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micromammiféres sauvages dans les zones de « foyers » humains (PREV-TBE-TIQRO). Coordinator
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Activités de recherche

Durant mon cursus universitaire je me suis initiée a I'entomologie médicale dans le cadre d’un stage
de Master2 portant sur les moustiques vecteurs de la dengue a I'Institut Pasteur de Paris (sous la
direction du Dr. Anna-Bella Failloux). J'ai choisi de continuer mon parcours professionnel dans ce
domaine fascinant en développant notamment, durant mes travaux de thése, des travaux portant sur
la conséquence de l'infection par différents virus (Fievre de la Vallée du Rift (FVR), Dengue,
Chikungunya) sur les traits d’histoire de vie de leur moustique vecteur (genre Aedes et Culex). J'ai
démontré que les moustiques vecteurs peuvent étre affectés au niveau de leur survie notamment :
diminution dans le cas du virus FVR et Culex quinquefasciatus ; augmentation dans le cas du virus FVR
et Aedes vexans ; ou encore au niveau de leur fertilité ou de leur fécondité (Moutailler et al. 2010).
J'ai également menés d’autres travaux de ce type pour les virus de la Dengue (Moutailler et al., 2010)
et le virus Chikungunya (Martin et al. 2010). Durant ma these, I'épidémie due au virus Chikungunya
en 2007, nous a rappelé a quel point les arbovirus (et autres agents pathogenes vectorisés) doivent
étre surveillés et caractérisés par des outils adéquats si I'on veut prévenir leurs émergences. C'est
pourquoi nous avons étudiés, lors de nombreux projets collaboratifs menés durant ma thése et mon
post-doctorat a I'Institut Pasteur de Paris, la compétence vectorielle de différentes espéces de
moustiques (Aedes et Culex) originaires de différentes zones géographiques (Europe, Afrique, Asie)
vis-a-vis de différents virus (FVR, Chikungunya, Dengue). Nous avons ainsi quantifié le risque
d’émergence et de maintien de ces virus dans différents territoires (voir les 9 publications associées a
ces travaux). Durant mon post-doctorat, j'ai également suivi le Cours d’Entomologie Médicale de
I'Institut Pasteur (Cours Arthropodes Vecteurs et Santé Humaine) ou j'ai découvert d’autres
arthropodes vecteurs comme les tiques.

A I'issu de mon post-doc, j'ai été recruté a I’ANSES en tant que chercheur, au sein du Laboratoire de
Santé Animale de Maisons-Alfort et plus particulierement de I’'UMR BIPAR, afin de développer des
projets de recherche portant sur les tiques et les agents pathogenes qu’elles vectorisent. J'ai été en
charge de projets collaboratifs évaluant la compétence vectorielle de la tique Ixodes ricinus vis-a-vis
de différents virus (dont je ne détaillerai pas les résultats dans ce manuscrit). Depuis huit années,
mes activités de recherche portent essentiellement sur I'épidémiologie des agents pathogénes
vectorisés par les tiques et le développement de nouveaux outils haut débit pour la détection de ces
agents pathogénes. Un deuxieme volet de mes recherches se focalise sur les interactions hotes/virus
transmis par les tiques et plus particulierement sur la variabilité génétique et I’adaptation des virus a

leurs hotes (tiques et mammifeéres).
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1. Epidémiologie des agents pathogénes vectorisés

Les maladies a transmission vectorielles représentent 23% des maladies infectieuses émergentes au
cours des dernieres décennies (Jones et al. 2008). Ces (ré-)émergences coincident avec les
changements globaux et notamment climatiques, ce qui tend a renforcer I'idée que le climat
influence fortement I'émergence des agents pathogenes vectorisés. En effet les vecteurs sont
sensibles aux variations des conditions météorologiques (pluie, température, humidité, etc...).

Les maladies vectorielles sont responsables de fortes morbidité et mortalité chez 'Homme et les
animaux. Les exemples sont nombreux. Le virus de la Dengue, par exemple, infecte entre 50 et 100
millions de personnes chaque année a travers le monde, avec un taux de mortalité pouvant atteindre
2,5% (Guzman et al. 2010). Le virus de la Fievre de la Vallée du Rift a été responsable d’une épizootie
massive au Kenya en 1930 entrainant la mort de 3500 agneaux et 1200 brebis (Daubney, Hudson,
and Garnham 1931). Le virus West Nile a décimé une grande partie de la population des oiseaux du
continent américain et a infecté prés de 40 000 personnes, dont 1700 morts, entre 1999 et 2013. Le
virus de I'Encéphalite a tiques est responsable de la plus importante maladie neuro-invasive
transmise par les tiques en Europe et en Asie, avec des milliers de cas humain par an et une mortalité
pouvant atteindre 35% selon le sous-type impliqué (Suss 2008). Il existe plus de 500 virus transmis
par les arthropodes. Un quart d’entre eux entrainent des maladies chez 'Homme, dont certaines
fievres hémorragiques et des méningoencéphalites pouvant entrainer la mort (Weaver and Reisen
2010).

Les moustiques sont les plus importants vecteurs d’agents pathogenes infectieux pour I’'Homme suivi
par les tiques (Toledo et al. 2009). Mais les tiques transmettent la plus grande variété d’agents
pathogénes, bactéries, parasites et virus, aux animaux et aux Hommes. Il n’existe pas d’espece de
tiqgue inféodée aux hommes, I'homme est toujours un vecteur accidentel contrairement aux
moustiques ou certaines espéeces ne piquent que 'lhomme. Les tiques sont les principaux vecteurs
d’agents pathogénes zoonotiques dans le monde (Jongejan and Uilenberg 2004). Par exemple, la
Borreliose de Lyme, due aux bactéries du genre Borrelia, présente une tres large répartition
géographique en région tempérée, avec plus de 85500 cas humains répertoriés chaque année dans le
monde (16500 aux Etats Unis et 65 500 cas en Europe) (Hubalek 2009; Rizzoli et al. 2011).

En Europe, la principale espece de tique vectrice d’agent pathogene chez I’'Homme et I'animal est la
tique Ixodes ricinus (Hubalek 2009; Rizzoli et al. 2011). Elle présente une trés large répartition
géographique et une large gamme d’hotes, dont I’'homme, les mammiféeres, les oiseaux et les
reptiles. Elle fait trois repas au cours de sa vie sur différents hotes (triphasique), et son microbiome

est conservé aux cours de ses métamorphoses successives (larve, nymphe puis adulte). Ces
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caractéristiques expliquent sa capacité a transmettre un grand nombre d’agents pathogénes
(bactéries, parasites et virus) entre ’'Homme et la faune (sauvage et domestique).

En plus de la Borréliose de Lyme, la tique Ixodes ricinus peux infecter les hommes et les animaux avec
de nombreux agents pathogéenes zoonotiques : des bactéries telles que Anaplasma phagocytophilum,
Rickettsia spp., Candidatus Neoehrlichia mikurensis, Bartonella spp., ...), des parasites (des espéces
de Babesia principalement et parfois des Theileria) et des virus (virus de I'Encéphalite a tiques)
(Charrel et al. 2004; Parola and Raoult 2001). Certains de ces agents pathogenes ont été décrits dans
les tiques avant d’étre associés a une maladie humaine (la bactérie Borrelia miyamotoi par exemple),
d’autres n’ont été découvert que tres récemment chez les tiques puis chez 'homme (Candidatus
Neorehrlichia mikurensis) ou encore ont été détecté pour la premiere fois chez un homme mort
aprées une piqure de tique (le virus Bourbon).

Une des principales missions de I’ANSES vise a mieux comprendre et contréler les zoonoses dont les
maladies a transmission vectorielle. C'est dans ce cadre que j’ai initié des travaux d’épidémiologie
des agents pathogénes vectorisés par deux arthropodes majeurs : les tiques et les moustiques ; en
utilisant les techniques classiques de biologie moléculaire et en développant de nouveaux outils haut
débit permettant la détection avec ou sans a priori de ces agents pathogéenes dans différents
échantillons (dans différentes espéces de tiques et de moustiques mais aussi dans le sang ou

différents organes d’hétes des tiques).

a. Levirus TBE en Alsace

Le virus de I""Encéphalite a tiques (TBE ; Tick borne encephalitis) a été décrit pour la premiere fois en
1931 en Autriche mais n’a été nommé qu’en 1937 en Russie (Zilber 1939). Ce virus appartient a la
famille des Flaviviridae et au genre Flavivirus. Les infections a TBEV représentent la plus importante
maladie neuro-invasive transmise par les tiques en Europe et en Asie, avec plusieurs milliers de cas
humains par an (Suss 2008), dont une centaine en France depuis 1968 (en majorité en Alsace)
(Hansmann et al. 2006). La zone d’endémie couvre la majeure partie de I'Europe orientale (Figure 1)
ainsi que la Sibérie et I'Extréme-Orient. Trois différents sous-types de ce virus, dont les répartitions
géographiques sont plus ou moins corrélées a la distribution géographique de leurs vecteurs (/.
ricinus en Europe et I. persulcatus en Asie), sont connus (Suss 2008). Ces sous-types se distinguent
par leur pathogénicité chez I’lhomme. Le sous-type « Européen » est caractérisé par des faibles taux
de morbidité et de mortalité chez 'Homme (0.5 a 2%) contrairement aux sous-types « Sibérien » et «
Extréme-Orient » induisant des taux de mortalités compris entre 6-8% et 20-40% respectivement.
Des séquelles neurologiques peuvent survenir dans 10% des cas liés au sous-type Européen et sont

plus fréquents avec les autres sous-types (Donoso Mantke, Schadler, and Niedrig 2008). Les hommes
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peuvent aussi s’infecter en consommant des produits laitiers crus (fromages et laits) (Hudopisk et al.
2013). La séroprévalence chez ’homme est variable : 5,5% en France (Thorin et al. 2008) et plus de
25 % dans certains pays de I'Est (Prokopowicz et al. 1995).

En Europe, I'Encéphalite a tiques est I'arbovirose humaine la plus fréquente. On observe des
fluctuations trés importantes du nombre de cas d’un pays a l'autre et d’'une année sur I'autre mais
depuis une dizaine d’années, la plupart des pays Européens constatent une augmentation
importante du nombre de cas rapporté pour ce virus. Ainsi, en Allemagne, ce nombre a plus que
doublé depuis 2002, avec plus de 500 cas recensés en 2006. En Suisse, également, 2005 a été
marquée par une augmentation de plus de 27%, avec 259 cas. Dans son aire de répartition, le virus
est localisé sous forme de « foyers » plus ou moins stables, définis a partir des cas humains
autochtones répertoriés et/ou de la détection de virus dans des tiques. Le cycle sauvage du virus
implique les tiques et les micromammiferes (mulots, campagnols) (Gritsun, Lashkevich, and Gould
2003; Mansfield et al. 2009). Les autres animaux sauvages ou domestiques, ainsi que ’homme, sont
considérés comme des hotes accidentels, avec une virémie trés faible voire inexistante, les
empéchant de servir de source d’infection pour les tiques (Pfeffer and Dobler 2010). Cependant ces
hotes accidentels peuvent servir de sentinelles pour quantifier le risque d’exposition (Roelandt et al.
2010).

Les tiques acquiérent le virus lors de repas sanguin sur un hote vertébré en phase de virémie et le
retransmettent a leur hote lors du repas suivant. Elles restent infectées toutes leur vie (parfois
plusieurs années), représentant ainsi le principal réservoir de ce virus (Gritsun, Lashkevich, and Gould
2003). Elles peuvent aussi acquérir le virus par d’autres tiques lors d’un co-repas sur un hote
faiblement virémique. Plus précisément, les virions provenant d'une nymphe peuvent étre
transportés par les leucocytes jusqu'aux sites de piqlres de larves non-infectées fixées a proximité
sur le méme animal (Randolph 2011). Ce mode d’infection horizontal représenterait la plus grande
part du cycle du TBEV, il expliquerait ainsi les zones de foyers stables (endémiques) du virus
(Randolph et al. 1999). Il existerait également une trés faible transmission trans-ovarienne

(Danielova et al. 2002).
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Figure 1. Répartition mondiale des infections a virus TBE (Dobler et al. 2012)

N

En France, la zone de répartition du virus TBE semble s’étendre puisqu’elle a été signalée en Savoie.
Depuis 2012, la déclaration des cas humains est obligatoire en France et dans de nombreux pays
Européens. En Alsace, contrairement aux pays européens frontaliers tels que I’Allemagne, la Suisse et
I'ltalie, peu d’études épidémiologiques sur la prévalence du virus TBE chez les tiques et les rongeurs
ont été réalisées (les dernieres datant des années 70). Toutefois les données cliniques chez 'Homme
mettent en évidence différents « foyers » d’infection. Une enquéte épidémiologique réalisée par le
CHU de Strasbourg a ainsi permis d’identifier trois foyers humains: un dans le canton de Guebwiller,
un dans le canton de Munster (avec 18 et 5 cas humains répertoriés respectivement) et un en forét
de Neuhof, pres de Strasbourg (avec 13 cas).

Dans ce contexte, j'ai initié un travail sur la situation épidémiologique du virus TBE en Alsace dans ces
trois foyers en collaboration avec mes collegues de I'Unité de Pathologie des Animaux Sauvages —
ANSES Laboratoire de la rage et de la faune sauvage de Nancy (Franck Boué et Gérald Umhang) et le
Professeur Hansmann du CHU de Strasbourg. Nous avons contacté 3 patients ayant contracté le virus
en 2009 pour qu’ils nous indiquent la zone géographique ou ils pensaient avoir été piqués. Nos
objectifs ont été (1) de déterminer I'évolution des densités de tiques en fonction des saisons et des
années, (2) d’évaluer la prévalence du virus TBE dans ces populations de tiques et (3) dans les

populations de rongeurs. Dans ces trois foyers, nous avons collectés des tiques une fois par mois
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d’Avril a Octobre de 2010 a 2011. Nous avons estimé les densités de tiques et avons détecté le virus
dans plusieurs lots de tiques récoltés a Murbach. Nous avons ensuite focalisé notre étude
épidémiologique sur cette zone géographique en collectant les tiques une fois par mois d’Avril a
Octobre de 2012 a 2014, puis 2 fois par an de 2015 a 2016. Nous avons également collecté les
rongeurs (et les tiques présentes sur ces rongeurs) dans ces mémes zones entre 2012 et 2016. Grace
a cette étude nous avons pu localiser précisément un foyer de virus TBE stable en Alsace que nous
avons suivi durant 6 années. J'ai encadré une étudiante de M2 (Nathalie Gomez) pour mettre en
place au laboratoire une technique de PCR temps réel pour détecter le virus TBE. Nous avons
estimés que les prévalences en Alsace varient de 0,6% a 2,1% pour les tiques adultes et de 0,02% a
0,36% pour les nymphes. Ces valeurs sont proches de ce qui est publié pour d’autres pays européens

(Andreassen et al. 2012; Bingsohn et al. 2013; Carpi et al. 2009; Lommano et al. 2012).

Valorisation :

- Moutailler et al. Chapitre 8. 2015. Principales maladies transmises par les tiques: Epidémiologie,
clinique et diagnostic. In Tiques et maladies a tiques. Biologie, écologie évolutive, épidémiologie.
Editrices Nathalie Boulanger and Karen McCoy. Editions IRD.

- Bournez L., Umhang G., Devillers E., Demerson J-M., Caillot C., Schaeffer J., Hansmann Y., Boué F.,
Moutailler S. First Detection of Tick-Borne Encephalitis virus in Ixodes ricinus collected in France since
the 70s. An Epidemiological survey between 2010 and 2016. In prep.

- Un autre article sera également valorisé par mes collegues de Nancy les données sur les rongeurs.

b. Screening a haut débit des agents pathogénes vectorisés par les arthropodes

L'incidence des maladies transmises par les tiques est globalement en augmentation dans le monde
et ces maladies sont classées sur la liste rouge des maladies présentant un risque élevé d’émergence
en lien avec les changements environnementaux (Githeko et al. 2000; Jore et al. 2014; Lindgren et al.
2012; Vayssier-Taussat et al. 2015). Il est donc nécessaire de développer des outils de détection a
haut débit pour la surveillance de ces agents pathogénes. Nous avons développé deux approches
complémentaires pour screener, avec ou sans a priori, ces agents pathogénes dans les vecteurs et/ou
leurs hotes : (1) une détection sans a priori basé sur I'utilisation du séquencage haut débit de I’ARN

des échantillons ; (2) une détection avec a priori basé sur des PCR microfluidiques en temps réel.
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i. Détection sans a priori des agents pathogenes vectorisés par les tiques: 'utilisation
du séquencage haut débit (Next Generation Sequencing, RNA seq) (Bactéries,
Parasites, Virus)

Les agents pathogenes transmis par les tiques sont encore peu étudiés et souvent difficilement
détectés et diagnostiqués. On estime que prés de 50% des fieévres apparaissant apres une piqure de
tiques ont une origine étiologique inconnue (Baumann et al. 2003). Dans ce contexte, nous avons
initié un premier projet, en collaboration avec I'équipe du Professeur Marc Eloit de I'Institut Pasteur
de Paris, afin d’avoir une image la plus compléte possible des bactéries, parasites et virus présents
dans des tiques . ricinus collectées en France (Alsace) en utilisant le séquencage a haut débit de
I’ARN, puis de caractériser ces agents pathogenes quand cela était possible.

Dans cette premiére étude nous avons utilisé 1450 nymphes d’l. ricinus collectées en Alsace, dont
I’ARN a été extrait. Les ARNs ont été poolés pour étre analysés par séquencage haut débit type
RNaseq lllumina. Une fois les données brutes obtenues (Reads), un nettoyage de ces données a été
effectué afin d’éliminer : les adaptateurs et amorces utilisés pour le séquencage, les reads de basse
qualité, les reads avec une extrémité 3’ de basse qualité, le génome de I’hote. Malheureusement a
cette époque le génome de la tique /. ricinus n’était pas disponible. Nous avons donc séquencé de la
méme maniere un lot de nymphe I. ricinus issus de notre élevage de tiques « pathogen-free », puis
les reads obtenus de cette expérimentation ont été soustrait aux reads obtenus pour nos tiques du
terrain. Aprés ce nettoyage des données, les reads ont été assemblés de novo afin d’obtenir des
contigs. Par comparaison avec les bases de données disponibles (par BLAST), ces contigs ont été
assignés aux organismes taxonomiques les plus proches (bactérie, parasite ou virus). Des RT-PCR et
PCR temps réels ont été réalisées sur les ADN et ARN extraits pour confirmer les résultats obtenus et
évaluer la prévalence de certains agents pathogénes (confirmation des espéces détectées).

Nous avons identifié les principales especes bactériennes pathogénes déja connues pour étre
vectorisées par [. ricinus (Borrelia burgdorferi, B. afzelii, B. garinii, B. henselae, Anaplasma
phagocytophilum), mais également des bactéries détectées pour la premiére fois dans cette région
(B. miyamotoi, Candidatus Neoehrlichia mikurensis), ou encore des bactéries habituellement
transmises par d’autres espéces de tiques (Ehrlichia canis, Rickettsia canadensis) ou d’autres
arthropodes (B. grahamii, R. felis). Cependant prés de 50% des séquences bactériennes identifiées
semblent étre de nouveaux genres bactériens (Vayssier-Taussat et al. 2013). Pour les parasites, nous
avons détecté quatre espéces de Babesia dont 3 espéces zoonotiques (Babesia divergens, B.
venatorum et B. microti) et une espéce infectant les bovins (B. major), les deux derniéres espéces
étant détectées pour la premiere fois en France. La aussi pres de 70% des séquences identifiées

correspondraient a de nouvelles especes de parasites, notamment des parasites du genre Theileria
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(Bonnet et al. 2014). Pour les virus, la plupart des contigs ont été assignés a des familles virales
connues pour se répliquer dans les arthropodes: Bunyaviridae (Nairovirus, Phlebovirus,
Orthobunyavirus), Reoviridae (Coltivirus), Rhabdoviridae (Vesiculovirus, Sigmavirus), Picornaviridae-
like (Iflavirus, Drosophila virus A). Une majorité de contigs a été assigné a deux potentiels nouveaux
virus, un Nairovirus et un Phlebovirus, dont les prévalences ont été estimées a 0,14% et 72,16% dans
les nymphes et les adultes, respectivement. Ces virus n’ont pas pu étre isolés a partir de cerveaux de
souriceaux inoculés par des extraits de tiques positifs, indiquant peut étre que ces virus n’étaient pas
capables d’infecter les vertébrés. Un grand nombre de contig ont également été assignés au virus
Eyach (Coltivirus). Ce virus, détecté dans des tiques en France dans les années 80, et indirectement
associé a des symptomes neurologiques chez ’homme (Chastel et al. 1984; Malkova et al. 1980).
Nous avons estimé sa prévalence a 5,26% dans les tiques d'Alsace. Aprés isolement viral en cerveau
de souriceau, nous avons également démontré que ce virus était capable de se multiplier et de
persister dans le sang de souris immunocompétentes apres inoculation intrapéritonéale. Ce virus a
également été capable d’infecter le cerveaux de trois souriceaux nouveau-nés sans causer d’effets
déléteres observables (Moutailler, Popovici, et al. 2016).

Il est important de noter que le séquencage a haut-débit est un outil trés puissant mais tres
demandeur en analyses bio-informatiques, nécessitant des compétences disponibles au sein mon
équipe de recherche. Pour cette raison, nous collaborons avec I'équipe du Professeur Marc Eloit, de
I'Institut Pasteur de Paris, et avec les équipes MalAGE de I'INRA de Jouy-en-Josas et MIA-Paris de
AgroParisTech.

Depuis, de nombreux projets collaboratifs utilisant cette technique, ont vu le jour. Nous avons
notamment screené des tiques de différentes especes collectées en Roumanie dans le cadre d’'un
projet de these (Cristian Raileanu) que j’ai co-encadré avec Muriel Vayssier et Marc Eloit. Durant
cette étude, des contigs appartenant a de potentiels nouveaux virus (1 Nairovirus et 2 Phlebovirus)
ont également été détectés, la prévalence du Nairovirus a pu étre estimée a 0,5% dans les tiques de
Roumanie mais aucun des deux Phlebovirus n’a pu étre détecté dans les échantillons individuels de
tiques. La caractérisation de ces nouveaux virus (par essai d’isolement en cerveaux de souriceaux
nouveau-nés) est en cours et donnera lieu a un article.

Je co-encadre également (avec Emmanuel Albina, CIRAD) un projet de thése (Mathilde Gondard)
portant sur la caractérisation des agents pathogenes présents dans les tiques des Caraibes. Ce projet
financé par I’ANSES et le CIRAD a pour premier objectif d’établir un inventaire complet et sans a
priori des agents pathogenes transmis par les tiques de différentes especes collectées dans les fles
des Caraibes (Guadeloupe et Martinique). Ce travail a permis de rédiger une review soumise a
Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. Les analyses RNA seq basées sur I'analyse d’un pool

de 542 tiques (Amblyomma variegatum et Rhipicephalus microplus) ont mis en évidence les bactéries
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Anaplasma, Ehrlichia, Rickettsia, Coxiella-like, Borrelia et les parasites Babesia et Theileria. Nous
avons identifié des microorganismes connus pour circuler dans la zone d’étude comme Anaplasma
marginale, Babesia bigemina et Rickettsia africae, et d’autres microorganismes jamais identifiés dans
la zone doivent encore étre confirmés tels que An. phagocytophilum, Borrelia spp. et Theileria spp.
Nous avons également détecté des contigs viraux : (1) présentant 94% d’homologie avec le Lihan Tick
virus (Chuvirus circulaire), (2) un potentiel nouveau Phlebovirus, (3) un potentiel nouveau Chuvirus
circulaire, et (4) deux potentiels Flavivirus-like. La prévalence de ces virus a été estimée dans les
échantillons individuels de tiques (les 554 ARN de Guadeloupe et de Martinique). Des essais
d’isolement doivent maintenant étre réalisés dans le laboratoire d’Emmanuel Albina en Guadeloupe.
Le deuxieme objectif de cette these est de développer une technique de surveillance
épidémiologique, basé sur des PCR microfluidiques en temps réel a haut débit utilisant la technologie
« BioMark™ dynamic arrays » (voir chapitre suivant).

En conclusion, il nous parait clair que I'utilisation du séquencage haut débit nous permet d’avoir une
image compléte des agents pathogeénes présents dans les tiques, qu’ils soient connus, inattendus ou

nouveaux pour la zone d’étude.

Valorisation

- Vayssier-Taussat M, Moutailler S, Michelet L, Devillers E, Bonnet S, Cheval J, Hébert C, Eloit M. 2013.
Next generation sequencing uncovers unexpected bacterial pathogens in ticks in Western europe.
PLoS One 8(11):e81439.

- BonnetS, Michelet L, Moutailler S, Cheval J, Hébert C, Vayssier-Taussat M, Eloit M. 2014. Identification
of parasitic communities within European ticks using next generation sequencing. PLoS Negl Trop Dis
8(3):e2753.

- Moutailler S, Popovici I, Devillers E, Vayssier-Taussat M, Eloit M. 2016. Diversity of viruses in Ixodes
ricinus and characterization of a neurotropic strain of Eyach virus. New microbes and new infections,
2016 Mar 5;11:71-81. doi: 10.1016/j.nmni.2016.02.012

- Gondard M, Cabezas-Cruz A, Aprelon R, Vayssier-Taussat M, Albina E, and Moutailler S. 2017. Ticks

and tick-borne pathogens of the Caribbean. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, soumis.
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ii. Détection des agents pathogénes connus et/ou inattendus dans les tiques et les
moustiques : I'utilisation des PCRs microfluidiques

Travaux sur les tiques :

L'augmentation des mouvements de population humaines (voyages) et animales (transports) ainsi
que les changements climatiques et environnementaux sont responsables de I'émergence et/ou de
I’extension d’un grand nombre d’agents pathogeénes vectorisés par les tiques en Europe (Dantas-
Torres, Chomel, and Otranto 2012). Il est donc important d’avoir des outils efficaces pour la
surveillance (Diuk-Wasser et al. 2014). A I’échelle mondiale, les tiques transmettent une grande
variété d’agents pathogénes (bactéries, parasites et virus) comparativement aux autres groupes
d’arthropodes vecteurs (Colwell, Dantas-Torres, and Otranto 2011; Jongejan and Uilenberg 2004). On
dénombre une soixantaine de bactéries, une trentaine de parasites et un peu plus d’'une centaine de
virus vectorisés par des tiques. Environ un tiers de ces agents pathogénes sont responsables de
zoonoses. Classiquement, la recherche d’agents pathogenes est dépendante de 'espece de tique
collectée : un panel restreint est recherché par PCR ou PCR temps réel (additionné d’un séquencage
classique pour confirmer l'espece détectée) en partant des données existantes quant a la
compétence vectorielle de cette espéce de tiques vis-a-vis de certains agents pathogénes présents
dans la région de collecte (Cotte et al. 2010). Cependant un nombre restreints d’agent pathogene
peut étre recherché en raison de la quantité limitée d’ADN (et ARN) disponible pour chaque
échantillon. Il est donc important de développer des outils épidémiologiques haut débit permettant
de détecter pour chaque échantillon (tique individuelle ou pool de tiques), un nombre élevé d’agents
pathogénes, sans utiliser trop d’ADN (ou d’ARN).

Dans ce but nous avons développé un outil utilisant la technologie BioMark™

dynamic arrays
(Fluidigm Corporation) qui permet de réaliser de la PCR microfluidique temps réel a haut débit sous
des volumes de l'ordre du nano-litre afin de détecter 48 (ou 96) cibles au sein de 48 (ou 96)
échantillons en un temps record. L’appareil a été financé par un projet collaboratif DIM-MALINF de la
région lle de France, déposé en collaboration avec mon collegue Patrick Fach (ANSES, Lab de Sécurité

des Aliments, Plateforme IdentyPath) (Figure 2).
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Figure 2. Puce BioMark™ dynamic arrays (Fluidigm Corporation, San Francisco, Californie, Etats-Unis). A : 48

échantillons testés pour 48 cibles ; B : 96 échantillons testés pour 96 cibles ; C: BioMark™ Dynamic Arrays

System. Source Fluidigm Corporation.

J’ai encadré un projet post-doctoral de 18 mois (Lorraine Michelet, financement ANSES obtenu en
2011) et coordonné un projet COVETLAB (Projet Européen) pour développer cette technique. Dans
un premier temps nous avons ciblé 25 espéces bactériennes, 2 genres bactériens, 12 especes
parasitaires ainsi que 5 espéces de tiques pour lesquels nous avons dessiné des amorces et des
sondes TagMan spécifiques (Michelet et al. 2014). En plus d’étre spécifique de chaque agent
pathogéne (spécificité testée in silico par Blast), les amorces et les sondes doivent suivre des criteres
précis concernant leur température d’hybridation, leur pourcentage en GC, la taille d’amplicon, etc...
La sensibilité de chaque couple d’amorces et de sonde a été testée sur des gammes de dilution des
ADN de référence de chaque agent pathogéne ciblé. La spécificité des designs a été évaluée a I'aide
du BioMark, en testant 48 échantillons témoins vis-a-vis de 48 designs (Figure 3). Cependant les
bactéries et parasites vectorisés par les tiques sont pour la plupart trés difficile a cultiver et il est
donc difficile d’obtenir des ADN de références. Nous avons donc utilisé comme témoins différents
types d’échantillons allant de cultures cellulaires de I'agent pathogéne, a des échantillons de tiques
ou de sang/organe d’animaux positifs pour I'agent pathogéne d’intérét, ou encore des plasmides
contenant la séquence d’intérét. Des designs spécifiques des especes de tiques dont /. ricinus ont
également été ajoutés afin de vérifier la bonne identification morphologique des échantillons
collectés mais également de contréler la bonne extraction des ADN. Des phénomeénes d’inhibition de
PCR pouvant également étre fréquent, un contréle Escherichia coli a également été ajouté a I'outil :
un couple d’amorce et de sonde est présent dans le panel des 48 agents pathogenes testés et de
I’ADN de cette bactérie est mélangée a tous nos échantillons et doit donc étre détecté a chaque

analyse pour confirmer I'absence d’inhibition durant I'expérimentation.
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Figure 3. Test de spécificité des Amorces et des sondes ciblant 37 agents pathogenes (bactéries et parasites
vectorisés par les tiques). Les designs sont présentés verticalement, les ADN de référence sont présentés
horizontalement. Les échantillons positifs sont représentés en couleur, gamme variant en fonction de la valeur

de Ct (seuil de détection), les échantillons négatifs sont représentés en noir.
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Dans le cadre du projet européen CovetlLab, 7050 nymphes d’Ixodes ricinus collectées dans six sites
en France, au Danemark et aux Pays-Bas en 2011 ont été analysées avec la nouvelle technique
développée.

Les ADN de 47 pools de 25 nymphes par site ont été extraits, une étape de préamplification de ces
ADN permettant d’augmenter le signal des ADN des agents pathogénes par rapport a I’ADN de la
tique a été ajoutée. Aprés dilution au 1/10, ces ADN préamplifiés ont été analysés par le nouvel outil
développé. Nous avons pu déterminer que 15 bactéries (Borrelia lusitaniae, B.bissettii, Anaplasma

marginale, A. platys, A. ovis, A.centrale, Ehrlichia ruminantium, E. canis, E.chaffeensis, Rickettsia
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conorii, R. slovaca, R.massiliae, Bartonella quintana, Francisella tularensis et Coxiella burnetii) et 10
parasites (Babesia caballi, B. canis, B. vogeli, B. microti, B. bovis, B. bigemina, B. major, B. ovis,
Theileria equi et T. annulata) n’étaient pas présents au sein des nymphes d’l. ricinus collectées dans
les 6 sites Européens. Nous avons estimés avec succes la prévalence d’agents pathogenes attendus
(Borrelia burgdorferi sensu lato, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia helvetica, Candidatus
Neoehrlichia mikurensis, Babesia divergens, Babesia venatorum), inattendu (Borrelia miyamotoi) et
rare (Bartonella henselae) dans trois pays Européens (Figure 4). Enfin, nous avons détecté pour la
premiere fois B. spielmanii, B. miyamotoi, B. divergens et B. venatorum au Danemark (Michelet et al.

2014).

Figure 4. Exemple de résultats obtenus avec I'outil de détection haut débit, puce 96*96. Des tiques issues de
deux sites frangais ont été analysées: Murbach et Wasselonne. Chaque ligne représente un pool de 25
nymphes /. ricinus analysé en duplicat vis-a-vis de 37 agents pathogenes eux aussi en duplicat. Deux controéles
négatifs sont ajoutés par puce (I'ADN de tique est remplacé par de I'eau). Un design spécifique d’l. ricinus
permet de confirmer I'espece de tique collectée et la bonne extraction de I’ADN. Un design spécifique
d’Escherichia coli additionné de ’ADN de cette bactérie permet de contréler I'absence d’inhibiteur de PCR lors

de I'expérimentation.
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Cet outil innovant représente un avantage considérable pour les enquétes épidémiologiques a large
échelle. Il est important de noter que I'étape de développement des amorces et des sondes
spécifiques reste la partie la plus longue a mettre en place, mais une fois effectuée, le gain de temps,
et de réactifs de cette technique en font un outil trés compétitif. Les amorces et sondes utilisées
dans cet outil peuvent étre remplacées a la demande afin de créer un outil adapté a une situation

épidémiologique donnée.

Depuis ce premier travail, cet outil a servi dans de nombreux projets collaboratifs en France et a
I’étranger, pour lesquels nous avons recus des colléegues (techniciens, étudiants en thése, post-
doctorants ou chercheurs) pour les former a la technique et a I'analyse de leurs échantillons. Nous
avons évalué la prévalence de ces 37 agents pathogénes dans des tiques de différentes espéces en
France (Collaborations : INRA de Corte, Sébastien Grech-Angelini ; IRD Montpellier, Karen McCoy), en
Europe (Collaborations : Annetta Zintl, Ireland ; Tove Hoffman, Suéde; René Bodker, Danemark ;
Cristian Raileanu, Roumanie ; Julian Ehlers, Allemagne ; Hein Sprong, Pays-Bas ; Anastasios Saratsis,
Grece) mais également dans d’autres arthropodes (Phlébotomes, Rémi Charrel, France ; Poux du
corps et de la téte, Sally Cutler, UK) ainsi que dans du sang et/ou des organes de mammiféres (Relja
Beck, Croatie ; Jonas Malmsten, Suéde ; JF Cosson, France). Certains de ces résultats ont été publiés,
et d’autres sont en préparation. Nous avons également réalisés deux « training school » européennes
sur cette technique (COST EurNegVec et Course OneHealth) (voir partie CV pour plus de détail).

Cet outil nous a également permis d’évaluer le taux de co-infection de 267 femelles I. ricinus
collectées dans les Ardennes. Nous avons démontré que 50% des tiques étaient co-infectées par
différents agents pathogénes (de 2 a 5 espéeces différentes d’agent pathogene) et qu’une tique
pouvait héberger jusqu’a huit micro-organismes (agents pathogénes et symbiotes). En conclusion
nous avons donc démontré que les co-infections par différents agents pathogénes semblent étre la

régle plutét que I'exception chez ces tiques (Moutailler, Valiente Moro, et al. 2016).

Dans le cadre d’un second projet Européen CovetlLab, nous avons développé un outil similaire pour la
détection de 25 virus majeurs transmis au niveau mondial par les tiques. Durant ce projet jai
encadré un étudiant de M2 (Athinna Nisavanh). Nous avons screené 19 305 nymphes d’l. ricinus
collectées dans 5 pays Européens, sur 13 sites en 2013. 45 pools de 33 nymphes ont été analysées
par site et nous avons estimé la prévalence de quatre virus : le virus de I'Encéphalite a tiques en
Suede, le virus Uukuniemi en Suéde et aux Pays-Bas, le virus Eyach au Pays-Bas, un Nairovirus-like
aux Pays-Bas et en France (article en préparation). Cet outil a également été utilisé lors de projets

collaboratifs en France (IRD, Karen McCoy) et a I’étranger (Suede, Tove Hoffman).
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Dans le cadre de la these de mon étudiante Mathilde Gondard, le deuxieme objectif de son travail
consiste a mettre au point un outil haut débit similaire pour détecter les agents pathogénes
vectorisés par les tiques dans les Caraibes. Grace a une étude bibliographique détaillée et a une
analyse par séquencage haut débit de tiques collectées en Guadeloupe et en Martinique, 50
bactéries, 22 parasites et 5 espéeces de tiques ont été ciblés (4 nouveaux virus ont également été
ajouté aux 25 virus déja ciblé dans le projet précédent). Aprés des tests de sensibilité et de spécificité
des amorces et sondes développées, l'outil va maintenant étre utilisé dans une enquéte
épidémiologique a large échelle. En effet des tiques collectées en Guadeloupe, Martinique, Trinidad,
Saint Kitts, Barbades, Sainte Lucie, Bélize, Cuba, Guyana et Guyane vont étre analysées
prochainement. Un article de valorisation concernant le développement de la technique est en cours

de préparation.

Travaux sur les moustigues :

Les arbovirus (virus transmis par les arthropodes), et en particulier ceux transmis par les moustiques
sont responsables d’une importante morbidité et mortalité chez ’homme (Weaver and Reisen 2010).
L'émergence de ces virus est en partie due a I'expansion géographique de leurs moustiques vecteurs,
facilitée par les voyages et le commerce. Le virus Chikungunya (CHIKV) et le virus de la dengue
(DENV) sont transmis par des moustiques du genre Aedes, et plus particulierement par Ae. aegypti.
Le moustique Ae. albopictus, qui a étendu son aire de répartition a travers les régions tropicales et
tempérées a souvent été considéré comme un vecteur secondaire de ces virus (Lambrechts, Scott,
and Gubler 2010). Ce moustique a été détecté pour la premiére fois en Europe en Albanie en 1979,
puis en Italie en 1990, et il est maintenant présent dans au moins 20 pays européens. |l s’est établi
dans le sud de la France en 2004 (Medlock et al. 2012). Sa compétence vectorielle en zone tempérée
a été fortement débattu jusqu’aux premiéres épidémies européennes de CHIKV en 2007 en ltalie
(Rezza et al. 2007), les cas autochtones de DENV et CHIKV dans le sud de la France en 2010
(Grandadam et al. 2011; La Ruche et al. 2010), les cas DENV en 2010 en Croatie (Gjenero-Margan et
al. 2011) et en 2012 dans I'lle de Madeére (Sousa et al. 2012). Les épidémies du virus WN en 2009 aux
USA, du virus CHIK a la Réunion en 2007, du virus ZIKA en 2015, démontrent I'importance d’étre
capable de surveiller et de détecter précocement les émergences ou réémergences d’arbovirus
transmis par les moustiques.

Dans ce but, en collaboration avec le Dr. Anna-Bella Failloux de I'Institut Pasteur de Paris, nous avons
développé un projet transversal de recherche (PTR ANSES-Institut Pasteur) visant a développer un
outil haut débit de détection des virus transmis par les moustiques basé lui aussi sur des PCR
microfluidiques temps réel utilisant le systéme BioMark™ dynamic arrays. Durant ce projet, j'ai

encadré une étudiante en M2 (Léna Yousfi), qui a dessiné plus de 130 couples d’amorces et de
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sondes capables de détecter différents génotypes/sérotypes de 58 virus de répartition mondiale
transmis par les moustiques. L'outil a ensuite été validé sur des échantillons de moustique infecté
artificiellement par un ou plusieurs virus. Nous avons ensuite utilisé cet outil dans le cadre d’un
projet financé par la DGAL et le CNEV, qui visait a rechercher un panel de virus, dont le virus ZIKA
dans différentes espéces de moustiques collectés en Guadeloupe et en Guyane autour de cas humain
d’infection par le virus ZIKA. Nous avons détecté plusieurs pools de moustiques Ae. aegypti positifs
pour le virus ZIKA. L'Institut Pasteur de Paris est en train d’isoler ces souches virales et de séquencer
leur génome complet. Un article est en cours de préparation.

Cet outil est également utilisé dans le cadre d’un projet européen H2020 Zikalliance (Financement
obtenu en 2016 en tant que partenaire), afin d’identifier les espéces vectrices du virus ZIKA dans
différents pays. Pour cela des moustiques de différentes especes ont été, ou vont étre, collectés dans
des zones endémiques et des zones épidémiques de circulation du virus ZIKA (Guadeloupe,
Martinique, Guyane, Brésil, Gabon, etc...). Puis ces moustiques seront analysés via ce nouvel outil

haut débit.

Valorisation :

- Michelet L, Delannoy S, Devillers E, Umhang G, Aspan A, Juremalm M, Chirico J, van der Wal FJ, Sprong
H, Boye Pihl TP, Klitgaard K, Bodker R, Fach P, Moutailler S. 2014. High-throughput screening of tick-
borne pathogens in europe. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 4:103. doi:
10.3389/fcimb.2014.00103.

- Moutailler S, Valiente-Moro C, Vaumourin E, Michelet L, Tran F, Devillers E, Cosson J-F, Gasqui P, Tran
V-V, Mavingui P, Vourch G, Vayssier-Taussat M. 2016. Co-infection of ticks: the rule rather than the
exception. Plos Neglected Tropical Diseases. 2016 Mar 17;10(3):e0004539. doi:
10.1371/journal.pntd.0004539.

- Michelet L, Joncour G, Devillers E, Torina A, Vayssier-Taussat M, Bonnet SI, Moutailler S. 2016. Tick
species, tick-borne pathogens and symbionts in an insular environment off the coast of Western
France. Ticks and Tick-Borne Diseases, 2016. Aug 29. pii: S1877-959X(16)30138-8. doi:
10.1016/j.ttbdis.2016.08.014.

- Raileanu C, Moutailler S, Pavel |, Porea D, Mihalca AD, Savuta G and Vayssier-Taussat M. 2017. Borrelia
diversity and Co-infection with Other Tick Borne Pathogens in Ticks. Front. Cell. Infect. Microbiol. 7:36.
doi: 10.3389/fcimb.2017.00036.

- Zintl A, Moutailler S, Stuart P, Paredis L, Dutraive J, Gonzalez E, O'Connor J, Devillers E, Good B,
OMuireagain C, De Waal T, Morris F, Gray J. 2017. Ticks and Tick-borne diseases in Ireland. Ir Vet J.
2017 Jan 31;70:4. doi: 10.1186/s13620-017-0084-y. Review.

- Jensen PM, Christoffersen CS, Moutailler S, Michelet L, Klitgaard K and Bgdker R. 2017. Transmission

differentials for multiple pathogens as inferred from their prevalence in larva, nymph and adult /xodes
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ricinus (Acari: Ixodidae). Experimental and Applied Acarology. 71(2), 171-182. DOI 10.1007/s10493-
017-0110-5.

- Dupraz M, Toty C, Devillers E, Blanchon T, Elguero E, Vittecog M, Moutailler S, McCoy K. 2017.
Population structure of the soft tick Ornithodoros maritimus and its associated infectious agents at the
within colony scale. International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife. 6(2):122-130. doi:
10.1016/j.ijppaw.2017.05.001.

- Gondard M, Michelet L, Nisavanh A, Devillers E, Delannoy S, Fach P, Aspan A, Chirico J, Hoffman B, van
der Wal FJ, Jahfari S, Sprong H, Mansfield K, Klitgaard K, Bgdker R, Moutailler S. High-throughput
screening of tick-borne viruses in European ticks. 2017. Prepared for PlosNeglected and Tropical
Diseases.

- Gondard M, Delannoy S, Devillers E, Aprelon R, Vayssier-Taussat M, Albina E, Moutailler S. Screening
of tick-borne pathogens in Caribbean ticks using High-throughput gPCR. 2017. Prepared for Parasites
and Vectors.

- Yousfi L, Santos T, Mousson L, Devillers E, Paupy C, Lourengo-de-Oliveira R, Failloux A-B, Moutailler S.
2017. Highthroughput screening of mosquito-borne viruses in Amazonian Mosquitoes in Brazil.

Prepared for PLos Neglected Tropical Diseases.

c. Conclusions et perspectives

La situation épidémiologique du virus TBE en France est différente de celle des pays limitrophes. En
effet, nous n’assistons ni a une augmentation de I'aire de répartition du virus ni a une augmentation
du nombre de cas humains. Environ 10 a 20 cas y sont répertoriés chaque année, contre des
centaines en Suisse, en Allemagne et en Italie. Dans ce contexte, en collaboration avec mes collegues
de I’ANSES de Nancy, nous continuons a surveiller les zones de foyers a virus TBE en Alsace et dans
d’autres départements. Nous prévoyons utiliser les animaux sauvages comme animaux sentinelles
pour quantifier le risque d’exposition au virus TBE dans de nouvelles zones géographiques (Roelandt
et al. 2011; Roelandt et al. 2010). Des sérums de cervidés et de sangliers ont été récupérés dans
différentes régions frangaises par 'ONCFS et ces sérums vont étre screenés par ELISA pour la
présence d’anticorps anti-TBEV, ce qui nous permettra, peut-étre, de localiser de nouvelles zones
géographiques de circulation du virus TBE en France. L'étude de |'écologie de foyers francais
(animaux sauvages présents, conditions climatiques, végétation...) en comparaison avec celle des
foyers en Allemagne, en Suisse et en ltalie, nous permettra de mieux comprendre/expliquer leur

particularité.

32



Les outils haut débit pour la détection des agents pathogénes vectorisés par les arthropodes sont
utilisés en routine au sein de mes différents projets de recherche et de ceux des scientifiques de mon
équipe. L'utilisation du séquencage haut débit permettant la détection sans a priori des agents
pathogeénes présents dans les tiques est notamment en cours d’utilisation pour caractériser le
microbiome de la tique /. ricinus (séquencage 16S). Cet outil est également utilisé dans le cadre d’un
projet ANR OhTicks visant a mettre en évidence des agents pathogenes vectorisés par les tiques chez
des patients et des animaux souffrant de syndromes inexpliqués aprés piqure de tiques. L’outil
quoique tres performant nécessite encore d’étre optimisé afin de réduire le nombre de reads non
assignés et cela en développant de nouveaux pipelines d’analyse. Ces travaux d’optimisation sont
actuellement menés par des bio-informaticiens des équipes de I'Institut Pasteur de Paris et de I'INRA
de Jouy-en-Josas avec lesquelles nous collaborons. Quant aux différents outils de PCR microfluidiques
développés pour les agents pathogenes vectorisés par les tiques et les moustiques, ils sont tres
régulierement utilisés pour screener différents échantillons d’arthropodes et de mammiferes. Cet
outil est trés performant et continue d’étre amélioré en implémentant différentes amorces et sondes
ciblant d’autres agents pathogénes vectorisés. L'outil va notamment étre utilisé pour screener des
virus de moustique de la zone méditerranéenne (projet MATI, Réseau International des Instituts
Pasteur) nécessitant le développement de nouvelles amorces et sondes ciblant des virus vectorisés
par les phlébotomes et les culicoides de cette zone géographique. Il faut également tres
régulierement ré-évaluer la spécificité/sensibilité des amorces et sondes développées pour les virus a
ARN car ces virus présentent des taux de mutation importants et a long terme nos designs pourraient
ne plus étre capable de détecter les virus circulants s’ils présentent une séquence trop différente de
celle utilisée pour dessiner ces couples d’amorces. Nous continuons également a développer de
nouvelles amorces et sondes pour les nouveaux agents pathogenes vectorisés par les tiques et les
moustiques régulierement mis en évidence lors d’épizootie ou d’épidémie ou lors de séquencage
haut débit d’échantillons d’arthropodes (Borrelia bavariensis, B. mayonii, virus Bourbon, virus SFTSF,
virus Heartland, etc...).

En conclusion ces outils haut débit de détection sont parfaitement complémentaires et sont tres
souvent associés dans les différents projets de recherche, que je coordonne ou auxquels je participe,

afin de mettre en évidence aussi bien les agents pathogénes connus, qu’inattendus ou nouveaux.
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2. Variabilité génétique et adaptation des virus a leurs hotes :

La majorité des arbovirus sont des virus a ARN transmis de vertébré a vertébré, par un arthropode
hématophage, qui constitue le vecteur biologique. Environ 500 arbovirus ont été identifiés, les
principaux appartenant aux familles des Togaviridae, Flaviviridae et Bunyaviridae. Les arbovirus sont
maintenus au sein d’un cycle sylvatique faisant intervenir des arthropodes zoophiles et des animaux
sauvages. Une émergence correspond a la «capture» d’un arbovirus par un vecteur anthropophile
assurant la transmission a I'homme ou a des animaux domestiques. Les mécanismes menant a cette
émergence sont complexes et combinent a la fois des facteurs écologiques et génétiques
(Cleaveland, Haydon, and Taylor 2007). Méme s’ils sont de taille réduite (10* pb de longueur) et ne
contiennent qu’un petit nombre de genes, les virus a ARN sont caractérisés par des taux élevés de
mutations (10" erreurs / nucléotide / cycle de réplication) (Domingo and Holland 1997; Drake and
Holland 1999; Holland et al. 1982; Steinhauer and Holland 1987). Ceci est d{ a la faible capacité de
réparation aprés lecture de I’ARN-polymérase ARN-dépendante (RdRp) (Steinhauer, Domingo, and
Holland 1992). En raison de leur cycle de réplication rapide et de leur grande taille de population, les
arbovirus existent sous forme de populations de variants génomiques étroitement proches, mais pas
génétiquement identiques (Coffey et al. 2011; Domingo, Sheldon, and Perales 2012; Fitzpatrick et al.
2010; Lauring and Andino 2010; Lin et al. 2004). Ces quasi-especes conférent une plasticité
phénotypique importante et une grande adaptabilité a de nouveaux environnements (Domingo and
Holland 1997; Eigen 1996; Pfeiffer and Kirkegaard 2005). Néanmoins, une sélection efficace semble
dominer I'évolution des arbovirus entrainant une stabilité génomique (Jerzak et al. 2005). Cette
stabilité pourrait résulter de I'alternance d'héte, en effet les arbovirus sont maintenus dans la nature
en se répliquant entre des hoétes trés différents (vertébrés et invertébrés), ce qui entrainerait une
fixation des mutations bénéfiques aux deux types d’hétes (Ciota and Kramer 2010; Novella et al.

2011).

La transmission a I'h6te vertébré se fait par la piqQre d’un vecteur infecté. L’'homme ou I'animal
réceptif développe alors une virémie dont le titre peut étre suffisant pour assurer I'infection d’un
autre vecteur a la piqure suivante. Le virus apres une phase de multiplication dans le vecteur est
alors transmis par pig(ire a un autre vertébré. Le virus est donc maintenu dans la nature grace a une
alternance entre son hote vertébré et son hote invertébré et cette alternance semble expliquer les
faible taux d’évolution des arbovirus en comparaison avec les autres virus a ARN qui se répliquent
dans un seul hote. Cette stabilité génétique est supposée résulter d'un compromis de la sélection

adaptative imposée par l'alternance d'hote, ce qui contraint I'évolution du génome des arbovirus.
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Malgré tout, les arbovirus gardent la capacité de générer des variants capables d’exploiter de

nouveaux environnements et d’induire des émergences.

a. Le cas du virus de la Fievre de la Vallée du Rift et du virus Chikungunya (Projet post-
doctoral)

L’'objectif de ces recherches était de comprendre comment évoluent les populations d’arbovirus en
absence de la sélection imposée par les passages successifs entre un hote vertébré et un hote
invertébré. Pour cela, nous avons mesuré les mutations accumulées au cours de passages continus
sur des cellules d’'un seul héte (insecte ou mammifere). Nous avons aussi mesuré les taux de
réplication dans I’h6te invertébré et le titre infectieux dans I’'h6te mammifére. Nous avons étudié
deux virus : le virus de la Fievre de la Vallée du Rift (VFVR) (isolat ZH548 prélevé sur un patient en
Egypte en 1977) pour lequel le passage sur l'insecte est facultatif, et le virus Chikungunya (CHIK)
(CHIK06.21 prélevé sur un patient sur I'lle de La Réunion en 2006) pour lequel I'alternance d’hétes
est obligatoire.

Les deux virus ont été passés en continu en cellules de mammiféres BHK21 (hamster), en cellules
d’arthropodes Aag2 (Aedes aegypti) et en alternance entre ces deux types cellulaires. Apres 30
passages, la variabilité génétique des populations virales a été quantifiée et comparée a la variabilité
des populations naturelles (variants isolés lors d’épidémies). Enfin leur capacité a infecter, in vivo,
leurs hotes vertébrés (souris) et invertébrés (moustiques) a également été évaluée.

Pour le VFVR, aprés 30 passages en absence d’alternance d’hote, les populations virales ont perdus
leur virulence. Une large délétion au sein du gene codant pour la protéine NSs, responsable de la
virulence, a été observée dés le 10°™ et le 15°™ passage en continu en cellules d’arthropode et en
cellule de mammifére respectivement. La phosphoprotéine NSs n’étant pas nécessaire a la
réplication virale, les clones viraux présentant cette large délétion sont capables de se répliquer plus
rapidement et deviennent rapidement majoritaires dans les populations virales. A I'opposé, les virus
passés en alternance durant 30 passages ne présentent aucune mutation génétique du géne codant
la protéine NSs et ont conservés leur virulence in vivo.

Pour le virus CHIK, aprés 30 passages les variants issus de passage en alternance ou en absence
d’alternance se distinguent par des mutations génétiques dans le gene codant pour la glycoprotéine
d’enveloppe E2. Un variant issu de passage en continu en cellule d’arthropode Aag2 (Aedes aegypti)
présente notamment deux substitutions en position E2-64 et E2-208 qui suffisent a réduire la
dissémination de ce variant dans son moustique vecteur Ae. aegypti. Ces changements d'acides
aminés dans la glycoprotéine E2 pourraient modifier I'infectiosité du CHIK en modifiant l'interaction
entre le virus et son récepteur cellulaire au niveau des cellules épithéliales du tube digestif d’Ae.

aegypti mais pas d’Ae. albopictus.
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La derniére épidémie de CHIKV en 2005-2007 dans la région de 'océan Indien est un bon exemple du
fait qu’un seul changement d'acide aminé (d’une alanine a une valine a la position 226 de la
glycoprotéine virale E1 (E1-226V)) peut étre associé a une augmentation de la dissémination et de
transmission de ce virus par un vecteur inhabituel Ae. albopictus (Tsetsarkin et al. 2007; Vazeille et al.
2007). Jusqu'a cet événement, le vecteur principal de CHIKV était le moustique urbain, Ae. aegypti.
Cependant, lors de I'épidémie sur I'lle de La Réunion, Ae. albopictus était le seul vecteur impliqué
(Bagny et al. 2009), suggérant une adaptation spécifique de CHIKV a cette espéce de moustique.
Cette adaptation semble s’étre produite indépendamment au moins trois fois au cours des épidémies
dans I'Océan indien, en Inde et en Afrique centrale (de Lamballerie et al. 2008; Tsetsarkin and

Weaver 2011).

Valorisation :
- Moutailler S, Roche B, Thiberge JM, Caro V, Rougeon F, Failloux AB. 2011. Host alternation is necessary
to maintain the genome stability of Rift Valley Fever Virus. PLoS Negl Trop Dis 5(5):e1156. doi:
10.1371/journal.pntd.0001156.
- Arias-Goeta C, Moutailler S, Mousson L, Zouache K, Thiberge J-M, Caro V, Rougeon F, Failloux A-B.
2014. Chikungunya virus adaptation to a mosquito vector correlates with only few point mutations in
the viral envelope glycoprotein. Infection, Genetics and Evolution 24:116-26. doi:

10.1016/j.meegid.2014.03.015.

b. Le cas des virus transmis par les tiques (nouveau projet de recherche en
développement)

L’évolution génétique des virus transmis par les moustiques en lien avec |'alternance d’hote a été
bien étudiée mais reste complexe a interpréter et peut varier selon la famille virale étudiée, le choix
des modeles cellulaires utilisés et les expérimentations in vivo. On constate que les contraintes
évolutives varient entre les cellules de mammiféeres et les cellules d’arthropodes et que I'évolution
virale dans les deux types cellulaires n’est pas toujours limitée par I'alternance d’hote (Greene et al.
2005; Novella et al. 1999; Vasilakis et al. 2009; Weaver et al. 1999). Cependant, les passages alternés
du virus peuvent étre indispensable au maintien de I'intégrité du génome viral et de sa virulence
(Moutailler et al. 2011). Des études in vivo portant sur le virus de I'Encéphalite équine du Venezuela
(EEV) (Coffey et al. 2008) et du virus WN (Deardorff et al. 2011; Grubaugh et al. 2017) ont montré
que les virus passés en série dans des vertébrés ou des moustiques ont conduit a une spécialisation
pour chaque hote, alors que les virus passés en alternance ne reflétaient pas nécessairement une
adaptation marquée a leurs hotes. Sur la base de séquences consensus, un plus grand nombre de

mutations ont été trouvées aussi bien dans des virus passés en continus (Greene et al. 2005;
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Moutailler et al. 2011) que dans des virus passés en alternance (Novella et al. 1999; Vasilakis et al.
2009). En outre, par rapport aux virus sélectionnés a l'aide d'un systéme in vitro, des virus adaptés in
vivo ont montré moins de changements de nucléotides dans des séquences consensus suggérant que
cet environnement est moins permissif a une réparation rapide des mutations (Coffey et al. 2008). La
diversité génétique n’améliore pas nécessairement |'aptitude virale chez I'h6te spécialisé (Coffey and
Vignuzzi 2011; Deardorff et al. 2011). L'émergence virale commence par un processus stochastique
qui implique la transmission d'une souche virale préexistante dans une nouvelle espéce héte, suivie
de I'adaptation au nouvel hote (Elena et al. 2011). Le potentiel des arbovirus a se développer et a
émerger dans des environnements naifs et/ou a s'adapter a de nouveaux hotes a été largement
documenté pour les virus DEN (Moncayo et al. 2004; Wang et al. 2000), le virus WN (Moudy et al.
2007) et le virus EEV (Brault et al. 2004). Pour toutes ces raisons des expérimentations alliant des
modeles in vitro et in vivo sont nécessaires lorsque I'on étudie la variabilité génétique et I'adaptation

des virus a leurs hotes.

Les virus transmis par les tiques, en dehors du virus TBE, ne sont que trés peu étudiés au sein de leur
modele arthropode. Jinitie actuellement un nouveau projet de recherche qui aura pour objectif
d’évaluer la variabilité génétique et I'adaptation des virus, transmis par les tiques, a leur hote
invertébré et vertébré. Nous nous focaliserons sur des virus appartenant aux principales familles
virales transmises par les tiques a savoir les virus TBEV (Flavivirus), Hazara (Nairovirus), Uukuniemi
(Phlebovirus), Dhori virus (Thogotovirus), Eyach virus ou Colorado Tick Fever virus (Coltivirus) et
Kemerovo (Orbivirus). Ces virus ont la particularité d’étre vectorisé par la tique Ix. ricinus dont nous
possédons une colonie « pathogen-free » maintenue au laboratoire (Bonnet et al. 2007) et pour
laquelle nous sommes capables de réaliser des infections artificielles in vivo. Deux collaborations déja
initiées avec le Prof Rémi Charrel (Université de Aix-Marseille, Faculté de Médecine, Marseille) et le
Dr. Houssam Attoui (UMR Virologie, INRA, ANSES, ENVA, Maisons-Alfort) nous permettront d’obtenir
des souches de ces différents virus.

Ce nouveau projet de recherche a été initié dans le cadre du projet européen Anihwa Arbonet
portant sur la caractérisation des interactions virus/vecteurs au niveau cellulaire. Nous allons
comparer |'expression des genes chez les vecteurs (tiques et moustiques) infectés et non infectés.
Différentes souches virales de trois arbovirus majeurs (le virus WN, le VFVR et le virus CCHF) seront
utilisées. Des résultats préliminaires pour le virus CCHF (et son virus modele Hazara) ont d’ores et
déja donnés des résultats prometteurs. A plus long terme des infections in vivo de différentes
especes d’arthropodes (Aedes aegypti, Ae. albopictus, Cx. pipiens, Ae. vexans, Ix. ricinus, Hyalomma

variegatum) seront également réalisées afin de les comparer aux résultats obtenus in vitro.
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Pour développer ce nouveau projet de recherche, un étudiant de M2 sera financé sur les fonds
propres de I'équipe dés 2018, puis différents projets de thése et/ou postdoctoraux seront déposés
aupres de I'école doctorale ABIES et de la région lle de France dans le cadre des projets DIM. Dans
ces projets nous nous proposerons, dans un premier temps, de réaliser des infections artificielles de
la tique Ix. ricinus avec les différents virus listés précédemment pour étudier les taux de réplication
dans les différents organes, le nombre de particules virales transmises par la tique lors de la piqure et
éventuellement les genes sur et sous exprimés durant I'infection. |l sera également intéressant de
tester les capacités de co-infection de la tique par ces différents virus ou en interaction avec d’autres

agents pathogeénes bactériens ou parasitaires (concept pathobiome).

En paralléle, nous évaluerons la capacité de ces virus a se répliquer dans différentes lignées
cellulaires de tiques et de mammiferes (évaluation de la cinétique de réplication virale, du titre viral,
etc...). Aprées avoir chaisi les lignées cellulaires adéquates, nous réaliserons des infections en continu
et en alternance puis nous caractériserons par séquencage haut débit les génomes des différentes
populations virales. Enfin des infections in vivo de la tique Ix. ricinus et de souris seront réalisées pour

évaluer I'adaptation des variants détectés a leurs hotes arthropodes et mammiferes.

3. Conclusion générale

Chaque année des épidémies et des épizooties dues a des agents pathogénes vectorisés engendrent
des millions de cas chez 'homme et I'animal. Etant donné la forte capacité d’émergence et
d’expansion de ces maladies, il est important de développer de nouveaux outils de surveillance
épidémiologiques utilisables a grande échelle.

En tant que chercheur a ’ANSES, une de mes missions principales consiste a améliorer la surveillance
des agents pathogénes vectorisés. Au cours des huit années passées a I’ANSES, j'ai développé des
outils de détection haut débit innovants qui permettent de surveiller plus d’une soixantaine de
bactéries, une trentaine de parasites et de virus connus, mais également d’étre capable de détecter
les agents pathogenes rares, inattendus ou nouveaux. Jai encadré des étudiants de Master 2, des
doctorants et un post-doc pour développer et appliquer de ces techniques. Différents stagiaires
(techniciens, ingénieurs, chercheurs) étrangers sont également venus se former a ces différentes
techniques dans mon équipe. J'ai eu I'opportunité d’obtenir de nombreux financements (doctorats,
postdocs, projets) par des agences nationales ou internationales en tant que Pl (investigateur

principal) ou coordinateur. J’ai également intégré des projets Européens d’envergure pour la lutte
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contre les maladies vectorisées tels que Arbonet (Anihwa) et Zikalliance (H2020). Divers projets
collaboratifs déposés par des partenaires, sont également en cours d’évaluation.

En parallele de ce projet de recherche principal, je participe a de nombreux projets collaboratifs
portant sur de la surveillance épidémiologique des agents pathogenes vectorisés par les tiques
utilisant des outils de biologie moléculaire plus classique tels que la PCR ou la PCR temps réels.
Différents articles ont déja été publiés dans ce domaine dont le dernier portait sur I’étude des agents
pathogéne vectorisés par les tiques de Belle-ile-en-Mer (Michelet et al. 2016). Je participe également
a des cours de Master ainsi qu’au cours d’Entomologie médicale de I'Institut Pasteur pour mes
compétences portant sur les virus transmis par les tiques et les nouvelles technologies de biologie
moléculaire. Enfin, au sein de mon équipe de recherche, les projets portés par les différents
scientifiques (DR2, CR1 et CR2 INRA) se réalisent en parfaite adéquation et nos compétences sont
mutualisées afin de nous permettre de porter des projets innovants dans le domaine de I'écologie

des agents pathogenes vectorisés par les tiques.

Tout en continuant ces projets de surveillance, je souhaite élargir mon domaine de recherche en
essayant de mieux caractériser les interactions virus / arthropodes vecteurs en utilisant des modéles
de virus vectorisés par la tique Ix. ricinus. Les virus de tiques étant trés peu étudiés, en dehors du
virus TBE qui nous servira de modele. Ces travaux devraient nous permettre a moyen terme de mieux
comprendre comment ces virus s’adaptent a leurs différents hotes, et en quoi leur plasticité
génétique leur permet des passages d’espéces (nouveaux hotes ou vecteurs) a l'origine de
I’émergence de nouvelles épidémies. Ma participation au projet européen Arbonet (Anihwa) permet
de financer mes premiers travaux dans cette thématique. A terme, je serai en mesure de demander
des allocations doctorales et post-doctorales a différentes agences (ABIES, DIM) pour poursuivre

dans cette thématique.
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