de protéines
fonctionnelles car des mutations ont introduit odan stop, des décalages du cadre de lecture,
une insertion ou une délétion d’ADN qui interfér@wvec les mécanismes de transcription. Ces
pseudogénes seraient issus d’'Boerelia ancestrale dont seuls les genes strictement ragéEss

a la vie de la bactérie auraient perduré au coaif&dolution.

Des études ont montré une corrélation entre ledemgtasmidique et I'infectivité : le repiquage

in vitro des borrélies provoque une perte de certains plasnce qui entraine une diminution de
I'infectivité des bactéries chez la souris (Barb®888, Norris et al. 1995, Xu et al. 1996).

A la différence des genes présents sur le chromediolaire, la majorité des genes localisés sur
les plasmides de la souche B31 (535 Orfs) ne pr&@semue peu d’homologies avec des
protéines procaryotes déja caractérisées et senid¥%ecodent pour des protéines aux fonctions
bien connues. Les plasmides codent un grand nodemrotéines de surfaces : ces protéines,
souvent antigéniques, jouent un réle primordial faitiqu’elles forment une interface entre la
bactérie et le systeme immunitaire de I'h6te pasadi est envisageable que les duplications et
nombreux réarrangements génétiqgues au sein demigéxs permettent aux borrélies de
présenter au systeme immunitaire de I'héte une garlevée de molécules a leur surface et
intrinsequement, de parasiter de nombreux résary8iievenson et al. 1995, Kurtenbach et al.
2006).

1.3. Les protéines de surfac®uter Surface Proteins

Le séquencage complet du génomeBdéurgdorferisl a démontré qu'il existait de nombreux
cadres de lecture codant pour des protéines mesifi@ facon covalente par des lipides : ces
protéines, appelées lipoprotéines, se situentsarface de la membrane externe des borrélies et
sont appelées communément, selon la terminologjiiae, « outer surface proteins », Osps. A

I'heure actuelle, 6 Osps, OspA-F ont été carac&ésigBrandt et al. 1990).
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Dans le cadre de notre étude, nous nous sommdsséscaur I'une de ces protéines de surface,
OspC. Néanmoins, voici I'exemple de deux autressQ€pspA et OspB qui sont les plus
étudiées .

1.3.1. Les proteéines OspA et OspB

De nombreux auteurs se sont intéressés a I'étudmsi@ protéines, que ce siitvivo ou in
vitro. OspA (31-33 kDa) et OspB (34-46 kDa) sont codgssle méme opéron situé sur le
plasmide linéaire de 49 kb (Barbour et Garon 19&3%)s protéines semblent jouer un role
primordial dans la pathogénése de la BL : le regggusuccessif des borrélies dans le milieu
BSK-II induit une diminution de I'expression de @spe qui provoque une baisse significative
de l'infectivité des borrélies (Schwan et al. 1988mstock et al. 1993).

La protéine OspA est fortement exprimée par legdlies dans les tiques a jeun mais son
expression est réduite lors de la prise du repagusa (de Silva et al 1997, Schwan et Piesman
2000). OspA semble jouer un réle primordial dansdinisation du vecteur en permettant aux

borrélies d’adhérer aux cellules épithéliales dedstin de la tique (Pal et al. 2000).

1.3.2. La protéine OspC

La protéine OspC est une lipoprotéine codée pgdsmide circulaire cp 26 (Marconi et al.
1993, Sadziene et al. 1993). La protéine (22 Ksla)s sa forme biologiquement active, existe
sous forme de diméres de 44 kDa présents a lacsud®a la membrane externe des borrélies.

Kumaran et al. et Eicken et al. 2001 ont décrdttacture cristalline de OspC (Figure 7).
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Figure 7 : Structure de la protéine OspC sous fatendimere
(Représentation de Ribbon selon Eicken et al. 2001)

Chaque monomere est composé de 5 hélicasti paralleles, a I'exception des héliegsetab

qui, elles, sont paralléles, et de 2 feuilletse coeur de la protéine est formé par les hétitest

a5 des deux monomeres alors que les régions extermeposées de la protéine sont composées
des hélicesi2, 03, a4 et les feuillet$1 etp2. La protéine OspC est ancrée a la membrane par
'intermédiaire d’'un résidu lipidique sur la cystéi en position N-terminale (Kumaran et al.
2001, Eicken et al. 2001). Les régions N- et C-iteates possedent des régions relativement
conservées alors que la partie centrale de laipeoést tres variable.

1.3.2.1. Expression durant le cycle biologique destéines OspC et
OspA

De nombreux travaux ont été menés sur I'expresdis deux protéines de surface les plus
étudiées, OspA et OspC. Au cours du cycle biolagiges borrélies vont faire face a de
nombreux changements dans leur environnement difées changements ont pour effet
d’induire une synthese différente de lipoprotéirseton que la borrélie se trouve dans une tique
a jeun, dans une tique se nourrissant sur un hdtaps I'héte lui-méme. La protéine OspA est
fortement exprimée au niveau de lintestin cheztigses a jeun alors que I'OspC ne l'est pas
(de Silva et al. 1997, Schwan et al. 2000). Rapatgnapres le début du repas sanguin, la
protéine OspC est synthétisée alors que la pramtudi 'OspA est freinée (Schwan et al. 1995)
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et de grandes quantités d’'OspC sont détectéegsgpirochetes présents au niveau des glandes
salivaires. Les changements environnementaux téiigur de la tique lors du repas sanguin
impliguent une augmentation de la température, dimenution du pH ainsi que I'entrée de
composants du sang de I'hGte vertébré parasitévamgtions combinées de ces facteurs lors du
repas sanguin semblent moduler I'expression de®ipas OspC et OspA (Schwan et al. 1995,
Stevenson et al. 1995, Carroll et al. 2000, Yara).e2000, Seshu et al. 2004).

La protéine OspC est responsable d’'une forte réonsmunologique en phase primaire de la
BL puisque de fortes concentrations d’'IgM anti-Osp@ht détectées alors que la production
d'immunoglobulines anti-OspA est faible ou absehtes des phases secondaires et tardives de
la maladie, les anticorps anti-OspC (IgM ou IgG)spet plus décelables alors que dans certains
cas, des IgG anti-OspA sont présents et assodlés arthrites chroniques (Kalish et al. 1993,
1995).

1.3.2.2. Fonctions de la protéine OspC

Différents travaux sur les génes codant pour dgsdsasés principalement sur des anticorps
anti-Osps ainsi que des souches mutantes n’exprisgactivement pas certains Osps, ont
permis de mettre en avant des hypotheses sur tesidos de la protéine OspC. OspC serait
impliquée dans la migration des spirochétes déelsitin aux glandes salivaires du vecteur durant
le repas sanguin (Schwan et al. 1995, Gilmore eirRan 2000, Schwan et Piesman 2000, Pal
et al. 2004, Goettner et al. 2006) bien que d'autravaux remettent en question cette fonction
encore discutée (Grimm et al. 2004, Tilly et al0@D
La protéine OspC a été décrite comme nécessaire ldapénétration et I'établissement de
I'infection chez les mammiferes (Grimm et al. 20@hettner et al. 2006, Stewart et al. 2006,
Tilly et al. 2006, 2007), notamment par évasiorsgsteme immunitaire inné (Tilly et al. 2007,
Xu et al. 2007, 2008). Les travaux de Xu et al.0O@0ont démontré que OspC facilitait la
dissémination d®. burgdorferiss a travers les tissus de I'hdte et que des $gites déficients
du géneospCne pouvaient atteindre des sites distants. Cesgtat été récemment contredites
par celles de Tilly et al. (2009) qui ont démorquee des spirochétes dépourvus du gaspEC
pouvaient infecter et se disséminer dans des roag€es chercheurs proposent un modele dans
lequel OspC n’est qu'une des nombreuses protéirgponsables de linfection et de la
dissémination des spirochetes dans I'héte. Lesitrade Lagal et al. (2006) ont démontré le réle
d’OspC comme récepteur du plasminogéene. Les alldi&spC présentent des affinités
différentes au plasminogéne. Seuls quelques alM®espermettre aux borrélies de traverser les
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membranes capillaires et d’envahir des organeardsstdu site d’inoculation en utilisant le
plasminogéne de I'h6te. Ces alleles d’'OspC, sd kaec une forte affinité au plasminogene
humain, sont dits « invasifs » et seront discut@sde chapitre suivant.

D’autres fonctions peuvent encore étre attribué®s@Cdont notamment celle de permettre aux
spirochetes de coloniser le cceur de leur hétegiasion aux cellules endothéliales (Antonara et
al. 2007). De plus, OspC interagit avec Salpl5,pm&ine sécrétée dans la salive des tiques et
surexprimée durant le repas sanguin. Cette interactntre OspC et Salpl5 va bloquer
l'activation des cellules T CD4 dans I'hdte provaqu une augmentation de la charge

bactérienne par immunosuppressions (Ramamooréhi 2005).
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1.3.2.3. Diversité génétigue et invasivité

OspC présente une tres forte hétérogénéité, géeétigmme immunologique, et différents
travaux ont démontré un polymorphisme moléculais €leve. Wilske et al. (1993) ont utilisé
des anticorps monoclonaux afin de démontrer quardéeine OspC était immunologiquement
hétérogene. Plus de 30 profils différents ont diterus par « Restriction Fragment Lenght
Polymorphism » (RFLP) et séquencage du gespCde 76 souches par Livey et al. en 1995. Le
séquencage et l'alignement du gene de nombreusehes deB. burgdorferiont permis de
certifier la grande hétérogénéité de OspC, avechameologie moyenne en acides aminés de
74.4 % (Theisen et al. 1995). Des études portanfi8doci du génome dB. burgdorferiont
démontré que le gémmspCétait celui présentant la plus grande variabfl@éu et al. 2004).

Wang et al. (1999a) se sont intéressés a la digeg&nétique du genespC au sein d’'une
population locale deéB. burgdorferiss. Sur la base des profils obtenus par « Singlen&t
Conformational Polymorphism » (SSCP) et par I'asalge séquences dspC ils ont défini 19
groupes appelés « MajospC Groups » en se basant sur I'observation que lekesldeospC
étaient soit tres similaires (< 2% de divergena®) ses difféerents (> 8% de divergence). De
plus, ils ont démontré que la grande diversité eluegspC,observée sur des échantillonsRie
burgdorferi ss provenant de différents continents, était refeuau sein de souches provenant
d’'une population locale.

En 1999, Seinost et al. étendirent les études deg\Wwaal. (1999a) et analyserent de nouvelles
séquences daspCdeB. burgdorferiss disponibles sur Genbank : ils retrouverent ®egrbupes
précédemment définis et en caractériserent 2 nowyg@artant le nombre total de groupes a 21.
lIs s'intéresserent également aux séquences d$s@eovenant d’échantillons cliniques. lIs
observérent alors que parmi les 21 groupes, 4 gooupmmeés A, B, | et K, étaient présents a
des fréquences différentes, selon que les isodaBs durgdorferiss provenaient de tiques libres,
de sites primaires d’infection (EM) ou de sitestatiss tels que le sang ou le liquide céphalo-
rachidien. Les groupes A, B, | et K étaient pluégfremment retrouvés au sein d'isolats
provenant de sites primaires d’infection (EM) quiealats provenant de tiques libres. De plus,
les souches isolées de sites distants se repatissautes parmi les groupes A, B, | et K. Les
groupes isolés a partir de ces mémes sites oapgeesnvasifset pour la premiére fois, un lien
entre la diversité génétique du gaspCet la pathogénicité chdz burgdorferissétait établi.

En 2001, Baranton et al. ont étendu ces travaux Zusspéces reconnues alors comme
pathogenes et ont décrit que parmi 149 séquencespdzanalysées, 58 groupespCpouvaient

étre définis selon les criteres (< 2% de divergemage> 8% de divergence) de Wang et al.

24



(1999a). Parmi ces 58 groupes, seuls 10 groupemnetavasifs et leur répartition parmi les 3
génoespéces était la suivante : 2 groupes &heafzelii 4 chezB. garinii et 4 chezB.
burgdorferiss.

Le nombre de groupespCchezB. burgdorferisl semble augmenter au fur et a mesure que de
nouveaux isolats sont analysés : Lagal et al. (R@®B déterminé la variabilité génétique de
ospCet caractérisé par SSCP 69 groupspC ainsi que de nouveaux groupes invasifs pour
chacune des 3 génoespeces a partir d’échantillongues provenant de sites secondaires. En
étudiant la distribution des groupes invasifs pde®si69 groupes caractérises, ils ont observeé que
les souches invasives n'appartenaient qu'a certaimspesospG et ne se retrouvaient pas dans
la totalité des groupes. Ces résultats laissenqiosagr que des souches génétiguement différentes
au niveau despCprésentent des capacités d’invasivité différeateue ce géne en est 'un des
responsables, notamment, comme précédemment eitgartl une affinité différenciée avec le
plasminogene.

A I'heure actuelle, 9 groupes invasifs ont été dechezB. burgdorferiss (A, B, I, K, C,DE, N

et Q, notation selon Seinost et al. 1999) (Wangl.e1999a, Seinost et al. 1999, Baranton et al.
2001, Lagal et al. 2003, Earnhart et al. 2005)rdiges invasifs ont été décrits chigzafzelii
notés Al a A8 (Baranton et al. 2001, Lagal et @03} et 11 groupes ch&:z garinii notés G1 a
G11 (Baranton et al. 2001, Lagal et al. 2003).

1.3.2.3.1. Facteurs et mécanismes responsablasdietsité de OspC

1.3.2.3.1.1. Facteurs

Le facteur principal conduisant au polymorphisme gihne ospC semble étre la pression
sélective exercée par le systeme immunitaire déd'tvertébré (Qiu et al. 1997, Wang et al.
1999). Comme cité précédemment, la protéine OspGré&s immunogéene et induit une forte
réponse immunitaire spécifique des le début déekition chez I'hbte. Les épitopes reconnus par
le systtme immunitaire de I'héte correspondent gkons hypervariables de la protéine. Ces
régions étant différentes entre souches de basréliéte ne pourra éradiquer une infection que
s'il a préalablement été au contact de la souchesidérée (Barthold et al. 1999). Ces
observations peuvent étre extrapolées aux groopp€: une souche de borrélie ne pourra
infecter un héte vertébré que si I'hdte parasitéjamais été au contact d’'une souche du groupe
ospCen question et cela a cause de la réponse imnrargiecondaire ou mémoire immunitaire
face a OspC. Les épitopes présentés par OspC tabdssau cours du temps, méme apres une

année d’infection chez la souris (Stevenson etl@9@4). C’est pourquoi d'un point de vue
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évolutif, seuls les alleles capables d’échappesyateme immunitaire de I'héte devraient étre
retrouvés au sein de la population totale de tigaesraison de I'élimination des autres alléles
par pression sélective. Néanmoins, il existe umdyraombre d’alleéles si I'on observe une
population de borrélies, maintenus a des fréequediéisentes. Les alleles minoritaires pourront
subsister chez I'héte, lors d’infection de borrgligrésentant des alléles différents, a condition
gu'’ils n'aient pas préalablement provoqués d'irifattCe type de sélection, appelée « balancing
selection », permet de maintenir au sein d’'une ladjom un polymorphisme génétique élevé au
contraire d’une sélection directionnelle qui nediase qu’un seul alléle. Ce type de sélection est
responsable, entre autres, de la diversité moligeutkes immunoglobulines et du complexe
majeur d’histocompatibilité (Hedrick et Thomson8B9Hedrick 1998, Aguilar et al. 2004).
Brisson et al. (2004) se sont intéressés aux gengECpresents dans des larves dcapularis
s’étant nourries sur différentes especes de mameniféls ont observé que au sein d’'une espéce
d’hétes-réservoirs, les mémes groupspC étaient fréquemment retrouvés. Par contre, des
différences significatives ont été observées Idilsqunomparaient les groupesspCisolés de
tigues s’étant nourries sur des hoétes-réservoiespdgces difféerentes. Ils ont postulé que les
différents hotes potentiels des borrélies repr@semt des niches écologiques hétérogénes dont la

pression sélective tendrait a maintenir un haut teupolymorphisme du gewspC

En résumé, le maintien d’'un haut polymorphisme @megspC permet aux borrélies de
coloniser un grand nombre d’hétes différents, exs@ntant une importante gamme d’épitopes,
qui, s’ils n'ont pas encore été en contact avedtéhpermettront aux spirochetes d’établir une

infection chez le vertébré.

1.3.2.3.1.2. Mécanismes

Le transfert latéral de petits fragments d’ADN (ki) dans la région centrale et variable du
geneospC semble étre un mécanisme primordial dans le nesintiu polymorphisme. Ces
transferts et recombinaisons peuvent avoir liedagen inter-et intra-spécifique (Dykhuizen et
al. 1993, Livey et al. 1995). Chez les bactéries,cbnjugaison, la transformation et la
transduction permettent le transfert de grandsnieads d’ADN, peu adaptés au garspC De
plus, le manque d’insertion et de transposons dangénome deB. burgdorferi sl rend
impossible de tels mécanismes et ne peut doncoegulia diversité génétique depC(Fraser

et al. 1997, Dykhuizen et Baranton 2001).

Des particules apparentées a des prophages orgrgoété observées en association avec des
spirochetes (Hayes et al. 1983, Neubert et al. 1988 phrey et al. 1997, Calderaro et al. 1998).
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Casjens et al. (1997) puis Eggers et Samuels jl®@&Scaractérisé un phage dont la séquence
dérive de celles des plasmides cp 32. Il semble dpe les borrélies utilisent des systémes
proches ou similaires aux prophages pour transtiepetits fragments d’ADN, responsables

entre autre de la diversité du gearspC

1.4. Marqueurs génétigues et pathogénicité cBez
burgdorferisl

Parallelement aux études sur OspC, des groupegadterches se sont intéressés a d'autres
marqueurs génétiques dans le but d’associer gémetypathogénicité. Les études de Liveris et
al. (1995, 1996) et Wormser et al. (1999) sur kespintergénique 16S-23S rRNA ont permis de
diviser par PCR-RFLP des isolatsBleburgdorferis| provenant de patients souffrant de BL en 3
« major rRNA spacer type », notés RST1, RST2 etREEs études ont démontré qu'il existait
une relation entre le génotype &e burgdorferisl et la pathogénicité chez 'Homme. Des
observations similaires ont été faites sur des tesdmurins. En effet, en fonction de leur
appartenance a un groupe RST, les borrélies pefgenhe pathogénicité et une dynamique
d’infection différentes chez les rongeurs de latmra (Wang et al. 2002, Dolan et al. 2004,
Hanincova et al. 2008). Derdakova et al. (2004) égdlement mis en évidence que certains
groupes RST étaient transmis de manieére plus effgcaaux tiques de xénodiagnoses se
nourrissant sur des rongeurs, laissant supposercguaines souches d& burgdorferi ss
seraient préférentiellement maintenues dans un imo@etransmission tique-rongeur.

Différents auteurs ont démontré gu'il existait ur@rélation entre les marqueurs génétiques
OspCet RST cheB. burgdorferiss (Wang et al. 2002, Jones et al. 2006, 2009, \&@ret al.
2008) : leurs travaux ont permis d’'associer les rBuges RST aux 21 groupesspC
précédemment définis aux USA par Seinost et aQqL@t Wang et al. (1999a). Strle et al.
(2011) ont récemment démontré que les souches R83dociées aux groupespC A)
provoquaient, chez des patients souffrant de Bk,rdponses inflammatoires et des symptomes
plus séveres.

Nous noterons que d’autres marqueurs génétiqueslusrdeospCet RST, ont été investigués
dans le but de les associer a la pathogénicit&. deirgdorferisl. Nous citerons la protéine VISE
(Zhang et al. 1997, Labandeira-Rey et al. 2003)rddéine OspA (Fuchs et al. 1994, Gross et al.
1998,), ou les « complement regulator-acquiringasar factors » (CRASP) (Stevenson et al.

2002, von Lackum et al. 2005). Il est intéressamt nibter que les génes potentiellement
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impliqués dans la pathogénicité Beburgdorferisl sont tous codés sur les plasmides et régulés
lorsqueB. burgdorferisl se trouve dans I'hote, a I'exception de OspAréBéon et al. 2009).

1.5. Aspects cliniques de la Borréliose de Lyme

1.5.1. Historique

Bien que I'agent responsable de la Maladie de Lymesoit connu que depuis le début des
années 80, les manifestations cliniques ont ététdeséparément en Europe des la fin du XIX
siécle.

En 1883, l'allemand Buchwald décrit une atteintéange diffuse qu'’il appellera Maladie de
Pick-Herxheimer, connue maintenant sous le nom &AEn 1910, le suédois Afzelius décrit
chez un patient piqué par une tique, une Iésioand&g qu’il nomme EM: cette manifestation
clinique est par la suite observée par le Dr Lipsrt§1914) qui décrit le cas d’un patient dont
'EM persiste plus de sept mois. Le Dr Lipschitzlgga dErythema Chronicum Migrans
(ECM) et la corrélation avec la piqlre de tique Blenclaire.

En 1922, Garin et Bujadoux observent chez un pateyant développé un EM, des
complications neurologiques (névralgies, paralysiesite a une piglre d’ hexagonus la
responsabilité d'un virus est évoquée. Cette hygsmhsera discréditée en 1951 lorsque
Hollstrém décrit la rémission d’EM chez des patsemtités a la pénicilline, suggérant ainsi un
agent infectieux bactérien et non viral.

Aux Etats-Unis, les premiers cas d’EM sont dé@itsl970 par Scrimenti. En 1977, Steere et al.
observent plusieurs cas cliniques regroupant damateses, des céphalées, des méningites et
des arthrites, principalement chez des enfantsepianwt d’une région géographique regroupant
les localités de Lyme, Old Lyme et East Haddam dan€onnecticut. Ces mémes auteurs
mettront en relation la fréquence des piqlres gieet et la maladie dés lors appelée « Maladie
de Lyme ».

En 1982, Burgdorfer et al. découvrent par hasarigs spirochetes dans les tubes digestifs de
la tiqguel. damminialors qu’ils recherchent des rickettsies respdesate la fievre pourprée des
Montagnes Rocheuses. Ils observent également guspa®chétes réagissent avec les sera des
patients souffrant de la Maladie de Lyme, démontaamsi leur implication dans cette maladie :
I'agent causal de la maladie fut ainsi découvert.

En 1983, Barbour et al. isolent en Europe des spates a partir d’intestirgl. ricinus récoltés

en Suisse : la réactivité des sera de patientsiatigar la maladie de Lyme envers les bactéries
est également positive.
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En 1984, Johnson et al. étudient 'ADN des spirtehémpliqués dans la maladie de Lyme et
établissent que I'agent responsable de 'EM en it de I'arthrite aux Etats-Unis appartient
au genreBorrelia: une nouvelle espece est définie et appBléburgdorferien I'honneur de

Willy Burgdorfer qui le premier isola I'agent respable de la Maladie de Lyme, appelée des

lors Borréliose de Lyme (BL).

1.5.2. Manifestations cliniques

Les informations résumées dans ce chapitre progmnmes ouvrages suivants: « Lyme
Borreliosis » Edited by Gray, Kahl, Lane and Star@kbi Publishing 2002, « Lyme Borreliosis
and Tick-Borne Encephalitis » Oschmann Patrick-Med 1999.

Le principal probléeme dans le diagnostic de la Bit & manque de symptdomes precis et
spécifiques. De plus, il existe une grande vaii@bdans I'établissement de la maladie, que ce
soit d’'un point de vue des manifestations cliniqoasde leur durée. Néanmoins, on distingue
habituellement trois stades évolutifs dans le diymément de la maladie, bien que ces trois
stades n’apparaissent pas forcément chez toustien{s. Le premier stade, caractérisé par une

eruption cutanée appelée EM semble étre I'un damiprs symptémes précis d’'une borréliose.

1.5.2.1. Premiéere phase : infection locale du papar des borrélies

La premiere phase est associée aux lésions cutanéesces. Généralement localisé au point
d’inoculation des spirochetes par la tique, 'EM @se rougeur cutanée (Figure 8) apparaissant
de 2 a 30 jours apreés la piqlre de la tigue. Gésien est due a une réponse inflammatoire du
systéeme immunitaire envers les spirochétes (Bexgat. 1992). Généralement non-douloureux
et non-prurigineux, 'EM évolue de fagon excentaglepuis sa périphérie, la zone centrale de la
|ésion retrouvant habituellement la couleur normddela peau. Chez les personnes a peau
foncée, 'EM peut ressembler a une contusion. Dkss cas d’érythemes multiples, les
spirochetes possedent une capacité d’invasivité leui permet de pénétrer les vaisseaux
sanguins et de coloniser des organes distantsidugmoculation, dont la peau (Baranton et de
Martino, 2009). Généralement, 'EM évolue vers Ulgigson spontanée 3 a 4 semaines suivant la
piglre de tique, bien que des cas d’EM persisttudigurs mois ont été deécrits (Asbrink et
Hovmark, 1988).
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Figure 8 : Erythéme migrant (photo : James Gath@bg).

Dans certains cas, principalement chez les enfpatsient apparaitre des nodules dans lesquels
a lieu une importante prolifération de cellules phides. Cette lésion, appelée LCB (Figure 9)
(Weber et al. 1985) peut étre précédée ou non mpdiMi mais peut également se manifester au
méme moment que 'EM. Ce lymphocytome est génémahtrfocalisé au niveau du lobe de
I'oreille, du mamelon et du scrotum chez I'enfatdra qu’il n'apparait principalement qu’'au

niveau du scrotum chez I'adulte.

Figure 9 : Lymphocytome cutané bénin
(Photo gracieusement mise a disposition par le. Brofipsker).

D’autres symptémes peuvent survenir lors de cetemigre phase : des cas de personnes
souffrant de fortes migraines, de raideur de laueugle douleurs musculaires et de fortes
fatigues ont été relevés. Il est important de sagoe certaines personnes, chez lesquelles une

BL est diagnostiquée, n’ont jamais présenté d’EM.
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1.5.2.2. Deuxieme phase : dissémination des s@teslthez le patient

(phase aigle

La deuxieme phase de la maladie correspond adardisation par le sang des spirochetes dans
'organisme, les symptdémes pouvant apparaitre geslcgsemaines a quelques mois apres la
pigdre de tique.

Au niveau de la peau peuvent apparaitre de nouveiligzecondaires, généralement plus petits
et moins migrants que le ou les EM présents lola gbase primaire de la maladie.

La musculature squelettique est frequemment attedhtdes douleurs arthritiques apparaissent
régulierement, principalement au niveau des adtauis du genou et des mains (Herzer, 1991).
Aux Etats-Unis, les cas d’arthrites représententriacipale manifestation clinique et peuvent
survenir plusieurs mois apres la pigire de la tidue présence de borrélies au niveau de
I'articulation induit la production de cytokines ehemokines qui amplifient la réponse
inflammatoire, conduisant finalement a une infectiotra-articulaire (Priem et al. 1998). Le
muscle cardiaque peut également souffrir de laepEs de borrélies et il n'est pas rare
d’observer des inflammations de I'endo-, myo- etiqaéde.

La deuxieme phase de la BL est également cara@épar des atteintes touchant le systeme
nerveux central : des désordres neurologiques saf mentale, méningite, névrite cranienne,
paralysie faciale, neuropathie périphérique) santvent accompagnés d’'une grande fatigue
physique et psychique chez le patient (neurobosé)i En Europe, on observe parfois une
atteinte méningo-radiculaire connue sous le nomsyledlrome de Bannwarth. Les patients
présentent d'importantes douleurs migratrices, @oudurer des semaines et méme des mois si
I'affection n'est pas traitée.

Dans de rares cas, les yeux peuvent étre touckpdsa(moborréliose) : conjonctivite, cedéme
maculaire, inflammation du nerf oculaire peuvenpapitre en phase secondaire chez des

patients souffrant d’'une BL.

1.5.2.3. Troisieme phase : persistance des spi®eshshez le patient
(phase chronique)

Cette phase est principalement caractérisée pathidanicité des manifestations cliniques,
pouvant apparaitre des mois ou des années suwameiier contact avec des borrélies. Le
patient peut alors jouir de périodes de rémissidreeoupées de phases aigies de rechutes.
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Au niveau de la peau peut apparaitre, en phaswitertune ACA (Figure 10), appelée
également Maladie de Pick-Herxheimer. Cette patiielse développe généralement au niveau
des extrémités des membres, de la paume des maladaeplante des pieds, mais ne touche que
rarement le tronc du patient. L’ACA apparait, géhgmnent a partir de la zone touchée par I'EM,
6 mois a 3 ans aprés le premier contact avec leélias et est plus fréquente chez les personnes
agées. Au départ, 'ACA apparait comme un érythém&acé aux contours mal délimités et
pouvant étre symeétrique de part et d’autre du cdrppatient (phase d’cedeme inflammatoire).
Avec le temps, d’autres Iésions de la peau apEamis cliniguement parlant, le derme et

I'épiderme s’atrophient et s’affinent jusqu’a metér nu le réseau veineux superficiel.

Figure 10 : Acrodermatite chronique atrophiante
(Photo gracieusement mise a disposition par le. Brofipsker).

Les problemes neurologiques revétent en phasaitertin aspect chronique : encéphalomyélite
démyélinisante, polynévrites, troubles de la mémeirde la personnalité.

En phase tertiaire peuvent apparaitre des arttoitemiques dues a la présence du pathogéne,
principalement au niveau des grosses articula{igeisoux, chevilles, coudes, poignets).

La séparation en 3 phases de la progression de &Bun moyen simple pour définir le cadre
clinique de cette pathologie : mais en pratique,siedes et leurs manifestations possedent des
limites moins bien marquées. Les symptomes pelafgraraitre de fagcon avancée ou décalée ou

étre totalement absents.

1.5.2.4. Manifestations clinigues selon les géneesg

Cing génoespeces de borrélies sont généralemeritedécommes pathogénes pour 'Homme :

B. garinii, B. afzelij B. burgdorferisensu strictoB. spielmaniiet B. bavariensigBaranton and

De Martino, 2009; Margos et al. 2009). Ces génomspeprésentent un organotropisme

différent : selon que le patient ait été infecté Bagarinii, B. afzeliiou B. burgdorferiss, les
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manifestations cliniques qui en résulteront sedifférentes (van Dam et al. 1993, Assous et al.
1993, Canica et al. 1993, Balmelli and Piffaret®95). GénéralemenB. garinii est associée
aux atteintes neurologiques tout comrBe bavariensis B. burgdorferi ss aux atteintes
articulaires eB. afzeliiprincipalement aux lésions cutanées tardives. Bienle nombre de cas
cliniques investigués impliqual. spielmaniisoit encore faible, les travaux de Maraspin et al.
en 2006 ont démontré la présence de cette gén@espeniveau de la peau d’'une patiente
souffrant de BL. Néanmoins, 'EM n’est pas assagédnaniére spécifique avec une genoespece.
Etant donné que la répartition géographique descesppathogenes est difféerente a travers le
monde, les manifestations cliniques ne sont pasreéss de facon homogéne entre I'Europe et
les Etats-Unis (Baranton et de Martino, 2009, St#tiStanek, 2009). C’est pourquoi on recense
dans le Nouveau Monde principalement des cas dimsh(Steere et al. 1989) en phase
secondaireB. burgdorferiss étant la seule espece pathogene présente sur tieecdnEn
Europe, la situation est plus compliquée du fai différentes especes pathogénes coexistent,
provoquant un cadre clinique plus varié qu’en Apéei du Nord ou I’ACA, par exemple, n'est

pas observée (Canica et al. 1993).

1.5.3. Diagnostic et traitement

Le diagnostic initial indispensable pour détectee BBL consiste en une observation du cadre
clinique d’un patient par le praticien. L’obsengatid’'un EM suite a une piglre de tique reste un
diagnostic simple et fiable de la maladie lors dgbase primaire bien qu'aux Etats-Unis, des
|ésions pouvant ressembler a un EM sont associéese autre maladie, la « Southern tick-
associated rash illness » (Masters et al. 20083. teehniques citées par la suite viendront
appuyer ou réfuter la suspicion d’'une infection ghes borrélies.

Certaines souches de spirochetes vont colonisersdiwganes dans I'organisme de la personne
piquée par une tigue : les borrélies montrent wamotropisme qui les améne a se développer
dans différents endroits : articulations et liqusy®ovial, liquide céphalo-rachidien et sang, bien
que les parametres sanguins tels que la C-Rédetoteine (CRP) ou le nombre de globules
blancs ne soient pas altérés en cas d’infectiondear borrélies (Wormser et al. 2006). La
présence de spirochétes pourra étre mise en éeidgace a la culture du pathogene directement
a partir de prélevements de liquide synovial eheéprachidien, de sang et de biopsies de peau.
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La culture du pathogéne sera suivie par I'obsesmadiu microscope et sa génoespéce déterminée
par l'utilisation de techniques classiques de lg@amnoléculaire telles que « polymerase chain
reaction » (PCR), RFLP (Postic et al. 1994), dtest important de noter que la PCR détectera
indifferemment 'ADN de borrélies vivantes et/ou mes et qu'une PCR positive, sans
diagnostic complémentaire, ne pourra mettre eneée une infection active. La culture des
borrélies a partir de prélévements biologiquesamnent pas toujours de bons résultats, d’autres
méthodes (méthodes indirectes) sont utilisées lkaradtoire. Il est néanmoins intéressant de
noter que la présence de spirochetes dans l'omganis’est pas toujours associée a des
symptémes et que des cas d'infections asymptoneigB. burgdorferisl ont été décrites tant
aux Etats-Unis qu’en Europe (Zhioua et al. 199&8eft et al. 2003). Des tests sérologiques
standards tels qu’ «indirect immunofluorescencesaps (IFA), «enzyme-linked
immunosorbent assay » (ELISA), ou immunoblottingntsdargement utilisés dans les
laboratoires pour confirmer un diagnostic clinicgiespectant la présence de spirochetes dans
I'organisme d’un patient (Craft et al. 1984).

La thérapie consiste en un traitement aux antipiess. En fonction du stade de la maladie au
moment du diagnostic, les traitements peuventrdiffant au niveau de I'antibiotique utilisé que
de sa voie d’administration (orale ou intravein@ustoxycycline, amoxicilline, cefotaxime font

partie des antibiotiques couramment utilisés dartgitement de la BL.

En résumé, un diagnostic précoce permettra I'étidm rapide des spirochetes de I'organisme
du patient. La BL peut s’avérer étre une patholqugaible pour les patients diagnostiqués
tardivement : a la difficulté d’éliminer le pathoge s’ajoute une multitude de manifestations
cliniques pas toujours précises rendant parfoidlpmatique I'approche thérapeutique. Les
patients neurologiqguement déja atteints par la dmalgpeuvent éprouver un sentiment
d’'incompréhension du milieu médical et de leur ardage, et de nombreux cas de patients

sombrant dans la dépression ont été relevés.

1.6. Buts et objectifs

Le premier but de cette thése est de suivre I'éariusaisonniére de 2 populations de tigues
ricinus sur deux sites endémiques pour la BL. Nous nousnsss intéressé aux densités de
tiques libres, aux infestations des ronge#podemus sppM. glareolud et avons déterminé

I'infection des tiques paB. burgdorferi sl Nous avons également procédé a des xénodiagnoses
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sur les micromammiferes piégés et avons déternespdce dd3. burgdorferisl transmise des
micromammiféeres aux tiques de xénodiagnose.

Cette premiere phase de collection nous a permimeateer a bien la deuxieme phase de cette
étude dont 'objectif principal était de détermiteediversité du genespCchezB. afzeliisur les

2 sites considérés et cela a 3 niveaux : tiquesdjltiques s’étant nourries sur des rongeurs et
tiqgues de xénodiagnose. Le but de cette deuxiémiie gaait également de mettre en évidence
les mécanismes régulant le maintien et la divedst groupesspCparticulierement le réle du
co-feeding dans la nature, notamment en compagargdpeces dgorrelia et les groupesspC

de B. afzeliidans trois types de populations de tiques, a salesi tiques en quéte, les tiques
s'étant nourries sur les rongeurs de la naturesetidues de xénodiagnose.

2. Matériel et méthodes

2.1. Zones d’étude

Afin de mener a bien notre recherche, nous avotectgghné deux zones d'études aux

caractéristiques différentes.

2.1.1. Forét des Portes-Rouges

La forét des Portes-Rouges est située au nord d#ldade Neuchatel (PR, position 47°01'N,
06°56’E) sur un sol calcaire ne permettant qu'uaiblé rétention d’eau et sous influence
climatigue du lac de Neuchatel. Cette forét (al@tu550m) est principalement composée
d’essence mixte caduque (associafRiramno-Quercetunet jouit d’'un climat tempéré moyen

et d’'une exposition Sud.

La longueur du parcours de récolte des tiqguesdibue cette zone mesure 1049 m. et est divisée

en 4 sections contigues (Gigandet et al. 2011).

2.1.2. Forét du Staatswald

La Forét du Staatswald (SW, position 46°92’'N, O72P@ést située a proximité de Ins, canton de

Berne (altitude 433 m) (Gigon 1985). C’est une tfonéixte (association de typPruno-

Fraxinetun) isolée présentant une forte arborescence. Cesitétabli sur d’anciens marécages

et le sol, principalement composé de marne, peametorte rétention d’eau. La nature du sol et
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la faible luminosité due a la forte arborescenceleat cette forét tres humide. La longueur du
parcours de récolte des tiques libres sur cettee zorsure 360 m, divisée en 2 sections

contigles.

2.2. Données météorologiques

Différentes variables météorologiques (températureol, a 10 cm, a 60 cm et humidité relative)
ont été mesurées mensuellement lors des récolteiqies libres avec un instrument Squirrel

1200 Series (Grant, Cambridge, Angleterre) et 8gtien annexe (annexe 7.6) de ce manuscrit.

2.3. Récolte des tiques libres

La récolte des tiques libres n'a été réalisée ques sles conditions climatiques définies : le
temps ainsi que le sol des zones étudiées de&rente plus sec possible. Lorsque la végétation
au sol est humide, la récolte des tiques libresededifficile car le drapeau se mouille et setsali
rendant le prélevement compliqué des tiques acéssctDe plus, la récolte des tiques libres n’a
eu lieu que lorsque le vent était nul ou modéré.

Les tiques libres ont été récoltées mensuellementid2003 a décembre 2005 au SW et de
février 2003 a décembre 2005 aux PR grace a laigpod du drapeau qui consiste a passer un
linge éponge blanc de 12nsur la partie basse de la végétation. Chaque maois,nouvelle
section de chaque site a été suivie. Tous les §5quarespondant a une « drag », le linge est
retourné. Les tiques sont prélevées avec une pitnmeloger, comptées puis placées dans un
tube plastique contenant de I'herbe afin d’assuner humidité suffisante. Les stades matures et
immatures del. ricinus sont stockés dans des tubes différents. Les tidjbess ont été
maintenues en vie a température ambiante dansoies len plastique (contenant un fond d’eau)

jusqu’a ce qu’elles soient analysées au laboratoire

2.4. Micromammiféeres

2.4.1. Méthode de piégeage

Le piégeage a été réalisé mensuellement d’avriB20décembre 2005 sur les 2 sites. Lors de
chaque séance de capture des micromammiferes, Eg@spi« tcheques » ont été déposés a

intervalle de 3-5 métres sur la section de parcoomespondant a la récolte des tiques libres.
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Les pieges ont été remplis de 3 granulés de céréalsi que de quelques bouts de pomme afin
d’assurer une hydratation nécessaire aux animapturés. Lors des mois les plus froids
(novembre a mars), les pieges ont été remplis dke @in d’amener une certaine isolation
thermique aux micromammiferes.

Les pieges ont été déposés en fin d’aprés-midie dith et 19h, et relevés t6t le matin, entre 7h
et 9h. Les séances de piégeage ont été synchrerasémaximum (méme semaine) avec la
récolte des tiques libres. Les rongeurs ont éténterais a l'animalerie pendant environ 3
semaines afin de permettre la récolte des tiquearg’ nourries sur les rongeurs et la réalisation
des xénodiagnoses. Les rongeurs ont été sexéspéte déterminée (Mammiferes de la Suisse,
éd. Birkhaeuser, 1995) avant d’étre relachés sliedeméme de piégeage une vingtaine de jours

apres la capture (Autorisation d’expérimentatiomete 1/2003).

2.4.2. Récolte des tigues s’'étant nourries sumegeurs

Les micromammiféres piégés ont été déposés dansages individuelles des leur arrivée au
laboratoire. Un bac rempli d’eau était placé sousqoe cage afin de permettre la récolte des
tigues s’étant nourries sur les rongeurs. En efést,tiques, aprés avoir complété leur repas
sanguin, escaladent les parois de la cage puisatatnaans I'eau. La récolte des tiques gorgées a
eu lieu 5 et 10 jours apres l'arrivée du rongeliadimalerie. Les tiques ont été récoltées a l'aide
d’'un pinceau et stockées dans un tube en verreerant un papier buvard, apres avoir passe
guelques minutes dans des boites de Pétri, contehes aussi, un papier buvard. Pour chaque
rongeur piégé, les larves et nymphes s’étant resugir les rongeurs ont été stockées dans des
tubes de verre séparés et lorsque le nombre destigpait inférieur a 20 individus, environ 30
mues (larves et nymphes) ont été déposées dansoks afin d’augmenter les chances de mue.
En effet, nous avons observé au fil des ans daime taboratoire que les tiques muaient mieux

en présence de mues lorsqu’elles étaient en petibre dans les tubes en verre.

2.4.3. Xénodiagnose

La xénodiagnose permet de démontrer qu’un animalpE dans un cycle épidémiologique le
réle d’hote-réservoir (Humair et al. 1999). Cetbehnique consiste a déposer sur un hote-
réservoir potentiel, le vecteur qui le parasitaurgltement : le vecteur déposé, issu d'un €levage

contrdlé, n'est jamais infecté par le pathogeneneigan premier repas sanguin. Si le pathogene
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est détecté dans le vecteur aprés que ce dernmwitsaourri sur I'hdte étudié, il pourra étre
conclu que cet héte fait office de réservoir.

Afin de déterminer si les rongeurs piégés étaienengiellement infectés par des borrélies, des
xénodiagnoses ont été realisées. Cette technigueffesace pour I'isolement de spirochetes,
I'isolement a partir de préléevements sanguins owid@sies d'oreilles de rongeurs pouvant
s'avérer compliquée et moins efficace. De plugélaodiagnose permet aux tiques se nourrissant
sur les rongeurs de s’infecter selon un mode destngssion similaire a celui se déroulant dans
des conditions naturelles.

Les rongeurs ont été endormis par injection intrsgulaire de 50 pl d’'un mélange 5/8 (volume)
de Ketasol (100 mg/ml, Streuli & Co, Uznach, Suisstede Xylazin (20 mg/ml, Dr E. Graeub,
Berne, Suisse). Trois a quatre jours apres quigiess s’étant nourries sur les rongeurs se soient
décrochées des rongeurs, une centaine de larkesculius d’élevage ont été déposées a l'aide
d’un pinceau entre les oreilles du rongeur anegthgai était ensuite placé dans un pot en verre.
Le pot a été placé dans une cage et son ouverumeé par une gaze et un élastique : ce
systeme permettant d’augmenter le contact entted’let le vecteur et ainsi le taux de fixation
des larves, le rongeur devant ronger la gaze &fipadivoir se libérer du pot. La cage contenant
le rongeur a ensuite été placée sur un bac coriteteaiieau et les larves gorgées ont été
récoltées de facon identique a la méthode appliguoée les tiques s’étant nourries sur les

rongeurs.

2.5. Mise en évidence @& burgdorferisl chez les tiques

2.5.1. Culture des borrélies

Le but de cette étape consiste a exposer les lesri@li pourraient se trouver dans les tiques a
un milieu de culture propice a la multiplicationsdspirochetes.

Les tiques libres ont été mises en culture le guivant la récolte au drapeau. Le genre et
I'espéce des tiques récoltées ont été vérifiésellmment en utilisant une clé de détermination
des tiques interne a notre laboratoire (Cotty, 198&rdas et al. 1993). A noter que dans cette
étude, seul. ricinus a été trouve.

La tique a été tout d’abord désinfectée dans dledi®l 70% puis découpée par la moitié dans le
sens de la longueur grace a une pince et un miseade, préalablement désinfectés dans

I'éthanol 70 %. La tique a été ensuite déposée dartsyotube de 2 ml (Microtube PP, Sarstedt,
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NUmbrecht, Allemagne) contenant 1,2 ml de milielKBEmodifié selon Sinsky et Piesman
(1989).

Initialement appelé simplement BSK (Barbour, StegnKelly) ce milieu utilisé pour la culture
deB. burgdorferis| a suivi plusieurs évolutions et améliorationp@gpées par les 3 auteurs cités
précédemment, pour finalement s’appeler BSK-llesaiix travaux de Barbour (1984). Le milieu
utilisé dans ce travail est commandé chez SigmaighldBuchs, Suisse) et modifié selon Sinsky
et Piesman (1989): cette modification comportetreerautres, I'ajout d’'un antifongique,
d’antibiotiques et d’éléments nutritifs suppléménes (acides aminés modifiés et sérum de
lapin). Pour chaque nouvelle tique découpée, lemnases ont été désinfectés dans I'éthanol 70
%.

Pour les tiques prélevées sur les rongeurs, proveta la nature ou de xénodiagnose, le
protocole a été suivi de facon identique : au mimril mois apres la mue, la mise en culture a
été effectuée selon la méthode décrite pour legsidjbres.

La présence de spirochétes dans le BSK-II a éi@ééeeau microscope a fond noir (Wild MD
G4-10822, Heerbrugg, Suisse), agrandissement 5ihes incubation des cultures 7 jours a
34°C. Le volume total (1,2 ml) des cultures possgia été repiqué dans 3 ml de milieu BSK-II
modifié selon Sinsky et Piesman (1989) et repéabtétuve pendant 7 jours a 34°C.

Passé ce délai, les cultures positives étaientjuéps dans 4 ml de BSK-II en prélevant 0,3 ml
du premier repiquage.

Les cultures dans lesquelles aucun spirochete té’aléecté lors du premier contrdle ont été
observées une deuxiéme fois aprés 14 jours sui@anise en culture et repiquées si nécessaire
dans 3 ml de milieu BSK-Il modifié selon SinskyRéesman (1989) et contrélées a nouveau 7

jours apres le repiquage.

2.5.1.1. Tigues libres

Un maximum de 60 nymphes, 30 males et 30 femel¢t® mis mensuellement en culture
pour la forét du Staatswald et un maximum de 80phgs, 40 males et 40 femelles pour le site
des Portes-Rouges. Si la récolte d’'un mois ne pgeain@as d’'atteindre ce chiffre, toutes les

tiques étaient mises en culture.
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2.5.1.2. Tigues s'étant nourries sur les rongeude xénodiagnose

Tous les stades matured.d’icinus (tiques s’étant nourries sur les rongeurs) ontnéie en
culture pour les 2 sites ainsi qu’un maximum den@@®phes par rongeur (tiques s'étant nourries

sur les rongeurs et de xénodiagnose).

2.5.2. Isolement de 'ADN dB. burgdorferisl

Afin d’isoler 'ADN de B. burgdorferisl, 1,2 ml de culture positive ont été transféréssddes
tubes Eppendorf de 1,5 ml et centrifugés a 10'08@ pendant 20 mn. Une fois le surnageant
éliminé, le culot a été lavé grace a 1 ml d'uneisoh de PBS-MgCI2 puis centrifugé a nouveau
pendant 20 minutes a 10’000 t/mn. Cette étape eeptiée deux fois. Le culot a été finalement
resuspendu dans 50 d’eau pure puis chauffé 15 mn a 100 °C dans we bhauffant. Le

stockage des thermolysats ainsi obtenus s’esi f&i0 °C (Postic et al. 1994).

2.5.3. Détermination des génoespeceBdbdurgdorferis| par
PCR et RFLP

2.5.3.1. PCR

La PCR permet d’amplifier des fragments d’ADN. B suffit que de deux oligonucléotides
(primers) qui vont s’hybrider respectivement avam ldes deux brins de chaque coété du
fragment d’ADN a amplifier, de quantités suffisanties 4 désoxyribonucléosides-triphosphate
et d’'une ADN polymérase particuliére, résistanta éhaleur (Taq).

Le double brin est d’abord séparé en deux simples Ipar chauffage (étape 1 : dénaturation).
Le refroidissement du systéme a la températurebditigtion (Tm) permet I'hybridation des
amorces aux brins complémentaires (étape 2 : hgtimit). A partir des amorces de nouveaux
brins d’ADN sont synthétisés dans les deux directigetape 3 : polymérisation). Ce cycle,
composé de 3 étapes, est répété [n] fois avec eenmdelange réactionnel permettant ainsi la

synthése d’ADN double-brin en quantités suffisamaies analyses moléculaires suivantes.

Lors de ce travall, les primers (Microsynth, BalgaSuisse) utilisés ont permis d’amplifier une
séquence spécifique aux borrélies, située entxerdmité 3’ terminal de I'unité 5S rRNArf) et
5 terminal de l'unité 23S rRNATr(l), appelée espace inter-génique (Postic et al.)19%
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protocole pour cette PCR (Postic et al. 1994) pediabtenir un amplicon d’une taille variant
entre 226 et 256 pb.

Primer 1 (P1) :5-CTGCGAAGTTCGCGGGAGA-3’
Primer 2 (P2) :3'-TCCTAGGCATTCACCATA-3'

Les réactifs ainsi que la Taq polymerase proviehdem kit Taq DNA Polymerase 1000 Units
(Qiagen, Venlo, Hollande).
e H20 pure (Milli-Q, Millipore, Billerica, Etats-Unijs: 23.7ul

* PCR buffer 10 x : 2
o dNTP’s (10 pM) : M
e P11 uM): 5l
e P2 uM): 5l
* Taqg polymérase (5U/ul) : 0,8
Total : 40 ul

Aux 40l de mélange réactionnel, 1l0d’ADN de la souche d8. burgdorferisl aanalyser ont
été ajoutés. Lors de chaque PCR, un témoin négatifportant 10ul d’eau pure (Milli-Q,
Millipore, Billerica, Etats-Unis) a la place de DN bactérien a été préparé : cela permet
d’observer la présence éventuelle d’éléments cantats dans les différents réactifs utilisés.

De plus, un témoin positif a été préparé pour chd®UR : le témoin positif contient également
40 ul de mélange réactionnel, par contrgl@’ d’eau pure (Milli-Q, Millipore, Billerica, Etts-
Unis) et 1ul d’ADN (thermolysats) de souches controles ontagbdéités.

Des souches de contrble maintenues dans notrataberont été utilisées dans ce travail:

» B31: B. burgdorferiss
* NE11 :B. garinii
* NEG632 :B. afzelii

Les thermolysats des souches controles sont obtanpartir de cultures maintenues en
laboratoire et contenant un grand nombre de spitesh aprés lavage, la concentration d’ADN
est mesurée par spectrophotométrie.n Les cyclesardgsi ont été programmés sur un
thermocycler T gradient Biometra (Goettingen, Alsgne):
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+ Dénaturation initiale : 94 °C 3 mn

» Dénaturation : 94 °C 1 mn
* Hybridation : 55°C 1 mn 34 cycles
* Elongation : 72°C 1 mn
* Elongation finale : 72°C 9 mn

Les produits PCR obtenus sont veérifiés sur gel atage 1 % (annexe 7.1) en présence de
bromure d’éthidium et visualisés sous lampe UV biiemure fixé sur la double hélice d’ADN
réagit avec la lumiere UV et les bandes corresputralax séquences amplifiées apparaissent. Un
appareil photo numérique couplé a un ordinatelisait le logiciel Kodak 1D v.3.6.0 est utilisé

pour acqueérir et traiter 'image du gel.

A noter que dans ce travail, seules les culturegecant des spirochétes observés lors de
I'examen au fonds noir ont été lavées et analypae®CR/RFLP. Les cultures pour lesquelles

aucun spirochéte n’a été détecté en microscopiétergtockées en chambre froide a 4 °C.

2.53.2. RFLP

Les endonucléases de restriction sont des enzymgmuot I'ADN en des sites complétement
déterminés, le plus souvent palindromique. Si uasebest modifiée dans une séquence de
reconnaissance de ce type, 'enzyme affectée ngecaplus a cette position. L'ADN amplifié
par PCR d’organismes présentant des séquencesduiés pour un géne donné sera scindé en
fragments de tailles différentes suite a la digesgiar une enzyme de restriction : ce phénoméne
est désigné sous le nom de polymorphisme de rigsitric

Les divergences de séquences observeesB:Hazrgdorferisl au niveau du fragment 238l §-

5S ¢rf) ribosomal permet aprés la PCR, dutiliser lesppiiés des endonucléases pour
discriminer chaque génoespeéce. Lors de ce tramdiiticontenant I'enzym#ise lainsi que les
réactifs a été utilisé (Biolabs, Ipswich, Angle&riselon le protocole décrit par Postic et al.
(1994) :

* NE Buffer 10x : 3.5 ul

» BSA purifiée 100x : 0.35 pl
e Mse 110.000 U/ml : 1 pl
Total : W
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Ainsi, 4,85ul de mélange réactionnel contendge lont été mélangés au produit PCR total (50
ul) des échantillons a analyser. Les échantillorignincubés pendant une nuit & 37 °C.

Le résultat de la digestion des souche8dburgdorferisl (amplifi€es préalablement au niveau
du fragment 23Sr(])-5S (rf) ribosomal a été vérifié sur un gel d’acrylamideriexe 7.2). Ce
gel posséde un pouvoir de séparation supérieduadien gel d'agarose et permet I'observation
de fragments d’ADN digérés ayant de faibles poiddéaulaires (entre 20 et 110 pb dans cette
étude).

Les profils obtenus pour chaque produit PCR digdtéensuite été comparés a des profils de

référence correspondant aux diverses génoespeces.

2.6. Observation du polymorphisme du gésC par
SSCP

Cette méthode est basée sur la séparation éleotamue, sur gel non-dénaturant, d’ADN

simple-brins présentant des structures secondaliféérentes induites par des séquences
nucléotidiques divergentes.

La mobilité de 'ADN double-brin soumis a un chamdlectrique dépend de sa taille et de sa
longueur mais est relativement indépendante deégaesce nucléotidique. Par contre, la
mobilité de 'ADN simple-brin est perceptiblemeritegtée par de tres petits changements dans
la séquence. Ces faibles changements (de l'ordré& dase pour 100 nucléotides) ont une
influence importante sur 'ADN simple-brin en ransde sa nature instable : en absence de brin
complémentaire, ’ADN simple-brin va se repliedets interactions entre bases complémentaires
du méme brin vont s’établir pour former une stroeten 3 dimensions, spécifique a la séquence
de I’ADN simple-brin mais indépendante de sa longu€ette structure, appelée conformation,
sera affectée par le changement d’une seule basermeigration électrophorétique en conditions
non-dénaturantes sera modifiée. Dans le cas delyse d’'un géne multi-allélique, il en résulte
gu’a chaque profil de migration obtenu, correspondallele du gene considéré.

Tout d’'abord développée pour I'analyse de mutatidasSSCP est devenue une technique

largement diffusée pour I'observation du polymospie genétique (Hayashi 1991, Beier 1993).

2.6.1. Amplification du genespC

Les isolats d@. afzeliiobtenus a partir de nymphes et d’adultdsrétinus ont été soumis a une
nouvelle PCR au niveau du gémepC Un fragment de 277 pb de la partie variablesigCa été
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amplifié grace a I'utilisation de primers dégénémdifiés selon Lagal et al. (2003) en utilisant
les primers suivants (Microsynth, Balgach, Suisse)

Forward primer B1( SC32p-AAAGCTATTGGTAAAAAAAT-3’
Reverse primer B2 (OspCH:-GTTTTTAAAATAGCT(TG)(TCO)TTTTG-3

Les réactifs ainsi que la Tag polymerase que nwassautilisés pour la PCR proviennent d’'un
kit Taqg DNA Polymerase 1000 Units (Qiagen, Venlo]lahde) :

e H20 pure (Milli-Q, Millipore, Billerica, Etats-Unis: 31.45ul

* PCR buffer 10x : u

« dNTP’s (10uM) : M

e B1(1uM): 1

e B2(1uM): 1

* MgCI2 (25 mM) : 0.25d
* Taqg polymérase (5U/ul) : 0,8
Total: 40 ul

Au 40 ul de mélange réactionnel, 0 d’ADN de la souche d8. burgdorferisl aanalyser ont
été ajoutés. Lors de chaque PCR, un témoin négatifportant 10ul d’eau pure (Milli-Q,
Millipore, Billerica, Etats-Unis) a la place de DN bactérien a été préparé. Les cycles suivants

ont été programmes sur le thermocycler Biometraatignt (Goettingen, Allemagne) :

» Dénaturation initiale : 94 °C 3 mn
» Dénaturation : 94 °C 1 mn
e Hybridation : 55°C 1 mn 34 cycles
* Elongation : 72°C 1 mn
* Elongation finale : 72°C 9 mn

Le résultat de la PCR a été veérifié sur gel d’'agarb % (annexe 7.1) en présence de bromure

d’éthidium et visualisé sous lampe UV.
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2.6.2. SSCP

Les isolats dd3. afzeliidont la PCRospCest positive ont été analysées par SSCP (Lagal et
2003) : 4 ul de produit PCR ont été mélangésuade solution dénaturante (94 % formamide,
0,05% xyléne cyanol) puis chauffés a 95°C pendamin5afin de séparer les 2 brins d’ADN.
Apres le choc thermique, les échantillons ont é@énédiatement placés dans la glace afin
d’éviter toute hybridation des brins complémentaitees échantillons ont été chargés sur un gel
non-dénaturant de polyacrylamide 12.5% (GeneGetEKe,5/24 , GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Suede) (annexe 7.3). L’électrophodeseéchantillons chargés a été réalisée grace
a un systeme thermo-controlé GenePhor (GE Hea#hBar-Sciences AB, Uppsala, Suede) a

6°C selon les paramétres suivants :

« 1%®migration, 10 mn. : 600V, 25 mA, 15 W.
«  2®*™migration, 2h30 mn. : 600V, 37 mA, 21 W.

Le gel a été révélé par coloration a I'argent séésninstructions fournies par le fabricant (One
DNA Silver Staining Kit, GE Healthcare Bio-Scienc&B, Uppsala, Suede) (annexe 7.4). Les
gels ont été plastifies aprés révélation et ledilprobtenus ont été comparés aux profils des
souches de référence utilisées dans cette étubdéeflal, Figure 11).

Parmi les isolats d8. afzeliitestés en SSCP, seuls 392 ont été retenus. Bn w@ffecertain
nombre de profils sont apparus a des fréquencésienfes a 5 et n'ont donc pas été pris en

considération.
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Groupe
Souche Provenance Origine | ospC Référence
B. afzelii
ACA1 Peau (ACA) Suede Al Baranton et al. 200
DK3 Peau (ACA) | Danemark A2 Baranton et al. 2001
ACA2 Peau (ACA) Suede A3 Lagal et al. 2003
P/stoa Peau (ACA) | Allemagne A4 Lagal et al. 2003
Skola Sang (MEM) Slovénie A5 Lagal et al. 2003
Sdol Sang (EM) Slovénie A6 Lagal et al. 2003
Sobla Peau (ACA) Slovénie A7 Lagal et al. 2003
Shrva Peau (ACA) Slovénie A8 Lagal et al. 2003
Baranton et al. 2001,
E61 Peau (EM) Autriche NI Lagal et al. 2003
Baranton et al. 2001,
Simon Peau (EM) Autriche NI Lagal et al. 2003
Baranton et al. 2001,
H9 Peau (EM) Autriche NI Lagal et al. 2003
VS461 . ricinus Suisse NI Lagal et al. 2003
Pérez et al. 2011
ME . ricinus Suisse ME (submitted)
Pérez et al. 2011
YU l. ricinus Suisse YU (submitted)

Tableau 1 : souches d& afzelii utilisées comme références pour I'analyse desipr86CP,
selon les groupes invasifs A1 a A8 définis par Bama et al. 2001, Lagal et al. 2003 et Pérez et
al. 2011 (submitted). NI, souches non-invasives.MEMthéme migrant multiple. Les souches
contréles ACA1, DK3, ACA2, P/stoa, Skola, Soblan@h E61, Simon et H9 nous ont été
gracieusement fournies par le Dr Guy Baranton,&&nessa Lagal et le Dr Daniéle Postic de

I'Institut Pasteur (Paris, France).
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Figure 11 : profils SSCP des souches ayant seméféeences et correspondant aux groupes
ospCALl a A8, ME et YU apres coloration du gel. Les pjsoE61, Simon, VS461 et H9
n'apparaissent pas dans cette figure.

2.6.3. Séquencage

Les produits PCR des profils ME et YU ont été ségae par la société Microsynth AG
(Balgach, Suisse). Les séquences figurent en ar(ieéXede ce manuscrit.
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3. Résultats

Les résultats de cette these apparaissent soug fentdeux publications soumises aux revues
suivantes : « Vector-Borne and Zoonotic Diseaseis«Tick and Tick-Borne Diseases ».

49



3.1. Publication 1

Seasonality ofxodes ricinugicks on vegetation and on rodents
andBorrelia burgdorferisensu lato genospecies diversity in two
Lyme borreliosis endemic areas in Switzerland.

Pérez, D., Kneubuhler, Y., Rais, O., and Gern L.

Papier soumis a Vector-Borne and Zoonotic Diseases

Running title: Borrelia in Ixodes ricinus on vegetation and rodents

Institute of Biology

Laboratory of Eco-Epidemiology of Parasites
Université de Neuchétel

Rue Emile-Argand 11

CH-2000 Neuchatel

Switzerland

Key words: Borrelia burgdorferi sensu lato, co-feeding transmission, rodents.
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Abstract

We comparedxodes ricinusquesting density, the infestation of rodents bynature
stages and the diversity @&orrelia burgdorferi sensu lato (sl) in questing ticks and ticks
collected from rodents in two Lyme Borreliosis (LBhdemic areas in Switzerland (Portes-
Rouges (PR) and Staatswald (SW)) from 2003 to 200&re were variations in the seasonal
evolution of questing tick densities among yeanse€ding nymphs were globally more abundant
at PR than at SW but the proportion of rodentsstefé by immature ticks was similar at PR
(59.4%) and SW (61%). The seasonal pattern of tickesting rodents was different from the
seasonal pattern of questing ticks. Immature tickested rodents in summer and autumn
whereas no questing tick activity was observedgssiing that risks to be bitten by ticks remain
high during summer.
Rodents from SW showed the highest infestationl$efd® +21.6 for larvae and 0.54 + 1.65 for
nymphs). The proportion of rodents infested simmdtausly by larvae and nymphs (co-feeding
ticks) was higher at SW (28%) than at PR (11%)flavicollis was the species the most
frequently infested by co-feeding ticks a¥id glareoluswas the most infective rodent species.
At PR, the prevalence @. burgdorferisl in questing ticks was higher (17.8% for nymphsl
32.4% for adults) than at SW (10.4% for nymphs 24d8% for adults) withB. afzelii as
dominant species buB. garinii, B. burgdorferi sensu stricto andB. valaisianawere also
detected. Rodents transmitted oBly afzelii(at PR and at SW) ar8l. bavariensigat SW) to
ticks and no mixed infection by additional genospgeavas observed in co-feeding ticks. This
implies that co-feeding transmission does not doutie to genospecies diversity.

Introduction

In Europe, Lyme borreliosis (LB) is caused by d#fet Borrelia species belonging to the
B. burgdorferi sensu lato (sl) complex. These infectious agemnés raaintained in natural
zoonotic cycles involving wild vertebrates and $ickwhich are obligate blood-feeding
arthropods. In Européxodes ricinuss the main vector dB. burgdorferisl (Piesman and Gern
2004). Both biotic (host species, density and belmavegetation structure) and abiotic factors
(local climatic conditions) play a role in modelittgough the years the seasonal activity of ticks
(Randolph et al. 2002, Randolph 2004, Perret €2Qfl4). This seasonal evolution of the density
of I. ricinus questing ticks was reported to be variable betwgesrs and to vary from a
unimodal pattern with maximum density in springatdimodal pattern reaching its maximum

density in spring and in autumn. In Switzerlandfhbbimodal and unimodal patterns were
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shown to occur (Perret et al. 2000, Jouda et &4202004b, Burri et al. 2007, Moran Cadenas
et al. 2007a).

At least nineBorrelia speciesB. burgdorferisensu stricto (ssB. garinii, B. afzelij B.
valaisiang B. lusitaniag B. spielmanij B. bissettij B. bavariensisandB. finlandensisiave been
identified inl. ricinus (Hanincova et al. 2003, Rauter and Hartung 2008htBr et al. 2006,
Hulinska et al. 2007, Margos et al. 2009, Casj¢rzd. 2011).

Studies on the ecology of LB have demonstratedthieefficient persistence &orrelia
pathogens in endemic areas requires the involveofergservoir hosts. Small-sized mammals,
Apodemusnice andMyodes (Clethrionomysjoles in particular, are often infested by immatur
. ricinus stages and have been described as competent lieséov®. burgdorferisl as well as
other mammals like dormice, hedgehogs, rats, sisjrhares and ground frequenting birds like
passerines and pheasants, and lizards (PiesmaGe&md2004). Specific associations between
hosts, ticks an@orrelia species are observed in nature. For exampieinus ticks can acquire
B. afzeliiandB. bavariensisafter feeding on rodents (Humair et al. 1995, 1999egli et al.
2002, Margos et al. 2009) amd afzeliiandB. burgdorferiss are associated with red squirrels
(Humair and Gern 1998). In contrastBo afzellithat is adapted to rodents, most variant8.of
garinii andB. valaisianapresent a resistance to the avian complement @ndoasidered bird-
associatedorrelia ecotypes (Olsen et al. 1995, Kurtenbach et al3188umair et al. 1998).
These preferential associations affect the genaspelistribution in an area in relation to the
composition of the local fauna.

Larvae become infected if at their first blood m#ady encounter 8orrelia reservoir
host since transovarial transmissionBofburgdorferi slis a rare phenomenon (Bellet-Edimo et
al. 2005). Nymphs from this cohort of larvae wil imfected because of the maintenance and the
transfer of the pathogen at the following stadg&srelia may also pass directly from infected
(usually nymphs) to uninfected ticks (usually la&yavhen ticks are feeding together on
vertebrate hosts before spirochetes have dissesdinat the host and produced a systemic
infection: this way of transmission is called cedeng (Gern and Rais 1996).

Here, we compared and analyzed seasonal patternguesting tick activity and
infestation of rodents by immature stages in twodr8lemic areas (Staatswald (SW) and Portes-
Rouges (PR)) located on the Swiss Plateau. Wecpkatly focused on the simultaneous
presence of. ricinus larvae and nymphs co-feeding on rodents. Co-feettamsmission of LB
spirochetes has been described in experimental Im@@ern and Rais 1996) but very few

information is available on this transmission padlgwunder natural condition. Finally, we
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examined the distribution d&. burgdorferisl genospecies in questing ticks, ticks that detdch

from rodents and xenodiagnostic ticks.
Materials and methods

Collection of ticks and rodents.

The present study took place at two different sileshe Swiss Plateau. The first site, SW
(Ins, Canton Bern, 433m elevation, 46°92’North, @7East) is a mixed forestP(uno-
Fraxinetum)established on a marl. The second site, PR (BoiBHbpital, Neuchéatel, Canton
Neuchatel, 47°01’N and 06°56’E), is a mixed for@ghamneQuercetun established on a thin
soil layer on a rather stony ground (limestoneetagnd is under the climatic influence of the
lake of Neuchatel.

. ricinus ticks were collected by flagging low vegetation @monthly basis from March
2003 to November 2005, within the same week at bibéls. Sampling was not undertaken under
windy, snowy and rainy conditions. The f-ftag was examined every 15 m over 360 m at SW
and 1'049 m at PR along the same transects. Tieke wientified to species, stage and sex and
maintained at relative humidity close to 95% atnaemperature until processed for isolation of
spirochetes (within 7 to 10 days). Questing ticksiy was expressed as the number of ticks per
100nf. An annual value for tick density called cumulatt density (CTD) was obtained by
integrating the linearly interpolated curve of timeasured questing tick densities over 1 year
(Eisen et al. 2003, Jouda et al. 2004a, Burri.2@07, Moran Cadenas et al. 2007a).

Small mammals were lived-trapped monthly from Ma2€i®3 to November 2005 during
the same week of questing tick collection, usingwiifbden box traps placed every 5 meters
along the questing tick collection transects. Traye placed between 4 and 7 p.m. and
collected the next morning between 7 and 9 a.mpslveere baited with grains, pieces of apple
and during winter months straw was added. Captunelividuals were brought into the
laboratory and caged individually over a pan of evaiintil the feeding ticks dropped off.
Engorged ticks were collected, counted and maiathiss described above until the molt was

completed.

Xenodiagnosis
About one week after capture, rodents were idewtifio species and sexed. A
xenodiagnosis was performed 3-4 days after alldfirived ticks detached. About 100

xenodiagnostid. ricinus larvae, derived from our laboratory colony freespirochetal infection,
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were placed on the head of rodents and allowedgorge until repletion. Replete ticks were

collected daily from each host into a pan of wated maintained under the same conditions as
described for field-derived ticks, until they malte=inally, rodents were released at the exact
trapping site, around 20 days after capture. Todkkected from rodents and xenodiagnostic ticks

were examined foBorrelia after their molt.

Isolation of spirochetes froml. ricinus

Questing ticks, ticks collected on rodents and xémgmnostic ticks were briefly soaked in
70% ethanol and individually squashed with stexdiZforceps in tubes containing modified
BSK-1I medium (Sinsky and Piesman 1989). The celttubes were screened by dark-field
microscopy for spirochetes after 7 and 14 daysnotibation at 34°C and 1,5 ml of positive
spirochete subcultures were washed by centrifugind double washing with 1 ml of PBS-
MgCI2. Pellet was suspended in 50 of ultra-filtered water and DNA was extracted eaft
incubation at 100°C for 10min according to Postiale (1994). Thermolysates were stored at -
20°C until use for Polymerase Chain Reaction (PCRIJtures that were contaminated were not

further investigated and appear as untypedelia.

Identification of Borrelia species

PCR and Restriction fragment length polymorphisral(R) as described by Postic et al.
(1994) were used to identify thH&orrelia species. Briefly, the variable spacer region betwe
two repeated genes encoding for ribosomal 23S &avéas amplified using primers P1 (5'-
CTGCGAAGTTCGCGGGAGA-3) and P2 (3-TCCTAGGCATTCACAM-3’) in a Tgradient
Thermocycler 96 (Whatman Biometra, Gottingen,Geyhaiegative and positive controls
were included in each PCR. In negative controldeweeplaced DNA samples. PCR products
were separated by electrophoresis in a 1% agaresargl stained with ethidium bromide.
Positive PCR products were digested overnight Wil restriction endonuclease at 37°C and
then separated by electrophoresis in a 16% acrgilagel for 1h 30min at 120 V. Digested DNA

was stained with ethidium bromide.

Satistical analysis

Rodent species distribution at both sites was coeaplay Fisher’'s exact test, tick
infestation levels on rodents was compared witharaalysis of variance with logarithmic
transformation, correlation between numbers ofdarand nymphs feeding together on

individual hosts was determined with the Spearmamk correlation. The Pearson’s Chi Square
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Test was used to compare the proportion of rodafgsted by nymphs and the prevalence of
infection in ticks and finally the distribution & burgdorferisl species was analyzed with the
Goodness of fit test. Statistical results were mmred significant if the p-value was less than
0.05. All statistical analyses were performed usABlus 6.2 for Windows, Copyright Lucent

Technologies, Inc.

Results

Questing ticks

All questing ticks collected by flagging low vegeba at the two sampling sites belonged
to I. ricinus. A total of 614l. ricinus larvae, 9101 nymphs and 1147 adults were obtah&R
and 62 larvae, 1712 nymphs and 540 adults at SVesiipyg nymphs were globally more
abundant at PR than at SW for the three-year pewadt the highest CTD and the highest peak
tick density (PTD) reached in 2003, with 12054 njper 100 fyear and 163 nymphs per
100 nf, respectively (Figure 1). Questing adults showresl iighest CTD and PTD at SW in
2005, with 1882 adults per 100%fyear and 29 adults per 100%,mespectively. There were
variations in the seasonal evolution of questirl tlensities among years at both sites and
guesting tick activity lasted from February to Nokeer at PR and from March to October at SW

with a strong decline in June at both sites (Figyre

Infestation of rodents by ticks

During this study, 632 rodents of three specfedlavicollis A. sylvaticusM. glareolug
and twoSorex araneushrews were captured over 3150 trap nights (Tapl&hrews were not
examined for tick infestation because they wereddehen traps were checked. Rodents were
less frequently trapped at PR (0.11 rodent/traphtnigp=165 rodents) than at SW (0.30
rodent/trap night; n=467). Over the three-year wtatl PR each of the three rodent species
represented one third of all captured animals wasergt SW,M. glareoluswas clearly the
dominant species (55%), followed By flavicollis (35%) (Fisher Test, p<0.001).

A total of 5808I. ricinus ticks (5524 larvae (95.1%) and 284 nymphs (4.98&fached
from captured rodents (Table 1). The seasonal rpatikticks infesting rodents was different
from the seasonal pattern of questing tick actiyfigures 1 and 2). Ticks were observed on
rodents from February-March to November withoutlidecin summer (Figure 2). At the two
sites, the proportion of rodents infested by immeaticks was similar (PR: 59.4% and SW: 61%,

Table 1). However, rodents from SW showed the tagidestation levels reaching 1024.6
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for larvae and 0.54 £ 1.65 for nymphs. Each rodpacies was infested by significantly more
larvae at SW than at PR (Analysis of variance wotharithmic transformation p= 0.033 fis.
glareolus p<0.001 forA. sylvaticusand p<0.001 foA. flavicollis) and nymphs represented 5.1%
of ticks infesting rodents at SW compared to 3.8%°R (Table 1). At PR, larval infestation
level among the three rodent species did not shgnifieant difference whereas at SWI.
glareolusdisplayed a significantly lower level of infestati by larvae than the twApodemus
specieqAnalysis of variance with logarithmic transformaitjgp<0.001). At both sites, bank vole
was the rodent species showing the lowest infestddad (Table 1).

At both sites, a significant positive correlatiomavobserved between the numbers of
larvae and nymphs feeding together (co-feedingsjick individual hosts (Spearman's rank
correlation, p<0.001). Considering each site, ttopertion of individuals infested by at least one
nymph did not vary among years (Pearson’s Chi Sxiiast, SW: p=0.062, PR: p=0.91). The
probability to find feeding nymphs on a host inaeawith larval infestation, particularly at SW
(Figure 3). Considering only March to Septembee (tionths with the highest tick infestations),
there was clearly more rodents with co-feedingstiak SW (88/310, 28%) than at PR (13/113,
12%) (Pearson’s Chi Square Test, p<0.001) and tbeoption of rodents infested by nymphs
was also significantly higher at SW (91/310, 29%art at PR (15/113, 13%) (Pearson’s Chi
Square Test, p<0.001A. flavicollis was the species the most frequently infested bfgeding
ticks considering both sites (Pearson’s Chi Squiast, p=0.002).

Borrelia infection in ticks.

A total of 638Borrelia isolates were obtained from 207.3ricinus nymphs and 1055
adults collected by flagging vegetation at botlessiTable 2). More ticks were infected at PR
(22.3%, 478/2148) than at SW (16.3%, 160/980) e tifference was not significant.
However, at each site, adult ticks were signifigamore infected than nymphs (Pearson’s Chi
Square Test, PR: p<0.001, SW: p=0.005) (Table @r Borrelia species, Bafzelii, B. garinii,

B. burgdorferiss andB. valaisiana,were identified in questing ticks at both sites.x&tl
infections were observed in 23 questing ticks (3.€Bo afzeliiand B. burgdorferiss in six
nymphs and six adult8. garinii andB. valaisianain two nymphs and four adult8, garinii and
B. afzeliiin two nymphs and two adults aBd garinii andB. burgdorferiss in one adult).

Species distribution was not uniform at the twesiénd in tick stages (Goodness of fit
test, p<0.001) but theBorrelia species distribution in nymphs and in adults wak ditferent
between PR and SWB. afzeliiwas the dominant species in questingicinus nymphs and

adults.B. afzeliiand B. burgdorferiss were more frequently deteciedquesting nymphs at PR
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than at SW (PR: 63.7%, SW: 58.3%) aBdburgdorferiss was significantly more frequently
detected in nymphs from PR (16.1%) than from SW,(B#&arson’s Chi Square Test, p=0.04). If
we compare the species distribution at each sitevde® questing nymphs and adults, we
observe a significant difference at both PR (Peessehi-square test, p<0.001) and SW
(p=0.011). B. afzelii was significantly more frequent thad. garinii but only in nymphs
(Pearson's chi-square test, p=0.003 for PR andp&Gor SW).

A total of 296 Borrelia isolates were obtained from 1074 molted ticks (28.4hat
detached from 130 rodents (PR: n=56; SW: n=74)|€rah B. afzeliiwas the dominant species
(n=278, 94%) and. bavariensigidentified by Reverse Line Blotting, Gern et &)1D, data not
shown) was observed once at SW. No infection with moren tbae Borrelia species was
detected in molted ticks that engorged on rodditis.infection prevalence in ticks that detached
from rodents trapped at PR reached 28.9% (114/3®2%), 39.3% (22/56) of rodents were
infested by infected ticks whereas at SW more &G (55.4%, 41/74) of rodents were infested
by infected ticks with an infection prevalence ick$ similar to that observed at PR (26.8%,
182/679) (Table 3). The rodent species the mosjuéetly infested by infected ticks wefe
sylvaticus(47.6%, 10/21) at PR arM. glareolus(46.4%, 13/28) at SW. Infection rates of larvae
(examined as nymphs) that detached from rodenitsdsaccording to rodent species from 18.6%
to 37.6% at PR, and from 21.6% to 31.9% at SW @ dbhl

To examine the effect of co-feeding ticks (nymphd &arvae feeding simultaneously on
rodents) on the percentage Bbrrelia infected larvae, we compared the infection of larva
feeding on hosts infested by co-feeding ticks witht of larvae feeding on hosts infested by
larvae only. At PR a significantly higher infectioate (44%, 62/141) was observed among
larvae feeding on hosts infested by both immattages than on hosts infested by larvae only
(18.8%, 42/223) (Pearson's chi-square test, p<Q.d0tk difference at SW was not significant
(115/459, 25.1%, vs 26/149, 17.4%, Pearson's ahassqtest, p=0.07). If we compared the
infection rate of larvae feeding d&xpodemusspp. or onM. glareolusat both sites, according to
infestation pattern of rodents (with co-feeding myravs without), the difference was significant
at PR forApodemuspp. (51.7%, 62/120 vs 15.4%, 25/162, Pearsolivsqetare test, §0.001),
and forM. glareolusat SW (44.2%, 42/95 vs 15.5%, 11/71, Pearson‘saumare test,0.001).
However, the difference was not significant Apodemuspp. at SW (20.1%, 73/364 vs 19.2%,
15/78) and a comparison was not possibleMoglareolusat PR because none of the captured
voles was simultaneously infested larvae and nymphs

A xenodiagnosis performed on a subset of captuoeldnts (PR: n=23; SW: n=38)
showed thatB. afzelii (180/209, 86.1%) was clearly the dominant spetiagsmitted from
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rodents to tickTable 5).B. bavariensis(6/209, 2.9%) was also observed in xenodiagnostic
ticks, but only in ticks from rodents captured a Table 4). More than 60% of rodents
captured at both sites (PR: 69.6%, 16/23; SW: 6023/38), transmitted spirochetes to 28.1%
(81/288) xenodiagnostic ticks at PR and 20.8% @8 at SW. Rodent infectivity for
xenodiagnostic ticks varied between sites and rosieecies. At both siteb]. glareoluswas the
most infectious rodent species since more than 6D8%em transmitted infection to more than
48% of xenodiagnostic ticks. In contrast, sylvaticuswas the less infectious species and its
infectivity was particularly low at SW where onl$.8% of them transmitted spirochetes to only
6.7% of ticks (Table 4).

Discussion

During this three-year study, we focused our aib@nbn several parameters related to
questing ticks and to infestation of small-sizedmmeals A. flavicollis, A. sylvaticus, M.
glareolug described as reservoirs fBr burgdorferisl in two LB endemic areas located on the

Swiss Plateau.

Questing ticks and ticks attached on rodents

In Switzerland, evolution of questing tick densdyertime (phenology) presents both
bimodal (peaks in spring and autumn) and unimaggkek in spring) patterns (Perret et al. 2000,
Jouda et al. 2004a, 2004b, Burri et al. 2007, Md&adenas et al. 2007a). In the present study,
both profiles were observed. Variability in tickrdty (CTD) between years was noticed as
previously reported in temporal studies on tick gignin Europe (Randolph et al. 2002,
Randolph 2004, Jouda et al. 2004a, Moran Cadereds2107a, Perret et al. 2000).

Overall, questing nymph density was higher at P&htht SW contrasting with the
intensity of rodent infestation that was higher S\V. This might be partly explained by
differences in vegetation type between the two \stsites. In fact, at SW dense vegetation,
brambles, fallen trees and branches were preseng dhe sampling transect differing from the
more homogeneous vegetation at PR. In the inhonemgen habitat at SW the number of
subadult questing ticks could have been underetttnaecause the flag did not penetrate to the
leaf-litter surface or to the lowest vegetationde(Carroll et al. 1992, Vassallo et al. 2000),
which could have biased our data (Burri et al. 30Ahother possible explanation could be that
immature ticks have different questing behaviodiffierent areas, for example, questing closer

to the ground or questing at night for reasons thiatain undetermined. This would lead to an
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increase of contacts between immature tick stagdsalents and to a decrease in the success of
collection of questing ticks by flagging vegetatasobserved in the present study.

At both sites, a discrepancy was observed betwkenséasonal activity patterns of
questing ticks and of ticks infesting rodents. &ctf immature ticks feeding on rodents were
frequently detected from February to November dh Isttes, whereas questing tick populations
were drastically decreasing in summer. The seagmattdrn of tick infestations of rodents shows
that ticks were in fact active for a much greatert @f the year than observed by flagging the
vegetation. According to these observations, mongoof the questing tick activity alone by
flagging vegetation does not appear as a good atalidor the seasonal risk of tick bites in
humans in a habitat. This is corroborated by tloene observations in Switzerland describing
contrast between seasonal questing tick activitysseasonal pattern of tick-bites in humans that
are mostly occurring when questing tick density teadined during summer (Huegli et al. 2009;
FOPH, 2010). It remains to be elucidated whethet p& questing ticks quest lower on
vegetation in summer but are still picked up by Bamduring their activity in tick biotopes.
Such a behavior of. ricinus ticks would be in line with a study showing thatmphs quest
lower on vegetation when desiccation risks are (iRgndolph and Storey 1999).

Rodent trapping success was higher at SW (0.30ntsiieap night) than at PR (0.11
rodents/trap night). The proportion of hosts indesby ticks was similar at both sites but the
infestation load was higher at SW than at PR. Oeraye, more larvae were attached on
Apodemusnmice than onMlyodesvoles as already described by other authors (Micle al.
2005, Humair et al. 1993, Kurtenbach et al. 199%&y&t al. 1999). Nevertheless xenodiagnoses
demonstrated thab. glareoluswas the most infective rodent species at boths,siénich
corroborates results obtained by Humair et al. 9 @¥hough these authors did not screen ticks
for Borrelia infection after the molt as we did. This is insgneg because it is known that ticks
fed on voles do not feed or molt successfully duea¢quired resistance to ticks (Dizij and
Kurtenbach 1995). Nevertheless, our results shatvwimen ticks attached to voles are analyzed
after their molt, vole contribution to the infeatiaf ticks appears as higher than previously
thought.

If we compare our data with those reported by Huregial. (1993) at SW in the early
nineties, the larval infestation loads on rodergsorded between both periods are similar.
Nevertheless, during the present study higher tafies levels by nymphs were observed (0.54
+ 1.65 nymphs/host compared to 0.2 + 0.8 nymphs/modHumair et al. 1993). Similarly,
Borrelia infected ticks were infesting a higher proportidnradents in the present studil(

glareolus: 46.4%,A. sylvaticus:33.3% andA. flavicollis: 26%) compared to data from Humair
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et al. (1993) M. glareolus:25%, A. sylvaticus:43% andA. flavicollis 20%). Apparently, the
situation changed at SW, rodents harbor more nymaplsthey carry more infected ticks than
two decades ago.

The lower tick infestation of rodents trapped atdRpared to SW might be explained by
differences in questing tick behavior as mentioakdve and by results from previous studies at
PR showing the importance of red squirreBci(rus vulgariy as hosts for immature ticks
(Humair and Gern 1998, Moran Cadenas et al. 200} suggests that at PR subadult ticks
feed more frequently on squirrels than on rodehlisthe more so since a higher prevalence of
squirrel-associated specids, burgdorferiss andB. afzelii,was detecteth questing nymphs at
PR than at SW.

Borrelia genospecies

FourBorrelia genospecies were detected in questing t{gksafzelii, B. burgdorferi ss, B.
garinii, B. valaisiana):this large diversity oBorrelia genospecies reflects the diversity of hosts
- rodents, birds, middle and large-sized mammajdaying a role at both sites in the tick
developmental cycle and in the maintenance Bof burgdorferi sl. However, only two
genospeciesB( afzelii, B. bavariensjsvere identified in field-derived ticks attached dents
as well as in xenodiagnostic ticks. This illusteaterce again the host specificity displayed by
Borrelia species and confirms that rodents tran®niafzeliiandB. bavariensido feeding ticks
(Hu et al. 1997, Huegli et al. 2002). Interestinddy bavariensisvas observed only at SW and
this observation substantiates the presence ofBibiiselia species at that site (Hu et al. 2001)
and the first description of rodents as reservioire. bavariensigHuegli et al. 2002).

Co-feeding transmission

In many host-parasite systems, parasites are Bpatistributed in clusters on the
vertebrate hosts (Shaw et al. 1998). When infe@sdally nymphs) and uninfected (usually
larvae) ticks feed simultaneously in close proxympgathogens may directly pass from infected
to uninfected ticks, even in the absence of a syistenfection in hosts. This transmission
pathway that was previously described for Thogatd tick-borne encephalitis (TBE) viruses
(Jones et al. 1987, Labuda et al. 1997) has also teported for LB spirochetes (Gern and Rais
1996). During our study, a significant differencasrobserved between both sites concerning the
proportion of rodents simultaneously infested hyda and nymphs. In fact, at SW more than
the double of hosts (28%) was infested with co4fegdarvae and nymphs compared to PR
(11%).
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Although co-feeding transmission has been describetlB spirochetes in the laboratory
(Gern and Rais 1996, Hu et al. 2003), its roleature is not well known foB. burgdorferisl.
We observed that at PR larvae feeding simultangough nymphs on captured rodents were
significantly more infected than larvae feedinghwiiit nymphs. In particular this was the case
for Apodemusnice at this site. In contrast, at SW, there wasignificant difference when all
rodent species were considered. But when eachespe@s examined separately a significant
difference was observed for larvae feedingMnglareolus when they were co-feeding with
nymphs, but not oM\podemusspp. mice. How can we explain this? First, at 3Wdre larvae
infested rodents than at PR and the percentageosfs hinfested by nymphs (29%) was
significantly higher than at PR (13%). This imptes that at SW, a higher percentage of hosts
were probably already systemically infected if @ssumes that after the bite of infected nymphs
rodents, in particulaApodemusnice, remain infectious throughout their lives (&et al. 1994).
Moreover, it has been reported that the infectivay ticks of systemically infected rodents
increases with successive infestations by larvaer(@t al. 1994). Hence, most larvae attached
on Apodemusmice at SW were probably acquiring infection freadents that were already
infected even when they were feeding with nymphisis Tmay explain why at SW larvae
attached o\podemusnice did not display a difference in infectionaathen they were feeding
alone or simultaneously with nymphs. The situatisrdifferent for M. glareolusat SW or
Apodemusnice at PR: their infestation level was lower tfi@nApodemust SW. In fact, at PR
Apodemusnice had rare contacts with nymphs (globally ord¢slof rodents carried nymphs)
and at both sited/. glareolusdisplayed the lowest infestation level, with tlvést mean
numbers of larvae and of nymphs. The consequertbatipersistent or systemic infections were
probably less frequent among these individualsvaarthat were feeding with nymphs on these
rodents had higher chance to feed on hosts tha marsystemically infected compared to such
larvae feeding oM\podemusnice at SW. In this situation the effect of coeig transmission
on larval infection rate is more visible withoutethbackground” created by infection due to
persistent or systemic infection. This indicatest the perpetuation &. afzeliidepends both on
persistent infection in rodents and on co-feednaggmission on hosts and is modulated by the
frequency of contacts between hosts and both lamdenymphs, which varies among sites.

Here, although more than 25% of rodents at onevs#tee infested by co-feeding larvae
and nymphs, no infection by more than @wmrelia species was detected in ticks that fed on
these rodents. This suggests that co-feeding trigagm on rodents does not contribute to the
presence of infections by more than @wrelia species in questing ticks as we observed here

and does not participate in maintainiBgrrelia genospecies diversity. Nevertheless, it would be
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interesting to observe the role of co-feeding inntaaning Borrelia diversity at the intra specific
level.

Knowing that co-feeding transmission of TBE viru§BEV) is important for the
maintenance of the TBEV in endemic area (Randotphl.€1999), it is interesting to mention
here that SW, the site with the highest proportbhosts infested by co-feeding ticks, is known
as a TBE endemic area since 1984 (Wyler and Ma#ig4), whereas TBE cases have never
been reported at PR. As an interesting side-nopeospective study recently suggested that the
proportion of rodents with co-feeding ticks migla ne of the factors that distinguish a TBEV

focus from a non-TBEV focus (Burri et al. 2011).
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Figure 1. Seasonal evolution &f ricinus questing tick density at Portes-Rouges (PR) and
Staatswald (SW).
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PR

Larvae Nymphs
Host species No infested/ No Mean no per | No Mean no per
examined hosts host + SD host + SD
A. flavicollis 36/59 (61%) 453 7.7+15 11| 0.19+0.66
A. sylvaticus 30/52 (58%) 238 4.6x7 20 0.38+1.03
M. glareolus 32/54 (59%) 166 3.1+5.1 3 0.06+0.23
Total 98/165 (59.4%) 857 5.2+10.4 34 0.21+0.72
SW
Larvae Nymphs
Host species No infested/ No Mean no per | No | Mean no per
examined hosts host + SD host + SD
A. flavicollis 112/162 (69%) 2786 17.2+30.2 139 0.86%2.16
A. sylvaticus 24/50 (48%) 495 9.9+25.6 26 0.52+2.04
M. glareolus 149/255 (58%) 1386 5.4+10.1 85 0.33£1.06
Total 285/467 (61%) 4667 10+21.6 250 0.54+1.65

Table 1: Infestation of small mammals with larvatlanymphal. ricinus at Portes-Rouges (PR)
and Staatswald (SW). SD: standard deviation.

Stage | No infected/tested Distribution ofBorrelia species (%)
ticks (%) BA BG BB BV Bsp Mixed

P N 267/1497 (17.8) 127 (47.6) 62 (23.2 43 (16.1) (41) 18 (6.8) 6 (2.2)
R A 211/651 (32.4) 71 (33.6)| 62(29.4) 31(15.2) 2838) | 6(2.8) 13(6.2)

Total | 478/2148 (22.3) | 198 (41.4) 124 (25|9) 74%)5.)39(8.2) | 24 (5) 19 (4)
S |N 60/576 (10.4) 32(53.3)|] 11(18.3 3(5) 3 (5) (16.7) | 1(1.7)
WA 100/404 (24.8) 31 (31) 27 (27) 19 (19) 11 (11)| (99 3 (3)

Total | 160/980 (16.3) 63 (39.4)] 38(23.8 22 (13.8)14 (8.7) 19 (11.9) | 4(2.5)

Table 2: Distribution oBorrelia species in questing ricinus ticks collected at Portes-Rouges
(PR) and Staatswald (SW). N: nymphs; A: adults; BA:afzelii BG: B. garinii; BB: B.
burgdorferiss, BV:B. valaisiana Bsp: untypedorrelia.
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Hosts Nymphs Adults
Host species | Site No with infected ticks No infected BA | Bbav | Bsp No infected BA | Bbav | Bsp
/tested (%) ltested (%) ltested (%)
A. flavicollis |PR 5/17 (29.4) 43/157 (27.4) | 42| O 1 2/2 (100) 1 0 1
SwW 26/40 (65) 80/370 (21.6) 7 1 8 21/47 (44.7) 180 3
A. sylvaticus |PR 10/21 (47.6) 47/125 (37.6) 4 0 2 3/6 (50) 3 D
SwW 2/6 (33.3) 16/72 (22.2) 1 0 0 9/12 (75) 9 0
M. glareolus |PR 7/18 (38.9) 19/102 (18.6) 1 0 2 0/3 0 (
SW 13/28 (46.4) 53/166 (31.9) 5 0 Q 3/12 (25) 3 D 0

Table 3: Infection prevalence and genospeciesidigion of B. burgdorferislin I. ricinus feeding on different rodent species captured aeBo

Rouges (PR) and Staatswald (SW). BAafzelii; Bbav:B. bavariensisBsp: untypedorrelia



Hosts Xenodiagnostic ticks
Host species Site No with infected ticks/tested (%) No infected/tested (% BA Bbayv Bsp
A. flavicollis PR 4/6 (66.7) 23/75 (30.7) 19 0 4
SW 14/23 (60.9) 83/389 (21.3) 67 6 10
A. sylvaticus| PR 9/12 (75) 31/157 (19.7) 26 0 5
SW 2/7 (28.6) 8/120 (6.7) 7 0 1
M. glareolus PR 3/5 (60) 27/56 (48.2) 26 0 1
SW 7/8 (87.5) 37/107 (34.6) 35 0 2

Table 4: Infection prevalence and genospecieshlision of B. burgdorferisl in xenodiagnostit ricinusticks fed on different rodent species
captured at Portes-Rouges (PR) and Staatswald @&/ B. afzelii Bbav:B. bavariensisBsp: untyped.




3.2. Publication 2

Borrelia afzelii ospC genotype diversity inlxodes ricinus
guesting ticks and ticks from rodents in two Lynwrbliosis
endemic areas: contribution of co-feeding ticks.

Pérez David Kneubiihler Yvah Rais Oliviel, Jouda Fatimaand Gern Lise

Papier accepté pour publication dans Ticks and-Biatne Diseases

YInstitut de Biologie, Université de Neuchatel, 200€uchatel, Switzerland

Corresponding author: Dr Lise Gern
Institute of Biology-Laboratory of Eco-Epidemiolpg of
Parasites
Université de Neuchétel
Rue Emile-Argand 11
CH-2000 Neuchétel
Tel: 0041 32 718 30 52
Fax: 0041 32 718 30 01

E-mail: Lise.Gern@unine.ch




Abstract

In Europe, the Lyme borreliosis (LB) agents liRerrelia burgdorferisensu stricto
(ss), B. afzeliiand B. garinii are maintained in nature by enzoonotic transmissigcles
between vertebrate hosts abades ricinusticks. The outer surface protein C is a highly
antigenic protein expressed by spirochek@sng transmission from ticks to mammals as well
as during dissemination in the vertebrate hostsviBus studies based on analysisospC
gene sequences have led to the classificatiaspCgenotypes int@spCgroups. The aim of
this study was to analyse and compaspCgroup distribution among isolates of the rodent
associated genospecids, afzelii,at three levels (questing ticks, ticks feedingatents and
xenodiagnostick ticks). Isolates were obtainedrdya study carried out in two LB endemic
areas located on the Swiss Plateau (Portes-Rokgdsand Staatswald (SW)) where rodents
were differently infested by co-feeding ticks (P2et al. submitted).

Overall, we identified 10 differenbspC groups with different distributions among
isolates from questing ticks, ticks that detachednfrodents and xenodiagnostic ticks at the
two sites. We observed a higrespCdiversity among isolates from ticks that fed odewts
at SW, and mixed infections by twaspC groups were also more frequent among isolates
from ticks that fed on rodents at SW (n=18) thaRRt(n= 1). At both site®. afzeliiisolates
obtained from larvae that were feeding on the rtglsimultaneously with nymphs displayed
a higher diversity obspCgroups (mean number ospCgroups: 2.25 for PR and 1.75 for
SW) than isolates from larvae feeding without nysigmean number adspCgroups: 1.17
for PR and 1 for SW). We suggest that co-feedimmpamission ofBorrelia, previously
described in laboratory models, contributes in reaim promoting and maintainingspC

diversity within local tick populations.

Key words:Borrelia afzelii,co-feedingpospCgroups,Ixodes ricinusyodents

Introduction

Lyme borreliosis (LB) is a multisystemic tick-bordesease caused by spirochetes of
the Borrelia burgdorferisensu lato (sl) complex. The first clinical sighld is a primary
skin lesion callecErythema migrangEM) that spreads from the site of the tick bltater,
bacteria may disseminate to secondary sites andéndifferent clinical manifestations, i.e.,
articular (arthritis), neurological (neuroborreli®)s cardiac and cutaneous (Strle and Stanek,

2009). In Europe, the tickkodes ricinusis the main vector oB. burgdorferisl and the

74



genospecies the most frequently reported as patiof®m humans ar8. burgdorferisensu
stricto (ss)B. afzelii B. garinii, B. spielmaniandB. bavariensigBaranton and De Martino,
2009; Margos et al., 2009). In nature the spiraehpopulation is maintained by a
transmission cycle involving. ricinus ticks and some of their vertebrate hosts like for
example Apodemusmice, Myodes (Clethrionomysyoles, dormice, hedgehogs, squirrels,
various species of ground frequenting birds, arartls (Piesman and Gern 2004).
Plasmid-encoded outer surface protein C is a m2@skDa protein expressed B
burgdorferi during transmission of spirochetes from ticks tanmmals as well as during
dissemination in vertebrate hosts (Schwan et 8B51Montgomery et al., 1996; Pal et al.,
2004). The genetic diversity at thepClocus has led to a classification into groupslieies.
On the basis 0bspCsequence analysis, Wang et al. (1999) defiogulC major groups as
groups of alleles that are different in >8% of thaicleotide sequence from alleles in other
ospCgroups and <2% different from other alleles in slaee groups. In 1999, Seinost et al.
(1999) described 2bspC groups based oB. burgdorferiss sequence divergence among
which four cause systemic infections in humansaiBér of B. burgdorferisl| isolated from
clinical samples in disseminated forms (referreddoondary sites) were defined as invasive.
In North America, whereB. burgdorferi ss clearly dominates, Brisson et #2004)
demonstrated that each vertebrate host speciesaturenis infected by a subset Bf
burgdorferi ssospC groups but never by atispCgroups identified in questing ticks. They
observedospC frequency distribution within differenB. burgdorferi ss populations and
suggested that this locus was under balancingtsmetaused by the host immune response.
This type of selection can maintain genetic ditgrsiithin a population when the
environment is heterogeneous and no one genotyme tha highest fitness in all
environments.B. burgdorferi ss infects a huge variety of vertebrates correspondimg
heterogeneous niches aoshbCgroups frequency distribution should differ if thimess of a
strain depends upon an interaction betwesnCgroups and host species factors. Inter- and
intra-specific difference between hosts could boperate in this system to maintasspC
polymorphism (Brisson et al., 2004).

In Europe, 58spCgroups were defined within the three main pathamyepeciesB.
burgdorferiss (220spCgroups),B. garinii (22 ospCgroups) and. afzelii(14 ospCgroups),
(Seinost et al., 1999; Baranton et al., 2001). Qiflyof these groups contained all of the
invasive strains isolated from different clinicangples. Lagal et al. (2003) extended the
investigation and identified a total of 24 invassteains belonging to 68spCgroups within

the threeBorrelia pathogenic species.
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The aim of this study was to compargpCgroup distribution in the rodent associated
genospecies. afzelii, within two LB endemic areas located on the Swikdgelu (Portes-
Rouges (PR) and Staatswald (SW)). Therefore, westigated the intra-specific diversity of
ospC groups amond3. afzeliiisolates from questing ricinus ticks, ticks infesting small
rodents and xenodiagnostic ticks fed on these hbstswere obtained in a previous study
(Pérez et al. submitted). In this context, we weaeticularly interested in the role of co-

feeding transmission in the maintenanc® oafzelii ospQiversity.

Material and Methods

Borreliaisolation from I. ricinus

Spirochetes were isolated from questing ticks, stideeding on rodents and
xenodiagnostic ticks from a previous study that wasied out in two mixed forests located
on the Swiss Plateau: SW (Ins, Canton Bern, 43&waébn, 46°92’North, 07°07’East) and
PR (Bois de I'H6pital, Neuchatel, Canton Neucha#al;01'N and 06°56’'E) (Pérez et al.
submitted).

Briefly, questingl. ricinus ticks were collected by flagging low vegetationdan
maintained in the laboratory at relative humiditgse to saturation and room temperature
until processed for spirochete isolation (withito710 days). Lived-trapped rodentdyodes
glareolus, Apodemus flavicollis, A. sylvatitwgere brought into the laboratory and caged
individually over a pan of water until the feeditigks dropped off. One week later, a
xenodiagnosis was performed. Briefly, about 10ficinus larvae, from a laboratory colony
free of Borrelia infection, were placed on rodents and allowed rigoege until repletion.
Ticks collected from rodents and xenodiagnostikstizwere maintained as described above
and were processed fBorrelia isolation one month after their moult.

Borrelia isolation from questing ticks, ticks collected mdents and xenodiagnostic
ticks was performed in BSK medium. Ticks were lbyiefoaked in 70% ethanol and
individually squashed with sterilised forceps ifbea containing modified BSK-II medium
(Sinsky and Piesman, 1989). The culture mediums wereened by dark-field microscopy

after 7 and 14 days of incubation at 34°C.
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Borrelia genospecies identification by PCR andestriction fragment length
polymorphism

For DNA extraction, 1,5 ml of positive spirochetabsultures were washed by
centrifuging and double washing with 1 ml of PBS®Ig. Pellet was suspended in plOof
ultra-filtered water and DNA was extracted aftezubation at 100°C for 10min according to
Postic et al. (1994). Thermolysates were storeeR@tC until use for Polymerase Chain
Reaction (PCR).

PCR and restriction fragment length polymorphisrkl{R) were used to identify the
Borrelia species (Postic et al., 1994). Briefly, the vdeatpacer region between two repeated
genes encoding for ribosomal 23S and 5S using psimePl (5-
CTGCGAAGTTCGCGGGAGA-3') and P2 (3-TCCTAGGCATTCACOMA-3) was
amplified in aWhatman Biometra T Gradient Thermocycler 96 (Gggm Germany).
Negative and positive controls were included inhe®CR. In negative controls, water
replaced DNA samples. For RFLP, positive PCR prtsluere digested overnight wilsd
restriction endonuclease (Postic et al., 1994)thrd separated by electrophoresis in a 16%
acrylamide gel for 1h 30min at 120 V. Digested DMAs stained with ethidium bromide.

Only B. afzeliiisolates were further analysed to identify téispCgroup.

ospC group identification by PCR and cold single strandconformational polymorphism
analysis

TheospCgene ofB. afzeliiisolates was amplified by PCR as described by ILetgal.
(2003). A 277 bp fragment of the variable centrait wf ospCwas amplified using forward
primer B1 (SC32): 5-AAAGCTATTGGTAAAAAAAT-3" and reerse primer B2 (OspC9):
5-GTTTTTAAAATAGCT(TG)(TC)TTTTG-3'. PCR amplificatbns were carried out in a
Whatman Biometra T Gradient Thermocycler 96 (Gggim Germany) using the following
conditions: 94°C for 3 min followed by 34 cycles3#°C for 1 min, 55°C for 1 min, 72°C for
1 min and a final extension at 72°C for 9 min. P@Rducts were separated by
electrophoresis in a 1% agarose gel and stainddethiidium bromide.

For cold SSCP analysis, 4 of PCR product were added tqa#tdenaturation solution
(94% formamide, 0,05% xylene cyanol) in a 10Qube and heated at 98°C for 5 minina T
Gradient thermocycler. After heat shock, sampleewamediately placed into ice to prevent
DNA hybridization. Samples (sixd) were loaded on a denaturated polyacrylamide gel
(GenGel Excel 12.5/24 Amersham Pharmacia Bioteulitz8rland) and electrophoresis was

performed in a temperature-controlled electrophsresystem (GenPhor Amersham
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Pharmacia Biotech, Switzerland) at 6°C, with atfitsh at 600 V, 25 mA, 15 W for 10 min
and then a second run at 600 V, 37 mA, 21 W for02m3odified from Lagal et al., 2003).
Gels were revealed by silver staining accordingnémufacturer’s instruction (Plus One DNA
Silver Staining Kit, Amersham Pharmacia Biotechjt3erland).

Amplicons of samples that displayed the most fratjusmdetermined SSCP profiles
were sequenced by Synergene Biotech GmbH (Schji€keitizerland).

Statistical analysis

The Goodness-of-fit test was used to test theilbligion of the variou®spCgroups.
The chi-square Goodness-of-fit test with unifornstdbution was used to compare the
distribution of the genotypes in the two studig@ssiand in the ticks fed on the various host
species. The Chi-square test and the Fishersvierst used to compare the frequencies of the
various genotypes between sites and between tedksoh various host species. Statistical
results were considered significant if the p-valmas less than 0.05. All statistics were
calculated with S-Plus 7.0 for Windows (InsightfRkginach, Switzerland).

Results

Overall, 392B. afzeliiisolates obtained from questing ticks (n=132), haaliticks
that detached from captured rodents (n=123) anddiagnostic ticks (n=137) were tested by
PCR and SSCP. TewmspCgroups were identified among theBe afzeliiisolates (Table 1).
Their distribution among isolates from questingsicticks that detached from rodents and
xenodiagnostic ticks differed significantly betwedme two studied sites (Fisher’s test,
questing ticks: p< 0.001, ticks from rodents: p€0d, xenodiagnostic ticks: p< 0.001)
(Figure 1).

B. afzelii ospC groups isolated from questing ticks

A total of 81B. afzeliiisolates from questing ticks collected at PR ahd5afzelii
isolates from ticks collected at SW were testedPBR and SSCP. Nine differemépCgroups
were detected among isolates from questing tickeated at the two sites: six invasive (Al,
A2, A3, A4, A5 and A6) and one non-invasigspCgroup (VS461) as well as two groups,
ME and YU, (pending accession numbers), with SS@HI@s that did not match with any
published SSCP profiles (Table 1, Figure 1). Sedifierent ospC groups were detected in
questing ticks at SW and eight at PR (Table 1).irTdistribution at each site was not uniform
(Goodness of fit test, PR: p=0.001 and SW: p< 0.G0MW the distribution of the different
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groups between sites was different (Fisher exast, pa 0.001). YU was the dominant group
among questing ticks at PR (17/83, 20.5%) and wdseguent as A6 (17/83, 20.5%) sharing
the highest values for this site but without bestatistically more frequent than ME (13/83,
15.7%, Chi-square test, p= 0.54). At SW, YU (17/53.3%) was dominant, but similarly was
not more frequent than Al (16/51, 31.4%) (Chi-squiast, p=1). Interestingly sonuspC
groups, like A2, A5, VS461 at PR and A4 at SW, wagtected in questing ticks only.

B. afzelii ospC groups isolated from ticks feeding on rodents
A total of 123B. afzeliiisolates obtained from moulted ticks that detacinech 19 rodents
belonging to three specieA.(sylvaticus, A. flavicollis, M. glareolusvere tested and seven
different ospC groups were identified among them (Table 1, FiglyeAt both sites, the
distribution of the variousspCgroups among isolates from ticks that fed on rtgleras not
uniform (Goodness of fit test, PR: p< 0.001 and $#/0.001 for) and the distribution of the
different groups between sites was different (Figh@ct Test, p= 0). FowspCgroups (Al,
A6, ME, YU) were identified among 47 isolates fraoicks that detached from seven rodents
trapped at PR and sevespCgroups (Al, A2, A3, A4, A6, ME, YU) were detectech@ng
76 isolates from ticks that engorged on 12 rodanhtSW (Figure 1). ME was the dominant
ospCgroup (25/48, 52.1%) among isolates from ticks thed fed on rodents at PR (Chi-
square test, p= 0.006) whereas YU was the domgranip at SW (46/90, 51.1%) (Chi-square
test, p= 0.006).

At both sites, we identified a higher mean numidesspCgroups (PR: 2.25 and SW:
1.75) among isolates from larvae that were feedmgodents infested by larvae and nymphs
than from larvae feeding on rodents infested bydaronly (PR: 1.17 and SW: 1) Wilcoxon
Mann Witney test, PR: p=0.04; SW: p=0.029).

B. afzelii ospC groups isolated from xenodiagnostic ticks

Xenodiagnosis performed on 19 rodents allowed ttedyais of 137B. afzeliiisolates (n=42
for PR and n=95 for SW) by SSCP (Table 1). SexgnCgroups (Al, A2, A3, A4, A6, ME,
YU) were identified (Table 1, Figure 1). At PR, diwspC groups (Al, A4, A6, ME, YU)
were identified in isolates from xenodiagnostiksi@and YU was the dominant group (25/42,
59.5%, Chi-square test, p= 0.008) (Figure 1). Sirhi] at SW five ospC groups were
recorded among isolates from xenodiagnostic tigkls A2, A3, A6, YU). A1 was dominant
(47/99, 47.5%) followed by YU (33/99, 33.3%, Chusge test, p= 0.059). The distribution of
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ospCgroups among xenodiagnostic tick isolates wasundbrm (Goodness of fit test, PR:
p=0 and ST: p< 0.001) and differed between sitesh@f exact Test, p< 0.001).

Mixed infections by B. afzelii ospC groups.

Isolates containing more than cogpCgroups were obtained from two questing ticks at PR
(one with A5-YU, one with A5-A6) whereas none wdsntified at SW. Among isolates from
ticks that detached from rodents, infections witbrenthan onespC groups were detected
once at PR (Al-YU) and in 14 isolates from tickiexied from 4 rodents at SW (four with
Al-A2, one with A3-YU, six with A6-YU, two with AT¥YU and one with A8-YU). No
infection by more than onespCgroup was detected in isolates from xenodiagnaists that
fed on rodents from PR whereas more than one gnagpidentified in four isolates from
xenodiagnostic ticks collected from 2 rodents frBMV (one with A1-YU, two with A2-YU
and one with A6-YU) (Table 1). Overall, tlespC groups the most frequently involved in
mixed infections were A6 (8/39, 20.5%), followed Ay (2/11, 18.2%) — present at PR only-,
and YU (15/149, 10.1%). At SW, sonuspC groups showed high prevalence of mixed
infection. In fact, at this site, 46% (6/13) of repentatives of A2 were involved in mixed
infections, followed by 35.3% of isolates of grodf and 25% of isolates belonging to group
YU. Conversely no representative of group ME (n=66)group A4 (n=5) was involved in

mixed infections.

Discussion

In this study, we focused our attention on dspC gene diversity among. afzelii
isolates obtained from free-living ricinus and froml. ricinus that engorged on rodents at
two different LB endemic areas in Switzerland. Qungsticks showed higheospC group
diversity at PR and SW compared to ticks that egegron rodents and xenodiagnostic ticks,
except for ticks that detached from rodents at 8HCis a highly antigenic protein that
induces a strong immune response in vertebrates lfdéiske et al., 1993; Margolis et al.,
1994; Stevenson and Barthold, 1994) that quickiiyielhtesBorrelia with certain antigenic
OspC epitopes and according to Brisson et al. (R@dients can only be infected by soBie
burgdorferi ss ospC groups. Therefore, it is not surprising that soospC groups in the
present study were not detected at the host lexegl & they were identified in questing ticks.

Several studies have demonstrated thab#pgenetic diversity within a population
is almost equal to the worldwide diversity suggesgtihat geographic variations should not

influence frequency distribution iaspC groups (Wang et al., 1999; Seinost et al., 1999).

80



However, in the present studgspC group distribution among questing ticks, ticksttha
engorged on rodents and xenodiagnostic ticks diffebetween the two collection sites
leading us to postulate that geographic paramsterald be taken into account, some groups
being maintained only in restricted geographicabar Here, the two studied sites displayed
different ecological conditions. In fact, at SWdemts were infested by a higher mean
number of ticks (10 larvae and 0.54 nymph vers@ddé&yvae and 0.2 nymph at PR) and more
rodents displayed an infestation by co-feedingdarand nymphs (28%) than at PR (11%)
(Pérez et al., submitted).

Co-feeding transmission @. burgdorferisl between infected ricinus nymphs and
uninfected larvae has been reported in the labord@ern and Rais, 1996). However its role
in nature is poorly documented. Pérez et al. (stibd)i reported that larvae feeding
simultaneously with nymphs were significantly moriected byB. afzeliithan larvae feeding
alone (for example, at PR 44% of larvae feedindiwiymphs were infected and 18.8% of
larvae feeding without nymphs), suggesting thatesmling transmission enhancBd afzelii
infection prevalence in larvae. Here, we obsentet ait the intra-specific leveB. afzelii
isolates obtained from the larvae that were feedingthe rodents simultaneously with
nymphs displayed a higher diversityagpCgroups (mean number opCgroups: 2.25 for
PR and 1.75 for SW) than isolates from larvae fegdvithout nymphs (mean number of
ospC groups: 1.17 for PR and 1 for SW). This shows thainphs that were feeding
simultaneously with larvae contributed to enharoe diversity ofospC groups in larvae
through co-feeding transmission. Because co-feetithg were more frequently observed at
SW the contribution of co-feeding transmission agpC diversity is higher at this site.
Similarly, we postulate that the higher diversifyogpCgroups detected in moulted ticks that
detached from rodents at SW (n=7) than at PR (me#)pared to the diversity in questing
ticks at SW and PR (n=7 and n=8, respectively) migh due to more frequent co-feeding
transmission ofBorrelia at SW. Mixed infections by tw@spC groups were also more
frequent among isolates from ticks that fed on ntsl@at SW (n= 18) where almost one third
of rodents were infested by co-feeding ticks thaPR (n=1), a site where 11% of rodents
only were infested by larvae and nymphs (Pérez. eduamitted). All this indicates that co-
feeding transmission plays a role in the mainteaasfospCgroups in nature. Interestingly,
investigatingB. afzeliidiversity at the intra-specific level allowed relvaa important aspect
of co-feeding transmission. This contrasts withultssobtained at the species level showing
that co-feeding transmission on rodents does nairiboite to the presence of more than one

Borrelia genospecies in questing ticks and does not paateiin maintainingBorrelia
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genospecies diversity although it enhances tickciiidn prevalence (Pérez et al. submitted).
At the intra-specific level, the contribution of-&eeding transmission in the maintenance and
in the diversity ofB. afzelii ospCgroups is probably associated with biological nagitms
specific to the variousspCgroups that regulate host-tick-host transmissi®is. observed
that someospCgroups were more frequently involved in mixed atiens than other groups.
For example, 20.5% of representatives of A6 and%f YU at both sites were involved in
mixed infections. Higher percentages were evenrebdeat individual site, reaching 35.6%
of representatives of A6 at SW involved in mixeteations, 18.2% of A5 at PR, 25% of YU
at SW and even 46% of A2 at SW. Conversely, noasgtatives obspCgroup ME or A4
was ever identified in mixed infections, suggestingt some groups better disseminate in the
host and that some others are probably betternistiesl through co-feeding transmission, or
because they probably remain at the inoculatioea &t a longer period. Currently, the
dynamic of transmission d@orrelia genospecies at the intra specific level betweestshand
ticks and among ticks remains a poorly exploitettifiof research, particularly concerniBg
afzeliiandB. garinii.

The presence of ramspCgroups, like A2, A5, VS461 at PR and A4 at SWi ihare
detected in questing ticks only, could be explailgdthe sampling size or by different
biological processes. One explanation could be dqoasting ticks have acquired these rare
ospCgroups while feeding on another host as for exanspuirrels $ciurus vulgari that,
like small mammals are hosts for immature ticks sewkrvoirs foB. afzelii(Humair et al.,
1998; Moran Cadenas et al., 2007). In fact, twaheke rarespCgroups, A5 and VS461,
were identified at PR only, a site where squirtedse been reported as important hosts for
ticks and forB. afzelii(Humair et al., 1998; Moran Cadenas et al., 200fgrefore, it would
be interesting to further investigate the competenicsquirrels for the differemtspCgroups
at this specific site. Another explanation for firesence of rarespCgroups might be found
in the biology of the spirochetes. In fact, recgnteveral studies have demonstrated that
genotypes ofB. burgdorferi ss displayed different dynamics of host-to-tickngsmission
efficiencies and different dissemination pattem$&eromyscus leucoputhe main reservoir
host in North America (Derdakova et al., 2004; Haova et al., 2008). As already
mentioned, concernindd. afzelii ospC groups nothing is known on their host-to-tick
transmission efficiencies and therefore possibipesB. afzeliigenotypes do not persist long
enough in rodents or are not efficiently transnditfeom rodents to ticks leading to low
prevalence of these groups in questing ticks asrebd here. Those intraspecies variations

have not yet been investigated RirafzelliospCpopulations but could influenaspCgroup
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distribution among free-living, questing and xeragptiostic ticks. Therefore studies on the
infectivity of B.afzeliiospC groups for ticks and hosts are needed to bettderstand the
natural situation observed at the two study sidisthe more so since such data (Derdakova
et al., 2004; Hanincova et al., 2008) allowed Gataivet al. (2009) link those differences in
maintaining, transmission and dissemination betweburgdorferiss genotypes to climate
and tick seasonality, showing that the climate-eissed variability in the timing of host
seeking ticks influenced heterogeneity and frequeficomeB. burgdorferissgenotypes.

The three pathogeniB. burgdorferisl are preferentially associated with a given
clinical presentationB. burgdorferiss with arthritisB. garinii with neurological symptoms
andB. afzeliiwith cutaneous syndromes (Assous et al., 1993ic@at al., 1993; Van Dam et
al., 1993).It is possible that the course of symptoms wilFetiffor the variousospCgroups
within a single pathogenic genospecies, some gralyesto their invasiveness, may promote
a more severe disease than othespC gene, according to its sequence can be used for
epidemiological studies of tick isolates or EM &tek in order to evaluate the proportion of
invasive strains and to predict infectivity and magenesis in humans in a geographic area
(Seinost et al., 1999, Wang et al., 1999, Baraetoal., 2011, Lagal et al., 2003). Therefore,
extensive geographical studies to determine theilgision and frequency obspC groups
into local areas should be encouraged.

This paper represents a step towards a better staddimg of tick-rodenB. afzelii
relationship by showing the importance of co-fegdin maintaining and promotingspC
groups diversity. Further studies investigating tbée of co-feeding transmission in the
diversity of B. burgdorferisl at the intraspecific level in other natural syss, like in the

system involvingB. garinii and several species of birds are encouraged.
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Figure and table
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Figure 1: Distribution of the differemtspCgroups amon@. afzeliiisolates obtained from
questing ticks, ticks feeding on rodents and xesgrbstic ticks at Portes-Rouges (PR) and

Staatswald (SW).
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ospC groups

PR Al A2 | A3 | A4 | A5 A6 A8 ME YU | VS461

Questing ticks

(n=81 isolates*)

Ticks fed on roden
(n=47 isolates*,

7 rodents)

Xenodiagnostic
ticks
(n=42 isolates,

7 rodents)

SW

Questing ticks

(n=51 isolates)

Ticks fed on
rodents
(n=76 isolates*,

12 rodents)

Xenodiagnostic
ticks
(n=95 isolates*,

12 rodents)

Table 1. Distribution of ospC groups in questing ticks, ticks fed on rodents and
xenodiagnostic ticks at Portes-Rouges (PR) andsStald (SW).X : X: number of infected
ticks;Y number of rodents with infected ticks.

* some isolates contained more than oepCgroups, see text
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4. Discussion générale

Le point de départ de cette thése a été la puldlicate différents travaux portant sur la
diversité génétiqgue du germspC chezB. burgdorferisl (Seinost et al. 1999, Wang et al.
19994, , Baranton et al. 2001, Lagal et al. 20@8nEart et al. 2005). Ces études ont permis la
classification de populations de borrélies en gesugspC selon leur degré de similitude
génétiqueDe plus, grace a ces travaux, une corrélation éatoaractére invasif des isolats
chez I'étre humain et les groupespCa été établie. Néanmoins, les différentes reclesrch
précédemment citées n’intégraient pas plusieurbl@matiques intéressantes pour notre
laboratoire, telles que par exemple l'influence daations entres les hotes-réservoirs et les
tigues et notamment les tigues en co-feeding sufivarsité des groupesspC Afin de
pouvoir intégrer ces différentes variables a nagaherche sur la diversité des groupssG
nous avons choisi de travailler sur deux populatida tiques. ricinus dans deux sites, le SW
et les PR. En plus des récoltes mensuelles destilijores, nous avons également piégé les
micromammiferes, hétes de choix pour les borrétless les sites considérés. En raison de sa
spécificité pour les micromammiferes (Humair etl&l95, 1999, Hu et al. 1997, Richter et al.
1999, Piesman and Gern, 2004), la génoespgceafzelli a été choisie. Le modele

« micromammifereB. afzelii» nous a également permis d’obtenir en laboratieserésultats
sur les tiques se nourrissant sur les rongeurdjdess de xénodiagnose et de mener a bien
nos travaux sur le co-feeding. Nous possédions amsadre idéal pour observer la diversité
des groupesspCdeB. afzeliidans 2 sites et cela a plusieurs niveaux (tigbess|, tiques se

nourrissant sur les rongeurs, tiques de xénodiagebgues se nourrissant par co-feeding).

La premiere partie de cette these a été consadigagyaisition et au traitement du matériel et
des données récoltées nous permettant ensuite natgse en laboratoire de ce matériel.
Néanmoins, les étapes de récolte et de laborateimont superposées tout au long de cette
thése. Les techniques déja éprouvées dans notipayoe recherche telles que la collecte des
tiques libres au drapeau, discutée plus en dégpailsla suite, la récolte des tiques s’étant
nourries sur les rongeurs, la xénodiagnose, laumyltlisolement et le génotypage des
borrélies se sont révélés étre des outils de fraiem adaptés a notre étude. A noter que la
capture des rongeurs en utilisant des piéges telsegété efficace notamment au SW (SW :
0.3 rongeurs par piége et par nuit, PR : 0.11 rarsgpar piége et par nuit) avec peu de déces

observés, méme durant les mois froids d’hiver.dcihique du drapeau s’est avérée adéquate
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dans la récolte des tiques libres bien que cefteoahe présente des inconvénients : en effet,
la végétation dense, les branches et ronces le dhngite de prélévement au SW ont
représenté différents obstacles pour le drapeaunt@uipu pénétrer les strates les plus
inférieures de la végétation. Cette problématigéj@ décrite par d’autres auteurs (Carroll et
al. 1992 et Vassallo et al. 2000) peut déboucheuse sous-estimation du nombre de tiques
récoltées puisque celles se trouvant proches daes@euvent étre atteintes par le drapeau.
Notons que ceci est particulierement importantgotiss’agit d’estimer la densité des tiques
et plus encore lorsque la densité des tiques espae entre différents biotopes comme cela
est le cas dans notre travail.

Le choix de la SSCP nous a semblé une évidenceomuent de définir la technique nous
permettant d’étudier la diversité du geospC cette technique ayant permis dans les
recherches précédemment citées la caractérisatigralipeospCbasés sur de tres faibles
variations nucléotidiques. La SSCP est un puiseatit de screening permettant de réunir
facilement des isolats en groupes présentant leen@wfil de migration électrophorétique.
Bien que cette technique soit simple d'utilisatieh facilement implantable dans un
laboratoire, différents inconvénients peuvent édleves. L'interprétation visuelle des gels
n'est pas particulierement aisée, une méme soumineapt présenter de faibles différences de
profils apres migration sur deux gels différentsauire part, le traitement des groupes ne
pouvant étre rattachés a des profils déja caraéwd’est avéré fastidieux. En effet, réunir des
groupes inconnus n’est pas aisé, en raison du ueadgq profils de référence. De plus, le
besoin de recharger sur un méme gel les groupeblasnprésenter le méme profil de
migration s’est révélé par moment long et laboriduutilisation d’'un logiciel de traitement
d’'image pourrait peut-étre réduire les inconvérsatdécrits ci-dessus. L’analyse génétique de
ospCa éte, au cours des dernieres années, réalisaeagbautres outils moléculaires tels que
le « multilocus sequence typing » (MLST) (Qiu et 2004, Attie et al. 2006, Margos et al.
2008) ou le séquencage (Lin 2002, Earnhart 200%@utkes groupes de recherches ont utilisé
une technique actuellement implantée dans notrerdétire, la « reverse line blot » (RLB)
(Qiu et al. 2002, Brisson et al. 2004, Wormser .e2@08). La RLB est une méthode efficace
permettant le génotypage d’échantillons dont Iéses sont connus, le séquencage n’étant
pas réalisable dans des échantillons multi-alleg(Brisson et al. 2004). Qui et al. (2002)
décrivent de fagon claire et compléete les avantagdss inconvénients de la SSCP et de la
RLB dans le cadre de I'analyse génétiquensileC.La RLB est plus sensible et les résultats
mieux interprétables que ceux obtenus par gel STFANMoIns, la SSCP présente

'avantage de détecter des variations mineuresédaences d’ADN sans besoin d’élaborer
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des sondes spécifiques et représente un outil rdersng intéressant a I'heure d’étudier la
génétique d’'une population dont la diversité aliégd n'est pas connue. En résumé, les
différentes méthodes précédemment citées sont éomapitaires et adaptables selon le cadre
de recherche, au génotypage de OspC.

Dans notre étude, la densité faible de nymphesuétegbservée au SW (CTD 2003 : 4807,
2004 : 8403, 2005 : 3004) contraste avec le norélen& de stades immatured. dicinus se
nourrissant sur les rongeurs de ce site. En éffetrongeurs du SW présentaient en moyenne
10+21.6 larves et 0.54+1.65 nymphes, soit le douwdela moyenne observée pour les
rongeurs des PR (5.2+10.4 larves et 0.21+0.72 nggjphlors que ce site présentait des
densités de nymphes libres plus importantes (CTEB2A2054, 2004 : 9192, 2005 : 5144).
Nous estimons donc que la faible densité de nympheguéte au SW, contrastant avec un
nombre important de tiques se nourrissant surdagaurs, peut étre expliquée par le biais
méthodologique introduit par le drapeau. Néanmainssomportement différencié des stades
immatures d. ricinus (qQuéte plus basse sur la végétation, quéte de eniitg les deux sites
pourrait également expliquer nos résultats.

Nous avons également observé un décalage enttwit@saisonniere des tiques libres et des
tigues se nourrissant sur les rongeurs et cela ldandeux sites (Pérez et al. submitted). En
effet, des stades immatures l.d’ricinus ont fréquemment été détectés sur les
micromammiferes durant les mois de février a mar@me en été alors que le nombre de
tiques libres récoltées au drapeau diminuait. €ggltats laissent supposer que les tiques sont
en fait actives durant une plus longue période @ugue pourrait laisser supposer la récolte
au drapeau des tiques en quéte. En plus du décalzgprvé lorsque I'on superpose les
activités saisonniéres des populations de tiqbesdiet celles se nourrissant sur les rongeurs,
un décalage similaire est également observé en a@mipl’activité saisonniére des tiques
libres et la saisonnalité du nombre de piqlres dizmme (Huegli et al. 2009 ; FOPH,
2010. En effet, chez 'Homme les piqlres sont plysortantes en été alors que la densité des
tiques libres a trés fortement diminué a cetteqoieride I'année. Les valeurs de densité de
tiques libres seules ne semblent donc pas étreamgtre suffisant pour déterminer sur une
zone donnée le risque de contact entre Homme efedjqles tiques étant, comme
précédemment expliqué, actives durant une plusulnmgriode que ce que pourrait laisser
supposer la récolte au drapeau seule. Ceci esbinh important a prendre en considération
lors de campagnes de prévention.

Bien que le nombre de rongeurs infestés ait étdasimentre les 2 sites (PR : 59.4%\V :

61%), les rongeurs infestés au SW portaient un merplus important de tiques, tant au
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niveau des larves que des nymphes. Il est intéresia noter que le genmdpodemus
présentait des taux d’infestations plus élevésoguex observés chez le gegodes comme
déja décrit par d’autres auteurs (Humair et al.31®Qrtenbach et al. 1995, Gray et al. 1999 ,
Michalik et al. 2005). Néanmoins, la xénodiagnos#émontré que le genMyodesétait le
genre le plus infectieux pour les tiques et celalesi deux sites, corroborant les résultats de
Humair et al. (1999). Cependant, ces auteurs rmgastanalysé les tiques aprés la mue. Or on
sait que les tiques présentes sur le geyedesse nourrissent et muent de facon peu
optimale (Dizij et Kurtenbach, 1995) a cause duettypement d’'une résistance immunitaire
contrel. ricinus. Ainsi, nos résultats obtenus post-mue démontrest lg contribution du
genreMyodesa I'infection des tiques semble malgré tout plapartante que précédemment
proposeée.

Le nombre faible de rongeurs piégés au PR et les ddnfestations faibles nous laissent
supposer que d’autres micromammiféres devraierdedgamt Etre pris en compte sur ce site,
tels que les écureil$( vulgari3. En effet, il est envisageable que les écurgadsisitionnent
une partie non négligeable du stock disponiblesiades immatures Id’ricinus qui ainsi ne
pourront infester les micromammiferes dans ce &ite effet, les travaux de Humair et al.
1998 et de Moran Cadenas et al. 2007a ont démlintpbrtance des écureuils comme hotes
d’l. ricinus dans ce site. Il est également intéressant de gotB. afzeliiet B. burgdorferi

ss, des génoespeces connues comme associées aemilgcprésentaient des prévalences
plus élevées aux PR quau SW parmi les isolats gmant de nymphes en quéte, laissant
supposer gu'un nombre important de larves s'étammirries sur les genrellyodes
Apodemust Sciurus aux PR. A noter également que nos travaux orftirowd les différentes
recherches décrivant I'association erBreafzeliiet les rongeurblyodesspp etApodemuspp
ainsi que la transmission possible par ces derdieB. bavariensigHu et al. 1997, 2001,
Huegli et al. 2002).

Le nombre de rongeurs portant simultanément dephgmet des larves était deux fois plus
important au SW (28%) qu'aux PR (13%), décrivanh@on cadre de transmission Be
afzelii par co-feeding potentiellement plus favorable sirsite. Notons que le SW est une
région endémique de I'encéphalite a tiques (Wyléviatile, 1984) et que la transmission par
co-feeding du virus responsable joue un rble ingmirtdans la persistance du virus de
I'encéphalite a tiques dans un site (Randolph.e1389 ; Burri et al. 2011). Bien que le rble
du co-feeding dans la transmissionRieburgdorferisl| ait été démontré en laboratoire (Gern
et Rais, 1996), son réle et son importance danatlare restent peu étudiés. Dans notre étude,

nous avons montré que l'infestation des rongeurslea tiques en co-feeding n’engendre pas
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de diversité au niveau des génoespéces de bormékesvées dans les tiques en quéte puisque
seule B. afzelii a été détectée au niveau des larves et des nymgesourrissant
simultanément sur les rongeurs (mis-a-part un tisd&aB. bavariensisprovenant d’une
nymphe s’étant nourrie au stade larvaire sur ugeandu SW). Le phénomeéne du co-feeding
ne permet donc pas le maintien d’'une diversit®&deurgdorferisl au niveau interspécifique.
Par contre, il est intéressant de noter que leeediig est un promoteur de l'infection chez les
larves se nourrissant sApodemuspp aux PR et sM. glareolusau SW. Afin d’expliquer
ces observations, il est important de considérerpi®fils d’infestation des rongeurs pour
chaque site. Comme précédemment expliqué, les uomghi SW présentaient en moyenne
10+21.6 larves et 0.54+1.65 nymphes, soit le doud#ela moyenne observée pour les
rongeurs des PR (5.2+10.4 larves et 0.21+0.72 ngs)pltette observation étant également
valable pour le nombre de rongeurs infestés pan@ins une nymphe (PR: 13%, SW: 29%).
Un hote s’infecte suite a la pigire d’'une nympHhle-méme infectée, et reste infectieux tout
au long de sa vie (Gern et al. 1994), laissant@sgpgu’au SW, un pourcentage important de
rongeurs présentait des infections systémiquestaaies au cours du temps. De plus, les
rongeurs infectés de facon systémique transmettest plus d'efficacité les borrélies aux
tigues se nourrissant sur eux lors d’infestati@ptées par des stades immaturésridinus

et cela particuliéerement chépodemusspp (Gern et al. 1994). Cette constante infe¢éosi
(d’Apodemusspp principalement) au SW masque l'effet de lagmaission deBorrelia par
co-feeding et ne permet pas d’observer son apgelt I’effet du co-feeding peut par contre
étre mis en évidence aux PR (infestations des toagear des larves et des nymphes plus
faibles) puisque les larves se sont infectées aa gtand nombre apres un repas sanguin
simultané avec une nymphe. La méme observation &tqguréalisée chez les larves se
nourrissant sumM. glareolusau SW. Cette espéce y est moins infestée par deedti
gu’Apodemusspp présente ainsi une moindre probabilité d'étrectée de maniere
systémique. Ceci permet d'observer l'effet de Ensmission par co-feeding sur le taux
d’infection des larves.

La diversité du genespCdeB. afzeliia été observée parmi les isolats récoltés surehsite

et cela dans trois populations différentes de sques tiques libres, les tiqgues s’étant nourries
sur des rongeurs et les tiques de xénodiagnosglusagrande diversité de groupespCa été
observée dans les tiques libres et les tiguesnd’'étaurries sur les rongeurs du SW (7
groupes). La protéine OspC est une protéine trésumogene qui provoque une forte réponse
immunitaire chez I'héte qui éliminera rapidemerd laorrélies présentant certains épitopes
d’'OspC (Wilske et al. 1993; Margolis et al. 1994ev&@nson and Barthold, 1994) : certains
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groupesospCseront donc éliminés et ne seront plus détectahlasiveau des tiques s’étant
nourries sur les rongeurs de la nature ou desgideexénodiagnose. Cette diminution de la
diversité du nombre de groupespCest en accord avec les travaux réalisés par Brissal.

en 2004 qui décrivaient la présence d’'un nombr&aies de groupe®spCau niveau des
hoétes vertébrés, la totalité des groupspC propres a une population de tigues n’étant
détectée qu’au niveau des tiques libres.

Comment expliquer que les tiqgues s’étant nourngsles rongeurs présentent une diversité
similaire aux tiques libres au SW ? Nous estimong ¢¢ grand nombre de rongeurs
présentant des infestations simultanées par lespimgsn et les larves, permettant une
transmission de borrélies par co-feeding, tel gsgobé au SW, est responsable du maintien
d’'un haut taux de diversité de groupspCdans les tiques récoltées sur les rongeurs dans ce
site. En effet, nous postulons qu'au SW, certanmgigesospCsont transmis par co-feeding
en absence d’infection systémique par le groopeC considéré. Cette situation n’est pas
observée aux PR étant donné que les rongeurs daite @taient moins fréquemment infestés
a la fois par des larves et des nymphes et que tlapport de la transmission par co-feeding
a la diversité génétique chez les tiques de rosggams ce site est moindre.

En plus de participer au maintien de la diverséé groupesspCau SW, la transmission de
Borrelia par co-feeding augmente le nombre de grogseE transmis aux tiques. En effet,
cette observation faite dans les deux sites a @8ilge grace a I'analyse du nombre de
groupesospCacquis par des larves se nourrissant seules awltam@ment avec une ou des
nymphes. En situation de co-feeding avec une owngegphes, une larve se nourrissant sur
un rongeur obtient en moyenne 2.25 groupgsC pour les PR et 1.75 pour le SW, contre
1.17 groupesspCpour les PR et 1 pour le SW dans le cas ou l& lsevnourrit sans nymphe.
Comme mentionné précédemment, la transmission pdeetling ne contribue pas au
maintien de la diversité interspécifique au nivelas tiques libres et I'infection continue des
rongeurs empéche d’évaluer son apport réel dampsélaalence d’infection des tiques. Par
contre, I'analyse au niveau intra-spécifique noeset de mettre en avant, de facon tres
intéressante et pour la premiere fois, 'importadeda contribution de la transmission par co-
feeding au maintien de la diversité Bleafzeliidans la nature.

Plusieurs groupes de recherche se sont intéressédiféérences intra-spécifiques au sein
d'une génoespéce de borrélies et de leurs impicatisur la biologie des spirochétes,
notamment sur des modéles murins (Derdakova €20fl4, Hanincova et al. 2008). Ces
travaux ont démontré de fagcon expérimentale quesedn d’'une genoespece de borrélies,

certaines souches ou groupes génotypiquement sisilaemblaient étre plus efficacement
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transmis et perduraient plus longuement chez I'hétmsidéré. Ces observations de
laboratoire nous permettent de réfléchir sur I'ictpde ces résultats dans un contexte naturel
tel que la relation rongeutsricinus ayant servi de base a nos travaux. Certains géetyp
groupesospCpourraient donc produire des infections de coduete. Bien que les résultats
précédemment cités soient basésBuburgdorferiss et d’autres types de modéles murins,
ces observations nous permettent de postuler gos l@acadre de notre étude, certains
groupesospCchezB. afzelij tels que les groupes rarement observées, petcerarde temps
chez I'hote et tendent avec le temps a apparattes dréquences faibles chez les tiques libres.
Une deuxieme explication a la présence de groopp€rares chez les tiques libres serait
I'intervention d’autres hotes que les rongeurs, manes écureuils, hdtes compétents pour les
stades immaturesIdricinus et réservoirs dB. afzelii(Humair et al. 1998, Moran Cadenas et
al. 2007a).

Les résultats obtenus dans cette thése représentenpas supplémentaire dans la
compréhension de la relation tigBeafzelitrongeur en démontrant I'apport du co-feeding
dans le maintien et la promotion de certains greupspC L’analyse d’autres modeles
naturels B. garinii et oiseaux par exemple) devrait étre encouragea axpliquer avec plus
de poids le role du co-feeding sur le maintienaetilversité intraspécifique au sein d’'une
génoespeéce de borrélie.

Comme déja décrit dans ce manuscrit, de nombreteu@iont démontré les corrélations
entre génotypes dB. burgdorferisl présentant des séquencspCdifférentes, invasivité et
pathogénicité chez 'Homme (Seinost et al. 1999aB@n et al. 2001, Lin et al. 2002, Lagal
et al. 2003, Strle et al. 2011). Au sein d’'une gspece d8. burgdorferisl, les différences
intraspécifiques au niveau du gemspC provoquent chez 'Homme souffrant d’'une BL, des
symptdémes plus ou moins graves. Une caractérisgiiénise des groupesspC chez B.
burgdorferi sl, tant au niveau de leur distribution, de le@nsmission ou de leurs hbétes
réservoirs permettrait d’évaluer la pathogenede gsque de contracter une BL sévére pour

une population donnée sur un site décrit.
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/. Annexes

7.1. Préparation du gel d’agarose 1%

e Peser 0,5 g d'agarose en poudre (Eurobio, Courtdpeance).

e Diluer 'agarose dans 50 ml de TBE 0,5x.

* Chauffer le mélange au micro-ondes jusqu’a obtemér solution claire.
» Ajouter 10ul de bromure d’éthidium.

» Couler le gel et placer le peigne.

e Laisser polymériser 20-30 mn.

» Charger 1Qu de produit PCR avec 2 ul de bleu de bromophénol.

» Laisser migrer le gel dans du tampon TBE 0,5x ,45m.00 volts.

De plus, 6ul de marqueur de poids moléculaire (Biolabs, 100CHWA ladder, 1 pgil,

Ipswich, Angleterre) dilué (50 ng) dans du tampon de bleu de bromophénol ont &gyéls

pour chagque migration.

7.2. Préparation du gel pour RFLP

Le gel est composé d’'une couche de concentratidiueé couche de séparation (acrylamide
16 %). Lors de chaque RFLP, deux gels ont été sail@ultanément entre des plaques de
verre de 1,5 mm (Bio-Rad, Glass PLT W, 1,5 mm, P®)-Hercules, Etats-Unis).

7.2.1. Gel de séparation

» Acrylamide (19 :1) 40 % (National Diagnostics, AGal, Atlanta, Etats-Unis) : 8 ml.

* H20 pure (Milli-Q, Millipore, Billerica, Etats-Unjs: 9.90 ml.

* TBE : 10x : 2 ml.
 Persulfate d’'ammmonium 10 % : 1hpD(sous hotte).
 TEMED (Bio-Rad, Hercules, Etats-Unis) : 175 (sous hotte).

Couler rapidement les deux gels de séparatiomgtlnejusqu’au % de la hauteur des plagues

de verre. Ajouter 0.5 ml de butanol saturé afirnaser le gel et laisser polymériser environ
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20 mn. Retirer ensuite I'excédent de butanol, riricéeau distillée et sécher l'intérieur des
plaques grace a un papier buvard tout en évitatdwtgher la partie supérieure du gel.

Préparez ensuite le gel de concentration.

7.2.2. Gel de de concentration

» Acrylamide (19 :1) 40 % (National Diagnostics, AGrl, Atlanta, Etats-Unis) : 1.3

ml.
* H20 pure (Milli-Q, Millipore, Billerica, Etats-Unjs 7.6 ml.
* TBE 10x: 1 ml.
* Persulfate d’'ammmonium 10 % : a0
 TEMED (Bio-Rad, Hercules, Etats-Unis) : gk

Si le gel de séparation a bien polymérisé, cowesdlution de concentration et placer les

peignes de 1,5 mm entre les plaques.

Une fois la polymérisation terminée ubde tampon de charge 6x ont été ajoutés au produit
total de la PCR digéré pduiise | Le tout a ensuite été chargé sur le gel d’acriganet
I'électrophorese a été réalisée dans un tamponIb8&120 V pendant environ 1h30 mn.

A noter que pour chaque gel, une souche contrgierée (mélangée également avad @e
tampon de charge 6x) ainsi que 10de marqueur moléculaire (Roche, DNA Molecular
Weight Marker V, 8-587 bp, Bale, Suisse) ont étérghs.

Une fois I'électrophorese terminée, le gel a étérégpendant 15 mn dans une cuve contenant
100 ml de TBE 1x et il de bromure d’éthidium. Le gel a ensuite été Visaasous lampe

UV et photographié comme précédemment décrit pogel d’agarose.
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7.3. Protocole d’utilisation du kit GeneGel Exel

GE Healthcare

GeneGel Exel
12.5/24 Kit
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1. Introduction

GeneGel"" Excel 12.5/24 Kit is designed for a variety of DNA electrophoresis
technigues, such as RFLP, SSCP, VNTR, Heteroduplex analysis, ARCRA and RAPD*.,
Its separation range is 100-1500 base pairs {(bp) with a resolution dewn to 8 bp
in the 100-200 bp range. With the techniques S5CP and Heteroduplex analysis,
the separaticn is based cn the conformation of the fragments and thus the base
sequence.

GeneGel Excel 12.5/24 Kit contains pre-cast, ready-to-use gels with pre-formed
sarmple wells and high quality polyacrylamide strips containing all the buffer needed
for electropheresis. The buffer strips are supplied ready-touse. The buffer strips
together with the gel buffer, form a discentinuous buffer systemn specially designed
for DNA separations.

GeneGel Excel 12.5/24 Kit is preferably run on GenePhor Electrophcresis Unit.
Following separaticn, we recommend highly sensitive silver staining of the gels
using Hoefer™ Automated Gel Stainer or GeneStain Autornated Gel Stainer together
with PlusOne DNA Silver Staining Kit. The resulting gel can be easily dried, allowing
accurate evaluation and permanent documentation of the results.
* RFLP:  Restriction Fragment Length Polymorphism

SSCP: Single-Strand Conformation Polymorphism

YNTR:  Wariable Number of Tandem Repeats

ARDRA: Amplified Ribosornal DNA Restriction Analysis
RAPD; Random Amplified Polymorphic DNA.

2. Kit contents and technical data

Fig 1. Gels and buffer strips.

Instructions 71-5000-90 Edition AD 5
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2.1 Kit contents

GeneGel Excel 12.5/24 Kit contains instructions, 5 gels and 12 buffer strips {Fig 1),
The gels and buffer strips are sufficient for 5 electrophoresis runs.

Designation No. per kit
GeneGel Excel 12.5/24 5 gels
Anode buffer strip 6

Cothode buffer strip 6
Instructions 1

Technical data

GeneGel Excel 12.5/24
Stocking gel
Separating gel
Somple wells

Locding copocity

Gel dimensions

Gel backing

Buffer system in
ExcelGel™ 12.5/24

Buffer strips
Strip maotrix
Dimensions

Buffer system in anode
buffer strip

Buffer system in cathode
buffer strip

Shelf life

Storoge

T=6%, C=3%

T=12.5%, C=2%

24

6 ul

122 » 110 x 0.5 mm

Polyester film

GeneGel Special buffer for DNA
separctions

Polyacrylomide {T=12% C=3%}
Length 123 mm,
height 4.5 rmm

0.45 mol/I Tris/Acetate
4 g/! DS and 0.05 g/L
Orange G

0.08 mol/| Tris,

0.80 mol/|

Tricine and 6 gf! SDS
15 months {the expiry

dote is printed on each kit
+4°Cto+8°C

& Instructions 71-5000-90 Edition AD
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3. Sample treatment

Sample concentration

The sensitivity of the detection method used determines the minimum amount of
sample that can be used.

General rule: The samples should be diluted with sample buffer to about 6 ng of
DNA/band per & pl applicatiocn velume when silver staining is used.

Sample solutions

0.5 moi/l Tris
1.5gTris
Dissclve and make up to 25 mil with distilled water.

0.1 mol/l EDTA
1.0 g ECTA disodium salt
Dissclve and make up to 25 ml with distilled water.

1% xylene cyanol
0.1 g xylene cyancl
Dissclve and make up to 10 ml with distilled water.

Sample buffer {total volume: 25 mi)

* 500 pl of 0.5 mol/l Tris sclution {final concentration: 10 mmel/|)
+ 250 pl of 0.1 mol/l EDTA solution {final concentration: 1 mmal/l)
» 1.25mlof 1% xylene cyanol sclution

* 10 mg of brcmcphenol blue

* 23 ml of distilled water

Mix theroughly.
Adjust pH to 7.5 with acetic acid.
Storage: 1 month at +4 °C to +8 °C.

Denaturing solution (total volume: 25 mij
* 23.75 ml of 99% formamide

» 125mlof 1% xylene cyancl solution
» 10 mg of bromcphenol blue

Storage: 12 menths at +4 °Cto +8 °C.

Note: If additional hetercduplex banding patterns are to be awoided, the samples
can instead be denatured using 50 mmcl/l NaOH and 1 mmol/l ECTA disodium
salt at 50 °C for 10 minutes.

Instructions 71-5000-90 Edition AD 7

127



Sample preparation for PCR and DNA analysis

At least 2 ul of sample buffer should be added to each sample {applicaticn volume:
6 pl) before electrophoresis.

Mix samples thorcughly and apply to the gel.

Sample preparation for SSCP

Samples are denatured 1:1 in denaturing solution at 95 °C for 5 minutes and
thereafter directly placed cn ice to prevent reannealing of the single stranded
product.

Apply the samples {application volume: 6 pl) to the gel.

4. Electrophoresis

Preparing the experiment

Switch on GenePhor Electrophcresis Unit and set the temperature to 15 °C. Pipette
abeut 0.5 ml of insulating fluid (kerosene] onte the centre cf the cccling plate of
GenePhcr Electrephcresis Unit and spread it evenly with tissue paper.

Position the gei on the cooling plate

Note: Wear gloves to avoid contaminating the gel surface. This is particularly
impecrtant when using sensitive silver stains.

Fig 2. Opening of the gel package.

Open the gel package {Fig 2) by cutting aleng twao sides of the package. Remeve the
gel from the package.

8 Instructions 71-5000-90 Edition AD
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Fig 3. Position of the gel using the screen print as a guide.

Position the gel on the cooling plate The sample wells should be on the cathode side
{Fig 3). Use the screen print as a guide. Avcid trapping air bubbles under the gel.

Carefully remove the protective plastic film from the gel.
Apply the buffer strips

Fig 4. Opening of the buffer strip package.

Open one cathede and one anode buffer strip package. Carefully remove the
aluminium foil by tearing, keeping the tearing edge in a perpendicular position

with respect te the strip {Fig 4). Remember tc use vinyl gloves when remcving and
applying the buffer strips. If the gloves stick to the buffer strips, moisten the gloves in
distilled water.

Instructions 71-5000-90 Edition AD 9
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Fig 5. Use a spatula in order to remove the buffer strip from the tray.

Loosen the strips at one end of the package by putting a spatula between the strip
and the plastic tray (Fig 5). Carefully take cut the strip from the tray and hold it with
both hands, about 1 cm away frem the ends.

Fig 6. Sectional drawing showing the positioning of the buffer strips into the buffer
strip holder.

Place the cathede and anode buffer strips in their respective buffer strip
compartments in the buffer strip holder {Fig 6).

Note: The narrow side of the strip should be placed on the gel surface. (If the strip
breaks, put the pieces together on the gel surface))

Place the buffer strip holder in positicn as soon as possible to prevent the gel drying.

10  Instructions 71-5000-90 Edition AD
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Applying the samples and running the separation

Fig 7. Applying samples using a micropipette.

Clean the electrodes with a wet tissue paper befcre land after) each electrophoresis
run. Lower the electrodes onto the buffer strips. Apply 6 pl of sample using a
micropipette (Fig 7).

Place the safety lid in position. Cennect the power supply.
Table 1 gives recommended settings and running conditicns.

Table 1. Recommended running conditions for cne GeneGel Excel 12.5/24 run
at 15 °C.

Voltage Current Power Time
v {mA) (w] (min)
600 25 15 About 80 min {until bromophenol blue recches

the anode buffer strip)

Running at higher temperatures

Prior ta increasing the electrephoresis temperature above room temperature, the
samples must be run into the gel and the gel surface must be covered with a plastic
film (GeneGel Cover Sheets) to prevent it frem drying during the separation.

Use silicone oil between the cooling plate and the gel.

First apply the samples at 20 °C and start the power supply. Allow the tracking dye
in the samples to migrate cut of the sample wells and tc enter the gel. Then put the
power supply in pause, open the lid and remove the buffer strips and buffer strip
hclder.

Instructions 71-5000-90 Edition AD 11
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Fig. 8 . Position of GeneGel Cover Sheet on the surface of the gel.

Place a GeneGel Cover Sheet cn the surface of the gel between the marks
frarn the buffer strips. The film may protrude the strips 1 rmm (Fig 8). Put the
buffer strips and the buffer strip holder back in place and close the lid. Now set
the higher running temperature.

Finally, when the correct running temperature is reached, continue the
electrophoresis until the separation is complete.

5. Detection

For high sensitivity detecticn of 20-50 pg DNA per band, we recommend using
Hoefer Automated Gel Stainer or GeneStain Autcmated Gel Stainer together
with PlusOne DNA Silver Staining Kit, for automatic and reproducible staining.
Full instructicns are supplied with Hoefer Automated Gel Stainer, GeneStain
Automated Gel Stainer and PlusOne DNA Silver Staining Kit.

12 Instructions 71-5000-90 Edition AD
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6. Trouble-shooting

Symptom

Cdause

Remedy

Inadequcte separation,
poor resolution, no
polymorphism expressed.
ISSCP: blurred bands)

Smiling effect.

Uneven front and band
distribution.

Sample does not stay in
the somple wells but spreads
into the stacking gel.

Wrong temperature has
been used. Different
temperctures can result in
different potterns. Important
for SSCP.

The gel has dried out too much.

Air bubbles under the buffer
strip, uneven contoct between
gel edge and buffer strip.

Water condensation on the
gel due to high humidity

and/or high room temperature.

Test for optimal
temperatures. Run at 10 °C,
15°C and 20 °C.

1. Use the gel directly ofter
removal from the gel
pockage.

2. Apply only a very thin
loyer of kerosene with
a tissue paper. Avoid
tropping air bubbles under
the gel.

Slide bent-tipped forceps
along the centre of the strips.

Apply the sample on the gel

when the cocling plote is still
ot ambient temperature. Set
he cooling temperature after
sample application*

* This remedy should not be applied for SSCP since it is important that the temperature is held constant. Instead dry the

sample wells with filter paper.

Instructions 71-5000-90 Edition AD
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7. Ordering information

ltem Code No.

GeneGel Excel 12.5/24 Kit 17-6000-14
GenePhor Electrophoresis Unit 18-1115-82
EPS 600 Power Supply 19-0600-00
Hoefer Automated Gel Stainer 80-6330-04
GeneStain Automnatic Stoining Unit 80-6330-42
PlusCne DNA Silver Staining Kit 17-6000-30
GeneGel Cover Sheets, Pack of 25 17-6000-49
CNA Marker {250 bose pair ladder} 27-4006-01
DNA Marker {100 bose pair lodder 27-4001-01
DNA Marker {50 bose pair ledder 27-4005-01
PlusCne Bromophencl Blue, 10 g 17-1329-01
PlusCne Formamide, 250 m| 17-1320-01

14 Instructions 71-5000-90 Edition AD
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7.4. Protocole d’utilisation du kit DNA Silver Siang

DNA Silver Staining Kit
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1. Introduction

1. Introduction

PlusOne™ DNA Silver Staining Kit kit contains all
essential components for staining of nucleic acids in
polyacrylamide gels. To avoid transportation of large
solution volumes, most of the solutions are in a &x
concentrated form, ready to use after a simple dilution.
The high sensitivity of the visualization technique allows
detection of nucleic acids down to 20-50 pg DNA/band.
The method is reliable and reproducible and gives a gel
with distinct bands on an essentially colourless background
ready for drying and/or evaluation in about 1.5 h.

The formulation of the kit* minimizes production of toxic
waste and optimizes sensitivity and robustness making the
kit especially suitable for use in automatic staining
equipment: Hoefer® Automated Gel Stainer and
GeneStain™ Automated Gel Stainer. In additon, the kit
also provides the method of choice for standard manual
silver staining of DNA in polyacrylamide gels.

The kit performs best on 0.5-1.0 mm thick plastic-backed
gels, or 0.75-1.5 mm thick un-backed gels.

The procedure described in this instruction is based upon
the use of 125 ml solution per process step. Each kit con-
tains material for 20 processes. When using the 125 ml
tray in Hoefer Automated Gel Stainer or GeneStain
Automated Gel Stainer this gives the following processing
capacity for different gel sizes:

Gel Size Gels/process Gels/kit
7x8 cm (SE250 minigels) 1-4 80
14x16 {SE 600 type) 1 20
12.5x26 cm {ExcelGel, CleanGel) 1 20
11 x12.3 cm (GeneGel) 2 40

* Patent pending

Hoefer, ExcelGel, Multiphor, GeneStain, CleanGel, GeneGel, Red Rotor;, PlusOne
and its logo are registered trade marks owned by Amersham Biosciences.
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2. Kit contents and technical data

2. Kit contents and
technical data

Kit contents

DNA Silver Staining Kit {Code No. 17-6000-30) contains
the following items:

Iltem Composition Quantity
Fixing solution, 5X Benzene sulphonic acid; 3.0%w/v in 500 ml
24%v/v ethanol
Staining solution, 5X Silver nitrate; 1.0%w/v 500 ml
Benzene sulphonic acid; 0.35%wiv
Sodium carbonate solution, 5X Sodium carbonate; 12.5%w/v 500 ml
Formaldehyde; 37% Formaldehyde; 37%w/v in water 4 ml
Sodium thiosulphate; 2% Sodium thiosulphate; 2%w/v in water 4 ml
Stopping & Preserving solution, 5x Acetic acid, 5%viv 500 ml
Sodium acetate; 25%w/v
Glycerol; 50%viv
Instructions Booklet 1
Short instructions Laminated sheet 1
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2. Kit contents and technical data

When used in Hoeefer Automated Gel Stainer or GeneStain
Automated Gel Stainer the Kit content is sufficient for stai-
ning 20 standard size gels (14x16 cm or 12x24 cm) or 80
minigels (7x8 cm).

Technical data

Sensitivity: 20-50pg DNA per band

Usage temperature: +20 to +27 °C

Storage: +10to0 +30 °C

Shelf life: 1 year at recommended storage conditions

Precautions: The chemicals in this kit should not be discar-
ded via public waste water systems. Please dispose of these
chemicals properly. We recommend that you collect and
dispose of the silver containg waste separately. Consult
your local regulations for more information. Read the
warning text on the label of each bottle.
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3. Protocol and procedure for sifver staining

3. Protocol and
procedure for silver
staining

General information

This protocol is optimized for precast GeneGel, CleanGel
and ExcelGel media from Amersham Biosciences, but will also
work on most other gel types.

When used in Hoefer Automated Gel Stainer or GeneStain
Automated Gel Stainer instruments the protocol will
provide excellent results for gels in sizes from 7x8 cm up to
18x24,5 em (ExcelGel SDS 12-14) in thicknesses of
0.75-1.5 mm for unbacked gels and 0.5-1.0 mm plastic-
backed gels. Gels outside of these dimensions may require
meodified procedures.

All procedures are based on all reagents used at a
temperature of +20 to +27 °C. Using reagents outside this
temperature range will require modification of
development times for optimal results. If the temperature is
below 20 °C, extend the development time to 8-10 min.

If the temperature is above 27 °C, reduce development time
to 4 min.

For manual use we recommend gentle shaking in all steps
on an automated shaker like Red Rotor Orbital Shaker
equipped with Staining Tray 1 or Staining Tray 2

{(see Recommended Equipment and Accessories, p. 10).
These trays have polished surfaces of SIS 2332 grade
stainless steel that do not interfere with the silver staining
technique.

For maximal convenience and reliability we recommend
automated staining in programmable Hoefer Automated
Gel Stainer or GeneStain Automated Gel Stainer with
preset programs.
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3. Protoco! and procedure for silver staining

Chemicals required:
* Chemicals included in the DNA Silver Staining Kit, plus:

+ Lthanol (24%) (Prepare in advance)

» Distilled or deionized water

Equipment required:

* Five Reagent vessels taking 125 ml solution

* Measuring cylinders; 25 and 100 ml

* Micropipette for delivering 125 ml

* Automated staining equipment or

Staining tray (preferably stainless steel) and rotating table
for manual staining

* Bottles

Reagent preparation

For staining volumes of 125 ml, prepare the 5 reagents lis-
ted below in clean glass bottles. Adjust component volumes
appropriately if staining in volumes other than 125 ml.

Reagent Components required from Kit Other compaonents
1. Fixing solution 25 ml Fixing solution, 5X 100 ml 24% ethanol
2. Staining solution 25 ml Staining solution, 5X 100 ml water

3. Developing solution

25 ml Sodium carbonate, 5X
125 pl Sodium thiosulphate
125 pl Formaldehyde® 100 ml of water

4. Stopping & Preserving solution 25 ml Stopping & Preserving solution, 5X 100 ml water

5. Waler for washing

> 125 ml

* IMPORTANT: The Developing solution with formaldehyde is very unstable and should be prepared immediately
before use. When performing the staining in any of the automated gel stainers, it should be prepared as the last step
before starting the staining process.

Please also note that the cloudy precipitate of polymerised formaldehyde that sometimes develops during normal
storage does not affect staining performance.
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3. Protocol and procedure for sifver staining

Automated staining procedure:

Automated staining in Hoefer Automated Gelstainer or
GeneStain Automated Gel Stainer.

1. Attach the staining reagent bottles to IN-ports and the
waste bottles to OUT-ports according to the Table
below. Make sure the suction pipes penetrate down to
the bottom of the vessels to allow all reagent solution to
be taken up.

2. Make sure all solutions are at the proper temperature
(+20 to +27 °C).

3. Position the gelis) in the staining tray with or without
the aid of the magnets.

4. Choose the pre-programmed DNA Silver Staining
protocol.

5. Start the protocol
6. Retrieve the stained gel afterca 1.5 h

Table 1: Hoefer Automated GelStainer Protocol #1: DNA Silver Stain

Step Solution IN-port OUT-port Processing
step time

1 Fixing solution 1 8 30 min

2 Silver solution 3 9 30 min

3 Water {(washing) 0 7 1 min

4 Developing solution 4 a 6 min

5 Stopping & Preserving 5 7 30 min & hold

solution

Table 2: GeneStain Automated GelStainer: DNA Silver Staining protocol

Step Solution IN-port OUT-port Processing
step time

1 Fixing solution 1 5 30 min

2 Silver solution 2 6 30 min

3 Water {washing) 0 7 1 min

4 Developing solution 3 8 6 min

5 Stopping & Preserving 4 2] 30 min & hold

solution
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3. Protoco! and procedure for silver staining

Manual staining procedure
1. Make sure that the temperature of the reagents are

within the range of +20 to+27 °C. If not, adjust the

temperature or modify the reaction times for the
corresponding steps (see " General Information” p.5).

2. Use gloves and perform all steps with gentle shaking of

the staining tray.

3.Be careful that the gel is evenly wetted with the entire
solution volume during all process steps.

Procedure:

Process step

Procedure

Time

1 Fixing

2 Silver impregnation
3 Washing

4 Development

5 Stopping & preserving

Soak the gel in fix solution
Replace fixing solution with

silver solution. Incubate

Pour off silver solution. Add water

Pour off water
Add Developing solution

Soak gel in Stopping &
Preserving solution

30 min {or longer,
over night OK)

30 min

1 min

6 min

At least 30 min
{Over night OK)
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4. Troubleshooting guide

4. Troubleshooting guide

This Troubleshooting Guide is primarily for manual
staining but most parts are also relevant for automated
staining. For more comprehensive information on staining,
please consult Protocol Guide 80-6343-34 ” Automated
Silver and Coormassie Staining of Polyacrylamide Gels”.

For problems when using automated staining, please also
consult the User Manual for the relevant instrument.

Problem

Cause

Remedy

Bands do not develop

Background is excessively
dark (over-developed)

Silver mirror reaction

Gels come loose from
backing

Temperature of reagent
solution too low

Gel not washed thoroughly
enough

Did not fix properly

Protein samples contaning
reducing agents have been run
on the gel(s)

Too long exposure to develo-
ping solution

Metal from magnets conta-
minating reagent solutions
{Automated staining only)

Water impure

Insufficient washing with water

Dirty tray

Insufficient shaking

Gels left in fix for too long

Keep temperature of solution
between 20 and 27 °C

Repeat the washing procedure

Check fixing solution or fixing
properties of your particular nucleic
acid(s)

Run and stain DNA samples
separately

Use no more than 10-15 minutes
for development of bands at 21
to 25 °C

Exchange magnets with damaged
coating

Use distilled or deionized water

Extend the time of washing after
staining

Replace the chamber for
development with a new clean one

During the development step,
shake the tray sufficiently to
prevent the gel from sticking to the
bottom of the tray

Reduce fixing time:
A minimum of 30 min required.
Over night fixing usually OK.
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5. Recommended equipment and aceessories

10

5. Recommended
equipment and

accessories

Product Code No.
Hoefer, Automated Gel Stainer, 230V 80-6330-04
, 15V 80-6330-23
GeneStain Automated Gel Stainer, 230V 80-6330-42
. 15V 80-6344-67
Red Rotor Orbital Shaker, 25X35cm 115V~ 80-6096-91
230V 80-6097-10
- " - , 50X50 cm 115V 80-6098-05
230V 80-6098-24
Staining Tray 1 with lid and 18-1018-08
removable gel holder (60x150x300 mm)
Staining Tray 2 with lid (60x260x320 mm) 18-1018-09
Cellophane Sheets 80-1129-38
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6. Precast geks and related products 7. Literature

6. Precast gels and
related products

GenePhor gel media kits Code No.
GeneGel Excel 12.5/24 Kit 17-6000-14
GeneGel Clean 15/24 Kit 17-6000-13
Multiphor Il gel media kits

ExcelGel DNA Analysis Kit 17-1198-07
DNA Fragment Analysis Kit 17-1198-06
CleanGel™media for Multiphor Il

CleanGel 2565 18-1031-54
CleanGel 365 18-1031-55
CleanGel 485 18-1031-56
GelPool for rehydrating the gel 18-1031-58
PaperPool for soaking electrode strips 18-1031-59
DNA Molecular weight markers

Product name Size range (bp} Code No
sX174-Hinc || digest 79-1,049 27-4040-01
sX174-Hae Il digest 72-1,342 27-4044-01
A-Hind |1l digest 2,027-23,130 27-4048-01
A-Hind l/@X174-Hinc |l digest 79-23,130 27-4052-01
A-Hind |l/@X174-Hae |l digest 72-23,130 27-4054-01
DRIgest Il {lyophilized) 72-23,130 27-4060-01

/. Literature

Protocol Guide " Automated Silver and Coomassie
Straining of Polyacrylamide Gels” Code No 80-6343-34.

11
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7.5. Nouveaux groupes ospC séguenceés

7.5.1. Sequences de ME (230 pb)

5" :AGATAACAATAATGGTTTAAGTGCTAATGCGAATTTAAACACCTCATTGTTAGCAGGAGCCTATGCAATAT
CAACTCTAATAACACAAAAATTAAGTGTATTGAATTCAGAAGGATTAAAGGAAAAAATTGAAAAGGCTAAGA
ACGCTTCTGCAGCATTTACTAATAAATTAAAAAATAGTCATGCAGAGCTTGGAGTGGCGGGGAATGGTGCTAC

TACTGATGAAAATG : 3’

ME

ME

ME

ME

20 40
!

I
AGATAACAATAATGGTTTAAGTGCTAATGCGAATTTAAACACCTCATTGTTAGCAGGAG
&0 SIEI i Kii]

I |
CCTATGCAATATCAACTCTAATAACACAAAAATTAAGTGTATTGAATTCAGAAGGATTA
120 J.4|1-El L&0
| I
AAGGAAAAAATTGAAAAGGCTAAGAACGCTTCTGCAGCATTTACTAATAAATTAAAAAA
1&80 200 220
[ I 1
TAGTCATGCAGAGCTTGGAGTGGCGGGGAATGGTGCTACTACTGATGAAAATG

7.5.2. Sequences de YU (230 pb)

5" :AGACCAAAATGGTTTAGCTGCTGATGCGGCTGATCACAACACCTCATTGTTAGCAGGAGCCTATGCAATAT
CAGCCCTAATAAAACAAAAATTAGATGTATTAAAAGGTCCAGAAGGGTTAAATAAAGAAATTGATGAGGCTA
AGAAATGTTCTGATGCATTTACTAATAAATTAAAAAATAGTCATGCAGAGCTTGGGGCGGCGAATGGTGCTAC

TACTGCTGATAATG : 3

YU

YU

YU

YU

20 40
I

I
AGACCAAAATGGTTTAGCTGCTGATGCGGCTGATCACAACACCTCATTGTTAGCAGGAG
G0 SIEI 100
I |
CCTATGCAATATCAGCCCTAATAAAACAAAAATTAGATGTATTAAAAGGTCCAGAAGGG

120 140 160
I ! I

TTAAATAAAGAAATTGATGAGGCTAAGAAATGTTCTGATGCATTTACTAATAAATTAAA

180 200 220
I I I
AAATAGTCATGCAGAGCTTGGGGCGGCGAATGGTGCTACTACTGCTGATAATCG
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7.6. Relevées météorologiques

]

Mois Lieu RH Tsol T10cm T60cm
mars.03 SW 64. Nd* nd 6.7
avr.03 SW 63.2 nd nd 16.1
mai.03 SW 78.1 nd nd 16.5
juin.03| SW 38.2 nd nd 26.2
juil.03| SW 58 10.9 24.20 24.35
ao(t.03 SW 39 11.15 28.45 28.8
sept.03 SW 69.5 6.75 18.55 17.8
oct.03| SW 71 -0.3 7.55 7.55
nov.03 SW 74 -1.3 0.75 0.35
déc.03 SW 54 nd nd 1.1
janv.04{ SW 85.5 -4.4 3.45 5.75
févr.04| SW 50 -3.2 2.20 2.1
mars.04 SW 32 3.1 17.70 17.15
avr.04| SW 24 6.1 22.30 19.8
mai.04, SW 34 7.35 21.45 20.6
juin.04| SW 75 10.8 19.55 21.7
juil.04 | SW 71 7.5 22.50 22
ao(t.04 SwW 33 8.15 24.80 21.4
sept.04 SW 78 6.05 17.30 16.95
oct.04| SW 70 1.75 6.95 5.8
nov.04| SW 73 -2.8 1.75 1.4
déc.04 SwW 55 -1.3 2.90 2.2
janv.05| SW 88 -1.1 3.20 2.8
févr.05| SW 50 -3.3 0.50 0.03
mars.03 SW 60 1.9 13.50 13.2
avr.05 SW 50 3.85 14.00 13.9
mai.05 SW 61.8 13 25.00 24.5
juin.05| SW 48 19 29.20 29.7
juil.05| SW 44 21.1 31.80 31
ao(t.05 SW 64.3 17.6 23.90 23.9
sept.0§ SW 68.9 12.7 17.10 17.2
oct.05 SW 78 10.8 15.10 16.6
nov.05 SW 70 1.6 2.30 2.4
janv.03 PR nd nd nd nd
févr.03| PR 40.9 -3.25 10.50 9.85
mars.03 PR 45 13.50 13.5
avr.03 PR 42.5 4.2 18.25 17.9
mai.03 PR 56 7.05 24.05 25.05
juin.03| PR 42 8.4 25.35 25.65
juil.03 | PR 445 9.65 25.00 24.9
ao(t.03 PR 44 .5 11.05 26.60 28
sept.03 PR 79.4 7.2 17.35 16.15
oct.03| PR 66.1 2 7.00 6.7
nov.03 PR 69.8 1.2 8.00 6.2
déc.03 PR 57.758 -0.65 4.10 35
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RH : humidité relative (%), Tsol : température ali(8C), T10cm : température a 10 cm (°C),

T60cm : température a 60 cm (°C), nd : not dons {fgamesure).
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Mois Lieu RH Tsol T10cm T60cm
janv.04| PR 48 -0.9 3.60 3.3
févr.04| PR 35.9 -1 11.45 10
mars.04 PR 41 .4 2.1 16.50 13.7

avr.04| PR 32.2 10.1 21.80 19.9
mai.04| PR 44.8 9.1 19.90 18.8
juin.04| PR 70 13.4 19.00 18.8
juil.04 | PR 46.6 15.7 23.80 22.2
aolt.04 PR 56.2 15 21.40 21.2
sept.04 PR 66.4 13 19.10 18.6
oct.04| PR 96.9 6.3 14.00 13.7
nov.04| PR 69.2 5.3 8.40 7.6
déc.04 PR 61 -0.5 0.50 0.4
janv.05| PR 62 0.2 4.70 4.2
févr.05| PR 68 -0.8 1.10 0.7
mars.05 PR 26.4 0.55 21.10 20.6
avr.05 PR 26 1 17.00 15.4
mai.05/ PR 41.5 3.5 20.50 21.35
juin.05| PR 38.7 17.3 27.10 26.9
juil.05| PR 36.5 17.9 30.90 28.7
ao(t.05 PR 60.8 15.5 20.70 20.6
sept.03 PR 47.1 15.6 24.60 23.1
oct.05/ PR 65.6 12.6 17.20 16.9
nov.05/ PR nd nd nd nd




