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Introduction

1.1 Préambule

L'étude des protéines de surface des agents responsables de maladies vectorielles
et dans une plus large mesure de tous les agents pathogenes, a toujours été d'un intérét
majeur en science, qu'il s'agisse de virus, de bactéries, de protozoaires, ou encore
d'helminthes. De par leur position anatomique, elles constituent une interface avec
I'environnement changeant dans lequel les pathogénes évoluent; a l'intérieur de 1'hote
ou du vecteur, intra ou extra cellulairement. Elles peuvent donc jouer un réle important
pour la survie du parasite, son expansion, mais aussi pour la lutte contre ces agents.
Leurs actions sont extrémement variées, allant de 1'évasion du systeme immunitaire de
I'héte ou du vecteur a la reconnaissance des sites a parasiter en passant par l'invasion
des tissus. Ainsi, les "Variable Surface Glycoproteins”, ou VSG chez Trypanosoma brucei,
protozoaire responsable de la maladie du sommeil, permettent I'évasion du systeme
immunitaire de 1'hdte en changeant périodiquement et plus rapidement que le temps
nécessaire au systeme immunitaire de I'h6te pour reconnaitre ces protéines comme
antigénes (Barbour et Restrepo, 2000). Les "variable major protein" (VMP) chez les
borrélies responsables des fievres récurrentes jouent aussi le méme réle (Barbour,
1988a). Les porines des bactéries gram-négatif, servant aux échanges moléculaires avec
I'extérieur, sont aussi intensément étudiées, étant les principales voies d'entrée des
antibiotiques (Pages, 2005). Finalement, les adhésines bactériennes et les facteurs de
dissémination permettent la reconnaissance des sites a parasiter, la fixation de 1'agent
pathogéne aux tissus cibles et leur invasion, telles que les "Outer Surface Proteins" (Osp)
chez Borrelia burgdorferi sensu lato (sl), I'agent responsable de la maladie de Lyme. Ces
protéines font l'objet d'une attention particuliere, puisqu'elles contribuent a la
pathogénicité de ces organismes, mais aussi parce qu'elles peuvent étre inhibées par le
systéme immunitaire dans certains cas et sont donc potentiellement utilisables pour le
développement de vaccins. Ces quelques exemples ne sont qu'une infime fraction des
interactions complexes existantes entre ces protéines et I'environnement entourant ces

agents pathogenes.
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1.2 Maladie de Lyme

1.2.1 Historique

Lyme est une petite ville du Connecticut, rendue tristement célebre par l'infection
bactérienne éponyme, la borréliose de Lyme. Des 1972, une épidémie est observée dans
I'est du Connecticut et une surveillance est organisée dans les communautés de Lyme,
Old Lyme et East Haddam, ou plusieurs dizaine d'enfants et une dizaine d'adultes sont
atteints d'arthrite diagnostiquée au début comme une arthrite rhumatoide juvénile
(Steere et al, 1977). Apres l'auscultation de nombreux habitants et 1'évaluation du
contexte épidémiologique, 1'étude conclut a une maladie vectorielle transmise par un
arthropode, nommée arthrite de Lyme. Cette hypothese est étayée par la présence de
lésions particulieres précédant l'apparition des premiers symptémes d'arthrite chez un
quart des patients. Ces lésions étaient similaires a des manifestations cliniques
observées déja en Europe au début du XXeme siecle, I'erythema chronicum migrans, et
supposées étre transmises par la tique Ixodes ricinus (Lipschiitz, 1913; Afzelius, 1921).
Bien que d'autres études montrent par la suite que I'érytheme peut étre contagieux
expérimentalement (Binder et al, 1955; Sonck, 1965), Steere et collaborateurs
concluent sans pouvoir identifier ni agent pathogene ni vecteur (Steere et al., 1977). 1l
faut attendre les années 80 pour obtenir un début de réponse, lorsque des spirochetes
ressemblant au genre Treponema sp. sont détectés dans la tique Ixodes scapularis
(Burgdorfer et al., 1982). Mis en contact avec des sérums de patients atteints par cette
arthrite de Lyme, appelée entre temps maladie de Lyme, Burgdorfer et collaborateurs
(1982) remarquent que les spirochetes induisent une réaction immunitaire. La
confirmation viendra juste apres, par l'isolement de spirochetes depuis le sang de
patients atteints, aux profils antigéniques identiques a ceux isolés depuis I scapularis
(Benach et al., 1983) et la découverte de spirochetes chez la tique I ricinus en Europe
(Burgdorfer et al., 1983). En 1984, finalement, ce spirochete transmis par les tiques du
genre Ixodes est taxonomiquement identifié et nommé Borrelia burgdorferi (Hyde et
Johnson, 1984).

Depuis ces découvertes, les recherches sur cette nouvelle maladie s’étendent a de

nombreux laboratoires. Grdce a un nombre croissant de nouveaux isolats, les
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scientifiques révelent des différences génétiques notables entre certains organismes
(Adam et al, 1991; Boerlin et al, 1992; Marconi et Garon, 1992). La premiére nouvelle
espece décrite est B. garinii (Postic et al, 1990; Baranton et al., 1992), puis viennent B.
afzelii (Baranton et al., 1992; Canica et al., 1993) et B. valaisiana (Wang et al., 1997). La
notion de B. burgdorferi sensu stricto (ss) pour l'espece B. burgdorferi et sensu lato (sl)
pour I'ensemble du complexe de génoespéces est des lors adoptée.

Ainsi, le complexe B. burgdorferi sl contient aujourd'hui 19 especes connues a
travers le monde, la derniere ayant été officiellement validée en 2011 (Casjens et al,
2011a; Rudenko et al, 2011; Stanek et Reiter, 2011)(tableau 1). Six d'entre elles sont
responsables de la maladie chez 'Homme, principalement causée par B. burgdorferi ss,
B. afzelii, B. garinii et B. bavariensis et dans une moindre mesure par B. spielmanii et B.
lusitaniae. Deux autres especes, B. bissettii et B. valaisiana sont soupgonnées d'étre aussi
pathogéniques, mais une controverse concernant B. bissettii et le peu d'évidences pour
B. valaisiana implique de nouvelles recherches pour le démontrer (Baranton et De
Martino, 2009). Les especes B. americana, B. andersonii, B. californiensis et B.
kurtenbachii aux Etats-Unis ainsi que B. carolinensis aux Etats-Unis et en Europe et
finalement B. japonica, B. tanukii, B. turdi, B. sinica et B. yangtze en Asie n'ont jamais été
isolées depuis un patient. Finalement, une nouvelle espéce découverte en Finlande, B.

finlandensis (Casjens et al.,, 2011a) est en cours de validation.
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Tableau 1 : Especes de Borrelia appartenant au complexe Borrelia burgdorferi sl.
Distribution géographique, principaux vecteurs et réservoirs.

N . . Distribution
Especes vecteurs Réservoirs . .
géographique
B. afzelii L.r,l.peLLh M. mam Eu, Asie
B. americana Lplm M. mam, oiseaux USA cote ouest
B. andersonii Ls1d M. mam, lagomorphes  USA cote est
B. bavariensis Lr M. mam Eu centrale
B. bissettii Lr,I.s,I.sp,I.m,1.a,I.pe M. mam, oiseaux Eu centrale, USA
B. burgdorferiss l.an,Lr,Ls,Lp M. mam, oiseaux Eu, USA
B. californiensis LpLjlLsp M. mam USA cote ouest
B. carolinensis Lp L m M. mam USA cobte ouest, Eu
B. finlandensis L.r M. mam Fin.
B. garinii L.r,Ipelu M. mam, oiseaux Eu, Asie
B. japonica l.o M. mam Japon
B. kurtenbachii s M. mam USA cote est
B. lusitaniae Lr Lézards Méd.
B. sinica I.o M. mam Chine, Népal
B. spielmanii L.r M. mam Eu centrale
B. tanukii L.t M. mam Japon, Népal
B. turdi [. tu Oiseaux Japon
B. valaisiana Lr,Iglnlc Oiseaux Eu, Asie
B. yangtze lL.g M. mam Chine

En gras, les especes pathogénes pour 'Homme.

I. a= I affinis; 1. an= . angustus; I.c= I columnae; 1. d= 1. dentatus; 1. g= I. granulatus; 1. h=I. hexagonus; 1. j=
L jellisoni; 1. m= I. minor; 1. n= I nipponensis; 1. o= L. ovatus; 1. p= I pacificus; 1. pe= I. persulcatus; 1. r= L.
ricinus; 1. s= I. scapularis; 1. sp= I spinipalpis; 1. t= I. tanuki; 1. tu= I. turdus; 1. u=I. uriae.

M. mam= micro mammiféres; Eu= Europe; Fin.=Finlande; Méd.= pourtour méditerranéen et Portugal.
(Younsi et al.,, 2001; Oliver et al.,, 2003; Sarih et al., 2003; Masuzawa, 2004; Younsi et al., 2005; Kurtenbach
etal, 2006; Chu et al., 2008; Baranton et De Martino, 2009; Rudenko et al, 2009; Cotte et al., 2010; Margos
etal,2010; Ogden et al.,, 2011; Stanek et Reiter, 2011)

1.2.2 Répartition

La borréliose de Lyme est présente dans I'hémisphere nord, ou elle touche les
zones tempérées, ainsi que dans I'hémispheére sud grace aux oiseaux migrateurs, comme
nous le verrons plus loin. Liée a la répartition de ses vecteurs (tableau 1, chapitre 1.4),
elle est recensée en Amérique du nord, en Europe et en Asie (Hubalek, 2009)(fig. 1). Sa
présence a aussi été démontrée en Afrique du nord; en Tunisie, au Maroc et en Algérie,
mais son impact sur I'Homme semble peu important au vu des cas cliniques recensés

(Younsi et al., 2001; Sarih et al., 2003; Bouattour et al., 2004).

16



Introduction

C L
b ,’f::’ﬂ .
e “&

e

¥
I pacificus &
3

y/l

(g;'/”:;" . persulcatus

AN
S\ b

Fig. 1 : Répartition mondiale de la maladie de Lyme.

Distribution de ses principaux vecteurs et des principales especes pathogénes pour I'Homme, modifié
d'aprés Kurtenbach et al. (2006).

En beige: = Distribution de la maladie de Lyme

Entouré, la distribution des especes pathogénes pour I'Homme: O B. afzelii; O B. garinii; O B. burgdorferi
ss; O B. bavariensis, B. spielmanii; O B. lusitaniae.

Aux Etats-Unis, la maladie est surtout présente dans l'est du pays, du Maine a la
Floride et du Minnesota au Texas, mais aussi sur la cote ouest, de la Californie a 1'état de
Washington. Le sud du Canada, du Québec a la Colombie britannique, posséde des zones
endémiques pour les deux principaux vecteurs du continent, I. scapularis et I. pacificus,
mais trés peu de cas de maladie de Lyme sont recensés encore aujourd'hui, la prévalence
d'infection des vecteurs étant tres faible (Ogden et al., 2008a; Ogden et al., 2008b; Ogden
et al, 2011). Toute I'Europe est touchée, avec une limite nord correspondant a la limite
des vecteurs. Elle s'étend ensuite vers l'est, jusqu'au Japon (Giiner et al, 2003;
Masuzawa, 2004; Younsi et al, 2005; Kurtenbach et al, 2006; Fingerle et al, 2008;
Baranton et De Martino, 2009; Hubalek, 2009; Ogden et al., 2011).
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1.2.3 Symptomes

La maladie de Lyme peut provoquer de nombreuses manifestations, les signes
cliniques pouvant étre d'ordre dermatologique, articulaire, neurologique, mais aussi
cardiaque ou ophtalmologique. Elle se décline généralement en deux ou trois phases
chronologiques selon les définitions: La phase précoce (localisée, puis disséminée) et la
phase tardive. Ces phases sont décrites ci-dessous d'apres Evison et al. (2006a, b) et

Strle et Stanek (2009).

La phase précoce localisée débute dés l'infection et dure entre un et deux mois.
L'infection est localisée et se caractérise généralement par
I'apparition d'un érythéme migrant (EM), qui est le
symptdme le plus fréquent, apparaissant dans plus de 70%
des cas. L'invasion de la peau par B. burgdorferi sl induit une
rougeur a l'endroit de la piqlire qui s'étend circulairement de

jour en jour. Apres le passage des bactéries, l'intérieur de

I'érytheme retrouve une couleur chair, créant ainsi un anneau A Sl
. ) ) Fig. 2 : Erythéme migrant.
en expansion typique (fig. 2). (CDC, James Gathany)

La phase précoce disséminée suit la phase localisée et se caractérise par
I'apparition d'autres troubles cutanés, nerveux ou encore rhumatologiques. L'infection
devient systémique. Les troubles cutanés typiques sont I'érytheme migrant multiple et
dans une moindre mesure le lymphocytome borrélien,
développé dans moins de 10% des cas (fig. 3). Généralement
localisé sur les lobes d'oreilles, les
seins ou le scrotum, il touche surtout
les enfants et est essentiellement

rencontré en Europe. Les atteintes

Fig. 3 : Lymphocytome, ~ Ne€rveuses se traduisent par de

(Gerold Stanek) fortes céphalées ou une parésie

faciale (fig. 4). Les atteintes rhumatologiques provoquent des

. . . L . Fig. 4 : Parésie faciale.
arthrites des articulations principales. Tous ces symptomes (cpc)

apparaissent en général quelques semaines a plusieurs mois apres l'infection.
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La phase tardive suit les deux précédentes et amene a des pathologies telles que
I'acrodermatite chronique atrophiante (ACA, fig. 5), la neuroborréliose tardive, qui peut
se développer jusqu'a plusieurs années apres l'infection ou encore de l'arthrite
chronique. L'ACA est une lésion persistante du derme et
de 1'épiderme touchant généralement les extrémités des
membres. La peau perd de sa souplesse, devient fine et
prend l'apparence de papier froissé. A ce stade, l'atteinte
neurologique ameéne entre autre a de l'encéphalite
persistante, des paresthésies distales et des déficits
cognitifs. Cette phase tardive n'apparait généralement

F\ | pas si le patient est traité dés le début de la maladie. Les

Fig. 5 : Acrodermatite chronique  troubles séveres et chroniques sont souvent l'apanage
atrophiante (ACA). . i i
(Gerold Stanek) d'une borréliose de Lyme non décelée.

Les affections cardiaques et ophtalmologiques sont beaucoup plus rares. En
Europe, moins de 5% des patients semblent développer une cardite, qui peut intervenir
dés la premiére semaine et jusqu'a plusieurs mois apres l'infection. Des conjonctivites
ainsi que des troubles des nerfs optiques dans la phase précoce et des kératites dans la
phase tardive apparaissent dans 5% a 10% des cas (Mikkila et al, 2000; Evison et al,
2006a; Evison et al., 2006b; Strle et Stanek, 2009).

Cette description de l'évolution de la borréliose de Lyme par phases et les
symptomes normalement associés n'est pas immuable. Bien qu'un érytheme migrant se
déclare dans la majorité des cas, seuls des symptomes tardifs se déclarent chez certains
patients. De méme, la maladie n'évolue pas toujours dans les phases disséminées et
tardives. Il est aussi a noter que seuls certains génotypes semblent a méme de créer une
systémie, les autres ne créant que des infections localisées (chapitre 1.6.2). L'espece de
borrélies influence aussi l'évolution de la maladie. Les quatre principales espéeces
pathogénes semblent avoir un tropisme préférentiel pour certains tissus. Ainsi, les EM et
ACA sont principalement associés a B. afzelii (van Dam et al, 1993), B. garinii et B.
bavariensis sont les especes majoritairement isolées lors de neuroborrélioses (Wilske et

al., 1996) et B. burgdorferi ss est souvent responsable d'arthrites (van Dam et al., 1993).
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1.2.4 Diagnostic et traitement

Alors que ces symptomes sont bien connus, leur grande diversité, 1'occurrence
variée des manifestations et la ressemblance avec d'autres affections rendent le
diagnostic médical laborieux. Le diagnostic clinique est en général conforté par un test
sérologique ainsi que par culture pour les EM et les ACA (Evison et al.,, 2006b; Evison et
al, 2006a; Hansmann, 2009; Strle et Stanek, 2009). Les tests sont majoritairement de
type "Enzyme-Linked Immunosorbent Assay" (ELISA) ou immunoblot (Western blot) et
portent sur les immunoglobulines (Ig) M et G dirigées contre les antigenes bactériens,
dont les protéines de surface OspA et OspC, pour Outer Surface Protein A et C (chapitre
1.3.2.2). Dans la phase précoce localisée, le diagnostic clinique et la culture sont
prépondérants pour détecter une infection a B. burgdorferi sl, 1a sérologie étant négative
dans 40 a 60% des cas. Pour toutes les autres manifestations, la sérologie est indiquée
pour étayer le diagnostic clinique et démontre une sensibilité de 80% pour le
lymphocytome, l'arthrite, la cardite et la neuroborréliose précoce et de plus de 90%
pour I'ACA et la neuroborréliose tardive (Evison et al., 2006b). Toutefois, la sérologie ne
permet pas d'affirmer que le pathogéne est toujours présent ou actif. De plus, des
résultats faussement positifs peuvent étre rencontrés lors d'infections par d'autres
spirochétoses, comme la syphillis, la fievre récurrente ou parfois par des spirochétes de
la flore commensale. De méme, comme la séroconversion s'effectue jusqu'a cinq
semaines apres la piqlre pour les IgM et de six a huit semaines pour les IgG, des
résultats faussement négatifs peuvent survenir, surtout dans la phase précoce de
l'infection (Evison et al, 2006b). Les outils moléculaires tels que la PCR sont aussi
utilisés, mais a nouveau, un résultat positif ne garantit pas que la maladie soit toujours
active.

Le traitement s'effectue par antibiotiques pendant environ trois semaines, lors de
la phase précoce localisée, et jusqu'a un mois pour les phases disséminées et tardives
(Evison et al., 2006a; Hansmann, 2009). Des traitements plus longs sont appliqués dans
certains cas d'arthrite. Certains symptomes peuvent toutefois persister apres le
traitement, et ne se résorber progressivement que par la suite (Hansmann, 2009). Les
antibiotiques de choix sont les tétracyclines et les 3-lactamines, comme l'amoxicilline ou
la doxycycline pour les atteintes cutanées et articulaires, et la ceftriaxone pour les

atteintes nerveuses (Evison et al, 2006a; Hansmann, 2009). L'antibiotique est en
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général administré oralement, mais une administration par intraveineuse démontre une

meilleure efficacité lors d'atteintes du systeme nerveux central et de cardite.

1.3 Le pathogéne

Six des 19 especes du complexe B. burgdorferi sl sont responsables de la maladie
de Lyme. Toutes appartiennent a l'ordre des Spirochaetes, la famille des Spirochaetaceae
et partagent le genre Borrelia avec 22 autres espéeces, dont les agents responsables des
fievres récurrentes a tiques et a poux. Ce sont des bactéries hétérotrophes micro
aérophiles mesurant de 20-30um pour environ 0.1-0.4um de diametre (Johnson et al,
1984). Toutes les especes du genre évoluent entre arthropodes hématophages et
mammiferes, oiseaux ou reptiles. Le complexe B. burgdorferi sl est quant a lui inféodé
aux tiques de la famille des Ixodidae seulement. Cette bactérie est de forme hélicoidale et
possede une membrane interne homologue aux membranes des bactéries gram-négatif.
Sa membrane externe bi-lipidique en differe par contre, de par sa composition et une
absence de lipopolysaccharides et de phosphatidyethanolamine, dans laquelle s'inserent
entre autres les porines et les protéines de surface (Osps) (Barbour et Hayes, 1986;
Kudryashev et al,, 2009) (fig. 6).

L'espace périplasmique contient une couche de peptidoglycane et des fibrilles
axiales, ou flagelles périplasmiques, pour la locomotion. Le nombre de ces fibrilles varie
de 1 a 12 par cellule suivant l'espece et l'individu. Cette forme spiralée et les
mouvements induits par les fibrilles offrent aux spirochétes une meilleure motilité dans
les milieux visqueux que fluides (Greenberg et Canale-Parola, 1977b; Greenberg et
Canale-Parola, 1977a), leur permettant de rester mobiles dans des milieux aussi
visqueux que les matrices extracellulaires et les tissus conjonctifs des hotes (Kimsey et
Spielman, 1990). Le temps de génération de B. burgdorferi sl en culture est d'environ 12

heures (Barbour, 1984).
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Fig. 6 : Représentation schématique de la structure de Borrelia burgdorferi sl (N. Tonetti).

Dans les tiques a jeun, les spirochetes sont normalement uniquement présents
dans l'intestin, bien qu'entre 5 a 35% des tiques de I'espece . ricinus soient infectées de
maniére systémique, ce qui signifie que des spirochétes sont isolés depuis d’autres
organes que l'intestin, tels que le synganglion, les glandes salivaires ou les muscles
(Lebet et Gern, 1994; Leuba-Garcia et al, 1994). Mais lorsque la tique se nourrit, les
spirochetes commencent leur invasion via I'hémolymphe et certains migrent dans les
acinii II et III des glandes salivaires pour étre alors injectés dans 1'h6te avec la salive
(Dunham-Ems et al., 2009).
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1.3.1 Répartition de Borrelia burgdoriferi sl

La répartition du complexe B burgdorferi sl englobe le monde entier d'Est en
Ouest, tout en étant cantonnée du Nord au Sud entre 60° et 30° de latitude environ
(Younsi et al., 2001; Oliver et al., 2003; Sarih et al., 2003; Masuzawa, 2004; Younsi et al.,
2005; Kurtenbach et al., 2006; Baranton et De Martino, 2009; Cotte et al., 2010; Ogden et
al, 2011; Stanek et Reiter, 2011) (fig. 1). Il existe 7 especes de borrélies en Amérique du
Nord, qui sont B. americana, B. andersonii, B. bissettii, B. burgdorferi ss, B. californiensis,
B. carolinensis et B. kurtenbachii. Elles sont essentiellement présentes sur la cote ouest et
la cote est des Etats-Unis (tableau 1), avec une faible présence au sud du Canada (Ogden
etal, 2008a; Ogden et al, 2011).

Dix especes sont rencontrées en Europe, soit B. afzelii, B. bavariensis, B. bissettii,
B. burgdorferi ss, B. carolinensis, B. finlandensis, B. garinii, B. lusitaniae, B. spielmanii et B.
valaisiana, ce qui comprend toutes les especes pathogénes pour I'Homme. Elles peuvent
toutes infecter la tique L ricinus, qui est l'espece de tique la plus rencontrée sur le
continent (Gern et Humair, 2002)(chapitre 1.4.1). Les espéces B. afzelii, B. garinii et B.
valaisiana étendent leur distribution jusqu'en Asie, mais dans le vecteur I persulcatus,
ou elles partagent leur habitat avec les especes présentes en orient uniquement, qui sont
B. japonica, B. tanukii, B. turdi, B. sinica et B. yangtze.

L'agent de la maladie de Lyme n’est toutefois pas seulement présent dans
I’hémisphere Nord. La présence de B. garinii a été démontrée chez I. uriae provenant
d'oiseaux migrateurs marins autant dans ’hémisphere Sud que dans I'hémisphére Nord
(Olsen et al, 1993; Olsen et al, 1995; Smith et al, 2006). En plus du cycle terrestre
classique, impliquant principalement les vecteurs I ricinus, I. scapularis, I. pacificus et I.
persulcatus ainsi que des micromammiféres comme principaux réservoirs, il existe un
cycle "marin", maintenu par I uriae et des oiseaux pélagiques, tels que les puffins
(Fratercula artica) ou les pingouins torda (Alca torda) (Gylfe et al., 1999). Ces oiseaux
migrateurs transportent ainsi des spirochetes lors de leurs migrations, ce qui a permis a
Olsen et collaborateurs (1999) et Smith et collaborateurs (2006) de détecter B. garinii

autant en Suéde que sur la cote Nord du Canada ou encore en Nouvelle Zélande.
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1.3.2 Organisation génétique de B. burgdorferi sl

L'organisation génétique de B. burgdorferi sl est unique aux spirochetes
(Caimano, 2006; Casjens et al., 2012). Elle est composée d'un chromosome d'environ
910 Kb, accompagné de multiples plasmides linéaires (lp) et circulaires (cp) de taille
pouvant aller de 5 kb a 60 kb environ (tableau 2). Le chromosome contient environ 850
genes, dont les fonctions sont majoritairement liées aux mécanismes fondamentaux de
I'organisme; les processus génétiques, le métabolisme énergétique, le transport
transmembranaire... (Bergstrom et al, 2002). Les plasmides contiennent eux de
nombreux genes impliqués dans l'adaptation aux variations de milieux dans lesquels
évolue le pathogene, dans 1'héte ou dans le vecteur. Certains de ces genes, qui codent
pour des protéines de surface, ou Osps, sont aussi impliqués dans la pathogénicité
(chapitre 1.6.1).

Vingt-deux souches de B. burgdorferi sl ont été entierement séquencées jusqu'a
présent, comprenant les espéces B. afzelii (Glockner et al., 2006; Casjens et al., 2011b), B.
bavariensis (Glockner et al., 2004; Glockner et al, 2006), B. burgdorferi ss (Fraser et al,
1997; Casjens et al., 2000; Schutzer et al., 2011), B. finlandensis (Casjens et al., 2011a), B.
garinii, B. spielmanii et B. valaisiana (Fraser-Liggett et al, ]. Craig Venter Institute,

unpublished) (tableau 2).

24



Introduction

Tableau 2 : Composition plasmidique des génomes séquencés de B. burgdorferi sl.

Nombre de

Espéce Souche plasmides Composition
PKol2 15 1p25,1p28, 1p32, Ip34, Ip60-1, 2
B. afzelii 27, 8% p30
ACA-12 14 1p17; 1p28-1, 2, 3, 4,7; Ip32-10; 1p38; Ip54
cp26,cp32-1,3,4,5
CAs
B. bavariensis B. garinii PBil3 11 lcizzt;:lépzz’é?igézpm’ 1p28, 1p50, [p54; Ip59
64bt 18 1p17,1p28-1, 2, 3,4, 5, 1p36, 1p38, Ip54
cp26,cp32-1,3-8,4,5,6,7,9,11,
B315 21 Ip5,1p17,1p21, 1p25,1p28-1, 2, 3, 4, 1p36, Ip38, Ip54, Ip56
cp9, cp26,cp32-1,3,4,6,7,8,9
7574 14 1p17,1p25,1p28-1, 2, 3, 4, 1p36, Ip54
cp26,cp32-1,3,4,9,12
BOL26+ 13 1p17,1p28-1, 3, 4, Ip36, Ip54
cp26,cp32-4,5,9,10,11-1; 12
20 Ip17; 1p21; 1p25; 1p28-1, 3, 4, 5, 6; Ip36; 1p38; Ip54
156a* p26, cp32-1,3,4,6,7,8,11, 12
CA-11.2A4 12 1p17,1p28-3,1p36-28-4, 1p38, Ip54, Ip56
’ cp26,cp32-1,3,5,10,13
13 1p17;1p28-4; 1p36; 1p38; Ip54
_ 72at p26; cp32-1,2-7,3, 5,7, 10, 13
B. burgdorferi ss 208054 15 Ip17, 1p25, 1p28-2, 3, 4, 6, 1p36, Ip38, Ip54
cp26,cp32-4,5,7,9,12
]D14 20 Ip17; 1p25;1p28-1, 3,4, 5, 6, 7; 1p36; 1p38; Ip54
cp26; cp32-1+5,3,6,8,9,10, 11,12
14 Ip17; 1p28-3, 4, 8; 1p36; Ip54; Ip56
94at cp9; cp26; cp32-5, 6,7, 10, 11
19 Ip17,1p25,1p28-3, 4, 5, 6, 1p32-3, 1p36, Ip38, Ip54
118a p9, cp26, cp32-4, 5, 6,7-9, 8, 10, 13
WI91-234 21 Ip5,1p17,1p25,1p28-1, 3, 4, 6,1p36, 1p38, Ip54, Ip56
cp9-1, 9-3; cp26, cp32-1,4,5,6,7,10, 11
N40# 17 1p28-1, 2,4, 5, 1p25, 1p36, 1p38, Ip54
cp9, cp18, cp26, cp32-4,5,7,9, 10, 12
2974 20 1p17,1p28-1, 3,4, 5, 6, 1p36, 1p38, Ip54
cp26,cp32,-1,3,4,5,6,7,9,11, 12
Far042 7 Ip17,1p25,1p28-1, Ip32-10, Ip36, Ip54
... cp26
B. garinii , 11 Ip17; 1p25; 1p28-1, 3, 4, 7; Ip36; Ip54
PBr cp26; cp32-5,10
B. valaisiana VS1162 11 L‘;ﬁcfjjjﬁiiif ;"33 =
. - . -G oA
B. finlandensis Svie 10 121276';]?;;22,44'117),31226' =
8 Ip17; 1p28-3, 4, 8; 1p36; Ip38; Ip54

B. spielmanii A14S52

cp26

Distribution des OspA a F. OspA, OspB, OspC, OspD, OspE, OspF.
1= Glockner et al, 2006; 2=Casjens et al, 2011b; Fraser-Liggett et al, ]. Craig Venter Institute,
unpublished; 3= Glockner et al., 2004; 4= Schutzer et al., 2011; 5= Fraser et al., 1997; Casjens et al., 2000;

6= Casjens et al., 2011a.

25



Introduction

Les plasmides sont généralement présents en copie unique et chacun est nommé
selon sa taille et sa structure (Hinnebusch et Barbour, 1992). Les plasmides circulaires
sont ainsi nommeés cp et les plasmides linéaires lp. Cp26 - ou cp27 chez B. afzelii Pko, qui
en est I'homologue - est donc un plasmide circulaire d'environ 26 kb qui contient entre
autre le gene codant pour la protéine de surface C, écrit ospC pour le gene et OspC pour
la protéine. Lorsque plusieurs plasmides homologues sont présents, ils sont discriminés
par un chiffre. Ainsi, au moins 12 plasmides circulaires (cp) d'environ 32kb et huit
plasmides linéaires (Ip) d'environ 28Kb sont connus (cp32-1a 12 et 1p28-1 a 8) (Casjens
et al, 1997; Caimano et al, 2000). Leur nombre varie d'un organisme a l'autre et peut
aller jusqu'a 21 lp et cp confondus par individu, ce qui est le cas de la souche B31 de B.
burgdorferi ss (tableau 2)(Barbour, 1988b; Xu et Johnson, 1995; Fraser et al, 1997).
Lors de cultures in vitro successives, certains de ces plasmides peuvent étre éliminés.
Tous ne sont donc pas indispensables pour la survie en culture, mais si certains peuvent
faire défaut sans préjudice vital, tels que le cp9 ou les 1p21, 1p28-2, 1p28-4 et Ip56, la
perte d'un ou plusieurs des plasmides cp26, cp32, ou Ip21, Ip25, 1p28-1, ou encore lp54
peut toutefois amener a une baisse ou une perte totale du pouvoir infectieux (Xu et al.,

1996; Purser et Norris, 2000; Byram et al., 2004; Stewart et al., 2005).

1.3.2.1 Transferts génétiques

Bien que les mécanismes de transferts génétiques horizontaux sont encore en
grande partie inconnus, ces échanges existent chez B. burgdorferi sl (Livey et al., 1995;
Marti Ras et al., 1997; Wang et al, 1999a; Lin et al., 2002; Stevenson et Miller, 2003) et
semblent étre fréquents pour certains loci (Qiu et al, 2004). Ces études se sont surtout
concentrées sur le gene ospC, qui présente un fort polymorphisme, ainsi que sur la
famille des plasmides circulaires cp32, présents en plusieurs exemplaires chez les
souches de borrélies séquencées (tableau 2). Wang et collaborateurs (1999) ont
démontré que ces transferts existent aussi bien au niveau intra-spécifique qu'entre
especes du complexe. Ainsi, la souche m7 de B. valaisiana arbore le méme géne ospC que
la souche ACA1 de B. afzelii. Qiu et collaborateurs (2004) ont, quant a eux, étendu
I'observation de transferts génétiques horizontaux a tout le génome de B. burgdorferi ss

et ont mis en évidence le transfert de plasmides entiers.
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Plusieurs hypothéses sur les mécanismes impliqués ont été proposées, dont le
transfert par le biais de bactériophages (Eggers et al.,, 2001). Récemment, une étude de
Kudryashev et collaborateurs (2011) a démontré que B. burgdorferi ss était capable de
fusionner sa membrane externe avec un autre individu, et dans certains cas méme de
fusionner la membrane cytoplasmique (Kudryashev et al., 2011). Ces fusions pourraient
permettre 1I'échange de plasmides entiers entre individus, mais aussi entre especes,
puisque des infections mixtes sont rencontrées aussi bien dans les tiques (Leuba-Garcia
et al., 1994; Pérez et al, 2011) que dans les hotes (Humair et Gern, 1997; Postic et al.,
1997; Pérez et al, 2011). Des infections mixtes sont aussi retrouvées chez I'Homme
(Demaerschalck et al, 1995; Seinost et al, 1999b). Elles ne présentent, par contre, pas

d'intérét dans ce contexte, puisque il s'agit d'un hote accidentel.

1.3.2.2  Lipoprotéines de surface (Osps)

A la différence des bactéries gram-négatif, B. burgdorferi sl présente de
nombreuses Osps a sa surface (Caimano, 2006)(fig. 6). Ces protéines sont lipo-ancrées a
la membrane externe et exprimées différentiellement en fonction du cycle de vie du
parasite, lui permettant de s'adapter aux milieux rencontrés durant sa vie. Sur une
centaine de lipoprotéines hypothétiques décrites apreés séquencage du génome de B.
burgdorferi ss (Fraser et al., 1997), six Osps se voient porter une attention particuliere,
de par leur nature antigénique, leur expression différenciée ou en tant que facteur de
pathogénicité. 1l s'agit d'OspA, OspB, OspC, OspD, OspE et OspF (Haake, 2000) (tableau
2). Les génes ospA et ospB sont situés sur un plasmide linéaire de 54kb environ (Ip54) et
sont essentiellement exprimés dans l'intestin de la tique. Les protéines qu'’ils encodent
(OspA et OspB) permettent la colonisation de l'intestin du vecteur et sont essentielles a
la survie des spirochetes (De Silva et al.,, 1997; Pal et al., 2000; Fikrig et al., 2004; Pal et
al, 2004a; Li et al, 2007; Neelakanta et al, 2007). Leur expression diminue
généralement apres le début du repas sanguin, sans doute pour permettre l'invasion
systémique de la tique, puis remonte sur la fin du repas sanguin pour les spirochetes
toujours présents dans l'intestin (Schwan et Piesman, 2000; Ohnishi et al, 2001).
Toutefois, certains spirochétes continueront d’exprimer OspA tout au long du repas

sanguin (Ohnishi et al, 2001). ospD est situé sur le plasmide 1p38 et est aussi
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principalement exprimé dans le vecteur. Il ne semble toutefois pas étre nécessaire pour
la survie des spirochetes, puisque des mutants n'exprimant pas OspD restent tout de
méme infectieux autant pour I'hote que pour le vecteur (Li et al., 2007). ospE et ospF
sont situés sur les plasmides de la famille des cp32 et sont les fondateurs du groupe des
Erps, pour OspE-F related proteins. Les protéines encodées par ces genes sont surtout
exprimées pendant le repas sanguin et lors du passage des spirochetes dans 1'héte
(Hefty et al., 2001). Certaines sont impliquées dans 1'évasion du systéme immunitaire en
inactivant le systéme complément de I'hote (Hellwage et al., 2001). Finalement, ospC, sur
lequel porte cette étude, est impliqué dans la dissémination des spirochetes chez 1'hote
(Lagal et al., 2006; Seemanapalli et al., 2010) mais aussi chez la tique (Fingerle et al,
2002; Goettner et al, 2006; Fingerle et al, 2007). Nous reviendrons sur ce gene au

chapitre 1.6.

1.4 Le vecteur

Toutes les espéces de borrélies présentées jusqu'ici circulent donc dans
I'environnement grace aux tiques du genre Ixodes. De la classe des Arachnida, de 1'ordre
des Ixodida et de la famille des Ixodidae, au moins 18 especes de tiques sont capables
d'acquérir et/ou de transmettre B. burgdorferi sl (tableau 1), mais toutes ne contribuent
pas de maniére égale a la maintenance de 1'agent pathogéne dans la nature. Ainsi, les
principaux vecteurs sont L. pacificus, a I'ouest des Etats-Unis, I. scapularis a l'est, . ricinus
en Europe et L. persulcatus en Eurasie (fig. 1), de par leur compétence vectorielle élevée,
leur importance médicale (I'Homme est majoritairement parasité par ces especes) et de
par leur dominance sur les autres espéces dans le paysage de la borréliose de Lyme. La
présence de spirochetes a aussi été détectée chez d'autres especes de tiques, ainsi que
chez certains insectes hématophages, tels que des moustiques ou des tabanidés (Eisen et
Lane, 2002), mais aucune capacité vectorielle ne leur est imputée.

Ces vecteurs se développent en passant par quatre stades; l'ceuf, la larve, la
nymphe et I'adulte. Le passage entre chaque stade, de ceuf a larve mis a part, nécessite
un repas sanguin unique, qui constitue la phase de transmission des pathogenes. Les
larves se nourrissent en deux a quatre jours environ, les nymphes en quatre a six jours

et les femelles en sept a 10 jours (Gray, 2001).

28



Introduction

Ce repas s’effectue en deux étapes. La phase d’engorgement lente, puis la phase
rapide. Durant la premiére phase, qui représente plus des deux tiers du temps passé sur
I’héte, peu de sang est aspiré. Chez I ricinus, la tique entreprend des changements
physiologiques importants au niveau de I'intestin (Jacot, 2003) et des glandes salivaires
(Leboulle et al., 2002). L’intestin devient fonctionnel (Dunham-Ems et al, 2009), une
membrane péritrophique se forme (Zhu, 1991) et I'activité hémolytique débute (Franta
et al, 2010), pendant que les acini II et III des glandes salivaires se développent (Sauer
et al.,, 1995). Ces changements préparent la tique a la phase rapide, qui débute 24 a 48
heures avant la fin de repas sanguin. Elle constitue cependant l'essentiel de 'apport
sanguin. La tique ingurgite une quantité de sang supérieure au volume du corps, en
concentrant le repas sanguin et en sécrétant le surplus via les glandes salivaires. Arrivée
a réplétion, la tique se détache et tombe au sol pour muer, un mois plus tard environ. La
tique injecte de la salive tout au long du repas sanguin (Francischetti et al., 2009). Cette
salive possede de nombreuses propriétés facilitant le repas sanguin, comme des
substances immunomodulatrices pour contrer la réponse immunitaire face au
gorgement ainsi que des anticoagulants, dont certaines sont aussi mises a profit par les
borrélies, facilitant ainsi l'infection (Horka et al., 2009).

A la différences des metastriata qui s'accouplent généralement sur 1'hote, les
males produisant du sperme apres un repas sanguin seulement, les prostriata, qui ne
contiennent que le genre Ixodes, s'accouplent lors de leur rencontre, sur 1'h6te ou au sol
(Oliver et al., 1974). Les males ne sont donc pas obligés de se nourrir pour féconder les
femelles, mais peuvent toutefois prendre des repas sanguins frugaux. La femelle doit par
contre prendre un repas sanguin conséquent pour la production d'ceufs.

La recherche d’hétes est passive. Ainsi, a 'exception des especes endophiles,
telles que I hexagonus ou 1. uriae, les individus grimpent sur la végétation et attendent le
passage d’un animal pour le parasiter. Cette attente est toutefois ponctuée de phases de
réhydratation. Les tiques redescendent au sol pour capter 'humidité ambiante grace a
des sels hygroscopiques sécrétés sur les pieces buccales par les acini [ (Sauer et al,
1995). Comme toutes les especes du genre, Ixodes sp. complete un cycle triphasique.
Tous les stades se laissent tomber de leurs hotes pour muer au sol, ou pour pondre dans
le cas des femelles, aprés chaque repas sanguin. Les individus mués recommencent

ensuite la quéte du prochain repas.
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Chaque stade posseéde son propre comportement lors de la recherche d’hotes
(Gigon, 1985). Les larves quétent tres proches du sol, les nymphes sur I'herbe et les
petits buissons jusqu'a 30 centimeétres environ et les adultes jusqu'a un metre. Ces
hauteurs sont directement liées a la résistance a la dessiccation de chaque stade et
influencent ainsi aussi la distribution des trois stades sur leur gamme d'héte. Les
micromammiferes rencontrent plus facilement les larves que les autres stades (Nilsson
et Lundqvist, 1978). Les hotes plus grands, tels que les hérissons, les lagomorphes, les
écureuils ou les oiseaux sont exposés aux larves et aux nymphes, tandis que les grands
mammiferes sont fréquemment infestés par les trois stades (Moran Cadenas et al.,

2007a; Burri et al., 2011), tel que le chevreuil (Vor et al., 2010).

1.4.1 Ixodes ricinus

L ricinus, la tique du mouton, est donc le principal vecteur de la maladie de Lyme
en Europe (Gern et Humair, 2002). Elle est aussi la tique la plus fréquemment
rencontrée du sud de la Finlande a Chypre, en passant du Portugal a 1'Ukraine. Elle
évolue dans les foréts de feuillus des régions climatiques
tempérées présentant une forte humidité relative (80% et
plus) (Gigon, 1985). Un sous-bois présentant un bon
couvert végétal constitue I'habitat idéal (fig. 7). I ricinus
est généraliste, sa gamme d’hotes comprenant plus de 300
especes (Anderson, 1991), principalement des

micromammiferes et des petits oiseaux pour les larves;

des hérissons, des écureuils, des lagomorphes, des 1ézards e
Fig. 7 : Bois de I'Hopital.

et des oiseaux pour les nymphes et des grands (0. Rais)

mammiferes tels que les ongulés pour les adultes

(Aeschlimann, 1972; Matuschka et al,, 1991). Le cycle complet dure généralement trois
ans, a raison d'une mue, donc d'un repas sanguin par an (Randolph, 2004). L'activité d'L
ricinus est fortement dépendante de la météorologie; température, humidité et lumiere
principalement (Jouda et al., 2004b; Jouda et al., 2004a; Randolph, 2004; Moran Cadenas
et al, 2007b; Gern et al., 2008). Elle débute généralement au printemps, des que les

températures dépassent sept degrés pour les nymphes et les adultes et plus de 10
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degrés pour les larves, pour autant que 'humidité relative soit assez importante (Perret
et al.,, 2000). Elle se termine de la méme maniére au début de I'hiver, avec la chute des
températures et la diminution de la période diurne. A ce moment, les tiques rentrent en
diapause et se protégent du gel en s'enfouissant sous le couvert végétal (Gigon, 1985). .
ricinus est donc active du printemps a I'hiver, alternant entre les phases d'hydratation
au sol, de quéte sur la végétation et de repas sanguin sur un hoéte. Lors de cette période,
les activités d'hydratation et de quéte des tiques sont directement influencées par le
déficit de saturation de l'air. Plus il fait chaud et sec, plus les tiques doivent se
réhydrater et moins elles restent en quéte (Perret et al.,, 2000). Cette influence du déficit
de saturation sur le comportement d'l. ricinus dessine une courbe d'activité saisonniéere
sinusoidale au fil des ans. Globalement, une forte densité de tiques est en quéte au
printemps, puis, alors que les températures estivales agissent sur le déficit saturation,
une nette baisse d'activité est observée (Gern et Humair, 2002). Ce pic d'activité au
printemps est parfois suivi par un autre pic en automne, au retour de températures et de
taux d’humidité plus cléments (Gern et Humair, 2002). Il en résulte une courbe d'activité
saisonniere unimodale lorsque seul le pic d'activité de printemps est observé, et
bimodale lorsque il y a un deuxiéme pic en automne. L'infestation des hdétes ne
correspond par contre pas entierement a cette activité saisonniere, puisque les rongeurs
semblent étre infestés tout au long de la période d'activité, du mois de mars au mois de
novembre, méme lorsque les tiques ne sont pas en quéte (Burri et al.,, 2011; Pérez et al.,
2012). Sur un site particulier (Kiesen, Berne), des tiques infestant des rongeurs ont été
trouvées tout au long de I'hiver, alors qu'aucune tique n'était en quéte (Burri et al,

2011).

1.4.1.1 Infection d'Ixodes sp. par B. burgdorferi sl

Les relations entre les vecteurs et B. burgdorferi sl ont été et sont intensivement
étudiées. Il est par contre délicat d'obtenir une image claire de toutes ces interactions,
étudiées avec plusieurs especes de vecteurs et de borrélies. Aux Etats-Unis, la principale
espece de spirochete touchant I'Homme est B. burgdorferi ss, transmise par I scapularis
et I pacificus, tandis qu'en Europe, il s'agit de B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis, mais

aussi B. burgdorferi ss, toutes transmises par I. ricinus (tableau 1). Il sera donc question
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ici d'esquisser l'infection d'Ixodes sp. par B. burgdorferi sl en se basant sur la littérature
concernant ces différents couples, avec une référence spéciale a I. ricinus et B. afzelii, les
especes concernées dans cette recherche.

La premiére exposition des tiques aux spirochetes a généralement lieu lors du
premier repas sanguin des tiques, donc lors de I'engorgement des larves. Toutefois, une
transmission transovarienne peut parfois étre observée. Ainsi, des larves d'lL ricinus a
jeun sont parfois infectées dans la nature par B. afzelii et B. garinii (Rijpkema et
Bruinink, 1996; Bellet-Edimo et al, 2005) et la méme situation a été observée chez I
scapularis avec B. burgdorferi ss (Piesman et al., 1986). La fréquence de ce type de
transmission est toutefois tres faible, I'étude de Bellet-Edimo et collaborateurs (2005)
ayant observé une transmission transovarienne de B. burgdorferi sl par I ricinus dans
seulement 0.7% (3/447) des cas. Par contre, lorsqu'elle a lieu, son efficacité est élevée,
puisque de 44% a 100% des larves étaient infectées, toujours selon la méme étude
(Bellet-Edimo et al, 2005). Les larves a jeun sont donc majoritairement saines dans la
nature. Fixées sur un hote infecté, les larves vont ingurgiter des spirochetes, qui vont se
loger dans l'intestin et se fixer a 1'épithélium. Chez I scapularis, il a été démontré que
cette fixation est possible grace entre autre a la protéine OspA, qui se lie au récepteur de
la tique TROSPA, pour Tick Receptor OspA (Pal et al, 2004a). La méme interaction
OspA-TROSPA n'a pas été démontrée chez I. ricinus. Cependant, ce gene TROSPA y est
aussi présent, laissant a penser que la méme interaction a lieu. Dans l'intestin, les
spirochetes vont se multiplier pendant les jours suivant le repas sanguin (Gern et al.,
1990; Piesman et al., 1990; Zhu, 1998b). Leur nombre chute ensuite lors de la mue, mais
certains y survivent, ce qui permettra une transmission transstadiale (Zhu, 1998a). Il est
intéressant de noter que ces spirochétes ne sont a ce moment pas infectieux pour I'héte
(Piesman, 1993; Crippa, 2003). Chez I ricinus, l'injection de broyat de nymphes a jeun
infectées ne provoque pas d'infection chez la souris, alors que des borrélies de culture
sont infectieuses (Crippa, 2003). Les auteurs ont montré qu'il est nécessaire de nourrir
les tiques pendant 24 heures ou de mettre en culture des tiques infectées pendant 24
heures au moins pour que les spirochétes deviennent infectieux, ce qui semble
déclencher l'infectivité. Le méme phénomene a aussi été observé chez I. scapularis et B.
burgdorferi ss. (Piesman, 1993).

Pendant le repas sanguin suivant, les spirochetes des nymphes infectées

entreprennent une multiplication dans l'intestin (Gern et al., 1990; Piesman et al., 1990;
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De Silva et Fikrig, 1995; Gern et al., 1996; Dunham-Ems et al., 2009). Cette multiplication
ne semble toutefois pas étre constante tout au long du repas sanguin. Il semblerait qu'il
y ait une diminution du nombre de spirochetes au début du repas sanguin, au point
méme de tomber au-dessous du seuil de détection par PCR, avant de remonter vers la fin
du repas (Piesman et al, 1991; Gern et al, 1996; Zhu, 1998b). Certains spirochetes
pourraient étre perdus lors de 1'excrétion, puisque des borrélies sont retrouvées dans
les feces de nymphes en gorgement (Gern et al., 1996; Patton et al, 2011b), ou étre
éliminés par le systeme complément de 1'hote arrivé dans l'intestin de la tique par
exemple (Kurtenbach et al, 2002). Les individus restants se mettent en mouvement et
débutent l'invasion de la tique en traversant l'intestin. Il y a a ce moment un changement
dans l'expression de leurs protéines de surface, permettant de s'adapter aux nouvelles
conditions et de se préparer a l'infection de 1'hote. OspA est généralement réprimée,
permettant aux spirochétes de se détacher des épithéliums, tandis qu'OspC est
fortement exprimée (Fingerle et al, 1995; Fingerle et al, 2002). Les spirochetes
envahissent la nymphe et un certain nombre d'entre eux atteignent les glandes
salivaires. Leur présence n'y est généralement pas détectée avant 24 heures de repas
sanguin pour I ricinus (Gern et al., 1996; Crippa et al.,, 2002), tandis qu'il faut pres de 48
heures de repas chez I. scapularis pour que B. burgdorferi ss les atteigne (Piesman et al.,
1987; Ribeiro et al, 1987). La transmission de la maladie de Lyme ne peut donc
s'effectuer qu'apres ce temps de migration. Toutefois, des infections a B. afzelii ont été
observées en laboratoire apres seulement 17 heures de repas sanguin (Kahl et al., 1998)
et dés 24 heures pour B. burgdorferi ss avec I scapularis (Piesman et al, 1987),
indiquant soit que la migration peut étre plus rapide dans certains cas, soit que les
tiques utilisées étaient déja infectées de maniere systémique, ce qui pourrait accélérer le
temps avant transmission, des spirochetes pouvant déja se trouver dans les glandes
salivaires.

Bien que capables de s'attacher a tous les acini, il semblerait que B. burgdorferi ss
ne pénetrent généralement que les acini II et III (Dunham-Ems et al., 2009). Seulement,
des spirochetes peuvent étre observés dans les acini I d'L ricinus a jeun, ainsi que lors du
gorgement (Gern et al., 1990; Zhu et al., 1992a; Zhu et al., 1992b; Gern et al., 1996). Par
contre, la majorité des infections sont tout de méme localisées dans les acini II et III. Il se
pourrait que l'invasion des glandes salivaires soit dépendante de l'espece de tique ou de

spirochete, ou alors que les observations faites chez I ricinus soient liées a un
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comportement de refuge lorsque les acini II et IIl s'atrophient lors de la mue. Ces
observations pourraient aussi simplement étre expliquées par 1'anatomie de la tique. Les
acini I sont situés dans la partie antérieure des glandes et ne sont pas en contact direct
avec l'intestin. Les acini II et III, par contre, y sont tres souvent accolés, surtout lors du
repas sanguin, puisque, et les acini et l'intestin, prennent du volume. Les spirochétes
rencontreraient donc plus facilement ces deux derniers types.

Une fois dans les glandes salivaires, les spirochétes influencent I'expression de la
protéine salivaire SALP15 d'l. scapularis (Ramamoorthi et al., 2005) ou SALP15 Iric-1
chez I ricinus (Hovius et al, 2007; Hovius et al, 2008), qui a un effet
immunosuppresseur (Anguita et al., 2002; Hovius et al., 2007; Marchal et al.,, 2011), et se
I'accaparent grace a OspC (Ramamoorthi et al, 2005; Hovius et al., 2007; Hovius et al.,
2008; Schuijt et al., 2008) avant d'étre transportés dans I'h6te avec la salive (Ribeiro et
al, 1987; Gern et al, 1990; Zhu et al., 1990; De Silva et Fikrig, 1995). Dans I'hote, cette
méme OspC lie le plasminogene (Lagal et al., 2006), afin de faciliter sa migration dans les
tissus, tandis que des Erps sont exprimées, afin de contrer le systtme complément de
I'hote (Stevenson et al., 2002). Les spirochetes commencent alors I'invasion de I'h6te et
répriment l'expression d'ospC pour éviter la réponse immunitaire dirigée a son
encontre, tandis que d'autres sont ré-ingurgités par les nymphes. Ce mécanisme se

répetera avec la femelle (fig. 8).
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D'autres voies d'infections viennent encore se greffer a cette description. Il y a la
transmission sexuelle, du male a la femelle, lors de la copulation (Alekseev et al., 1999).
Cette derniere a été démontrée chez I. persulcatus et B. garinii, mais ne semble pas avoir

lieu avec B. afzelii. Finalement, il y a la transmission par co-feeding, ou de tique a
tique (Gern et Rais, 1996). Lorsque plusieurs individus se nourrissent en méme temps et
proches les uns des autres, les spirochétes peuvent passer d'un individu infecté a un
individu sain, sans pour autant que 1I'hote soit infecté ou le devienne. Dans ce type de
transmission, qui contribue a la prévalence de tiques infectées dans la nature (Randolph
et al, 1996), 1'héte n'est qu'un support pour les tiques. Il permet aux larves
généralement non infectées de s'infecter, méme lorsque 1I'hote ne l'est pas. La principale
composante importante pour la maladie de Lyme est la spatialité. Il faut que larves et
nymphes se nourrissent proche les unes des autres pour qu'il y ait transmission (Gern et
Rais, 1996; Randolph et al, 1996). Toutefois, la temporalité est aussi importante,
puisque les nymphes et les larves doivent se nourrir sur le méme hote dans un laps de
temps court. Ainsi, ce type de transmission ne peut avoir lieu que lorsque les conditions
climatiques induisent des pics d'activités des larves et des nymphes proches dans le
temps. Cette transmission par co-feeding est aussi valable entre nymphes et avec des
adultes.

Bien que le stade présentant la plus grande prévalence d'infection soit le stade
adulte, puisque la transmission transstadiale a un effet cumulatif, les nymphes
constituent le stade le plus important dans la transmission de la maladie a 'Homme
(Piesman et Gern, 2004). En effet, les nymphes sont beaucoup plus fréquentes que les
adultes dans la nature et peuvent se dissimuler sur le corps plus facilement que les

adultes, et ainsi avoir le temps d'injecter des spirochétes.

1.5 L'hote

Plus de 300 especes de vertébrés peuvent donc nourrir I ricinus et ainsi
contribuer au maintien du parasite (Anderson, 1991). Cette tique a dés lors de fortes
chances de compléter son cycle, ses repas sanguins pouvant s'effectuer autant sur des
mammiféeres que des oiseaux ou des reptiles. Le choix de I'héte est fonction de la hauteur

de quéte de chaque stade et de la préférence pour une espece donnée (chapitre 1.4).
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Bien que le choix de candidats pour un repas soit immense, et qu'l ricinus puisse
infester une grande variété d'hotes, tous ne contribuent pas directement au cycle de
Borrelia sp. Certains hotes sont réfractaires aux spirochetes (Kurtenbach et al, 2002;
Kurtenbach et al, 2006). Ils ne participent donc pas directement au maintien des
spirochetes dans la population de tiques, mais sont indirectement liés au cycle de la
maladie de Lyme, puisqu'ils permettent au vecteur de se nourrir. Toutefois, certains de
ces hotes peuvent servir de support pour une transmission par co-feeding et ainsi
participer tout de méme a l'infection des tiques, ce qui est le cas du mouton (Ogden et al.,
1997). Finalement, certains ongulés et certains lézards peuvent méme avoir une
influence négative sur la prévalence d'infection des tiques, puisque leur systéme
immunitaire est capable d'éradiquer les spirochetes se trouvant dans une tique en cours
de repas sanguin (Gern et Humair, 2002; Kurtenbach et al, 2006). Ces animaux sont
nommés hotes zooprophylactiques (Gern et Humair, 2002). Les hotes dits réservoirs,
qui peuvent maintenir l'agent pathogene, donc qui sont susceptibles d'étre infectés et
qui sont ensuite infectieux pour les tiques au cours de leur vie, sont les animaux

importants dans le cycle de vie des spirochetes (Gern et al.,, 1998a).

1.5.1 Réservoirs de Borrelia sp.

D'une maniere générale, les principaux hétes réservoirs de Borrelia sp. en Europe
sont les rongeurs, tels que les campagnols, mulots, rats, écureuils, loirs et 1érots; les
petits insectivores comme les musaraignes et les hérissons; les lagomorphes ainsi que
les oiseaux, tels que nombre de passereaux ou les faisans (Gern et al, 1998b). Les
oiseaux de mer sont aussi impliqués dans le maintien de Borrelia sp., mais surtout par
I'intermédiaire de la tique I uriae (Olsen et al, 1995). Tous ces hotes réservoirs ne
contribuent cependant pas de la méme maniere a la dynamique de transmission de
Borrelia sp. Une protection spécifique contre les tiques et/ou les spirochétes propre est
observée, ce qui modifie la compétence de réservoir (Humair et al, 1999). Ainsi par
exemple, les campagnols sont plus fréquemment infectés par B. afzelii que les mulots, ils
démontrent une infectivité pour les tiques plus élevée que les mulots, mais génerent au
final moins de tiques infectées, car le taux de succeés de mue est plus faible que chez les

mulots (Humair et al.,, 1999; Pérez et al., 2012).
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Cette compétence de réservoir dépend aussi fortement de l'espece de pathogene.
Le systéeme immunitaire des hotes, autant le systéme immunitaire inné que le systeme
acquis, exerce une pression sur les spirochetes, qui possédent des stratégies pour le
contourner. Le systéme complément est le premier acteur de cette réponse. Il est évité
par les borrélies grace aux protéines CRASP (Complement Regulator-Acquiring Surface
Protein), de la famille des Erps. En fixant entre autre le facteur H, ces protéines
empéchent la formation du complexe protéique responsable de la destruction de
I'organisme étranger (Hellwage et al., 2001; Kraiczy et al., 2001; Herzberger et al., 2007).
Par la suite, la réponse immunitaire acquise réagit aussi et cible les protéines de surface
exposées par les borrélies, dont OspC, qui est fortement antigénique. Les borrélies
contournent la réponse immunitaire par une répression de 1'expression d'OspC, comme
décrit au chapitre 1.6.2.

Il apparait aussi que certaines génoespeces sont plus a méme de combattre les
défenses de certains hotes que d'autres (Kurtenbach et al, 1998). Alors que B.
burgdorferi ss semble capable de déjouer autant les défenses immunitaires des oiseaux
que des mammiferes, B. garinii et B. valaisiana évitent facilement la réponse
immunitaire des oiseaux, alors que cette derniére est tres efficace contre B. afzelii. 1l en
découle que la majorité des tiques infectées récoltées sur des oiseaux sont porteuses de
B. garinii et B. valaisiana. A l'inverse, B. afzelii infecte aisément les rongeurs, mais pas B.
garinii. Les oiseaux contribuent donc surtout au maintien de B. garinii, tandis que les
rongeurs et les insectivores participent majoritairement a la circulation de B. afzelii. La
clef pour cette sélection serait justement le systeme complément, qui constitue la

premiere ligne de défense des hotes (Kurtenbach et al., 2002).

1.6 Le gene ospC

Le géne ospC, ou BBB19 sur le génome, est contenu dans le plasmide circulaire
cp26, ou des homologues cp27 pour B. afzelii pKo et cp28 pour B. bavariensis PBi. Ses
640 paires de bases, environ, codent pour la protéine OspC, qui est une lipoprotéine
d'environ 220 acides aminés, pesant 22kDa (Eicken et al., 2001; Kumaran et al, 2001).
Chaque dimere est composé de 5 hélices a et de 2 feuillets B (fig. 9). OspC possede 1

région semi-variable et 2 régions variables qui correspondent a l'épitope de la protéine
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(annexe 9.1) (Livey et al, 1995), ce qui le rend
fortement polymorphique—les homologies de
séquences allant de 100% a seulement 55%
(Fukunaga et Hamase, 1995; Jauris-Heipke et al,
1995; Marti Ras et al., 1997). La protéine OspC a un
fort pouvoir antigénique et a été extensivement
étudiée comme candidate potentielle pour le
développement d'un vaccin (Preac-Mursic et al,
1992; Gilmore et al., 1996; Wilske et al., 1996).

Seulement, l'immunisation de souris avec OspC ne

les protege que pour l'allele incriminé (Probert et

Fig. 9 : Représentation 3D de la protéine
de surface C de B. burgdorferi ss.
souche N40 (Eicken et al,, 2001)

al, 1997; Earnhart et Marconi, 2007). Il n'y a pas
d'immunité croisée pour les différents alléles, et
elle disparait apres un certain temps (Gilmore et al.,, 2003).

Elle forme, avec la protéine OspA, un cas d’école d’expression différenciée. Dans
l'intestin d’une tique a jeun, la population de spirochetes exprime majoritairement OspA.
Cette protéine a la faculté de se lier avec un récepteur de I'épithélium intestinal,

TROSPA, pour Tick Receptor of OspA (Pal et al, 2004a), ce qui permet aux
spirochetes la colonisation de lintestin. Dans cette situation, le géne ospC est
généralement silencieux (Barbour et al., 1983; Fingerle et al., 1995; Schwan et al., 1995).
Son expression est par contre élevée chez les borrélies retrouvées dans 'hémolymphe et
dans les glandes salivaires (Fingerle et al, 1995). ospC n'est en fait exprimé
généralement qu'aprés le début du repas sanguin, suite aux changements qui
interviennent dans l'intestin, tels que les variations en nutriments, les changements de
température ou de pH (Cluss et Boothby, 1990; Carroll et al, 1999), alors que le géne
ospA est réprimé par ces mémes signaux (Fingerle et al, 1995; Schwan et Piesman,
2000; Ohnishi et al, 2001). Il est par ailleurs possible d’induire 1'expression d’ospC en
culture, en augmentant la température du milieu a 37°C (Ojaimi et al, 2003).
L'expression du gene ospC perdure dans les glandes salivaires, ainsi que lors des
premiers jours chez I’h6te (Leuba-Garcia et al.,, 1998), avant d’étre réprimée pour éviter
la réponse immunitaire dirigée a son encontre (Liang et al., 2002; Crother et al, 2004).
Ces observations concernent une population de spirochetes, donc une moyenne

d'expression. Individuellement, certains spirochétes n’exprimant pas la protéine
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peuvent tout de méme se trouver dans les glandes salivaires et a l'inverse, des

spirochetes exprimant ospC sont retrouvés dans l'intestin (Ohnishi et al., 2001).

1.6.1 Fonction d'OspC

De par cette expression différenciée, la nature antigénique de la protéine OspC et
sa grande variabilité, il a été supposé qu'elle pouvait étre un facteur influencant la
colonisation de la tique et de I'h6te (Schwan, 2003). De nombreuses études se sont
penchées sur son action sur le cycle de vie du parasite et ont démontré qu'OspC est
nécessaire pour l'infection de 1'héte (Grimm et al, 2004; Pal et al, 2004b; Tilly et al,
2006). Elle n'est par contre pas impliquée lors du passage de 1I'hote a la tique, puisque
comme il a été décrit au chapitre précédant, le systtme immunitaire de 1'h6te réagit
rapidement a son contact. La protéine n'est donc pas exprimée lors d'infections
systémiques et n'est par conséquent pas présente lorsqu'une tique ingurgite des
spirochétes (Schwan et Piesman, 2000). Ces mémes études ont aussi montré qu’elle est
requise par B. afzelii pour envahir I ricinus (Fingerle et al., 2002; Goettner et al., 2006;
Fingerle et al, 2007). Cette derniere relation est cependant moins claire chez B.
burgdorferi ss et I. scapularis. Alors que certains soulevent la nécessité de la présence
d'OspC pour envahir les glandes salivaires (Gilmore et Piesman, 2000; Pal et al., 2004b),
I'équipe de P. Rosa (Grimm et al., 2004; Tilly et al, 2006) conclut qu'OspC n'est pas
nécessaire pour la migration dans la tique, puisque les souches transformées
n'exprimant pas la protéine migrent dans les glandes salivaires des 48 heures de repas
sanguin. Plusieurs explications sur cette contradiction ont été proposées, dont les
différences dans la méthodologie, entre les souches utilisées et les transformations
génétiques effectuées, mais la controverse n’est aujourd’hui toujours pas résolue (Radolf
et Caimano, 2008).

Récemment, de nouveaux résultats ont fait apparaitre une approche différente du
probléme (Radolf et Caimano, 2008; Xu et al, 2008a; Tilly et al, 2009). Au moment de
I'infection d'un hote par une tique ou par injection sous-cutanée, les mutants
n'exprimant pas OspC sont tres vite éliminés, tandis qu'ils sont capables d'infection et
d'invasion lorsqu'ils sont transplantés d'une souris infectée a une souris saine par

transplantation de tissus infectés (Tilly et al., 2009). Comme les spirochétes n'expriment

39



Introduction

plus OspC lorsqu'ils sont établis dans 1'hote, la protéine aurait donc une fonction de
protection contre la premieére réponse immunitaire acquise, ce qui la rend indispensable
pour l'infection de I'h6te, mais pas pour le long terme. Sa répression, lorsque le systéme
immunitaire inné exerce une pression a son encontre, amene aussi un fort changement
antigénique des spirochétes, permettant 1'évasion du systeme immunitaire. Toutefois,
cette fonction peut artificiellement étre remplacée par d'autres Osps, telles que OspA ou
OspE ou encore VISE chez des mutants n'exprimant pas OspC, mais surexprimant l'une
de ces trois autres protéines de surface (Xu et al, 2008a; Xu et al, 2008b). Dans ces
études, des mutants n'exprimant pas OspC sont rapidement éliminés de 1'héte. Par
contre lorsque ces mémes mutants surexpriment d'autres protéines de surface (OspA,
OspE ou VIsE), l'infectivité est restaurée. Ces auteurs expliquent que comme OspC est
une protéine fortement exprimée lors du passage du vecteur a 1'hote, son absence
pourrait conduire a une instabilité de la membrane externe. Elle aurait donc ainsi un
réle de maintien de l'intégrité de la membrane externe, permettant de résister aux
attaques de 1'hote, plutot qu'une action réellement indispensable, tout en créant une
diversion de la réponse immunitaire. Ces études ont aussi confirmé un deuxiéme réle a
cette protéine, celui de facteur de dissémination chez 1'héte (Xu et al, 2008a;
Seemanapalli et al, 2010). Alors que les mutants développés par Xu et collaborateurs
(2008) n'exprimant pas OspC mais surexprimant d'autres Osps sont a nouveaux
capables d'infection sur le long terme, ils ne se disséminent pas aussi vite que les
mutants dont l'expression d'OspC est restaurée. Les mutants développés par
Seemanapalli et collaborateurs (2010) expriment eux une protéine tronquée, qui ne
change ni le nombre de spirochétes retrouvés dans les tissus, ni la ID50, la dose
provoquant 50% d'infection. Par contre, cette protéine tronquée affecte fortement la
dissémination. Les souches exprimant une OspC tronquée envahissent les sites distants
(cceur et articulations tibio-tarsales) beaucoup plus tardivement que la souche
exprimant la protéine entiere.

Des lors, quelles sont les fonctions d'OspC? Depuis 1'élucidation de sa structure, il
a été émis qu'elle pouvait étre une protéine de liaison, de par sa ressemblance avec le
récepteur a l'aspartate de Salmonella typhimurium (Eicken et al, 2001; Kumaran et al.,
2001). Cette supposition a été confirmée par plusieurs études, qui ont démontré
I'affinité d'OspC pour le plasminogene et pour une protéine immunomodulatrice de la

salive de tiques, SALP15 chez I. scapularis et son homologue SALP15 Iric-1 chez I ricinus
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(Ramamoorthi et al, 2005; Lagal et al, 2006; Hovius et al, 2008). Ces deux ligands,
accaparés par les spirochetes, pourraient les aider a coloniser les tissus de I'hote,
puisque Salp15 leur permet d'éviter la réponse immunitaire de 1'hote (Schuijt et al,
2008) et parce que le plasminogéne, une fois activé en plasmine, permet d'envahir les
tissus en agissant sur la fibrinolyse (Coleman et al, 1997). 1l a aussi été établi qu'OspC
joue le role d'adhésine, en permettant la fixation des borrélies aux glandes salivaires, ce
qui conforte 'idée de facteur facilitant aussi I'invasion de la tique (Pal et al, 2004b).
Méme si la nécessité absolue d'OspC pour la migration des spirochétes dans la tique

n’est pas démontrée, elle semble tout de méme fortement l'influencer.

En résumé de ce chapitre, OspC possede deux caractéristiques chez 1'hote
vertébré. Grace a ses capacités de liaisons au plasminogene, OspC permet aux
spirochetes de se disséminer dans 1'h6te (Lagal et al., 2006; Seemanapalli et al., 2010), et
en se liant a la protéine salivaire SALP15, elle confére aux spirochétes une capacité
protectrice face au systeme immunitaire inné de I'h6te (Hovius et al., 2008; Schuijt et al.,
2008). Chez la tique, son rdle d'adhésine permet la reconnaissance des glandes
salivaires (Pal et al, 2004b; Dunham-Ems et al, 2009). Son action sur la migration
depuis l'intestin jusqu'aux glandes salivaires est par contre toujours controversée, mais

semble tout de méme étre un facteur important pour le passage de la tique a 1I'hote.

1.6.2 ospC et invasivité

La grande diversité génétique du geéne ospC a permis de classer les différents
alleles ospC en groupes. Ainsi, 22 groupes ospC, nommés de A a V, ont été définis chez B.
burgdorferi ss (Seinost et al., 1999a; Wang et al., 1999b; Baranton et al, 2001) selon le
postulat suivant : Au sein d'un groupe, la différence génétique entre alleles doit étre de
moins de 2% et pour étre exclu d'un groupe, un alléle doit présenter plus de 8% de
différences (Wang et al.,, 1999b). A l'instar de B. burgdorferi ss, 14 groupes ospC ont été
définis chez B. afzelii, de A1 a A14, et 22 chez B. garinii, de G1 a G22 (Baranton et al,
2001) (fig. 10).

41



Introduction

-] b~
2 8 s 8§ §
% 3 8 § F ; g &
Q' ® '% — : » S -3 a I & g 37 $
@%f%g§s=a5§:\e
Ps > % % § S S 2 =2 3 3? ~ S
® = % '% > -~ ® o ® KF I K
%Y %t S - S
Z = ’
N\
4, \5‘9
‘-a% %'/
4
'6q’ %?”‘3 ‘,‘5
’-6% ’{Q"’] y
Urgyg, ot
84 % K
L) a®®
(00,2‘0 W"“
b ocs ) Ri3
(4 2’8“) k‘ ® 777)
p.ab¥® (xed

B.aOrth (142874)

B.b 0C16 (AFo65143)
3| B.a Skol (AY150203)

B.b 0C17 (AF065144)
B.a Ssim (AY150202)

8.b DN127 (U04280)
B.b0ct (Argpgg
60,
b 26813 (e} B.b pp. )
2899) 3 (Us17g,)
a1 W4 8
b2t b iy
. 1660 (U919,
- \.}01 8, )
3% 86
'3 'S,o?-’ 3
N okt \ "’.,/
) 48 2o
\ "‘bs,
‘."v. 1 %'/ 9
3,
o 5)
°°
%

:
g
g

yyeoooay) 6648

(o£g86204v 1130 9'2

L] -

Fig. 10 : Dendrogramme (UPGMA) des groupes ospC invasifs chez B. burgdorferi ss et chez B. afzelii ainsi

que le groupe non invasif (Ni) VS461.
Sont annotés les groupes invasifs chez B. burgdorferi ss (A, B, C, D, E, H, I, K, N, en orange) ainsi que chez B.

afzelii (A1-A8, en vert) (N. Tonetti).

Ces groupes ont aussi été confirmés par sérologie. Les anticorps dirigés contre un
certain groupe se lient a toutes les protéines codées par les alleles du méme ensemble,

mais n'ont pas d'action sur les autres (Barthold, 1999).

Une étonnante corrélation est ressortie de ce classement d'alleles en groupes
ospC. Les souches de patients présentant des infections systémiques, isolées depuis le
liquide céphalo-rachidien et le sang, sont toutes regroupées dans certains groupes

seulement (Seinost et al, 1999a). Les isolats inclus dans ces groupes sont des lors

42



Introduction

considérés comme étant invasifs, tandis que les souches isolées lors d’infections
localisées se regroupent en des ensembles dits non-invasifs. Finalement, les souches
isolées depuis les tiques et ne correspondant a aucun des groupes invasifs ou non-
invasifs forment des groupes dont le caractére est inconnu. Ainsi, seuls les isolats
contenus dans les groupes A, B, C, D, E, H, I, K et N sont invasifs chez B. burgdorferi ss
(Seinost et al, 1999a; Earnhart et al., 2005; Dykhuizen et al., 2008). Chez B. afzelii, seuls
les groupes A1l a A8 contiennent des isolats invasifs (Baranton et al., 2001; Lagal et al.,
2002; Lagal et al., 2003). Cette corrélation doit toutefois étre pondérée. Lors des études
de Seinost et collaborateurs (1999) et de Baranton et collaborateurs (2001), seuls les
groupes A, B, I et K chez B. burgdorferi ss ainsi que Al et A2 chez B. afzelii contenaient
des isolats invasifs. Depuis, des isolats appartenant a des groupes alors considérés
comme étant non-invasifs ont été isolés depuis des sites distants. Le manque
d’'informations sur les génotypes rarement rencontrés chez 'Homme implique que cette
catégorisation liant alléles et infections systémiques doit étre assouplie. Certains
génotypes seraient simplement plus a méme de se disséminer que d’autres (Alghaferi et
al., 2005; Dykhuizen et al., 2008; Wormser et al., 2008). Cette modération est confirmée
par Strle et al. (2011). Ces auteurs ont observé de fortes différences dans l'invasivité et
dans la réponse inflammatoire provoquée par différents groupes ospC invasifs de B.
burgdorferi ss. Ainsi, les groupes invasifs A et I sont les plus virulents, tandis que les
groupes D, E, K et N sont associés avec une plus faible réponse inflammatoire et un
comportement moins virulent, tout en étant capables de dissémination (Strle et al,

2011).

Pour résumer ce chapitre, seuls certains génotypes semblent donc capables de
créer des infections systémiques chez 'Homme (Seinost et al., 1999a). Ils peuvent étre
regroupés en fonction de la diversité génétique d’ospC (Seinost et al., 1999a). OspC est
exprimée lors de l'invasion systémique de la tique et lors du passage chez I'héte
(Fingerle et al., 2002; Grimm et al., 2004; Pal et al.,, 2004b; Goettner et al., 2006; Tilly et
al., 2006; Fingerle et al., 2007). Elle a une fonction d'adhésion aux glandes salivaires et
est impliquée dans la migration des spirochétes des intestins jusqu'a ces dernieres (Pal
et al, 2004b). Elle est indispensable structurellement pour I'infection de I'hote (Radolf et
Caimano, 2008; Xu et al.,, 2008a; Tilly et al., 2009). Elle participe a I'évasion de la réponse

immunitaire acquise de 1'hote et favorise la dissémination des spirochétes dans les
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tissus, entre autre grace a sa capacité de liaison avec le plasminogéene et SALP15 (Lagal
et al, 2006; Hovius et al, 2008; Schuijt et al, 2008; Seemanapalli et al, 2010).
Finalement, les protéines des groupes invasifs ont un potentiel électrostatique de
surface fortement négatif, tandis qu’il I'est beaucoup moins pour les groupes ospC non-
invasifs, ce qui peut affecter les interactions avec ses ligands et ainsi expliquer en partie
les différents pouvoirs invasifs observés (Eicken et al., 2001).

Le gene ospC est de ce fait un facteur influencant la dynamique globale de

transmission des spirocheétes.

1.7 Distribution des groupes ospC dans la nature

En raison de l'implication potentielle des groupes ospC sur la santé humaine,
quelques études se sont intéressées a leur distribution dans la nature. Il apparait que le
nombre de groupes présents dans les tiques en quéte est généralement plus élevé que
chez les principaux hotes réservoirs (Brisson et Dykhuizen, 2004; Pérez et al,, 2011). 11y
aurait donc d'autres espéces d'hétes que celles étudiées qui contribuent au maintien de
ces groupes ospC qui n'infectent pas les principaux réservoirs connus. De plus, chez B.
burgdorferi ss, chaque espéce d'héte semble maintenir sa propre fraction de groupes
ospC présents dans I'environnement (Brisson et Dykhuizen, 2004; Brisson et Dykhuizen,
2006). Finalement, la diversité locale des groupes ospC serait généralement égale a la
diversité globale (Wang et al., 1999b; Bunikis et al., 2004). La grande diversité du gene
ospC ne serait donc pas liée a un phénomeéne spatial, mais a un mécanisme local
permettant le maintien de tous ces génotypes au sein d'un méme systeme. Cependant,
Pérez et collaborateurs (2011) ont récemment observé des différences significatives
dans la distribution des groupes ospC entre deux terrains d'études, tous deux situés en
Suisse. Ces différences ne seraient par contre pas forcément liées a une composante
géographique, mais au fait qu'une transmission par co-feeding était beaucoup plus
fréquente dans un terrain que dans l'autre. Les auteurs émettent ainsi I'hypothese que la
transmission par co-feeding pourrait étre un facteur influengant aussi la distribution des
groupes ospC au niveau local.

Alors qu'il apparait que certains génotypes sont plus virulents que d'autres, une

telle hétérogénéité locale ne peut étre maintenue que grace a une pression de sélection
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balancante, appliquée par le systeme immunitaire. Deux théories évolutionnistes
semblent étre a méme d'expliquer cette grande diversité. Il y a la sélection de niche et la
sélection négative dépendant de la fréquence (Brisson et Dykhuizen, 2006). Pour la
premiere, chaque espece d'hdte maintiendrait une fraction des groupes ospC seulement,
sélectionnés par le systeme complément et par le systéme immunitaire adaptatif. La
diversité du géne ospC serait dans ce cas intimement liée a la diversité des hotes. Pour la
théorie dépendante de la fréquence, un groupe ospC rare possederait un avantage sur un
génotype fréquent. Il aurait donc tendance a devenir fréquent et deviendrait alors
désavantagé. Cette sélection-ci serait principalement liée au systeme immunitaire
acquis, une infection par un certain groupe ospC induisant une protection contre les
infections ultérieures avec le méme groupe (Bockenstedt et al, 1997; Barthold, 1999).
Dés lors, un groupe ospC fréquent immuniserait la plupart des hétes 1'entourant et ainsi
deviendrait moins compétitif face aux autres groupes ospC. Ces deux théories ne sont
pas exclusives et pourraient toutes deux participer a la diversité des groupes ospC

observée dans la nature.

1.8 Problématique

Comme nous l'avons vu, la maladie de Lyme se décline en plusieurs symptdmes,
certains pouvant amener a de graves troubles de santé lors d'infections disséminées.
Cette capacité des borrélies d'envahir les tissus de I'Homme ne semble pas tant
dépendante de l'espéce, mais plutot du génotype, puisque des souches invasives sont
rencontrées au moins dans les trois principales especes l'infectant (B. burgdorferi ss, B.
afzelii et B. garinii). Toutes les souches n'ont donc pas l'apanage de provoquer des
infections systémiques, mais seules celles arborant certains alleles ospC, qui est un
facteur influencant le développement de la bactérie dans ce cycle complexe, incorporant
tiques et vertébrés.

En résumé, le gene ospC influence la dynamique de transmission des spirochetes
lors de leur transmission de la tique a I'h6te, en agissant sur la migration des spirochetes
jusqu'aux glandes salivaires, condition sine qua non pour le passage dans la peau. Il est
ensuite impliqué dans 1'évasion des défenses développées par 1'hdte, premiérement

parce qu'il permet aux spirochetes d'intégrer des substances immunomodulatrices
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produites par le vecteur dans la salive grace a OspC, et ensuite en réprimant cette
protéine afin de se dérober face aux défenses acquises de son hote. Avant de disparaitre,
elle participe justement a la dissémination dans les tissus, en se liant au plasminogene
de I'hote. Bien que d'autres genes participent aussi a ces mécanismes, ospC est
particulierement intéressant de par sa grande hétérogénéité. Ses alleles sont distribués
irrégulierement dans 1'environnement, entre les tiques et les hotes. Une organisation
complexe est continuellement effectuée, sous le joug de la diversité des hotes et de leur
systéme immunitaire, qui ne peut lutter que contre certains alleles, mais qui apprend au
fur et a mesure des infections. Ces facteurs participent a une sélection balangante
maintenant cette grande diversité allélique (Brisson et Dykhuizen, 2004; Brisson et
Dykhuizen, 2006), qui semble aussi étre influencée localement par la transmission par
co-feeding (Pérez et al, 2011). Ces trois études se sont penchées sur cette
problématique dans le but de pouvoir prédire 1'évolution de ces alléles et ainsi mieux
évaluer les risques et lutter contre la maladie. Bien que des avancées considérables aient
été faites, les effets de ce gene sur la dynamique globale des spirocheétes restent obscurs.
Il est donc important de connaitre son influence sur les différentes voies de
transmission des spirochetes afin d'affiner les prédictions. Bien que favorisant la
dissémination et participant a I'évasion des défenses des hotes, ses effets sur le passage
du vecteur a I'hote et sur la migration dans les glandes salivaires ne sont pas
entiérement connus.

Si seuls certains génotypes sont capables de créer ces infections séveres, et que
ospC en est en partie responsable, qu'en est-il de son action sur la dynamique globale de
transmission tique-hote-tique?

L'objectif de cette étude est donc de définir si I'appartenance d'un isolat a un
groupe ospC influence sa dynamique de transmission et donc la distribution de ces

différents génotypes dans la nature.
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L'évaluation de la dynamique de transmission de B. afzelii en fonction des
groupes ospC se base sur la prévalence d'infection des hétes, leur infectivité ainsi que
sur le temps de latence avant transmission. Un systéme biologique, ou systéme
expérimental permettant aux borrélies la réalisation d'un cycle complet est donc
nécessaire pour évaluer ces capacités et a été mis en place entre le pathogene B. afzelii
(souchier de I'Université de Neuchatel et de I'Institut Pasteur, chapitre 2.1), le vecteur
Ixodes ricinus (élevage de I'Université de Neuchatel, chapitre 2.2) et la souris (souche

Balb/c immunocompétente, élevage de I'Université de Neuchatel, chapitre 2.3).

2.1 Borrelia afzelii

Toutes les manipulations effectuées avec, et sur l'agent pathogéne, ont été
réalisées en accord avec l'ordonnance sur l'utilisation des organismes en milieu confiné
(OUC) ainsi qu'avec la loi fédérale sur I'application du génie génétique au domaine non

humain (LGG) sous l'autorisation, et ses notifications, No. AO00621.

2.1.1 Provenance des isolats et culture de spirochetes

Dix-sept isolats de B. afzelii ont été utilisés lors de cette recherche (tableau 3).
Parmi eux, en gras dans le tableau 3, neuf ont été insérés dans le systeme biologique,
classés dans les groupes invasifs A1, A2, A3, A4 et A5 conformément au postulat de
Wang et collaborateurs (1999), ainsi que dans les groupes ME et YU, ainsi nommés par
Pérez et al. (2011), leurs séquences ospC les excluant des groupes connus jusqu’ici

(chapitre 2.6.1).
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Tableau 3 : Isolats utilisés lors de cette recherche.

Origine et provenance.

Isolats Origine Provenance

NE4053 Tique de xénodiagnose (Mg, B) Université de Neuchatel
NE4997 Tique libre (B) Université de Neuchatel
NE5022 Tique libre (B) Université de Neuchétel
NE5046 Tique libre (B) Université de Neuchatel
NE36 Biopsie (Mg, G) Université de Neuchatel
E61 Peau (EM, A) Institut Pasteur, Paris
P/sto Peau (ACA, Ae) Institut Pasteur, Paris
Simon Peau (EM, A) Institut Pasteur, Paris
NE4045 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchatel
NE4046 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchatel
NE4047 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchatel
NE5023 Tique libre (B) Université de Neuchatel
NE4052 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchitel
NE4054 Tique Université de Neuchatel
NE4049 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchatel
NE4051 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchatel
NE4532 Tique libre (B) Université de Neuchitel

A= Autriche; ACA= Acrodermatite chronique atrophiante; Ae= Allemagne;

As= Apodemus sylvaticus; B= Bois de I'Hopital (Neuchatel, Suisse);

EM-= érythéme migrant; Mg= Myodes glareolus; G= Gliitschbachtal (Thoune, Berne, Suisse);
Tique= [. ricinus.

Ces isolats, mais dans une plus large mesure toutes les cultures de spirochetes
effectuées, a partir d’'une culture, de tiques, de biopsies ou de nécropsies, sont cultivés a
34°C. Les prélevements depuis les souris sont plongés dans 4ml de milieu de culture
BSK-H, modifié d'aprés Sinsky et Piesman (1989), tandis que les tiques sont placées
dans 1ml de milieu seulement. La présence de spirochétes en culture est évaluée par
microscopie a fond noir (Wild MD GA-10822) apres cinq a sept jours de croissance, et
jusqu’a un mois pour les biopsies et les nécropsies.

A une concentration approximative de 1 a 5x107 spirochétes par millilitres
estimée de visu au microscope a fond noir, les cultures sont soit repiquées a raison de
0.3ml de culture positive dans 4ml de milieu frais, soit conservées telles quelles a 4°C
pour une courte durée, ou encore placées a -80°C en aliquote de 1ml pour une
conservation plus longue.

Finalement, lors de la transformation de B. afzelii (2.1.5.2), la concentration
cellulaire est déterminée par comptage des spirochetes a 1'aide d'une cellule de Helber

sous un microscope a contraste de phase.
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2.1.2 Isolement et détection de spirochétes depuis I’hote

L’isolement de spirochetes depuis les souris est effectué par mise en culture de
biopsies d’oreilles et dans certains cas de nécropsies des articulations tibio-tarsales, du
ceeur et de la vessie (Sinsky et Piesman, 1989). Les biopsies consistent en 2Zmm? de tissu
de l'oreille, préalablement désinfectée avec de I'éthanol 70%, et prélevé a l'aide de
ciseaux de précision (Vannas 7.5cm - 3” droits, Medicon eG, Tuttlingen, Allemagne)
apres anesthésie de la souris (chapitre 2.3.2). Pour les nécropsies, I'ensemble des
articulations tibio-tarsales, dégagées de la peau et des muscles, la vessie, ainsi que I'apex
du ceeur sont prélevés apres euthanasie de I’animal. Les tissus récoltés sont brievement
immergés dans de I'éthanol 70% apres dissection et sont immédiatement placés en
culture (chapitre 2.1.2). La détection de spirochetes a partir des cultures de biopsies et
de nécropsies s’effectue par observation directe d’'une goutte de milieu de culture au

microscope a fond noir, pendant un mois apres le début de la culture.

2.1.3 Isolement et détection de spirochétes depuis le vecteur

L’isolement de spirochetes depuis les tiques est réalisé trois semaines apres la
mue des tiques arrivées a réplétion, et directement apreés le détachement de I'hote
lorsque celles-ci ont été retirées en cours de repas sanguin (chapitre 2.5.2). Pour éviter
les contaminations du milieu de culture, les instruments sont désinfectés a 1’éthanol
70% entre chaque tique avant leur dissection. Les tiques sont baignées dans de I’éthanol
70% pendant cinq minutes, puis laissées sécher sur un papier buvard. L’alloscutum est
ensuite découpé a l'aide de ciseaux de précision de maniere a exposer le contenu
intestinal au milieu extérieur. Les tiques sont ensuite mises en culture dans cet état
(chapitre 2.1.1) et sont laissées 10 jours a 34°C.

La détection des borrélies dans le vecteur s’effectue ensuite par PCR et RLB apres
une extraction d'ADN par thermolysat pour les isolements depuis les tiques (Jouda et al.,
2004). L'ADN a également été extrait directement a partir des tiques 1 mois apres leur
mue. Dans ce cas, |'extraction est faite a I'hydroxyde d'ammonium bouillant (Kirstein et
al, 1997). Les tiques sont plongées dans 100ul de NH4OH dans un tube de 1.5ml et mis a

100°C pendant 15 minutes. Une autre session de 15 minutes suit la premiere avec cette
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fois les tubes ouverts, afin de laisser le NH4OH s'évaporer et réduire le produit a environ
30-40 pl.

Dans les deux cas, une amplification d'ADN de 400 paires de bases environ de la
région intergénique située entre les genes rrfA (5s rDNA) et rriB (23s rDNA) a été
effectuée selon Postic et al. (1994) et Alekseev et al. (2001). Finalement, I'identification
des borrélies est réalisée grace a une RLB, modifiée d'apres Rijpkema et al,, (1995) et

Schouls et al. (1999).

Une real-time PCR quantitative (qPCR) a aussi été effectuée sur certains
échantillons selon Hermann et Gern (2010). Brievement, une courbe standard a été
créée par dilution d'une culture de spirochétes (10, 102, 103, 104, 10> et 106 individus),
apres comptage de ces derniers grace a une cellule de Helber. Le nombre de spirochetes
par échantillon a ensuite été déterminé en fonction du nombre de cycles nécessaires au

dépassement du seuil de détection, rapporté a la courbe standard.

2.2 Le vecteur

Toutes les manipulations effectuées avec les tiques ont été réalisées
conformément a I'ordonnance sur l'utilisation des organismes en milieu confiné (OUC)

sous l'autorisation No. A000621.

2.2.1 Elevage d’Ixodes ricinus

Le cycle d'l. ricinus est effectué en
laboratoire avec des souris Swiss et des lapins
NZW (New Zealand white, Crl:KBL). Des tiques
adultes sont placées sur les oreilles de lapins
pour leur repas sanguin. Apres gorgement, elles

sont conservées a température ambiante dans

des tubes en verre de 2cm de diameétre et 4cm :
Fig. 11 : Maintien des tiques en laboratoire.
(N. Tonetti)
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de hauteur contenant un papier buvard et fermés par un bouchon en plastique troué.
Ces tubes sont entreposés dans des bacs en plastique fermés contenant de I'eau (fig. 11).
Les larves ainsi obtenues apres la ponte sont placées sur des souris swiss. Les larves
gorgées sont récupérées dans les bacs d'eau (fig. 13) et placées dans des tubes en verre
de 1.25cm de diametre et

4cm de hauteur aux mémes conditions que les adultes. Apres la mue, les nymphes sont
placées sur les oreilles de lapins et conservées dans les mémes conditions que les larves.
Les males sont séparés des femelles apres la mue, puis replacés ensemble quelques

jours avant le dernier repas sanguin.

2.2.2 Infection des tiques par capillaires

Pour obtenir des tiques infectées par un isolat connu de B. afzelii, une des
méthodes a consisté a les infecter par capillaire. Les nymphes sont placées sur le dos sur
une bande collante de maniere a pouvoir appliquer un capillaire (GB120-TF 10, Science
products GMBH, Hofheim, Allemagne) étiré grace a un "electrode puller" (SRI Scientific
& Research Instruments LTD, Endebridge, UK) sur leur rostre (fig. 12). Ces capillaires
sont remplis avec du milieu de culture contenant un isolat connu de B. afzelii. Une fois le
rostre introduit dans le capillaire, la nymphe est laissée
entre 30 et 60 minutes sous une ampoule a 2| S i

incandescence pour simuler la chaleur de 1'hdte. La

tique est maintenue dans un bac humide. Une nymphe

est considérée comme infectée a l'apparition d'une
goutte fécale. Les nymphes infectées ainsi obtenues
sont ensuite rincées a l'eau puis laissées au repos

pendant 24 heures avant infestation d'une souris. Ces

tiques infectées servent ensuite a infester une souris . . -
Fig. 12 : Nutrition par capillaires.

pour 'infecter (chapitre 2.3.3). Femelles L ricinus. (O. Rais)
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2.3 L'hote

Toutes les manipulations effectuées avec les animaux ont été réalisées en accord
avec la loi fédérale sur la protection des animaux (LPA) et I'ordonnance sur la protection
des animaux (OPAn), sous les autorisations No. 1/2006 et 2/2009, apreés une formation
a l'expérimentation animale reconnue par I'Association Suisse des Vétérinaires

cantonaux (ASV).

2.3.1 Entretien des animaux

Toutes les souris utilisées lors de ces expériences sont des Balb/c males
immunocompétentes provenant de 1'élevage de 1'Université de Neuchatel, agées de 12
semaines environ au début de I’expérimentation. Chaque animal est gardé dans une cage
individuelle de 267x207x140mm (type II) des le début des expériences, avec une
surveillance journaliere pendant la semaine. Une
inspection plus approfondie est faite lors de
chaque changement de cage. Pendant les
infestations (chapitre 2.3.3), les animaux sont
transférés dans des cages de 100x200x130mm

(type 1), placées dans des bacs d'eau, ce qui attire

les tiques arrivées a réplétion (fig. 13). A la fin des
expériences, les animaux sont euthanasiés au gaz Fig- 13 : Récupération des tiques apres

infestation (N. Tonetti).
carbonique.

2.3.2 Anesthésie

Les souris sont anesthésiées avant chaque infestation par des tiques et avant
chaque préléevement d’une biopsie. Toutes les souris sont anesthésiées par une injection
intra péritonéale d'un mélange de xylazine (Xylasol-, Dr E. Graeub AG, Berne, Suisse) et
de kétamine (Narketan, Vétoquinol AG, Berne, Suisse), a raison de 10 mg/kg de Xylasol-

et 100 mg/kg de Narketan® (Buitrago et al., 2008; Gaertner et al., 2008), soit environ 30-
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40ul de mélange par souris (1.5upl/gr). L’anesthésie dure environ 45 minutes. La
profondeur de la narcose est évaluée en vérifiant I'absence de réflexe au test de retrait

de la patte.

2.3.3 Infestation

Une souris saine est anesthésiée, puis son dos rasé pour y coller une capsule en
plastique de 1.5cm de diameétre et 1cm de hauteur a I'aide d'un mélange de colophane et
de cire d'abeille (4:1). Ces capsules possédent une
ouverture sur le dessus obstruée par de la bande
adhésive apres y avoir placé des nymphes (fig. 14).
Des larves sont rajoutées deux jours apres fixation des
nymphes (j.2), permettant de simuler les conditions

nécessaires au co-feeding. Des que les larves sont

fixées, la bande adhésive est retirée, permettant aux Fig. 14 : Balb/c méle avec capsule en

tiques repues de s’en échapper plastique collée sur le dos (N. Tonetti).

2.4 Dynamique de transmission par infection artificielle

2.4.1 Infection des souris par B. afzelii

Pour obtenir des souris infectées, les souris recoivent soit une injection sous-
cutanée de 0.2ml de milieu de culture contenant un isolat connu de B. afzelii a une
concentration de 1-5x107 (Gern et al, 1993) ou sont infestées avec des nymphes
infectées par capillaires, ou encore par des nymphes infectées provenant de

xénodiagnoses (chapitre 2.4.2, annexe 9.2).
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2.4.2 Xénodiagnose

Pour vérifier 'infection des souris et leur capacité a transmettre l'infection aux
tiques, une xénodiagnose a été effectuée 30 jours (j.30) apreés chaque infestation ou
chaque injection sous-cutanée de spirochetes. Une centaine de larves non infectées
provenant de l'élevage de l'institut est placée entre les oreilles de la souris sous

anesthésie (annexe 9.2).

2.5 Dynamique de transmission par infection naturelle

Dans ce systeme biologique, toutes les infections de souris ont été effectuées
grace a des infestations avec des nymphes infectées lors d'un repas sanguin infectieux.
Chaque tique ayant été analysée individuellement, des taux d'infection ont été obtenus
pour chaque lot de tiques. Ces taux ont permis d'évaluer le nombre de nymphes
nécessaires pour exposer les souris a environ trois nymphes infectées, chaque nombre
ayant été arrondi a I'entier supérieur. Ainsi, cinq nymphes d'un méme lot étaient placées
sur une souris si 4.3 nymphes étaient nécessaires pour avoir une moyenne de trois
tiques infectées, représentant un taux d'infection de 69.2%. Cette procédure a été
utilisée pour toutes les infections effectuées par infestation avec des nymphes, que ces
nymphes aient été infectées par capillaires ou lors d'un repas sanguin infectieux. Il sera
seulement précisé par la suite dans ce manuscrit que les souris ont été infestées par

trois nymphes infectées.
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2.5.1 Prévalence d'infection, infectivité et co-feeding

Quatre souris saines par isolats ont été infestées, a raison donc de trois nymphes
infectées par souris. Deux jours apres cette infestation, les larves de co-feeding étaient

ajoutées. Puis, un mois plus tard

J.0 J.2 J.30

(j-30), une biopsie d'oreille et
une xénodiagnose ont été

effectuées (fig. 15, annexe 9.2).

Les biopsies ont été controlées
et une deuxiéme biopsie a été

pratiquée 14 jours suivant la (-

premiere si négative. Les taux

d'infection des tiques ont été Fig. 15 : Illustration du systéme expérimental.
J.0 : Infestation avec trois nymphes infectées.

évalués en analysant treize J].2: Ajout de larves (simulation des conditions nécessaires au
) i . co-feeding)
tiques, de xénodiagnose ou de ].30 : Infestation avec une centaine de larves.

. . N. Tonetti).
co-feeding, pour chaque souris. ( )

Les taux d’infection ainsi obtenus ont permis d’évaluer pour chaque isolat la

prévalence d'infection des hétes, soit le nombre de souris infectée par un isolat. Pour les

infections naturelles, le terme prévalence d'infection impliquera ici une notion
dynamique d'efficacité de transmission de la tique a 1'hote. Ces taux ont aussi permis
d'évaluer ensuite l'infectivité des hotes infectés, soit la capacité d'un isolat de passer de
I'hote a la tique. Ici, ce terme englobera aussi une notion dynamique d'efficacité de
transmission de 1'héte a la tique. Finalement, les taux d'infection des tiques de co-

feeding ont permis d'estimer l'efficacité de transmission par co-feeding.

2.5.2 Temps de latence avant transmission de la tique a 1'hdte et de

I'hote a la tique

La durée minimum d'attachement des tiques aux hétes pour la transmission des
différents isolats aux hotes est évaluée comme suit: Trois nymphes infectées sont
placées sur des souris saines constituant un groupe de cinq souris et deux groupes de

quatre souris. Le premier groupe, de cinq souris, est infesté pendant 12 heures. Le
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deuxiéme et le troisieme, constitués de quatre souris par groupe, sont infestés pendant
respectivement 24 et 32 heures. Ces nymphes sont retirées et directement mises en
culture apres l'interruption du repas sanguin (chapitre 2.1.3). L'infection des souris est
déterminée un mois apres l'infestation par biopsie et xénodiagnose.

Pour la durée minimum d'attachement de tiques saines pour s'infecter, les souris
infectées lors des expériences précédentes sont infestées par des nymphes saines. Dix
nymphes sont retirées pour chaque durée de repas sanguin, soit aprés 24, 32 et 48
heures d'attachement. Les tiques sont ensuite retirées et directement mises en culture

(chapitre 2.1.3).
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2.6 ospC

2.6.1 Détermination du groupe ospC

L'appartenance des isolats de B. afzelii aux groupes ospC est déterminée sur la
base des homologies entre séquences du gene, soit grace aux propriétés de
conformation de I'ADN simple brin, grace a la technique de la SSCP, pour "Single Strand
Conformation Polymorphism" (chapitre 2.6.1.1), soit par séquencage partiel du gene

(chapitre 2.6.1.2).

2.6.1.1 "Single Strand Conformation Polymorphism"

Chaque brin d'ADN, une fois séparé de 1234567 89101112

son brin complémentaire, a tendance a

s'apparier sur lui-méme en fonction des

88 .:::008,
complémentarités présentes au sein de sa TRy
séquence. Il en résulte une structure physique b :

propre a chaque séquence, ou a des groupes de

séquences tres proches. La SSCP utilise ces 3 ."
propriétés de conformation de 1I'ADN simple «ully ”‘l

brin afin de discriminer des séquences par Fig. 16 : Profils SSCP des isolats utilisés pour

cette recherche.

1=ME (NE4054); 2=ME (NE4054); 3=A4

simple brin migrera donc de maniére unique, (P/sto); 4=A3 (E61); 5=A5 (NE4046); 6=A1
(NE4053); 7=A1 (NE5046); 8=A2 (NE36);

permettant de différencier ou de regrouper des 9=A2 (NE36); 10=YU (NE4051); 11=A4

(Simon); 12=A1 (NE4997).

migration sur gel d'acrylamide. Chaque ADN

séquences en fonction des profils obtenus apres
électrophorese et coloration a l'argent (fig. 16).

La SSCP est dans tous les cas effectuée a partir de cultures de spirochetes.
Concretement, apres une extraction d’ADN par thermolysat, une amplification par PCR
de 270 bases environ d'une partie variable du gene ospC est effectuée (Pérez et al,
2011). Brievement, I'ADN ainsi amplifié est soumis a une électrophorese a froid sur un
gel d'acrylamide 12.5% (GeneGel Excel 12.5/24 kit, GE Healthcare Europe GmbH,

Otelfingen, Suisse) en utilisant 1'unité d'électrophorese GenePhor (Pharmacia biotech).
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Les profils de migration ainsi obtenus sont ensuite révélés par coloration a l'argent
selon les indications du fabriquant (PlusOne™ DNA silver staining kit, GE Healthcare

Europe GmbH, Otelfingen, Suisse).

2.6.1.2  Séquengage du géne ospC

Afin d'affiner les résultats obtenus par SSCP et pour comparer les variations
génétiques existantes entre les isolats et les séquences déja connues de la littérature, un
séquencgage partiel du gene ospC est effectué, comprenant les 270 bases amplifiées pour
la SSCP.

Sur les 640 bases que contient le géne ospC, les 540 dernieres bases sont
amplifiées par PCR grace aux amorces OspC 20m (5'- AAT AAT TCA GGG AAA GGT GG -
3") et OspC 210 (5'- AGG TTT TTT TGG ACT TTC TGC -3'), modifiées d'apres Earnhart et

al. (2005), selon les conditions suivantes (tableau 4, tableau 5) :

Tableau 4 : Mélange pour une réaction PCR de 50ul, d'aprés Earnhart et al. (2005).

Mix pour une réaction (50ul) Volumes (ul)
H20 31.45

Tampon (10X) 5

dNTPs (10uM) 1

OspC 20m (10uM) 1

OspC 210 (10uM) 1

MgCL2 (25mM) 0.25

Taq (5U/ul) 0.3

ADN 10

Tableau 5 : Conditions nécessaires pour 'amplification du géne ospC.

Conditions Temp. (°C) Temps (sec)
Dénaturation initiale 94 180

Dénaturation 94 15
Hybridation 55 30 35 cycles
Elongation 72 60
Elongation finale 72 420
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Le gene ospC de l'isolat NE4046 n'ayant pas été amplifié par la PCR ci-dessus, une
autre PCR est effectuée grace aux amorces OspC for (5'-ATG AAA AAG AAT ACA TTA AGT
GCG-3") et OspCrev (5'-TTAAGG TTT TTT TGG ACT TTC TGC-3") (Schulte-Spechtel et al.,

2006), selon les conditions suivantes (tableau 6, tableau 7) :

Tableau 6 : Mélange pour une réaction PCR de 50pl.

Mix pour une réaction (50ul) Volumes (ul)
H20 31.45

Tampon (10X) 5

dNTPs (10uM) 1

OspC for (10uM) 1

OspCrev (10uM) 1

MgCL; (25mM) 0.25

Taq (5U/ul) 0.3

ADN 10

Tableau 7 : Conditions nécessaires pour 'amplification du géne ospC.

Conditions Temp. (°C) Temps (sec)
Dénaturation initiale 94 180

Dénaturation 94 15

Hybridation 51 30 35 cycles
Elongation 72 60

Elongation finale 72 420

L'amplification est vérifiée par électrophorese sur gel d'agarose 1% a une tension

constante de 100V.

L'ADN ainsi amplifié est purifié a 1'aide d'un kit commercial (QIAquick® PCR
Purification Kit, Qiagen Gmbh, Hilden, Allemagne) selon les indications du fabriquant et
envoyé ensuite chez une entreprise de séquengage (Microsynth AG, Balgach, Suisse). Les
séquences obtenues sont analysées et corrigées grace aux programmes 4peaks, CLC

sequence viewer et CLC Main workbench, puis publiées sur Genbank (chapitre 3.2).
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2.7 Microscopie confocale

2.7.1 Transformation de B. afzelii pour 1'expression de "GFP"

Afin de pouvoir observer les spirochetes in vivo dans les tiques en microscopie
confocale, une transformation de différents isolats de B. afzelii a été effectuée.
L'observation in vivo de la localisation des spirochétes
dans la tique en fonction des différents isolats, mais
aussi en fonction de différents traitements, comme un
début de repas sanguin ou une augmentation de la
température ambiante constitue une autre approche
de cette recherche. Des lors, la technique la plus

adaptée pour ce genre d'observation semblait étre la

microscopie confocale. Certains isolats ont donc été
transformés afin qu'ils expriment la protéine Fig 17: Plasmide pTM61.

D'aprés Mori L(2
fluorescente GFP. apres Moriarty et al. (2008)

2.7.1.1 Plasmide utilisé, production et purification du plasmide

Le plasmide choisi pour cette transformation est pTM61 (Moriarty et al., 2008),
construit et cordialement fourni par T. Moriarty (Laboratoire du Dr Chaconas,
département de biochimie et de biologie moléculaire, Health science center, Université
de Calgary). Ce plasmide, de 7kb environ, contient l'origine de réplication pour
Echerichia coli pUC ori, l'origine de réplication du plasmide circulaire cp9 de B.
burgdorferi ss, le gene codant pour la GFP, sous 1'égide du promoteur flaB ainsi que la
cassette aacC1, conférant aux organismes transformés une résistance a la gentamicine

(fig. 17).
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La production de ce plasmide est effectuée par culture de la souche DH5a d'E.
coli (Invitrogen AG, Basel, Suisse) apres insertion du plasmide selon les instructions du
fabriquant. Brievement, pTM61 est inséré dans DH5a a la suite d'un choc de
température, en exposant une culture contenant le plasmide a un choc de température
de 4 a 42°C pendant 40 secondes avant de la refroidir a nouveau a 4°C. La culture est
ensuite étalée sur un milieu LB agar (Miller lysogeny broth solide) contenant 25pug/ml
de gentamicine (LuBioScience GmbH, Lucerne, Suisse). Pour vérifier la présence du
plasmide, les colonies ayant poussé sur le milieu sont soumises a une amplification de la
cassette de résistance a la gentamicine (aacC1) grace aux amorces B348 (5' CGC AGC
AGC AAC GAT GTT AC 3') et B349 (5' CTT GCA CGT AGA TCA CAT AAG C 3') (Tourand et

al., 2006), amplifiant 430 bases selon les conditions suivantes (tableau 8, tableau 9) :

Tableau 8 : Mélange nécessaire pour une réaction PCR de 25ul sur la cassette aaacC1.

Mix pour une réaction (25ul) Volumes (ul)
Hz0 18.875
Tampon (10X) 2.5
dNTPs (10uM) 0.5
B348 (10uM) 0.5
B349 (10uM) 0.5
MgCL2 (25mM) 1

Taq (5U/ul) 0.125
ADN (_pointe de cure-dent) 1

Tableau 9 : Conditions nécessaire pour l'amplification d'une partie de la cassette aaacC1.

Conditions Temp. (°C) Temps (sec)
Dénaturation initiale 94 180

Dénaturation 94 20

Hybridation 55 30 35 cycles
Elongation 72 30

Elongation finale 72 600

Les colonies contenant la cassette aacC1 servent ensuite a inoculer 5 ml de milieu
LB contenant 10pg/ml de gentamicine pour la production du plasmide ainsi que pour

une conservation a -80°C.
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La purification du plasmide est réalisée grace au kit commercial GenElute™ HP
Plasmid midiprep Kit (Sigma-Aldrich, Saint-Gall, Suisse) selon le protocole du
fabriquant. La quantité obtenue est évaluée par spectrophotométrie a 260 nm
(nanodrop ND-1000, Witec, Luzern, Suisse).

A partir de cette purification, une digestion enzymatique avec Hind III (10U/pl,
Promega AG, Dubendorf, Suisse) permet de vérifier que l'insert est toujours présent
selon les conditions suivantes : H20, 9.5ul; tampon E (10X), 2ul; BSA, 2ul; Hind III
(10U/ul), 0.5ul; plasmide purifié, 1pg,. Le plasmide pTM61 contient deux sites de
restriction pour Hind Il, le premier se situant a 4057-4062 bases et le deuxieme a 5253-
5258 bases. L'enzyme coupe le plasmide vers le milieu et juste apres l'insert, donnant
deux fragments, I'un de 1196 bases et l'autre de 5887 bases si l'insert est toujours

présent. Ils sont visualisés par électrophorese sur gel d'agarose (chapitre 2.6.1.2).

2.7.1.2 Transformation de B. afzelii

L'insertion du plasmide pTM61 dans B. afzelii s'opére par électroporation,
d'aprés Samuels et al. (1995) et Moriarty et al. (2008). Les isolats sont mis en culture
dans 50ml de BSK-H et placés a 34°C jusqu'a l'obtention de 1 a 5x107 spirochetes par
millilitre, quantité déterminée par comptage avec une cellule de Helber et suffisante
pour deux transformations. La culture est rendue compétente et concentrée par
centrifugation et suspension successives dans du dPBS?* et de I'EPS en restant
continuellement a 4°C. Il en résulte deux aliquotes de 50ul chacunes pour une culture de
50ml qui peuvent étre conservées a -80°C.

Pour la transformation, chaque partie aliquote est gardée 15 minutes dans de la
glace en présence de 50pug de plasmide. Le tout est ensuite transféré dans une cuvette
d'électroporation préalablement refroidie (2Zmm electroporation cuvette, Eurogentec,
Seraing, Belgique) et inséré dans I'électroporateur (Biorad Micropulser™ 411BR) pour
une électroporation a 2.5kV, 25uF et 2000. Un millilitre de BSK-H a 34°C est directement
ajouté dans la cuvette apres électroporation et aussitét prélevé pour étre transféré dans
9 ml de BSK-H. Les cultures sont laissées 24 heures a 34°C puis les éventuels spirochetes

transformés sont sélectionnés en ajoutant 100ug de gentamicine par millilitre de culture
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(gentamicine sulfate, Lubioscience, Lucerne, Suisse). Finalement, la vérification de la

transformation s'effectue par observation de la fluorescence au microscope confocal.

2.7.1.3  Examen des cultures de Borrélies transformées

Les spirochetes transformés sont observés avec un microscope confocal (Leica
DM6000) et les images sont traitées avec le logiciel "Leica application suite" (LAS) ainsi
que "Image]". Les observations sont effectuées avec des objectifs 60X et 100X a

immersion a eau.

2.7.1.4  Dissection des tiques et examen in vivo des borrélies transformées

Pour les observations in vivo des borrélies transformées dans des nymphes
infectées par capillaire (chapitre 2.2.2), les nymphes sont préalablement disséquées 24
heures apres l'infection. La dissection se fait sous une loupe binoculaire avec une lame
de rasoir fixée a un porte-lame de Troutman et des ciseaux de précision Vannas. Les
tiques sont fixées sur du ruban adhésif double face transparent, appliqué sur une lame
de microscopie. Les pattes sont recouvertes d'une autre bande de ruban adhésif de
chaque c6té pour assurer le maintien lors de la dissection. Une goutte de milieu 199 (m
199 medium, Hanks’ salts, Sigma-Aldrich, Saint-Gall, Suisse) est placée sur la partie
postérieure de la tique, lieu ou débute I'ouverture de I'abdomen. L’alloscutum et le
scutum sont entierement retirés et la tique est immergée dans du milieu 199. La tique

est ensuite placée ainsi sous le microscope pour I'observation.

2.8 Outils statistiques

Les données ont été analysées en utilisant un test de comparaison post hoc avec
une matrice de contraste de Tukey, appliqué a un modele linéaire généralisé (GLM) avec
une loi binomiale. Deux modeles ont été créés. Le premier modele contenait les
différents groupes ospC comme variable explicative, et le second les différents isolats.

Apreés comparaison de ces deux modeles dans un GLM, une analyse des variances
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(ANOVA) a été appliquée afin de déterminer la variable expliquant au mieux les
différences observées. Les différences significatives calculées grace a ce test de
comparaison post hoc ont été représentés dans les graphiques du chapitre résultats
(chapitre 0) par des lettres de l'alphabet et indiquées dans les légendes de la maniere
suivante : a, b, c,...= Différences significatives (GLM, P<0.05).

Lorsque les données n'ont pas permis d'utiliser un GLM, elles ont été analysées
en utilisant le test exact de Fisher. Pour les résultats analysés par ce test, les différences
significatives ont été représentées sur les graphiques par des chiffres et dans les
légendes de la maniere suivante : 1,2,...= Différences significatives (P<0.05)

Pour les régressions linéaires, un test de Bravais Pearson a été appliqué aux
données. Tous les tests statistiques ont été effectués avec le logiciel R statistics, version
2.13.0 (R for Mac OS X GUI 1.40-devel Leopard build 64-bit). Une valeur de P<0.05 est

considérée comme étant significative.
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Résultats

Cette recherche est composée de plusieurs expériences visant a mieux
comprendre le role d'ospC dans la transmission de B. afzelii par . ricinus. L'influence de
I'appartenance d'un isolat a un groupe ospC sur la dynamique de transmission de B.
afzelii a été estimée apres infection expérimentale ainsi qu'apres infection naturelle des
souris (chapitre 3.2). Les effets potentiels de ce géne sur la migration des spirochetes de
l'intestin aux glandes salivaires ont aussi été évalués grace a une expérience sur le temps
de repas sanguin nécessaire aux tiques pour transmettre des spirochétes aux souris
(chapitre 3.3). Le temps nécessaire aux spirochétes pour passer d'une souris infectée
aux nymphes a aussi été examiné (chapitre 3.4). Finalement, nous avons utilisé la
microscopie confocale pour une observation in vivo de spirochetes dans les tiques
(chapitre 3.7.3). Les résultats présentés ci-dessous sont détaillés dans les annexes 9.3 et

9.4.

3.1 Détermination du groupe ospC des isolats utilisés

Dix-sept isolats ont été utilisés pour ce travail et ont été classés en fonction du
gene ospC (tableau 10), soit aprés SSCP, soit apres séquencage partiel du gene (fig. 18) et
comparaison avec les profils existants. Seuls les isolats sélectionnés pour I'évaluation de
la dynamique de transmission lors d'infection naturelle (chapitre 3.2.3) ont été
séquencés, a l'exception de NE4532, les appartenances des isolats a d'autres groupes

ospC ayant été déterminées par SSCP.
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Tableau 10 : Isolats de B. afzelii utilisés lors de cette recherche.
Origine, provenance et appartenance aux groupes ospC.

Groupe ospC Isolat Origine

Provenance

NE4053 Tique de xénodiagnose (Mg, B) Université de Neuchatel
Al NE4997 Tique libre (B) Université de Neuchatel
NE5022 Tique libre (B) Université de Neuchatel
NE5046 Tique libre (B) Université de Neuchatel
A2 NE36 Biopsie d'oreille (Mg, G) Université de Neuchatel
A3 E61 Peau (EM, A) Institut Pasteur, Paris
A4 P/sto Peau (ACA, Ae) Institut Pasteur, Paris
Simon Peau (EM, A) Institut Pasteur, Paris
NE4045 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchatel
A5 NE4046 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchatel
NE4047 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchatel
NE5023 Tique libre (B) Université de Neuchatel
ME NE4052 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchatel
NE4054 Tique Université de Neuchatel
YU NE4049 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchatel
NE4051 Tique sur rongeur (As, B) Université de Neuchatel
Ni NE4532 Tique libre (B) Université de Neuchatel

A= Autriche; ACA= Acrodermatite chronique atrophiante Ae= Allemagne;

As= Apodemus sylvaticus; B= Bois de I'Hopital (Neuchatel, Suisse); EM= érythéme migrant;
Mg= Myodes glareolus; Ni= non invasif; G= Gliitschbachtal (Thoune, Berne, Suisse);
Tique= [. ricinus.

La détermination des groupes ospC a été effectuée par Pérez et al. (2011) pour les
isolats NE4045, NE4046, NE4047, NE4049, NE4051, NE4052, NE4053 et NE4054, ainsi
que par Lagal et al. (2003) pour les isolats E61, P/sto et Simon, grace a la technique de la
SSCP. Ces résultats ont été confirmés dans ce travail pour NE4053, NE5046, E61, P/sto,
Simon, NE4046, NE4049, NE4051 par SSCP ainsi que par séquencage (GenBank
accession numbers JX103488-]X103493), NE4046 mis a part, pour lequel aucune
séquence n'a pu étre amplifiée. Finalement, I'appartenance des isolats NE4997, NE5022,
NE36, NE5023 et NE4532 aux groupes ospC a été définie lors de cette recherche,
toujours par SSCP ainsi que par séquencage pour les isolats NE36 et NE4532 (fig. 18, fig.
19).
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Fig. 19 : Dendrogramme des isolats des groupes ospC (UPGMA).
Représentation des huit groupes ospC invasifs chez B. afzelii et du groupe non invasif (Ni).

En rouge, les isolats séquencés durant cette étude (N. Tonetti).

3.2 Influence des groupes ospC sur la dynamique de transmission

de B. afzelii par 1. ricinus

b

L'influence de l'appartenance d'un isolat a un certain groupe ospC sur la
dynamique de transmission de B. afzelii a été évaluée dans un premier temps lors

d'infections expérimentales (chapitre 3.2.1). Des souris ont été infectées, soit par une

injection sous-cutanée de milieu de culture contenant des spirochetes (chapitre 3.2.1.1),
soit par des nymphes infectées par la technique des capillaires (chapitre 3.2.1.2). Puis,
ces souris ont été infestées par des larves saines afin d'évaluer leurs infectivités

respectives. La dynamique de transmission de B. afzelii lors d'infections naturelles
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(chapitre 3.2.3), toujours en fonction de l'influence de 1'appartenance d'un isolat a un
certain groupe ospC, a ensuite été évaluée de la tique a 1'hote (prévalence d'infection des
souris, chapitre 3.2.3.1), de 1'h6te a la tique (infectivité des souris pour les tiques,
chapitre 3.2.3.2) et de tique a tique lors du co-feeding (transmission par co-feeding,
chapitre 0) grace a des nymphes infectées lors d'un repas sanguin sur des souris

infectées.

3.2.1 Dynamique de transmission de B. afzelii lors d'infections

expérimentales

3.2.1.1 Prévalence d'infection et infectivité des souris aprés une injection sous-

cutanée de culture de borrélies

L'infection systémique des souris a été évaluée par biopsie d'oreille et
xénodiagnose apres une injection sous-cutanée de culture de différents isolats (n=12 :
NE4997, NE5022, NE5046, NE4053, NE36, E61, P/sto, Simon, NE4046, NE4047, NE5023
et NE4054). Ces isolats ont été injectés a des souris saines via 0.2ml de milieu de culture
BSK-H contenant environ 107 spirochetes par millilitre. L'infectivité des souris a, quant a
elle, été estimée par des infestations avec des larves saines le jour de l'injection (larves
j.0), ainsi que 30 jours apres l'injection (larves j.30). L'infectivité des souris pour les
larves j.0 présentés dans le tableau 11 a été obtenue en rapportant le nombre de tiques
infectées sur les tiques provenant de toutes les souris; toutes venant de recevoir une
inoculation de spirochetes au moment de l'infestation. Par contre, l'infectivité des souris
pour les larves j.30 n'a été estimée que pour les souris infectées de maniére systémique,

ce qui a été évalué par biopsie et/ou xénodiagnose.

Au jour 0, 42.9% (12/28) des individus ont transmis des spirochetes aux larves, a
un taux d'infection moyen de 6% (22/364)(tableau 11, annexe 9.4 pour le détail). Bien
que déposées le jour de l'infection sous-cutanée, des larves ont donc pu acquérir des
spirochétes, mais a des taux d'infection faibles. Sur ces 12 souris infectieuses pour les
larves j.0, neuf d'entre elles (75%) étaient encore infectieuses pour les larves j.30

(annexe 9.4).
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Au jour 30, 19 souris sur 28 (67.9%) ont donc déclaré une infection systémique
apres une injection sous-cutanée de culture de spirochetes (tableau 11). Les infections
observées ont été détectées dans 89.5% (17/19) des cas par xénodiagnose et dans
73.7% (14/19) des cas par biopsie. Ces différences dans la détection de l'infection chez
la souris ne sont pas significatives (P=0.2, one-tailed Fisher exact probability test), ce qui
implique que la sensibilité de détection d'une infection systémique par biopsie ou par
xénodiagnose est semblable. L'infectivité des souris au jour 0 a donc permis de déceler

précocement une infection systémique dans 47.4% (9/19) des cas seulement.

Deux souris, infectées par les isolats NE5022 et NE4053 du groupe Al, n'ont pas
été infectieuses pour les larves j.30 alors que des spirochétes étaient présents dans les
cultures de biopsies d'oreille. A l'inverse, l'infection des souris par les isolats NE4046
(n=2) et NE4047 (n=2) n'a été détectée que par xénodiagnose, tandis que sur les deux
souris inoculées avec NE4053 (A1), dont l'infection était détectée lors des
xénodiagnoses, des spirocheétes étaient présents dans une seule culture de biopsie

d'oreille.

Tableau 11 : Prévalence d'infection des souris et infectivité des souris pour les tiques lors d'infection par
injection sous-cutanée.

Isolats Groupe Taux d'infection (%) Biopsies
ospC SourisA Larves j.0 Larves j.30 1 2
NE4997 2/2 3/26 (11.5)  19/26 (73.1)* +/+  ne/ne
NE5022 . 1/2 1/26 (3.8) 0/13 +/- ne/-
NE4053 2/4 1/52(1.9) 3/26 (11.5) -J-]-]- +]-]-]-
NE5046 2/2 4/26 (15.4) 21/26 (80.8)* -/- +/+
NE36 A2 2/2 1/26 (3.8) 12/26 (46.2)* +/+ ne/ne
E61 A3 2/2 0/26 5/26 (19.2) +/+ ne/ne
P/sto W 2/2 6/26 (23.1)  15/26 (57.7)* +/+  ne/ne
Simon 0/2 1/26 (3.8) - -/- -/-
NE4046 2/2 1/26 (3.8) 21/26 (80.8)* -/- -/-
NE4047 A5 2/4 1/52 (1.9) 3/26 (11.5) )] )]/
NE5023 0/2 0/26 - -/- -/-
NE4054  ME 2/2 3/26 (11.5) 19/26 (73.1)* +/- ne/+
Total 19/28 (67.9) 22/364(6) 138/247 (55.9) 14/28 (50)

Prévalence d'infection des souris et leur infectivité apreés injection sous-cutanée de milieu de culture. A
chaque souris correspond un symbole + ou - pour les biopsies. ne= Non effectué; Ni= Non invasif. 2A0btenu
par biopsie et/ou xénodiagnose; *= Différences significatives entre les taux d'infection des larves j.0 et j.30
(P<0.05).
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Toutes les souris ayant recu en injection les isolats NE4997, NE5046, NE36, E61,
P/sto, NE4046 et NE4054 ont développé une infection systémique, tandis que seules
50% des souris l'ont fait apres injection des isolats NE5022 (1/2), NE4053 (2/4) et
NE4047 (2/4) et qu'aucune infection systémique n'a été observée chez les souris
exposées aux isolats Simon (n=2) et NE5023 (n=2).

Au jour 30, 67.9% (19/28) des souris présentaient une infection systémique et
89.5% (17/19) d'entre elles ont été infectieuses pour les tiques j.30, amenant a une
infectivité moyenne de 55.9% (138/247). L'infectivité des souris au jour 30 était donc
pres de quatre fois plus élevée qu'au jour 0 (P<0.0001, one-tailed Fisher exact
probability test). En ne tenant compte que des souris infectieuses pour les tiques et/ou
infectées (biopsie positive), aucune corrélation n'a pu étre observée entre les infectivités

des souris pour les larves j.0 et j.30 (r=0.34; P=0.12)(fig. 20).
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Fig. 20 : Relation entre les infectivités des souris infectieuses au jour 0
et/ou infectées (n=22) pour les larves j.0 et j.30.
Coefficient de corrélation de Pearson (r)=0.29; P=0.23; 0: n=1; 0: n=2; 0: n=3

Une faible infectivité des souris pour les tiques j.0 ne se traduit pas par une faible

infectivité au jour 30, et inversement.
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En considérant l'infectivité des souris pour les tiques selon l'isolat, il apparait
qu'elle variait au jour 0 de 1.9% (1/52) pour les souris infectées par NE4053 a 23.1%
(6/26) pour les souris infectées par P/sto. Elle était toujours plus faible que l'infectivité
observée au jour 30, qui variait de 11.5 % (3/26) pour NE4053 et NE4047 a 80.8%
(21/26) pour NE5046 et NE4046. Des différences significatives entre les infectivités des
souris au jour 0 et au jour 30 ont été observées pour six des 13 isolats utilisés dans cette
expérience (NE4997 (P<0.0001), NE5046 (P<0.0001), NE36 (P=0.004), P/sto (P=0.01),
NE4046 (P<0.0001) et NE4054 (P<0.0001); one-tailed Fisher exact probability test;
tableau 11).

En considérant maintenant l'infectivité des souris entre isolat, une différence
significative a été observée au jour 0. En effet, I'isolat NE4047 (A5) était plus faiblement
transmis par les souris aux tiques (1.9%, 1/52) que les isolats NE5046 (A1) et P/sto
(A4), transmis par les souris a 15.4% (4/26, P=0.04) et 23.1% (6/26, P=0.005) des
tiques, respectivement (one-tailed Fisher exact probability test) (fig. 21). Au jour 30 par
contre, de fortes variations ont été observées autant entre groupes ospC qu'au sein des

groupes Al, A4 et A5.
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Al A2 A3 A4 A5 ME
®lLarvesj.0 11.5 38 1.9 15.4 38 0 231 38 38 1.9 0 11.5
¥larvesj30| 73.1 0 11.5 80.8 46.2 19.2 57.7 0 80.8 11.5 0 73.1

Fig. 21 : Infectivité des souris (%) pour les larves placées au jour 0 et au jour 30.

n= Nombre de souris par isolat. Pour chaque individu, 13 larves au j.0 et 13 larves au j.30 ont été
analysées apres leur mue. a, b, c= Différences significatives (GLM, P<0.05); 1, 2= Différences
significatives (P<0.05).
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Des infectivités élevées ont été observées chez les souris infectées par les isolats
NE4997 (73.1%), NE5046 (80.8%), NE4046 (80.8%) et NE4054 (73.1%), tandis qu'elles
étaient significativement plus faibles pour les souris infectées par NE4053 et NE4047
(11.5%) et qu'elles étaient intermédiaires chez les souris infectées par NE36 (46.2%),

E61 (19.2%) et P/sto (57.7%).

Les taux d'infection des larves j.0 ont été comparés grace a un test exact de Fisher
et les différences significatives ont été représentées par les chiffres 1 et 2 (fig. 21). Les
taux d'infection des larves j.30 ont quant a eux été analysés grace a un test de
comparaison post hoc avec une matrice de contraste de Tukey appliqué a un modeéle
linéaire généralisé (GLM) avec une loi binomiale. Les résultats des comparaisons sont

présentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Valeurs de P significatives
apres un test de comparaison post hoc.

Isolats P
NE4046-E61 0.002
NE4054-E61 0.008
NE4997-E61 0.008
NE5046-E61 0.002

NE4047-NE4046 <0.001
NE4053-NE4046 <0.001
NE4054-NE4047 0.002
NE4997-NE4047 0.002
NE5046-NE4047 <0.001
P/sto-NE4047 0.04
NE4054-NE4053 0.002
NE4997-NE4053 0.002
NE5046-NE4053 <0.001
P/sto-NE4053 0.03

Les parametres variables, les différents groupes ospC (modele groupe ospC) et les
isolats les représentant (modele isolat), ont chacun été testés. Il s'est avéré que le
modele incluant les différents isolats explique au mieux les variations observées

(tableau 13).
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Tableau 13 : Comparaison des variables explicatives dans un modele linéaire généralisé appliqué a
I'infectivité des souris apres injection sous-cutanée.

Transmission Type d'infection Modéle dr dl AIC
De I'hdte a la tique Injection sous- Groupe ospC 317 239 331
(infectivité des souris) cutanée Isolat 256 236 276.3

Déviance résiduelle (dr), degrés de liberté (dl) et critere d'information d'Akaike (AIC) des modeles
linéaires généralisés incluant soit le groupe ospC soit les différents isolats comme variable explicative.

Le critere d'information d'Akaike (AIC) est plus faible lorsque la variable
explicative "isolat" est utilisée, indiquant que le modeéle est meilleur qu'en utilisant la
variable "groupe ospC". De plus, une analyse des variances (ANOVA) entre les modeles
"groupe ospC" et "isolat" démontre que la variable "l'isolat" est celle qui explique au

mieux les variations observées (tableau 14).

Tableau 14 : Analyse des variances des deux modeéles linéaires généralisés appliqués a l'infectivité des
souris apres injection sous-cutanée.

Transmission Type d'infection Comparaison Adr Adl P

De I'hote a la tique Injection sous- Isolat/

(infectivité des souris) cutanée Groupe ospC
Différence de déviance résiduelle (Adr), de degrés de liberté (Adl) et valeur de P (P).

3 60.7 <0.0001

La prévalence d'infection de souris infectées par injection sous-cutanée des
isolats NE4049 et NE4532 transformés (NE4049T et NE4532T) ainsi que leur infectivité
a aussi été évaluée (tableau 15). Les deux souris ayant recu une injection de culture
contenant l'isolat NE4049T se sont infectées et ont été infectieuses pour les tiques
placées 30 jours apres l'injection, indiquant que cet isolat a conservé son pouvoir
infectieux apreés la transformation. Aucune tique placée le jour de l'injection n'a par

contre été infectée.

Tableau 15 : Prévalence d'infection des souris et infectivité des souris pour les tiques lors
d'infection par injection sous-cutanée par les isolats transformés.

Taux d'infection (%) Biopsies
Groupe
Isolat ospC SourisA Larves 1 9
P .0 .30
NE4049T YU 2/2 0/26 5/26(19.2) -/- -/-
NE4532T Ni 0/2  0/26  0/26 - -

AQbtenu par biopsie et/ou xénodiagnose.
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La souche NE4532T semble, quant a elle, avoir perdu son pouvoir infectieux
apres transformation, puisqu'aucune transmission n'a été détectée apres infection
expérimentale, alors que l'isolat non transformé était infectieux, comme il le sera

montré au chapitre 3.2.2.

En résumé, les infections par injection sous-cutanée ont été efficaces pour obtenir
des souris, ainsi que des tiques, infectées. Bien qu'une transmission de spirochétes aux
larves j.0 ait été observée, l'infectivité des souris pour les tiques j.0 était bien plus faible
que pour les larves j.30. Des différences significatives ont été observées dans l'infectivité
des souris pour les tiques j.30, autant entre groupes ospC, qu'au sein des groupes Al, A4

et AS.

3.2.1.2  Prévalence d'infection et infectivité des souris lors d'infection par des

nymphes infectées par capillaires

Dans cette expérience, des souris ont chacune été infestées par environ 10
nymphes infectées par capillaires avec les isolats NE4053 (A1), NE4047 (A5), NE4052
(ME) et NE4054 (ME). Deux jours apres cette infestation, des larves ont été mises a
nourrir proche de ces nymphes afin de recréer les conditions nécessaires a une
transmission par co-feeding. Finalement, l'infection des souris et leur infectivité ont été
évaluées par biopsies d'oreille et xénodiagnose 30 jours plus tard.

Aucune infection n'a été observée en infestant des souris (n=7) avec des nymphes
infectées par capillaires (tableau 16). Une transmission par co-feeding n'a été observée

que pour NE4052 (ME), ou seule une tique sur 26 (3.8%) était infectée.
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Tableau 16 : Prévalence d'infection des souris et infectivité des souris pour les tiques lors d'infection par
capillaires.

Isolat Groupe Co-feeding Prévalence d'ipfection Biopsies Infectivit_é
ospC des souris? 1 2 des souris
NE4053 Al 0/26 0/2 -/~ /- 0/26
NE4047 A5 0/26 0/2 -/- /- 0/26
NE4052 | o 1/26 0/2 -/- ne/ne 0/26
NE4054 0/13 0/1 - - 0/13
Totaux 1/91 (1.1) 0/7 0/7 0/5 0

Taux d'infection des tiques et des hotes apres infestation avec des nymphes infectées par la technique des
capillaires. A chaque souris correspond un symbole + ou - pour les biopsies. ne= Non effectué; Ni= Non
invasif. A0btenu par biopsie et/ou xénodiagnose.

Six autres souris ont également été infestées par des nymphes infectées par
capillaires, mais avec les isolats transformés NE4049T (n=4) et NE4532T (n=2), afin
d'estimer la capacité de ces isolats transformés d'infecter des souris et leur infectivité
pour les tiques.

Les résultats ont montré que 50% (2/4) des souris infestées par des nymphes
infectées par capillaires avec l'isolat NE4049T étaient infectées (tableau 17). Ces souris
ont transmis des spirochetes a 19.2% (5/26) des larves placées 30 jours apres
l'infestation des souris par les nymphes. Tout comme lors des infections par injection
sous-cutanée, l'isolat NE4532T n'a par contre pas été infectieux pour les souris, ni pour

les tiques.

Tableau 17 : Prévalence d'infection des souris et infectivité des souris pour les tiques lors
d'infection par capillaires, pour les isolats transformés.

Taux d'infection (%) Biopsies
Groupe
Isolat ospC SourisA Larves 1 9
P .0 j.30
NE4049T YU 2/4 0/52 5/26 (19.2) -/-/-/- 0 -]/
NE4532T Ni 0/2 0/26 - -/- -/-

AQbtenu par biopsie et/ou xénodiagnose.

Les infections par capillaires n'ont pas été en mesure d'infecter suffisamment de
souris et de tiques. En fait, seules des souris infestées par des nymphes infectées par la
souche transformée NE4049T (YU) se sont infectées par cette voie. Ces souris étaient

par contre infectieuses pour les tiques j.30.
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3.2.1.3  Comparaison des prévalences d'infection des souris et de leur infectivité

entre les différentes méthodes d'infection expérimentales

Deux méthodes d'infection expérimentales ont été utilisées pour étudier
l'infection des souris et leur infectivité pour les tiques : L'injection sous-cutanée de
culture contenant des spirochetes et l'infection de souris par une infestation avec des
nymphes infectées par capillaires. En ne tenant compte que des isolats utilisés avec les
deux méthodes, les infections par injection sous-cutanée ont amené a des prévalences
d'infection des souris de 50% (8/16) et ont permis d'infecter des souris avec tous les
isolats a l'exception de NE4532T, alors que la prévalence d'infection des souris n'était
que de 22.2% (2/9) lors d'infestation avec des nymphes infectées par capillaires, qui ont
permis d'infecter des souris avec l'isolat NE4049T seulement (tableau 18). Ces
différences ne sont toutefois pas significatives (P=0.18, one-tailed Fisher exact

probability test).

Tableau 18 : Comparaison des méthodes d'infection pour les prévalences d'infection des souris et leur
infectivité.

¢ 'infecti o .
Prévalence d'infection Infectivité de souris (%)

Isolat Grouge des souris?

osp Capillaires Sous-cutanée Capillaires Sous-cutanée
NE4053 Al 0/2 2/4 - 3/26 (11.5)
NE4047 A5 0/2 2/4 - 3/26 (11.5)
NE4054 ME 0/1 2/2 - 19/26 (73.1)
NE4049T YU 2/2 2/4 5/26 (19.2)  20/26 (76.9)*
NE4532T Ni 0/2 0/2 - -
Total 2/9 (22.2) 8/16 (50) 5/26 (19.2) 45/104 (43.3)*

AQbtenu par biopsie et/ou xénodiagnose. *= Différences significatives (P<0.05).

Les souris infectées par injection sous-cutanée (n=8) ont infecté ensuite 43.3%
(45/104) des larves mises a nourrir 30 jours apres l'injection a des taux variant de
11.5% (3/26) pour les isolats NE4053 (A1) et NE4047 (A5) a 76.9% (20/26) pour
l'isolat transformé NE4049T. Cet isolat transformé n'a par contre été transmis qu'a
19.2% (5/26) des larves j.30 infestant des souris infectées avec des nymphes infectées

par capillaires (P<0.0001, one-tailed Fisher exact probability test).
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3.2.2 Effets d'infestations répétées sur l'infectivité des souris

Dans la nature, les rongeurs sont continuellement infestés par des tiques,
stimulant ainsi leur infectivité pour les tiques (Gern et al, 1994). Afin de voir si un tel
mécanisme pouvait aussi étre induit par des infestations répétées des le début de
l'infection et ainsi obtenir plus de tiques infectées plus rapidement, des souris ont été
infestées par des larves tous les six jours apres une infection sous-cutanée et ce a trois
reprises. Pour les trois isolats utilisés ici (NE4051, NE4053 et NE4532), chaque souris a
démontré une augmentation de l'infectivité pour les tiques tout au long des infestations
successives, a I'exception de la souris infectée par l'isolat NE4532, qui montre une baisse
d'infectivité au jour 13 et une augmentation au jour 19, sans que ces variations soient
significatives (fig. 22). Une augmentation significative de l'infectivité des souris a été
observée pour les isolats NE4051 (YU) et NE4532 (Ni) (Pyuj.0-1.13=0.008, Pyyj.0-.19=0.002,
PuME.0-.19=0.006, one-tailed Fisher exact probability test).

100.0
90.0
80.0
70.0
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10.0 :-
0.0 A1 T T
j.0 j.6 j.13 j.19

YU NE4051 (%) | 2/13 (15.4) 6/13 (46.2)  9/13(69.2) 5/5* (100)

Taux d'infection (%)

NiNEA532 (%) | 2/13 (15.4) 6/13 (46.2)  2/13 (15.4) 4/4* (100)
A1 NE4053 (%)|  0/13 (0) 0/13 (0) 5/13 (38.5) 6/13 (46.2)

Fig. 22 : Infectivité des souris lors d'infestations répétées.
1, 2= Différences significatives (P<0.05); *= maximum de tiques récoltées apres
infestation.

Les souris inoculées avec les isolats NE4051 (YU) et NE4532 (Ni) étaient
infectieuses deés l'injection sous-cutanée, avec une infectivité de 15.4% (2/13) tandis

que la souris infectée par NE4053 (A1) n'a transmis des spirochétes aux tiques qu'a
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partir du jour 13, a un taux de 38.5% (5/13). Au jour 19, l'infectivité des souris infectées
par NE4053 (46.2%, 6/13) était plus élevée que celle obtenue au jour 30 lors de
I'expérience précédente (11.5%, 3/26; P=0.02, one-tailed Fisher exact probability test;
chapitre 3.2.1.3). Pour NE4051, l'infectivité observée ici au jour 19 (100%, 5/5) differe
de l'infectivité observée lors d'infection naturelle au jour 30 (66.7%, 68/104), comme il
sera présenté plus loin (chapitre 3.2.3.2), sans que cette derniere différence soit

toutefois significative (P=0.13, one-tailed Fisher exact probability test).

Cette expérience vient confirmer les observations de Gern et al. (1994), a savoir
qu'une infestation répétée stimule l'infectivité des souris, et ce des le début de I'infection
des souris. Nous avons aussi observé que cette stimulation a été retrouvée pour les

groupes ospC A1, YU et pour la souche non invasive VS461.

3.2.3 Dynamique de transmission de B. afzelii lors d'infections

naturelles

Des nymphes infectées ont été obtenues grace aux expériences précédentes.
Analysées individuellement, ces tiques ont permis d'obtenir des lots de tiques infectées
a des taux connus, permettant ainsi d'évaluer la dynamique de transmission des
différents isolats lors d'infection naturelle, en infestant chaque souris avec trois
nymphes infectées pour chacun des isolats. Des lors, afin de ne pas avoir a placer plus de
13 tiques par souris, seuls des lots dont le taux d'infection atteignait au moins 23%
(3/13) ont été utilisés pour infester des souris, sauf exception (annexe 9.3). La
prévalence d'infection des hétes, reflétant |'efficacité de transmission de la tique a I'hote
(3.2.3.1), leur infectivité respective, soit l'efficacité de transmission de 1'hote aux tiques
(3.2.3.2) ainsi que l'efficacité de transmission par co-feeding (0) ont été évaluées pour

différents isolats (n=9).
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3.2.3.1 Prévalence d'infection des souris

Des tiques infectées par les isolats NE4053 et NE5046 (A1), NE36 (A2), E61 (A3),
P/sto (A4), NE4046 (A5), NE4049 et NE4051 (YU) et NE4054 (ME) ont servi a infester
des souris (n=56). La prévalence d'infection de ces souris a été évaluée par biopsie et
xénodiagnose 30 jours aprées chaque infestation.

Globalement, une prévalence d'infection des souris de 67.9% (38/56) a été
observée, définie par xénodiagnose et/ou biopsies d'oreilles. Les taux variaient entre
30% (3/10) d'hétes infectés pour le groupe ME (NE4045) et 100% (9/9) pour le groupe
YU (NE4049) (fig. 23). Des souris infectées ont été obtenues pour tous les groupes ospC
a I'exception du groupe A5 (NE4046), bien que les nymphes utilisées étaient infectées a

un taux de 84.6% (11/13).
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NE4053 NE5046 NE36 E61 Pisto NE4046 NE4049 NE4051 NE4054 Total
A1 A2 A3 A4 A5 YU ME
(%) 1/7(14.3) 4/4(100)  4/4(100) 2/4 (50) 1/4(25) 0/4(0) 9/9(100)  8/10(80)  1/10(10) | 30/56 (53.6)
(%) 1/7(14.3) 4/4(100)  4/4(100) 3/4(75)  4/4(100) 0/4(0) 9/9(100)  9/10(90) 3/10(30) | 37/56 (66.1)
Prévalence (%) 2/7(28.6) 4/4(100)  4/4(100) 3/4(75)  4/4(100) 0/4(0) 9/9(100)  9/10(90) 3/10(30) | 38/56 (67.9)

Fig. 23 : Prévalence d'infection des souris apres infestation avec des nymphes infectées, selon l'isolat.
Taux de détection par biopsies d'oreille, par xénodiagnose et total des deux techniques.
1, 2= Différences significatives (P<0.05).

En comparant les prévalences d'infection des souris obtenues au jour 30 soit par
biopsie soit par xénodiagnose, on constate que 78.9% (30/38) des infections observées
ont été détectées par biopsie, contre 97.4% (37/38) par xénodiagnose. L'évaluation de
la prévalence d'infection des souris par xénodiagnose est significativement plus sensible

que par biopsie (P=0.01, one-tailed Fisher exact probability test)(fig. 23). Huit souris,
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infectées par les isolats NE4053 (n=1), E61 (n=1), P/sto (n=3), NE4051 (n=1) et NE4054
(n=2), ont transmis des spirochétes aux tiques bien que les cultures de biopsies étaient
négatives, alors qu'une souris, infectée par NE4053, n'était pas infectieuse pour les
tiques, bien que des spirochétes aient été isolés d'une biopsie d'oreille. Malgré un
nombre de souris par isolat assez faible, des différences significatives ont été observées
entre les faibles prévalences d'infection des hotes infectés par les isolats NE4053 (A1) et
NE4054 (ME), et les prévalences d'infection des souris infectées par les groupes ospC Al
(NE5046), A2 (NE36), A4 (P/sto) et YU (NE4049 et NE4051) (P<0.05, one-tailed Fisher
exact probability test) (fig. 23).

En résumé, des différences significatives dans les prévalences d'infection des
souris infectées par voie naturelle ont été observées entre groupes ospC ainsi qu'au sein
du groupe ospC Al. L'évaluation de la prévalence d'infection des souris par
xénodiagnose est significativement plus sensible que par biopsies d'oreille, qui n'ont pas
permis de déceler la totalité des infections systémiques observées lorsque les
prévalences d'infection des souris étaient faibles (NE4053 (A1), E61 (A3) et NE4054
(ME)), le groupe ospC A4 mis a part.
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3.2.3.2  Infectivité des souris pour les tiques

L'infectivité des souris pour les tiques, soit la capacité de transmission des
spirochetes de 1'hdte a la tique, a été évaluée en analysant individuellement 13 nymphes
issues des xénodiagnoses des souris, pour chaque isolat. Les 38 souris infectées
obtenues apres infestation par des nymphes infectées (fig. 23) ont transmis des

spirochetes a 62% (306/492) des tiques (fig. 24).
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Fig. 24 : Infectivité des souris pour les tiques lors d'infection naturelle, selon l'isolat.
a, b, ¢, d= Différences significatives (GLM, P<0.05).

Entre groupes ospC, les extrémes ont été retrouvés entre les souris infectées par
les groupes Al (NE4053, n=7) et YU (NE4049, n=9), qui ont infecté 3.8% (1/26) et
85.5% (100/117) des tiques se nourrissant sur elles, respectivement. Entre isolat
toutefois, les extrémes ont été tout deux retrouvés dans le méme groupe ospC Al, les
souris infectées par l'isolat NE5046 (n=4) ayant infecté 92.3% (48/52) des tiques,
contre 3.8% (1/26) pour les souris infectées par l'isolat NE4053 (n=7). Des différences
dans l'infectivité des souris pour les tiques étaient significatives 1'lorsque I'écart était de
plus de 23%, se traduisant par des infectivités faibles pour A4 et ME et des infectivités

intermédiaires a élevées pour A2, A3 et YU (fig. 24, tableau 19). De plus, une différence
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significative entre les infectivités des isolats appartenant au groupe ospC Al a aussi été

observée, mais pas au sein du groupe YU.

Tableau 19 : Valeurs de P significatives
apres un test de comparaison post hoc.

Isolats P
NE4049-E61 0.002
NE4053-E61 0.03
NE5046-E61 0.003
P/sto-E61 0.004
NE4053-NE36 0.005
NE4054-NE36 0.02
P/sto-NE36 <0.001
NE4053-NE4049 <0.001
NE4054-NE4049 <0.001
P/sto-NE4049 <0.001
NE4053-NE4051 0.002
NE4054-NE4051 <0.001
P/sto-NE4051 <0.001
NE5046-NE4053 <0.001
NE5046-NE4054 <0.001
P/sto-NE5046 <0.001

Les variables "groupe ospC" et "isolat" ont été confrontées dans un GLM afin de
pouvoir comparer ces résultats. La variable "isolat" permet d'expliquer au mieux les

variations observées (tableau 20).

Tableau 20 : Comparaison des variables explicatives dans un modele linéaire généralisé appliqué a
I'infectivité des souris apres infection naturelle.

Transmission Type d'infection Modéle dr dl AIC
De I'hdte a la tique Infection naturelle Groupe ospC 559.7 486 571.7
(infectivité des souris) © Isolat 485.7 484 501.7

Déviance résiduelle (dr), degrés de liberté (dl) et critere d'information d'Akaike (AIC) des modeles
linéaires généralisés incluant soit le groupe ospC soit les différents isolats comme variable explicative.

En effet, le critere d'information d'Akaike (AIC) est plus faible lorsque la variable

explicative "isolat" est utilisée.
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L'analyse des variances (ANOVA) entre les modeles "groupes ospC" et "isolat"
démontre aussi que la variable "isolat" est celle qui explique au mieux les variations

observées dans l'infectivité des souris apres une infection naturelle (tableau 21).

Tableau 21 : Analyse des variances des deux modeéles linéaires généralisés appliqués a l'infectivité des
souris apres infection naturelle.

Transmission Type d'infection Comparaison Adr Adl P
De I'h6te a la ti : Isol
' o.te. ala tique : Infection naturelle solat/
(infectivité des souris) Groupe ospC
Différence de déviance résiduelle (Adr), de degrés de liberté (Adl) et valeur de P (P).

74 2 <0.0001

En résumé, la variabilité de l'infectivité des souris infectées par voie naturelle
pour les tiques est liée a l'isolat plutét qu'a un certain groupe ospC. Des différences
significatives dans l'infectivité des souris ont donc été observées entre groupes ospC
ainsi qu'au sein du groupe ospC Al. Les souris infectées par les isolats NE5046 (A1),
NE36 (A2), NE4049 et NE4051 (YU) étaient fortement infectieuses pour les tiques,
tandis qu'une infectivité faible a été observée chez les souris infectées par les isolats
NE4053 (A1), P/sto (A4) et NE4054 (ME). Nous avons aussi observé que les infectivités

faibles provenaient de souris infectées par les isolats faiblement détectés par biopsie.

3.2.3.3  Evolution de l'infectivité des souris infectées naturellement au cours du

temps

Une partie de ces souris (n=15) infectées par différents isolats (n=9; NE5046,
NE36, E61, P/sto, NE4049, NE4049T, NE4051, NE4054, NE4532) a été maintenue au
laboratoire jusqu'a 14 mois apres leur infestation par des nymphes infectées afin
d'analyser 1'évolution de leur infectivité pour les larves au cours du temps. Ces souris
ont été infestées avec des larves a différentes périodes apres leur infection, puis ces
larves ont été analysées en tant que nymphes (n=13/souris) un mois apres leur mue.

Bien qu'une réinfestation seulement a été effectuée pour la plupart des souris,
toutes ont démontré une diminution de leur infectivité pour les tiques, la souris infectée
par NE4532 mise a part (tableau 22). Une perte totale de l'infectivité a été observée des

quatre mois apres la premiére infection pour la souris infectée par l'isolat NE4049T,
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alors que celles infectées par son homologue non transformé (NE4049) étaient encore
infectieuses 10 mois apres leur infection. La souris infectée par P/sto (A4) n'était, quant
a elle, plus infectieuse neuf mois apres son infection. Pour NE4049 et NE4051, une
diminution de l'infectivité des souris n'a été observée qu'a partir de 10 mois suivant

l'infection alors qu'elle était stable encore 5 mois apres l'infection.

Tableau 22 : Evolution de l'infectivité des souris pour les larves au cours du temps.

Groupe Infectivité des souris au cours du temps, en mois (%)

Isolat ospC 1 4 5 9 10 12 14
NE5046 13/13 4/13

(n=1) Al (100) ne ne (30.8) ne ne ne
NE36 10/13 7/13
(n=1) A2 (76.9) ne ne ne ne ne (53.8)
E61 8/13 3/13

(n=1) A3 (61.5) ne ne (23.1) ne ne ne
P/sto 3/13

(n=1) A4 (23.1) ne ne 0/13 ne ne ne
NE4049 42/52 e 44/52 e 14/26 e
(n=4) (80.8) (84.6) (53.8)4

NE4049T 12/13

(n=1) YU (92.3) 0/13 ne ne ne ne ne
NE4051 36/50 Lo 36/52 e 14/39 e
(n=4) (72) (69.2) (35.9)48

NE4054 10/13 3/13

(n=1) ME (76.9) ne ne ne ne (23.1) ne
NE4532 Ni 2/13 2/13 ne ne ne ne ne
(n=1) (15.4)  (15.4)

ne= Non effectué; An= 2; 24n= 3
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3.2.3.4  Transmission par co-feeding

Alors que les souris étaient infestées par des nymphes infectées, des larves non
infectées ont été ajoutées a proximité immédiate du site de fixation des nymphes pour
simuler les conditions de co-feeding. Globalement, 26% (260/1001) des larves se sont
infectées en se nourrissant en méme temps que les nymphes infectées (co-feeding)(fig.
25). Toutefois, en ne tenant compte que des souris sur lesquelles une transmission par
co-feeding a été observée (fréquence du phénomene), soit dans 46.4% (26/56) des cas,
le taux d'infection des larves passe de 26% (260/1001) a 48.8% (260/533) (intensité du

phénomene).
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Fig. 25 : Efficacité de transmission de B. afzelii par co-feeding, selon l'isolat.

Sont représentés le taux de transmission par isolat (co-feeding), le nombre de souris
présentant du co-feeding (fréquence), ainsi que le taux de transmission, seulement lorsque
une transmission était observée (intensité). a, b, ¢, d, e= Différences significatives du
pourcentage d'infection des larves de co-feeding (GLM, P<0.05); a, b, ¢, d= Différences
significatives de l'intensité du phénomene (GLM, P<0.05).

Les groupes A1, A2, YU et ME ont été transmis de tique a tique lors du co-feeding,

alors que les groupes A3, A4 et A5 n'ont pas été transmis par cette voie.
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Individuellement, une transmission par co-feeding a eu lieu sur toutes les souris
infestées par des nymphes infectées par le groupe YU (NE4049 et NE4051) et un isolat
du groupe A1l (NE5046), tandis qu'elle n'a eu lieu que sur 50% (2/4), 14.3% (1/7) et
9.1% (1/11) des souris infestées par des nymphes infectées par les groupes ospC A2
(NE36), A1 (NE4053) et ME (NE4054), respectivement.

En considérant I'ensemble des souris sur lesquelles larves et nymphes se sont
nourries en co-feeding (n=56), les taux de transmission par co-feeding présentant des
écarts de plus de 17.3% sont significatifs (fig. 25, tableau 23). Ainsi, des différences
significatives ont été observées entre groupes ospC ainsi qu'au sein des groupes Al et
YU. Par contre, en ne tenant compte que des souris sur lesquelles une transmission par
co-feeding a eu lieu (intensité du phénomene), seules les souris infestées par des
nymphes infectées par NE4049 et NE4051 (YU) ont permis d'observer une intensité de
transmission par co-feeding significativement différente des autres isolats. Les nymphes
infectées par NE4049 (YU) ont transmis des spirochétes aux larves a un taux plus élevé
(66.2%, 129/195) que celles infectées par tous les autre isolats, dont les taux de
transmission aux larves variaient de 3.8% (1/26) a 46.6% (103/221). Finalement, une
différence a aussi été observée entre l'isolat NE4051 (YU), dont les nymphes ont
transmis des spirochetes a 36.6% (103/221) des larves, et l'isolat NE4054 (ME), dont
les nymphes ont transmis des spirochetes a seulement 3.8% (1/26) des larves. Des
différences significatives ont donc été observées entre groupes ospC ainsi qu'au sein
d'un méme groupe (A1l et YU).

Tableau 23 : Valeurs de P significatives apres un test de
comparaison post hoc (co-feeding et intensité du phénomeéne).

Isolats : P .
Co-feeding Intensité
NE4049-NE36 <0.001 0.01
NE4051-NE36 0.004 -
NE4054-NE36 0.005 -
NE4051-NE4049 <0.001 <0.001
NE4053-NE4049 <0.001 0.02
NE4054-NE4049 <0.001 0.002
NE5046-NE4049 <0.001 <0.001
NE4053-NE4051 <0.001 -
NE4054-NE4051 <0.001 0.03
NE5046-NE4053 0.02 -
NE5046-NE4054 <0.001 -
-= P>0.05
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Le modele expliquant au mieux les variations observées au niveau du co-feeding
est a nouveau celui intégrant la varible "isolat" et non "groupe ospC", autant au niveau
du taux de transmission par co-feeding qu'au niveau de l'intensité du phénomene, le
critere d'information d'Akaike étant systématiquement plus faible lorsque la variable

"isolat" est utilisée qu'en utilisant la variable "groupe ospC" (tableau 24).

Tableau 24 : Comparaison des variables explicatives dans un modéle linéaire généralisé appliqué a la
transmission par co-feeding.

Transmission Type_ de. Modéle dr dl AIC
transmission
Intensité Groupe ospC 671.8 517 679.8
. Isolat 650.6 515 662.6
Par co-feeding — e total Groupe ospC 7017 815 709.7
Isolat 667 813 679

Déviance résiduelle (dr), degrés de liberté (dl) et critere d'information d'Akaike (AIC) des modeles
linéaires généralisés incluant soit le groupe ospC soit les différents isolats comme variable explicative.

L'analyse des variances (ANOVA) entre les modeles "groupe ospC" et "isolat"
démontre aussi que la variable "isolat" est celle qui explique au mieux les variations

observées dans les taux de transmission par co-feeding (tableau 25).

Tableau 25 : Analyse des variances des deux modeles linéaires généralisés appliqués a la transmission par
co-feeding.

Transmission Type de transmission Comparaison Adr Adl P

Intensité Isolat/ Groupes  21.2 2 <0.0001

Par co-feeding Co-feeding total ospC 34.6 2 <0.0001

Différence de déviance résiduelle (Adr), de degrés de liberté (Adl) et valeur de P (P).

En résumé, les différences observées dans l'efficacité de transmission par co-
feeding sont liées a l'isolat plutét qu'a l'appartenance a un certain groupe ospC. Des
différences significatives dans l'infectivité des souris ont donc été observées entre
groupes ospC ainsi qu'au sein des groupes ospC Al et YU. Des efficacités de transmission
par co-feeding élevées ont été rencontrées pour les isolats NE5046 (Al), NE36 (A2),
NE4049 et NE4051 (YU), tandis qu'elles étaient faibles pour les isolats NE4051 (A1) et
NE4054 (ME). Les isolats fortement infectieux pour les souris amenent, comme nous
I'avons vu, a des infectivités pour les tiques élevées, mais ils ne se transmettent pas
forcément fortement par co-feeding, ce qui a été le cas pour les isolats E61 (A3) et P/sto

(A4).
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3.2.3.5  Relations entre les différentes voies de transmission de B. afzelii lors

d'infection naturelle

En faisant la synthese des prévalences d'infection des souris, de leur infectivité
respective et de la capacité de transmission par co-feeding par isolat lors d'infections
naturelles, certaines caractéristiques liant ces différentes voies de transmission ont été
observées.

Les isolats NE5046 (A1), NE36 (A2), E61 (A3), NE4049 et NE4051 (YU) ont induit les
plus fortes prévalences d'infection des souris, mais aussi les plus fortes infectivités des
souris pour les tiques (fig. 26, tableau 26). Par contre, P/sto (A4) n'a été que faiblement
transmis des souris aux tiques, et NE4053 (A1) et NE4054 (ME) n'ont infecté que peu de
souris, qui n'ont a leur tour que peu transmis de spirochetes aux tiques. De la méme
maniere, les taux de transmission par co-feeding les plus élevés ont été retrouvés avec
les isolats les plus infectieux pour les tiques, a 1'exception de E61 (A3) qui n'a pas été
transmis par co-feeding. Ainsi, les transmissions par co-feeding les plus efficaces ont été
observées pour les isolats NE5046 (A1), NE36 (A2), NE4049 et NE4051 (YU), tandis
qu'elles étaient faibles pour NE4053 (A1) et NE4054 (ME) et qu'aucune transmission
par co-feeding n'a été observée avec P/sto (A4), ni avec NE4046 (A5), qui n'était

infectieux ni pour les souris ni pour les tiques.

Tableau 26 : Résultats détaillés de la dynamique de transmission de B. afzelii lors d'infection naturelle.

Groupe Isolat Prévalence d'infection des Infectivité Intensité du
ospC souris des souris Co-feeding
Biopsie Xénodiagnose

A1 NE4053  1/7 (14.3) 1/7 (14.3) 1/26 (3.8) 2/13 (15.4)
NE5046  4/4(100) 4/4 (100) 48/52 (92.3) 17/52 (32.7)

A2 NE36 4/4 (100) 4/4 (100) 35/52 (67.3) 8/26 (30.8)

A3 E61 2/4 (50) 3/4 (75) 21/39 (53.8) -

A4 P/sto 1/4 (25) 4/4 (100) 8/52 (15.4)

A5 NE4046 0/4 (0) 0/4 (0) - -

- NE4049  9/9 (100) 9/9 (100) 100/117 (85.5)  129/195 (66.2)
NE4051 8/10 (80) 9/10 (90) 81/115 (70.4)  103/221 (46.6)

ME NE4054 1/10 (10) 3/10 (30) 12/39 (30.8) 1/26 (3.8)

30/56 (53.6 37/56 (66.1
Totaux 5ol 38}56 (67./9) ©ed 306/492 (62) 260/533 (48.8)
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Globalement, plus un isolat est transmis par co-feeding (fréquence du
phénomene), plus la transmission est importante (intensité du phénomene)(r=0.93,
P=0.00035) (fig. 27). Cette intensité de transmission par co-feeding est ensuite
intimement liée a l'infectivité des souris pour les tiques. En effet, les isolats démontrant
une forte intensité de transmission par co-feeding montrent aussi une forte infectivité
des souris pour les tiques (r=0.76, P=0.018). Il y a toutefois une exception : les souris
infectées par E61 (A3) ont transmis des spirochetes a plus de 50% des larves, alors
qu'aucune transmission par co-feeding n'a été observée (tableau 26). Malgré cela, il en
découle tout de méme qu'une fréquence de co-feeding élevée présage une forte
infectivité de la souris pour les tiques (r=0.85, P=0.0036). Finalement, les isolats qui ont
amené aux prévalences d'infection des souris les plus élevées sont aussi les plus
infectieux pour les tiques (r=0.76, P=0.016). A nouveau, une exception a été observée
pour P/sto (A4), qui a infecté toutes les souris (n=4), alors qu'il n'a ensuite été transmis
qu'a 15.4% (8/52) des tiques. Il est a noter que pour cet isolat, toutes les souris ont
transmis des spirochetes aux larves, mais a des taux chaque fois tres faibles (1/13, 2/13,

2/13,3/13, annexe 9.3).
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Fig. 26 : Dynamique de transmission de B. afzelii lors d'infection naturelle, selon l'isolat.
Sont représentées l'intensité de transmission par co-feeding, l'infectivité des souris et la prévalence

d'infection des souris.
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Par contre, il n'existe pas de corrélation entre la fréquence ainsi que l'intensité de
la transmission par co-feeding et la prévalence d'infection des souris. La capacité des
isolats a infecter des souris est indépendante de la fréquence a laquelle une
transmission par co-feeding est observée ainsi que de leur aptitude a passer d'une

nymphe infectée aux larves (intensité).
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Pour résumer, la capacité d'un isolat a infecter une tique correle autant avec la
voie de transmission par co-feeding qu'avec l'infectivité des souris, tandis que sa
capacité a infecter une souris n'est corrélée qu'a son infectivité (fig. 28). Un isolat
fortement infectieux pour les souris est donc fortement infectieux pour les tiques, mais

n'implique pas nécessairement une bonne transmission par co-feeding.

.feed;
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Peau

Circulation des spirochétes

Transmission de tique a tique

Transmission de la tique a I'hote

Transmission de I'hote a la tique

Fig. 28 : Représentation des corrélations entre les différentes voies de transmission.

L'infectivité des souris est corrélée a l'intensité du co-feeding ainsi qu'a sa prévalence d'infection. La
fréquence et l'intensité du co-feeding sont par contre indépendantes de la prévalence d'infection des
souris (N. Tonetti).
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3.2.4 Comparaison des prévalences d'infection des souris et de leur
infectivité entre les infections par injection sous-cutanée et

naturelles

Dans ce chapitre, les résultats obtenus lors d'infections naturelles et apres
injection sous-cutanée ont été comparés pour les souris infectées par ces deux méthodes
d'infection (tableau 27).

La prévalence d'infection des souris apreés une injection sous-cutanée est de
87.5% (14/16), tandis qu'elle atteint seulement 54.1% (20/37) lors d'infestations par
des nymphes infectées pour les groupes ospC A1 (NE4053 et NE5046), A2 (NE36), A3
(E61), A4 (P/sto), A5 (NE4046) et ME (NE4054)(tableau 27) (P=0.02, one-tailed Fisher
exact probability test). L'infectivité globale des souris pour les tiques est par contre
semblable entre les deux types d'infections (52.7% et 48.1%), mais différe pour certains
isolats. En effet, alors que des infectivités proches ont été trouvées pour les isolats
NE4053, NE5046 et NE36 en comparant les deux méthodes d'infection, des différences
significatives ont été observées pour les isolats E61, P/sto et NE4054 (P=0.002, 0.0002
et 0.0008, respectivement, one-tailed Fisher exact probability test). L'infectivité des
souris infectées par voie naturelle par l'isolat E61 était plus élevée (53.8%, 21/39)
qu'apres leur infection par injection sous-cutanée (19.2%, 5/26, P=0.002, one-tailed
Fisher exact probability test). L'inverse a par contre été observé avec les isolats P/sto et
NE4054, les souris ayant transmis des spirochetes a 57.7% (15/26) et 73.1% (19/26)
des tiques apres injection sous-cutanée contre 15.4% (8/52) et 30.8% (12/39) lors
d'infection naturelle, respectivement (P=0.0002. et 0.0008, respectivement, one-tailed

Fisher exact probability test).

98



Résultats

Tableau 27 : Comparaison des prévalences d'infection des souris et de leur infectivité entre les infections
par injection sous-cutanée et naturelles.

Prévalence d'infection . el .
Infectivité des souris (%)

Groupe des souris?

Isolat ospC Sous- Sous-

. Infestation . Infestation

cutanée cutanée

NE4053 Al 2/4 2/7 3/26 (11.5) 1/26 (3.8)
NE5046 2/2 4/4 21/26 (80.8)  48/52(92.3)
NE36 A2 2/2 4/4 12/26 (46.2)  35/52(67.3)
E61 A3 2/2 3/4 5/26 (19.2)  21/39 (53.8)*
P/sto A4 2/2 4/4 15/26 (57.7) 8/52 (15.4)*
NE4046 A5 2/2 0/4 21/26 (80.8) -
NE4054 ME 2/2 3/10 19/26 (73.1)  12/39 (30.8)*
Totaux 14/16 (87.5) 20/37 (54.1)* 96/182 (52.7) 125/260 (48.1)

AQbtenu par biopsie et/ou xénodiagnose. *= Différences significatives (P<0.05).

3.3 Temps de latence avant transmission de spirochetes de la

tique a I'hote

Comme il a été mentionné dans l'introduction (1.4.1.1), les spirochetes ne sont
pas transmis dés le début du repas sanguin. Ils ne migrent dans les glandes salivaires
qu'apres un certain temps, évalué a environ 24 heures pour B. afzelii chez I. ricinus (Gern
et al, 1996; Crippa et al, 2002). Toutefois, il apparait que cette régle n'est pas immuable.
Certaines expériences ont montré une transmission dés 17 heures (Kahl et al, 1998),
tandis qu'il faut généralement plus de 32 heures de repas sanguin pour que B.
burgdorferi ss soit transmis aux hétes par I scapularis, tout en observant des cas de
transmission des 24 heures (Piesman et al, 1987; Ribeiro et al., 1987) et I ricinus
(Crippa et al, 2002). Deés lors, nous avons voulu voir si ce temps de latence avant
transmission pouvait varier au niveau intraspécifique chez B. afzelii et étre influencé par
I'appartenance des isolats a un groupe ospC donné (A1, A2, A3, A4, YU).

Dans cette expérience, des souris ont chacune été infestées par trois nymphes
infectées avec les isolats NE5046, NE36, E61, P/sto, NE4049 et NE4051, pour une durée
de 12, 24 et 32 heures de repas sanguin (tableau 28). Une infestation pendant 48 heures
a aussi été effectuée, mais pour les isolats NE4049 et NE4051 (YU) seulement. La
prévalence d'infection des souris ainsi que leur infectivité a ensuite été déterminée 30

jours apres l'infestation par biopsie d'oreille et xénodiagnose.
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Une infection systémique a été observée chez 1/5 souris infestées par des
nymphes infectées par NE4051 (YU), ce des 24 heures de repas sanguin (tableau 28).
Les souris infestées pendant 32 et 48 heures étaient aussi infectées (n=3). Il a par contre
fallu au moins 32 heures de repas sanguin pour que des nymphes infectées par NE4049
(YU) infectent des souris (n=2) de maniére systémique. Toutes les souris (n=5) étaient
par contre infectées apres une infestation de 48 heures (tableau 28). Les souris infectées
se sont avérées infectieuses pour les tiques et ont transmis des spirochetes aux larves a
des taux variant de 84.6% (22/26) a 96.9% (63/65) pour NE4049 et de 53.8% (7/13) a
82.1% (32/39) pour NE4051 en fonction de la durée de repas sanguin infectieux, sans

que ces différences soient significatives.

Tableau 28 : Prévalence d'infection des souris et leur infectivité en fonction de la durée du repas
sanguin de nymphes infectées.

Prévalence d'infection des souris?

Isolat G::uge Infectivité des souris (%)

P 12H 24H 32H 48H
NES5046 Al 0/5 0/4 0/4 ne
NE36 A2 0/5 0/4 0/4 ne
E61 A3 0/5 0/4 0/4 ne
P/sto A4 0/4 0/4 0/4 ne

0/5 0/5 2/5 5/5

NE4049 YU 22/26 (84.6) 63/65 (96.9)
NE40E1 0/5 1/5 3/5 3/5

7/13(53.8) 32/39(82.1) 30/39 (76.9)

AQbtenu par biopsie et/ou xénodiagnose; ne= Non effectué.

Par contre, les souris infestées par des nymphes infectées par les isolats
appartenant autres groupes ospC (A1, A2, A3 et A4) n'ont pas développé d'infection
systémique, méme apres 32 heures de repas sanguin des nymphes, alors que ces isolats
sont capables d'infecter des souris apreés repas sanguin complet, comme il a été vu

précédemment (chapitre 3.2.3.1, fig. 23).

En résumé, des différences dans le temps de repas sanguin des nymphes
nécessaire pour infecter une souris ont été observées entre isolats. Alors qu'un repas

sanguin de 12 a 24 heures était suffisant pour observer une transmission de NE4051
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(YU) de la tique a la souris, plus de 48 heures de repas sanguin semblent nécessaires

pour que NE5046 (A1), NE36 (A2), E61 (A3) et P/sto (A4) soient transmis de la tique a

la souris.

3.3.1 Taux d'infection des tiques infectantes au cours du repas sanguin

L'examen du taux d'infection des nymphes prélevées au cours du repas sanguin a
révélé deux situations distinctes (fig. 29, fig. 30). Soit les taux d'infection des nymphes
sont restés stables, soit ils ont varié. Les nymphes infectées par les groupes ospC A1, A2
et A3 ont montré un taux d'infection constant pendant le repas sanguin, sans démontrer
de variations sur la durée, tandis que la situation était différente pour le groupe A4
(P/sto)(fig. 29). Ici une diminution significative systématique du nombre de nymphes
infectées aprés repas sanguin partiel a été observée, comparé au taux d'infection des
nymphes avant repas sanguin (Po-12=0.0005 Po-24=0.04, Po-32=0.006, one-tailed Fisher
exact probability test). Lors du repas sanguin, un doublement du nombre de nymphes
infectées aprés 12 heures de repas sanguin (24%) et 24 heures de repas sanguin
(47.4%), puis une diminution a 32 heures (35%) ont été constatés, sans que ces

différences ne soient toutefois significatives.
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A1 (NE5046) A2 (NE36) A3 (E61) A4 (P/sto)
¥ Tiques a jeun (%) 13/13 (100) 10/13 (76.9) (75.7)* 11/13 (84.6)
™ 12H aprés infestation (%) 14/15 (93.3) 13/20 (65) 15/20 (75) 6/25 (24)
¥ 24H aprés infestation (%) 10/12 (83.3) 12/16 (75) 11/15(73.3) 9/19 (47.4)
¥ 32H aprés infestation (%) 11/12 (91.7) 12/16 (75) 10/13 (76.9) 7/20 (35)

Fig. 29 : Taux d'infection des nymphes apres gorgement partiel.

*Pool de 32 tiques a un taux d'infection de 84.6% (11/13) et 20 tiques a un taux d'infection de 61.5%

(8/13)
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Il est a noter que les nymphes utilisées pour infecter des souris avec le groupe A4
(P/sto) étaient agées de 10 mois, tandis que les nymphes utilisées pour les autres
groupes avaient mué 8 mois, 7 mois et 3 mois auparavant pour A1 (NE5046), A2 (NE36)
et A3 (E61), respectivement. Pour le groupe YU, une variation du taux d'infection des
nymphes au cours du repas sanguin a également été retrouvée pour l'isolat NE4051,
mais pas pour l'isolat NE4049 (fig. 30). Une diminution du taux d'infection des nymphes
infectées par NE4051 aprés repas sanguin partiel a été observée pour des durées de
repas de 12 heures (P=0.0007, one-tailed Fisher exact probability test) et 32 heures
(P=0.03, one-tailed Fisher exact probability test). Ici, le lot de tiques infectées par
NE4051 (YU) utilisé pour un repas sanguin de 12 heures était agé d'environ 12 mois,
tandis que les tiques utilisées pour une infestation de 32 heures avaient mué 4 mois

auparavant seulement.
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NE4051 NE4049
¥ Tiques a jeun (%) 13/13 (100) 10/13 (76.9)
¥ 12H aprés infestation (%) 6/15 (40) 9/20 (45)
" Tiques a jeun (%) 10/13 (76.9) 10/13 (76.9)
" 24H apreés infestation (%) 5/6 (83.30) 20/20 (100)
= Tiques 2 jeun (%) 11/13 (84.6) 12/13 (92.3)
¥ 32H apreés infestation (%) 11/23 (47.80) 13/20 (65)
" Tiques a jeun (%) 10/13 (76.9) 10/13 (76.9)
" 48H apreés infestation (%) 5/11 (45.50) 9/15 (60)

Fig. 30 : Taux d'infection des nymphes au cours du repas sanguin pour le groupe YU.

En orange, les nymphes provenant du méme lot. 1, 2= Différences significatives en fonction des
différents temps de repas sanguin; *= Différences significatives entre les taux d'infection pré- et
post-infestation (P<0.05, one-tailed Fisher exact probability test).

Pour ces isolats (NE4049 et NE4051), seules les expériences menées pendant 24
heures et 48 heures de repas sanguin ont été effectuées avec des nymphes provenant du
méme lot de tiques (en orange sur le graphique), ce qui rend les comparaisons avec les

autres temps de repas sanguin délicates. Néanmoins, les taux d'infection des nymphes
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ayant infesté des souris pendant 24 ou 48 heures de repas sanguin sont différents pour
l'isolat NE4049 (P<0.03, one-tailed Fisher exact probability test). Une augmentation non
significative du nombre de nymphes infectées apres 24 heures de repas sanguin a été
observée, suivie par une diminution significative du nombre de nymphes infectées apres

48 heures de repas sanguin.

3.3.2 Evolution de l'infection des nymphes au cours du temps

Cette diminution du nombre de nymphes infectées au cours du repas sanguin
pouvant provenir d'une perte de l'infection chez les tiques a jeun au cours du temps,
d'autant que ces baisses d'infection coincident en partie avec des lots de nymphes agées,
la présence de spirochetes chez des nymphes provenant de mémes lots (n=6) a été
évaluée a différents temps apres leur mue pour les isolats NE4049 et NE4051.

Les nymphes ont maintenu leur infection pendant six mois, voire 9 mois apres la
mue pour NE4049 et jusqu'a une année pour NE4051 (lot 2), quelque soit le lot (tableau
29). Une seule exception a été constatée pour le quatrieme lot de nymphes infectées par
NE4051 (YU), pour lequel une diminution du nombre de nymphes infectées de 92.3%
(12/13) a 50% (5/10) a été observée apres six mois (P=0.03, one-tailed Fisher exact
probability test).

Tableau 29 : Infection des nymphes a jeun au cours du temps

Temps apres la mue, en mois (%)

Isolat Lot de nymphes
1 6 9 12
1 9/13(69.2) 8/10(80) ne ne
2 9/13 (69.2) ne ne 8/10 (80)
NE4051 (YU) 3 7/13 (53.8)  7/10(70) ne ne
4 12/13 (92.3) 5/10 (50)* ne ne
1 13/13 (100) ne 9/10 (90) ne
NE4049 (YU) 2 12/13 (92.3) ne 10/10 (100) ne

ne= Non effectué; *= Différence significative (P=0.03, one-tailed Fisher exact probability test)
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3.4 Temps de latence avant transmission de 1'hdte a la tique

Voyant qu'un attachement des nymphes aux souris de 12 a 24 était nécessaire
pour que des nymphes infectées par le groupe ospC YU (NE4049) transmettent des
spirochetes aux souris et que plus de 32 heures semblaient nécessaires pour les autres
groupes ospC (A1, A2, A3, A4), une expérience visant a évaluer le temps nécessaire aux
spirochetes pour passer des souris aux tiques a été entreprise pour le groupe YU
(NE4049 et NE4051), transmis rapidement de la tique a la souris, et le groupe A2

(NE36), transmis plus tardivement.

Dans un premier temps, des souris infectées de maniere naturelle par les isolats
NE4049 et NE4051 ont chacune été infestées par des nymphes saines, retirées par lot de
10 apres 6, 12, 24, 32 et 48 heures de repas sanguin. Une transmission de spirocheétes
des souris infectées a 10% (2/20) des tiques a été observée entre six et 12 heures de
repas sanguin pour l'isolat NE4049, tandis que plus de 12 heures de repas sanguin ont
été nécessaires pour que les souris infectées par NE4051 infectent 3.3% (1/30) des
tiques (tableau 30). L'infectivité des souris pour les tiques n'a ensuite pas varié de
maniere significative avec la durée de repas sanguin, atteignant 6.7% (2/30) pour

NE4049 et 16.7% (5/30) pour NE4051 apres 48 heures repas sanguin.

Tableau 30 : Temps de latence avant transmission de spirochétes de I'hote infecté
ala tique apres extraction d'’ADN au NH4+OH.

Infectivité des souris en fonction
Isolat du temps de repas sanguin des nymphes

6H 12H 24H 32H 48H
NE4049 (n=3) 0/20* 2/20(10)*  0/20* 1/30(3.3) 2/30 (6.7)
NE4051 (n=3)  0/30 0/30  1/30(3.3) 6/30(20) 5/30 (16.7)

ne= Non effectué; n= Nombre de souris par isolat; *n= 2.

Comparées aux infectivités des souris pour les larves observées lors d'un repas
sanguin complet (chapitre 3.2.3.2), qui étaient de 85.5% (100/117) pour NE4049 et
70.4% (81/115) pour NE4051 (fig. 24), les infectivités obtenues ici sont faibles.

Voyant ces différences, cette expérience a été répétée avec les mémes souris pour

24, 32 et 48 heures de repas sanguin, ainsi qu'avec quatre souris infectées par l'isolat
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NE36 (A2) pour 6, 12, 24 et 32 heures de repas sanguin infectieux. Ici, les tiques ont été
placées en culture apres leur retrait, puis I'ADN extrait par thermolysat, alors que,
rappelons-le, I'ADN des tiques de l'expérience précédente avait été extrait au NH4OH.
Comme contrdle, un lot de tiques nourries pendant 24 heures sur les souris infectées par
NE4049 et NE4051 a été extrait au NH4OH, comme dans l'expérience précédente. Les
infectivités des souris pour les nymphes obtenues apres thermolysat de culture étaient
systématiquement plus élevées que celles observées apres une extraction au NH4OH
dans l'expérience précédente, mais aussi pour le lot de tique contréle (tableau 31). En
effet, l'infectivité des souris variait de 50% (15/30) et 80% (24/30) apres 24 heures de
repas sanguin a 70% (21/30) et 93.3% (28/30) apres 48 heures pour NE4049 et
NE4051, respectivement, en extrayant I'ADN par thermolysat de culture. Alors que
l'infectivité des souris pour les tiques était semblable entre ces deux isolats lors d'un
repas sanguin complet (chapitre 3.2.3.2), l'infectivité des souris pour les tiques apres un
repas sanguin interrompu est significativement différente entre NE4049 et NE4051,
NE4051 étant plus fortement transmis aux tiques que NE4049 (P24=0.01, P32=0.009,
P4g=0.02, one-tailed Fisher exact probability test). En extrayant I'ADN au NH4OH par
contre, l'infectivité des souris variait de 3.3% (1/30) a 20% (6/30) pour les mémes lots
de tiques apres 24 heures de repas sanguin (tableau 30). La méthode d'extraction
utilisée ici pour la détection de l'infection chez les nymphes partiellement gorgées, soit
la mise en culture, est donc significativement plus sensible que la méthode d'extraction

par NH4OH (P<0.0001, one-tailed Fisher exact probability test).

Tableau 31 : Temps de latence avant transmission de spirochetes de 1'hote infecté a la tique apres
extraction d'ADN par thermolysat de culture.

Infectivité des souris en fonction

gl':(l;::cetion Isolat du temps de repas sanguin des nymphes
6H 12H 24H 32H 48H
NE4049 (n=3) ne ne 1/30 (3.3) ne ne
NH40H
* NE4051 (n=3) ne ne 6/30 (20) ne ne
NE4049 (n=3) ne ne 15/30 (50) 12/30(40)  21/30 (70)
Th lysat
Crmoysat  NE4051 (n=3)  ne ne 24/30 (80) 22/30(73.3) 28/30 (93.3)
NE36 (n=4)  4/40 (10) 19/40 (47.5) 30/40 (75) 20/36 (55.6) ne

ne= Non effectué; n= Nombre de souris par isolat.

Pour le groupe ospC A2 (NE36), une transmission dés six heures de repas sanguin

infectieux a été observée chez 10% (4/40) des nymphes infestant les souris infectées.
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Ces souris ont ensuite transmis des spirochetes a 47.5% (19/40), 75% (30/40) et 55.6%
(20/36) des tiques s'étant gorgées pendant 12, 24 et 32 heures de repas sanguin,

respectivement.

Les souris infectées transmettent des spirochétes aux tiques dés six heures apres
le début du repas sanguin, avec une augmentation de l'efficacité de transmission au
cours du temps de repas. Alors que les infectivités des souris pour les tiques étaient
semblables lors d'un repas sanguin complet, I'isolat NE4051 est plus fortement transmis

aux tiques que NE4049 au début du repas sanguin.

3.5 Facteurs influencant l'infectiosité des spirochetes

Nous avons vu que les spirochetes des tiques a jeun ne sont pas infectieux pour
I'hote (Piesman, 1993; Crippa et al.,, 2002). Certains stimuli, tels que la température, sont
nécessaires pour déclencher le pouvoir infectieux des spirochetes (Crippa et al., 2002).

Ainsi, I'effet de la température sur l'infectiosité des spirochetes a été testé sur des
tiques infectées, qui ont été broyées et inoculées a des souris (chapitre 3.5.1) ainsi que
lors d'infestations avec des nymphes infectées, exposées préalablement a une

température de 37°C (chapitre 3.5.2).

3.5.1 Effets de la température sur l'infectiosité des spirochetes lors

d'injections sous-cutanées de broyats de nymphes infectées

Des lots de nymphes contenant trois nymphes infectées par les groupes ospC A1l
(NE5046), A2 (NE36), A3 (E61) et YU (NE4049 et NE4051) ont été broyées dans du
milieu BSK-H. Le produit du broyat a été injecté aux souris de maniére sous-cutanée et la
présence de spirochetes dans ces broyats a ensuite été contrélée par mise en culture
(tableau 32).

Sachant que les spirochetes présents dans les tiques a jeun ne sont normalement
pas infectieux (Piesman, 1993; Crippa et al, 2002), que le contact avec le milieu de

culture a température ambiante n'induit pas leur infectiosité, mais qu'ils le deviennent
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lorsqu'ils sont maintenus en culture 24 heures a 34°C (Crippa et al., 2002), il a été décidé
d'exposer les spirochetes des tiques a jeun a un milieu préchauffé a 34°C afin de vérifier
si un choc thermique pouvait avoir un effet immédiat sur l'infectiosité des spirochetes.
Ainsi, chaque souris du premier groupe (n=15) a été inoculée par un broyat de trois
nymphes, infectées par les isolats NE5046, NE36, E61, NE4049 et NE4051,
préalablement broyées dans le milieu de culture préchauffé a 34°C et directement
injecté aux souris. Aucune des 15 souris, de ce groupe n'était infectée 30 jours apres

l'injection (tableau 32).

Tableau 32 : Effets de la température sur l'infectiosité des spirochetes lors d'injections sous-cutanées de
broyats de nymphes infectées.

Nb. de nymphes Prévalence

Groupes Traitement '_Mode_ Isolat broyées par d'infection
d'infection . .
souris des souris?
NE5046 (A1) 3 0/3
Nymphes a jeun [njection , NE36 (A2) * 0/3
Groupe 1 broyées. sous-cutanée E61 (A3) 4 0/3
du broyat NE4049 (YU) 3 0/344
NE4051 (YU) 3 0/344
NE5046 (A1) 3 0/3
Nymphes ajeun  Injection NE36 (A2) 4 0/3
Groupe 2 broyées et placées sous-cutanée E61 (A3) 4 0/3
24H a T.ambiante du broyat NE4049 (YU) 3 0/3
NE4051 (YU) 3 0/344
NE5046 (A1) 3 0/3
Nymphes ajeun  Injection NE36 (A2) 4 2/3
Groupe 3 broyées et placées sous-cutanée E61 (A3) 4 0/3
24H a 37°C du broyat NE4049 (YU) 3 0/3
NE4051 (YU) 3 0/344

AQbtenu par biopsie et/ou xénodiagnose; 420btenu par biopsie; ne= Non effectué

Pour les groupes de souris 2 et 3, les broyats de nymphes ont été incubés 24
heures, soit a température ambiante, soit a 37°C avant injection, imitant ainsi la
température d'une tique se nourrissant sur un hote. Ici, le groupe 2 a permis d'évaluer
l'effet potentiel du milieu de culture sur l'infectiosité des spirochétes, sans effet de
température et le groupe 3, d'évaluer 1'effet de la température. Sachant que l'infectiosité,
mais aussi l'expression d'ospC peuvent étre induites par la seule augmentation de la

température en culture (Crippa et al., 2002; Ojaimi et al., 2003), des différences étaient
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attendues entre les groupes de souris deux et trois et entre isolats. Effectivement, seules
les souris inoculées par des broyats maintenus a 37°C pendant 24 heures ont développé
une infection. Ainsi, deux souris sur trois ont été infectées par NE36 (A2) (tableau 32).
Cependant, cela n'a pas été observé chez les souris (n=27) inoculées par les isolats des

autres groupes ospC.

3.5.2 Effets de la température sur l'infectiosité des spirochétes lors

d'infestation avec des nymphes infectées

Puisque l'expression d'ospC peut étre induite par une augmentation de la
température en culture (Ojaimi et al, 2003) et que les changements de température
environnante influencent l'infectiosité des spirochetes en culture (tableau 32), mais
aussi dans les tiques, puisque des broyats de nymphes infectées nourries pendant 24
heures sur des souris sont infectieux (Crippa et al, 2002), I'hypothese qu'une induction
pouvait aussi étre attendue dans la tique maintenue a une température plus élevée que
la température ambiante, permettant aux nymphes de transmettre leurs spirochetes
plus rapidement aux souris qu'une transmission entre 12 et 24 heures, telle qu'observée
précédemment avec le groupe YU (chapitre 3.3, tableau 28) a été émise. Ainsi, des
nymphes infectées par les deux isolats du groupe YU (NE4049 et NE4051) ont été
placées a 37°C pendant 24 heures, puis utilisées pour infester des souris pendant 12 ou
24 heures.

Une souris s'est montrée infectée apres avoir été infestée pendant 12 heures par
des tiques infectées par NE4049 (tableau 33), bien que toutes les autres souris, infestées
pendant 12 (n=5) ou 24 heures (n=6) n'ont pas été infectées, ni par l'isolat NE4049, ni
par NE4051 (tableau 33).

Tableau 33 : Effet de la température sur la durée de repas sanguin nécessaire pour infecter un héte.

Prévalence

Nb. de nymphes d'infection

Groupes Traitement Infection Isolat

par souris des sourisA
Nymphes a Infestation NE4049 (YU) 3 1/3
Groupe 4 jeun placées pendant12H  NE4051 (YU) 3 0/324
a37°C Infestation NE4049 (YU) 3 0/34a
pendant 24H  pendant 24H NE4051 (YU) 3 0/34a

AQbtenu par biopsie et xénodiagnose; 2A0btenu par biopsie
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La température est donc bien un facteur suffisant pour déclencher l'infectiosité
des spirochetes présents dans les tiques a jeun et pourrait accélérer le temps de latence

entre la fixation des tiques et le début de transmission de I'agent pathogéne.

3.6 Quantification des borrélies présentes dans les tiques

Lors de 1'évaluation de l'infectiosité des souris et de la capacité d'un isolat a étre
transmis par co-feeding, 13 tiques étaient analysées par lot. Voyant que certaines
extractions d'’ADN amenaient a des signaux faibles en RLB apres PCR, une real-time PCR
quantitative (QPCR) a été effectuée sur des échantillons ayant donné des signaux
d'intensité variée en RLB. Des tiques (n=39) de trois souris différentes (A, B et C),
testées en RLB, ont été analysées a nouveau en qPCR. Il s'est avéré que les échantillons
faiblement détectés en RLB contenaient moins de spirochétes que les échantillons ayant
démontré de fortes hybridations, qui se traduisent par des signaux d'intensité élevée
(fig. 31, tableau 34). Ainsi, les intensités faibles rencontrées pour les échantillons Al et
A4 se sont traduites par des nombres de spirochetes de 451 et 987 individus par tique,

respectivement, tandis que les autres échantillons contenaient tous plus de 80000

spirochetes.
A
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Fig. 31 : Hybridation des produits PCR lors d'une RLB sur des extraits d'ADN de tiques (n=39)
de trois souris différentes (A, B et C).

+= Positif; -e= Négatif d'extraction; -= Négatif PCR; SL= Sonde B. burgdorferi sl; B. a= Sonde
spécifique a B. afzelii.
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Il en est de méme pour les échantillons C1 et C5, qui donnaient des signaux

faibles en RLB, surtout en ce qui concerne la sonde spécifique a B. afzelii, et qui

contenaient entre 5 et 31 spirochetes selon la qPCR, alors que 1'échantillon C11,

contenait 1.29x103 individus. Il est a noter qu'un signal était présent pour I'échantillon

B6 en RLB, alors qu'aucun résultat n'a été obtenu par qPCR. Toutefois, pres d'une année

et demie s'était écoulée entre la RLB et la qPCR. A l'inverse, I'échantillon C12 qui

démontrait un signal extrémement faible en RLB, contenait tout de méme 1.12x103

spirochetes.

Tableau 34 : Quantité de spirochétes présents dans des thermolysats de culture déterminée par qPCR.

A Nombre de B Nombre de Nombre de
spirochétes spirochétes spirochétes

1 4.51E+02 1 0 1 5.01E+00

2 1.7E+06 2 0 2 2.25E+01

3 3.9E+05 3 0 3 0

4 9.87E+02 4 0 4 0

5 1.87E+06 5 7.67E-01 5 3.07E+01

6 1.78E+05 6 0 6 0

7 4.55E+05 7 0 7 1.54E+01

8 8.98E+04 8 0 8 0

9 9.05E+04 9 0 9 0

10 6.56E+05 10 0 10 0

11 1.26E+06 11 0 11 1.3E+03

12 1.14E+07 12 0 12 1.12E+03

13 1.56E+06 13 0 13 0

Il est a noter que les tiques de la souris A ont été placées en culture avant une

extraction d'ADN, tandis que I'ADN des tiques des souris B et C a été extrait directement

depuis les tiques.
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3.7 Transformation de B. afzelii

Dans ce chapitre, des isolats de B. afzelii ont été transformés dans le but de les
observer in vivo dans les tiques. La transformation a été effectuée par électroporation,
technique la plus efficace pour l'insertion d'ADN étranger chez B. burgdorferi sl

(Samuels, 1995).

3.7.1 Production et purification de pTM61

La premieére tentative d'insertion de pTM61 dans E. coli DH5«a a été infructueuse,
pas parce que la transformation n'a pas fonctionné, mais une erreur dans la
concentration en gentamicine du milieu solide a slirement inhibé la croissance des
bactéries. Sans informations détaillées sur le protocole, la concentration en gentamicine
était basée sur les informations fournies pour B. afzelii, soit 100ug/ml, ce qui constitue
une concentration beaucoup trop importante. La deuxiéme tentative, en utilisant
25ug/ml s'est révélée étre un succes. Une
dizaine de colonies par boite de Petri a ainsi
été obtenue. Les colonies étaient toutefois
tres petites et poussaient lentement. Cette
faible croissance était sans doute causée par
une concentration encore trés élevée en 1500 %=

gentamicine, la concentration utilisée par le 1000 8%

groupe du prof. Chaconas étant de 10pg/ml 700

600 "

seulement (Tara Moriarty, communication 500 -
( y wTeeww wwewew

400 W=
personnelle). Néanmoins, les colonies ont 300

200
supporté  cette forte concentration, o

Fig. 32 : Gel d'agarose 1% sur 8 colonies de DH5«a
transformées.

plasmide. La deuxiéme vérification de E= Echelle, +=plasmide seul; -= négatif PCR

premiere preuve du succes de l'insertion du

I'insertion de pTM61, par PCR sur la cassette de résistance aaaCl, démontre que le

plasmide est bien présent chez toutes les colonies sélectionnées (fig. 32).
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Finalement, pour vérifier la structure du plasmide, une digestion enzymatique
avec Hind III a été réalisée. Selon la structure de pTM61, cette enzyme coupe I'ADN a
deux endroits (fig. 33). Une premiére fois dans l'insert, puis a la fin de la séquence
codant pour la GFP. Il en résulte un fragment d'environ 1200pb. et un autre de 5900pb.,

qui ont bien été visualisés sur gel d'agarose (fig. 34).

Fig. 33 : Représentation schématique de pTM61.
Constituants majeurs et principaux sites de restrictions
(N. Tonetti).

Fig. 34 : Digestion enzymatique
de pTM61 grace a Hind III
Migration sur gel d'agarose
0.8% (N. Tonetti).

La production et la purification de pTM61 a partir de ces colonies ont donné de
trés bons résultats, les quantités de plasmides récupérées apres purification (1ml par
colonne) atteignant et dépassant le maximum de 350ug de plasmide par colonne
annoncé par le fabricant du kit (fig. 35). Les meilleurs rendements ont été observés
lorsque les cultures de DH5a en phases de croissance exponentielles atteignaient des

absorbances a 600nm proches de 2.5.
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Fig. 35 : Quantification d'ADN au nanodrop apreés purification du plasmide.

3.7.2 Electroporation

Les souches NE4049 et NE4532 (NE4049T et NE4532T une fois transformées)

ont été transformées avec succes, mais apres plusieurs tentatives seulement. Les essais

avec les autres souches (NE4046, NE4051, NE4053 et VS461) n'ont, par contre, donné

aucun résultat. La premiere vérification de l'insertion du plasmide dans B. afzelii a été

faite par culture sélective, contenant 100pg/ml de gentamicine, puis par observation de

la fluorescence au microscope confocal (fig. 36).

Ces observations ont permis le réglage du microscope pour les observations

ultérieures dans les tiques. Les meilleures images ont été obtenues en réglant l'intensité

Fig. 36 : Observation de la souche NE4049T en culture au microscope confocal.
Objectif 60x immersion a eau, laser Argon a 20%, raies laser de 458nm a 20%, 476nm a 70%,
488nm a 15% (N. Tonetti).
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du laser a l'argon a 20%. La puissance des raies laser a 458nm, 476nm et 488nm a été
augmentée de 20%, 70% et 15%, respectivement. La largeur de la bande passante pour
I'observation allait de 494 a 594nm. Finalement, le gain et I'offset des détecteurs étaient
adaptés continuellement pour amplifier la perception de la fluorescence et limiter le

bruit de fond.

3.7.3 Observations in vivo de spirochétes dans I ricinus

Les souches ainsi transformées ont été insérées dans des femelles et des
nymphes I ricinus avec la technique des capillaires pour les premieres observations
(chapitre 2.2.2). Le laser du microscope confocal ne traversant la cuticule ni des
femelles, ni des nymphes, les observations in vivo ont été effectuées apres dissection des
tiques (chapitre 2.6.1.4). Une fois le scutum entiérement enlevé, les tiques ont été
baignées dans du milieu 199 avec des sels de Hank. Ce milieu a permis de maintenir les
tiques en vie et sans dégradations apparentes de tissus pendant les observations, soit au
moins pendant quatre heures. Les premiers essais de visualisation in vivo ont été
effectués avec des femelles I ricinus infectées de maniere artificielle. Elles se sont
avérées inappropriées pour de telles observations, les organes internes présentant une
forte auto fluorescence aux longueurs d'ondes utilisées pour la GFP, surtout les trachées

(fig. 37).

Fig. 37 : Trachées d'une femelle I. ricinus au microscope confocal.
Objectif 100X (N. Tonetti).

114



Résultats

Par contre, ce probléme n'a pas été rencontré avec les nymphes, ce qui a permis
d'observer des spirochétes sans visualiser de fluorescence "parasite". Des spirochetes
ont donc été observés dans les intestins des nymphes (fig. 39) ainsi que dans
I'hémocoele (fig. 38), 24 heures apres leur infection par la technique des capillaires. Les
spirochétes observés dans les intestins étaient généralement mobiles (fig. 40) et ne
semblaient pas attachés aux épithéliums, comme le montre les figures 39 et 40. Par

contre, aucun spirochete n'a été observé dans les glandes salivaires.

0 pm 25

Fig. 38 : Spirochéte dans 1'hémocoele d'une nymphe infectée via la
nutrition par capillaire par NE4049T.
En pointillés, la délimitation de l'intestin (N. Tonetti).
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Fig. 39 : Modélisation 3D d'un diverticule intestinal d'une nymphe . ricinus.
La délimitation du diverticule est indiquée en pointillé. La longueur de chaque axe est indiquée en blanc
en um. A) coupe coronale de 65.71 um, vue ventrale. B) méme coupe, vue dorsale (N. Tonetti).
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Fig. 40 : Spirochéte dans la partie distale d'un diverticule intestinal d'une nymphe infectée via la
nutrition par capillaire par NE4049T.

De gauche a droite et de haut en bas, suite d'images du méme plan montrant la motilité d'un spirochete.
En pointillé, la délimitation de I'intestin (N. Tonetti).

Voyant que l'observation de spirochetes dans des nymphes infectées
artificiellement était réalisable, la méme procédure a été effectuée avec des nymphes
naturellement infectées par les isolats NE4049T et NE4532T. Des souris ont été
infectées, a nouveau soit apres une infestation avec des nymphes infectées avec
NE4049T et NE4051T par la technique des capillaires, soit par injection sous-cutanée de
milieu de culture avec ces deux isolats transformés. Des larves ont ensuite été placées 30
jours apres l'injection sous-cutanée ou apres l'infestation, pour obtenir des lots de
nymphes infectées (tableau 35).

Apres plusieurs tentatives, des nymphes infectées ont été obtenues pour la
souche transformée NE4049T. La souche NE4532T semble quant a elle avoir perdu son
pouvoir infectieux apres transformation, puisqu'aucune transmission n'a été détectée
apres infection expérimentale, alors que l'isolat non transformé était infectieux (tableau

11).
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Tableau 35 : Taux d'infection des souris et des tiques par les souches transformées

Infection Taux d'infection (%) Biopsies
Groupe
Isolat ospC des SourisA Larves 1 9
P souris j.0 j.30
Capillaires 2/4 0/52 20/26(76.9) -/-/-/- -/-]-/-
NE40459T Yu Injection 2/2 0/26  5/26(19.2) -/- -/-
. Capillaires 0/2 0/26 0/26 -/- -/-
NE4532T Ni Injection ____0/2___ 0/26 0/26 N

AQbtenu par biopsie et/ou xénodiagnose.

Quatre nymphes provenant d'un lot de tiques infectées a 92.3% (11/13) par
l'isolat NE4049T ont ensuite été examinées avec un microscope confocal, mais aucun

spirochéte n'a pu étre observé dans ces nymphes.
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Discussion

Dans ce chapitre, premiérement nous nous appliquerons a faire une discussion
synthétique des méthodes utilisées et des résultats obtenus pour la détermination des
groupes ospC (chapitre 4.1, 4.2 et 4.3). Puis, les expériences sur le temps de latence
avant transmission de spirochetes entre I'hote et le vecteur et sur le déclenchement de
l'infectiosité seront discutées (chapitre 4.4 et 4.5). Finalement, la dynamique de
transmission de B. afzelii dans son ensemble sera discutée au regard de ces syntheses

(chapitre 4.6).

4.1 Détermination du groupe ospC des isolats utilisés

La SSCP adaptée par Lagal et al. (2003) et par Pérez et al. (2011) est une méthode
élégante et rapide de détermination de l'appartenance d’'un isolat de B. afzelii a un
groupe ospC. Basée sur la conformation adoptée par 'ADN simple brin, sa sensibilité
permet de discriminer théoriquement des changements de I'ordre de la paire de base.
Dans le cas présent, les séquences génétiques amplifiées mesuraient environ 270 bases,
ce qui demande une résolution d’environ 5 bases afin de rentrer dans les critéres du
postulat de Wang et collaborateurs (1999), qui veut que les variations génétiques au
sein d'un méme groupe ne dépassent pas 2%. La lecture des gels est toutefois
fastidieuse. Les bandes caractéristiques ne sont pas toutes toujours présentes et leurs
intensités sont variables. Certaines séquences démontrent aussi plusieurs
conformations, laissant apparaitre ensuite de nombreuses bandes, ce qui est le cas du
groupe ospC ME (fig. 16). Dans cette étude, l'intérét de la SSCP s’amenuise face au
séquencage, qui a l'avantage de permettre une comparaison avec les séquences
existantes ainsi que d'amplifier une plus grande partie du gene. En effet, la PCR mise au
point pour la SSCP n'amplifie que 270 bases (Pérez et al, 2011), contre environ 540
bases pour la PCR utilisée pour le séquencage, sur les 630 bases environ que contient le
gene ospC. Toutefois, seul le couplage des deux méthodes a permis de caractériser tous
les isolats utilisés dans cette recherche, puisque l'isolat NE4046 n’a pu étre affilié au
groupe A5 que par SSCP, aucune des deux PCR utilisées pour le séquencage n’ayant
permis une amplification. Il est possible que cet isolat ait subi un transfert génétique du
gene ospC ou de l'entier du plasmide cp27 depuis une autre espéece de borrélies, comme

nous l'avons discuté au chapitre 1.3.2.1, rendant ainsi l'amplification impossible,
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puisque les amorces ont été dessinées pour l'espéce B. afzelii (Earnhart et al., 2005;
Schulte-Spechtel et al., 2006). Toutefois, si un tel transfert était apparu, la SSCP aurait du
démontrer un profil différent du profil de référence pour le groupe ospC A5, puisque
cette technique est capable de discriminer des différences de 1'ordre du nucléotide. Une
mutation dans la région d'hybridation d'une des deux amorces utilisées pour amplifier
le géne est aussi envisageable. Il est possible qu'un changement génétique ait eu lieu,
rendant l'hybridation des amorces impossible. Puisque une région différente est
amplifiée pour la SSCP, il est possible que la PCR utilisée pour cette SSCP fonctionne,
mais que les PCR utilisées pour amplifier la quasi totalité du gene échouent. Tous les
autres isolats utilisés correspondent bien a leurs groupes respectifs, que la
correspondance ait été déterminée par séquencage ou par SSCP.

L'entier du géne ospC n'a donc pas été amplifié durant cette étude. Cependant, la
totalité des régions variables est tout de méme amplifiée par les amorces. De plus, en se
basant sur le travail de Seemanapalli et collaborateurs (2010), ou plusieurs clones
présentant différentes délétions d'acides aminés de la protéine OspC de B. burgdorferi ss
ont été créés et évalués quant a leurs pouvoirs infectieux, il apparait que la région
amplifiée ici contient bien les régions essentielles a I'expression de la protéine.

En comparant les séquences obtenues, on constate que les séquences partielles
du géne ospC des deux isolats du groupe A1l sont identiques entre elles, tout comme
celles des deux isolats du groupe YU (fig. 18). Pour le groupe Al, l'isolat NE4053
provient d'une larve de xénodiagnose sur un campagnol de la nature analysée apres la
mue, tandis que l'isolat NE5046 provient d’'une nymphe libre (Pérez et al., 2011). Les
deux isolats du groupe YU (NE4049 et NE4051) ont eux été isolés depuis deux nymphes
qui s’étaient nourries en tant que larves sur deux mulots sauvages différents (Pérez et
al, 2011)(tableau 10). Ces quatre isolats proviennent tous du Bois de I'Hopital, qui est
une zone endémique pour la maladie de Lyme dans le canton de Neuchatel (Suisse).

Le séquencage des isolats a aussi permis la confirmation des nouveaux groupes
ospC ME et YU, isolés, décrits et ainsi nommés par Pérez et collaborateurs (2011). Alors
qu'un isolat du groupe ME avait déja été décrit par Baranton et collaborateurs (2001)
grace a une séquence de Theisen et al. (1995)(GenBank accession number (gb) X84769),
le groupe YU n'a jamais été décrit, la premiére séquence de ce groupe ayant été publiée
en 2004 par Bunikis et collaborateurs (2004). Ce groupe YU a donc déja été rencontré

chez des isolats provenant de Suéede (gb AY363720.1, homologie de 100%)(Bunikis et
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al, 2004), mais aussi de France (gb FJ546553.1 et FJ546552.1, homologies de 100 et
99%) (Margos et al., 2009) et de Tchéquie (gb DQ186902.1, homologie de 99%)(Raska
et al, 2005). La séquence obtenue pour le groupe ME a aussi déja été reportée en Suede
ainsi qu’au Danemark (gb AY363711 et X84769)(Theisen et al, 1995; Bunikis et al,
2004). Bien que peu de données existent sur leurs répartitions, les distances séparant
ces isolats laissent a penser qu'’il s’agit bien de nouveaux groupes établis en Europe.
Finalement, alors que toutes les séquences du groupe YU ne proviennent que
d’isolements a partir de tiques, ce qui ne permet pas de déterminer sa pathogénicité
chez 'Homme, la séquence du Danemark (isolat DK22, gb X84769), homologue au
groupe ME, provient d’'un érythéme migrant. Le groupe ME est donc pathogéne pour

I’'Homme et devrait pour l'instant étre considéré comme étant un groupe non-invasif.

4.2 Détection de spirochetes chez la souris et chez les tiques

La détection d'une infection systémique chez la souris a été effectuée grace a
deux biopsies d'oreille, effectuées 30 jours apres l'infection, puis 45 jours apres
l'infection lorsque la premiére biopsie était négative, ainsi que par xénodiagnose avec
une centaine de larves placées sur les souris en méme temps que la premiere biopsie
était pratiquée. Ces biopsies étaient ensuite mises en culture et la présence de
spirochétes évaluée de visu au microscope a fond noir.

La présence de spirochetes dans les tiques de xénodiagnose a été dans un
premier temps détectée en extrayant I'ADN a l'hydroxyde d'ammonium bouillant
directement de la tique (extraction directe), puis par PCR, suivie d'une RLB. La détection
de B. afzelii chez I ricinus est légerement plus sensible en utilisant 1'hydroxyde
d'ammonium bouillant qu'un thermolysat de culture (Moran Cadenas et al., 2007c). En
effet, ces auteurs ont observé une meilleure détection de B. afzelii chez des tiques de la
nature en extrayant I'ADN d'une moitié de ces tiques au NH4OH (77.4%, 233/301)
qu'apres thermolysat de culture de l'autre moitié (67.1%, 202/301). En utilisant ici cette
extraction au NH4OH, les signaux obtenus lors de la RLB étaient parfois faibles et
difficiles a interpréter pour certaines tiques infectées. Nous avons donc analysé
certaines extractions par qPCR et il s'est avéré que les échantillons démontrant des

signaux faibles en RLB ne contenaient que peu de spirochetes. A l'inverse, les tiques
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démontrant des signaux prononcés en RLB en contenaient beaucoup. Il a été des lors
décidé de changer de méthode et d'extraire systématiquement 'ADN par thermolysat de
culture, permettant ainsi d'augmenter le nombre de spirochetes potentiellement
présents dans les tiques et ainsi de renforcer les signaux obtenus par RLB. Ce
changement de méthode a aussi été appuyé par les résultats obtenus lors des
expériences sur le temps nécessaire aux spirochetes pour passer de la souris a la tique.
La détection de spirochetes dans les nymphes partiellement gorgées était
significativement bien meilleure apres la culture que lors d'une extraction directe au
NH4OH. Nous pensons que dans cette situation, les nymphes ne contenaient
généralement que peu de spirochetes, puisque les repas sanguins étaient écourtés au
plus tard apres 48 heures, donc avant le début de la phase de gorgement rapide,
entrainant par la une faible détection par extraction directe et donc accentuant les
différences dans la détection de l'infection chez la tique.

Une autre méthodologie aurait ici peut-étre été plus appropriée. Nous aurions pu
conserver |'extraction d'ADN au NH4O0H, mais effectuer ensuite systématiquement une
gPCR a la place de la PCR sur l'espace intergénique 5s-23s suivie d'une RLB, afin
d'évaluer la charge bactérienne des tiques. Par 1a, un net gain de temps aurait été
possible en évitant les 10 jours de culture et la RLB, et aurait peut-étre pu atténuer les
difficultés d'interprétation des résultats obtenus par RLB, puisque cette qPCR est aussi
sensible que la RLB (Herrmann et Gern, 2010), et que les résultats ne sont pas influencés
par des facteurs externes, tels que le temps d'exposition des films aux membranes ou la
fraicheur des révélateurs utilisés. Opter pour cette méthodologie aurait surtout apporté
des indications sur le nombre de spirochetes présents par tique, ce qui aurait permis
d'observer des éventuels liens avec I'appartenance d'un isolat a un certain groupe ospC
dans un tel systéeme biologique. Evaluer le nombre de spirochetes présents dans les
tiques au cours du repas sanguin aurait aussi été possible lors de 1'évaluation du temps

de latence avant transmission entre la souris et la tique.

Sur la totalité des souris ayant déclaré une infection systémique durant cette
étude, quelque soit le mode d'infection utilisé (n=76), 96.1% (73/76) des infections
observées ont été détectées par xénodiagnose, contre 75% (57/76) grace aux biopsies
(P=0.0002, one-tailed Fisher exact probability test). Une meilleure sensibilité de la

détection de l'infection chez la souris par xénodiagnose a aussi été observée pour les
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souris infectées par voie naturelle, la méthode ayant permis de détecter 97.4% (37/38)
des infections observées contre 78.9% (30/38) par biopsie. Toutefois, les cultures de
biopsies étaient ensuite controlées de visu, tandis qu'une méthode plus sensible (PCR et
RLB) était utilisée sur les cultures de tiques, pouvant ainsi influencer ces résultats. Des
différences semblables ont déja été observées par Hu et al. (2003), qui ont décrit 91.9%
(102/111) d'infection chez les souris par xénodiagnose, contre 69.4% (77/111) par
biopsie d'oreille. Ces résultats ont été obtenus par contre en observant les cultures de
tiques ainsi que de tissus d'oreille sous un microscope a fond noir. La détection d'une
infection systémique chez la souris est donc effectivement plus sensible par
xénodiagnose que par biopsie d'oreille. Cette différence n'a par contre pas été retrouvée
chez les souris infectées par injection sous-cutanée, qui ont transmis des spirochétes aux
tiques dans 89.5% (17/19) des cas et chez qui 73.7% (14/19) des biopsies étaient
positives. Une étude portant sur P. leucopus, un réservoir sauvage de B. burgdorferi aux
Etats-Unis, a montré que la détection de B. burgdorferi ss depuis le centre de l'oreille
était significativement meilleure que depuis sa périphérie par PCR, tandis qu'aucune
différence n'était observée lorsque les biopsies étaient placées en culture (Hofmeister et
Childs, 1995). Bien que faites avec B. burgdorferi ss, ces observations nous laissent
penser qu'un nombre plus faible de spirochetes se trouvent généralement en périphérie
de l'oreille; nombre suffisamment faible parfois pour se situer en dessous du seuil de
détection par PCR. Ainsi, cela pourrait expliquer les différences observées entre le taux
de détection lorsque les biopsies étaient prélevées en périphérie et au centre de l'oreille
de rongeurs sauvages. Passer par la culture aurait permis a ces auteurs d'amplifier le
nombre de spirochétes présents dans les biopsies et ainsi atténuer les différences
observées par PCR. Une autre étude vient appuyer cette supposition. Sinsky et Piesman
(1989) n'ont observé des résultats de biopsies négatifs que lorsque des prélevements
provenaient de la périphérie des oreilles d'un hamster infecté par B. burdgorferi ss, et
plus les biopsies étaient prélevées en direction de la base de l'oreille, plus la densité de
spirochetes en culture augmentait, laissant penser qu'effectivement un faible nombre de
spirochetes est présent en périphérie d'oreille (Sinsky et Piesman, 1989).

Dans notre cas, il est donc possible que la charge bactérienne des souris infectées
par injection sous-cutanée soit généralement plus importante que lors des infections
naturelles, puisqu'un nombre bien plus important de spirochetes sont injectés a la

souris, comparé au nombre de spirochetes injectés par les tiques. Des lors, il est possible
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que les biopsies des souris infectées par injection sous-cutanée contenaient plus de

spirochetes que les souris naturellement infectées, facilitant ainsi la détection en culture.

4.3 Mode d'infection des souris

Les souris ont été infectées selon trois méthodes différentes : L'infection par
injection sous-cutanée de milieu de culture, par infestation avec environ 10-15 nymphes
infectées par capillaires et par infestation par trois nymphes infectées lors d'un repas
sanguin infectieux. Plusieurs différences émergent de ces différentes techniques, dont le
nombre de spirochetes injectés en fonction du mode d'infection, la présence ou non de
salive de tique et la localisation des spirochetes dans les tiques entre les nymphes
infectées par capillaire et suite a un repas sanguin infectieux.

Concernant le nombre de spirochetes arrivant chez la souris, l'infection sous-
cutanée est sans aucun doute la méthode ayant exposé les souris au plus grand nombre
de spirochetes, puisqu'environ 200pl de culture contenant environ 107 spirochétes par
millilitre étaient injectés, soit prés de 2x10° spirochétes par souris. Bien que de 10 a 100
spirochétes par injection soient suffisants pour infecter des souris avec B. burgdorferi ss,
des nombres aussi faibles ne permettent pas d'infecter toutes les souris, comparé a des
doses allant jusqu'a 104 spirochetes (Masuzawa et al., 1992; Barthold, 1999). Ainsi, seuls
10 spirochétes semblent nécessaires pour infecter des souris avec B. burgdorferi ss de
maniére intradermique, contre 3x103 (dose médiane) pour une injection intra
péritonéale (Piesman et al., 1990; Barthold, 1991). Entre 102 et 104 lors d'injections
intradermiques et entre 104 et 10° spirochétes pour une injection intra péritonéale sont
nécessaires pour infecter des rats (Moody et Barthold, 1991). Par contre, I'injection d'un
nombre élevé de spirochetes (=10%) semble étre défavorable aux spirochétes au début
de l'infection (Kern et al.,, 2011) et lorsque que ce nombre atteint ou dépasse 1'ordre du
million, la réponse immunitaire de la souris est modifiée (Roehrig et al., 1992; Gern et
al, 1993; Barthold et al.,, 1995; Barthold, 1999). Ainsi, les souris ayant recu des doses de
=106 spirochetes produisent des anticorps anti-OspA, tandis que cette réponse
immunitaire est absente des souris infectées par des doses de <10% spirochetes chez B.
burgdorferi ss et correspond a la réponse immunitaire observée lors d'une infection par

des tiques infectées (Gern et al., 1993; Barthold et al, 1995). Le nombre de spirochetes
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injectés aux souris lors de cette étude était donc élevé et ne représentait pas une
situation naturelle. Cependant, la volonté d'obtenir des souris infectées, et surtout
infectieuses pour les tiques pour la suite de 1'étude, nous ont amené a faire ce choix.

Il est par contre délicat d'estimer la quantité de spirochétes injectés par les
tiques, mais dans le cas de la nutrition par capillaires, les nymphes étaient nourries avec
du milieu de culture contenant lui aussi environ 107 spirochétes par millilitre. Toutefois,
nous pouvons estimer qu'une nymphe nourrie par capillaire jusqu'a l'apparition d'une
goutte fécale n'a pas dii ingurgiter plus d'un a deux microlitres de fluide. D'ailleurs, une
étude de Broadwater et al. (2002) a mesuré que le volume ingéré par des nymphes L
scapularis aprés 2.5 heures de gorgement sur des capillaires était de 0.03ul par tique
(Broadwater et al., 2002), tandis que la quantité de culture ingurgitée par des nymphes
L ricinus était estimée a environ 1.5ul par tique selon Gern et al. (1993). Dés lors, nous
pouvons conclure qu'une quantité de spirochétes nettement moindre était injectée par
ces nymphes aux souris comparé aux injections sous-cutanées, d'autant que tous les
spirochetes ingérés ne sont pas injectés ensuite aux souris (Ohnishi et al., 2001; Fingerle
et al., 2002). Pour les nymphes naturellement infectées, la situation est encore moins
claire, mais a nouveau, le nombre de spirochétes injectés par trois nymphes était sans
doute plus faible que lors des injections, sachant que la charge parasitaire de nymphes
de la nature infectées par B. afzelii a été estimée en moyenne a 6880 spirochétes par
nymphe par Hermann et Gern (2010) et que a nouveau tous les spirochétes ne sont pas
injectés a I'hote (Ohnishi et al, 2001; Fingerle et al.,, 2002). Lors de la qPCR effectuée sur
39 nymphes infectées, le nombre de spirochétes présents variait de 1 a 1.3x103
individus par tique apres extraction d'ADN directement depuis les tiques des souris B et
C. Le nombre de spirochétes apres thermolysat d'un millilitre de culture a par contre
atteint 1.14x107 (souris A), correspondant au nombre de spirochetes évalué par

comptage apres 10 jours de culture environ.

Par contre, les spirochétes injectés de maniere sous-cutanée ne profitent pas des
effets de la salive de tique, qui posseéde, entre autre, des propriétés vasodilatatrices,
anticoagulantes et surtout immunomodulatrices. Ainsi, la salive d'Ixodes sp. a une
activité anti chimiokines amenant a une modulation/polarisation de la réponse
immunitaire chez la souris (Brossard et Wikel, 1997; Hajnicka et al., 2001; Skallova et

al, 2008). Elle est aussi capable d'inhiber les lymphocytes B in vitro (Hannier et al,
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2004) ainsi que de diminuer la réponse inflammatoire engendrée par la piqlire de la
tique (Marchal et al., 2009; Kern et al., 2011; Marchal et al., 2011) et d'inhiber l'action du
systéeme complément (Hovius et al., 2008; Schuijt et al., 2008). Cette salive ameéene donc a
un effet positif sur I'établissement et le développement de B. burgdorferi sl chez la souris
(Zeidner et al.,, 2002; Horka et al., 2009).

Finalement, des différences dans l'infection des tiques sont aussi retrouvées
entre les tiques infectées par capillaires ou lors d'un repas sanguin infectieux. Lors de la
nutrition par capillaire, les spirochétes ingérés se disséminent rapidement dans le corps
de la tique (Fingerle et al, 2002). Ainsi, Fingerle et al. (2002) ont observé des
spirochetes dans les glandes salivaires de toutes les tiques (n=16) nourries par
capillaires avec B. afzelii, et ce dés la premiere heure suivant la nutrition, alors que dans
la nature, les nymphes a jeun ne sont majoritairement infectées qu'au niveau de

l'intestin (Lebet et Gern, 1994; Leuba-Garcia et al., 1994).

4.4 Temps de latence avant transmission entre l'hdote et le

vecteur et entre le vecteur et 1'hote

La circulation des spirochetes entre 1'hdte et le vecteur est un phénomeéne
complexe impliquant de nombreux facteurs dépendant autant de la bactérie que de
I'h6te ou du vecteur. Les spirochétes doivent présenter des phénotypes particuliers afin
de se disséminer, qui sont intimement liés aux milieux dans lesquels évoluent le
pathogeéne, tels que l'intestin de la tique a jeun ou en gorgement, I'hémolymphe, les
glandes salivaires ou les tissus de 1'héte (Ohnishi et al, 2001; Fingerle et al, 2002). IIs
influencent donc la circulation du pathogéne entre 1'h6te et le vecteur. Sachant que la
variabilité du gene ospC induit différents phénotypes (Theisen et al, 1993) et que
I'appartenance des isolats a des groupes ospC était définie, deux types d’expérience ont
deés lors visé a savoir si cette appartenance pouvait influencer la dissémination de B.
afzelii chez son héte et son vecteur et ainsi agir sur le temps de repas sanguin nécessaire
pour qu’il puisse y avoir transmission de la tique a I'hote, et de I'hote a la tique.

Nous avons observé une transmission de la tique a I'hote dés 24 heures de repas
sanguin pour le groupe YU. Il y a donc eu transmission de spirochétes entre 12 et 24

heures de repas sanguin, ce qui est en accord avec les observations effectuées par Kahl

128



Discussion

et collaborateurs (1998) et Crippa et collaborateurs (2002). Dans ces études, des souris
présentaient une infection systémique apres avoir été infestées pendant respectivement
17 heures et 24 heures. Dans 'expérience de Crippa et collaborateurs (2002), aucune
souris n’a été infestée pour une durée inférieure a 24 heures. Il est donc tout a fait
possible que les spirochetes transmis l'aient été avant ces 24 heures. Nos résultats
montrent que plus de 12 heures ont toutefois été nécessaires pour qu'’il puisse y avoir
infection. Cependant, seul le groupe YU a démontré une capacité d’infection avant le
terme de l'expérience, qui était de 32 heures de repas sanguin. Un repas sanguin de plus
longue durée est probablement nécessaire pour les tiques infectées par les autres
isolats.

Rappelons que le but de cette expérience était d’évaluer le temps minimum de
repas sanguin nécessaire de la transmission plutét que le comportement des spirochetes
par la suite. En effet, observer une transmission précoce est d'intérét pour la prévention
de la maladie chez 'Homme. Malheureusement, aucun des autres isolats testés n’a été
transmis aux souris, méme apres 32 heures de repas sanguin (tableau 28). Il est de ce
fait délicat de conclure qu’ils ne sont pas infectieux avant cette période de 32 heures,
puisqu'aucune transmission n'a été observée. Toutefois, tous ces isolats se sont révélés
infectieux pour les souris et pour les tiques, que ce soit lors d’infections via des
injections sous-cutanées et/ou lors d’infections par infestation avec des nymphes
infectées ayant pris un repas sanguin complet (tableau 11, fig. 23 et fig. 24). De plus,
I'analyse des nymphes apres repas sanguin partiel a montré que chaque lot contenait
des tiques infectées. Les souris étaient donc bien infestées par des nymphes infectées,
laissant présumer que ces isolats (n=4; NE5046 (A1), NE36 (A2), E61 (A3), P/sto (A4))
ne sont pas transmis avant 32 heures de repas sanguin.

Cette expérience a été menée en premier lieu avec le groupe YU pour des durées
de repas sanguin de 24 heures, 32 heures et 48 heures. Au vu des résultats obtenus, il a
été décidé d’ajouter une analyse déja a 12 heures de repas. Malheureusement, des
contraintes de laboratoire ne nous ont pas permis d'effectuer des expériences au dela de
32 heures de repas sanguin pour les isolats appartenant aux autres groupes ospC.

L'analyse de l'infection des nymphes a différents temps pendant le repas sanguin
a aussi permis de mettre au jour deux situations distinctes. Soit les taux d’'infection des
tiques restent stables au cours du repas sanguin (A1, A2 et A3), soit ils varient (A4 et

YU). Les variations observées ne sont pas aléatoires et suivent les mémes tendances
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pour les groupes A4 et YU. Il y a une diminution du taux d’infection des nymphes dans
les premieres heures de repas sanguin (0-12 heures), qui est significative pour P/sto du
groupe A4 et NE4049 du groupe YU, mais pas pour NE4051 (YU). Puis, une
augmentation non significative entre 12 et 24 heures a été observée, suivie a nouveau
d'une diminution entre 32 et 48 heures, significative a nouveau pour P/sto et NE4049
du groupe YU. De telles variations du nombre de nymphes infectées au cours du repas
sanguin ont déja été décrites chez des nymphes de la méme espece se nourrissant sur
des lapins par Gern et collaborateurs (1996). En analysant les données d'une étude de
Piesman et collaborateurs (1991) effectuée avec des femelles I scapularis, le méme
phénomene apparait. Dans cette étude, des femelles de la nature dont le taux d'infection
était évalué a environ 50% ont été mises a nourrir sur des lapins pendant 24, 36, 48
heures, ainsi que jusqu'a réplétion. Apres 24 heures de repas sanguin, seules 25.6%
(11/43) des tiques étaient infectées, tandis que 54.6% (53/97) 1'étaient aprés avoir
passé 36 heures fixées sur 1'h6te. Apres 48 heures de repas sanguin, 46.7% (21/45) des
femelles étaient infectées. Concernant I. ricinus, Gern et al. (1996) émettent ’hypothese
que dans certains cas, suffisamment de spirochetes seraient expulsés de l'intestin avec
les selles des le début du repas sanguin pour amener a une diminution des taux
d’infection des tiques. Puis, alors que les spirochetes atteignent les glandes salivaires et
commencent a étre injectés a I'hdte, une transmission par co-feeding permettrait aux
nymphes ayant perdu l'infection ainsi qu’aux nymphes saines de s’infecter. Il y aurait
donc une perte de spirochetes liée a I'excrétion au début, si ce n'est tout au long du repas
sanguin, qui serait contrebalancée lorsque la transmission par co-feeding apparait. Cette
hypothése permet d’expliquer les variations observées jusqu’a 24 heures de repas
sanguin. Puisque I ricinus est capable d’infecter ses hotes dés 17 heures de repas
sanguin (Kahl et al, 1998), un début de transmission par co-feeding est théoriquement
possible avant 24 heures de gorgement. Seulement, cette possibilité n'explique pas
vraiment la deuxiéme diminution observée entre 24 et 48 heures de repas sanguin pour
NE4049 (YU). Il se pourrait que lors de la phase de gorgement lente dans le cas de
NE4049, le co-feeding ne permette de contrebalancer la perte liée a I'excrétion qu’au
début seulement. Supposons que les spirochetes ingurgités par une tique lors d'une
nutrition en co-feeding restent dans l'intestin et ne migrent pas directement dans les
glandes salivaires, comme cela est le cas lors d'un repas sanguin infectieux (Crippa,

2003) et sachant aussi qu'’ils ne se multiplient fortement dans I’h6te généralement que
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plusieurs jours apres leur injection dans la peau (Horka et al., 2009; Kern et al., 2011), il
est possible que la transmission par co-feeding s’épuise pendant la phase de gorgement
lente, puisque seulement une petite fraction de la charge bactérienne parvient aux
glandes salivaires (Ohnishi et al., 2001; Kern et al, 2011). L'observation que les risques
d'infection des hotes augmentent avec le temps de repas sanguin (Ohnishi et al, 2001;
Crippa, 2003) contredit toutefois ces hypotheéses, puisque ce phénomene laisse supposer
une augmentation ou une accumulation du nombre de spirocheétes injectés a I'hote. De
méme, l'apparition d'une infection systémique chez la tique (Zhu, 1998b) rend
I'explication d'une diminution du nombre de nymphes infectées liée a l'excrétion
délicate, puisque seuls les spirochetes présents dans l'intestin peuvent étre expulsés
avec les selles. Cependant, 1'augmentation des risques d'infection au cours du repas
sanguin ne se traduit pas forcément seulement par une augmentation du nombre de
spirochétes injectés a 1'hdte, mais pourrait aussi étre liée a l'augmentation de la
salivation et donc a une augmentation de facteurs facilitant l'infection par les
spirocheétes, ce qui favoriserait ainsi I'établissement d'une infection systémique chez la
souris (Zeidner et al, 2002). De méme, le passage de la phase de gorgement lente a la
phase rapide pourrait aussi influencer le nombre de spirochétes injectés a I'hote,
puisqu'une augmentation de la salivation est observée, et ainsi expliquer 1'augmentation
des risques d'infection. Lors de l'apparition d'une infection systémique chez la tique, non
seulement les spirochétes présents dans la lumiere intestinale pourraient toujours étre
expulsés avec les selles, mais les spirochetes s'en étant échappés sont ensuite en partie
injectés a 1'hote. Il est donc tout de méme envisageable que lors de la phase de
gorgement lente, il y ait une diminution du nombre de nymphes infectées liée a
I'excrétion au tout début du repas sanguin, puis que les nymphes saines et les nymphes
ayant perdu leur infection s'infectent par co-feeding, amenant a une augmentation du
nombre de nymphes infectées. Ensuite, il est possible que la transmission par co-feeding
ne permette plus de contrebalancer la perte de spirocheétes via les selles et la salive.

Les tiques utilisées pour infecter les souris avec P/sto ainsi qu'avec NE4049 pour
une durée de 12 heures étaient par contre relativement agées, puisque les larves avaient
mué en nymphes 10 et 12 mois auparavant, respectivement. La période passée entre la
mue et l'infestation pourrait donc expliquer la baisse systématique du nombre de
nymphes infectées par P/sto observée. Il est aussi envisageable que le groupe A4

n'infecte les tiques qu'avec un faible nombre de spirochétes par individu au début du
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repas sanguin, favorisant ainsi une perte d'infection. Toutefois, nous avons vu que les
nymphes semblent conserver leur infection, en tout cas jusqu'a neuf mois pour NE4049

et jusqu'a une année pour NE4051.

Lorsque nous avons étudié le temps de repas sanguin nécessaire pour que les
tiques s'infectent lors d'un repas sanguin infectieux, nous avons constaté que seulement
six a 12 heures de gorgement étaient nécessaires pour que les nymphes s'infectent.
Cette observation est en accord avec les observations faites par Piesman (1991) chez L
scapularis et B. burgdorferi ss. Dans son étude, une larve sur 72 (1.4%) fixées sur des
hamsters s'était infectée apres seulement huit heures de repas sanguin (Piesman, 1991).
Puis, les taux d'infection des larves augmentaient avec le temps d'attachement, pour
atteindre 67.75% (16/24) d'infection apres 48 heures de repas sanguin et 87.5%
(14/16) apres 72 heures. Dans notre premiére expérience toutefois, les taux d'infection
des nymphes n'ont pas augmenté significativement par la suite, et ce jusqu'a 48 heures
de repas sanguin. Sachant que le sang peut interférer avec la polymérase de la PCR (de
Franchis et al, 1988; Akane et al, 1994; AL-Soud et Radstrom, 2001), qu'une telle
inhibition a été décrite chez des nymphes I scapularis gorgées et infectées par B.
burgdorferi ss (Schwartz et al.,, 1997) et que de plus en plus de sang est accumulé par la
tique au cours du repas sanguin, nous avons voulu savoir si un tel phénomeéne interférait
avec nos résultats. Ainsi, la méme expérience a été reconduite pour 24, 32 et 48 heures
de repas, mais suivie d'une extraction d'ADN par thermolysat de culture au lieu d'une
extraction au NH4OH, permettant ainsi de diluer le sang présent dans la tique, mais aussi
d'amplifier le nombre de borrélies potentiellement présentes. Les taux d'infection ainsi
obtenus ont été bien plus élevés lors de cette deuxieme expérience, atteignant 70%
(21/30) pour l'isolat NE4049 et 93.3% (28/30) pour NE4051, contre un maximum
observé de 6.7% (2/30) pour NE4049 et de 20% (6/30) pour NE4051 apres l'extraction
au NH4OH. Le taux d'infection obtenu ici pour l'isolat NE4049 correspond a l'infectivité
des souris pour les larves (85.5%, 100/117) obtenu lors des infections naturelles avec le
méme isolat et le dépasse pour l'isolat NE4051, qui a été capable d'infecter 70.4%
(81/115) des tiques lors des infections naturelles. Il est a noter toutefois que cette
expérience a été menée sur les mémes souris, a un mois d'intervalle pour les deux
méthodes d'extraction. Comme nos résultats (chapitre 3.2.2) et ceux de Gern et al

(1994) ont montré qu'une infestation répétée peut stimuler l'infectivité de I'hote, une
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partie de cette augmentation de la transmission de la souris a la tique observée pour
NE4051 peut étre expliquée par cette répétition d'infestation.

L'inhibition de la PCR par le sang ingéré est toutefois remise en question par
I'étude de Huegli et al. (2011). Ces auteurs ont analysé des nymphes retirées de patients
a différents moments du repas sanguin et aucune différence dans les prévalences
d'infection des tiques n'a été observée en fonction de la durée du repas sanguin, donc de
la quantité de sang présente, laissant supposer que le sang n'inhibe pas la PCR apres une
extraction a l'hydroxyde d'ammonium bouillant (Huegli et al, 2011). Des lors, la
différence de détection que nous avons observée pourrait aussi étre liée au seuil de
détection de la PCR, soit a sa sensibilité. Alors que le nombre de spirochétes est
généralement amplifié lorsque les tiques sont placées en culture avant une extraction
d'ADN par thermolysat, seul I'ADN des spirochetes présents dans les tiques est
disponible lors d'une extraction au NH4OH. Ainsi, il est possible que le nombre de
spirochetes ingérés en début de repas sanguin soit encore tres faible, d'autant que le
gorgement a été interrompu avant la phase de gorgement rapide. De plus, deux études
laissent supposer que le nombre de spirochétes au site de nutrition augmente avec le
temps de repas sanguin, par chimiotactisme et par multiplication, grace a la salive
injectée, puisque il a été démontré que des extraits de glandes salivaires de I. scapularis
attiraient B. burgdorferi ss in vitro (Shih et al., 2002) et que ceux de I. ricinus stimulaient
la croissance de B. afzelii, B. garinii et B. burgdorferi ss (Rudolf et al., 2010).

En se basant sur la littérature, il apparait que 1'évaluation du temps nécessaire
pour qu'une tique saine s'infecte sur un héte est d'importance pour la dynamique de
transmission de B. burgdorferi sl dans la nature. En effet, les tiques s'infectant lors d'un
repas sanguin interrompu transmettent ensuite plus rapidement des spirochetes aux
hotes lors d'un deuxiéme repas sanguin (Shih et Spielman, 1993). De plus, il semblerait
que les repas sanguins interrompus soient assez fréquents dans la nature (Moran
Cadenas et al., 2007a), ces auteurs ayant détecté de I'ADN de plusieurs hotes dans pres
de 20% des tiques analysées (n=587). Ces observations permettent premiérement
d'expliquer, en addition de la transmission transovarienne, la présence de spirochétes
chez les larves en quéte (Piesman, 1991). Elles permettent aussi d'expliquer, en addition
de la transmission par co-feeding et de la transmission transstadiale, les infections
mixtes par plusieurs especes de Borrelia observées chez certaines tiques dans de

nombreuses études, dont celles de Burri et al. (2007), de Moran Cadenas et al. (2007) ou
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encore Pérez et al. (2011). Puisque nous avons observé des différences dans les taux de
transmission de 1'hote a la tique en fonction du temps de repas sanguin entre les
différents isolats testés (n=3 : NE36 (A2), NE4049 (YU) et NE4051 (YU)), nous en
déduisons que la dynamique de transmission de ces différents isolats peut étre en partie
influencée par la capacité et la rapidité a laquelle ils sont transmis aux tiques dans cette
situation. Ceci pourrait en plus étre accentué par le fait que le succeés du repas sanguin
effectué apres un repas sanguin interrompu diminue avec la durée de ce dernier (Shih et
Spielman, 1993). Ces auteurs ont observé que 90% des nymphes I scapularis étaient
capables de se fixer a nouveau sur un hote apres avoir pris un repas sanguin de 16
heures, tandis que seules 63% d'entre-elles en étaient capables aprés un premier repas
de 48 heures et qu'aucune n'en était capable apres 72 heures de repas. Des lors, les
isolats rapidement transmis aux tiques lors d'un repas sanguin infectieux seraient
favorisés face aux isolats transmis plus tardivement dans le cas d'un détachement,
puisque le succes d'un deuxiéme repas sanguin en serait affecté. Dans notre étude,
l'isolat NE4051, fortement transmis par les souris aux tiques deés le début du repas
sanguin, pourrait étre favorisé face a NE4049, transmis plus faiblement dans les

premieres heures de repas sanguin.

4.5 Effets de la température sur l'infectiosité des spirochetes

Les études de Piesman (1993) et de Crippa et al. (2002) ont toutes deux
démontré que les spirochétes de nymphes a jeun (1. scapularis et I. ricinus) ne sont pas
infectieux pour les souris, des injections de broyats de nymphes a jeun infectées
n'infectant pas les souris. IIs ont par contre observé qu'apres un repas sanguin d'au
moins 24 heures (30 heures pour I scapularis), les broyats de ces nymphes deviennent
infectieux. Par contre, alors que des souris (n=10) inoculées par des broyats d'L
scapularis infectées a jeun par B. burgdorferi ss, et placées 30 heures a 37°C, n'ont pas
déclaré d'infection (Piesman, 1993), cinq souris sur huit ont été infectées apres
inoculation d'un broyat d'l ricinus infectées a jeun par B. burgdorferi ss et une souris sur
6 avec B. afzelii dans 1'étude de Crippa et al. (2002), apreés avoir placé ces tiques

infectées 24 heures a 37°C.
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Lorsque nous avons étudié l'influence de la température comme facteur
déclenchant l'infectiosité des spirochetes présents dans les tiques a jeun (chapitre 3.5),
nous avons obtenu des résultats contrastés. L'infectiosité des spirochetes a bien été
déclenchée par une augmentation de la température, confirmant ainsi les résultats de
Mara Crippa (2003), mais ce phénomeéne n'a été observé que pour le groupe A2. Alors
que les autres groupes testés dans cette expérience étaient tous infectieux pour les
souris, autant lors d'injections sous-cutanées (chapitre 3.5.1) que lors d'infestations
avec des nymphes infectées (chapitre 3.5.3), aucune souris n'a été infectée apres
injection d'un broyat de nymphes infectées, méme placées 24 heures a 37°C avant
inoculation avec les groupes A1 (NE5046), A3 (E61) et YU (NE4049 et NE4051). Cette
différence pourrait toutefois provenir du nombre de spirochetes injectés. Trois nymphes
infectées en moyenne étaient broyées dans du milieu de culture, injecté ensuite aux
souris. Le nombre de spirochétes présents dans le milieu de culture était donc tres
certainement plus faible que lors de l'expérience sur les injections sous-cutanées de
culture de spirocheétes, puisque ici les spirochétes étaient injectés apres croissance a
34°C dans le milieu de culture. Il n'est donc pas exclu qu'un nombre trop faible de
spirochetes pour infecter une souris ait été injecté a chaque fois pour ces isolats. En
effet, bien que des nombres aussi faibles que de un a 10 spirochétes maintenus en
culture suffisent a infecter des souris, des nombres plus élevés sont nécessaires pour
obtenir 100% d'infection (Piesman et al, 1990; Barthold et al, 1991; Masuzawa et al.,
1992; Lima et al.,, 2005). Il est aussi possible que les variations phénotypiques observées
entre les spirochétes des tiques a jeun et une fois en culture ne s'opérent pas a la méme
vitesse entre les différents isolats et que plus de 24 heures sont nécessaire pour que les
isolats non infectieux lors de cette expérience le deviennent. Les résultats obtenus par
Fingerle et al. (2002) ont montré que les profils de protéines de surface des spirochetes
apres nutrition des tiques par capillaires varient entre les espéces B. afzelii, B. garinii et
B. bavariensis. Chez B. afzelii cPKo97, les spirochétes ingérés par les tiques lors de la
nutrition par capillaires exprimaient majoritairement OspA et OspC ou aucune des deux
protéines. Dix-huit heures apres la nutrition, environ 20% des spirochétes
n'exprimaient plus que OspA, pour atteindre preés de 60% aprés 96 heures. Chez B.
garinii 1S2r par contre, plus de 80% des spirochetes ingérés se sont trés rapidement mis
a n'exprimer qu'OspA, tandis que seuls 30% d'entre eux environ étaient dans cette

situation au moment de la nutrition. Ces auteurs ont aussi observé des différences entre
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souches de la méme espece, laissant penser que de telles variations, dans le profil de
protéines de surface, et dans le temps nécessaire pour en changer, puissent étre
retrouvées chez les souches utilisées dans cette étude. Il est ainsi possible que dans
notre étude, l'isolat NE36 ait une capacité d'adaptation aux changements
environnementaux plus rapide que les autres isolats, et donc qu'il devienne infectieux
plus rapidement.

L'exposition des tiques pendant 24 heures a 37°C semble cependant avoir
stimuler l'infectiosité des tiques pour les souris, une transmission avant 12 heures de
repas sanguin ayant été observée pour l'isolat NE4049 lorsque les nymphes utilisées
pour l'infection étaient laissées 24 heures a 37°C, tandis qu'aucune transmission n'a été
observée avant 32 heures de gorgement avec les nymphes laissées a température
ambiante dans I'expérience sur le temps de repas sanguin nécessaire pour l'infection de
I'hote (chapitre 3.3). Ce résultat laisse penser que le déclenchement de l'infectiosité des
spirochetes présents dans l'intestin des tiques par une augmentation de la température
pourrait accélérer le début de transmission de la tique a 1'héte lorsqu'elles sont
exposées a une température de 37°C. Par contre, alors que l'isolat NE4051 était transmis
aux souris aprés 12 a 24 heures de repas sanguin (tableau 28), aucune transmission
précoce n'a été observée ici apres avoir laissé les tiques infectées par cet isolat 24
heures a 37°C. Si la température influence bien le temps nécessaire pour qu'il y ait
transmission, il était attendu que des souris exposées a des tiques infectées par cet isolat
soient infectées. Il faut cependant noter que par groupe, seules trois souris était utilisées
par isolat, ce qui ne permet de détecter que des prévalences d'infection d'un minimum
de 33%, alors qu'une prévalence d'infection de 20% seulement, une souris sur cing, a
été observée dans l'expérience sur le temps nécessaire de repas sanguin pour
transmettre des spirochetes aux souris pour NE4051 apres 24 heures de repas. Il est
donc possible que le phénomene ait été occulté par le faible nombre de souris utilisées.

Nous ne pouvons pas non plus exclure que l'infection observée avant 12 heures
de repas sanguin ne soit pas liée a la température d'incubation des tiques avant
l'infestation, mais qu'une telle transmission précoce puisse étre observée dans des cas
rares, ou que les tiques utilisées étaient infectées de maniere systémique avant le repas
sanguin, pouvant ainsi potentiellement injecter des spirochetes plus rapidement.
Toutefois, le fait qu'une augmentation de température déclenche l'infectiosité des

spirochetes présents dans les intestins des tiques a jeun (Piesman, 1993; Crippa, 2003)
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et induit l'expression d'OspC (Cluss et Boothby, 1990) nous laisse penser que les
spirochetes de tiques a jeun exposées a 37°C sont déja préparés pour leur migration de
la tique a la souris et ainsi peuvent étre transmis plus rapidement. Ainsi, la présence
d'une tique sur le corps d'un hdéte, ou une température environnementale élevée,
pourrait constituer un stimulus suffisant pour débuter un changement dans 1'expression
de protéines de surface chez B. afzelii. Auquel cas, une transmission précoce pourrait
étre envisagée. Nos résultats semblent toutefois indiquer que ce déclenchement de
l'infectiosité ne soit pas l'apanage de tout isolat. D'ailleurs I'observation de Crippa
(2003) était basée sur un seul isolat de B. afzelii (NE2961), ce qui ne permet pas de

conclure que ce phénomene puisse étre généralisable.

4.6 Dynamique de transmission de B. afzelii

Le but des infections expérimentales, l'insertion d’isolats par une nutrition de
nymphes saines avec des capillaires (chapitre 2.2.2) et l'injection sous-cutanée de
spirochéetes a des souris saines (chapitre 2.3.4), était d’obtenir au final des nymphes
infectées apreés un repas sanguin infectieux en tant que larves. La volonté de rendre le
systéeme biologique décrit au chapitre 2.4 le plus naturel possible impliquait d'avoir de
telles nymphes, afin d'éviter les biais inhérents aux méthodes d'infections artificielles.
Parmi ces biais, les différences dans l'infectivité et dans la durée d'infectivité des souris
suivant le mode d'inoculation (Gern et al, 1993; Lindsay et al, 1997) étaient
problématiques pour I'évaluation de I'efficacité de transmission de 1'hote a la tique. Le
fait que la multiplication des spirochétes dans la peau soit aussi affectée par la voie
d'entrée des spirochetes (Kern et al, 2011) et que la réponse immunitaire des souris
varie en fonction du mode d'infection (Roehrig et al.,, 1992; Gern et al.,, 1993; Golde et al.,
1994; Barthold et al., 1995), qui a son tour peut influencer l'infectivité des souris (Gern

et al, 1993), pouvait aussi influencer la dynamique de transmission.

Globalement, la technique de la nutrition par capillaires n'a pas permis d'obtenir
du matériel infectieux, sauf avec l'isolat transformé NE4049T. Il est a noté toutefois que
les isolats insérés par cette voie ne sont pas des isolats fortement infectieux pour les

tiques et/ou les souris (NE4053, A1 et NE4054, ME) au regard de cette étude. Pour les
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deux autres isolats utilisés, l'un appartient au groupe ospC A5 (NE4047), qui trés peu
présent dans un cycle naturel tiques-rongeurs (Pérez et al,, 2011) et 'autre appartient
au groupe ospC ME (NE4052), faiblement transmis au laboratoire, comme nous l'avons
vu. Voyant les bons résultats obtenus avec l'isolat transformé NE4049T et en se basant
sur la littérature sur le sujet, nous pensons que l'origine de l'inefficacité de cette
technique d'infection provient des isolats utilisés plutét que de la technique elle-méme.
En effet, autant dans les études de Gern et al. (1993) que de Broadwater et al. (2002) des
tiques nourries par capillaires étaient infectieuses pour les souris, elles-mémes ensuite
infectieuses pour les tiques.

Il a été beaucoup plus aisé d'obtenir des souris, puis des tiques, infectées par
injection sous-cutanée. Nous avons ainsi obtenu des prévalences d'infection des souris
de 63% (22/35). Ces souris infectées ont ensuite transmis des spirochetes a 5.3%
(24/455) des larves placées le jour de l'injection (j.0) et a 49% (140/286) des larves
j-30. L'insertion d'isolats dans un systéme souris-tiques a ici été donc plus rapide et plus
efficace par injections sous-cutanées que par nutrition par capillaires. Par contre, placer
des larves le jour de l'injection ne permet pas d'obtenir beaucoup de tiques infectées,
puisque seules 24 tiques sur 455 (5.3%) étaient infectées. Observer une transmission de
spirochetes aux larves j.0 ne permet pas non plus de détecter précocement une infection
systémique de la souris, ce qui est par contre le cas pour la transmission par co-feeding
(Hu et al, 2003), comme nous le discuterons plus loin avec nos résultats. En effet, seules
47.4% (9/19) des souris infectées ont transmis des spirochétes aux larves j.0. Par contre
66.7% (8/12) des cas de transmission aux larves j.0 ont tout de méme été observés sur
des souris infectées. Ces infestations indiquent toutefois que les spirochetes injectés ont
migré dans le derme la ou les larves se nourrissaient dans un intervalle de quatre jours,
le repas sanguin des larves ne durant guere plus longtemps. Il est aussi possible que ces
infestations favorisent le développement d'une infection chez 1'hote, puisque il a été

montré qu'elles stimulent l'infectiosité des souris (Gern et al., 1994)(fig. 22).

En comparant les prévalences d'infection des souris et leur infectivité lors
d'injections sous-cutanées avec celles obtenues lors d'infestations avec des nymphes
infectées, d'autres différences apparaissent. Globalement les prévalences d'infection des
souris sont semblables, 62.9% (22/35) de souris infectées apres injection sous-cutanée

et 68% (38/56) lors d'infestation. Cependant, elles difféerent en ne tenant compte que
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des isolats pour lesquels les deux types d'infection ont été utilisés. La prévalence
d'infection des hotes aprés une injection sous-cutanée est de 87% (14/16), tandis
qu'elle atteint seulement 54.1% (20/37) lors d'infestations (tableau 27) (P<0.019, one-
tailed Fisher exact probability test). En proposant toutefois de ne pas considérer l'isolat
NE4046, puisqu'il n'a pas été infectieux lors d'infections naturelles, les différences
observées dans les prévalences d'infection s'effacent a nouveau, puisque les injections
sous-cutanées amenent a des prévalences d'infection de 87% (12/14), contre 60.6%
(20/33) lors d'infection naturelle.

Dans l'ensemble, il a toutefois été plus aisé d'obtenir une souris infectée par
injection sous-cutanée que par infestation avec des nymphes infectées. Cette différence
pourrait s'expliquer par le nombre de spirochétes inoculés. Alors qu'environ 200ul de
culture, contenant environ 107 spirochetes par millilitre, étaient injectés, soit pres de
2x10¢ spirochetes, seules trois nymphes infectées en moyenne étaient placées sur des
souris. Rappelons que bien que le nombre de spirochétes par tique peut atteindre des
nombres de l'ordre du million (Herrmann et Gern, 2010), seule une fraction est
transmise a I'hote (Ohnishi et al, 2001; Fingerle et al, 2002). La différence dans le
nombre de spirochétes peut donc étre tres importante, surtout si I'on se réféere aux
études de Ohnishi et collaborateurs (2001) et Fingerle et collaborateurs (2002), qui ne
dénombrent pas plus de 100 spirochetes par paire de glandes salivaires chez I
scapularis entre 63 et 71 heures de repas sanguin et prés de 170 spirochetes chez I
ricinus avec B. afzelii, respectivement, ainsi que 1'étude de Kern et collaborateurs (2011)
qui estiment a environ cent le nombre de spirochétes injectés a 1'h6te par une nymphe L.
ricinus.

Cette différence dans les prévalences d'infection, obtenues apres injection sous-
cutanée ou par voie naturelle, souleve aussi le probléme de l'infectivité réelle d'un isolat.
Alors que des souris ont été infectées par l'injection de culture de NE4046 (A5) et que
ces souris étaient ensuite infectieuses pour les tiques lors des xénodiagnoses, aucune
souris n'a été infectée lors d'infection naturelle, alors que les infestations avaient été
effectuées avec ces mémes nymphes de xénodiagnose. La présence de spirochetes dans
les tiques ayant été détectée par méthode moléculaire (PCR/RLB apres thermolysat de
culture), il n'est pas possible d'affirmer qu'ils étaient encore vivants dans ces tiques lors
des infestations. Toutefois, l'isolat d'origine provient d'une tique prélevée d'un rongeur

de la nature (Pérez et al, 2011). Dans leur étude, Pérez et al. (2011) n'ont retrouvé le
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groupe ospC A5 que tres rarement dans la nature, sur un seul des deux terrains étudiés,
et essentiellement chez les tiques libres. Bien que cet isolat provienne d'une tique qui se
nourrissait sur un mulot, aucun des rongeurs sélectionnés par ces auteurs n'a transmis
de spirochétes appartenant au groupe ospC A5 aux tiques de xénodiagnose. Ces auteurs
ont émis la possibilité que d'autres especes d'hdétes pourraient préférentiellement
héberger les borrélies appartenant au groupe ospC A5, tel que l'écureuil (Sciurus
vulgaris), bien établi sur le terrain d'étude ou ce groupe ospC avait été rencontré
(Humair et Gern, 1997). Ce phénomene a aussi été observé aux Etats-Unis par Brisson et
al. (2004) chez B. burgdorferi ss. Dans leur étude, alors que les groupes ospC A, D, F et K
étaient fréquemment rencontrés chez les rongeurs sauvages, le groupe ], par exemple,
n'a été retrouvé que chez des tiques libres, par exemple. Il est possible que l'infeciosité
de NE4046 observée lors d'injection sous-cutanée provienne de la surcharge
bactérienne injectée, submergeant par la le systéme immunitaire de la souris et
permettant une infection systémique, qui serait combattue par le systéme complément
de la souris dans le cas d'une infection naturelle (Kurtenbach et al, 1998) Il est donc
délicat d'utiliser des méthodes artificielles d'infection pour évaluer des dynamiques de
transmission, puisque certains isolats démontrent une infectivité pour les souris et pour
les tiques lors d'infections mécaniques alors qu'ils sont non infectieux dans un modeéle

souris-tique lors d'infections naturelles.

En observant les infectivités des souris, il apparait aussi qu'elles varient
fortement entre celles obtenues apres injection sous-cutanée et par infestation avec des
nymphes infectées suivant les groupes ospC. Alors que les souris infectées par les
groupes Al (NE4053 et NE5046) et A2 (NE36) ne présentent pas de différences
d'infectivité entre ces deux méthodes utilisées pour les infecter, l'infectivité pour les
tiques des souris infectées par le groupe A3 (E61) est plus élevée apres une infestation
par des nymphes infectées qu'apres injection sous-cutanée (P<0.009, one-tailed Fisher
exact probability test). Un tel phénomene a déja été décrit par Gern et collaborateurs
(1993). L'infectivité de souris (AKR/N et C3H/Hej) infectées par voie naturelle était de
deux a six fois plus élevée que l'infectivité apres injection sous-cutanée (Gern et al,
1993). Par contre, nous avons aussi observé la situation inverse. L'infectivité des souris

infectées par les groupes A4 (P/sto), A5 (NE4046) et ME (NE4054) était plus élevée

140



Discussion

apres injection sous-cutanée que lors d'infestations (P<0.05, one-tailed Fisher exact
probability test).

Comme nous venons de le mentionner, les injections sous-cutanées infectent les
souris avec un nombre tres important de spirochetes, ce qui pourrait favoriser
|'établissement de spirochetes normalement faiblement infectieux dans 1'héte et ainsi
amener a ces infectivités élevées. Pour la situation inverse, il est envisageable qu'un
nombre trop élevé de spirochétes injectés puisse parfois amener a un effet négatif sur la
population bactérienne. Kern et al. (2011) ont observé une diminution du nombre de
spirochetes dans la peau pendant les heures suivants une injection intradermique,
lorsque le nombre de spirochétes injectés atteignaient environ 10% individus par
injection, tandis que ce n'était pas le cas avec des nombres de spirochétes plus faibles
(10, 102, 103). Par contre, cette diminution n'a été observée que pendant les premieéres
24 heures suivant l'injection. Ensuite, le nombre de spirochétes augmentait pour
atteindre un pic a 7 jours apres l'infection. Ces mémes auteurs, ainsi que Marchal et al.
(2009, 2011), ont démontré que la salive de tique diminue drastiquement la réponse
inflammatoire de la souris, en inhibant la production par la peau de peptides
antimicrobiens de la famille des défensines et des cathélicidines, ce qui pourrait
permettre un meilleur établissement des spirochetes dans la peau et ainsi favoriser une
forte charge bactérienne lors d'infections systémiques. Les souris fortement infectées
transmettraient ainsi des spirochéetes a plus de tiques. Les corrélations observées entre
les différentes voies de transmission lors d'une infection naturelle dans notre étude
viennent étayer cette supposition, puisque nous avons vu que les isolats fortement
infectieux pour les souris sont fortement transmis aux tiques. Ainsi les isolats NE4049 et
NE4051 (YU) ont amené a des prévalences d'infection des souris de 100% (9/9) et 90%
(9/10) et des infectivités de 85.5% (100/117) et 70.4% (81/115), respectivement,
tandis que les isolats NE4053 (A1) et NE4054 (ME) n'ont permis respectivement
d'infecter que 28.6% (2/7) et 30% (3/10) des souris, qui ont transmis des spirochétes a
3.8% (1/26) et 30.8% (12/39) des tiques seulement. De méme, nous avons observé que
les prévalences d'infection des souris faiblement détectées par biopsies étaient issues de
souris faiblement infectieuses pour les tiques. Ainsi, en reprenant les isolats utilisés en
exemple ci-dessus, 100% (9/9) et 88.9% (8/9) des infections systémique ont été
détectées par biopsies pour les isolats NE4049 et NE4051 du groupe YU,
respectivement, contre 50% (1/2) et 33.3% (1/3) pour NE4053 (A1) et NE4054 (ME),
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respectivement, ce qui conforte 1'idée d'un lien entre la charge bactérienne de 1I'hote et
son infectivité pour les tiques.

Le phénotype des spirochétes arrivant dans la peau d'une souris lors d'injection
sous-cutanée ou via une tique peut étre différent, puisqu'il s'agit de spirochétes en
culture pour les injections et de spirochetes injectés par une tique (Fingerle et al., 2002;
Hodzic et al, 2003). Cette différence dans le mode d'inoculation peut amener a des
réponses immunitaires spécifiques au mode d'infection (Roehrig et al., 1992; Gern et al.,
1993; Xu et al,, 2008b; Kern et al.,, 2011). Dans I'étude de Gern et collaborateurs (1993),
les spirochetes injectés par injection sous-cutanée induisaient une réponse immunitaire
anti-OspA et OspB tandis que les infections via des nymphes infectées n'induisaient
aucune réponse immunitaire contre ces deux protéines de surface, généralement
réprimées lors du passage de la tique a I'hote (Fingerle et al.,, 1995; Schwan et Piesman,
2000; Ohnishi et al., 2001; Fingerle et al., 2002; Schwan, 2003). Sachant aussi que la
réponse inflammatoire de la peau est influencée par la salive de la tique (Marchal et al.,
2009; Kern et al, 2011; Marchal et al, 2011), il est des lors envisageable que des
spirochetes injectés par voie mécanique puissent parfois profiter ou étre défavorisés par
ces différences. En provoquant en premier lieu une réponse immunitaire anti-OspA et
OspB, que les spirochetes éviteraient en s'adaptant au nouveau milieu environnant en
réprimant les genes ospA et ospB et en augmentant 1'expression d'OspC, ils déjoueraient
une premiere fois le systeme immunitaire, permettant peut-étre un meilleur
établissement et une meilleure dissémination chez la souris et ainsi pourrait expliquer
les infectivités des souris pour les tiques plus importantes que lors d'infections
naturelles observées pour certaines souches (P/sto, NE4046 et NE4054). Pour la
situation inverse, le manque d'inhibition de la réponse immunitaire provoqué par la
salive de tique et le fait qu'une trop forte expression d'OspA semble fortement diminuer
la dissémination des spirochetes (Xu et al, 2008b) expliquerait les infectivités moins
élevées qu'apres une infection naturelle pour l'isolat E61. Il est important de souligner
que ces expressions différentielles de protéines de surface ne sont pas toujours
clairement définies. Comme nous l'avons vu, bien qu'il y ait une forte expression d'OspA
et une faible expression d'OspC dans l'intestin de la tique et que la situation inverse est
retrouvée dans les glandes salivaires, tous les cas de figure (des spirochétes exprimant
I'une ou l'autre de ces protéines, les deux ou aucune) peuvent étre observés autant dans

l'intestin que dans les glandes salivaires (Ohnishi et al., 2001; Fingerle et al, 2002). De
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plus, ces changements de profils protéiques ne s'effectuent pas a la méme vitesse en
fonction de l'espéce et de la souche observée (Fingerle et al, 2002). Cette grande
variabilité dans l'expression des protéines de surface, induite par le type d'infection,
mais aussi et surtout dépendante du génotype du pathogene, ameéne a des
comportements variables qu'il est délicat de comparer, mais qui peuvent expliquer les
variations observées dans cette étude.

Finalement, l'infectivité des souris pour les larves j.0 peut dans une certaine
mesure étre comparée aux efficacités de transmission par co-feeding lors d'infections
naturelles. A nouveau, les résultats obtenus apres infection expérimentale différent des
résultats obtenus lors d'une infection via des nymphes infectées. L'infectivité des souris
pour les larves j.0 est globalement beaucoup plus faible que celle obtenue lors
d'infections naturelles, puisque les souris ont transmis des spirochetes a 5.3% (24/455)
des larves j.0, contre 26% (260/1001) lors des infections naturelles (tableau 11, fig. 25).
En considérant les isolats, il est intéressant de noter que tous ceux transmis par co-
feeding étaient transmis aux larves j.0 apres une injection sous-cutanée. Par contre,
alors qu'aucune transmission par co-feeding n'a été observée pour les isolats P/sto (A4)
et NE4046 (A5), ces isolats ont été transmis aux larves j.0, a des taux de 23.1% (6/26) et
3.8% (1/26), respectivement. Dans 1'étude de Gern et al. (1996), une transmission par
co-feeding de B. burgdorferi ss (ZS7) a été observée chez 7% (1/14) a 56% (5/9) des
larves placées a proximité immédiate deux jours apres des nymphes infectées
(n=7/souris). Par contre, les larves placées sur les souris cinq jours apres le début du
repas des nymphes étaient infectées a hauteur de 22 (2/9) a 77% (10/13), avec une
infection de 100% des larves (n=2) chez une souris. La transmission par co-feeding
augmente donc lorsque les larves sont placées a différents temps du repas sanguin des
nymphes, phénomene confirmé par Richter et al. (2002), ces auteurs ayant observé des
taux d'infection des larves de co-feeding de 1.6% (n=125) chez des larves placées un
jour apres, de 29.9% (n=67) chez les larves placées deux jours apres et de 55.3% (n=94)
pour les larves placées trois jours suivant le début du repas sanguin des nymphes
infectées. De plus, les deux études ont aussi observé une diminution du taux d'infection
des larves en fonction de la distance les séparant des nymphes, démontrant par la qu'il
s'agit bien d'une infection des souris localisée et non systémique. La faible infectivité des
souris pour les larves j.0, comparée aux taux de transmission par co-feeding, peut donc

provenir de plusieurs facteurs.
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Premierement, le fait que les larves j.0 étaient placées directement apres
I'injection sous-cutanée, tandis que les larves servant a évaluer l'efficacité de
transmission par co-feeding étaient ajoutées deux jours apres une infestation avec des
nymphes a sans doute influencé les résultats obtenus. Puisque nous venons de voir que
la transmission par co-feeding augmente avec le temps de gorgement des nymphes
infectées (Gern et Rais, 1996; Richter et al, 2002), nous pouvons en déduire que
'établissement des spirocheétes dans la peau au cours du temps favorise leur
transmission aux larves lors d'une infection localisée chez la souris et que les
spirochetes venant d'étre injectés n'y était ainsi pas encore préparés.

De plus, alors que les larves utilisées pour I'évaluation de la transmission par co-
feeding étaient retenues dans des capsules en plastique, les larves j.0 étaient appliquées
au pinceau sur la zone d'injection. Comme les larves ont une préférence pour le museau
et le pourtour des yeux des rongeurs, la majorité des larves se déplacaient dans cette
zone lors des infestations et ainsi s'éloignaient du lieu d'inoculation. Puisque la
transmission par co-feeding chez B. burgdorferi sl est fortement dépendante de la
distance a laquelle les tiques saines se nourrissent des tiques infectées (Gern et Rais,
1996; Randolph et al., 1996; Richter et al, 2002), les larves ainsi éloignées du lieu
d'inoculation n'étaient que peu en contact avec les spirochétes. Nous pouvons imaginer
que les bactéries devaient migrer dans le derme afin d'atteindre les sites de nutrition
des larves afin d'y étre ensuite ingérées. Finalement, la salive injectée par les nymphes
lors des infections naturelles et la différence de phénotype entre les spirochétes de
culture et ceux injectés avec la salive (Fingerle et al., 2002; Hodzic et al.,, 2003; Schwan,

2003) ont aussi certainement influencé cette transmission.

Cette variabilité dans la transmission des spirochetes est aussi retrouvée lors
d'infections par voie naturelle (chapitre 3.2.3). En observant les prévalences d'infection
des souris tout d'abord, indépendamment du groupe ospC, certains isolats sont
fortement infectieux pour les souris, tels que les groupes ospC A2 (NE36), A4 (P/sto) et
YU (NE4049 et NE4051), tandis que d'autres ne le sont que faiblement, comme le groupe
ospC ME (NE4054) ou l'isolat NE4053 (A1). Plusieurs études ont déja démontré que des
variations dans la virulence d'une espece de borrélies sont observées entre isolats
appartenant a des groupes ospC différents (Derdakova et al, 2004; Dolan et al., 2004;

Hanincova et al, 2008) et entre especes d'hote (Hanincova et al., 2008). Effectivement,
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I'étude de Derdakova et al. (2004) a démontré que des différences dans l'infectivité de P.
leucopus pour I scapularis sont retrouvées entre deux isolats, l'un appartenant au
groupe RST1 et au groupe ospC A, groupe contenant des isolats invasifs, et 'autre au
groupe RST3 et au groupe ospC E, contenant des isolats moins invasifs (Wang et al,
2002). Alors que l'infectivité des souris infectées par l'isolat du groupe RST1 était élevée
et restait élevée au cours du temps, l'infectivité de souris infectées par l'isolat du groupe
RST3 diminuait rapidement avec le temps. Ces mémes différences ont aussi été
observées par Hanincova et al. (2008) en utilisant un systéme similaire, a savoir les
mémes isolats et la souris P. leucopus. Par contre, ces différences se sont estompées
lorsque ces auteurs ont observé l'infectivité des souris de laboratoire C3H/HeNCrl
comme hote, toujours avec les deux méme isolats. Dans ce cas de figure, la diminution de
I'infectivité des souris infectée par l'isolat appartenant au groupe RST3 était
significativement moins importante. Tres justement, Derdakova et al. (2004) soulevent
une question importante dans leur conclusion : Est-ce que ces observations peuvent-
étre généralisées aux groupes RST? Notre étude semble y apporter une réponse plutot
négative, puisque nous avons observé de fortes différences autant dans les prévalences
d'infection des souris que dans leur infectivité pour les tiques entre isolats d'un méme
groupe ospC. Sachant que le typage RST est plus global que le typage ospC, chaque RST
englobant plusieurs groupes ospC différents, il parait peu probable qu'une telle
caractéristique commune a un groupe RST puisse apparaitre.

Ce qui est aussi intéressant dans notre étude, c'est que ces différences soient
aussi retrouvées au sein d'un méme groupe ospC, alors que la diversité de ce géne
semble étre généralement en accord avec les classifications phylogénétiques (Bunikis et
al, 2004; Attie et al, 2007). Effectivement, dans les études de Bunikis et al. (2004),
portant sur B. burgdorferi ss et B. afzelii, et de Attie et al. (2007), portant sur B.
burgdorferi ss, une concordance était observée entre la classification phylogénétique
basée sur l'espace intergénique rrs-rrlA (IGS) (Bunikis et al., 2004), ou par MLST (Attie
et al, 2007), et la diversité du gene ospC. Ainsi, pour chaque lignée phylogénétique
correspondait généralement un seul groupe ospC, ce qui laisse a penser que deux isolats
portant le méme allele ospC aient des caractéristiques génétiques similaires. Les
différences observées dans les prévalences d'infection, et d'une maniére générale dans
la dynamique de transmission, puisque les différentes voies de transmission sont

positivement corrélées, sous entendent par contre que les deux isolats du groupe Al ne
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partagent pas le méme matériel génétique, a l'inverse du groupe YU, dont les deux
isolats démontrent des dynamiques de transmission tres proches. Bien sir, il est tout-a-
fait possible qu'un transfert du gene ospC ait eu lieu chez 1'un ou l'autre des isolats du
groupe Al (NE4053 et NE5046), comme cela a déja été démontré entre la souche m7 de
B. valaisiana et la souche ACA1 de B. afzelii, qui arborent le méme gene ospC, par
exemple (Wang et al, 1999a). Il est également possible que d'autres facteurs de
virulence aient été transférés d'un isolat peu virulent a NE4053 ou d'un isolat fortement
virulent a NE5046 lors de leur cycle naturel. Comme le groupe ospC Al est bien
représenté dans la nature, ayant été retrouvé chez 12% et 31% des tiques libres, chez
18% et 30% des tiques se nourrissant sur les rongeurs et chez 29% et 48% des tiques de
xénodiagnose effectuées sur ces rongeurs, en fonction du terrain d'étude (Pérez et al,
2011), il nous parait plus probable qu'un transfert génétique péjorant la virulence de
NE4053 ait eu lieu plutét qu'un transfert génétique améliorant la virulence de NE5046.
Il est aussi assez déroutant de voir de telles différences dans I'efficacité de transmission
entre deux isolats provenant du méme terrain d'étude, I'un obtenu d'une tique de
xénodiagnose (NE4053) effectuée sur un campagnol et faiblement transmis dans le
systéeme biologique de cette étude, et l'autre d'une tique libre (NE5046), fortement
transmis aux souris et aux tiques en laboratoire. Il est intéressant de noter que l'isolat
NE4053, faiblement transmis dans notre systeme biologique, provient d'une tique de
xénodiagnose effectuée sur un campagnol. En effet, en se référant a 1I'étude d'Humair et
al. (1999), les campagnols développeraient plutét une réponse immunitaire contre les
tiques que contre les spirochetes, a I'inverse du mulot. Ainsi, le succes de mue des tiques
se nourrissant sur les campagnols est moins élevé comparé au succes observé chez le
mulot. Par contre, les campagnols transmettent des spirochétes a plus de tiques de
xénodiagnose que les mulots. Le campagnol n'aurait donc pas un role tres sélectif quant
aux borrélies qu'il héberge et transmet aux tiques, ce qui expliquerait la présence de cet
isolat faiblement transmis aux souris de laboratoire chez un rongeur sauvage.

Ces différences entre isolats sont aussi retrouvées dans l'infectivité des souris
pour les tiques. A nouveau des différences ont été observées autant entre groupes ospC
qu'au sein d'un méme groupe, toujours pour le groupe Al. L'infectivité des souris était
généralement constante lorsqu'elles étaient infectées par un méme isolat, le groupe ME
mis a part. Les isolats étaient soit fortement infectieux pour les tiques (NE5046, NE36,

E61, NE4049, NE4051), soit faiblement infectieux (NE4053, P/sto). Pour le groupe ME
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par contre, les trois souris infectées ont transmis des spirochétes a respectivement 7.7%
(1/13), 7.7% (1/13) et 76.9% (10/13) des tiques, bien qu'infectées a l'origine avec le
méme lot de tiques infectées (annexe 9.3).

Lors de la mise au point du modele linéaire généralisé, les différentes souris
utilisées par isolat, donc les différentes répétitions d'expériences, ont été utilisées
comme variables explicatives du modele, en parallele aux isolats et aux groupes ospC.
Aucune différence significative n'a été observée entre les différents essais, indiquant une
faible variabilité entre souris, autant dans leur infectivité pour les tiques que lors des
transmissions par co-feeding, sauf pour les trois souris infectées par l'isolat NE4054
(ME), qui comme nous venons de le voir ont transmis des spirochetes a respectivement
7.7% (1/13),7.7% (1/13) et 76.9% (10/13) des tiques. La souris fortement infectieuse a
d'ailleurs été la seule dont les biopsies d'oreille étaient positives, laissant apparaitre un
lien entre la charge bactérienne de la souris et son infectivité pour les tiques, comme
nous l'avons discuté précédemment.

Individuellement, des infectivités de 100% (13/13) ont été observées chez des
souris infectées par des isolats des groupes Al (NE5046) et YU (NE4049 et
NE4051)(annexe 9.3). Il est intéressant de noter que regroupées par isolat, les souris
ayant amené aux infectivités les plus faibles sont aussi celles dont les prévalences
d'infection n'ont que partiellement été détectées par biopsie d'oreille, comparé a la
détection par xénodiagnose. Cette observation laisse supposer que ces isolats ne se
disséminent que lentement chez la souris et/ou qu'ils ne se multiplient pas aussi
fortement que les autres, amenant a des prévalences d'infection faiblement détectées
par biopsie, mais aussi a des infectivités pour les tiques plus faibles. Une telle différence
de dissémination et de multiplication a d'ailleurs déja été décrite chez B. burgdorferi ss

(Wang et al., 2001; Zeidner et al., 2001).

Nous venons de voir que l'infectivité des souris est corrélée a leur prévalence
d'infection. Par contre le co-feeding en est indépendant, puisque 35.1% (13/37)(la
transmission par co-feeding d'une souris infestée par NE4049 n'a pas été évaluée,
ramenant le total de souris infectées a 37 au lieu de 38) des souris présentant des
infections systémiques n'ont pas servi de support pour une transmission par co-feeding
et que les isolats des groupes A3 (E61) et A4 (P/sto) n'en ont jamais été capables. Il est a

noter que ces isolats ne proviennent pas de 1'étude de Pérez et al. (2011), mais ont été
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obtenus de biopsies de peau effectuées sur un érythéme migrant d'un patient en
Autriche pour E61 (Livey et al, 1995) et sur une ACA en Allemagne pour P/sto (Preac-
Mursic et al., 1986). Nous ne connaissons pas les conditions dans lesquels ces isolats ont
été maintenus, ni le nombre de repiquages qu'ils ont subis en culture. Sachant que plus
un isolat subit de repiquage, plus il est enclin a perdre certains plasmides (Barbour,
1988b) et que la perte de plasmides influence la virulence d'un isolat (Norris et al,
1995; Purser et Norris, 2000; Byram et al., 2004), il est possible que ces deux isolats
aient perdu les facteurs génétiques nécessaires pour une transmission par co-feeding.
En comparant ces résultats a ceux obtenus lors des infections par injection sous-cutanée,
nous avons remarqué que tous les isolats transmis par co-feeding ont été transmis aux
larves j.0 et alors qu'aucune transmission par co-feeding n'a été observée pour E61 (A3),
aucune larve j.0 ne s'est infectée. Par contre, alors que l'isolat P/sto (A4) n'était pas non
plus transmis par co-feeding, 23.1% (6/26) des larves j.0 se sont tout de méme
infectées.

Cette observation qu'aucune transmission par co-feeding n'ait été observée chez
35.1% des souris infectées est en désaccord avec 1'étude de Hu et al. (2003), dans
laquelle seules 5% (6/111) des souris infectées par B. burgdorferi sl n'avaient pas servi
de support pour une transmission par co-feeding. Dans leur étude, les souris étaient
aussi infestées par trois nymphes infectées en moyenne. Par contre, les tiques utilisées
provenaient de la nature, ce qui exposait potentiellement les souris a plusieurs especes
et/ou isolats, puisque chaque tique infectée pouvait étre infectée par un—voire
plusieurs—especes/isolats différents. Nous avons vu que l'aptitude des spirochétes a se
transmettre par co-feeding est dépendante de l'isolat. Ainsi les chances d'observer une
transmission par co-feeding en infestant des souris avec potentiellement plusieurs
isolats augmenteraient, ce qui pourrait expliquer en partie ces différences. Dans I'étude
citée, les auteurs concluent que la détection d'une infection systémique chez la souris
peut étre effectuée précocement en détectant une transmission par co-feeding (Hu et al,,
2003). Toutefois, ceci ne semble pas s'appliquer au niveau intraspécifique, puisque les
résultats présentés ici indiquent que la capacité de transmission par co-feeding est une
qualité intrinseéque a un certain isolat. Dans notre étude, nous avons constaté que 100%
des infections systémiques pouvaient étre détectées précocement grace a l'observation
d'une transmission par co-feeding pour les isolats NE5046 (A1, n=4) et NE4049 (YU,
n=8), tandis que seules 50% pouvaient I'étre pour les isolats NE4053 (A1, 1/2) et NE36
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(A2, 2/4) et qu'aucune infection systémique n'a été détectée précocement pour les
isolats E61 (A3, 0/3) et P/sto (A4, 0/4). En ne tenant compte que des 48% (26/56) de
souris pour lesquelles une transmission par co-feeding a été observée, il apparait tout de
méme que 92.3% (24/26) d'entre elles ont déclaré des infections systémiques par la
suite. Une transmission par co-feeding est donc généralement annonciatrice d'une
future infection systémique, confirmant les résultats de Hu et al. (2003), mais ne permet
par contre pas d'évaluer efficacement des prévalences d'infection de maniére précoce au
niveau de l'isolat. Individuellement, des efficacités de transmission par co-feeding
élevées (61% (8/13)-100% (13/13)) n'ont été observées que pour le groupe YU, les
efficacités de transmission par co-feeding étant aussi généralement stables entre les
différents essais (annexe 9.3). Enfin, la transmission par co-feeding démontre également
des différences entre groupes ospC et au sein des groupes Al et YU.

Dans les foréts Suisses favorables aux tiques, environ 60-70% des rongeurs sont
infestés par des tiques immatures pendant la période d'activité des tiques (Burri et al.,
2011; Pérez et al.,, 2012). Ces rongeurs parasités sont infestés par en moyenne 10 larves
et 0.5 nymphes (Pérez et al, 2011), avec la présence de co-feeding chez 13-38% des
rongeurs infestés (Burri et al, 2011; Pérez et al, 2011). Finalement, la prévalence de
nymphes infectées dans ces régions est d'environ 20%, dont une majorité 1'est par B.
afzelii (Moran Cadenas et al., 2007b; Pérez et al., 2012). Cette derniére observation est
en accord avec les situations observées dans les pays limitrophes (Rauter et Hartung,
2005). Les conditions nécessaires a une transmission de B. afzelii par co-feeding par des
rongeurs ne sont donc pas tres fréquentes dans la nature. Il faut aussi noter que dans ces
études, des qu'un rongeur est infesté par des larves et des nymphes il est considéré
comme supportant le co-feeding. La séquence d'infestation dans le temps entre les
larves et les nymphes n'est pas définie. Il se peut donc qu'un rongeur infesté par les deux
stades, servant alors potentiellement de support pour une transmission par co-feeding,
soit premierement infesté par des larves et que la ou les nymphes infectées ne se fixent
que pour les derniéres heures de repas sanguin des premiéres. Puisqu'il n'y a pas de
transmission de spirochétes dans les premieres heures de repas sanguin (Crippa, 2003),
aucune transmission par co-feeding ne pourra étre effectuée, bien que la souris soit
considérée comme supportant une telle transmission. La situation inverse est des lors
aussi possible et il devient difficile de séparer une transmission entre nymphes et larves

d'une transmission de 1'hdte, présentant une infection localisée ou systémique, a la
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tique. Par contre, le fait que les rongeurs de la nature soient continuellement infestés
par des tiques (Pérez et al., 2012) augmente les chances que des larves se nourrissent en
méme temps que des nymphes.

Dans le systéme biologique de cette étude, chaque essai permettait une
transmission par co-feeding. De plus, trois nymphes infectées étaient placées sur chaque
souris, ce qui est bien plus que ce qui est observé en moyenne dans la nature, et les
larves étaient ajoutées deux jours apres la fixation des nymphes, permettant de
synchroniser la fin du repas sanguin des larves et des nymphes. Malgré cela, aucune
transmission n'a été observée pour les groupes A3 et A4 et une transmission tres faible
est apparue pour l'isolat NE4053 (A1) et pour le groupe ME. Le fait que certains isolats
soient incapables de transmission par co-feeding, méme lorsque les conditions sont plus
que favorables et alors qu'ils sont infectieux pour les hétes et pour les tiques, sous-
entend une composante génétique propre a un isolat permettant, ou ne permettant pas,
cette transmission. Un lien avec le gene ospC seul n'est par contre que difficilement
envisageable, puisque des différences dans la transmission par co-feeding intrinseques a
un groupe ospC ont été observées autant pour le groupe Al que pour le groupe YU, bien
que les séquences du geéne ospC a l'intérieur de ces groupes sont identiques. Dés lors,
d'autres genes doivent contribuer a cette capacité de transmission de tique a tique. Bien
que la souris ne soit qu'un support, il est clair que sa peau est une interface tres
importante dans ce type de transmission (Frischknecht, 2007). Les spirochétes injectés
par les nymphes doivent pouvoir s'y établir et migrer afin de rejoindre les sites de
nutrition des larves. Sans parler de la réaction immunitaire en réponse a la piqure de
tique, l'arrivée de spirochetes dans la peau est détectée entre autre par les
kératinocytes, engendrant la production de molécules pro inflammatoires et de peptides
antimicrobiens (Pivarcsi et al., 2004; Singh et Girschick, 2006). Chez B. burgdorferi ss, les
kératinocytes reconnaissent la protéine OspC, mais pas seulement, puisque des mutants
n'exprimant pas OspC déclenchent tout de méme la production de molécules pro
inflammatoires (Marchal et al, 2011). Bien que cette protéine OspC soit détectée par la
peau, et surtout qu'elle se lie a SALP15 afin d'éviter cette réponse immunitaire (Hovius
et al., 2008; Schuijt et al., 2008), laissant supposer qu'elle joue un réle important dans
I'établissement des spirochetes dans la peau, d'autres génes doivent permettre aux
spirochetes d'évoluer chez 1'h6te dans les premiers instants de l'infection et ainsi

influencer la transmission par co-feeding.

150



Discussion

Méme si la transmission par co-feeding ne joue que le réle secondaire concernant
la prévalence d'infection des nymphes dans la nature, elle peut étre importante pour le
maintien de la diversité d'ospC (Pérez et al.,, 2011). Dans I'étude de Pérez et al. (2011), la
diversité du géne ospC a été évaluée dans deux terrains d'étude, ici dénommés site 1 et
2, dans une population de tiques libres, de tiques se nourrissant sur des mulots et des
campagnols et de tiques issues de xénodiagnoses effectuées sur ces mémes rongeurs. Il
apparait que dans les deux terrains d'étude, la plus grande diversité d'alleles ospC a été
observée dans les tiques libres, avec la présence de 8 et 7 différents groupes ospC pour
les sites 1 et 2, respectivement. Par contre, seulement quatre de ces groupes étaient
encore détectés chez les tiques qui s'étaient nourries sur des rongeurs capturés sur le
site 1, tandis que sept groupes ospC étaient toujours retrouvés chez les tiques provenant
des rongeurs capturés sur le site 2. Sur les deux terrains, un nombre plus élevé de
groupes ospC a été détecté dans les larves de rongeurs lorsqu'une nutrition par co-
feeding avec ces nymphes était observée (2.25 sur le site 1 et 1.75 sur le site 2) que
lorsque les rongeurs n'étaient infestés que par des larves (1.17 sur le site 1 et 1 sur le
site 2), amenant ces auteurs a postuler que la transmission par co-feeding participe a la
diversité du géne ospC dans la nature (Pérez et al,, 2011). Finalement, 28% des rongeurs
capturés sur le site 2 étaient infestés par des larves et des nymphes, contre 11%
seulement sur le site 1, laissant supposer que la plus grande diversité du gene ospC
observée chez les tiques se nourrissant sur les rongeurs capturés sur le site 2 soit due a
une transmission par co-feeding.

En se référant aux études de Brisson et collaborateurs (2004, 2006), qui se sont
penchées sur les mécanismes évolutifs pouvant expliquer la diversité génétique
observée au niveau du gene ospC de B. burgdorferi ss dans des populations de tiques
infestant quatre especes de rongeurs aux Etats-Unis, le maintien de tous ces alléles
serait lié a une sélection balancante. Dés lors, certains groupes ospC seraient
désavantagés soit en infestant certains hotes, pour la sélection de niche, puisque ces
auteurs ont observé une distribution des groupes ospC de B. burgdorferi ss inégale en
fonction de l'espece d'hote, soit lorsque la fréquence de l'allele est élevée dans une
population d'hote pour la sélection dépendante de la fréquence. Pour cette sélection
dépendante de la fréquence, il serait attendu que les rongeurs soient infectés par la
totalité des groupes ospC présents dans I'environnement, ce qui n'est pas le cas dans la

nature, puisque aucune des quatre especes de rongeurs analysées n'hébergeait la
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totalité des groupes ospC rencontrés chez les tiques libres. Ces deux mécanismes ne sont
toutefois pas exclusifs et pourraient tout a fait fonctionner parallelement (Brisson et
Dykhuizen, 2004). Brisson et Dykhuizen (2004) ne tiennent par contre pas compte de la
transmission par co-feeding, jugée marginale face a la transmission de I'hote a la tique,
mais seulement de la possibilité d'infection d'un hote et/ou de l'apparition d'une
systémie chez 1'hote. Etant donné qu'une transmission par co-feeding peut avoir lieu
sans infection systémique ultérieure, et que la prévalence d'infection des hodtes est
indépendante d'une transmission par co-feeding (fig. 28), il est envisageable qu'elle
contribue significativement a cette diversité sur les hotes résistants a certains groupes
ospC ou devenus résistants a certains groupes aprés une premiere exposition. Ceci est
important surtout pour des isolats tels que ceux appartenant au groupe YU, qui sont
transmis a plus de 60% des larves de co-feeding. Ainsi, les groupes ospC défavorisés
parce que fortement présents dans la nature ou parce que transmis a un hote réfractaire,
pourraient toujours se maintenir dans les tiques grace a cette transmission de tique a
tique. Ceci expliquerait en partie la prévalence des groupes ospC Al et YU observée dans
la nature par Pérez et al. (2011), puisque ces groupes ospC semblent fortement transmis
par co-feeding. Méme en rencontrant de nombreux hotes devenus résistants, les
spirochetes continueraient a étre transmis aux tiques par co-feeding. Toutefois, 1'étude
de Gilmore et Piesman (2000) a démontré que chez I scapularis, la migration de B.
burgdorferi ss de l'intestin aux glandes salivaires est fortement inhibée lorsque des
nymphes infectées (n=8 et 19/souris) se nourrissent sur des souris (n=2) immunisées
contre OspC grace a une protéine recombinante. Effectivement, les auteurs ont observé
que seules deux tiques sur 27 (7.4%) étaient infectées au niveau des glandes salivaires
apres 72 heures de repas sanguin sur les souris immunisées, contre 10/25 (40%) chez
les tiques ayant infesté des souris naives (n=3). De plus, les auteurs n'ont pas observé de
lyse de bactéries lorsque des spirochétes étaient en contact avec du sérum anti-OspC.
Ces tests laissent supposer une interférence entre OspC et ses ligands provoquée par les
anticorps anti-OspC, empéchant ainsi la migration des spirochétes de l'intestin aux
glandes salivaires, plutot qu'un effet antibactérien envers les spirochétes exprimant
OspC. Si une telle inhibition se retrouve aussi dans un systeme naturel, chez des
rongeurs immunisés apres une premiere exposition, la transmission par co-feeding en

serait fortement affectée.
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Le co-feeding est crucial pour le maintien du cycle endémique du virus de
I'encéphalite a tique dans la nature (Labuda et al, 1993; Randolph et al, 1999;
Randolph, 2011). Par contre, le facteur important pour la transmission de ce dernier
n'est pas tant l'aspect spatial, contrairement a ce qui est observé avec les spirochetes,
comme nous l'avons vu. Le virus passe par le sang et est distribué rapidement dans le
corps de I'hote (Randolph et al, 1996; Randolph, 2011). Par contre, il y est rapidement
éliminé (Kozuch et al.,, 1981), ce qui implique que la temporalité est plus importante que
les lieux de nutrition des tiques infectées et saines (Randolph et al, 1999). Dans ce
systéeme, il a été démontré que bien qu'immunisés, les mulots et les campagnols
permettent tout de méme une transmission du virus par co-feeding entre des femelles L.
ricinus infectés et des nymphes saines, que ces nymphes se nourrissent proches des
adultes infectés ou éloignés, bien que dans ce dernier cas, l'immunisation diminue le
taux de transmission par co-feeding (Labuda et al, 1997). En effet, ces auteurs ont
observé que 75% (9/12) des rongeurs immunisés permettaient une transmission du
virus par co-feeding. Il apparait donc important d'évaluer |'efficacité de transmission de
B. burgdorferi sl par co-feeding sur des hodtes résistants et des hotes exposés
préalablement a certains groupes ospC et ainsi d'évaluer correctement l'effet potentiel

de cette voie de transmission sur la diversité du gene ospC dans la nature.

Nous avons observé que les différentes voies de transmission de B. afzelii dans
notre modele, soit de la souris a la tique et de la tique a la souris, sont corrélées. Cette
observation laisse supposer un mécanisme commun influengant la transmission des
spirochétes entre 1I'hote et le vecteur. Du c6té des souris, nous avons vu que le pouvoir
de maintien, de multiplication et d'établissement d'une infection systémique d'un isolat
pourrait expliquer ces liens, mais le fait que de fortes différences aient été observées au
sein d'un méme groupe ospC semble exclure ce gene, en partie responsable de la
dissémination et de l'invasivité chez I'hote (Lagal et al., 2006; Seemanapalli et al.,, 2010).
Par contre, la dissémination dans la peau pourrait influencer et la transmission par co-
feeding et l'infectiosité des souris. En se multipliant fortement et en migrant dans la
peau de maniere étendue, les efficacités de transmission a la tique pourraient en étre
affectées de maniere positive. D'ailleurs, comme il a été dit plus haut, les isolats avec une
dynamique de transmission faible sont ceux qui ont été les moins bien détectés dans les

biopsies d'oreille, ce qui suppose soit une migration lente, soit une faible quantité de
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spirochetes dans les tissus prélevés. Un des génes codant pour une autre protéine de
surface, le géne bbk32 pourrait étre un candidat potentiel expliquant ces corrélations. Il
a été démontré que BBK32 est une adhésine ayant une affinité pour la fibronectine
(Probert et Johnson, 1998; Probert et al., 2001) et qu'elle permettrait aux spirochetes de
se disséminer chez 1'h6te (Probert et al., 2001). La protéine est aussi exprimée suivant
un schéma proche d'OspC, c'est-a-dire au début du repas sanguin de la tique, mais pas
dans les tiques a jeun (Li et al, 2006). Néanmoins, elle n'est pas indispensable pour
I'infection de 1I'hote par B. burgdorferi ss ni pour la transmission a la tique chez L
scapularis, et ne semble pas influencer l'invasivité chez 1'héte ni 1'efficacité de
transmission de 1I'hote a la tique (Li et al, 2006). Cependant, ces observations ont été
effectuées avec une souche seulement (B. burgdorferi ss, souche B31). En se référant a
nos résultats, des variations importantes sont observées entre isolats. Il est donc délicat
de conclure que ce géne n'influence pas la dynamique de transmission de B. burgdorferi
ss alors que ces observations ont été faites sur une population seulement. Du c6té du
vecteur, les génes bba64 et bbe31 pourraient aussi étre en partie responsables de ces
variations, puisqu'ils semblent étre trés importants pour la transmission de B.
burgdorferi ss de la tique a I'h6te (Gilmore et al., 2010; Patton et al.,, 2011a; Zhang et al.,
2011). Dans ces études, des mutants de B. burgdorferi ss n'exprimant pas BBA64
n'étaient que faiblement infectieux pour des souris lors d'une transmission par L
scapularis, alors que ces mémes mutants étaient infectieux pour les souris lors
d'injections et étaient capables d'étre transmis aux tiques (Gilmore et al, 2010),
amenant a la conclusion que ce géne est impliqué a l'interface glandes salivaires-
transmission a 1'héte (Patton et al, 2011a). Nous pouvons donc imaginer que des
différences génétiques touchant ce gene bba64 pourraient influencer la capacité de
transmission des spirochétes de la tique a I'héte. L'étude de Zhang et al. (2011) a quant a
elle permis d'observer que la protéine BBE31 permet a B. burgdorferi ss de traverser la
paroi intestinale et ainsi d'envahir les tiques de maniere systémique en se liant au
récepteur intestinal de la tique I scapularis TRE31, pour Tick Receptor of BBE31. Ils ont
observé que des tiques privée du récepteur TRE31 étaient nettement moins infectées au
niveau des glandes salivaires et dans 1I'hémolymphe que les tiques exprimant ce
récepteur, sans que la charge bactérienne dans l'intestin des tiques ne varie. Ils ont aussi
observé une nette diminution de la prévalence d'infection chez des souris ayant recu

une injection de sérum de lapins exposés a BBE31, comparé aux souris naives. Une
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variabilité d'interaction entre ce gene bbe31 et TRE31 pourraient aussi contribuer aux
différences d'efficacité de transmission de la tique a I'h6te observées dans cette étude,
en agissant sur le nombre de spirochétes arrivant aux glandes salivaires et donc pouvant
étre injectés aux souris.

La dynamique de transmission de B. afzelii par 1. ricinus ne semble donc pas étre
influencée par le seul géne ospC au niveau intraspécifique. D'autres genes, tels que
bba64, bbk32, bbe31 décrits plus haut doivent participer d'une maniére non négligeable
a la capacité d'un isolat a circuler entre son hote et son vecteur. Etant donné les
interactions auxquelles le gene ospC participe, il apparait cependant qu'il doit contribuer
a l'efficacité de transmission globale, mais que son action pourrait étre masquée par les
effets d'autres genes participant aussi a la virulence d'un isolat, vu les nombreuses
interactions existantes entre les protéines exprimées par B. afzelii et son
environnement.

Finalement, nous avons vu que |'hote peut influencer la dynamique de
transmission de B. burgdorferi sl via son systéeme immunitaire (Kurtenbach et al, 1998;
Kurtenbach et al, 2002; Hanincova et al., 2008). Nous pouvons aussi envisager que les
tiques influencent cette dynamique. En effet, bien que la structure génétique des
populations d'L ricinus en Europe soit assez hétérogéne (Noureddine et al., 2011), des
sous-populations, liées a certains hotes, sont observées dans la nature (Kempf et al,
2011). Il existe donc des populations de vecteurs génétiquement différentes dans
I'environnement. En se référant a 1'étude de Narasimhan et al. (2007), il apparait que la
protéine de la salive de B. burgdorferi ss Salp25D, un antioxydant, favorise la
transmission des spirochetes de 1'hote a la tique (Narasimhan et al, 2007). Nous
pouvons donc imaginer que des différences génétiques au niveau du geéne salp25D
existent entre les populations d'l. ricinus, amenant a des populations de tiques
s'infectant plus facilement que d'autres lors d'un repas sanguin infectieux. Cette
supposition pourrait s'appliquer bien évidemment a d'autres genes que salp25D, cité ici

a titre d'exemple.

4.7 Distribution des groupes ospC dans la nature
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La moitié des isolats utilisés lors des infections naturelles (NE4053, NE4046,
NE4049, NE4051 et NE4054) proviennent d'échantillons récoltés durant le travail de
Pérez et al. (2011, 2012). La comparaison de leurs résultats avec les dynamiques de
transmission évaluées ici lors d'infection naturelle dévoile que les groupes les plus
fréquemment transmis lors de xénodiagnoses sur des mulots et des campagnols dans
I'étude de Pérez et al. (2011) sont les groupes auxquels appartiennent les isolats les plus
fortement transmis aux souris et aux tiques dans ce travail. Effectivement, dans 1'étude
de Pérez et al. (2011), les groupes Al et YU étaient les groupes les plus fréquemment
rencontrés chez les larves de xénodiagnose sur les mulots et les campagnols, ce pour les
deux sites étudiés, avec des fréquences de 29% et 48% pour le groupe Al et 59% et 33%
pour le groupe YU sur les sites 1 et 2, respectivement. Dans notre recherche, les isolats
NE5046 (A1), NE4049 et NE4051 (YU), les plus fortement transmis aux tiques,
appartiennent aussi a ces groupes. A l'inverse, les isolats faiblement transmis aux souris
et aux tiques en laboratoire appartenaient aux groupes A3, A4 et ME, groupes faiblement
transmis ou non présents lors de xénodiagnoses sur les rongeurs sauvages dans le
travail de Pérez et al. (2011). En effet, seuls les groupes A4, a une fréquence de 4%, et
ME, a une fréquence de 5%, ont été isolés aprés xénodiagnose pour le site 1 et seul le
groupe A3, a une fréquence de 13%, a été détecté pour le site 2 (Pérez et al,, 2011). De
plus, alors que le groupe A5 n'était pas infectieux en laboratoire, il n'a jamais été
transmis par les rongeurs sauvages aux tiques de xénodiagnose, bien que ce groupe était
détecté dans les tiques libres (Pérez et al,, 2011).

Le modele de laboratoire Balb/c-1. ricinus utilisé ici parait donc correspondre a la
situation naturelle qui implique des mulots et des campagnols. Par contre, les
dynamiques de transmission de l'isolat NE36 (A2) et de I'isolat NE4053 du groupe Al en
laboratoire ne correspondent pas aux observations de Pérez et al. (2011). Alors que
dans notre étude toutes les souris (n=4) ont été infectées par l'isolat du groupe A2 et
que ces souris ont transmis des spirocheétes a 67.3% (35/52) des larves placées 30 jours
apres l'infection, ce groupe ospC n'a été retrouvé par xénodiagnose que chez des
rongeurs capturés dans le site 2 et a une fréquence de 3% seulement par Pérez et al.
(2011). L'isolat NE4053, appartenant au groupe ospC Al, n'a amené qu'a de faibles
prévalences d'infection des souris en laboratoire, alors que le groupe Al était
prédominant dans les larves de xénodiagnose sur les rongeurs sauvages, sur les deux

terrains d'étude de Pérez et al. (2011, 2012). Il est envisageable que le groupe A2, au
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moment du travail de terrain de Pérez et al. (2011) était dans une phase de répression,
si I'on se référe a la théorie de sélection balancante appliquée au gene ospC (Brisson et
Dykhuizen, 2006). Ceci expliquerait le fait qu'il n'ait été que peu fréquemment transmis
aux tiques de xénodiagnose par les rongeurs sauvages, qui pouvaient étre dans de
nombreux cas immunisés contre ce groupe ospC grace a une exposition antérieure, mais
fortement transmis aux souris de laboratoires, puisqu'elles étaient naives au moment de
l'infection. Par contre, les différences observées avec l'isolat NE4053 du groupe Al sont
difficilement explicables au regard de cette sélection balancante. Comment un tel
génotype peut-il survire dans l'environnement, voyant sa faible dynamique de
transmission en laboratoire et la forte représentation de son groupe ospC dans la
nature? Puisque nous avons observé des dynamiques de transmission diamétralement
opposées au sein d'un méme groupe ospC (A1) en laboratoire, nous pensons soit que
d'autres génes doivent avoir un effet sur la dynamique de transmission de cet isolat, tels
que bbk32, bbe31 ou bba64 cités plus haut, par exemple, soit que la sélection balangcante
s'applique a d'autres genes permettant de lutter contre les défenses de 1'hote ou étant
fortement immunogenes. Ce génotype ne serait donc pas favorisé chez les rongeurs,
mais serait maintenu essentiellement par d'autres especes, tel que I'écureuil, comme
nous l'avons mentionné au travers de 1'étude de Pérez et al. (2011) pour le groupe ospC

AS.

La persistance de l'agent pathogene chez 1'h6te pourrait aussi influencer la
distribution des groupes ospC dans la nature. En effet, bien que certains spirochetes
puissent perdurer pendant plusieurs années chez le mulot par exemple (Gern et al,
1994), ces auteurs ayant observé qu'ils restaient infectieux pour les tiques jusqu'a 40
mois apres leur capture, que les rongeurs sont continuellement infestés par des tiques
(Burri et al., 2011; Pérez et al, 2012) et qu'une infestation répétée stimule l'infectivité
des rongeurs (Gern et al, 1994), seuls 60% environ des mulots et campagnols sont
infectés par B. burgdorferi sl dans la nature (Pérez et al, 2012). Des lors, certains
rongeurs doivent pouvoir éliminer leur infection au cours du temps, malgré une
infestation continue. En se référant a nos résultats sur 1'évolution de l'infectivité des
souris pour les tiques au cours du temps, toutes les souris ont démontré une baisse de
l'infectivité, venant confirmer les résultats de Donahue et al. (1987), qui ont observé une

méme diminution chez P. leucopus, infectés par B. burgdorferi ss (Donahue et al., 1987).
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Toutefois, il apparait que certains isolats induisent une diminution de l'infectivité plus
rapide que d'autres. Ainsi, une baisse de pres de 40% de l'infectivité de la souris infectée
par E61 (A3) a été observée neuf mois apres son infection, tandis qu'une baisse de
seulement 23% a été observée pour la souris infectée par NE36 (A2), et ce 14 mois apres
'inoculation de spirochetes. En tenant compte des observations faites par Humair et al.
(1999), Burri et al. (2011) et Pérez et al. (2012), montrant que le nombre de larves et de
nymphes infestant les rongeurs est tres faible en hiver, il est envisageable que cette
période soit suffisante pour I'élimination de certains isolats par les rongeurs. Des lors,
des isolats tel que E61 (A3), rapidement éliminé par la souris, pourraient étre plus
facilement perdus que d'autres, tel que NE36 (A2), toujours infectieux pour les tiques 14
mois apres l'infection de 1'h6te. Toutefois, le travail de Humair et collaborateurs (1999)
semble montrer que les mulots et les campagnols infectés restent infectieux toute
I'année, méme en l'absence d'infestation. Ainsi, ces auteurs ont observé que tous les
campagnols infectés (n=7) restaient infectieux pour les tiques durant I'hiver. Pour les
mulots, il apparait tout de méme que 1/4 rongeurs, infectieux pour les tiques en janvier
et février, ne 1'était plus au mois de mars. Bien qu'il semblerait que la majorité des
rongeurs conservent leur infection durant I'hiver selon cette étude, certains individus
paraissent I'éliminer, ou du moins perdent leur infectiosité pour les tiques, durant les
périodes ou l'infestation moyenne est tres faible (Humair et al., 1999), ce qui corrobore

nos résultats.

Comme nous l'avons écrit, Pérez et collegues (2011) ont aussi évalué la
distribution des groupes ospC dans les tiques se nourrissant sur les rongeurs, ce qui
implique une transmission de 1'h6te a la tique, mais aussi par co-feeding cette fois. A
nouveau, la distribution des groupes refléete les efficacités de transmission observées en
laboratoire, a 1'exception du groupe ME. Sur le site 1, le groupe ME était présent dans
56% des tiques nourries sur les rongeurs sauvages. Ce groupe semble donc étre capable
d'une bonne transmission par co-feeding, puisqu'il n'était que faiblement transmis lors
de xénodiagnoses sur le méme terrain, avec une fréquence de 5% seulement. Cette
observation n'est pas en accord avec les corrélations entre 1'infectivité des souris et la
transmission par co-feeding observées en laboratoire, ni avec |'efficacité de transmission
par co-feeding du groupe ME, puisque seules 7.7% (1/13) des tiques ont été infectées

lorsqu'une telle transmission était observée, et que sur la totalité des essais, ce taux
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n'atteint que 0.8% (1/130). Au vu des différences observées au sein du groupe Al, il est
par contre tout-a-fait possible que l'isolat utilisé ici ne représente pas la majorité des
souches arborant l'allele ospC ME.

Bien que les résultats de cette étude refletent la situation retrouvée dans la
nature, il n'est pas possible de conclure que certains groupes ospC sont plus fortement
transmis aux tiques et/ou aux hotes que d'autres d'une maniere globale, puisque ces
résultats ont été obtenus pour une espéce d'hote seulement. En se référant a une étude
sur I scapularis et B. burgdorferi ss (Hanincova et al., 2008), qui a démontré que les
dynamiques de transmission de deux isolats different entre les souris de laboratoire
C3H et P. leucopus, un réservoir de la maladie de Lyme aux Etats-Unis, les résultats
obtenus ici varieraient vraisemblablement avec d'autres espéce d'hétes. Il y aurait donc
une interaction intime entre le génotype de 1'héte et le génotype du pathogene, comme
cela a déja été décrit chez Plasmodium falciparum (Lambrechts et al., 2005). Les auteurs
de cette étude ont remarqué que la résistance des moustiques au plasmodium est
fonction de la souche du pathogéne, mais aussi du génome du moustique. Ainsi,
I'exemple hypothétique d'une colonie de moustique A résistante a la souche de
plasmodium A, sera sensible aux souches B et C, tandis que la famille B, résistante a
l'isolat B, sera sensible aux autres, etc. Il semble par contre que les souris Balb/c soient
un bon modele de laboratoire en substitution aux mulots et campagnols. Finalement, ces
résultats indiquent aussi qu'une évaluation de la distribution des groupes ospC dans la
nature devrait tenir compte des variations locales des génotypes présents en plus de la
diversité des réservoirs, puisqu'au sein d'une méme espéce d'hote, de fortes variations
sont observées dans les efficacités de transmission de la tique a 1'h6te, de 1'h6te a la

tique et de tique a tique.

4.8 Transformation de B. afzelii et microscopie confocale

La difficulté majeure rencontrée dans les transformations était slirement liée a la
quantité de plasmide ajoutée aux spirochétes compétents. Le protocole utilisé,
provenant de Samuels et al. (1995) et modifié par Moriarty et al. (2008), indiquait que
les électroporations devaient s'effectuer avec 50 pg de plasmide pour 50 pl de

spirochetes compétents, soit une concentration de 1 ug/ul, ce qui est énorme. Cette
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concentration a régulierement engendré des arcs électriques lors de 1'électroporation, ce
qui tue les spirochetes compétents (Samuels, 1995). Une plus faible concentration de
plasmide aurait certes réduit le nombre d'individus transformés apres électroporation
(Samuels, 1995), mais aurait peut étre permis d'obtenir au final plus d'essais positifs.
Dans I'étude de Fingerle et al. (2007) d'ailleurs, seuls 10 a 20 pg de plasmide étaient
utilisés par électroporation. Un autre probleme concerne le plasmide lui-méme. Alors
que les résultats obtenus ici confirment ceux obtenus par Fingerle et al. (2007), a savoir
que l'origine de réplication du cp9 de B. burgdorferi ss (utilisée dans pTM61 et dans le
vecteur pBSV?2 utilisé par Fingerle et al. (2007)) fonctionne bien chez B. afzelii (Fingerle
et al, 2007), la stabilité du plasmide ne semble pas étre suffisante pour une observation
de nymphes naturellement infectées, puisqu'aucun spirochéte n'a pu étre observé dans
des nymphes infectées en tant que larves. Pour une telle observation, il nous a d'abord
fallu obtenir une souris infectée par un isolat transformé, puis l'infester avec des larves.
Nous avons ensuite dii attendre que ces larves muent pour une observation au
microscope confocal. Ainsi, le temps passé sans pression de sélection exercée par un
antibiotique, ici la gentamicine, était extrémement long. En suivant les protocoles de
cette recherche, il fallait attendre 30 jours aprés une injection sous-cutanée pour
infester une souris. Puis 3-4 jours de gorgement, puis environ un mois pour la mue et
finalement une a deux semaines avant dissection, pour que la cuticule soit assez rigide.
Entre deux et trois mois s'écoulaient donc sans pression de sélection avant de pouvoir
débuter les observations. Une idée serait de modifier un plasmide conservé déja présent
dans l'isolat ciblé, tel que cp27 chez B. afzelii (Dunham-Ems et al, 2009), puisqu'il
semble indispensable a la survie des spirochétes. Sans pression de sélection une fois
inséré dans un systéme biologique, ce plasmide devrait donc tout de méme persister et

ainsi conserver une fluorescence sans antibiotique.
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Conclusion et perspectives

Cette étude souleve de nombreuses questions concernant les mécanismes
influencant la dynamique de transmission de l'agent de la maladie de Lyme par son
vecteur. Les résultats obtenus démontrent que les dynamiques de transmission varient
fortement entre isolats dans un modele ou I'h6te et le vecteur sont comparables,
indiquant que des mécanismes intrinseques a une population ont une forte influence sur
les efficacités des différentes voies de transmission. Les corrélations observées laissent
entrevoir qu'un groupe de genes amenant a un certain phénotype influencerait la
transmission des spirochetes dans son ensemble, mais que des mécanismes propres a la
voie de transmission par co-feeding doivent aussi exister, puisqu'une présence et une
absence de transmission par co-feeding pour certains isolats ont été observées, alors
qu'une transmission hote-tiques relativement élevée était observée pour le groupe A3
par exemple. La variabilité du gene ospC ne suffit donc pas a expliquer les différences
observées dans les efficacités de transmission entre isolats. Cela implique aussi que la
distribution des groupes ospC dans la nature est en partie dépendante des populations
de spirochétes présentes, et qu'un comportement général d'un groupe ospC ne peut pas

étre estimé au niveau intraspécifique.

Afin de compléter cette étude et pour apporter quelques réponses, plusieurs
expériences devraient étre réalisées. Premierement, il serait trés intéressant d'étendre
le séquencage de ces isolats a d'autres geénes, tels que bbk32, bbe31 ou bba64, afin de
voir si une corrélation entre la virulence et les différences génétiques au niveau de ces
geénes peut étre trouvée, surtout pour le groupe A1, puisque des différences importantes
dans les efficacités de transmission ont été observées. Il serait aussi intéressant
d'estimer la filiation des deux isolats de ce groupe par un typage génétique de type
MLST, puisqu'ils n'ont pas été récoltés a la méme période. Il faudrait aussi estimer les
capacités de croissance de chaque isolat, qui pourraient influencer ces dynamiques,
d'une part en culture, mais aussi dans la tique et dans la peau une fois injectés a I'hote.
La microscopie confocale pourrait d'ailleurs étre un tres bon outil pour cette estimation
dans les tiques, et permettrait aussi d'évaluer les capacités d'infection systémique de
chaque isolat. Pour la dissémination dans la peau, il est envisageable d'avoir une
observation empirique de la rapidité de déplacement en placant successivement des
larves a différentes distances du site d'inoculation par des nymphes infectées, comme

cela a déja été effectué (Richter et al,, 2002), mais pour les différents isolats caractérisés
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durant ce travail. Toutefois, nous venons de voir que des infestations successives
peuvent stimuler l'infection et faire ensuite varier l'infectivité des hétes, ce qui pourrait
étre contourné en utilisant une technique moléculaire quantitative telle que la qPCR.
D'autre part, la question du co-feeding dans la perpétuation de la diversité génétique
d'ospC devrait aussi étre clarifiée pour permettre de mieux comprendre la dynamique de
circulation de ces groupes dans la nature. Une expérience relativement aisée permettrait
déja de savoir si le co-feeding a vraiment un effet de maintien de la diversité génétique
du gene ospC dans la nature au regard d'une sélection dépendante de la fréquence. En
utilisant le systéme biologique mis au point pour cette recherche, il serait intéressant de
tester 1'efficacité du co-feeding sur des souris préalablement exposées a un groupe ospC
donné. Il faudrait infecter des souris avec un isolat connu, traiter ces souris avec un
antibiotique afin d'éradiquer les spirochetes une fois l'infection déclarée et apres une
production d'anticorps anti-OspC détectée, puis tester a nouveau la transmission par co-
feeding selon le protocole décrit au chapitre 2.5.1. Si I'immunité de 1'h6te influence la
migration des spirochetes dans les glandes salivaires, comme supposé par 1'étude
Gilmore et collaborateurs (2000), une transmission par co-feeding devrait dans ce cas
étre inhibée ou fortement réduite. Si aucune différence n'est observée, le co-feeding
pourrait contribuer fortement au maintien de la diversité observée. Pour éviter les
doutes d'une persistance de spirochétes chez les souris apres traitements, un transfert
de sérum entre les souris infectées et des souris saines pourrait aussi étre envisagé (Lise
Gern, communication personnelle). Finalement, il serait aussi trés intéressant
d'observer le comportement de ces isolats lors d'infections mixtes, autant lors d'une
transmission par co-feeding que sur la prévalence d'infection des hdétes et leurs
infectivités. Comme il semblerait qu'il y ait interactions entre différentes souches lors
d'infections mixtes (Derdakova et al, 2004), de telles études représenteraient plus
fidelement la situation naturelle et permettraient de mieux comprendre la circulation de

tous ces génotypes dans I'environnement.
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Résumé

La protéine de surface C (OspC) de Borrelia burgdorferi sensu lato (sl) est
impliquée dans de nombreux mécanismes participant a la dissémination de 1'agent
pathogéne chez son hote. La grande diversité du géne ospC a permis une classification
des différents alléles en groupes, laissant apparaitre un lien entre l'invasivité de la
bactérie chez I'Homme et les différents groupes ospC.

Sachant que le géne ospC est aussi impliqué dans la dissémination des spirochetes
chez la tique, nous avons étudié la dynamique de transmission des spirochetes de la
tique a I'hote et vice-versa en fonction de leur appartenance a un groupe ospC. Nous
avons donc évalué la dynamique de transmission de B. afzelii par Ixodes ricinus apres
infection expérimentale et naturelle pour des isolats appartenant aux groupes invasifs
A1, A2, A3, A4, A5 et aux groupes indéfinis ME et YU. L'efficacité de transmission de la
tique a I'hote, de I'hote a la tique, mais aussi de tique a tique lors du co-feeding a ainsi
été évaluée pour chaque isolat.

Tous les groupes ospC ont été infectieux pour les souris et/ou les tiques aprés
injection sous-cutanée et/ou via des tiques infectées. Par contre, aucune transmission
par co-feeding n'a été observée pour les génotypes A3 et A4, ce qui laisse supposer une
composante génétique propre a cette voie de transmission. Des différences importantes
dans la dynamique de transmission ont été observées entre les infections
expérimentales et naturelles. La voie d'inoculation des spirochetes est donc un facteur
influencant fortement la dynamique de transmission.

Finalement, le temps de repas sanguin nécessaire pour qu'il y ait transmission de
spirochetes de la I'hote a la tique, et inversement, a aussi été évalué. Un repas sanguin de
6 heures seulement a été suffisant pour observer une transmission de spirochetes de
I'hote a la tique, avec une infectivité des souris pour les tiques augmentant avec la durée
de repas sanguin. Pour la situation inverse, seules les souris infestées pendant 24 heures
et plus ont déclaré des infections systémiques. Toutefois, placer des tiques 24 heures a
37°C avant infestation des souris a permis une transmission apres seulement 12 heures
de repas sanguin.

Des différences significatives dans la dynamique de transmission ont été
observées autant entre génotypes qu'au sein d'un méme génotype, laissant supposer
que le géne ospC seul n'est pas responsable des différences d'efficacité de transmission

observées au niveau intra spécifique. 11 ne semble donc pas possible d'évaluer
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Résumé

correctement les risques encourus par I'Homme de développer une maladie de Lyme

invasive en se basant uniquement sur la distribution des différents ospC dans la nature.
Mots clés: ospC, dynamique de transmission, efficacité de transmission, Borrelia

afzelii, systéme biologique, Ixodes ricinus, groupes invasifs, prévalence d'infection,

infectivité, transmission par co-feeding, PCR, microscopie confocale.
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Résumé

Borrelia burgdorferi sensu lato (sl) outer surface protein C (OspC) is involved in
numerous crucial mechanisms during the life cycle of the pathogen, influencing its
dissemination in the vector and in the host. The genetic diversity at the ospC locus has
led to a classification into groups of alleles. While there is a linkage between
invasiveness in human and the different ospC genotypes, many interrogations remain on
how the host-vector-host dynamic of transmission is influenced by those genotypes,
which could have an impact on their distribution in nature.

We therefore investigated the transmission dynamics of B. afzelii isolates
belonging to invasive genotypes A1, A2, A3, A4, A5 and to undefined groups ME and YU,
using a laboratory-based system including Balb/c mice and Ixodes ricinus ticks with
experimental or tick infections. The efficiency of transmission from infected mice to
ticks and from infected ticks to mice was evaluated for each isolate as well as the
efficiency of co-feeding transmission between infected nymphs and uninfected larvae
feeding on uninfected mice.

Each ospC group was infectious for mice and/or ticks after experimental and/or
natural infections. On the other hand, no co-feeding transmission occurred for ospC
groups A3 and A4, which suggests a genetic component unique to this transmission
pathway. Important differences in the transmission efficiencies were observed between
experimental and natural infections. Inoculation route therefore greatly influences the
transmission dynamic of spirochetes.

Finally, delays in the transmission of B. afzelii from mice to tick and from tick to
mice were also evaluated. Host to tick transmission was observed as soon as six hours
after tick attachment. Transmission to ticks was enhanced with the duration of the blood
meal. For the tick to host transmission delay, mice were infected after being challenged
for 24 hours with infectious ticks. Incubating infectious ticks 24 hours at 37°C shortened
the delay to only 12 hours of blood meal.

Significant differences in the tick to host, host to tick and co-feeding
transmissions were observed among and within B. afzelii ospC groups, suggesting that B.
afzelii ospC gene alone is not responsible for variations in the efficiency of host-vector-
host dynamic of transmission at the intra specific level. Evaluating risks of infection with
an invasive form of the Lyme disease agent based on the distribution of those genotypes

in nature seems therefore not relevant.
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Résumé

Key words : ospC, transmission dynamic, transmission efficiency, Borrelia afzelii,
biological system, Ixodes ricinus, invasive groups, prevalence of infection, infectivity, co-

feeding transmission, PCR, confocal microscopy.
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9.1 Régions variables du gene ospC
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En rouge, la région variable V1; en jaune la région semi-variable SV; en vert la région variable V2
(N. Tonetti).
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9.2 Systéeme expérimental hote-vecteur-pathogene

L'obtention de tiques infectées par repas sanguin infectieux nécessite d'avoir des
souris infectées et infectieuses. Deux techniques sont utilisées a ces fins. Une infection
de tiques par capillaires, suivi de l'infestation de souris saines (technique des
capillaires) ou une injection sous-cutanées de cultures de borrélies a des souris, suivie
d'une infestation par des tiques saines (technique de l'injection sous-cutanée). Toutes
les souris utilisées lors de ces expériences sont des Balb/c males, dgées de 12 semaines
environ.

Infection des souris

Jour 0: Anesthésie de I'animal et pose de la capsule.
1. Injecter 0.03-0.045ml (1.5pl/gramme) du mélange xylazine-kétamine dans le
péritoine.
2. Raser une partie du dos de la souris pour pouvoir y poser la capsule.
3. Enduire le pourtour de la capsule avec la cire chaude et I'apposer sur la partie rasée.

4. Sceller tout le tour de la capsule avec la méme cire en utilisant une seringue.

5. Préparer un morceau de ruban adhésif avec un bout de papier buvard au centre
pour boucher le trou.

6. Ajouter les nymphes préalablement infectées par capillaire*.
Jour 2: Anesthésie de I'animal et ajout de 100 larves environ.

1. Anesthésier la souris.

2. Enlever le ruban adhésif et vérifier que les nymphes soient fixées.

3. Ajouter 100 larves environ puis refermer la capsule avec le ruban adhésif.
Jours 2-3: Retrait du ruban adhésif obstruant I'ouverture de la capsule

1. Anesthésier la souris (facultatif).

2. Enlever le ruban adhésif et sortir les éventuelles tiques déja détachées.
Jours 5-8: Récolte des nymphes et des larves gorgées

1. Récolter les tiques gorgées dans le bac d'eau.

2. Les placer 20 minutes dans une boite de Petri contenant un papier buvard.

3. Mettre les tiques dans un tube en verre avec quelques mues, lui méme placé dans
une boite contenant de I'eau pour I'humidité.
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Jour 30: Contrdle de I'infection des souris par biopsie et xénodiagnose
Anesthésier la souris.

Désinfecter I'oreille avec de l'alcool a 70% ainsi que les ciseaux et la pince.

Découper la partie distale de I'oreille afin d'obtenir environ 2 mm? de tissus
et le placer directement dans le milieu de culture.

Placer le tube dans une étuve a 34 °C en vérifiant que la biopsie coule au fond du
tube.

Infestation de la souris avec 100 larves.

Jours 37-45: Détection de borrélies dans les milieux de culture
La présence de borrélies est vérifiée au microscope a fond noir a 500X.

2¢me biopsie si le résultat de la premiére est négatif.

technique de I'injection sous-cutanée :

=

Jour 0: Anesthésie de I'animal, injection sous-cutanée et infestation.
Anesthésier la souris.

injecter 0.2ml de culture contenant de 1a 5x107 borrélies.
Ajouter une centaine larves afin de stimuler I'infection.
Jour 30: Contrdle de I'infection des souris par biopsie et xénodiagnose
Anesthésier la souris.
Désinfecter I'oreille avec de l'alcool a 70% ainsi que les ciseaux et la pince.

Découper la partie distale de I'oreille afin d'obtenir environ 2 mm? de tissus
et le placer directement dans le milieu de culture.

Placer le tube dans une étuve a 34 °C en vérifiant que la biopsie coule au fond du
tube.

Infestation de la souris avec 100 larves.

Jours 37-45: Détection de borrélies dans les milieux de culture
La présence de borrélies est vérifiée au microscope a fond noir a 500X.

2¢me biopsie si le résultat de la premiére est négatif.
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Ces deux techniques permettent donc d'obtenir des nymphes infectées. Celles-ci
sont utilisées pour l'infestation d'autres souris selon les conditions décrites au
paragraphe Infection des souris en remplagant les nymphes infectées par capillaires par
les nymphes obtenues aprés l'une ou I'autre de ces manipulations (*).
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Résultats bruts lors d'infection naturelle
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9.4 Résultats bruts lors d'injection sous-cutanée
. Bioosi -
Groupe Isolat Souris Infection Txi !arves —Pe Tx1.larves Prévalence
ospC j-0 1 2 j-30
1 sc 0(0/13) 0 0 0(0/13) 0
2 sc 0(0/13) 0 0 23.1(3/13) 1
E4053
N 3 sC 7.7 (1/13) 0 0 0(0/13) 0
4 sc 0(0/13) 0 1 0(0/13) 1
NE4997 1 sc 231(3/13) 1 ne 84.6 (11/13) 1
Al 2 sc 0(0/13) 1 ne 61.5 (8/13) 1
1 sc 0(0/13) 1 ne ne 1
E5022
NESO 2 sC 7.7 (1/13) 0 0 0(0/13) 0
1 sC 7.7 (1/13 0 1 84.6 (11/13 1
NES046 (1/13) (11/13)
2 sc 231(3/13) 0 76.9 (10/13) 1
1 ne . 1
n NE3G sc 0(0/13) 1 23.1(3/13)
2 sc 7.7 (1/13) 1 ne 69.2 (9/13) 1
1 sc 0(0/13 1 ne 15.4 (2/13 1
A3 E61 (0/13) (2/13)
2 sC 0(0/13) 1 ne 23.1(3/13) 1
b st 1 sc 462 (6/13) 1 ne 53.8 (7/13) 1
sto
v 2 sc 0(0/13) 1 ne 61.5 (8/13) 1
_ 1 sc 7.7 (1/13) 0 0 0(0/13) 0
Simon
2 sc 0(0/13) 0 0 0(0/13) 0
1 sC 7.7 (1/13 0 0 76.9 (10/13 1
NEAD46 (1/13) (10/13)
2 sc 0(0/13) 0 0 84.6 (11/13) 1
1 sc 0(0/13) 0 0 7.7 (1/13) 1
2 0(0/13 0 0 0(0/13 0
A5 NE4047 S¢ (0/13) (0/13)
3 sc 0(0/13) 0 0 0(0/13) 0
4 sc 7.7 (1/13) 0 0 15.4 (2/13) 1
1 sC 0(0/13 0 0 0(0/13 0
NE5023 (0/13) (0/13)
2 sc 0(0/13) 0 0 0(0/13) 0
1 sC 7.7 (1/13 1 ne 84.6 (11/13 1
ME NE4054 (1/13) (11/13)
2 sc 154 (2/13) 0 1 61.5 (8/13) 1

sc= Injection sous-cutané; ne= Non effectué.
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