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INTRODUCTION GENERALE

I- Maladies et transmission d’agents infectieux

De la grippe a des maladies plus graves comme la tuberculose ou le VIH, les agents infectieux, qui
en sont responsables, sont des entités biologiques complexes (appellation générique de microbes) qui
défient la science et la médecine depuis des siecles. Un agent infectieux en tant qu’organisme vivant
(comme une bactérie, un virus, un champignon, un parasite) ou une particule infectieuse (comme un
prion), peut causer une infection, soit en se maintenant dans un état quiescent, soit en se multipliant.
Cette multiplication peut rester asymptomatique ou engendrer des signes cliniques de degrés de
séverité divers (ces agents infectieux deviennent alors pathogénes). Les agents infectieux peuvent
infecter différents types d'organismes, tels que les humains, les animaux et les plantes, et ils se
propagent généralement par contact direct ou indirect auprés d’un porteur infecté, ou par
I'intermédiaire d'un vecteur arthropode piqueur tel qu'un moustique, une tique, une puce, une mouche
pigueuse ou un moucheron, ou encore une punaise. Les agents pathogenes peuvent causer une large
gamme de maladies, allant de légéres a graves, voire mortelles, en fonction de leur virulence et de la
réponse immunitaire de I'note.

Lorsqu'il s'agit de la transmission des agents infectieux, il est important de considérer les
différents rbles que peuvent jouer les organismes dans ce processus. Certains organismes sont des
hotes réfractaires, ce qui signifie qu'ils ne peuvent pas étre contaminés par un agent infectieux
particulier alors que d’autres sont des hotes susceptibles, ils peuvent étre infectés mais ne développent
pas nécessairement de symptomes cliniques. Enfin, certains organismes sont des hotes sensibles a la
fois susceptibles d'étre infectés et de développer des symptomes. Il est également important de noter
que certains organismes peuvent agir en tant que réservoirs pour les agents infectieux. Les réservoirs
sont des organismes qui abritent un agent infectieux sans forcément développer des symptémes pour
la maladie, mais peuvent le transmettre a d'autres organismes. Dans la suite de cette partie, nous nous

intéresserons uniquement aux agents infectieux affectant les humains et les animaux.
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Figure 1 : Différentes voies de transmission d’agents infectieux

i. Transmission directe

La transmission directe est le transfert immédiat de I'agent infectieux d'un héte ou d'un réservoir
infecté a un point d'entrée approprié par lequel I'infection peut avoir lieu.
Cela peut étre par contact direct, comme au toucher, lors de baisers ou de rapports sexuels, ou par la
propagation directe de gouttelettes (Richard et al. 2017). La propagation des gouttelettes fait référence
a la pulvérisation d'aérosols relativement gros et a courte portée produits par les éternuements, la toux
ou méme lors d’une conversation (Desenclos 2008).
Les transfusions sanguines et lI'infection transplacentaire de la mere au feetus sont d'autres moyens

importants de transmission directe (Kengne et al. 2021).

ii. Transmission indirecte



La transmission indirecte peut étre véhiculée, aérienne ou vectorielle.
1. Aliments, eau, produits biologiques, matériel

On appelle voie orale ou entérique, la voie qui consiste a s’infecter en mangeant ou en buvant des
aliments contaminés. Les aliments sont contaminés le plus souvent a partir de I’cau (Baudart et Paniel
2014). De nombreuses maladies infectieuses, dont les agents responsables se développent dans le tube
digestif, sont transmises de cette fagon : gastroentérites bactériennes et virales, choléra, fiévres typho-
paratyphoides, shigelloses, brucelloses, douves, certaines hépatites virales, poliomyélite, et parasitoses
diverses tels que les vers intestinaux (Dupeyron 2018; Baudart et Paniel 2014). Les agents infectieux
peuvent étre vehiculés par d’autres moyens : les produits biologiques (sang) et le matériel (objets
inanimés tels que les mouchoirs, les scalpels chirurgicaux, bottes, roues des tracteurs...) (Hall 1983;

Ribbens et al. 2004 ; Simonsen et al. 1999).

2. Transmission aérienne

La transmission aérienne d'agents infectieux se référe a la propagation des agents indirectement a
travers l'air. Les agents infectieux sont transportés par l'air et se déposent sur des surfaces, ou ils
peuvent survivre pendant un certain temps et étre transmis lorsqu'une personne ou un animal touche
ces surfaces puis se touche la bouche, le nez ou les yeux (Mattioli et al. 2013). Les agents infectieux
qui peuvent étre transmis par voie aérienne comprennent des virus tels que ceux responsables du rhume
commun, de la grippe, de la rougeole ou de la varicelle, ainsi que des bactéries telles que celles
responsables de la tuberculose ou de la légionellose. La transmission aérienne peut étre évitée en
prenant des précautions telles que le port de masques pour les humains, la ventilation appropriée des

espaces fermés et le maintien d'une distance physique (Chiu et al. 2020).

3. Vecteurs arthropodes

Dans la transmission vectorielle aux hommes ou aux animaux, 1’élément intermédiaire est un
arthropode.

Les infections a transmission vectorielle sont celles dans lesquelles un agent infectieux est transmis
d'un héte infecté (un hote vertébré tel qu'un humain ou un animal) & un autre par I'intermédiaire d'un
arthropode hématophage (comme un moustique, une tique, une puce ou un pou) (Robert 2012). Ces
infections, entrainant parfois des maladies telles que le paludisme et la dengue, ont un impact important
sur la santé humaine a travers le monde, ainsi que sur la santé animale, avec des maladies comme la
fievre de la vallée du Rift et la fievre catarrhale ovine ou la theilériose tropicale bovine et peuvent
parfois étre des zoonoses (transmises de I'animal aux humains et inversement) (Bhatt et al. 2013 ;
Ikegami et Makino 2011 ; Murray et al. 2012 ; Saegerman, Berkvens, et Mellor 2008 ; WHO 2018,
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2020), cela entraine un fardeau important sur la santé et le développement des pays touchés. En raison
de I'intense circulation mondiale des personnes et des biens, les agents infectieux a transmission
vectorielle peuvent rapidement se propager, soit par la diffusion de vecteurs infectés soit par
I’introduction d’agents infectieux pouvant infecter des vecteurs locaux, et causer des épidémies dans
des zones auparavant indemnes, comme cela s'est produit avec le virus West Nile aux Etats-Unis, le
chikungunya a la Réunion et en ltalie, ainsi que la diffusion de la fievre catarrhale ovine en Europe
(Angelini et al. 2007 ; Josseran et al. 2006 ; Petersen, Brault, et Nasci 2013 ; Saegerman, Berkvens, et
Mellor 2008). Ces maladies font, pour certaines, partie des maladies émergentes, ou ré-émergentes, et
constituent un défi majeur pour la santé publique (Ronca et al., 2021).

Au sein de la transmission vectorielle, on peut distinguer deux catégories. La premiére concerne la
capacité de I’agent infectieux a se répliquer dans 1’arthropode vecteur et a disséminer vers ses organes
de transmission. C’est une transmission active et on parle alors de vecteurs “biologiques” tels que les
moustiques, les puces et les tiques généralement. L’agent peut subir un cycle de maturation dans le
vecteur, plus ou moins complexe avant de devenir infectieux. Par exemple, le cas du paludisme, causé
par le parasite Plasmodium et transmis par les moustiques Anopheles. Lorsqu'un moustique se nourrit
du sang d'une personne infectée, il ingére des sporozoites du parasite. Dans le moustique, les
sporozoites subissent une maturation complexe, se multipliant pour former des oocystes. Ces oocystes
éclatent, libérant des sporozoites qui migrent vers les glandes salivaires du moustique. Lors d'une
pigdre ultérieure, les sporozoites sont injectés dans le sang de la personne, amorc¢ant un nouveau cycle
d'infection (Tuteja 2007).

Les arthropodes s’infectent lors du gorgement et lorsque 1’agent infectieux est capable de se répliquer
dans I’arthropode vecteur et de se disséminer vers ses organes de transmission, on parle de transmission
active et de vecteurs biologiques et ainsi de compétence vectorielle. Les vecteurs biologiques sont
donc essentiels pour la survie et la propagation des agents infectieux.

La seconde catégorie concerne certains vecteurs qui peuvent étre responsables de transmission
passive. Cette fois il s’agit de vecteurs dits “mécaniques”, c’est-a-dire qu’ils ne sont pas des hotes
pour I'agent infectieux. Ils agissent simplement comme des transporteurs passifs de I'agent sur leur
corps ou dans leur tractus digestif. Les mouches domestiques sont un exemple courant de vecteurs
mécaniques, transportant des bactéries et des virus d'une surface contaminée a une autre, ou d'un tas
de fumier a un aliment. Par exemple, la puce du rat (Xenopsylla cheopis) peut transporter et
transmettre la bactérie Yersinia pestis, responsable de la peste bubonique. Bien que la puce ne soit
pas nécessaire au cycle de vie complet de la bactérie, elle agit comme vecteur mécanique en

transportant les bactéries d'un hote infecté a un autre. Lorsqu'une puce se nourrit du sang d'un rat



infecté par Yersinia pestis, elle peut ingeérer les bactéries. Ensuite, lorsqu'elle se nourrit du sang d'un
nouvel hote, elle peut régurgiter des bactéries dans la plaie causée par sa piqlre, infectant ainsi cet
hote. Ce processus mécanique de transmission peut contribuer a la propagation de la peste entre les
populations de rongeurs et éventuellement aux étres humains. Les vecteurs mecaniques peuvent donc
contribuer a la propagation d’agents infectieux responsables de maladies, mais ils ne sont pas

essentiels a la survie du micro-organisme.
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Figure 2 : Cycle générique de la transmission d’agent infectieux

Les six maillons présentés dans la figure ci-dessus (Figure 2) représentent les conditions nécessaires a
la transmission de I’infection. En effet, des facteurs liés a 1’agent infectieux (pathogénicité,
virulence...), a I’hote (statut immunitaire, age, état de santé...) ou a ’environnement (température,
humidité...) influencent les conditions de transmission. Il est également essentiel qu’il y ait un
réservoir, capable de maintenir la survie de 1’agent infectieux. Cet agent quittera ainsi le réservoir par
une porte de sortie (sécrétions, excrétions, sang...) et pourra étre transmis par les moyens
précédemment cités avant de s’introduire dans 1’hote pour le contaminer par la porte d’entrée
(muqueuses, peau...). Enfin, I’agent infectieux ne peut pas se transmettre si ’hdte n’est pas réceptif a
I’infection, par exemple si I’hote est immunisé contre 1’agent infectieux a la suite d’une vaccination

ou, dans certains cas, apres avoir contracté la maladie.



Un agent est infectieux (qu’il soit pathogeéne ou non) s’il est capable de transmettre et créer une
infection par sa réplication chez un héte. La transmission d'agents infectieux dépend de plusieurs
facteurs, notamment les caracteéristiques de I'agent (différentes chez un virus, une bactérie, un parasite
uni- ou pluricellulaire), des hdtes (mammiféres ou arthropodes), de I'environnement et des modes de
transmission. Comprendre ces facteurs peut aider a surveiller, voire prévenir la transmission d'agents

infectieux et a controler les maladies.

i. Facteurs liés a I'agent infectieux

La taille de I'agent infectieux est un facteur important pour sa transmission. Les agents infectieux de
petite taille, comme beaucoup de virus, peuvent étre transportés par l'air et se propager sur de plus ou
moins longues distances (Garner 1996; Duguid 1946; Xie et al. 2007), tandis que les agents infectieux
de plus grande taille, comme de nombreuses bactéries, sont généralement transportés par des

gouttelettes et se propagent sur des distances plus courtes (Macias et al. 2009).

Un autre facteur a prendre en compte est la pathogénicité de 1’agent infectieux qui fait référence a la
capacité d'un organisme a provoquer une maladie chez son ou ses hotes (c'est-a-dire a nuire a I'hote).
Cette capacité dépend de composantes génétiques de 1'agent infectieux, dont 1’expression va conduire
aun phénotype dont les effets biologiques seront délétéres pour 1’héte, et les dommages causés a I'hote
sont étroitement liés aux interactions héte-pathogéne (Cann 2016; Shapiro-llan et al. 2005). Certains
agents infectieux n’ont d’ailleurs pas la capacité de provoquer de maladie, ou chez certains de leurs
hotes et pas les autres, ou encore avoir des pathogeénicités différentes selon les hotes. Lorsque les agents
infectieux sont dits tres virulents, c’est-a-dire capable de se développer et se multiplier efficacement
chez un hote, causant des symptomes graves tels qu’une forte toux, des eéruptions cutanées, ou encore
des hémorragies, cela peut favoriser la propagation de I'infection via la production de gouttelettes
respiratoires ou des effusions sanguines fortement contaminantes (Bull 1994). Par exemple, le virus
Ebola est trés virulent chez I’homme et peut se propager rapidement dans les communautés touchées
en raison des symptdmes graves qu'il provoque, tels que des saignements internes et externes, des
vomissements et de la diarrhée. Les patients atteints d'Ebola peuvent produire des quantités élevées de
virus dans leur sang et d'autres liquides corporels, ce qui augmente le risque de transmission a d'autres
personnes (Si ces personnes sont au contact des malades, des villages peuvent étre décimés puis
I'épidémie s'arréte faute d'hétes humains, le virus se trouve alors dans des réservoirs animaux)

(Reichler et al. 2020). Cependant, il convient de noter que la virulence d'un agent infectieux ne
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détermine pas toujours sa capacité de transmission. Il est a noter également, qu’un agent pathogéne
trés virulent peut tuer son hote en empéchant toute transmission. Certains agents infectieux moins
virulents peuvent encore se propager rapidement s'ils sont transmis par contact étroit ou par l'air. Par
exemple, le virus de la grippe est moins agressif chez ’homme que le virus Ebola, mais il se propage
facilement dans les communautés en raison de sa capacité a étre transmis par des gouttelettes

respiratoires, ¢’est-a-dire a atteindre les cellules des voies respiratoires.

Enfin, la résistance aux conditions environnementales est un facteur important qui influe sur la
transmission des agents infectieux. Les conditions environnementales, telles que la température,

I'numidité, la lumiere, la pression et le pH, peuvent avoir des effets différents sur la viabilité de ces
agents. La capacité de 1’agent infectieux a survivre dans 1’environnement et a rester viable influence
la facilité des agents infectieux a se transmettre. Lorsque 1’agent infectieux contenu par exemple dans
des fluides biologiques ou déjections se retrouve dans 1’environnement, il peut y survivre un certain
temps, ce qui entraine sa capacité a se transmettre. Ainsi, les micro-organismes peuvent survivre et
demeurer infectieux pour une durée variable, selon leur propre viabilité, mais aussi selon les conditions
du milieu, de la surface ou des substances (ex. : sécrétions) ou ils se trouvent. Par exemple, les kystes
de certains parasites peuvent survivre plusieurs mois dans certaines conditions de température et
d’humidité (Bouchaud et al. 2009). Quant au rotavirus, un des agents responsables de la diarrhée, il
peut survivre plusieurs semaines sur une surface inerte non poreuse de type comptoir de bar (Ansari,
Springthorpe, et Sattar 1991). Certains virus respiratoires, dont le virus de la grippe, demeurent viables
jusqu’a 5 minutes sur la peau des mains (Bean et al. 1982).

La résistance des agents infectieux aux conditions environnementales est également liée a leur mode
de transmission. Les agents infectieux transmis par les aliments peuvent survivre dans des conditions
de température et de pH spécifiques, ¢’est d’ailleurs le cas de virus de la Peste Porcine Africaine (PPA)
qui survit dans la viande crue mais également dans la viande ayant subi une étape de salaison (Mazur-
Panasiuk, Zmudzki, et Wozniakowski 2019).

ii. Facteurs liés a I’'hote

La réponse immunitaire de I'note est également un facteur clé qui peut influer sur la prise en charge de
I'agent infectieux par notre organisme. Le systéme immunitaire inné, qui fournit une réponse
immunitaire rapide et non spécifique contre les infections, est particulierement important pour
empécher la propagation rapide de lI'agent infectieux. Le systeme immunitaire adaptatif, qui fournit

une réponse immunitaire spécifique et a long terme, avec une régulation plus fine des acteurs
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cellulaires et moléculaires mis en oeuvre pour éliminer I’agent infectieux et enregistrer son profil
antigénique permettant une réactivation rapide, est essentiel pour protéger I'héte contre une réinfection
(Dagenais, Villalba-Guerrero, et Olivier 2023; Hillion et al. 2020 ; Sun et al. 2020). L’immunologie,
la branche de la biologie qui étudie notre systeme immunitaire, s’est longtemps concentrée sur la
dissection des mécanismes moléculaires qui régissent notre réponse physiologique aux infections, en
considérant cependant qu’elle ne changeait pas d’un individu a 1’autre. Une hypothése mise a mal par
plusieurs études récentes, suggérant que nous ne sommes pas égaux face aux agents infectieux
(Holzmuller et al. 2016). L’age, le sexe, le passé infectieux, le patrimoine génétique, peuvent
influencer le systeme immunitaire, et rendre plus sensible aux maladies. C’est d’ailleurs ce qui a été
montré par Patin et al. (2018) et Piasecka et al. (2018), les deux études confirment qu’une grande partie
de la variation du systeme immunitaire entre individus est due a des différences de sexe et d’age. Ils
ont également regardé si le patrimoine génétique pouvait contribuer aux différences de réponses
immunitaires entre les individus. 1ls ont identifié des centaines de variations génétiques qui changent
I’expression de molécules clés de la réponse immunitaire dont certaines sont associées a un plus grand
risque de développer des maladies telles que 1’allergie aux pollens, le lupus érythémateux, ou encore
le diabéte de type 1. L'immunité joue un réle crucial dans la transmission des agents infectieux.
Lorsqu'une personne est immunisée contre un agent infectieux, cela peut réduire sa capacité a
transmettre I'infection a d'autres individus. D’une part, 1'immunité innée ou adaptative peut aider a
réduire la charge microbienne chez une personne infectée. Une charge microbienne plus faible diminue
la quantité de micro-organismes excrétée dans les secrétions respiratoires, les selles ou d'autres fluides
corporels, ce qui réduit la probabilité de transmission a d'autres individus, et/ou augmente la capacité
du systeme immunitaire de ces individus a éliminer immédiatement la faible quantité de micro-
organismes transmis. D’autre part, cela contribue a raccourcir la durée pendant laquelle une personne
infectée est contagieuse. Il est possible que cela corresponde a une réponse immunitaire plus rapide et
plus efficace contrélant I'infection plus rapidement, réduisant ainsi la période pendant laquelle

I'individu peut transmettre I'agent infectieux.

Les comportements individuels ou collectifs des hotes sont aussi des facteurs importants dans la
transmission des agents infectieux, car ils peuvent influencer leur exposition aux infections. Dans le
cas des animaux, certaines espéces ont des comportements alimentaires qui favorisent I'exposition aux
agents infectieux. Par exemple, les bovins paissent de I'herbe tendre prés des points d'eau et se
contaminent avec des douves (trématodes dont I’héte intermédiaire est un escargot nécessitant des

points d’eau) (Meyer 2023). Chez ’homme, ces comportements peuvent étre déterminés par des
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facteurs sociaux, économiques, culturels et psychologiques. Les contacts sociaux, tels que les
rassemblements publics ou les interactions étroites avec d'autres personnes, peuvent augmenter la
transmission d’agents infectieux transmis par les gouttelettes ou par 1'air, comme la grippe, la
tuberculose et le SARS-CoV-2 (Desenclos 2008). La vaccination peut réduire la propagation de
maladies infectieuses en limitant I’impact de la transmission de 1’agent infectieux au sein de la
population grace a une réponse immunitaire individuelle optimisée qui conduit a une immunité
collective. Ainsi le RO (taux de reproduction de base) d’un agent infectieux, c'est-a-dire la capacité a
se transmettre d’une personne contaminée a une personne non malade, peut passer en de¢a de 1 (Fine,
Eames, et Heymann 2011). Les comportements liés a l'alimentation, tels que la consommation
d'aliments crus ou insuffisamment cuits, peuvent augmenter la transmission d’agents infectieux
d'origine alimentaire, tels que la salmonelle, la listeria, I'E. coli et aussi de nombreux protozoaires.
Enfin, les déplacements, qu'ils soient locaux ou internationaux, peuvent favoriser la propagation des
agents infectieux en augmentant la dispersion géographique des hdétes infectés et en créant des
opportunités pour I'introduction de nouveaux agents infectieux dans de nouvelles populations (c’est en
partie ce qui a été observé avec le SARS-CoV-2). L'hygiéne personnelle, telle que le lavage régulier
des mains, la désinfection des surfaces de contact peuvent limiter la transmission par contact direct ou
indirect. Les comportements sexuels peuvent également avoir un impact sur la transmission d'agents
infectieux sexuellement transmissibles, comme [l'utilisation de préservatifs qui peut réduire la
transmission du VIH, de la syphilis et du papillomavirus humain (HPV). Le style de vie peut aussi
favoriser 1’exposition (usage de drogue par voie veineuse et risque d'infection a VIH ou VHC)
(Desenclos 2005). La pratique de certains loisirs ou professions d’extérieur peut favoriser 1’exposition
a certains agents infectieux ou a des vecteurs arthropodes d’agents infectieux (fréquentation des foréts
et exposition aux tiques transmettant les spirochétes responsables de la maladie de Lyme (Meha 2013),
pratique du canoé kayak et leptospirose (Monahan, Miller, et Nally 2009). Un autre exemple porte sur
la transmission du virus de la Fiévre Hémorragique de Crimée-Congo qui peut avoir lieu, dans le cycle
naturel, uniquement par piqire de tique, mais, pour la transmission a I’humain, peut également avoir
lieu par contact direct avec des fluides biologiques d’animaux ou d’humains contaminés. De
nombreuses études ont montré que certains métiers ou activités (personnels d’abattoir, éleveurs,
promeneurs, chasseurs...) présentaient plus de risques de contact avec le virus (Ak, Ergénil, et Génen
2020; Cikman et al. 2016 ; Gergova et Kamarinchev 2014 ; Kilinc et al. 2016 ; Sargianou et al. 2013).
Chez les animaux, certains comportements vont avoir des effets facilitateurs ou au contraire limitant
la transmission d’agents infectieux. Les comportements de rassemblement et de migration peuvent

jouer un role dans la transmission et la dissémination d'agents infectieux chez les animaux. Par
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exemple, les mouvements migratoires peuvent contribuer a la propagation de maladies d'une région a
l'autre comme c’est le cas pour le virus du West Nile transporté par ses réservoirs naturels, les oiseaux
(Jourdain et al. 2007 ; Pauli et al. 2013), tandis que les rassemblements d'animaux sauvages ou
domestiques peuvent favoriser la propagation de maladies entre individus, comme la PPA (Martin et
al. 2011).

Facteurs spécifigues a la transmission vectorielle :

Dans le cas de la transmission vectorielle biologique, I'arthropode vecteur agit en tant qu'hbte pour
I'agent infectieux. L'immunité de I'arthropode joue un réle crucial dans le maintien d'un équilibre
délicat entre la réplication de I'agent infectieux et sa transmission a d'autres hétes, qu'ils soient
vertébrés ou arthropodes. L'immunité chez les arthropodes peut étre plus rudimentaire que chez les
autres organismes, mais elle reste essentielle pour contréler la réplication de I'agent infectieux (Ming
et al. 2023 ; Stanley, Haas, et Kim 2023 ; Wu et al. 2022 ; Zeng et al. 2022). Elle permet de maintenir
la réplication de I'agent infectieux a un niveau suffisamment bas pour ne pas causer de dommages
graves a l'arthropode lui-méme, tout en garantissant qu'il reste suffisamment élevé afin de permettre la
transmission a d'autres hotes. La these de Rémi Perreira de Oliveira (2020) sur Ornithodoros fournit
un exemple illustratif de cet équilibre. Dans le cas d'O. moubata, il a été démontré que I'arthropode
réplique et transmet tres efficacement le génotype | du virus de la peste porcine africaine (PPA), mais
cela entraine sa mort. En revanche, il réplique et transmet Iégérement moins bien le génotype Il de la
PPA, mais il survit. D'autre part, O. erraticus n'est pas capable de répliquer suffisamment ces deux
génotypes pour les transmettre, mais reste infectée et peut transmettre I'infection lorsqu'elle est
consommeée par des porcs (Pereira de Oliveira 2020). Cet équilibre entre la réplication de I'agent
infectieux et I'immunité de I'arthropode influence directement sa compétence vectorielle, c'est-a-dire

sa capacité a transmettre efficacement I'agent infectieux a d'autres hotes.

En outre, les comportements des vecteurs jouent un réle crucial dans la transmission des agents
infectieux, notamment en ce qui concerne leurs préférences trophiques. Les vecteurs, tels que les
tiques, peuvent avoir des préférences spécifiques pour certaines espéces d'hbtes vertébrés pour leur
repas de sang. Ces préferences trophiques peuvent avoir un impact significatif sur la transmission des
agents infectieux. Certains hotes vertebres peuvent étre de bons amplificateurs ou reservoirs d'agents
infectieux, ce qui signifie qu'ils ont une concentration élevée de I'agent pathogene et qu'ils sont
susceptibles de le transmettre aux vecteurs lorsqu'ils se font piquer. D'autres espéces d'hdtes peuvent

étre moins compétentes pour l'infection ou ne présentent pas de charge microbienne élevée, ce qui
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limite leur role dans la transmission de I'agent infectieux aux vecteurs. Un exemple classique de cette
dynamique est la bactérie responsable de la maladie de Lyme, qui est transmise par les tiques. Les
tiques peuvent préférer se nourrir sur certains réservoirs d'agents infectieux, tels que les petits
mammiféres ou les cervidés, qui sont des hotes amplificateurs de la bactérie responsable de la maladie
de Lyme. Lorsque les tiques se nourrissent de ces hotes, elles peuvent acquérir la bactérie et la
transmettre a d'autres hotes, y compris les humains, lors de repas ultérieurs. Cette préférence trophique
peut étre influencee par différents facteurs, tels que les signaux chimiques émis par les hotes, la
disponibilité des proies ou la localisation des hotes dans I'environnement. En conséquence, les
arthropodes peuvent étre plus abondants dans les zones ou leurs préférences trophiques correspondent
aux espéeces d'hotes présentes

Les arthropodes, tout comme les hétes vertébrés, occupent des niches écologiques spécifiques qui
influencent leur répartition, leur abondance et leurs interactions avec d'autres espéces. Ces niches
écologiques déterminent les conditions dans lesquelles les arthropodes se développent, se nourrissent
et se reproduisent. La rencontre entre les arthropodes et les hotes se produit toujours par superposition
de leurs niches respectives. Par exemple, certaines especes de tiques peuvent étre plus abondantes dans
les zones boisées ou elles trouvent des hotes tels que les petits mammiféres et les cervidés, qui sont
des réservoirs potentiels pour les agents infectieux qu'elles transmettent. Cette superposition des niches
écologiques favorise les interactions entre les arthropodes et les hétes, ce qui influence la transmission
des agents infectieux. Notamment, I’homme, par ses activités, va circuler dans les zones boisées et
devenir hote pour des tiques vectrices d’agents infectieux zoonotiques.

De nombreux facteurs sont identifiés, tels que la préférence trophique, I'abondance des vecteurs, la
compétence vectorielle (capacité de l'arthropode a maintenir, reproduire et transmettre l'agent
infectieux), la durée d'incubation et d'infectiosité de I'agent infectieux dans le vecteur, les facteurs
environnementaux et d'autres caractéristiques spécifiques a l'interaction entre I'arthropode vecteur,

I'agent infectieux et I'h6te, et c’est ce qu’on appelle la capacité vectorielle.

iii. Facteurs liés a 'environnement

Les caractéristiques géographiques de I'environnement peuvent influencer la transmission des agents
infectieux. Par exemple, les zones urbaines peuvent favoriser la transmission par les gouttelettes de
certains agents infectieux responsables de maladies respiratoires telles que la grippe, en raison de la
proximité des personnes et de l'augmentation des contacts sociaux (Neiderud 2015). En outre, la
dengue semble étre plus présente dans les zones urbaines et periurbaines du fait de conditions
favorables a la survie et au développement de populations abondantes de moustiques vecteurs du genre

-5
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Aedes qui sont particulierement bien adaptés et tres anthropophiles (Morse 1995; Inserm 2017). De
méme, les zones rurales avec des populations importantes d'animaux domestiques peuvent favoriser la
transmission d’agents infecticux zoonotiques, tels que le virus de la fievre de la vallée du Rift, en
raison du contact étroit entre les humains et les animaux (Pepin et al. 2010).

Les conditions climatiques, telles que la température, I'numidité et les précipitations, peuvent
influencer la transmission des agents infectieux en affectant leur survie et leur propagation. Par
exemple, les virus de la grippe se propagent plus facilement pendant les mois d'hiver en raison de
I'numidité et de la baisse de la température, qui favorisent la survie des virus dans I'air. De méme, les
agents infectieux transmis par les moustiques, tels que ceux responsables du paludisme et de la dengue,
sont plus répandus dans les zones chaudes et humides en raison de conditions climatiques favorables
a la survie et au développement sur une grande partie de 1’année, voire toute 1’année, de populations
abondantes de moustiques vecteurs (Spengler 2012). Les moustiques Anopheéles, vecteurs du
paludisme, sont hétérothermes et leur capacité a transmettre le parasite dépend de leur température
corporelle. Des études ont montré que des températures plus basses peuvent réduire la capacité
vectorielle des moustiques, c'est-a-dire leur capacité a transmettre efficacement le parasite (Noden,
Kent, et Beier 1995).

Enfin, les conditions sanitaires de I’environnement, telles que 'accés a I'eau potable et aux installations
sanitaires peuvent influencer la transmission des agents infectieux par voie hydrique et fécale-orale.
Les zones ou l'acces a I'eau potable est limité, ou les installations sanitaires sont insuffisantes ou
inadéquates, peuvent favoriser par exemple la propagation du choléra et de la typhoide (OMS 2019).
De méme, la qualité de l'air peut influencer la propagation des maladies respiratoires, comme les

maladies pulmonaires liées a la pollution atmosphérique (Priiss-Ustiin et al. 2016; OMS 2019).

Les arthropodes vecteurs sont des organismes particulierement sensibles a leur environnement, et leur
niche écologique peut étre affectée par les changements climatiques. Ces changements peuvent
modifier la répartition géographique des vecteurs et leur capacité a transmettre des agents infectieux.
En raison de leurs déplacements actifs ou passifs via leurs hotes, il existe un risque d’introduction des
arthropodes vecteurs dans de nouvelles zones, parfois €loignées de leur habitat d'origine. Cette
introduction peut avoir un impact considérable sur les schémas de transmission des agents infectieux

vectorises et sur I'épidémiologie des maladies associées.

II- Especes exotiques introduites et invasions biologiques
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Les Especes Exotiques Introduites (EEI) sont des organismes vivants, tels que des animaux, plantes,
champignons ou méme micro-organismes, qui ont été introduits dans des écosystéemes qui ne sont pas
leur habitat naturel (ou tout au moins originel), soit intentionnellement (par exemple, pour la lutte
biologique contre des ravageurs) ou involontairement (par exemple, lors du transport de marchandises
ou d’animaux ou d’humains, ou encore par simple déplacements naturels) (Vanderhoeven et al. 2006).
Ces organismes s’installent dans le milieu si les conditions environnementales leur sont favorables ou
s’ils présentent une capacité d’adaptation suffisante pour croitre sous des conditions différentes de leur
zone d’origine. IIs s’installent d’autant mieux qu’ils sont compétitifs vis-a-vis des especes locales. Ils
peuvent alors proliférer fortement et causer des dommages environnementaux, économiques et
sanitaires considérables (Sanders, Mellor, et Wilson 2010). Ces Especes Exotiques deviennent alors
Envahissantes (EEE) ou Invasives et se caractérisent par leur grande capacité d'adaptation et de
dispersion dans de nouveaux environnements, ainsi que leur capacité de prolifération rapide, qui peut
leur permettre de dominer les especes indigenes ; en effet, cela peut entrainer la diminution des
ressources disponibles, la destruction des habitats et la diminution des populations indigénes, mettant
en péril I'équilibre fragile des écosystéemes locaux (Chabrerie et al. 2019). Ils peuvent également avoir
une grande plasticité phénotypique, ce qui signifie qu'ils peuvent modifier leur comportement, leur
morphologie et leur physiologie pour s'adapter a leur nouvel environnement et augmenter leur succés
reproductif (Chown et al. 2007). Ces organismes peuvent étre soit directement des agents infectieux,
soit des vecteurs d’agents pathogenes se transmettant aux populations locales d'hétes naifs, y compris
les humains, pouvant ainsi causer des maladies graves (Wilson et al. 2017 ; Duvallet et al. 2018). Avec
I’augmentation de leur introduction depuis ces deux derniers siécles (Seebens et al. 2017), les EEE ont
des impacts sur les écosystemes mais également pour la biodiversité (Semenza et Suk 2018). Le risque
est alors d’en voir émerger de nouveaux (OneHealth). Le moustique tigre (Aedes albopictus) est un
exemple frappant de la fagon dont les arthropodes vecteurs peuvent se disperser a I'échelle mondiale
et modifier les schémas de transmission des agents infectieux responsables de maladies.
Originellement présent en Asie du Sud-Est, il a réussi a se répandre dans de nombreux pays a travers
le monde. L'une des principales voies de dispersion est le commerce international de pneus d'occasion,
dans lesquels les ceufs du moustique peuvent survivre et étre transportés sur de longues distances. De
plus, ce qui rend ce moustique particulierement adapté aux milieux urbains, c'est sa capacité a se
reproduire dans de petites quantités d'eau stagnante, méme dans des environnements urbains
denseément peuplés. De plus, les ceufs du moustique tigre peuvent survivre pendant des mois voire des
années dans des conditions défavorables, grace a un état de dormance appelé diapause. Aedes

albopictus a également été en mesure de coloniser des niches écologiques vides, notamment dans les
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zones urbaines ou d'autres espéces de moustiques étaient peu présentes ou absentes. En raison de sa
forte anthropophilie, c'est-a-dire sa préférence a se nourrir de sang humain, le moustique tigre est un
vecteur important pour plusieurs maladies d’origine virale, notamment le Chikungunya, la Dengue et
le Zika (Higa 2011; Killilea et al. 2008 ; Weaver et al. 2018 ; Whitehouse 2004).

Hulme et al. (2009) ont identifié différentes voies pour les invasions biologiques (introduction
et établissement d'une espéce vivante) (Figure 3). Une seule d’entre elles est fondée sur des motivations
intentionnelles, & savoir la dissémination délibérée d'organismes comme pour la lutte biologique, les
autres étant non intentionnelles, souvent accidentelles, et principalement liées aux mouvements des
personnes, des animaux et des biens, et pouvant donc avoir une grande diversité de provenances. Dans
ce cas, les especes peuvent s’évader d’environnements confinés (de captivité), étre transportées
lorsqu’elles sont sur des hotes mais aussi lorsqu’elles sont dans la nourriture, les plantes, le bois... Les
EEI et EEE peuvent aussi étre des passagers clandestins dans des moyens de transports. Elles peuvent
enfin coloniser une région voisine grace a leur propre capacité de dispersion (Dutrieux 2017).
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| Figure 3 : Organigramme des voies d’introduction et de dispersion des EEIl et EEE d’aprés (Dutartre
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(ronds verts) des voies d’introduction, c’est-a-dire les introductions intentionnelles et/ou non
intentionnelles et le mécanisme d’introduction, soit I'importation d’'une marchandise, I'arrivée via un
vecteur de transport, I'établissement d’'un corridor de dispersion anthropique ou la propagation
naturelle a partir d’'une région ou I'espéce est elle-méme étrangére.

i. Introductions involontaires

Les introductions non intentionnelles d'especes sont généralement le résultat de I'activité humaine,
mais peuvent aussi étre dues a des phénomenes naturels. Pour ces derniers, les especes peuvent étre
transportées d'une région a une autre par les courants océaniques, les vents, les inondations, les feux
de forét (par la fuite des animaux vers de nouveaux milieux), les tempétes, la fragmentation des habitats
ou la succession écologique (processus naturel d'évolution des écosystemes), mais également par les
animaux migrateurs. Par exemple, des graines de plantes exotiques peuvent étre transportées par le
vent mais également par les oiseaux qui s’en nourrissent et les déposent via leurs excréments dans des
nouvelles zones. Il peut y avoir des échappements d’individus d’élevage comme en mai 2020, en
France, ou des fortes pluies ont entrainé le débordement de bassins de pisciculture (UICN Comité
francais et OFB 2022). Il est important de noter que les oiseaux migrateurs jouent un réle important
aussi bien en termes d’introduction d’agents infectieux que d’arthropodes vecteurs (comme les tiques).
IIs sont d’ailleurs responsables de 1’introduction du virus du West Nile en Europe, lors de leur
changement d’habitat en provenance d’Afrique. Le virus est actuellement installé et endémique dans
plusieurs zones d’Europe du Sud et centrale. Les phénoménes d’introduction par des oiseaux
migrateurs se conjuguent a une endémisation progressive. La lignée 2 du virus, détectée pour la
premiere fois sur un oiseau en Hongrie en 2004, se diffuse peu a peu en Europe et coexiste dorénavant
avec la lignée 1, qui était historiquement la seule présente en Europe (Kutasi et al. 2011 ; Lecollinet
2012).

Le commerce international de plantes, d'animaux, d'insectes, de produits alimentaires, de matériaux de
construction, de matériel de loisirs, etc... est une des principales voies d'introduction d’especes
exotiques (Anderson et al. 2015 ; Torchin et al., 2002). Lorsque les moyens de transports déchargent
leur cargaison, ils peuvent également introduire des espéces exotiques (graines, animaux, plantes...)
dans les zones portuaires ou aéroportuaires et les zones avoisinantes (Bailey 2015; Buck 2010) via
leurs cargaisons de bois, fruits, légumes, plantes, fleurs, textiles, meubles ou dans des emballages en
bois (Kenis et al. 2007). Egalement, lors des déplacements de personnes, qu’ils soient dus au tourisme,
aux activités professionnelles ou a I’immigration (Schwarz, 1996), des espéces exotiques peuvent étre
transportées involontairement par les voyageurs dans leurs affaires (vétements, sacs a dos, tentes, ...).

Parfois, les importations agricoles peuvent conduire fortuitement a I’introduction d’EEE. Un exemple
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courant d'introduction de graines de plantes exotiques est celui des espéces de renouée asiatique
(Reynoutria spp.). Ces plantes envahissantes, originaires d'Asie, peuvent produire une grande quantité
de graines qui sont facilement transportées par le vent, 1'eau, les véhicules et les marchandises... ce
qui entraine leur dispersion dans de nouveaux habitats. Une fois établies, ces plantes exotiques peuvent
se propager rapidement et supplanter les especes locales, provoquant des perturbations dans les
écosystemes locaux (GT IBMA 2016a). Les transports maritimes sont particulierement a risque
d'introduction d’EEE, les navires pouvant déplacer des organismes attachés a leur coque, ce qui est
connu sous le nom d’encrassement biologique. C’est ainsi que les moules zébrées d’Europe ont été
introduites sur les ctes américaines par bateaux (Schloesser 1995). Des EEE peuvent aussi étre
déplacées dans les ballasts des navires, qui sont des réservoirs d'eau de mer utilisés pour stabiliser les

navires pendant leur chargement/déchargement et navigation.

L'importation de bétail peut conduire a I’introduction de nouveaux agents infectiecux, comme ce fut le
cas en 2006, ou le Nord-Est de la France (ainsi que les pays environnants) a été confronté a une
épidémie de fievre catarrhale ovine, probablement causée par I'introduction de bétail infecté provenant
d’autres régions du monde, telles que 1’ Afrique ou I’Amérique du Sud, ou la souche circulante avait
déja été identifiee. L'importation de ces animaux infectés a permis la transmission du virus aux
animaux locaux, ce qui a entrainé la propagation de la maladie sur le territoire francais. Les
mouvements des animaux peuvent également entrainer 1’arrivée de nouvelles espéces de vecteurs
comme les tiques qui présentent la particularité de rester attachées plusieurs jours voire semaines sur
un méme hote pour leur repas sanguin, ce qui favorise leur transport passif lorsqu’aucune mesure de
controle des parasites externes n’est prise a I’embarquement des animaux (Yadav et al. 2013).

Enfin, les différents stades de développement des arthropodes vecteurs peuvent se dissimuler dans les
vétements, dans les bagages ou les véhicules des voyageurs (Reinhardt et Siva-Jothy 2007). Ainsi, on
recense de nombreux cas d’importation de moustiques sur des terres indemnes via les transports
aériens, avec création de populations introduites a proximité des aéroports (Ibafiez-Justicia et al. 2017
; Ibafez-Justicia et al. 2020). C’est d’ailleurs le cas de I’introduction d’Ae. aegypti en Europe a
I’aéroport international de Schiphol, aux Pays-Bas ou encore Ae. albopictus aux aéroports de Roissy
ou Strasbourg (Ibafiez-Justicia et al. 2017; EID 2019).

ii. Introductions volontaires

Les voies intentionnelles d’introduction d’EEE incluent le transport d'especes pour une utilisation en
laboratoire, en agriculture, a but cynégétique ou de conservation, a visée commerciale ou pour la lutte
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antiparasitaire. L'ornementation fait référence a l'utilisation d'espéces exotiques pour des raisons
esthétiques, comme les animaux de compagnie (poissons d'aquarium, les reptiles et les oiseaux : les
perruches échappées qui sont devenues des especes communes de nos villes) ou les plantes
ornementales. Les espéces exotiques sont souvent choisies pour leur apparence unique ou leur
comportement intéressant. Une étude menée aux Etats-Unis (Stringham et al. 2021), a montré que de
nombreuses espéces animales exotiques ont été introduites aux Etats-Unis via le commerce des
nouveaux animaux de compagnie, dont environ 20% étaient considérées comme des especes
envahissantesPar exemple, I'introduction de la renouée du Japon (Fallopia japonica) en Europe pour
des raisons ornementales et de stabilisation des sols a entrainé sa propagation incontrélable dans les
habitats naturels. D’autre part, dans un objectif de repeuplement des populations de lapins de Garenne,
ce sont des centaines de milliers de lapins qui ont été lachés chagque année en France et dans la
péninsule Ibérique. Mais la majorité de ces lachers, traditionnellement effectués en hiver apreés la
fermeture de la chasse, sont connus pour donner des résultats souvent décevants, la plupart des lapins
lachés n’étant plus jamais revus ensuite (Aubineau 2006). Aussi, des bouquetins ont été réintroduits
dans les Pyrénées apres 1’extinction de la sous-espece Capra pyrenaica pyrenaica. Cette fois, ce fut
un succes, car avec 253 animaux réintroduits, ce sont maintenant plus de 480 individus qui sont
dénombrés (Garnier 2021; Bouquetin Pyrénées 2016). L’introduction peut aussi étre a des fins
d’amélioration des qualités bouchéres. Enfin, dans certains cas, certaines races sont naturellement
capables d’exprimer une résistance a des agents infectieux ou aux ectoparasites comme les tiques.
C’est ce que I’on observe avec la race bovine N’dama qui est trypanotolérante (moins affectée lors
d’une infection par les trypanosomes, parasites unicellulaires sanguins) et qui semble plus résistante
aux tiques (Ganyo et al. 2018). Ces races peuvent dans certains cas étre introduites pour limiter I’effet
de ces parasites. Une derniere raison de I’introduction de nouvelles espéces est la lutte biologique.
L’introduction de la coccinelle asiatique partait d’une bonne intention. Elle avait été importée en
Europe et aux Etats-Unis dans les années 1980 pour lutter de maniére biologique contre les pucerons
dont elle raffole. Bien que trés efficace, les coccinelles locales, elles, n’ont pas suffisamment & manger
et, en plus, transportent dans leurs oeufs les parasites transmis par les concurrentes asiatiques et mortels
pour leur espece (OFB 2022).

Une fois introduite, une espéce peut connaitre différents scénarios d'installation et de dispersion.
L'installation d'une espéce dans un nouveau milieu dépend de plusieurs facteurs, notamment des

caractéristiques biologiques de I'espece elle-méme, des conditions environnementales du nouvel
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habitat et des interactions avec les especes indigénes présentes. Pour commencer, il faut que 1’espéce
soit capable de survivre et de s’établir dans le nouveau milieu, cela dépend de sa capacité a s'adapter
aux conditions environnementales locales, telles que le climat, le sol, la disponibilité des ressources et
la compétition avec d'autres espéces. Ensuite, il faut que 1’espéce puisse se reproduire pour établir des
populations viables et pérennes. A partir de certains individus issus de ces populations viables,
capables de se déplacer par eux-mémes ou au travers de moyens de transports, aura lieu la dispersion

de I’espéce introduite.

i. Biologie de I'organisme introduit

Un des facteurs biologiques qui favorise l'installation des especes exotiques introduites est leur
capacité a se reproduire rapidement. Certaines espéces végétales, comme l'ambroisie (Ambrosia
artemisiifolia L.), peuvent produire des centaines de milliers de graines, ce qui leur permet de maintenir
un niveau de survie dans des conditions environnementales difficiles (CDR EEE 2018). D'autres,
comme la renouée du Japon (Reynoutria japonica), utilisent la multiplication asexuée pour se
reproduire sans attendre la saison de reproduction. Elles développent un long réseau de rhizomes qui

leur permet de s'ancrer dans le milieu (GT IBMA 2016a).

Certaines especes exotiques peuvent également avoir des adaptations physiologiques,
comportementales ou liées aux interactions complexes avec les autres especes de I'écosysteme, leur
permettant de s'adapter rapidement aux nouvelles conditions environnementales, de concurrencer les
especes indigénes pour la nourriture, I'espace ou les ressources, ou d'éviter les prédateurs. Par exemple,
le spartine maritime (Spartina alterniflora) et I’agave américaine (Agave americana) sont capables de
tolérer des niveaux élevés de sel ou de températures extrémes (GT IBMA 2016b; OFB & UICN France
2020a). L'ajonc européen (Ulex europaeus) posséde un systéme racinaire qui lui permet de pousser
dans des sols pauvres en nutriments (Atlan et al. 2015). L'écrevisse américaine (Orconectes limosus)
est une espece exotique ayant été introduite a des fins d'élevage et représentant une menace pour les
écrevisses indigenes en raison de la compétition et de la transmission de la peste des écrevisses dont

elle est porteuse asymptomatique (Basilico et al. 2013).

Mais bien sir, pour qu’une espéce puisse s’installer, il faut que les ressources alimentaires qui lui sont
nécessaires soient disponibles. Lorsqu'une espéce exotique invasive est introduite dans un nouvel
écosystéme, sa capacité a trouver et a exploiter des ressources alimentaires joue un réle crucial dans

sa survie et son succes. Si les ressources alimentaires nécessaires sont abondantes et disponibles, cela
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peut favoriser I'établissement et la propagation de I'espece invasive. Quand elles sont introduites, soit
elles sont naturellement associées a plusieurs hotes (comme les tiques Hyalomma marginatum qui
trouvent toujours des hotes sur lesquels se fixer méme dans de nouveaux milieux) ou soit elles sont
capables de s’adapter. Certains micro-organismes sont équipés de mécanismes spécifiques qui leur
permettent de coloniser de nouveaux environnements et certains sont transportés avec leur héte (c’est
d’ailleurs le cas des agents infectieux entrainant ainsi, parfois, des invasions multiples). Les micro-
organismes qui se reproduisent rapidement et efficacement ont une plus grande capacité de
propagation. Certains micro-organismes peuvent avoir des cycles de vie courts avec une reproduction
asexuée rapide, tandis que d'autres peuvent former des spores.

Les especes exotiques ont souvent une capacité de reproduction élevée, ce qui leur permet de
proliférer rapidement dans de nouveaux environnements. Elles peuvent produire un grand nombre de
descendants, avoir des cycles de reproduction courts ou bénéficier d'autres stratégies de reproduction
efficaces, telles que la production de propagules légéres ou résistantes. Elles peuvent aussi présenter
des caractéristiques qui leur conférent un avantage compétitif par rapport aux espéces indigenes. Elles
peuvent étre plus efficaces pour exploiter les ressources disponibles, avoir une meilleure capacité de
croissance ou bénéficier de mécanismes de défense plus efficaces contre les prédateurs ou les maladies.
Lorsqu'une espéce est introduite dans un nouvel environnement sans ses prédateurs ou parasites
naturels, elle peut se retrouver sans régulateurs biologiques et connaitre une croissance non controlée.
Cela peut favoriser sa propagation et sa prolifération, car elle n'est pas soumise aux mémes pressions
de prédation ou de parasitisme que dans son habitat d'origine. Un dernier facteur, qui concerne aussi
bien les micro-organismes que certains organismes comme les tiques, est le fait d’étre présent au sein
d’un hote se déplagant en restant longtemps présent, permet la dispersion (i.e. les tiques sur les oiseaux

migrateurs ou les ongulés et les micro-organismes au sein de ces tiques (Mancuso et al. 2019)).

ii. Conditions physico-chimiques de I'environnement

L'environnement d’accueil joue un role important dans le développement d’une invasion. D’aprés
Williamson et Fitter (1996), toutes les communautés sont susceptibles d’étre envahies mais certaines
plus que d’autres en raison de leur fragilité. Ainsi, il semblerait que les perturbations écologiques des
habitats soient un facteur favorable aux invasions biologiques : 1’anthropisation et ’artificialisation
des milieux concourent a diminuer les capacités de résistance et de résilience des écosystemes face
aux invasions (Mack et al. 2000 hn; Williamson et Fitter 1996) et favorisent les espéces exotiques
opportunistes. Il en serait de méme pour les écosystemes comportant des niches écologiques vacantes

ou comportant un faible nombre d’espéces (Mack et al. 2000 ; Williamson et Fitter 1996).

&
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Les caractéristiques géographiques, telles que la topographie et la proximité des cours d'eau ou des
zones humides, peuvent offrir des voies de transport pour les graines et les plantes, ainsi qu'un habitat
favorable pour les espéces exotiques. Parfois, les zones humides peuvent fournir un habitat idéal pour
des especes de grenouilles et de tortues exotiques, un exemple bien connu est la tortue de Floride
(Trachemys scripta elegans), considérée comme un NAC, elle a été relachée dans I'environnement, a
proximité de cours d'eau, ou elle a continué a proliférer. Les zones cotieres peuvent également offrir
des habitats pour les espéces de crabes et de mollusques exotiques, qui peuvent étre transportées sur
des bateaux ou dans des ballasts d'eau. Le climat joue également un rdle crucial, car certaines espéces
exotiques préférent les environnements chauds et secs, tandis que d'autres préferent les environnements
humides et frais. Par exemple, le lézard commun (Podarcis muralis), originaire d'Europe, a été
introduit dans plusieurs régions du monde. Il présente des adaptations physiologiques, telles que des
capacités de thermorégulation et de tolérance a des températures élevées, qui lui permettent de
coloniser des habitats divers (Brafia 1991). Les températures plus chaudes peuvent également favoriser
la germination précoce des graines et la croissance accélérée des plantes, ce qui peut faciliter la
dispersion des especes exotiques. C’est d’ailleurs le cas pour I’herbe de la pampa (Cortaderia selloana)
qui produit de grandes quantités de graines légéres pouvant étre dispersées par le vent sur de longues
distances. Les températures plus chaudes, typiques des climats méditerranéens ou tempérés, peuvent
stimuler la germination précoce des graines de I'herbe de la pampa, donnant ainsi un avantage a cette
espece exotique (Domeénech et Vila 2008). La fonte des glaces en Arctique est une bonne illustration
des mécanismes de réchauffement climatique et d'augmentation des risques d'introduction, car elle
permet le passage des navires en ouvrant de nouvelles routes maritimes, donnant acces a des régions
auparavant inaccessibles et la mise en contact entre régions auparavant isolées, jusqu’alors préservées
des risques d’introductions d’espéces non-indigenes marines (ce sont donc 34 taxons qui ont été
introduits entre 1960 et 2015) (UICN Comité francais et OFB 2022).

Enfin, les espéces exotiques peuvent avoir des adaptations pour résister a des conditions
environnementales extrémes, telles que des températures elevées ou des sols pauvres, ce qui leur
permet de mieux survivre et de coloniser de nouveaux habitats. Les espéces animales peuvent
également se propager en utilisant les caractéristiques géographiques et climatiques de
I'environnement. Par exemple, certaines especes de poissons exotiques peuvent étre transportées par
des cours d'eau et se propager rapidement dans de nouveaux habitats. Les espéces animales exotiques
peuvent également avoir des adaptations physiques qui leur permettent de mieux survivre dans des
conditions environnementales difficiles ou changeantes, telles que des carapaces plus résistantes pour

les tortues ou des capacités de migration saisonniére pour les oiseaux migrateurs. Par exemple, la tortue
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(Testudo graeca) présente une carapace épaisse et robuste qui lui offre une protection contre les
prédateurs et les conditions arides (Znari et al. 2018).

La fragmentation des habitats peut également favoriser I'expansion des espéces exotiques en créant
des corridors pour la dispersion. De méme, la dégradation des habitats naturels peut favoriser
I'expansion des espéces exotiques en créant des conditions favorables a leur survie et a leur
reproduction. Par exemple, des études ont montré que certaines espéces d'insectes exotiques
envahissants, telles que la pyrale du buis en Europe, ont pu se développer et coloniser de nouvelles
zones en raison de l'augmentation des températures moyennes et de la diminution des périodes de gel
(Nacambo et al. 2014). Aprés fragmentation des habitats, on observe toujours une invasion d’espéces
« exotiques ». Par exemple, Harrison et Bruna (1999) ont prouvé que les ensembles naturels de petites
surfaces d’habitats sont enrichis par le « débordement » de la communauté environnante, tout en
perdant quelques espéces spécialistes présentes dans les grandes étendues d’habitats primaires. Ainsi,
les espéces aviaires forestieres sont plus menacées sur de petits fragments en raison d’un afflux
d’espéces généralistes prédatrices provenant de la matrice environnante (Fahrig et Merriam 1994).
Les facteurs chimiques sont un autre élément important dans la propagation des espéces exotiques
envahissantes. La preésence de nutriments ou de contaminants dans le sol ou l'eau peut favoriser la
croissance ou la reproduction des especes exotiques. Par exemple, des niveaux élevés de nitrates dans
I'eau peuvent favoriser la croissance d'algues envahissantes, tandis que la présence de métaux lourds
peut favoriser la croissance de plantes exotiques qui ont une tolérance élevée a ces contaminants. Les
algues vertes (Ulva lactuca) qui peuvent proliférer rapidement en présence de niveaux élevés de
nitrates dans I'eau en sont un tres bon exemple (Pérez-Mayorga et al. 2011). De plus, certaines especes
exotiques peuvent avoir des adaptations biochimiques qui leur permettent de résister a des toxines ou
a des herbicides. Par exemple, certaines espéeces de mauvaises herbes exotiques ont développé une
résistance aux herbicides couramment utilisés, ce qui leur permet de survivre et de se propager méme
dans des environnements traités avec ces produits chimiques. C’est d’ailleurs le cas de 1’amarante de
Palmer (Amaranthus palmeri), qui a développé une résistance au glyphosate (Powles 2010). De plus,
certaines espéces de mammiféres, comme les rats et les souris, peuvent avoir des adaptations
biochimiques qui leur permettent de résister aux poisons utilisés pour les éradiquer, ce qui rend le
contréle de leurs populations de plus en plus difficile. Il est donc important de surveiller les niveaux
de contaminants chimiques dans les écosystemes et de prendre des mesures pour prevenir I'introduction
d'espéces exotiques envahissantes qui pourraient prospérer dans des conditions environnementales qui

ne sont pas favorables aux espéces indigenes.
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Les especes introduites comme les invertébreés utilises en lutte biologique ne présentent pas toutes des
conséquences négatives au sein des écosystemes dans lesquelles elles s’installent. Seule une partie des
EEI/EEE est a I’origine d’effets indésirables, directs ou indirects, observés a differentes échelles, en
affectant la composition spécifique ou le fonctionnement des écosystémes d’accueil, voire en menagant

I’équilibre de la biodiversité a une échelle locale.

i. Compétition / Prédation
Les EEE peuvent entrer en compétition ou en prédation avec des espéces autochtones : elles prennent
leur espace, leur nourriture ou peuvent étre des prédateurs. Par exemple, introduite volontairement en
Guadeloupe dans les années 1930 pour lutter contre les rongeurs -également introduits- qui ravageaient
les plantations, la petite mangouste indienne a contribué a I’extinction, par prédation, d’un 1ézard et a
la quasi-disparition de deux especes de couleuvres (OFB 2022; OFB & UICN France 2021).

ii. Hybridation

L’hybridation d’une espéce exotique avec une espéce parente locale peut avoir comme conséquence
la disparition de cette derniere, si la descendance hybride et I’espéce exotique sont plus fécondes que
I’espéce locale originale. L’Erismature rousse (Oxyura jamaicensis) est un petit canard américain
introduit accidentellement en Grande-Bretagne dans les années 1950 a partir d’individus échappés de
captivité. Son expansion s’est faite rapidement et surtout au détriment de I’Erismature a téte blanche.
Deux problémes principaux résident avec cette introduction, le premier, et de taille, les deux especes
d’Erismature s’hybrident et les descendants sont fertiles. Le second, les males d’Erismature rousse
sont plus agressifs et dominants dans les groupes mixtes, ce qui augmente le risque de disparition
rapide de I’Erismature a téte blanche. Ce probléme persiste toujours dans les zones ou I’effectif de
I’Erismature a téte blanche reste tres faible comme en Espagne ou dans des régions frangaises comme
I’Ain (OFB & UICN France 2020b; Boniface 2020).

iii. Transformation des habitats et paysages
La colonisation par certaines plantes exotiques introduites transforme les habitats naturels et modifie
les paysages. Leur prolifération peut également freiner I’écoulement d’une riviére ou empécher la
pénétration de la lumiére, et ainsi freiner grandement toute croissance d’autres plantes indigénes. C’est

le cas de la salvinie géante, fougére aquatique originaire du Brésil, qui a été introduite dans les
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territoires d’outre-mer dans les années 2000 (CDR EEE 2016). Elle est notamment envahissante a
Mayotte. Elle forme, en proliférant, des tapis si denses qu’ils empéchent la lumiére et I’oxygene de
pénétrer dans 1’eau et crée des conditions défavorables pour les plantes, poissons, invertébreés et autres

organismes vivant dans I’eau (OFB 2022).

Des vecteurs arthropodes, des plantes allergisantes ou irritantes pour les voies respiratoires, des
especes animales ou vegétales et les micro-organismes potentiellement pathogénes, peuvent constituer

un risque sanitaire lorsqu’ils sont introduits.

Les agents infectieux introduits représentent un risque car ils arrivent au sein de populations d’hotes
naives qui ne pourront offrir qu’une réponse immunitaire innée comme ligne de défense et n’auront
pas le temps de développer une réponse immunitaire adaptative efficace contre les agents infectieux
responsables de la maladie. Dans ces cas-1a, parfois, le moyen d’éviter la propagation de 1’épidémie,
pouvant entrainer des conséquences dramatiques, est de prendre des mesures de contrdle drastiques
comme ce fut le cas pour la Covid-19 et les multiples confinements tout autour du globe.

L’introduction, dans une nouvelle zone, de micro-organismes ou d’individus infectés peut avoir des
conséquences sur I’écosystéeme environnant. En effet, prenons 1’exemple du virus de la Peste Porcine
Africaine (PPA) en Europe de I’Est, aprés son introduction en Géorgie par de la viande contaminée, le
virus s’est diffusé dans les pays alentours (notamment di a ’intervention humaine et la résistance du
virus sur les supports inertes) avec des conséquences dramatiques sur la filiere porcine. En effet, une
des principales méthodes de contrble consiste a abattre les cheptels infectés. Des zones de contrdle
sont mises en place autour des foyers de PPA pour limiter la propagation de la maladie. Des restrictions
de mouvement sont imposées pour les porcs, les produits porcins et les véhicules dans ces zones, ce
qui a un impact sur le commerce et la logistique. Les codts liés aux mesures de contrdle de la PPA sont
considérables. Cela comprend les colts de I'abattage des cheptels infectés, les dépenses pour la mise
en place de zones de contrdle, les opérations de surveillance et de gestion des populations de sangliers
(réservoirs sauvages du virus), ainsi que les investissements dans les infrastructures et les équipements
nécessaires. Dans certains pays, des filiéres porcines entieres ont été touchées (Pologne, Roumanie...),
avec des pertes considérables pour les éleveurs et les industries connexes. De plus, l'interdiction
d'exportation de porcs et de produits porcins depuis les zones touchées a des répercussions sur le

commerce international et les revenus liés a I'exportation (Brown et al. 2021 ; Tian et von Cramon-
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Taubadel 2020). Enfin, la présence de la PPA a des conségquences importantes sur la santé des suidés

domestiques et sauvages.

L’introduction d’arthropodes exotiques peut aussi étre a ’origine de maladies infectieuses s’ils
s’averent etre des vecteurs d’agents infectieux comme les moustiques, les tiques et les puces entre
autres vecteurs pour les animaux et I’homme, ou les pucerons, thrips, cicadelles et psylles pour les
vegétaux. Ces vecteurs exotiques peuvent arriver d’ores et déja infectés et ainsi retransmettre leurs
agents infectieux a des hétes locaux le plus souvent non immunisés contre les agents infectieux portés
par ces vecteurs. Aux Antilles, la maladie du Huanglongbing (HLB), causée par Candidatus
Liberibacter asiaticus, (bactérie localisée dans les vaisseaux du phloéme) demeure une contrainte
majeure de nature a compromettre le développement des filieres agrumicoles. Cette maladie
réglementée par une quarantaine est particulierement problématique. En effet, la HLB provoque une
baisse de productivité et un dépérissement des arbres. La maladie se propage de maniere épidémique
du fait de I’omniprésence du vecteur Diaphorina citri, arrivé antérieurement, dans un mouvement de
dissémination sur l'arc caribéen (Ehret et al. 2016). L'introduction de nouveaux arthropodes peut
également augmenter le risque de transmission d’agents infectieux existant localement, soit en
augmentant le taux de transmission de ce micro-organisme, soit en élargissant la saison de transmission

ou le spectre d’hotes susceptibles ou sensibles.

Les especes exotiques introduites et envahissantes ont des répercussions économiques considérables.
Leur introduction dans un nouvel environnement peut causer d'importantes pertes agricoles en
détruisant les cultures et en concurrencant les espéces indigenes, ce qui entraine une diminution des
revenus agricoles (des oiseaux granivores introduits qui se déplacent en nombre comme le capucin
damier peuvent causer des pertes agricoles, empéchant toute culture du riz.). De plus, leur gestion
requiert des investissements significatifs en termes de recherche, de surveillance, de prévention et de
contrdle, entrainant des codts élevés pour les gouvernements et les organisations concernées. Les
especes invasives peuvent également endommager les infrastructures, telles que les batiments et les
routes, nécessitant ainsi des réparations colteuses (les élodées américaines qui obstruent les
écoulements d’eau ou encore les ragondins qui detruisent les berges). De plus, elles perturbent les
écosystémes naturels en altérant les habitats et en déplacant les espéces indigénes, ce qui peut avoir un
impact négatif sur les activités économiques qui dépendent de ces écosystemes, comme le tourisme, la
péche et la foresterie. En outre, ces espéces peuvent causer une diminution de la biodiversité, ce qui
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affecte les services écosystémiques essentiels et peut avoir des répercussions économiques a long
terme. Enfin, certaines especes invasives peuvent compromettre le commerce international en

contaminant les produits agricoles ou en nécessitant des mesures de quarantaine codteuses.

Les processus d'introduction et d'invasion ne se limitent pas seulement aux plantes et aux animaux,
mais ils sont également observés chez de nombreux arthropodes vecteurs tels que les tiques. Ces
créatures jouent un role crucial dans la dissémination de maladies, avec des conséquences écologiques,
sanitaires et économiques significatives. Les tiques se distinguent notamment par leur capacité a rester
accrochées a leurs hotes vertébrés pendant des périodes prolongees, allant de 8 & 20 jours en fonction
de leur stade de développement et du nombre d'hotes dans leur cycle. Cette caractéristique bio-
écologique leur permet d'étre disséminées passivement sur de longues distances, augmentant ainsi leur
potentiel d'invasion et leur capacité a coloniser de nouveaux environnements. Par conséquent,
comprendre ces processus et leurs implications devient essentiel pour atténuer les risques associés a

ces arthropodes vecteurs et pour mettre en place des mesures de prévention et de contrdle efficaces.

III- Lestiques : especes introduites favorables aux invasions
biologiques et bons vecteurs d’agents infectieux

Les tiques sont classées dans I’embranchement des arthropodes (Arthropoda) au sein du régne animal
car elles disposent d’un squelette externe (ou exosquelette) et d’appendices articulés qui sont des
éléments morphologiques caractéristiques utilisés en taxonomie (Boulanger et McCoy 2017). La
présence de chélicéres et I’absence d’antennes les positionnent dans le sous-embranchement des
Chelicerata et au sein de la classe des Arachnida, tout comme les araignées. Enfin, les tiques
appartiennent a la sous-classe des Acariens et sont formées de deux parties le capitulum (qui porte les
piéces buccales) et I’idiosome. Elles appartiennent a I'ordre des Ixodida, les plus gros acariens et les
seuls hématophages stricts. Cet ordre comprend trois familles monophylétiques de tiques, dont la plus
importante est la famille des Ixodidae (tiques dures, c’est-a-dire avec un scutum -ou carapace- sclérifié
complet ou partiel) qui comprend plus de 700 espéces (Sonenshine et al. 2014 ; Pérez-Eid 2007), la
famille des Argasidae (tiques molles, sans scutum) qui est composée d’environ 200 especes (Alberto
A. Guglielmone et al. 2010), et enfin Nuttalliellidae qui ne comprend qu’une seule espece, Nuttalliella
namaqua décrite en Afrique et présentant des caractéristigues communes aux tiques molles et aux

tiques dures (Mans et al. 2011). A I’intérieur des deux premieres familles, les espéces sont regroupées
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en genres dont certains sont trés connus comme le genre Ixodes qui comprend les seules espéces
capables de transmettre en Eurasie et en Amérique du nord les spirochétes responsables de la maladie
de Lyme (Marques et al., 2021).

Embranchement : Arthropoda
Sous-embranchement : Chelicerata

Classe : Arachnida

Sous-classe : Acari

Super-ordre : Anactinotrichoida (=Parasitiformes)
Ordre : Ixodida

Famille Argasidae Ixodidae
Prostriata Metastriata o Nuttaliella
Sous-famille Argasinae Ornithdorinae Ixodinae Rhipicephalinae  Amblyommidae Bothriocrotinae Haemaphysalinae
e Argas * Ornithodoros * Ixodes Dermacentor o Amblyomma e Bothriocroton e Haemaphysalis %
e Carios * Antricola

Hyalomma (
Rhipicephalus 4 /
Cosmiomma ' ‘
Anomalohimalaya /

Margaroporus
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Figure 4 : Classification systématique des tiques (Ixodida). Classification taxonomique réalisée d’aprées
Gulielmone (20170).

Genre e Ogadenus e Carios
* Otobius
* Nothoaspis

@

Historiquement, la classification systématique des tiques se basait sur la caractérisation morphologique
des spécimens ainsi que sur 1’étude de leurs caractéristiques biologiques et écologiques et de leur
répartition géographique. Par la suite, le développement des techniques de biologie moléculaire a
permis d’affiner en partie les données de taxonomie grace aux etudes de phylogénie, basées entre autres
sur ’amplification par Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR) d’une partie du génome
mitochondrial et des genes nucléaires (Boulanger et McCoy 2017; Burger et al. 2014). Ainsi, la
taxonomie au niveau du genre et des espéces a pu étre clarifiée et un certain degré de consensus étre
trouvé. Au final, les tiques dures sont réparties au sein de 12 genres (les deux genres fossile
Compluriscutula et Cornupalpatum non compris) : Ixodes, Haemaphysalis, Amblyomma,
Rhipicephalus, Dermacentor, Hyalomma, Anomalohimalaya, Bothriocroton, Cosmiomma,
Margaropus, Nosomma et les Rhipicentor (Alberto A. Guglielmone et Nava 2014; A. Estrada-Pefia
2015). La classification des tiques molles quant a elle reste encore controversee, le nombre et le nom
des genres variant en fonction des écoles de pensée ; la caractérisation morphologique, biologique,
écologique autant que les critéres génétiques restent controversés (Plantard, Pavel, et Vial 2017). Un
des freins majeurs a la mise en place d’un consensus taxonomique sur les Argasidae est le manque de

parameétres objectives définissant clairement les termes descriptifs et les traits morphologiques
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spécifiques des spécimens mais aussi parce que seules les larves présentent a priori les caractéristiques

morphologiques spécifiques (et sont difficiles a collecter dans la nature) (Boulanger et McCoy 2017).

Parmi les éléments permettant la distinction des grandes familles de tiques, les tiques dures,
appartenant a la famille des Ixodidae, présentent en leur surface une carapace ou plaque dorsale
chitinisée sclérifiée, appelée scutum. Leurs pieces buccales, portées par le capitulum, se situent en
position apicale et sont visibles que la tique soit en face dorsale ou ventrale. Les tiques molles
appartenant a la famille des Argasidae se distinguent des tiques dures par ’absence de scutum ; a leur
surface, une peau ou cuticule souple est présente. Le capitulum et les piéces buccales se situent cette

fois-ci en face ventrale, logés dans une cavité nommée camérostome (Sonenshine et al. 2014a).

Vue dorsale Vue ventrale
Capitulum antérieur
@%
Postriata ;’ O\m% ggg %
CF o\ 6
Tique dure Parties <
Ixodidae chitinisées sillon anal en arche

Métastriata

Sillon anal en U

Capitulum ventral

Tique molle
Argasidae Tégument rugueux

Pas de parties chitinisées

Figure 5 : Caractéristiques morphologiques des tiques. Différences principales entre les tiques molles
et les tiques dures d’apres (Perez-Eid 2007) et adapté a partir de (Barker et Walker 2014)
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i. Le capitulum
Le capitulum (ou gnathosome) porte sur sa base, appelée basis capituli, les piéces buccales. Le
capitulum est composé d’une paire de palpes symétriques, a role exclusivement sensoriel et,
axialement, du rostre permettant I’action d’attachement et de gorgement sur I’héte vertébré. Le rostre
comporte I’hypostome en position ventrale et les chélicéres en position dorsale. Les chéliceres sont
formées d’une lame et de doigts griffus et permettent a la tique de découper la peau de I’héte, tandis
gue I’hypostome présente plusieurs rangées de denticules tout du long et constitue 1’organe d’ancrage
de la tique dans le derme de la peau de I’héte. Enfin, chez les femelles Ixodidae, au niveau de la basis
capituli, on retrouve des aires poreuses qui assurent des fonctions physiologiques notamment lors de
la ponte des ceufs (Pérez-Eid 2007). Selon les genres, les pieces buccales peuvent étre plus ou moins
longues et la basis capituli de forme différente (triangulaire, rectangulaire ou hexagonale, avec des
pointes ou non, avec des aires poreuses plus ou moins espacées chez les femelles...). Le nombre de

denticules et de rangées de denticules sur I’hypostome peut varier d’une espece a une autre.

Face dorsale Face ventrale

Chélicéres \
:|~ Rostre
Hyposthome -

Palpes

Pieces
buccales

m - Capitulum

Basis
capituli

Aires poreuses
- |diosome (femelle)

Figure 6 : Détail du capitulum des tiques dures, adapté d’apres (Boulanger et McCoy 2017,
Sonenshine et al. 2014a; Pérez-Eid 2007).
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Ixodes Hyalomma Amblyomma Dermacentor Rhipicephalus Boophilus Haemaphysalis

Figure 7: Les différents types de capitulum retrouvés chez les tiques dures d’aprés (Pérez-Eid 2007)

ii. L’idiosome
L’idiosome (ou corps de la tique) est constitué en face dorsale d’un tégument, sclérifié ou non. Chez
les tiques dures, c’est ce tégument qui permet la distinction des males et des femelles. En effet, les
males ont un tégument complet qui recouvre la totalité de la face dorsale, appelé conscutum, tandis
que les femelles (mais également les larves et les nymphes) présentent un tégument partiel, appelé
alloscutum, ne recouvrant que la partie antérieure du corps et permettant la dilatation de la partie
postérieure lors du repas sanguin. Chez les tiques dures femelles, cette élasticité n’est cependant pas
suffisante et de la cuticule est synthétisée tout au long de leur repas sanguin, afin de pouvoir contenir
la totalité du sang ingéré. En face ventrale des tiques de la famille des Ixodidae, certaines zones peuvent
étre sclerifiées, notamment les coxae (ou hanches sur lesquelles s’insérent les pattes), mais aussi chez
les méales, des parties de tégument autour de 1’orifice anal appelées plaques (anales, adanales et
subadanales) dont la forme caractéristique est tres utile en identification morphologique spécifique
(Pérez-Eid 2007). En revanche chez les tiques molles, le tégument est chitinisé, sans sclérification,
souple et rugueux, avec quelques variations d’aspect en fonction des genres décrits (Pérez-Eid 2007).
L’idiosome est divisé en deux parties. La premiere, antérieure, appelée le podosome, porte les paires
de pattes et le pore génital. Le nombre de paires de pattes varie selon le stade (on en trouvera trois chez
les larves et quatre chez les nymphes et les adultes). C’est grace aux extrémités des pattes ou sont
présentes des griffes et des ventouses que les tiques peuvent se fixer sur leurs hétes (S. Bonnet et al.
2017). Au niveau de la premiére paire de pattes se trouve 1’organe de Haller qui présente de
nombreuses fonctions sensorielles importantes pour la localisation des proies ou encore la
reconnaissance de pheromones (Sonenshine et al. 2014a). La présence sur I’idiosome d’autres organes
sensoriels comme les yeux (ou ocelles), les soies tactiles, les pores (appelés ponctuations) varient en

fonction des familles et des genres de tiques. Au niveau de 1’opisthosome, en partie postérieure de
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I’idiosome, se trouvent les plaques stigmatiques (plaques sur le c6té de la tique, entre les troisieme et
quatrieme paire de pattes, ou débouchent les trachées c’est-a-dire les organes intervenant dans la
respiration) ainsi que 1’orifice anal en face ventrale. Le sillon anal, selon qu’il passe au-dessus ou en-
dessous de I’orifice anal, est un critere permettant de reconnaitre le genre Ixodes des autres genres de
tiques dures. Chez les méles, en face dorsale, le bord postérieur du scutum peut étre dentelé de festons

dont le nombre et la coloration de certains peuvent varier d’une espeéce a une autre.

Face ventrale  Face dorsale dgrﬂaa'ﬂir

- Capitulum Coxa

Trochanter

| Podosome Pore génital
Scutum

I Idiosome —p

- Opisthosome Stigmate
Anus

Festons

Figure 8 : Morphologie externe d’une tique dure (S. Bonnet et al. 2017 ; Pérez-Eid 2007)

L’anatomie interne des tiques est tres similaire entre les tiques molles et les tiques dures (S. Bonnet et
al. 2017).

i. Le systeme digestif

Les tiques sont des arthropodes hématophages stricts, qui se nourrissent exclusivement du sang de leur
hdte. Hormis certaines espéces de tiques dont les larves ou les males ne se nourrissent pas, toutes les
stases de tiques prennent un repas sanguin (S. Bonnet et al. 2017). Il existe aussi une différence entre
tiques dures et tiques molles, puisque ces dernieres se gorgent assez rapidement sur leur héte (30
minutes a quelques heures) alors que les tiques dures restent accrochées a leur héte pendant 8 a 10
jours pour leur repas sanguin, voire plusieurs semaines pour les espéces dont les stades larvaires et
nymphaux (voire méme les trois stades) se gorgent sur le méme hote (S. Bonnet et al. 2017). Cette
caractéristique est un facteur favorisant I’introduction et la dissémination passive des tiques via leur

transport par leurs hotes vertébrés.
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L’appareil digestif des tiques débute par la cavité buccale, dont 1’hypostome constitue le plancher et
les chélicéres les parois dorso-latérales. Chez les tiques, a la différence de nombreux insectes
hématophages, il n’existe ni canal alimentaire, ni canal salivaire individualisé. Le sang de I’héte et la
salive de la tique, sont alternativement aspirés pour 1’un et émis pour I’autre plusieurs fois au cours
d’un repas sanguin. Cette cavité fait suite au pharynx qui s’ouvre sur 1'cesophage qui lui-méme se
termine par une valvule qui a pour réle de s’opposer au reflux du sang. Ensuite on retrouve le tube
digestif qui est I’appareil le plus développé du systeme digestif des tiques. Il est constitué¢ d’une partie
centrale, ou estomac, et de parties latérales trés ramifiées, appelées diverticules ou caecae. C’est a ces
niveaux que se produit la digestion, en particulier la dégradation de I’hémoglobine et I’hydrolyse des
protéines (puis assimilation, destruction des fragments cellulaires absorbés, extraction de 1’eau du
repas...). Le repas sanguin progresse par péristaltisme dans cette portion. Chez les tiques,
contrairement aux moustiques par exemple, la digestion du sang s’effectue a I’intérieur des cellules
épithéliales et non dans la lumiére intestinale (Sojka et al. 2013). La grande quantité de sang absorbé
par les tiques, jusqu’a plus de 100 fois leurs poids a jeun pour certaines espéces, les oblige a réguler
I’apport de fluide en concentrant leur bol alimentaire, pour conserver les éléments essentiels et évacuer
I’eau et les composés ioniques en exces. Cette transsudation se fait chez les tiques dures, via les glandes
salivaires dans la plaie de I’hote et via les glandes coxales chez les tiques molles. Ainsi, des éléments
de I’hote vertébre vont, au cours du repas, passer de I’intestin aux glandes salivaires pour étre réinjectés
a I’hote. Lorsque la tique prend son repas de sang, elle peut ingérer des agents infectieux, c’est alors
le processus de digestion qui permet 1’intégration de 1’agent infectieux au sein de 1’organisme de la
tique. Le processus de passage de la barriére organique qu’est le tube digestif n’est toujours pas clair.
En effet, alors que le virus de la PPA peut subir une phagocytose passive dans les tiques molles puisque
le virus effectue une réplication initiale dans les cellules digestives phagocytaires de 1’épithélium
intestinal (J. Bernard 2015), pour la bactérie B. burgdorferi, la plupart des spirochétes restent dans la
lumiére de l'intestin des tiques pendant toute la durée du processus de mue avant de migrer vers les
glandes salivaires lors du gorgement suivant (Kurokawa et al. 2020). Un court intestin fait suite a
I’estomac et aux caecae, puis se dilate en un sac rectal qui débouche dans le rectum, partie terminale
du tube digestif qui s’ouvre a I’extérieur par I’anus (Pérez-Eid 2007).

L’eau produite au cours de la digestion du repas sanguin va quant a elle étre excrétée via les glandes
salivaires chez les tiques dures pour I’osmorégulation, et via les glandes coxales débouchant sur les
pores coxaux chez les tiques molles (Boulanger et McCoy 2017). Les tiques peuvent digérer leur repas

de sang durant des mois et vivre plusieurs années sur ces réserves (Sojka et al. 2013).
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Figure 9 : Représentation schématique de 'anatomie interne d’'une femelle ixodidae avec le systeme
digestif, circulatoire, nerveux et reproducteur (Dessin : Come Morel).

ii. Glandes salivaires

Les tiques possedent deux glandes salivaires, elles-mémes constituées d’acini reliés entre eux par des
canules, I’ensemble formant une grappe. Au sein de ces acini, des granules de sécrétion sont retrouvées.
Il existe quatre types d’acini différents (types I, Il, 1l et IV), définis en fonction de la nature et
composition (type de cellules) des granules de sécrétion et chacun ayant sa propre fonction (S. Bonnet
et Boulanger 2017). Le type | est agranulaire et les 3 autres sont granulaires. Les acini de type IV sont
seulement retrouvés chez les méales et ont un role dans la lubrification et le transfert du spermatophore
(sac contenant les spermatozoides) dans ’orifice génital de la femelle au cours de 1’accouplement (la
salive sert a lubrifier le capitulum du male lors de I'insertion dans la cavité vaginale de la femelle). De
multiples fonctions sont attribuées a ces glandes salivaires. Elles sont impliquées dans la sécrétion de
multiples composés dans la salive, molécules qui facilitent la prise du repas sanguin (molécules
cytolytiques et protéolytiques, anticoagulants...), qui modulent la réaction de 1’hote (molécules
analgésiques, anti-inflammatoires, immunosuppressives...) et qui par conséquent peuvent favoriser la
réplication locale des agents infectieux lorsqu’ils ont été injectés dans le derme de I’hdte en diminuant
la réaction immunitaire cellulaire précoce de ce dernier (Simo et al. 2017). En effet, une étude réalisée
en 2014 a montré qu’au niveau de la piqlre du derme, la salive de la tique diminue 1’abondance des
cellules de Langerhans (cellules de I’immunité présentant les antigénes aux lymphocytes lors d’une
infection) mais augmente le recrutement des macrophages qui peuvent étre les premieres cibles de

virus ou de bactéries, et notamment ici du virus de la PPA (J. Bernard et al. 2016). Les glandes
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salivaires et la salive jouent aussi un role clé dans la transmission méme des agents infectieux aux
hotes vertébrés, la salive étant le plus répandu des moyens de transport et d’inoculation par piqire des
agents infecticux a 1I’hote vertébré. Enfin, les glandes salivaires sont aussi le lieu de la régulation de
I’hydratation de la tique, ce qui permet 1’évacuation de I’eau issue du repas sanguin pour le maintien

de I’homéostasie.

iii. Tubes de Malpighi

Les tubes de Malpighi ont une fonction excrétoire, en collectant les produits azotés présents dans
I’hémolymphe de la tique et issus du métabolisme des différents organes mais également un role
d’osmorégulation. Ces déchets sont transformés en cristaux de guanine puis acheminés vers le sac

rectal, et enfin excrétés par I’anus (S. Bonnet et al. 2017).

iv. Systeme respiratoire

La respiration est différente entre les larves et les autres stades. En effet, chez les larves, la respiration
se fait de maniere transcutanée a travers la cuticule (Boulanger et McCoy 2017). Pour les stades
nymphaux et adultes, des organes présents de chaque c6té de la tique, sous la quatrieme paire de pattes,
sont la voie d’entrée d’air par un réseau trachéolaire trés ramifié et formant des arborescences au
contact des différents organes de la tique : c’est ce qu’on appelle les stigmates qui se trouvent au niveau

de la plaque stigmatique (ou plaque spiraculaire).
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cuticulaire
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Figure 10 : Appareil respiratoire, exemple des tiques dures a partir de (Sonenshine et al. 2014 ; Barker
et Walker 2014)

v. Systeme circulatoire
Les tiques possédent un systéme circulatoire ouvert et simple. La circulation de I’hémolymphe (liquide
dont la fonction est comparable au sang et a la lymphe chez les vertébrés) se fait grace a un vaisseau
dorsal bombé en forme de cceur et entouré d’un sinus qui permet de propulser et de disperser

I’hémolymphe au sein de la tique (Sonenshine et al. 2014b). L’hémolymphe remplit la cavité interne
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appelée hémocele, baignant ainsi la totalité des organes internes, ainsi que les parties internes du
capitulum et des pattes. L’hémolymphe, qui contient les éléments du systéeme immunitaire, présente
plusieurs fonctions dont le transport de métabolites et d’hormones, le maintien de la pression
osmotique (Sonenshine et al. 2014b). Elle est constituée de plasma riche en protéines et cellules
appelées héemocytes qui sont les cellules du systéme immunitaire des tiques capables de synthétiser
des peptides antimicrobiens (Boulanger et McCoy 2017). Enfin, lorsque les agents infectieux
ingurgités par la tique via son repas sanguin sont digérés et traversent la barriére intestinale, ces
derniers se retrouvent dans I’hémolymphe qui les dissémine au sein de la tique et les transporte aux

divers organes de transmission (Figure 14).

vi. Systeme nerveux

Le systeme nerveux central des tiques est concentré en une masse ganglionnaire, ou ganglion
cérébroide (nommé “‘synganglion” en anglais), située autour de 1’cesophage, en arriere de 1’ouverture
génitale (Figure 10). Cette masse est constituée de divers ganglions connectés aux différents organes
de la tique : les chélicéeres, les palpes et glandes salivaires, les yeux (pour les especes pourvues de
systeme optigue), les pattes et les organes de Haller. Différents nerfs (stomacal, pharyngien) et cordons
nerveux partent de la masse ganglionnaire pour assurer 1’innervation de I’ensemble des organes de la
tique. Chez les tiques, il n’y a pas de chaine ganglionnaire postérieure comme chez la plupart des
arthropodes (Pérez-Eid 2007).

synganglion

Figure 11: Photographie du synganglion de la tique Rhipicephalus appendiculatus adaptée de Simo et
al. (2009)

vii. Systeme reproducteur
Les tiques présentent une reproduction sexuée obligatoire (accouplement entre un male et une femelle),
mis a part quelques rares cas de parthénogénése (mode de reproduction monoparental induisant la
production de nouveaux individus a partir d’ovules non fécondés) décrits notamment pour I’espece
Haemaphysalis longicornis (Chen et al. 2012). Dés sa naissance, une tique est génétiquement male ou
femelle, bien que ce ne soit qu’au stade adulte qu’on soit capable de différencier le sexe

morphologiquement. L’appareil génital de la femelle est composé d’un ovaire unique, en forme de
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chapelet disposé en position arriere du corps. Deux oviductes partent de I’ovaire pour s’unir en un seul
débouchant dans le vagin qui se termine par une partie tubulaire aboutissant a ’orifice génital ou
gonopore en face ventrale (Figure 9). L’appareil génital du male est constitué d’une paire de testicules
tubulaires reliée au canal déférent qui débouche sur le conduit éjaculatoire et le gonopore.

Selon I’espéce, 1’accouplement s’effectue sur 1’hote pendant le repas sanguin (ou avant celui-ci). Chez
les tiques dures, 1’accouplement débute par 1’introduction des piéces buccales du male dans les voies
génitales de la femelle pour y déposer un spermatophore dans le vagin de cette derniére. Les
spermatozoides vont ensuite mdrir au travers des voies genitales de la femelle (S. Bonnet et al. 2017).
Chez les tiques dures, I’accouplement n’a lieu qu’une fois et la ponte des femelles, qui se déroule apres
leur unique gorgement, peut produire de 2 000 a 12 000 ceufs selon les especes. Chez les tiques molles,
une femelle peut s’accoupler et pondre autant de fois qu’elle se gorge, les pontes sont multiples mais
de taille bien plus restreinte, de 50 a 200 ceufs par ponte. Pour toutes les tiques, les ceufs sont pondus
en une masse unique et la ponte peut durer plusieurs jours. Les oeufs sont récupérés par I’organe de
Géneé (situé au niveau de I’orifice génital) qui se dévagine, puis sont enrobés d’une substance
protectrice émise par cet organe et les aires poreuses pour les tiques dures, afin d’éviter leur

déshydratation dans le milieu extérieur (Pérez-Eid 2007).

i. Endo ou exophilie

Les tiques sont des ectoparasites qui, au cours de leur cycle de vie, alternent entre des phases de vie
libre dans I'environnement et des phases de vie parasitaire lorsqu'elles se nourrissent du sang de leurs
hotes. C’est cette alternance qui constitue le cycle de développement de la tique, de 1'ceuf pondu par la
femelle jusqu’au stade adulte capable de se reproduire. Chez les tiques dures, se succedent apres
I’éclosion des ceufs un stade larvaire, un stade nymphal et un stade adulte, male ou femelle, alors que
les tiques molles présentent une succession de plusieurs stades nymphaux aprés la larve, chacun
nécessitant un repas sanguin pour passer au stade suivant et aussi plusieurs stades adulte pour la femelle
avec plusieurs repas (Pérez-Eid 2007). La durée des cycles de développement varie en fonction des
especes de tiques et peut s'étaler sur plusieurs mois, voire plusieurs années lorsque ces dernieres
réalisent des périodes d’arrét saisonnier (diapause) dans leur développement ou leur activité de
recherche d’hétes (Boulanger et McCoy 2017). Le temps passe en phases parasitaires est genéralement
plus court que celui passé en phases de vie libre, et ainsi les conditions environnementales ont une
forte influence sur la survie et le bon développement des tiques. C’est entre autres sur cette relation
que I’on définit le concept de niche écologique, ¢’est-a-dire les conditions environnementales biotiques

-5
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et abiotiques propres a chaque espéce (ici, de tiques) permettant leur survie et le bon déroulement de
leur cycle de vie (Hutchinson 1957). Les tiques molles ont, quant a elles, la particularité d’étre
strictement nidicoles voire endophiles, c¢’est-a-dire qu’elles colonisent des micro-habitats protégés
comme des nids, des grottes, des terriers ou des anfractuosités de batiments, et parasitent de fait les
hotes qui y vivent (Boulanger et McCoy 2017). Certaines tiques dures sont exophiles mais présentent
certains stades de développement préférant coloniser des milicux protégés, comme c’est le cas pour
les immatures de Dermacentor marginatus se retrouvant dans des terriers de rongeurs ou 1’espéce
Rhipicephalus sanguineus qui peut se retrouver a tous les stades & parasiter les batiments, dont les
chenils pour chiens (Dantas-Torres 2010). Toutefois, méme lorsqu’une espéce de tique ou un stade est
nidicole ou endophile, les conditions de son micro-habitat sont certes tamponnées mais dépendent
toujours du climat extérieur (Vial 2009).

Les tiques sont connues pour leur capacité d'adaptation et leur pouvoir invasif. Tout d'abord, certaines
espéces de tiques ont une large gamme d'hétes potentiels, ce qui signifie qu'elles peuvent se nourrir de
différentes especes animales. Cela leur permet de s'installer dans de nouveaux habitats en exploitant
les populations d'animaux disponibles (bien que certaine comme Rhipicephalus microplus qui est
monotrope se nourrit que sur un seul type d’hote et ici les bovins). Certaines especes de tiques peuvent
également se reproduire par parthénogenése, ce qui signifie qu'elles peuvent se reproduire sans avoir
besoin d'un partenaire. Cela augmente leur capacité de reproduction. Elles sont capables de s‘adapter
a différents climats et conditions environnementales, certaines espéces sont plus adaptées aux climats
chauds et humides, tandis que d'autres préférent les climats plus frais. Leur tolérance a des conditions

variées leur permet de coloniser de nouveaux habitats et de se répandre sur de vastes territoires.

ii. Cycle de développement
Chez les tiques, du nombre de phases parasitaires dépend généralement le nombre d’hétes parasités.
Les tiques molles ont un cycle de vie de type polyphasique (ou polyxéne) qui implique de nombreux
stades parasitaires, puisqu’il existe plusieurs stades nymphaux qui se gorgent systématiquement pour
passer au stade de développement suivant et que les stades adultes se nourrissent plusieurs fois au

cours de leur existence.
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Figure 12 : Cycle de développement polyxéne des tiqgues molles de la famille des Argasidae

Chez les tiques dures, le cycle triphasique est le cycle suivi par la majorité des genres, tels que
Amblyomma, Anomalohimalaya, Bothriocroton, Haemaphysalis, Ixodes, et certaines especes des
genres Rhipicephalus, Dermacentor et Hyalomma (Sonenshine et al. 2014a). 1l comporte trois stades
parasitaires distincts : la larve, la nymphe et I’adulte, qui se nourrissent chacun sur un hote différent.
Aprés chaque repas, la tique tombe au sol, effectue sa mue et parasite un nouvel hote. Le cycle
diphasique est suivi par certaines especes de tiques des genres Hyalomma et Rhipicephalus
(Sonenshine et al. 2014a). 1l comporte cette fois-ci deux stades parasitaires : les immatures et I’adulte,
la larve et la nymphe se nourrissant sur le méme hote puis la nymphe tombant au sol pour réaliser sa
métamorphose avant que I'adulte ne parasite un nouvel hote. Enfin, de rares espéces de tiques comme
Rhipicephalus (Boophilus) microplus ou Hyalomma scupense en Afrique du nord, réalisent un cycle
monophasique c’est-a-dire qu’elles parasitent le méme animal tout au long de leur cycle (Sonenshine
et al. 2014a). Pour R. microplus, il est supposé que le caractere qui a favorisé son introduction et sa
dissémination est lié aux mouvements des bovins sur lesquels elle est toujours attachée. Cela lui
confere aussi une capacité d’invasion importante car elle est moins sensible a son environnement étant
toujours protégée par son hote. De plus, a force de subir les traitements qui sont conférés a son héte,
elle a développé une résistance aux acaricides. On considere souvent que la diminution du nombre de
phases libres est un avantage sélectif pour les tiques afin d’étre moins soumises aux contraintes

environnementales et aux risques de ne pas trouver d’hotes et donc de ne pas maintenir leur cycle.
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|Figure 13 : Différents cycle de développement des tiques (monophasique, diphasique ou triphasique)
adapté de (Sonenshine et al. 2014a)

iii. Tropisme ou préférence d’hotes

On utilise le terme de "préférences trophiques™ pour indiquer si une espece de tique a une prédilection
ou non pour certains hotes vertébrés. Néanmoins, les hotes sur lesquels les tiques se nourrissent
peuvent dépendre aussi de leur disponibilité. On distingue deux types de cycles trophiques : les cycles
monotropes (ou monoxenes), dans lesquels les tiques se nourrissent uniqguement sur une seule espece
d'hote, et les cycles télotropes (ou hétéroxenes), qui impliquent plusieurs especes d'hétes différentes
selon la phase de développement de la tique. Certaines tiques ont des préférences tres spécifiques,
comme c'est le cas pour Rhipicephalus sanguineus qui ne pique que les chiens, sauf en cas de
disparition de son hote préférentiel. D'autres espéces, comme Ixodes ricinus ou Amblyomma
variegatum, ont un large éventail d'hétes potentiels, tels que les micromammifeéres, les chiens, les
oiseaux, les grands ongulés sauvages ou le bétail. Les préférences trophiques dépendent souvent de la
phase de développement de la tique, les stades immatures étant généralement plus polyvalents que les
adultes mais également de la longueur des piéces buccales et de la taille des hotes. Elles peuvent

également dépendre de la méthode de chasse utilisée par la tique ou par la phase de développement.
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Il convient de noter que ces préférences trophiques peuvent avoir des conséquences importantes a la
fois sur la structure des populations de tiques et sur la transmission d'agents infectieux. Un large
éventail d'hdtes peut entrainer le déplacement des tiques sur de longues distances, que ce soit par le
biais des oiseaux migrateurs, du commerce international ou des transhumances d'ongulés domestiques.

Cela favorise les phénomenes d'introduction et de dissémination des tiques.

Acquisition de I'agent infectieux
Passage de la barriere intestinale

N
Passage aux glandes salivaires
Transmission lors du repas
suivant
() % Agentinfectieux

N\

)

Hématome sous cutané

Derme .
Repas sanguin

sur un héte

— — Vaisseau
./ & e . . ® & —sanguin

Figure 14 : Mécanisme général de I'acquisition et de la transmission des agents infectieux par la tique,
adaptée a partir de (Bonnet et Boulanger 2017). Voir Figure 9 pour légendes anatomiques.

Les tiques sont les vecteurs les plus importants d’agents infectieux aux animaux, et sont les deuxiémes,
apres les moustiques, pour la santé humaine au niveau mondial (de la Fuente et al. 2008 ; Piesman et
Eisen 2008). Dans le monde, elles sont responsables de la transmission de nombreux agents, qui
peuvent aussi bien étre des bactéries, des parasites ou des virus (Figure 14). Chez certaines tiques dures
comme Ixodes ricinus qui transmet les spirochetes responsables de la maladie de Lyme, ce sont
majoritairement les nymphes qui sont incriminées dans la transmission a I’Homme, d’une part parce
&

39

vertébré infecté



qu’il n’existe pas de transmission transovarienne pour ces agents infectieux de la tique femelle a ses
descendants permettant d’avoir des larves a jeun infectées, mais aussi parce que la petite taille des
nymphes fait qu’elles passent plus souvent inapercues que les stades adultes méme si elles ont en
théorie la méme appétence pour I’Homme (Boulanger 2018). Pour d’autres agents infectieux comme
le virus FHCC, ce sont uniquement les stades adultes qui constituent un risque pour la transmission a
I’Homme car les stades immatures ne parasitent jamais I’Homme mais seulement de petits vertébrés
comme les oiseaux et les lagomorphes. On note toutefois que les larves jouent un réle dans la
transmission aux animaux puisqu’elles peuvent se trouver deéja infectées via la transmission
transovarienne (Bente et al. 2013). De maniere générale, chaque repas sanguin de la tique est 1’occasion
d’échanger des micro-organismes avec son hote, c’est-a-dire de s’infecter, de transmettre des agents
infectieux, ou les deux a la fois. La transmission de la tique vers 1’hote vertébré et inversement est
nommée transmission horizontale. La persistance d’un agent infecticux dans une tique passant d’un
stade de développement a un autre est appelée transmission transstadiale (d’un stade au suivant) mais
ne constitue pas un phénomene de transmission en tant que tel. Chez les tiques dures qui ne réalisent
qu’un repas sanguin par stade, cette transmission est obligatoire pour que la tique soit considérée

comme vectrice de 1’agent infectieux.

Il existe en outre des modes de transmission d’agents infectieux de tiques a tiques, qui permettent de
maintenir la circulation de 1’agent sans l'intervention d’hdtes vertébrés si ce n’est pour le gorgement
des tiques. La transmission transovarienne ou transmission verticale permet aux femelles de certaines
espéces de tiques de transmettre un micro-organisme a sa descendance en infectant les tissus
reproducteurs et les ceufs (Moore et al. 2018). C’est le cas par exemple de certaines souches du virus
de la PPA chez certaines tiques molles ornithodores (Rennie, Wilkinson, et Mellor 2001). Dans un
milieu, lorsqu’une espéce de tique est capable de transmettre transgénérationnellement un agent
infectieux et que le ou les hote(s) nécessaire(s) au maintien et a la réplication de 1’agent infectieux sont
présents pour assurer un cycle continu, la tique devient un réservoir de 1’agent infectieux en plus d’en
étre un vecteur (Boulanger et McCoy 2017). Lors de 1’accouplement d’un male et d’une femelle, la
transmission sexuelle de certains agents infectieux est possible du male vers la femelle par
I’introduction du spermatophore infecté dans les voies génitales de la femelle; c’est le cas par exemple
de Borrelia burgdorferi chez 1. persulcatus (Alekseev et Dubinina 1996). Enfin, certains agents
infectieux peuvent également étre transmis d’une tique infectée & une tique saine par « cofeeding »,
lorsque les tiques se nourrissent sur un méme animal non infecté, dans un voisinage tres proche

(quelques centimétres), par simple diffusion intradermique de I’agent infectieux (création d’un foyer
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infectieux partagé lors du gorgement). Ce phénoméne a essentiellement été décrit pour le virus de

I’encéphalite a tiques (Nonaka, Ebel, et Wearing 2010) et pour les Borrelia spp. responsables de la
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Figure 15 : Modes de transmission du virus de la Fievre Hémorragique de Crimée-Congo.

Hyalomma marginatum est une tique dure, facilement reconnaissable grace a son long rostre, la
présence d’yeux en boutons de bottine et ses pattes rayées d’anneaux blanchéatres aux articulations,
caractéristiques de nombreux représentants du genre Hyalomma. Chez les males, le scutum est tres
lisse avec de fines ponctuations visibles en zone postérieure. Les tiques adultes a jeun ont une longueur
d'environ 5 mm. Cependant, une femelle gorgée peut mesurer pres de 2 cm et peser de 1 a 1,5 grammes.
Pour différencier morphologiqguement H. marginatum des autres espéces de tiques du genre

Hyalomma, il est nécessaire d'effectuer un examen a la loupe binoculaire en s'aidant de descriptions
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specifiques et clefs d’identification (Apanaskevich et Horak 2008; Walker et al. 2003; Pérez-Eid
2007).

Hyalomma marginatum est une tique exophile a tous les stades de développement. Elle est ditrope,
c’est-a-dire que larve et nymphe se gorgent sur le méme animal, ce qui diminue les phases libres
soumises aux aléas environnementaux. Elle est dixéne, les immatures se gorgeant plutét sur de petits
vertébrés et les adultes sur de gros ongulés et occasionnellement ’homme. Aprées 1’éclosion des ceufs,
les larves se nourrissent et muent sur un premier héte, sans retomber au sol. Aprés leur métamorphose
en nymphes, celles-ci se raccrochent au méme animal et se nourrissent, avant de se décrocher pour
muer au sol. Larves et nymphes se nourrissent de préférence sur des oiseaux, des lagomorphes (lievres
et lapins), des insectivores (hérissons notamment) et rarement des rongeurs (Morel 1959; Onder
Ergonul et Whitehouse 2007). Sur ces hotes, les larves se rassemblent autour de la téte, en particulier
au niveau des oreilles, et les nymphes migrent vers le visage, le cou et le contour des yeux (ECDC
2017) (Figure 16). Au total, les deux gorgements des immatures durent deux a trois semaines. Ensuite,
les nymphes gorgées tombent de ce premier hdte et muent au sol en adultes, apres une période de repos
qui dure au minimum 3 semaines.

Les adultes cherchent alors un deuxieme hote. Cet hote est généralement un ongulé de grande taille, le
plus souvent domestique. H. marginatum se nourrit fréquemment sur chevaux, bovins, petits
ruminants, et dans les pays nord africains, on peut la retrouver sur des chameaux. La faune sauvage,
comme les sangliers et peut-étre les cervidés, peut aussi étre infestée par les stades adultes (ECDC
2017; Stachurski et Vial 2018).

© G. Balanga

| Figure 16 : Site de fixation de Hyalomma marginatum sur ses hotes

Les adultes de H. marginatum ne sont pas des tiques qui chassent a I’affut comme la tique I. ricinus ;

ils chassent au sol pour chercher leur héte, se cachant dans les débris végétaux (ECDC 2017).
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Lorsqu'ils détectent la présence d'un hote potentiel (vibrations du sol et émanation de dioxyde de
carbone), ils se dirigent activement vers lI'animal repéré (Hoogstraal 1979; Romanenko 2005). Les
adultes de H. marginatum parasitant principalement des ongulés domestiques peuvent ainsi étre
retrouvés au niveau des sabots des animaux lorsqu’ils sont au paturage et ne rejoignent
qu’ultéricurement les sites d’accroche de prédilection (par exemple le pis, le scrotum, la région
inguinale et le périnée sous la queue). Les stades adultes se nourrissent pendant une a deux semaines
et se reproduisent sur I'héte. Un male peut s'accoupler avec plusieurs femelles et ce pendant plusieurs
semaines. Les femelles gorgées se détachent ensuite de 1’hote, pondent jusqu'a 7 000 ceufs sur le sol et
meurent. Les larves éclosent 20 a 40 jours apres la ponte. En général, il y a au maximum une génération

de tiques par an.

En ce qui concerne la saisonnalité de H. marginatum, les stades immatures (larves et nymphes) sont
actifs de juin a octobre avec des pics d’activité en juillet et en aolt (ECDC 2017). lls sont a priori actifs
lorsque les températures moyennes journalieres dépassent les 14°C (Morel 1959). Apres leur repas
sanguin, les nymphes se détachent en général pendant 1’été et muent en adultes avant I’hiver. Ce sont
soit les adultes a jeun qui passent I’hiver (en diapause comportementale, ¢’est-a-dire en arrétant leur
recherche d’hétes), soit les femelles gorgées prétes a pondre (en diapause de développement, et qui
reprendront leur oviposition au printemps suivant) (Stachurski, comm. pers.). Les adultes
recommenceraient a étre actifs au printemps, a partir du mois de mars lorsque les températures
moyennes mensuelles atteignent 10,5°C et ils seraient a leur pic d’activité de recherche d’hote lorsque
la température moyenne journaliere est de 22-27°C et que I'humidité est de 75-100% (entre avril et
juin) (Valcarcel et al. 2020a). Lorsque la température de I'air augmente au-dessus de 30°C et que la
température du sol est supérieure a 45°C, donc en plein été, les tiques préféerent alors se cacher ou
méme s'enfouir dans le sol. Les stades adultes semblent par contre trés bien supporter les températures
négatives puisque H. marginatum est installée sur le plateau d’ Anatolie en Turquie ou les températures
hivernales sont bien inférieures a 0°C, et des populations adultes ont été retrouvées a des températures

pouvant aller jusqu'a -20 ° C en Russie.

Dans 1’état actuel des connaissances, les populations de H. marginatum ne semblent pouvoir se
maintenir que lorsque la température cumulée annuelle (somme des températures moyennes
journalieres) se situe entre 3 000 et 4 000°C et que le déficit de pression de vapeur (différence entre la
quantit¢ de vapeur d’eau qui peut €tre contenue dans de 1’air a 100 % de saturation pour une
température donnée et la quantité de vapeur d’eau qui est contenue réellement dans I’air) est inférieur

a une moyenne de 15 hPa (ECDC). Ces contraintes pourraient en partie expliquer la répartition
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géographique de H. marginatum. Les tiques H. marginatum préférent en effet le climat méditerranéen,
caractérise par un taux d'humidité faible a modéré et une longue saison séche et chaude pendant les
mois d'éte (Valcarcel et al. 2020a). Sous des conditions climatiques qui lui sont favorables, la tique
colonise préférentiellement des milieux ouverts naturels, ¢’est-a-dire des patures, des steppes, des
savanes arbustives seches, ou encore la garrigue ou le maquis méditerranéen, alors qu’elle ne se trouve
généralement pas dans les foréts continentales mixtes ou de feuillus ni dans les zones humides
deltaiques comme en Camargue (Bah et al. 2022). La limite nord de H. marginatum semble étre fixée
par la durée de la saison chaude (Agustin Estrada-Pefia 2023). Ainsi, H. marginatum est distribuée en
Afrique du Nord, dans les pays mediterranéens du Moyen-Orient, en Turquie, dans les Balkans et en

Asie centrale (Figure 17).

B * efsam Hyalomma marginatum, March 2023
+ Tk TV 3 I\
Legend 't 2 )
B Present 7~ ) /
Introduced A ,
Antic.Absent 7 W
I Obs. Absent { 5
I No data > ) (\7
Unknown g L
g y,
Countries/Regions ¢
not viewable in the o { ’,A\
main map extent* ';/ o~ '\')‘NM
o Y (N
® ‘ Malta \/( \\ l\/'i
= 3
I / ‘ Monaco K \
;)
n San Marino ' . /\ Y
3 \/1 / o
. < S
Gibraltar | Y T
Y
5%
[ b\ Liechtenstein §
° ‘ Azores (PT) Ny 1 ¢
’ Canary Islands’ / \_'y
"o /| (ES) T
‘% ‘ Madeira (PT)
a |
‘ 3 |32n Mayen (NO) \ i
A [~ |
|

lected vv? v« r m; M.-; lu| An | erts i rto o ol bl ation. Please note ul depict 411. he official viewss of the countries.
tion. The boundar e shown on thie p do u o r sndon acceptance by the E ropean Union.Admi w ative bumd les © EuroGeographics, UNFAO,

ECDC and EFSA, 1 ul od or u| ll)D  pr
* Countrie I\u dm od at different scales

|Figure 17 : Représentation, centrée sur I'Europe, de la distribution de la tiqgue Hyalomma marginatum.
Il s’agit d’une représentation partielle, ou une partie du monde n’est pas représentée malgreé la
présence de la tique dans certaines régions comme I'Asie centrale (ECDC).

En Europe, plusieurs signalements sporadiques ont également été rapportés sur des animaux (importés
ou non), des hommes et des oiseaux migrateurs en Allemagne, en Hongrie, en Russie, en Finlande,
aux Pays-Bas, et au Royaume-Uni (Duscher et al. 2018 ; Jameson et al. 2012 ; Kampen et al. 2007).
Toutes ces derniéres observations ne représentent pas des populations établies (ECDC). Les
introductions sont multiples et ont toujours existé, soit par le mouvement naturel d’animaux comme
les oiseaux migrateurs, la nymphe qui se détache, mue en adulte qui est capable de trouver un hote
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(d’ou les présences recensees sur chevaux) mais qui n’est pas capable d’entrainer 1’installation d’une
population pérenne, soit par I’importation d’animaux terrestres (comme les chevaux et les bovins dans
le sud de la France avec I’Espagne). Mais ce n'est pas parce que la tique est introduite qu'elle s'installe.
Ce n’est que lorsqu’elle trouve des conditions environnementales favorables a sa survie et a son
développement qu’elle peut s’installer. Par exemple, en France, des rapports sporadiques étaient
rapportés jusque dans les années 1980 sans description d'une population viable sur le territoire (Morel
1959). Mais, a partir des années 2010, nous avons pu montrer I'existence de premieres populations
viables et abondantes dans le sud de la France continentale (Laurence Vial et al. 2016; Stachurski et
Vial 2018). De plus, dans I’étude de Bah et al. (2022), les auteurs ont montré que le climat du sud de
la France est devenu suffisamment méditerranéen pour son installation. Avec les prédictions futures,
montrant 1’évolution du climat, il est possible que le climat méditerranéen remonte vers le nord et
touche également la c6te atlantique a I'ouest, suggérant que ces zones seraient, dans 50 ans, favorables

a I’installation de H. marginatum.

Hyalomma marginatum est connue pour étre I’'un des vecteurs majeurs du virus de la Fiévre
Hémorragique de Crimée-Congo (VFHCC) en Europe et dans le bassin méditerranéen. Comme
indiqué dans la seconde partie de I’introduction sur les espéces introduites, I’arrivée d’une nouvelle
espece peut avoir des consequences sanitaires comme 1’introduction de nouveaux agents infectieux.
L’installation récente de H. marginatum en France augmente forcément le risque d’introduction et de

transmission locale de VFHCC.
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IV- Fievre Hémorragique de Crimée-Congo

La FHCC est causée par un virus pathogene de classe de risque biologique 4, de 1’ordre des
Bunyavirales, de la famille des Nairoviridae, et du genre Orthonairovirus. C’est au 12éme siécle, dans
I’actuel Tadjikistan, qu’une maladie désormais considérée comme FHCC a été décrite par un médecin
pour la premiére fois. La description faisait état d'une maladie hémorragique avec présence de sang
dans les urines, au niveau des gencives, dans les vomissements et la cavité abdominale, ayant eté
causée par un pou ou une tique (Hoogstraal 1979). En parallele, la FHCC était connue depuis des
siecles sous au moins trois noms différents par les peuples autochtones du sud de I'Ouzbékistan :
khungribta (prise de sang), khunymuny (saignement de nez) ou karakhalak (mort noire) (Hoogstraal
1979; Chumakov 1974). Cette Fievre Hémorragique de Crimée (FHC), a ensuite attiré I'attention de la
médecine moderne et a été décrite et nommeée pour la premiere fois en 1944-1945, lorsqu'environ 200
militaires soviétiques ont été infectés lors d'une épidémie en Crimée pendant la guerre (Chumakov
1945). Des travaux ont montré que ce virus de la FHC était antigéniquement impossible a distinguer
du virus Congo (Casals 1969; Chumakov, Smirnova, et Tkachenko 1969), un autre virus de fievre
hémorragique isolé a I'origine chez des patients du Congo et de I'Ouganda (Simpson et al. 1967 ;
Woodall, Williams, et Simpson 1967). Cette découverte a conduit a la nouvelle appellation commune
pour ces deux virus : le virus de la Fievre Hémorragique de Crimée-Congo (VFHCC, (Hoogstraal
1979). Au sein des Nairoviridae, tous les virus sont maintenus chez des arthropodes ou transmis par
des tiques a des mammiferes, des oiseaux ou des chauves-souris. Le Nairovirus le plus important en
termes de santé publique est le VFHCC. Il est transmis par des tiques du genre Hyalomma en Asie, en
Afrique, et en Europe. Le Nairovirus présentant le plus fort impact vétérinaire est le virus de la maladie
du mouton de Nairobi, qui est transmis par des tiques des genres Rhipicephalus et Haemaphysalis, et

provoque une gastro-entérite hémorragique mortelle chez les petits ruminants en Afrique et en Inde.

Comme tous les virus appartenant a la famille des Nairoviridae, le VFHCC est un virus enveloppé. La
particule virale est composée de trois segments d’ARN organises en ribonucléoprotéines (RNPS)
entouré d’une enveloppe lipidique d’origine cellulaire et contenant les différentes protéines de surface.
Le VFHCC mesure entre 80 et 120 nm de diametre. Son génome comporte 3 segments d’ARN simple
brin (ARNsb) de sens négatif totalisant 17,1-22,8 kb (S: 1,7-2,1 kb ; M: 4,463 kb ; L :11,2-14,4
kb). La séquence du génome de VFHCC est hautement variable, avec des différences allant jusqu'a 20

% entre les isolats viraux. Les différences dans la séquence du génome peuvent influencer la virulence
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et la pathogénicité du virus ainsi que l'efficacité de la détection et de la prévention (Garrison et al.
2019). Par exemple, les souches AP92 et apparentées a AP92 circulant en Grece et en Turquie sont
associees a un faible niveau de virulence et de mortalité malgré les preuves d'une séropositivité estimee
a6 % et 5,2 %, respectivement, dans la population humaine de ces régions (Midilli et al. 2009 ; Papa
et al. 2014 ; Salehi-Vaziri et al. 2016). En revanche, les souches circulant en Chine ont causé un taux

de mortalité élevé d'environ 80 % (Yen et al. 1985).
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|Figure 18 : Structure du virus de la Fievre Hémorragique de Crimée-Congo. La particule virale est
sphérique et mesure entre 80 et 120 nm de diamétre. Son enveloppe lipidique est parsemée de pointes
constituées des glycoprotéines Gn et Gc. Le virion contient trois segments de génome en ARN simple
brin (short, medium et large), encapsidés par la nucléoprotéine (N), ainsi que 'ARN polymérase ARN-
dépendante (RdRp).

Son enveloppe lipidique est parsemée de pointes ou spicules constituées des glycoprotéines Gn et G,
qui sont responsables de la liaison du virion aux récepteurs cellulaires. Des anticorps neutralisants
dirigés contre les Gc sont produits au cours de l'infection. Les particules virales contiennent trois
segments de génome nommeés du plus petit au plus grand : S (Short), M (Medium) et L (Large), et
codent respectivement pour la synthése de la nucléoprotéine (N) de la nucléocapside (qui joue un role
crucial dans I'établissement de l'infection virale), des deux glycoprotéines d’enveloppe (Gn et Ge : qui
codent pour les parties N- et C- terminales du polypeptide constituant les spicules de 1’enveloppe
externe) et de I’ARN polymérase ARN dépendante (également appelée polymérase L ou RdRp) (Onder
Ergonul et Whitehouse 2007) afin d'initier la transcription et la réplication du génome dans la cellule
hote. Au sein de la particule virale, la ribonucléoprotéine est formée par le génome encapsidé par la

nucléoprotéine N et associé a la polymérase L. Les glycoprotéines virales de surface, quant a elles,

&
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vont permettre la liaison du virion a la cellule hote grace a la reconnaissance des récepteurs de surface
présents sur cette derniére (DC-SIGN, (Albornoz et al. 2016 ; Suda et al. 2016)).
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Figure 19 : Séquences des 3 segments génomiques du virus de la Fievre Hémorragique de Crimée-
Congo

Roéle du segment S

Le segment S code une protéine appelée N (nucléoprotéine) qui joue un role essentiel dans
I'assemblage et la protection de I'ARN viral. La protéine N joue un réle essentiel dans le cycle de vie
du VFHCC, en protégeant I’intégrité du génome lors de la réplication virale. En plus de son role
structurel, la protéine N est également impliquée dans la réplication du virus : elle participe a la
formation de complexes de réplication virale et favorise la synthése de I'ARN viral. De plus, la protéine
N est impliquée dans la régulation de I'expression génique du virus, ce qui contribue au contréle du

cycle de vie viral (Zivcec et al. 2016).

Ro6le du segment M

Le segment M code une polyprotéine appelée précurseur de glycoprotéines (GPC) permettant entre
autres la formation de glycoprotéines d’enveloppe (Gn et Gc). Cette protéine joue un role clé dans
I'entrée du virus dans les cellules hotes et dans la formation de la membrane virale. Au cours de la
formation du virion, les glycoprotéines d’enveloppe s hétérodimérisent et constituent des structures en
forme de spicules a la surface du VFHCC. Ces spicules sont essentielles pour la fixation du virus aux

récepteurs spécifiques des cellules hétes et pour la fusion de la membrane virale avec la membrane
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cellulaire lors de I'entrée du virus. Les glycoprotéines Gn et Gc sont également impliquées dans la
pathogénicité du VFHCC en induisant une réponse immunitaire chez I'h6te. La protéine Gc est un
marqueur antigénique majeur et certains anticorps dirigés contre Gc peuvent étre neutralisants (et

conférer un certain degré de protection) (Zivcec et al. 2016).

Role du segment L

Le segment L est le plus grand segment du génome du VFHCC. Il code une protéine connue sous le
nom de protéine polymeérase L. La protéine polymérase L est une enzyme essentielle pour la réplication
et latranscription de I'ARN viral. Elle est responsable de la synthese de 'ARN complémentaire (ARNCc)
a partir de I'ARN viral a simple brin. Cette étape est cruciale pour la réplication du virus et la production
de nouvelles particules virales. La protéine polymérase L est également impliquée dans la transcription
de I'ARN viral en ARN messager (ARNm). L'ARNmM est ensuite traduit en protéines virales, y compris
les protéines de la nucléocapside (N) et de la glycoprotéine pré-membrane (Gn-Gc), qui sont
essentielles pour le cycle de vie du virus. En plus de son role dans la réplication et la transcription de
I'’ARN viral, la protéine polymérase L est impliquée dans la régulation de I'expression génique du virus.

Elle est également cruciale pour la stabilité et la structure de I'ARN viral.

i. Cycle de réplication intracellulaire

L’ensemble du cycle de réplication du virus se déroule dans le cytoplasme de la cellule infectée. Il n’y
a aucune étape nucléaire (Bente et al. 2013). Lorsque le virion se trouve a proximité de la cellule, il va
se lier, grace a ses glycoprotéines de surface, aux récepteurs de surface de la cellule (Figure 20, étape
A), puis étre internalisé via un processus d’endocytose clathrine-dépendant (Figure 20, étape B). Le
pH faible de I'endosome (compartiments membranaires que l'on retrouve a l'intérieur des cellules
eucaryotes) permet un changement de conformation des glycoprotéines d’enveloppe entrainant ainsi
une fusion entre I'enveloppe virale et la membrane endosomiale, et de fait, la libération des
nucléocapsides dans le cytoplasme (Figure 20, étape C). Aprés dissociation des RNPs, I’ARN-
polymérase ARN dépendante (RARp) permet la transcription des segments, de sens négatif, du génome
viral pour produire, des brins de polarité positive d'ARN messager (ARNm) et d’ARN complémentaire
(ARNCc) (Figure 20, étape D). L'ARNm des différents segments vont ensuite étre traduits en
I’ensemble des protéines virales décrites précédemment (Figure 20, étape E), tandis que I'ARNCc est
utilisé comme matrice pour la production d'’ARN viral de polarité negative (ARNv). L’ARNv et les
protéines alors formées s'associent pour constituer de nouvelles RNPs. Concernant les glycoprotéines,

leur traduction se produit dans le réticulum endoplasmique (Figure 20, étape F), avec I’expression des
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précurseurs des glycoprotéines (PreGn et PreGc). Au cours du processus de maturation post-
traductionnelle, elles sont transportées vers 1’appareil de Golgi (Figure 20, étape G) ou elles subissent
des modifications de leur conformation, jusqu’a leur maturation (Figure 20, étape H). Les RNPs et
protéines de surface dans 1’enveloppe du Golgi vont se regrouper pour former les nouvelles particules
virales (Figure 20, étape ). Elles sont alors transportées vers la membrane plasmique puis libérées

dans le milieu extérieur par exocytose (Figure 20, étape J).
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Figure 20 : Cycle de réplication intracellulaire du VFHCC adapté d’apres Bente et al. (2013) ; Garrison
etal. (2020)
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ii. Conditions de survie du virus

Le VFHCC est relativement stable dans I'environnement extérieur et peut survivre plusieurs jours sur
des surfaces inertes a température ambiante. Le virus est sensible a la plupart des désinfectants
couramment utilises, tels que I'eau de javel diluée, I'éthanol a 70%, et les détergents. Il est de plus
relativement sensible a la chaleur et peut étre inactivé a des températures supérieures a 60°C. En
revanche, il peut survivre a des températures froides et rester infectieux pendant plusieurs mois a des

températures de congélation (Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 1995).

Le VFHCC se transmet a ’homme soit par la piqlre de tiques infectées, soit par contact avec des
fluides biologiques ou des tissus d’animaux infectés. La transmission interhumaine peut survenir a la
suite d’un contact direct avec du sang, des sécrétions, des organes ou des liquides biologiques de
personnes infectées (symptomatiques ou non) (WHO 2022; Hawman et Feldmann 2023). Des
infections nosocomiales peuvent aussi se produire a cause d’'une mauvaise stérilisation du matériel
médical, de la réutilisation des aiguilles et de la contamination des fournitures médicales (OMS 2014).
Les animaux quant a eux ne peuvent se contaminer que par la pigQre de tiques infectées ; il n’existe
pas de rapports faisant état de transmission par contact ou de transmission transplacentaire par la mére
a sa progéniture (Nabeth et al. 2004). L’homme est le seul hote sensible au VFHCC présentant des
symptdmes graves alors que les animaux ne présentent généralement aucun ou peu de signes cliniques
das a leur infection a VFHCC (Hoogstraal 1979). De nombreuses especes animales sont susceptibles
au VFHCC, sont virémiques pendant une dizaine de jours, puis développent des anticorps se
maintenant pendant plusieurs mois, voire plusieurs années, mais a priori avec une action limitée in vivo
contre une réinfection malgré la présence d’anticorps neutralisants, puisque des tiques saines peuvent
s’infecter sur des animaux ré-exposés au virus (M. L. Wilson et al. 1991). Certaines espéces animales
(e.g. lagomorphes, bovins, moutons, et possiblement les chévres et les cerfs) répliquent suffisamment
le virus pour réinfecter des tiques lorsque ces derniéres se gorgent sur elles, alors que d’autres comme
les chevaux par exemple sont insuffisamment virémiques pour en étre capables (Ruiz, Zumbrun, et
Nalca 2013). La majorité des oiseaux est considérée comme réfractaire au VFHCC et ne développe
donc pas de reponse immunitaire, si ce n’est le calao a bec rouge, I’autruche et la pintade qui
développent une virémie et des anticorps contre le virus (Sekercioglu 2013; Swanepoel et al., 1998;
Zeller et al., 1994).

Ces infections animales participent au premier mode de transmission du VFHCC, nommee

transmission horizontale, d’un héte virémique vers une tique saine et d’une tique infectée vers un hote
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naif susceptible. Apres avoir été ingéré par une tique lors du repas sanguin de cette derniere sur un
animal virémique transitoire, le VFHCC se réplique dans la paroi intestinale de la tique et passe cette
barriére organique pour gagner I’hémolymphe de la tique. Le virus est détecté chez la tique dans les
premieres heures post-inoculation (p.i.) et sa réplication observée des la 36e h p.i. Le titre viral atteint
son maximum en 3 & 5 jours puis il décroit lentement avant de se stabiliser pendant plusieurs mois
d'observation (Gonzalez et al. 1991). La tique est considérée comme le seul réservoir de VFHCC car
elle est capable de répliquer et maintenir le virus pendant plusieurs mois contrairement aux hotes qui
ont une virémie courte de I’ordre de 7 a 10 jours (Spengler et al. 2016). Grace a I’hémolymphe, le virus
se propage ensuite dans de nombreux tissus et organes. Les titres viraux les plus élevés dans la tique
sont observés dans les glandes salivaires et les organes reproducteurs, qui constituent tous deux les
principaux organes de transmission du VFHCC, horizontale et verticale respectivement (Dickson et
Turell 1992; Papa et al. 2017). Lors de leur prochain repas de sang, les tiques dont les glandes salivaires
sont infectées pourront alors excréter le VFHCC dans leur salive et infecter un nouvel hote vertébré.

Le VFHCC peut aussi se transmettre entre tiques sans l'intermédiaire d’un héte virémique, ce qui veut
dire que méme si les communautés d’hotes vertébrés présents dans 1’environnement ne sont pas
favorables a la réplication virale le maintien du virus par les tiques uniquement est théoriquement
possible. Il est décrit que le VFHCC est maintenu par transmission transstadiale, transovarienne et
sexuelle (Gonzalez et al. 1992). Certaines especes de tiques semblent étre plus efficaces que d'autres
pour la transmission du VFHCC. Par exemple, des études expérimentales ont montré que les tiques du
genre Hyalomma, notamment H. marginatum et H. rufipes, ont une compétence vectorielle élevée pour
le VFHCC ce qui n’est pas le cas d’Ixodes ricinus. Il est important de noter que méme si cela n'a pas
nécessairement été testé, on pourrait supposer que lI'on obtiendrait également des résultats différents
avec une méme espece de tique mais avec des souches différentes du virus. Ainsi, la compétence
vectorielle pour le VFHCC peut varier considérablement en fonction des especes de tiques et des
souches virales impliquées. La transmission transstadiale n’est en fait pas un vrai mode de transmission
mais plutdét un maintien du VFHCC au cours du cycle de développement de la tique. Une femelle
pouvant produire plusieurs milliers d'ceufs, la transmission transovarienne peut s’avérer suffisante pour
maintenir une infection par VFHCC au sein d’une population de tiques. Cela a été observé pour le
VFHCC chez Hyalomma truncatum, dans 50% des lots d’ceufs testés (Gonzalez et al. 1992). Le r6le
de la transmission transovarienne dans différentes especes de Hyalomma reste incertain et doit étre

étudié dans un environnement de laboratoire controlé.
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Gonzales et al. (1992) ont démontré la transmission sexuelle du VFHCC entre des tiques Hyalomma
truncatum en copulation (des males vers les femelles). Cependant, la taille de I'échantillon était
insuffisante pour estimer de maniére fiable le taux de transmission. La transmission sexuelle représente
un moyen par lequel I'infection de la tique et la transmission du VFHCC aux ceufs peuvent augmenter
(Sorvillo et al. 2020). Enfin, un troisieme mode de transmission de tiques a tiques décrit pour le
VFHCC est le cofeeding (Gordon et al. 1993). Pendant I'alimentation, les tiques produisent des
phéromones qui attirent d'autres tiques vers le méme site de repas, facilitant ainsi la transmission de
tique a tique. Ce processus est accéléré par la présence de la salive de la tique (Jones et al. 1987). La
probabilité de la transmission par cofeeding augmente avec I'ampleur de I'infestation de tiques. Une
petite proportion de tiques (0,1 a 1,9 %) a été montrée, dans une étude en laboratoire, capable d'acquérir
le VFHCC lorsqu'elles se nourrissaient en cofeeding sur des cobayes non virémiques (Gordon et al.
1993).

La seule espéce chez laquelle le VFHCC provoque des symptdmes est I’homme. De nombreuses
infections humaines entrainent uniquement un syndréme fébrile modéré non spécifique, voire aucun
symptome. Toutefois, certains patients développent une maladie hémorragique sévere dont la clinique
est divisée en 4 phases (Hoogstraal 1979) : I’incubation, la phase pré-hémorragique, la phase
hémorragique et la convalescence. L’incubation dure entre 1 et 3 jours (maximum 9 jours) lorsque
I’infection est causée par une piqare de tique. Elle dure entre 5 et 6 jours (maximum 13 jours) lorsque
I’infection est due a un contact avec du sang ou des tissus infectés (Shayan et al. 2015). Des composés
de la salive des tiques semblent avoir un effet immunomodulateur qui accélére la dissémination virale
par réduction du nombre des cellules immunitaires (Jones et al. 1992 ; Kocakova et al. 1999 ; Nuttall
et Labuda 2003). La phase pré-hémorragique de la FHCC est caractérisée par de la fievre et de
nombreux symptémes non spécifiques comme des douleurs musculaires et une faiblesse générale, et
dure généralement 3 ou 4 jours (Ergoniil 2006). Vient alors la phase hémorragique, le premier signe le
plus fréquemment décrit est I’apparition de pétechies cutanées qui évoluent vers de larges ecchymoses
cutanées (Hawman et Feldmann 2023). Des saignements des voies gastro-intestinales et urinaires sont
également observés (Swanepoel et al. 1989). La mort peut survenir du 5eme au 14eme jour apres le
début des symptomes, a la suite d'une hémorragie, d'une défaillance multiviscérale (foie, reins,
poumons) ou d'un état de choc (Tahenni 2021). Le taux de Iétalité, c’est-a-dire la proportion de morts
au sein des patients malades, est de 10 a 40 % (OMS 2014). Il existe des souches qui entraineront plus
ou moins de symptdmes graves chez les patients. Ainsi, dans certains cas, le VFHCC peut passer

inapercu en étant considéré comme une maladie bénigne. Chez les patients qui survivent, le
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rétablissement complet peut prendre jusqu'a un an (Ergénal 2006) et ils semblent étre protégés contre

une réinfection (Hawman et al. 2019).

Le tropisme et la pathogénicité du VFHCC chez I’homme ne sont pas encore totalement connus. Une
réplication aurait tout d’abord lieu dans les tissus au niveau du site d’infection, suivie d’une réplication
virale intense dans les macrophages qui peuvent participer a sa dissémination dans la lymphe et dans
le sang. Il atteint les nceuds lymphatiques et certains organes comme le foie qui est un des principaux
sites de la réplication du virus. Les cellules infectées libérent alors des cytokines, des chimiokines et
d’autres médiateurs pro-inflammatoires. Ce phénoméne aboutit a des défauts de coagulation, une
coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) et une diminution importante de la pression sanguine
qui est a ’origine d’un choc et d’une défaillance multi-organique (Doganci 2007; Ergonul et al. 2006
; Ergonul 2008 ; Karti et al. 2004 ; Papa et al. 2006 ; Fisgin et al. 2008). Parallelement, au niveau
immunitaire, il se formerait des complexes immuns circulants avec activation du systéme du
complément (groupe d'environ 50 protéines connues du sérum, faisant partie de I'immunité innée). Les
dommages de I’endothélium et la CIVD seraient causés de maniere indirecte par les nombreuses
cytokines libérées plutdt que par I’effet direct du virus sur les cellules (Doganci 2007; Tasdelen Fisgin
et al. 2008). L’endothélium qui est endommagé provoque une agrégation plaquettaire et une
dégranulation cellulaire avec activation de la cascade intrinseque de la coagulation. La CIVD est a
I’origine de dommages dans d’autres tissus. Ce phénoméne causerait la destruction des capillaires
sanguins a I’origine des hémorragies cutanées ainsi que des insuffisances pulmonaires et rénales. La
dégradation du foie serait quant a elle a 1I’origine de la libération de facteurs procoagulants dans le sang
qui aggraverait la CIVD. La dégradation de ce dernier limiterait aussi I'élimination des produits de
dégradation de la fibrine, ce qui empéche la syntheése de nouveaux facteurs de coagulation pour

remplacer ceux qui ont été consommes.
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Figure 21 : Observation d’une large ecchymose sur le bras d'un patient atteint de FHCC (Ergonul et al.
(2008)

d. Epidémiologie de la FHCC : maladie émergente en Europe

Geographic distribution of Crimean-Congo Haemorrhagic Fever (2022)
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Figure 22 : Répartition des cas et de la présence du VFHCC dans le monde (WHO 2022).

Depuis sa premiere identification en Crimée en 1944, le VFHCC a été identifié dans de nombreuses
régions du globe, de I'ouest de la Chine en passant par I’ Asie du Sud, le Moyen-Orient, la Bulgarie et
les Balkans (Figure 22). Cela suit la répartition des tiques du genre Hyalomma, en effet, d’aprés cette
carte, aucun cas autochtone de FHCC n'est survenu a ce jour au-dela du paralléle de latitude 50°Nord,
limite actuelle de distribution des tiques du genre Hyalomma. La présence du virus s’étend également
dans la majeure partie de I'Afrique (Figure 22). Le virus semble émergent en Europe de 1’Ouest,
notamment en Espagne ou des cas autochtones ont été diagnostiqués depuis 2016 (Lorenzo Juanes et
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al. 2023). Dans les pays ou la maladie n'a encore jamais été rapportée, 1’étude de la circulation virale
est principalement basée sur des enquétes sérologiques chez les animaux ou I’homme, ou des PCR
chez les tiques (Bente et al. 2013). La FHCC est la maladie transmise par les tiques qui a la répartition
géographique la plus vaste (OMS 2014).

Selon les régions du monde, les pathosystémes “tiques-hotes-virus” ainsi que les patrons
épidémiologiques ne sont pas les mémes, rendant la compréhension de la transmission du VFHCC

difficile. Sont donnés ci-dessous quelques grands exemples :

i. Exemple de la Turquie au Moyen-Orient : situation épidémique depuis 2002

En Turquie, les premiers cas humains sont apparus en 2002. Bien que H. marginatum soit le vecteur
principal du VFHCC, il semblerait que d’autres espéces soient compétentes comme H. aegyptium et
H. excavatum. En effet, ceci est confirmé par des études qui ont montré entre 3,5% et 51,5% des tiques
(ou pools de tiques) de H. marginatum positives (Akyildiz et al. 2021 ; Tekin et al. 2012 ; Yesilbag et
al. 2013) mais également 1,7% des pools de H. excavatum (Orkun et al. 2017) ou encore 30% des
tiques H. aegyptium positives (Siroky et al. 2014). H. aegyptium peut, a priori, dans certaines zones,
piquer I’homme et elle a déja été trouvée positive au VFHCC, comme ses hotes préférentiels, les
tortues (Siroky et al. 2014). 1l y aurait un cycle cryptique ou secondaire en plus, avec un pont entre les
deux cycles via les hotes des immatures de H. marginatum et H. aegyptium qui sont, entre autres, les
lagomorphes.
L’introduction du virus en Turquie a pu survenir via la migration d’oiseaux infectés. Leblebicioglu et
al. (2014) ont collecté des tiques sur des oiseaux au sein d’une zone humide constituant une étape pour
des oiseaux migrateurs. Ils ont notamment identifié une nymphe du genre Hyalomma testée positive
par PCR au VFHCC, sur une rousserolle turdoide (Acrocephalus arundinaceus). Une autre possibilité
serait I’introduction via des mouvements illégaux d’animaux, notamment via I’Iran, bien que la souche
identifiée en Turquie (Europe 1) soit similaire aux souches européennes et russes (Orkun et al. 2017 ;
Zehender et al. 2013). L’émergence de cas de FHCC a partir de 2002 et I’augmentation du nombre de
cas jusqu’en 2008 puis une diminution légére jusqu’en 2015 peuvent étre dus a plusieurs facteurs,
notamment d’ordre climatique ou liés a un changement d’utilisation des sols (Leblebicioglu et al.
2016). Depuis son implantation, plus de 10 000 cas ont été diagnostiqués dans le pays. Les cas étaient
répandus dans de nombreuses provinces du sud de la région de la mer Noire, du centre et de I'est de
I'’Anatolie, les zones rurales représentant 69,4 % des cas. Les infections sont répandues dans les zones
rurales consacrées a I'élevage et associées a des piqdres de tiques ou a un contact direct avec du sang,
des liquides organiques ou des tissus d'animaux infectés (Leblebicioglu et al. 2016). Par ailleurs, il
existe de fortes variations saisonniéres des cas de FHCC, qui surviennent majoritairement aux mois de
&
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mai, juin et juillet (Aker et al. 2015 ; Duran et al. 2013 ; Sisman 2013). Cette dynamique saisonniére
est a relier d’une part a la dynamique des tiques vectrices (actives de juin a aott, d’aprés Beyhan,
Mungan, et Babur (2016), d’autre part a une plus forte exposition aux piqares de tiques lors des travaux

agricoles au printemps et en début d’été.

il. Exemple du Sénégal en Afrique de 'ouest : situation épi-enzootique
historique
Dans les régions sahéliennes d'Afrique de I'Ouest, entre autres au Sénégal ou la FHCC a été
grandement étudiée, la tique H. truncatum (pouvant facilement piquer I'hnomme) a été considérée
comme le principal vecteur du VFHCC a I'homme (Camicas et al. 1994 ; Chapman et al. 1991).
Toutefois, bien que présentant une tres bonne compétence vectorielle pour le VFHCC, incluant tous
les modes de transmission (Gonzalez et al. 1991; 1992), H. truncatum présente 17% de transmission
transovarienne (d’une femelle infectée vers sa descendance) (M. L. Wilson et al. 1991), et moins de
1% de transmission par cofeeding (Logan et al. 1989), ce qui fait que la meilleure opportunité pour
cette tique d’étre infectée au stade adulte reste sa contamination au stade immature en se nourrissant
sur vertébrés virémiques, en I’occurrence les lagomorphes. Cependant, ces petits vertébrés s’averent
étre rares dans cette région du Sahel et ne peuvent de ce fait permettre une infection fréquente des
tiques. C’est la que certaines tiques “auxiliaires” semblent pouvoir favoriser localement la transmission
du virus et sa persistance a long terme (Camicas et al. 1994). C’est le cas par exemple de H. rufipes,
présente aux mémes latitudes que H. truncatum, qui infeste largement aux stades immatures le calao a
bec rouge, un oiseau trés abondant dans cette zone géographique et un des seuls capables d'amplifier
le VFHCC et donc de réinfecter des tiques et entretenir le cycle naturel enzootique de transmission
entre vertébrés et tiques (Zeller, Cornet, et Camicas 1994). Une seconde tique “auxiliaire” serait
Rhipicephalus evertsi evertsi qui présente une compétence vectorielle bien moindre que H. truncatum
pour VFHCC mais parasite a tous les stades de développement des ongulés domestiques largement
abondants dans la zone et répliquant suffisamment bien le VFHCC pour étre source de tiques infectées
au sein du cycle naturel enzootique. A d’autres latitudes plus basses, un autre vecteur Amblyomma
variegatum semble prendre le relais de H. truncatum, ce qui au final aboutit & un systeme de
transmission du VFHCC particulierement complexe au Sénégal, a 4 vecteurs et autant d’hotes
préférentiels associés (Camicas et al. 1994). Depuis les années 1970, des cas humains ou de circulation
virale ont été rapportés. Il est important de noter que ces déclarations doivent étre sous-estimeées avec
les cas humains non hémorragiques et les cas déclarés dans les campagnes. Ainsi, certaines années,
aucune déclaration n’a été effectuée mais le virus a continué a circuler ce qui explique les fortes

séroprévalences sur toutes les zones séches sahéliennes et sub-sahariennes proches de la Mauritanie.
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iii. Exemple de I'Espagne en Europe de l'ouest : émergence de cas ponctuels
depuis 2016
En 2016, deux cas humains ont été détectés en Espagne et depuis des cas sont recensés chaque année
(Espunyes et al. 2021 ; Anabel Negredo et al. 2017). Dans ce pays, les espéces Hyalomma lusitanicum
et H. marginatum sont présentes, plus particulierement sur la faune sauvage dont les cervidés et les
ongulés domestiques, respectivement. Negredo et al. (2019) ont estimé des prévalences respectives de
3,99 % et 0,42 % chez des individus H. lusitanicum et H. marginatum collectées entre 2011 et 2015
sur des ongulés sauvages et domestiques dans le sud-ouest. 1l semblerait que ce soit la tique H.
lusitanicum qui soit a ’origine de la transmission de ce virus en Espagne. L’étude de Moraga
Fernandez et al. (2021), a montré que du virus de FHCC a été détecté chez 20% des tiques H.
lusitanicum prélevées sur des hotes sauvages (notamment le sanglier). Au stade adulte, cette tique
parasite essentiellement des cervidés et notamment des cerfs, dont les séro prévalences pour le virus
sont élevées par rapport aux bovins (70% vs 16%). 1l semble alors que la faune domestique soit moins
impactée que la faune sauvage. Peu de cas humains sont rapportés chaque année (entre 1 et 3), et
seraient dus a des piqdres de H. lusitanicum qui semble plus anthropophile que H. marginatum. De
plus, la saisonnalité des cas coincide plus avec la période d’activité de cette tique (a la fin de 1I’été). En
2016, la souche du virus était de type 11l (Africa 3). En 2018, le virus identifié par Negredo et al.
(2021) parait étre issu d’un réassortiment, le segment du géne S appartenant au type IV (Africa 4)

tandis que le génotype identifié par Arteaga et al. (2020) était de type V (Europe 1).

iv. Situation de la France : cas particulier de la Corse et du risque d’émergence

A ce jour, aucun cas humain de FHCC autochtone n’a été rapporté en France. Le territoire est donc
considéré comme indemne de cette maladie. Cependant, il n’y a eu aucune enquéte sérologique menée
en France chez ’humain. Le premier cas importé de FHCC a été documenté en France en novembre
2004, chez une patiente qui effectuait régulierement des séjours au Sénégal ou elle se serait infectée
(Tarantola et al. 2006). Quelques jours plus tard, une autre patiente a présenté un tableau similaire.
Elle est décédée au Sénégal avant son rapatriement. En Corse, une enquéte sérologique a été réalisée
entre 2014 et 2016 et a montré la présence d’anticorps contre le VFHCC chez des bovins, des ovins et
des caprins (Grech-Angelini, Lancelot, et al. 2020). Aussi, depuis 2017, chaque printemps, des
collectes massives de tiques ont lieu sur animaux dans les différents départements de la zone
méditerranéenne. ; ce qui a permis la collecte de plus de 8000 tiques dont plus de 2300 H. marginatum
en Corse, toutes négatives en RT-PCR en temps réel Pan-Nairovirus (Lambert et Lanciotti 2009) et en
RT-PCR en temps-réel specifique de VFHCC (Cicculli et al. 2022 ; Wolfel et al., 2007). Les sérologies
positives confirmées en séroneutralisation suggerent qu'un VFHCC circule en France. Cependant,
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I’absence de tiques infectées et de cas humain de FHCC interrogent sur cette circulation. Différentes
hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer ces résultats. Elles concernent la présence d’un
VFHCC-like inconnu ou la composition des communautés d’hotes ou la présence d’un autre vecteur

local.

La FHCC est classée au niveau 4 de risque biologique par le Centre pour le contrdle des maladies
(CDC) et ’OMS. De ce fait, les tests diagnostiques sont effectués uniquement dans les laboratoires
habilités a travailler sur des échantillons a forte teneur en bio-contaminants (Dreshaj et al. 2016). A ce
titre en France, en cas de suspicion de FHCC, le clinicien doit prendre contact avec le Centre National
de Référence des Fievres Hémorragiques Virales, faisant partie de I’Institut Pasteur. Les échantillons
sont ensuite conservés dans un tube (pour le sang, plasma et sérum) ou dans du formol (pour les
biopsies). A cet échantillon est jointe une fiche de renseignements, pour tracer 1’échantillon, et
I’ensemble est acheminé au laboratoire de sécurité biologique de niveau 4 (BSL-4) via la
réglementation IATA (International Air Transport Association) ou ADR (Accord européen relatif au
transport international des marchandises dangereuses par route) selon le mode de transport utilisé
(Flusin et al. 2010). Un diagnostic précoce est nécessaire, autant pour le patient et la prise en charge
qui en découle, que pour I’entourage et les soignants, afin d’éviter un risque de transmission inter-
humaine par le patient virémique (Whitehouse 2004). La prise en charge compléte d’un patient malade
nécessite une confirmation du diagnostic par des examens virologiques et sérologiques, associés
obligatoirement a des mesures d’isolement strict, d’information et d’éducation des collegues et du
personnel soignant, et de protection des professionnels de santé.

Le diagnostic de la FHCC repose sur plusieurs critéres (Oncii 2013) :

- L’interrogatoire du patient et la recherche de signes cliniques ;

- Le diagnostic différentiel vis-a-vis d’autres maladies ;

- Le diagnostic biologique de certitude par la mise en évidence du virus et/ou la détection d’une
réaction immunitaire spécifique contre ce virus, ¢’est-a-dire la détection d’anticorps.

Pour ce dernier point, plusieurs méthodes diagnostiques existent.

i. Culture cellulaire
La culture cellulaire implique la croissance de cellules en laboratoire dans des conditions optimales

pour leur survie et leur multiplication. Dans le cas du FHCC, des lignées cellulaires spécifiques, telles

que les cellules Vero ou les cellules BHK-21, sont utilisées car elles sont sensibles a I'infection par le
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virus (Bolon 2018). Pour effectuer la culture cellulaire du VFHCC, les cellules sont ensemencées dans
des boites de culture et incubées jusqu'a ce que celles-ci atteignent une confluence appropriée. Ensuite,
le VFHCC, provenant soit d'un échantillon clinique soit d'une souche de référence, est ajouté aux
cellules. Celui-ci pénetre dans les cellules hotes, se réplique et provoque une infection. Au fil du temps,
la présence du virus dans les cellules est évaluée en utilisant des techniques de détection telles que
I'observation de la cytopathie virale (CPE) ou des méthodes de diagnostic spécifiques comme la PCR

ou l'immunofluorescence.

ii. Réaction de Polymérase en Chaine (PCR)

La méthode de choix pour détecter le virus de la fievre hémorragique de Crimée-Congo (FHCC) est la
PCR & transcriptase inverse (RT-PCR). Etant donné que le VFHCC est un virus 8 ARN, la RT-PCR
permet de détecter et d'amplifier spécifiguement I'ARN viral a partir d'échantillons biologiques. Cette
technique combine deux étapes essentielles : la rétrotranscription de 'ARN en ADN complémentaire
(ADNC) et I'amplification de ce dernier par PCR. Elle est souvent utilisée en premier recours dans le
diagnostic de la maladie. Ce test permet de détecter le matériel génétique viral sans nécessité de cultiver
le virus, et il peut étre utilisé pour détecter le virus jusqu'au 16eme jour de I'infection chez I'homme.
La PCR en temps réel ou PCR quantitative (qQPCR) a été développée pour améliorer la sensibilité de la
détection et permettre une estimation du titre viral, c'est-a-dire le nombre de copies du génome viral
présentes dans I'échantillon (Poitras et Houde 2002). Les PCR en temps réel réduisent également le
risque de contamination lors de la manipulation. Cependant, il est important de noter que la fenétre
temporelle pour détecter la présence du VFHCC est breve en raison de la virémie de courte durée chez
les humains et les animaux, qui est d'environ 10 jours. Malgré cette limitation, les PCR en temps réel
sont particulierement utiles pour la détection virale dans les tiques, considérées comme les seuls
réservoirs du VFHCC. En effet, certaines tiques peuvent maintenir le virus pendant plusieurs mois,

voire plusieurs années.
iil. ELISA

La méthode ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) est une technique immunoenzymatique,
classique pour le diagnostic sérologique de nombreuses maladies. Elle est largement utilisée pour
détecter les anticorps suite a une séroconversion apreés une virémie causée par le VFHCC. Cette
technique repose sur la visualisation de la réaction antigéne-anticorps grace a une réaction enzymatique
colorimétrique. L'enzyme, préalablement couplée a I'anticorps, catalyse une reaction chimique qui
transforme son substrat en un composé coloré. L'ELISA est une méthode facile a utiliser, peu colteuse,

qui selon le test ELISA utilisé, permet de détecter les immunoglobulines M (IgM), les
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immunoglobulines G (1gG) ou les deux, qui se fixent aux antigénes spécifiques utilisés. Les IgM sont
des marqueurs précoces de la maladie, avec un pic de concentration autour de la troisieme semaine
suivant I'infection, et elles disparaissent généralement au cours du quatrieme mois. Les IgG, quant a
elles, restent détectables pendant au moins 5 ans chez les animaux (Shepherd, Swanepoel, et Leman
1989). L'ELISA est particulierement utilisée dans les enquétes épidémiologiques, car il constitue un
meilleur indicateur de la circulation du VFHCC que la détection moléculaire du virus, étant donné que
la virémie est de courte durée chez les humains et les animaux. Il est important de noter que 'ELISA
ne permet pas de conclure sur la capacité d'un hote a répliquer plus ou moins efficacement le VFHCC,
mais elle informe sur la rencontre de cet hote avec le virus au cours des derniers mois, voire des
dernieres années. Cette méthode joue un role essentiel dans le dépistage des anticorps et la surveillance
de la prévalence de la FHCC dans les populations humaines et animales. Plus récemment, de nouvelles
techniques ont été développées. L’une d’entre elles consiste en 1’utilisation de la méthode ELISA
sandwich a double antigene, pour permettre la détection indépendamment de 1’espéce animale
productrice d’anticorps spécifiques du VFHCC (Sas et al. 2018). La méthode ELISA sandwich a
double antigéne implique plusieurs étapes. Tout d'abord, des anticorps spécifiques contre lI'antigéne
d'intérét sont immobilisés sur une surface solide, généralement une plaque de microtitration. Ensuite,
I'échantillon contenant potentiellement I'antigene est ajouté a la plaque et incubé. Si I'antigene est
présent, il se lie aux anticorps de capture immobilisés, formant ainsi un complexe antigene-anticorps.
Aprés un lavage pour éliminer les substances non liées, un deuxieme anticorps, appelé "anticorps de
détection”, est ajouté. Cet anticorps est spécifique a une autre région de I'antigene que celle reconnue
par lI'anticorps de capture. L'anticorps de détection est conjugué a une enzyme, comme la peroxydase
de raifort (HRP) ou la phosphatase alcaline, ce qui permet de détecter sa présence. Apres une nouvelle
étape d'incubation et un nouveau lavage, un substrat est ajouté, et est converti par I'enzyme conjuguée
en un produit détectable. Ce produit peut étre une couleur ou une fluorescence, selon le substrat utilisé.
La présence de ce signal est mesurée a l'aide d'un spectrophotometre ou d'un équipement approprié, et

sa quantité est directement proportionnelle a la quantité d'antigénes présents dans I'échantillon teste.

iv. Séroneutralisation

La technique de séroneutralisation est une méthode utilisée pour détecter et quantifier les anticorps
neutralisants spécifiques du VFHCC dans le sérum d’animaux ou d’humains. Les anticorps
neutralisants sont des anticorps capables de bloquer I'activité infectieuse du virus en se liant a lui et en
I'empéchant de pénétrer dans les cellules hotes. La séroneutralisation est une méthode précise et
spécifique qui permet d'évaluer le niveau d'immunité acquise contre le VFHCC. Dans cette technique,
des échantillons de serum sont dilués et mélangés avec une quantité connue du VFHCC. Ce mélange
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est ensuite incubé pour permettre aux anticorps présents dans le sérum de se lier au virus. Apres
I'incubation, le mélange est ajouté a des cellules sensibles au virus en culture. Si les anticorps
neutralisants sont présents dans le sérum, ils empécheront I'infection des cellules par le virus. La
présence d'infection virale est détectée en observant la cytopathie virale, c'est-a-dire les changements
morphologiques caractéristiques qui se produisent dans les cellules infectées. La séroneutralisation
permet de mesurer le titre d'anticorps neutralisants présents dans le sérum, c'est-a-dire leur
concentration effective. Ce titre est exprimé en dilution et représente le plus haut niveau de dilution du
sérum capable de neutraliser completement I'infection virale. Cette méthode permet d'évaluer

I'immunité acquise par les individus et de déterminer s'ils ont été exposes au VFHCC.

v. Immunofluorescence indirect (IFA)

L'immunofluorescence indirecte (IFA) est une méthode couramment utilisée pour détecter les
anticorps spécifiques du VFHCC dans des échantillons biologiques. Cette technique repose sur le
principe de marquer spécifiquement les anticorps avec une sonde fluorescente, ce qui permet de
visualiser leur présence en utilisant la fluorescence. Des cellules infectées par le VFHCC sont
préparees et fixées sur une lame de microscope. Les échantillons de sérum sont ensuite appliqués sur
la lame apres perméabilisation des cellules, permettant aux anticorps spécifiques du virus présents dans
le sérum de se lier aux antigénes viraux présents sur les cellules infectées. Aprés un lavage pour
éliminer les anticorps non liés, un anticorps secondaire marqué avec un fluorochrome est appliqué sur
la lame. Cet anticorps secondaire reconnait les anticorps spécifiques de la FHCC déja liés aux antigénes
viraux. Si des anticorps anti-FHCC sont présents dans le sérum, ils se lient a I'anticorps secondaire
marqué, ce qui entraine la formation d'un complexe anticorps-anticorps secondaire-fluorochrome. La
présence du complexe d'anticorps-anticorps secondaire-fluorochrome est visualisée au microscope a
fluorescence. Lorsque la lame est exposée a une lumiére de longueur d'onde appropriée, le
fluorochrome émet une fluorescence, ce qui permet de détecter et de localiser les anticorps spécifiques
du VFHCC présents dans le serum des patients. La présence de fluorescence dans les cellules indique
la présence d'anticorps anti-FHCC. Elle est souvent utilisée comme méthode de confirmation ou de
dépistage dans le diagnostic des infections a la FHCC, en complément d'autres méthodes telles que la
PCR.
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Contexte, question de recherche et objectifs de la these

Comme présenté dans le chapitre d’introduction, I’installation récente de la tique H. marginatum dans
le sud de la France, pose question sur les risques sanitaires associés a cette tique, entre autres, le risque
de transmission de VFHCC. Le cceur du travail de ma thése était de caractériser et spatialiser les risques
sanitaires liés a la présence de la tiqgue H. marginatum. Cette tique est xérophile et thermophile,
inféodée aux climats chauds et secs de type méditerranéen, dont la distribution s’étend actuellement
vers des territoires plus au nord sous 1’effet des changements climatiques. En France, elle semble s’étre
installée depuis au moins 10 ans dans au moins 7 départements du pourtour méditerranéen (hors
Corse), avec une aire de repartition évoluant encore sous I’effet combiné des mouvements d’animaux
et des nouvelles conditions climatiques et paysageres, favorables, de certaines zones. Hyalomma
marginatum étant un vecteur avéré ou supposé pour différents agents infectieux, exotiques ou
endémiques en France, son installation pose la question du risque de transmission de ces agents par
cette tique a I’homme et/ou a I’animal. Outre le VFHCC qui constitue une priorité sanitaire en Europe,
H. marginatum est aussi connue pour étre le vecteur d’autres agents pathogenes tels que Rickettsia
aeschlimannii responsable de fiévre boutonneuse chez ’homme. De ce fait, bien que ma thése se soit
fortement focalisée sur la FHCC, une approche plus globale sur I’ensemble des agents infectieux
potentiellement vectorisés par H. marginatum a été menée. Ainsi les questions de recherche que nous
nous sommes posées étaient : Est-ce que le virus circule en France métropolitaine ? Quel est le cycle
épidémiologique de VFHCC en France ? Quels sont les facteurs explicatifs d’une séropositivité au
VFHCC chez les bovins et la faune sauvage ? Quels sont les autres micro-organismes, notamment

pathogénes, portés par cette tique ?

Le premier objectif spécifique de ma thése a été de formaliser ce que pourrait étre le cycle
épidémiologique du VFHCC en France, en prenant en compte tous les acteurs potentiellement présents,
vecteur(s) dont la tiqgue H. marginatum et hotes vertébrés, afin de prédire le niveau de transmission du
VFHCC au sein du cycle naturel enzootique, si ce dernier existe, ou qu’il se met en place suite a une
introduction virale. Je me suis aussi demandé quels facteurs pouvaient changer ce niveau de
transmission et créer un terrain favorable a une possible émergence de FHCC chez I’homme en France.
L'hypothese sous-jacente était que, comme pour toutes les maladies vectorielles, la transmission
dépend des espéces de vecteurs (présence, abondance, compétence vectorielle et préferences
trophiques et écologiques) mais également des communautés d’hotes (diversité, composition, densités

et aptitudes spécifiques a répliquer le virus, déplacements a plus ou moins longue distance). Pour ce
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faire, j’ai réalisé une revue systématique de la littérature concernant FHCC et I’ai appliquée au contexte

francais pour ce qui concerne les especes de tiques et d’hotes vertébreés.

Le second objectif spécifique de ma thése était de savoir si le VFHCC circule d’ores et déja en France
métropolitaine et, si oui, ou ce dernier circule preférentiellement. Deux cas de figure sont & prendre en
compte : le cas de la Corse ou une premiére étude sérologique menée sur bovins et petits ruminants en
2014-2016 semblait suggérer la circulation de VFHCC, sans savoir si cette situation perdure
actuellement, et le cas de la France continentale ou aucune donnée n’était disponible. Dans 1’hypothése
ou de nombreuses espéces animales soient capables d’étre infectées par VFHCC et de développer
durablement des anticorps spécifiques au virus, la détection d’anticorps chez une espéce largement
répartie sur le territoire et fréeqguemment infestée par H. marginatum pourrait étre un bon indicateur
précoce de circulation. Par ailleurs, la détection de ces anticorps chez différents hétes vertébrés peut
renseigner quant a leur exposition respective aux tiques infectées et donc leur role dans le cycle
épidémiologique de VFHCC en France. Pour ce faire, j’ai réalisé des enquétes sérologiques sur sérums
bovins issus de la prophylaxie annuelle et disponibles dans les laboratoires départementaux d’analyse,
en Corse et sur le continent, ainsi que sur ongulés sauvages (sangliers, cerfs, chevreuils, mouflons) a

I’aide des sérotheques des fédérations départementales de chasse.

Le troisieme objectif spécifique de ma these, directement lié au second, était d’identifier certains
facteurs pouvant expliquer la séropositivité, et donc le niveau de transmission du VFHCC, chez les
bovins et la faune sauvage francaise, dans le cas ou une circulation était suggérée par la présence
d’anticorps. Mon hypothése portait sur certains facteurs comme les conditions environnementales
favorisant la présence ou 1’abondance de vecteurs, des aptitudes individuelles des animaux a étre
exposés au virus, ou encore des pratiques humaines pouvant influer sur I’exposition des animaux a la
tique ou sur la plus ou moins bonne transmission virale. Pour ce faire, j’ai corrélé mes résultats de
sérologie a différentes informations relatives aux animaux prélevés et a leur environnement, obtenues
a partir de différentes bases de données. En amont, une enquéte préliminaire a été réalisée dans
quelques élevages bovins corses, afin de juger de I’intérét a pallier le manque d’informations
concernant certaines pratiques d’élevage telles que les traitements antiparasitaires, le libre parcours en

estive ou I’association avec d’autres espéces animales.

Enfin, mon dernier objectif spécifique portait sur I'identification du cortége de micro-organismes

portés par H. marginatum (agents infectieux dont le VFHCC et/ou symbiotes), afin de prédire son rdle
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potentiel dans la transmission des agents infectieux en France. Partant de 1I’hypothése que la tique
exotique H. marginatum, lorsqu’elle est introduite, arrive avec son lot d’agents infectieux et peut
également contracter des agents infectieux locaux, cela m’a permis de cibler certains agents infectieux
susceptibles d’étre transmis par H. marginatum ou des agents transmis par d’autres tiques et circulant
d’ores et déja dans la zone d'étude. Pour leur détection, j’ai choisi deux méthodes permettant un
screening large : la technique Fluidigm et la protéomique pouvant détecter, respectivement, de I’ADN

ou les séquences peptidiques des agents infectieux sélectionnés.
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Chapitre 1 : Cycle supposé de
transmission du VFHCC en France
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Ce premier chapitre porte sur la détermination du cycle supposé de transmission enzootique de
VFHCC en France, si ce virus est introduit ou s’il s’aveére déja circuler localement, et des facteurs
biotiques et abiotiques pouvant jouer sur son niveau de transmission.

Comme pour toute maladie infectieuse a transmission vectorielle, la transmission de I’agent
infectieux dépend de la capacité vectorielle des espéces de vecteurs, incluant entre autres la
compétence vectorielle, I’abondance et survie des vecteurs, leur fréquence de piqdres, leurs
préférences trophiques, mais également de la nature et la composition des communautés d’hotes. En
effet, comme cela est présenté par Keesing et Ostfeld dans I’effet dilution (Keesing, Holt, et Ostfeld
2006), en cas d’agent infectieux transmis par un vecteur arthropode avec un large panel d’hdtes, la
diversité des espéces hdtes avec un mélange de “bons” et de “mauvais” réservoirs ou encore
I’accessibilité pour le vecteur a seulement de “mauvais” réservoirs pourrait réduire le niveau de la
prévalence d’infection chez le vecteur et ainsi le risque de transmission de I’agent infectieux et de la
maladie associée, y compris dans le cas des zoonoses comme la maladie de Lyme et la tique vectrice
de borrélies, Ixodes ricinus. Les hétes animaux des tiques vectrices peuvent avoir trois réles différents.
Le premier concerne 1I’amplification des populations de tiques, certains hotes étant trés fréquemment
parasités par les tiques du fait des préférences trophiques de ces dernieres, ou peut-étre de leur simple
disponibilité dans 1I’environnement si ces tiques sont reconnues comme genéralistes. Le second réle
des hdtes est leur capacité a plus ou moins bien répliquer le VFHCC. En effet, certains hétes vont
développer une virémie suffisamment forte a la suite de ’infection 8 VFHCC et seront alors capables
d’infecter de nouvelles tiques vectrices. Si ces derniers sont en outre fréquemment piqués par les tiques
vectrices, comme ce peut étre le cas des vaches, on prédit alors une augmentation de la prévalence
d’infection des vecteurs. A I’inverse, si une espéce hote comme le cheval par exemple, qui n’est pas
en mesure de bien répliquer le virus, mais qui est fréguemment parasitée par les tiques vectrices, elle
contribuera a accroitre les populations de vecteurs sans pour autant aisément les infecter ; on prédit
alors une faible prévalence d’infection des vecteurs, méme si le nombre absolu de vecteurs et donc de
vecteurs infectés tend a augmenter. Enfin, certains hotes peuvent présenter une des deux aptitudes,
voire combiner les deux, mais aussi avoir la capacité de transporter a plus ou moins longue distance
des tiques vectrices, et ainsi participer a la diffusion du VFHCC si ces derniéres s’avérent infectées.
On comprend alors pourquoi la présence de différentes espéces d’hdtes dans un écosystéme et leur
abondance relative peuvent avoir un effet sur la transmission du VFHCC, en fonction du caractére
généraliste ou spécialiste du(des) vecteur(s). En pré-requis, afin d’identifier les préférences d’hotes
des tiques du genre Hyalomma, et plus particulierement H. marginatum, j'ai été associée a un travail

de revue systématique de la littérature et de meta-analyse renseignant sur les associations
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préférentielles tiques-hdtes rapportées en Europe, dont la France. Les résultats de ce travail sont en
cours de valorisation dans un article intitulé “Systematic review and meta-analysis of Hyalomma
marginatum’s vertebrate hosts in Europe” (article 1) dont je suis co-auteur et présenté ci-dessous.
Ensuite, pour évaluer le possible cycle de transmission du VFHCC en France, deux scénarios
extrémes étaient envisageables, avec toute une gamme de situations épidémiologiques intermédiaires.
Dans le premier scénario, la transmission serait efficace, avec la présence d'espéces de tiques
compétentes pour le VFHCC et parasitant majoritairement des hotes répliquant bien le virus. Dans
cette situation, ces hotes pourraient a la fois contribuer a I’amplification des populations de tiques et
infecter de nombreuses tiques "saines" pendant leur phase de virémie, puis ces tiques pourraient
transmettre le virus de maniere verticale et horizontale, permettant ainsi la circulation du virus au sein
des populations de tiques établies dans la zone concernée. Dans le deuxiéme cas, et sous 1’hypothése
que suffisamment d’hotes soient disponibles dans 1’environnement pour la poursuite du cycle de
développement des especes de tiques vectrices, ces derniéres parasiteraient, majoritairement ou du
moins a certains stades de développement, des hotes répliquant peu voire pas du tout le VFHCC. Le
virus serait alors dilué au sein des populations de tiques car une grande majorité n’aurait pas
I’opportunité de s’infecter, réduisant ainsi la transmission du VFHCC entre les tiques et les animaux,
et par conséquent a I'nomme. Afin de déterminer dans quel contexte se situe la France, une revue
bibliographique a été réalisée afin d'obtenir des informations quant aux tiques présentes en France, leur
compétence vectorielle avérée ou suspectée pour le VFHCC, leur abondance sur le territoire et en
particulier dans le sud de la France a plus grand risque d’introduction ou de circulation déja existante,
ainsi que leurs préférences trophiques. Il était également important de renseigner le role des hotes
animaux (vis-a-vis de I’amplification du virus) qui leur sont associés, ainsi que d’avoir des données
quant a leur densité sur le territoire, afin de prioriser les interactions hotes-vecteurs-virus et construire
le cycle hypothétique de transmission du VFHCC dans le pays. Enfin, notre recherche bibliographique
a aussi concerné les facteurs influencant les niveaux de transmission du VFHCC entre les animaux et
les tiques, afin de répertorier ceux qui pouvaient s’appliquer au contexte francgais et qu’il fallait donc
surveiller pour étre en mesure de prédire une possible émergence de FHCC en France. Cette revue a
été réalisée en suivant au plus pres les lignes directrices PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and meta-analysis) (Page et al. 2021). Pour ce faire, des recherches
bibliographiques ont été effectuées dans les bases de données suivantes : Pubmed, Scopus,
ScienceDirect. Ce sont 1 035 publications qui ont été sélectionnées (37 revues générales et 998 articles)
dont 323 qui traitaient d’épidémiologie, 89 du role des tiques et 13 du réle des hotes vertébres, et qui

ont été conservées pour 1’analyse. Cette deuxiéme revue a abouti a la publication d'un second article
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présente ci-dessous intitulé “Systematic Review on Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Enzootic Cycle
and Factors Favoring Virus Transmission: Special Focus on France, an Apparently Free-Disease Area in
Europe” (article 2), et dont je suis le premier auteur, dans Frontiers in Veterinary Science en juillet

2022.
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Abstract

Host choice is a determining component of tick population and pathogen transmission dynamics. In Europe,
ticks of the genus Hyalomma, which are implicated in the transmission of several pathogens such as the Crimean
Congo Haemorrhagic fever, have been found more often in areas previously lacking this ticks species.
Therefore, we performed a systematic review of the tick-host relationship of Hyalomma spp in Europe with a
focus on Hyalomma marginatum with a meta-analysis and meta-regression to describe its host preference
pattern using three outcome values. Our qualitative analysis highlighted the increases in tick-host interaction
report in the last decades mostly in South-eastern and Central Europe. H. marginatum was also the species that
hold the most host-tick relationship citation and for which the largest number of host species were reported.
Even though some preferential interaction could be found for Horses in the adult stage and Emberizidae and
Strigidae for the immature stages, Host species or families weren’t involved in much of the overall variation
between tick-host interaction outcomes suggesting the involvement of other components. As such, our results
suggest that H. marginatum is a generalist tick whose distribution depends primarily on environmental
conditions such as climate and habitat. The current limitation of such approaches and ways to improve them are
further discussed.

Introduction

Ticks are after mosquitoes, the second most important family of arthropod vectors involved in the
transmission of vector-borne disease to humans. In Europe, the incidence of zoonotic tick-borne
diseases such as anaplasmosis, Lyme borreliosis, Crimean-Congo Haemorrhagic Fever (CCHF) and
rickettsiosis is increasing due to climate change, among other factors (Gray et al., 2009).

Ticks (Ixodidae) are ectoparasites that require several hematophagous meals to complete their life
cycle; thus, they alternate free-living non-parasitic and parasitic stages during their development. The
non-parasitic stages include eggs, molting stages after blood-feeding, active or passive host searching
stages after molting, and ovipositing females, are the most sensitive stages to environmental
conditions. The transition from one development stage to the next one, except the emergence of larvae
from eggs, requires blood feeding and therefore, the completion of a parasitic stage on a vertebrate
host.

The range of host species on which a tick can feed varies depending on the development stage (e.g.
usually immatures versus adults) and the tick species. Most ticks require to feed on three-hosts species
(i.e. larvae, nymphs and adults feeding on different animals) to complete their development but in
some tick species the development cycle is completed on two (i.e ditropic) or even on a single (i.e
monotropic) animal host. Some ticks are specialist while others are much more generalist. Historically,
anatomical descriptions of ticks mouthparts and coxae suggested that ticks had adapted to restricted
groups of host species with which they had co-evolved, leading to the hypothesis that ticks were
specialist parasites (Hoogstraal and Aeschlimann 1982). However, it was later argued that the
constraints generated by environmental conditions on free-living stages are more critical to the fitness
of tick populations than the constraints generated by host suitability and availability on parasitic stages
because ticks would be able to feed on a broad enough range of vertebrate host species (Klompen et
al. 1996). This statement was later supported by studies showing that host community abundance and
specific composition contributed weakly to explaining the geographical distribution of tick species
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(Cumming 2002; Estrada-Pefia et al. 2020; Nava and Guglielmone 2013). The most straightforward
approach to assess whether a tick species is a specialist is to consider the number of host species it can
feed on (Lymbery 1989). Other criteria such as the prevalence of infested hosts, the intensity of
infestation or the phylogenetic distance between parasite hosts can also be considered (Poulin and
Mouillot 2003; Rohde 1980).

The specificity or genericity in the host choice is important as it has a direct impact on pathogen
transmission and the possibilities of disease spillover. Indeed, a generalist tick that could feed on a
large diversity of hosts and whose geographic distribution is barely limited by host availability, can
contribute to the emergence of diseases through interspecific pathogens’ transmission or geographic
expansion (Mccoy, Léger, and Dietrich 2013; Dietrich et al. 2014). In addition, the density of generalist
ticks is likely to increase as the number of species in the host community and/or the overall abundance
of hosts increases. Because specialist ticks rely on a restricted number of host species and have a more
limited potential in terms of geographic expansion, they are less likely to be involved in emergence
events resulting from interspecific pathogen transmission or from colonization of new areas (Mccoy,
Léger, and Dietrich 2013; Dietrich et al. 2014). However, because of their high adaptation to specific
host species, their populations can locally thrive and contribute to the spread of their specific pathogens
for which their vector competency is high (Richard S. Ostfeld and Keesing 2000a).

In epidemiological systems involving a generalist vector, a vector-borne pathogen and multiple host
species, the pathogen amplification transmission and maintenance potential may vary among the host
species community. In such systems, high species diversity can create a dilution effect resulting from
the transmission of the pathogen to a wide range of hosts with low amplification, transmission and
maintenance potential (Richard S. Ostfeld and Keesing 2000b; Schmidt and Ostfeld 2001). However,
even if some hosts are poorly competent for the pathogen, they can still be good amplifiers of the tick
and therefore contribute to boosting the tick population and thus, the potential number of infectious
individuals. The dilution effect should barely occur in systems where the tick vector is a specialist
species (Occhibove et al., 2022).

Tick species belonging to the genus Hyalomma are implicated in the transmission of several important
pathogens such as the Crimean Congo Haemorrhagic Fever virus (CCHF). Immatures Hyalomma ticks
feed mainly on species belonging to the Rodentia and Lagomorpha order or to the Aves class while the
adults feed mostly on species belonging to the Bovidae family (Spengler and Estrada-Pefia, 2018).
However, the range and number of hosts involved in the Hyalomma genus life cycle varies greatly
between species. For example, Hyalomma aegyptium is a three hosts tick that feeds mainly on Testudo
tortoises (Siroky et al., 2006) albeit human and other vertebrates can act as occasional hosts.
Hyalomma dromedarii is a two hosts tick (occasionally one or three) mainly found on camels.
Hyalomma scupense is a one or two hosts species that feed preferentially on domestic ungulates,
especially horses and cattle, regardless of the stage (Apanaskevich, 2004; (Apanaskevich et al., 2013).
Conversely, Hyalomma rufipes and Hyalomma marginatum tend to be more generalist (Estrada-Pefia
et al., 2018). The latter is one of the main vectors of the CCHF virus, currently considered as an
emerging disease currently in Europe.

H. marginatum is a ditropic tick. The larvae and nymphs feed on the same host, which is usually a
small vertebrate such as a lagomorph, a bird, a hedgehog or a rodent, whereas the adults usually feed
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on a large ungulate such as a horse, a cattle, a sheep, a goat, a deer, a wild boar or occasionally a human
(Apanaskevich 2004). Considering its wide hosts’ range and its wide geographical distribution, H.
marginatum could be considered as a generalist tick. However, host preferences have been reported at
least for the adult stage (Grech-Angelini et al. 2016).

Furthermore, considering the hypothesis of “global generalist and local specialist” recently developed
by MCcoy, Léger, and Dietrich (2013), ticks would locally develop preferences and adaptations to the
most largely available host species leading to variations in the host species preference patterns across
the tick distribution range. Under this hypothesis, an assessment of host preference at a wide scale
would lead to falsely consider a tick species as generalist. Conversely, observation at the scale of the
tick species distribution range of higher tick densities on certain host species, could result from the
confounding effect of climate and habitat conditions rather than from genuine tick host preferences,
and could thus lead to false conclusions regarding its classification as a generalist or specialist vector.

In this study, we conducted a systematic review of tick-host interactions of the Hyalomma species
present in Europe in order to synthesize the community of interacting organism with the Hyalomma
genus in Europe. Subsequently, we implemented a meta-analysis specifically on H. marginatum in
order to describe the host species range of this vector, assess its host preference pattern and address
whether it can be considered as a generalist or as a specialist tick species. Finally, based on those
results, we discussed the potential influence on the most described host species on the tick life cycle
and on the circulation of its vector borne pathogens such as CCHF.

Materials and methods

We followed a systematic review approach, with the goal to extract all evidence of Hyalomma species
tick-host interaction in Europe available in the literature in the last years. The systematic review was
conducted following as closely as possible PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and meta-analysis) guidelines (Page et al., 2021). To achieve that goal, literature searches
were carried out in the following databases: BIOSIS, CAB, Embase, MEDLINE, PubMed, Scopus and
Web of Science. Publications were selected through specific keywords for Title (K1), abstract (K2)
and within the core text (K3). The first list of keywords consisted of an enumeration of all Hyalomma
species that can be found in Europe (Estrada-Pefia et al., 2018) which were combined into query K1.
The second list of keywords consisted of a list of species common names, families or clades that could
act as potential hosts of Hyalomma ticks and were integrated into query K2. The third list of keywords
consisted of an enumeration of all the countries within Europe which formed query K3 (Table 1).
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Table 1: Queries used for the title (K1), abstract (K2) and body (K3) in the systematic literature review.

K1 K2 K3

Hyalomma OR ' animals OR | Albania OR Andorra OR Armenia OR Austria OR
marginatum ruminants OR | Azerbaijan OR Belarus OR Belgium OR ‘Bosnia
OR aegyptium | ungulates OR | and Herzegovina’ OR Bulgaria OR Croatia OR
OR vertebrates OR | Cyprus OR Czechia OR Denmark OR Estonia OR
anatolicum Cervidae OR birds | Finland OR France OR Georgia OR Germany OR
OR rufipes OR | OR livestock OR | Greece OR Hungary OR Iceland OR Ireland OR
scupense cattle OR hares OR | Italy OR Latvia OR Lithuania OR Luxembourg OR

rabbits OR reptiles  Malta OR Monaco OR Montenegro OR
OR hedgehogs OR | Netherlands OR ‘North Macedonia’ OR Norway OR
lagomorphs OR | Poland OR Portugal OR ‘Republic of Moldova’ OR
deer OR horses OR | Romania OR ‘Russian Federation’ OR Russia OR
sheep OR goat OR | ‘San Marino’ OR Serbia OR Slovakia OR Slovenia
Turdidae OR boar OR Spain OR Sweden OR Switzerland OR Turkey
OR Ukraine OR ‘United Kingdom’ OR Wales OR
Scotland OR ‘Northern Ireland’ OR England

In addition to the keywords, inclusion and exclusion criteria were defined. Indeed, only original data
collected in natural conditions on the trophic relationships of ticks of the genus Hyalomma, (i.e. a tick
detected on a host), were included. As such, strict modeling studies, reviews and laboratory
experiments were excluded. Moreover, we reduced our screening to publications which were in
English or French. No exclusion criteria were done according to the time of publication as it is
supposed that host preferences should be constant across time, but we restricted the geographical area
of the study to Europe. The choice of European countries was based on the list set up by the World
Health Organisation’s Regional Office for Europe, which includes Europe in the broadest sense. Even
though The Central Asian countries (Kazakhstan, Kyrgyzstan, Tajikistan, Turkmenistan, and
Uzbekistan) were included in the list, we chose to remove them from our study scope as they were too
geographically too distant from it. Finally, publications whose access was restricted (publications that
were too old and present only in the archives, or whose full texts were not accessible) could not be
included in our study. We aimed to select publications in which natural observed tick-host observation
was reported. In this regard, publications which required the collection of ticks from different hosts for
the study of a virus for example were included.

Duplicates between databases were removed in Zotero (Roy Rosenzweig Center for History and New
Media, 2022) and selected publications were imported into Rayyan. Rayyan is a free web tool (Ouzzani
et al., 2016) designed to help a team of researchers working on systematic reviews, scoping reviews
and other knowledge synthesis projects, by speeding up the process of selecting studies through easy
screening of titles and abstracts.

After careful evaluation by one reviewer according to our inclusion criteria in Rayyan, a full-text
review was conducted on selected articles to extract pertinent data. A first database was developed
including the following qualitative data: title, authors, date of publication, country of study and if
available regions or sub-regions in which the sampling took place, year and months of sampling, host
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species and Hyalomma tick species involved, life stages of the sampled ticks as well as the invasive
status of the collected ticks (imported or resident). From such shortlisted and searchable articles that
included specific data on H. marginatum, we aimed to extract the following additional quantitative
variables for each sampled host species: number of examined hosts, number of hosts infested by H.
marginatum, number of H. marginatum ticks collected, and number of ticks collected in total. This
data-extraction step was validated by two other reviewers, to reduce the potential for miscount and
misclassification of studies.

In addition to the available information within the article, we extracted a measure of the most dominant
landscape in which the sampling was conducted as well as the suitability of this habitat for the
occurrence of H. marginatum. In order to do so, we relied on two raster maps, respectively: LANMAP
3 and the H. marginatum Suitability Map in Europe from Estrada-Pefia (2016).

LANMAP is a European landscape classification using digital data with four hierarchical levels
including climate, altitude, geological material and land cover as determinant factors (Mlcher et al.,
2010). It provides 350 landscape types, at the most detailed level, with 14000 mapping units with a
minimum mapping unit of 11 km2. For the meta-analysis, we used a level of detail sufficient for
distinction between climates.

The suitability for H. marginatum was obtained from the map produced by Estrada-Pefia and Wint
(2016), who used MODIS satellite data of daytime land surface temperature and the Normalized
difference vegetation index at a 1km spatial resolution as predictive covariates for tick’s occurrence in
a statistical regression model. We extracted values from the latter two rasters at the lowest geographical
scale reported in each publication. Specifically, we computed the mean value of the suitability of H.
marginatum within the region/subregion or country sampled and we extracted the most dominant
landscape within the sampling zone being the region/subregion or the country.

A Meta-analysis was then carried out on data extracted specifically for H. marginatum. The
quantitative outcome, also called effect size, from various separate studies was pooled together in a
statistical model to provide an estimate of the combined effect size and error. The effect sizes from
several studies are expressed on the same scale, and each effect size corresponds to a particular
outcome. Moreover, effect sizes are weighted in such a way that precise estimates (those with lower
sampling error) have a higher influence on the pooled effect size than inaccurate ones. We investigated
three outcomes: 1. Proportion of hosts infested by H. marginatum among hosts examined for ticks, as
a proxy of the infestation rate; 2. Proportion of H. marginatum ticks among the total number of ticks
collected on the hosts, as a proxy for measuring the competitiveness of this tick species; 3. Mean
number of H. marginatum ticks collected per host, as a proxy of the parasitic load.

We used a random-effects model to partially pool the effect size, given the diversity of contexts
involved in the original studies. Indeed, even after accounting for sampling error, an additional source
of variation between studies was expected (Senior et al., 2016). This variation was referred to as
heterogeneity. Some studies in our meta-analysis contributed more than one observed effect size as
they could report multiple tick-host interactions. Thus, heterogeneity was measured between
interaction records instead of studies. The heterogeneity variance > was calculated using the restricted
maximum likelihood estimator for continuous effect sizes and the maximum likelihood estimator for
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proportions (Viechtbauer 2005). Among the various measures of heterogeneity that can be quantified
based on 72, we used the 12 statistic. This parameter can be conceptualized as the proportion of variation
in effect sizes that cannot be assigned to sampling error (Higgins and Thompson 2002). These
benchmarks, define small, medium, and high 1% as 25%, 50%, and 75%, respectively (Higgins et al.
2003) and facilitate comparison of heterogeneity between meta-analysis.

Hosts, climate and environmental suitability were used as factors to explain the heterogeneity among
effect sizes. Thus, subgroup meta-analysis and meta-regression were conducted. We chose to gather
some hosts by family instead of species (e.g. Caprinae for sheep and goat, Cervidae to include red
deer, roe deer and fallow deer, and any bird families that could be captured) in order to have a
meaningful number of observations per category. We conducted subgroups meta-analysis for the
categorical variables (hosts and climate), and meta-regressions for the continuous variable
(Suitability). In a subgroup meta-analysis, it is hypothesized that effect sizes from different studies do
not stem from the same general population but are rather divided in subgroups, each of which has a
unique distinct overall effect. These subgroup effects are estimated, and a null-hypothesis significance
test is performed assuming the absence of differences between subgroups. Cochran’s Q statistic
(Cochran 1954) is employed to measure the differences between the estimated effect sizes and
compared to its theoretical x2 sampling distribution under the null hypothesis. Effect-size estimates of
subgroups based on fewer than 5 studies must be interpreted with caution due to the inaccuracy in the
estimation of 12 (Borenstein et al., 2021). In order to minimize bias in 72 estimation, subgroups were
assumed to share a common estimate of the among-studies heterogeneity.

In a meta-regression, the outcome (response variable) is predicted according to the values of
explanatory variables, similar to multiple regression. The outcome is the effect size, and the
explanatory variables are common characteristics between studies that can have an impact on the effect
size. In other terms, the meta-regression investigates whether specific explanatory variables explain
some of the variability of effect size among studies.

We conducted this analysis on the adult and immature stages separately, as their hosts are different.
For statistical analyses, we used the R statistical software version 4.0.2 (R Core Team, 2022) with the
packages meta (Schwarzer 2022) and metafor (Viechtbauer 2022).

Results

Bibliometric outputs

The initial query of the seven target data bases yielded 1448 records, which reduced to 435 articles
after removing duplicates. Among these, 319 references were selected for full reading during the first
phase of selection by title and abstract, using Rayyan. A total of 100 references could not be exploited,
either because the full text was unavailable or because they were written in a language other than
French or English. The remaining 219 articles were read, and three of them were finally discarded
because they were considered irrelevant. The remaining 219 publications were included in the
qualitative analysis, 190 of them that providing sufficient details to be included in the quantitative
analysis (Figure 1).

&
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Figure 1 PRISMA flow chart representing the selection of studies included in the systematic review
on the dispersal and maintenance of ticks of the genus Hyalomma in Europe by wild and domestic

Among the 219 publications, the oldest ones dated from 1969, and only thirteen were published
between 1969 and 1999. Otherwise, most of the selected articles (137) were published between 2011
and 2021 (Fig 2).
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Figure 2 Number of publications selected for quantitative analysis per year included in the
systematic review on the dispersal and maintenance of ticks of the genus Hyalomma in Europe by
wild and domestic animals.

The selected publications covered a range of 29 countries. Among them, Turkey was the most sampled,
followed by Italy and Spain, each country representing 16% of the selected publications, respectively

(Fig 3).
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Figure 3 Number of publications selected for quantitative analysis by country.

Qualitative analysis on the different Hyalomma tick species

Out of the 190 remaining publications, 85 (45%) were reports of tick records on domestic hosts, 70
(37%) on wilds hosts and 24 (12%) on both wild and domestic animal populations. Nine of them (5%),
concerned free hunting stages and 2 (1%) were human case reports (Figure 4).
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Table 2: Number of host species infestation distinct records for each Hyalomma species. Each
citation represents one report of a tick species infesting one host species reported in a
publication.

Species Number of citations Percentage (%)
Hyalomma marginatum 142 41
Hyalomma excavatum 34 10
Hyalomma lusitanicum 32 9
Hyalomma rufipes 29 8
Hyalomma scupense 27 8
Hyalomma aegyptium 27 8
Hyalomma unspecified 22 6
Hyalomma anatolicum 18 5
Hyalomma dromedarii 3 1
Hyalomma asiaticum 2 1
Hyalomma impeltatum 2 1
Hyalomma truncatum 2 1
Hyalomma turanicum 2 1

Twelve species belonging to the genus Hyalomma were reported in Europe. The most often reported
species was H. marginatum, with 142 citations (42%) (Table 2).

The number of citations and the number of reported host species were positively correlated. As such,
H. marginatum is also the Hyalomma species with the most reported host species in our study (Figure
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5). The second Hyalomma species with the most reported host species was H. rufipes even though its
number of citations was relatively low (27). For the remaining commonly reported Hyalomma species
(5 in total), the number of host species was below twenty, possibly due to their fewer number of
citations.

. o
H. marginatum

Number of citation

50

H. scupense *
*[H- anatolicum]
0 30 60 g0

Number of hosts

Figure 5 Number of distinct reported host species in relation to number of publications reporting
on parasitised host species for the main reported Hyalomma species.

Quantitative analysis on H. marginatum

Table 3 presents a summary of the effect sizes for the three predefined outcomes (infestation rate,
competitiveness, and parasitic load) of the meta-analysis, estimated from the 75 relevant publications
presenting gquantitative data on the interactions between vertebrate hosts and H. marginatum. The
number of reported interaction records differs greatly by development stage and outcome. On average,
there are many more records for immature stages than for adult stages. The infestation rate is less
reported than the two other outcomes for both stages. The estimates of effect size are quite similar
across developmental stages, except for the mean competitiveness, which was considerably higher in
immature stages than in adult stages. This means that H. marginatum is a predominant tick species on
hosts during immature stages of its life cycle whereas it is less commonly found on vertebrate animals
during its adult stages. Regardless of the effect size, confidence intervals are large and the
heterogeneity between tick host interaction) is substantial (Table 3), which suggests the existence of
several factors including host preferences or sampling bias, that deserve further investigation.

Table 3: Summary of the effect-size estimates with their 95% confidence interval and the
estimated heterogeneity (I2) for the three target outcomes by developmental stage. The
infestation rate is measured by the proportion of hosts infested by H. marginatum among hosts
examined for ticks; the competitiveness by the proportion of H. marginatum in relation to the
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total number of ticks collected on the hosts; and the parasitic load by the average number of H.
marginatum collected per host. Results are broken down by stage, as H. marginatum is predicted
to feed on very different hosts in immature and adult stages, as all ditropic ticks.

Development Effect size Number Estimate 95% Between
stage of  deffect Confidence interaction records
interactio size Interval  heterogeneity (12in
n records %)
Adult Infestation rate* 14 0.106 = 0.003;0.29 90.7
6
competitiveness* 39 0.080 0.038;0.01 99.6
* 6
Parasitic load*** 36 1.625 0.59;2.661 99.8
Immature Infestation rate* 45 0.091 0.057;0.14 80.5
1
competitiveness* 78 0.781 0.583;0.90 84.2
* 1
Parasitic load*** 63 0.064 0.045;0.08 78.3
3

* proportion of animals ** proportion of ticks *** mean number of ticks per animal
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Effect of the host
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Figure 6 Effect of host species on (A) infestation rate (B) competitiveness (C) parasitic load for adult
stage. Effect sizes are represented with their 95% confidence intervals.

Except for Caprinae, we observed a relatively high imprecision in the estimated pooled effect size
across tick-host interaction for each species regardless of the effect size (Figure 6). Competitiveness
of H. marginatum across hosts was significantly different (Q = 19.71, p-value = 0.006). A smaller
proportion of H. marginatum in relation to other tick species was observed for Caprinae in comparison
to other groups. No significant difference was found when comparing subgroup differences for
infestation rate and parasitic load (Respectively Q = 9.76, p-value = 0.0825; Q = 3.33, p-value =
0.5044). Nevertheless horses, Cervidae and cattle had higher estimations in parasitic loads, while
Cervidae and horses had higher estimations for infestation rate in comparison to other hosts species.
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Residual heterogeneity 12 after accounting for host effect was 88.1%, 99.4%, 99.7% for infestation
rate, competitiveness and parasitic load, respectively.
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Figure 7 Effect of host species on (A) infestation rate (B) competitiveness (C) parasitic load for
immature stages. Effect sizes are represented with their 95% confidence intervals.

Similarly, to the meta analysis for adult stages, we observed imprecise pooled effect size for most of
the subgroups regardless of the chosen effect size (Figure 7).

Significant differences were found between host families for Competitiveness and parasitic load
(Respectively, Q = 48.56, p-value <0.0001; Q = 35.20, p-value <0.0001).

High parasitic load estimates were found in the Emberizidae, Strigidae, Paridae families. High
competitiveness estimates were found for most of the families except for the Caprinae, Corvidae and
Turdidae.

No significant difference was found in the test for subgroup differences for infestation rate
(Respectively Q = 11.81, p-value = 0.1598). High infestation rates were estimated for Strigidae and
Emberizidae but their 95% confidence interval is wide.

Residual heterogeneity 12 after accounting for host effect was 78.4%, 100%, 76.2% for infestation rate,
competitiveness and parasitic load respectively.
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Figure 8 Effect of Climate type on (A) infestation rate (B) competitiveness (C) parasitic load for
adult stages. Effect sizes are represented with their 95% confidence intervals.

We observed a wide 95% confidence interval in pooled value for each effect size (Figure 8). No
significant difference was found between climates regardless of the calculated effect size (Q = 2.16,
p-value = 0.5392; Q = 2.17, p-value = 0.5388; Q = 1.66, p-value = 0.9483 for infestation rate,
competitiveness and parasitic load respectively). The highest estimation was found in Mediterranean
and Anatolian climates, except for infestation rate which was higher in Anatolian and continental
climates.

After accounting for climate, residual heterogeneity 1> was 89.6%, 99.6%, 99.8% for infestation rate,
competitiveness and parasitic load respectively.
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Figure 9 Effect of Climate type on (A) infestation rate (B) competitiveness (C) parasitic load for
immature stages. Effect sizes are represented with their 95% confidence intervals. We observe a
wide 95% confidence interval in pooled value for each effect size (Figure 9).

Significant differences were found between climates for infestation rate and parasitic load (Q = 11.90,
p-value = 0.0181; Q = 53.85, p-value < 0.001 respectively). The highest parasitic load was found in
Mediterranean and Atlantic climates, while the highest infestation rate was found in Mediterranean
climate. After accounting for climate, residual heterogeneity 1> was 71.4%, 89.8%, 71.0% for
infestation rate, competitiveness and parasitic load, respectively.

88



Effect of habitat suitability
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Figure 10 Infestation rate in relation to habitat suitability in the adult stage.

The residual heterogeneity 12 after accounting for suitability was 94.8%, 99.90, 100% for infestation
rate, competitiveness and parasitic load respectively. The suitability of the habitat showed a negative
association with adult’s tick infestation rate (Figure 10) (QM = 4.4590, p-value = 0.0347). No effect
of suitability was found for competitiveness and parasitic load (Supplementary 13; Supplementary 14)
(Respectively, QM = 0.6070, p-value = 0.4359; QM = 0.5186, p-value = 0.4714).
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Figure 11 Competitiveness in relation to habitat suitability in the immature stage.

The residual heterogeneity 12 after accounting for suitability was 84.14%, 94.40% and 99.58 % for
infestation rate, competitiveness and parasitic load respectively. No significant relationship was found
for infestation rate and parasitic load (Supplementary 15; Supplementary S16) (Respectively, QM =
0.9870, p-value = 0.3205; QM = 0.7473, p-value = 0.3873). Habitat suitability had a positive
association with immatures competitiveness (Figure 11) (QM = 5.38, p-value = 0.0204).

Discussion

A better understanding of the interactions between ticks and their hosts is essential for establishing
methods of control of tick populations and the spread of a tick-borne disease. This study used meta-
analysis and meta-regressions to explore and analyze tick-host interactions within the genus Hyalomma
with a focus on H. marginatum. Most of the references retrieved from scientific databases had been
published between 2004 and 2021, reflecting the increasing burden of ticks and tick-borne diseases in
Europe due to climate change and modifications of land use. Moreover, most of the publications
referred to regions where CCHF, and subsequently its vector occurs frequently such as Turkey,
Mediterranean Islands, the Balkans and Central Europe.

H. marginatum is the most widely cited tick among the twelve Hyalomma species identified from the
literature as potential European tick vectors. This high citation record can be explained by the fact that
it is the main vector of CCHF virus in many countries where the disease is endemic such as Turkey
(Bente et al. 2013). Moreover, H. marginatum is also the tick species for which the largest number of
host species is reported. Nevertheless, it cannot be concluded that H. marginatum is the most generalist
tick of its genus. Indeed, a correlation was observed between the number of citations (i.e. sampling
effort) and the number of host species reported. This correlation has also been observed by other
authors in the context of compiling data from the published literature to assess the link between
specificity and sampling effort (Klompen et al., 1996). Noticeably in this correlation, H. rufipes
appears as an outlier, with a number of citations nearly 5 times lower than for H. marginatum but with
2/3 of the number of hosts, suggesting its generalist character.

As expected, a strong heterogeneity among pooled effect sizes was found in the meta-analysis for all
outcomes. Furthermore, as observed in previous systematic reviews, fewer infested species have been
reported for adult stages than for immature stages (Nava and Guglielmone, 2013). This supports the
hypothesis that immature stages are more generalist than adult stages due to the need of the latter to
gorge on morphologically larger size hosts.

For tick adult stages, a significant effect of the host species on the proportion of H. marginatum among
the ticks infesting a host (i.e. competiveness) was detected. The effects of the host species on the
proportion of examined hosts infested by H. marginatum (i.e. the infestation rate) and on the average
number of H. marginatum infesting the examined hosts (i.e. the parasitic load) were not significant.
This can be explained by the limited number of exploitable records retrieved from the literature for
these parasitism effect sizes resulting in wide 95% confidence intervals for their mean estimations in
each host species. Nevertheless, higher estimates of these effect sizes were obtained for horses and
Cervidae than for Caprinae, wild boars, hares and, to a lesser extent, cattle. The estimations obtained
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for Cervidae must be considered with caution because the number of publications reporting values of
effect sizes was low. In addition, in one of the publications, H. marginatum could be confused with H.
lusitanicum and misclassified. Aside from the estimations for Cervidae, the results obtained are
consistent with one study where horses were more often and severely infected than cattle, wild boars
and domestic Caprinae from the same area in Corsica (Grech-Angelini et al. 2016).

Concerning immature tick stages, significant variation among host families was detected for the
infection rate and the parasite load with high mean estimations in the cases of Strigidae and
Emberizidae for both effect sizes and high mean estimation for parasite load only in the case of
Paridae. The Emberizidae is a small family of passerine birds which feed frequently on the ground,
thus favoring contact with H. marginatum. On the other hand, high estimates of parasitism effect sizes
were not expected for Strigidae and Paridae as species belonging to these families do not typically
spend a large part of their time on the ground. However, the estimations obtained for these two families
were not particularly robust as the number of effect size records and their corresponding sample sizes
were both low.

Besides record numbers and sample size issues, considering family level when investigating variations
in parasitism effect sizes may generate a certain within-group heterogeneity as species belonging to
the same zoological family may differ in their ecology and consequently in their availability and/or
suitability as hosts for H. marginatum. Indeed, a strong intra-family heterogeneity translated into a
large 95% confidence interval around the estimate, has been observed with large differences in
infestation rate or parasite load depending on the species. For example, reported infestation rates values
in the Muscicapidae family, ranged between 0.001 and 1.00. This high heterogeneity can be partially
attributed to interspecific differences within the family. Indeed, Muscicapidae encompasses a large
diversity of very different species: Oenanthe finschii, for instance, is a ground feeding small migratory
insectivorous bird found in dry open habitats in Mediterranean climates on both, breeding and
wintering areas. On the other hand, Ficedula parva, an eastern European breeder wintering in Asia
found in old deciduous or mixed woodland up to 1200 m above sea level, is often standing on the tops
of large trees and only occasionally, it comes down to the ground to hunt. The mean of reported
infestation rate is 0.79 and 0.003 for Oenanthe finschii and Ficedula parva, respectively. This high
difference could be expected considering the availability of these different species as hosts for H.
marginatum given their habitat and their behavior. Indeed, under the hypothesis that immature stages
of H. marginatum are generalist parasites of small vertebrates, we would expect parasitism effect sizes
to vary among potential host species, mainly as a result of their availability as hosts, which is
influenced by their behavior and habitat.

A consistent finding in the meta-analysis presented here is the large heterogeneity in the effect sizes
of parasitism that remain after accounting for host species or host family effects. This suggests that
other variables are more important in explaining variation in H. marginatum infestation rate,
competitiveness and parasitic load. In this regard, a substantial amount of heterogeneity was explained
by the climate variable for immature stages with highest estimations obtained for the Mediterranean
climate, supporting the results from previous studies on the drivers of the geographical distribution of
H. marginatum (Bah et al 2022). Likewise, a positive relationship was found between immature H.
marginatum tick competitiveness on hosts and environment suitability as derived from a statistical
model of H. marginatum distribution fitted to H. marginatum presence-only data. These results support
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the hypothesis that climatic factor is more critical to the completion of H. marginatum immature stages
than the composition of the potential host community (Cumming 2002; Estrada-Pefia et al. 2020; Nava
and Guglielmone 2013).

In contrast, in the analyses presented here, neither climate nor environmental suitability contributed to
explaining heterogeneity in parasitism effect sizes for the adult stage except for the infestation rate that
surprisingly showed a weak negative correlation with the environmental suitability index.

The failure to detect significant relationships between parasitism effect sizes and environmental factors
could arise from the fact that the different sampling sites integrated into our analysis, were
geographically located with poor precision. Therefore, we would recommend that future studies
reporting infestation levels for any tick species provide precise geographical location, the dates of the
surveys, the number of examined animals, the number of infested animals, and the number of ticks
collected.

Another important limitation of our study in identifying the relative influence of host species and
environmental conditions, is the limited number of records on the effect size of parasitism retrieved
from the literature for most of the potential host species or families. For any one of the later, this
implies that the range of environmental conditions under which the effect size of parasitism has been
recorded is restricted. We hypothesize that the large heterogeneity in effect size values detected in
most of the host species, is related to environmental variability. In addition, we suspect this
heterogeneity can have several consequences: the first one is that within-species or family-mean
estimates of effect size are not very robust (they are imprecise and could be biased) (Borenstein et al.,
2021). The second consequence is the potential confounding effects of environmental conditions and
host species or family.

In order to better describe the tick-host relationship of H. marginatum using a meta-analysis approach,
more records of parasitism effect size would be required for each potential host species or family.
Moreover, in order to avoid confounding effects, such records should ideally originate from areas with
contrasted environmental conditions. In this context, surveys where ticks were recorded on several
host species in the same area (ideally all the potential host species found in the area) at the same time
of year are particularly useful for investigating the empirical variation of infestation levels among
different hosts species. This type of study could contribute to build meta-analysis, in cases where the
considered effect size reflects the pair-wise differences between host species in parasitism measures
(e.g. odd-ratios of infestation rates). Using this type of approach would be much more efficient for
addressing variation in infestation measures among host species than controlling for the potential
confounding effect of the environment, since each record considered in the meta-analysis would reflect
a difference in an infestation measure obtained from at least two different host species under the exact
same environmental conditions.

Finally, we would like to highlight the importance of assessing the host community present locally in
order to determine the risk of pathogens transmission. In this regard, our study suggests that H.
marginatum is a generalist tick whose distribution depends primarily on environmental conditions such
as climate and habitat. Its trophic relationships will therefore primarily be determined by the hosts that
become available in its immediate environment. Therefore, the circulation of the pathogen will depend
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on the number of hosts available and whether they are good replicators of the virus or amplifiers of the
tick population (Bernard et al. 2022; Occhibove et al. 2022).
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Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a viral zoonotic disease resulting in
hemorrhagic syndrome in humans. Its causative agent is naturally transmitted by ticks
to non-human vertebrate hosts within an enzootic sylvatic cycle. Ticks are considered
biological vectors, as well as reservoirs for CCHF virus (CCHFV), as they are able to
maintain the virus for several months or even years and to transmit CCHFV to other
ticks. Although animals are not symptomatic, some of them can sufficiently replicate the
virus, becoming a source of infection for ticks as well as humans through direct contact
with contaminated body fluids. The recent emergence of CCHF in Spain indicates that
tick-human interaction rates promoting virus transmission are changing and lead to the
emergence of CCHF. In other European countries such as France, the presence of one of
its main tick vectors and the detection of antibodies targeting CCHFV in animals, at least
in Corsica and in the absence of human cases, suggest that CCHFV could be spreading
silently. In this review, we study the CCHFV epidemiological cycle as hypothesized in
the French local context and select the most likely parameters that may influence virus
transmission among tick vectors and non-human vertebrate hosts. For this, a total of
1,035 articles dating from 1957 to 2021 were selected for data extraction. This study
made it possible to identify the tick species that seem to be the best candidate vectors of
CCHFV in France, but also to highlight the importance of the abundance and composition
of local host communities on vectors’ infection prevalence. Regarding the presumed
transmission cycle involving Hyalomma marginatum, as it might exist in France, at least
in Corsica, it is assumed that tick vectors are still weakly infected and the probability of
disease emergence in humans remains low. The likelihood of factors that may modify
this equilibrium is discussed.

Keywords: CCHF, Hyalomma tick vectors, vertebrate host communities, viral transmission cycle, France
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INTRODUCTION

Arboviruses are viruses transmitted by arthropod vectors
to different hosts, which are susceptible to cause diseases
threatening public and animal health (1). One of
these viruses is considered as high risk of emergence
in Europe is the Crimean-Congo hemorrhagic fever
virus (CCHFV).

Crimean-Congo Hemorrhagic Fever was first described in
1944-1945 (2) in Russian soldiers and peasants who were
exposed to ticks in Crimea and in 1956 in Congo (3). This
zoonotic disease remains asymptomatic in animals while causing
an acute and potentially fatal infection in humans (4). After
an incubation period of 2-9 days, fever, progressive lassitude,
and behavioral changes can occur, but these symptoms may be
mild and go unnoticed or misdiagnosed. In the second phase,
some patients (10-40%) develop intracranial and intraperitoneal
bleeding, as well as a petechial rash, leading to coma or death
(5, 6). Infection in humans usually occurs via a tick bite
or from contact with contaminated body fluids of infected
livestock or human patients (7). In nature, CCHFYV is transmitted
through an enzootic tick-non-human vertebrate-tick sylvatic
cycle. Ticks, mostly of the Hyalomma genus, are considered
biological vectors, as well as reservoirs for CCHFV, as they are
able to maintain the virus for several months or even years. They
are also able to transmit CCHFV from one generation to the
next (vertical transmission), from one development stage to the
other (transovarial transmission), from males to females during
copulation (sexual transmission), or from one tick to other
ticks feeding closely on a same non-viremic host (cofeeding)
(8). Although vertebrate animals are not symptomatic, they can
replicate the virus and be a source of infection for both ticks
and humans (9), at least during viremia, which is described
to last no more than 7-10 days (10). Currently, CCHF is
recognized as endemic or potentially endemic in multiple areas
of the world throughout Africa, Asia, and Middle East (11).
In Europe and in the Mediterranean Basin, it is considered
as an emerging disease, with epidemics observed in Turkey
since 2002, regular cases in some countries of Balkans, and
occasional autochthonous cases recently reported in Spain, as
well as one case in Greece (12, 13). As CCHFV has been
described in multiple tick and vertebrate species, it circulates on
several continents according to the distribution of its tick vectors
and different sedentary or migratory vertebrate hosts, which
are amplifiers of virus and/or ticks (14). With global warming,
the distribution of vectors is changing, potentially modifying
CCHFYV circulation and increasing the risk of virus emergence
in new geographic areas (15). Indeed, the establishment of
one of the CCHFV tick vectors, Hyalomma marginatum, was
recently demonstrated in the mainland of France while it has
been already reported in southern Corsica island for 50 years
(16, 17). Given the human cases of CCHF recently reported in
Spain and the regular exchanges of bulls, horses, and wildlife with
this neighboring country, CCHFV circulation was questioned
in France.

In areas potentially at risk for CCHFV introduction and
circulation, serological surveillance of sensitive domestic animals
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is a rational system for the early detection of virus circulation
(18, 19). It is even more relevant that a large panel of vertebrate
animals can host Hyalomma ticks and CCHFYV, and can develop
CCHFYV antibodies persisting for several years (10, 20). Sheep
are known to sufficiently replicate CCHFV and to show high
seroprevalence in some countries (21, 22), and are therefore
considered suitable sentinels for monitoring and detecting
outbreaks/circulation in new and non-endemic areas (18). Cattle
are one of the common domestic hosts for the adult stage of
Hyalomma ticks and could also be appropriate sentinels for
determining at-risk areas for CCHFV circulation since they
produce antibodies upon first contact with the virus (23). In
France, a preliminary serological study on cattle and small
ruminants was carried out in Corsica between 2014 and 2016.
Seropositivity of 13% in cattle and 2-3% in small ruminants
was observed and the presence of specific neutralizing antibodies
was confirmed by plaque reduction neutralization test (23). This
suggests that CCHFV already circulates in Corsica, although
CCHFV remains to be isolated and genotyped to confirm its
presence and phylogenetic origin. This study also highlighted
a spatial hotspot of high seroprevalence in the northwest of
the island (23). No data is currently available for mainland
France but investigations are in progress to determine the
epidemiological status of the continental France. Assuming
that CCHFV is already circulating at least in Corsica but
maybe more widely on the French territory, as any animals
must be infected by CCHFV to develop an immune response,
the seroprevalence measured can reflect the rate of CCHFV
infection in animal vertebrates and can be a proxy for estimating
the intensity of CCHFV transmission among the enzootic
natural cycle.

To maximize early detection of arbovirus emergence in
non-endemic areas, surveillance efforts should target areas
where circulation is most likely, and thus identifying these
potentially emerging hotspots is a major challenge (24).
Determining ecological conditions leading to more or less
transmission improves our ability to predict risks (24).
Regarding CCHE there have been several epidemiological
and modeling studies examining such factors influencing
virus introduction and spread, at the regional or country
level (15, 25-29). However, the epidemiology of CCHF is
complex and territory dependent, with host-vector-pathogen
interactions that can vary from one socio-ecosystem to another
(30). If CCHFV is confirmed to circulate in France (apart
from ongoing serological and entomological investigation),
questions arise regarding the factors responsible for its local
amplification and diffusion, to explain the observed occurrence
of CCHFV antibodies in ruminants without any reported
human cases.

This study aims to review the literature in its entirety
concerning CCHE to revisit the CCHF epidemiological
cycle as hypothesized in the French local context and
select the most likely parameters that may influence the
virus transmission among tick vectors and non-human
vertebrate hosts. Hypotheses are also made on other
possible not-yet-confirmed factors that may be specific to
our French socio-ecosystem.
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AVAILABLE BIBLIOGRAPHIC RESOURCES

In 2018, Dereli and Kayser conducted an overview of scientific
publications in the CCHF field, to identify new research strategies
to control the virus. For our current review, we used the
same search databases that produced the highest number of
resources in the previous survey, namely, PubMed, Scopus
and ScienceDirect, and the same keywords “Crimean-Congo
Hemorrhagic Fever” under different orthographies. We framed
our searches from the 1940s, the first mentions of articles
dedicated to CCHF according to the previous study, to December
2021. By combining the three databases, we obtained 1994 articles
(Figure 1), with an average of 123 new articles per year since
2015, the last date included in the previous study. This is in
line with the reported increase of publications since the massive
CCHF human outbreaks in Turkey in 2002, with an average of
100 articles per year since 2011 (31).

Bibliographic resources for which the content was neither
available in French nor in English (i.e., written in Russian,
Serbian, Turkish, or Japanese) were excluded, as we could not
easily exploit them. We also removed articles that did not deal
directly with CCHE as no data could be extracted. Original
studies, reviews, and some reports were included in this study.
There was also one book dedicated to CCHF that was considered
as a sum of several publications. In the end, a total of 1,035
resources, dating from 1947 to 2021, were selected for data
extraction and were sorted based on their titles, abstracts, and
keywords into a few categories (Figure 1). For the purpose of our
review, we directly removed those related to CCHFV virology
number = 226, CCHF diagnosis and detection methods (32),
CCHF symptoms in the form of case reports number = 134,
as well as CCHF control and treatment (33) as they were not
useful for the data extraction. As we focused on the enzootic
circulation of CCHFV, we also removed the articles studying
introduction pathways (15). For our analysis, we kept general
reviews on many aspects of CCHF (34) and those related to
CCHEF epidemiology number = 323, the role of ticks as CCHFV
vectors (35), and the role of vertebrate animals in CCHF (13).
Concerning epidemiology, we considered any studies related
to the frequency and distribution of CCHFV in humans and
animals, as well as the factors influencing its occurrence. This
included the large number of serological surveys conducted
in many different countries, serving as the basis for the first
investigations on CCHF.

Publications serving specifically as information resources for
data extraction were referenced as Supplementary Material. For
each topic, we first considered the existing reviews as they
were expected to synthetize all available data prior to their
publication date. To assess their exhaustiveness and relevance, we
systematically referred to part of the original cited articles, and
then completed or updated data with lacking or newly published
information. Regarding tick vectors and vertebrate hosts that
should be considered in the CCHFV transmission cycle, we
considered the historical review on the epidemiology of CCHF
in Asia, Europe, and Africa published by Hoogstraal (14), as
well as two specific articles, written by Turell (36) and Nalca
and Whitehouse (37). More recently, Gargili et al. (8) provided
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an update of field and laboratory studies that have contributed
to demonstrate vector competence and capacity of different tick
species and genera for CCHFV. At the same time, Spengler
et al. (10) proposed a systematic review of experimental CCHFV
infection studies, assessing the role of many vertebrate animals in
CCHFV amplification and transmission.

Some data not directly extracted from our reviewing process
were also necessary to complete our understanding on tick
vectors and vertebrate hosts in the French context. Concerning
host preferences of potential CCHFV tick vectors, especially
those of H. marginatum, we did not review all the available
literature, as it was not the main purpose of our study. However,
we made preliminary estimations based on the relative mean
infestation rates and the relative proportions of ticks per host
species, using what we considered to be reference articles,
providing comparable and relevant data for our geographical
zone of interest. For host densities in France and the capacity
of hosts to spread, we used census and predictive maps available
from the French Biodiversity Office (OFB), data archives from
major European projects working on the prediction of vector-
borne disease transmission (EDENext and Pale-Blue), as well as
specific scientific articles. All the related publications or sources
of these “extra” data were referenced in Supplementary Material.

ASSESSMENT OF FRENCH TICK
VECTORS AND RESERVOIRS OF CCHFV

Although the involvement of Hyalomma ticks as main vectors
and reservoirs of CCHFV is confirmed and quite well-
documented, the role of the other tick genera in CCHFV
replication and transmission is not as clear. The epidemiological
status of ticks is all the more difficult to assess, as detecting
the viral genome, or even isolating the virus in a tick does not
mean that the latter is able to maintain and replicate the virus,
especially when collected directly on viremic animals from which
it ingested the virus during a blood meal. In addition, being a
competent vector for a virus (i.e., the ability to become infected
during a blood meal, replicate the virus, and transmit the virus
to another host through a subsequent bite) does not necessarily
result in efficient transmission in nature because several other
parameters, such as vector density and longevity, feeding rate,
and trophic preferences of vectors, as well as the infectious
period and susceptibility of vertebrate hosts, are involved in what
is called vectorial capacity (36). As a consequence, replication
of CCHFV in the tick throughout its development cycle but
also the additional tick-to-tick transmission pathways (which
characterize the ability of ticks to serve as reservoirs) are crucial in
CCHEF epidemiology. This is especially true when the likelihood
of being infected from viremic animal hosts is low and when
it is necessary for ticks to maintain CCHFV infection during
periods such as winter in temperate regions such as France that
limit active virus transmission (8). In addition, differential tick
biology may impact their vector and reservoir roles. In Ixodid
ticks, there is one larval, one nymphal, and one adult stage, which
each require a bloodmeal from vertebrate hosts before molting or
reproducing (38). Ticks known or suspected as CCHFV vectors
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FIGURE 1 | Workflow summarizing the steps taken to classify the different articles in the literature and to select the categories of interest for our study.

can range from one-host species (where each parasitic stage feeds
on the same host) to three-host species (where each parasitic
stage feeds on different hosts), which impact the opportunity for
a tick to become infected from a viremic animal and retransmit
the virus during its lifetime (14, 39).

Tick species that have been found to be infected at least once
by CCHFV and are present in France are indicated in Table 1
and related references are indicated in Supplementary Data 1.
According to several criteria shown in Table 1, we were able to
rank ticks according to their presupposed importance as CCHFV
vectors within the enzootic transmission cycle in the French local
context. We did not consider tick species that are not present
in France, although they could be introduced punctually (e.g.,
through migratory birds for H. rufipes or imported ruminant
for H. anatolicum) (16, 40), and may be responsible for CCHFV
introduction, they cannot establish viable populations allowing
persistent local virus transmission. Concerning H. lusitanicum,
it apparently likely transmits CCHFV in Spain. Indeed, CCHFV
has been mostly detected in such tick species compared to
H. marginatum, and red deer on which adult stages likely
engorge have been found 3 times more CCHFV seropositive
than cattle in Spanish areas where CCHFV circulates locally (34).
Unfortunately, there is still no experimental data to confirm its
vector competence. In France, H. lusitanicum was historically
reported in south-western part of the territory, as well as in
Camargue at the east (20, 41). For the last 60 years, no new
reports of H. lusitanicum has been referenced. Based on many
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field observations recorded in an extensive synthesis, Morel (42)
described this species as clearly dependent on rabbit populations
although Valcércel (43) recently modulated this assertion. With
the quasi-extinction of wild rabbits in France due to myxomatosis
epizooties in the 1950s (44), we consequently assumed that
this tick species has disappeared from the territory or at least
drastically declined to remain anecdotal through residual small
populations. Without any updates of presence, we thus decided
not to include this tick species into Table 1, although keeping in
mind its epidemiological importance elsewhere.

As a result, and based on our bibliographic review, it
appears that H. marginatum seems to be the best “candidate”
for the transmission of CCHFV in France. It succeeded
experimentally in all pathways of transmission, and is often
associated with CCHF human cases in other endemic countries,
and presents bioecological features favoring engorgement on
potential CCHFV amplifier hosts at immature and adult stages.
Its abundance in Corsica and its recent establishment in the
southern mainland (16, 43, 45), in addition with the detection
of CCHFV antibodies in Corsican cattle (23), make it a very
suitable vector with the risk of CCHFV circulation. Dermacentor
marginatus, which is autochthonous in the South of France
(41, 46) and which adults stages can also engorge on CCHFV
amplifier hosts would also be a suitable vector. Although its
ability for transovarial transmission from infected females to
subsequent generations was demonstrated once in the 1970s
(47), no further assays have been conducted since this date and

July 2022 | Volume 9 | Article 93230:%‘

102



Bemard et al.

TABLE 1 | Candidate tick species as vectors and/or reservoirs of CCHFV in France.

Presumed CCHF Transmission Cycle in France

Tick species CCHFYV isolation or RNA detection  Experimental evidence of  Vertebrate animal hosts Number of hosts
vectorial competence
Rhipicephalus bursa Virus isolation in Crimea, Bulgaria, No data Mostly on cattle, sheep, Three-host tick
Greece, Armenia, Azerbaijan, goat at any development
Turkmenia stage
Antigens and RNA detection, in Original hosts: roe deer, wild
Greece, Armenia Albania, Kosovo, goat, mouflon
Turkey (ticks on hosts)
Hyalomma scupense Virus isolation in Azerbaijan, One assay where no Mostly on cattie at any One-host tick
Uzbekistan, Kazakhstan, Tadzhikistan  infection in eggs hatched by  development stage
(ticks on hosts) infected females (data not
RNA detection in Turkey, Pakistan, available)
Iran (ticks on hosts)
RNA detection in non-engorged ticks
collected in the field in China
Haemaphysalis punctata Virus isolation in Crimea and Moldavia ~ No data Immature stage mostly on Three-host tick
birds and nares
Adults mostly on cattle,
sheep, goat, and birds
Reports on humans
s, Rh. sanguineus Viral isolation in Crimea and Bulgaria, Infection of salivary glands Mostly on dogs at any Three-host tick
° RNA detection in Iran, Turkey (but not  detected once by IFAT development stage
5 regular although other Hyalomma Reports on humans
g ticks are positive), antigens detected
o in Pakistan
§ Rh. turanicus Virus isolation in Kirgizia and RNA No data Immature stage mostly on Two- and three-host tick
; detection in Turkey, Armenia, Greece, rodents and insectivores
% Iran, Bulgaria (ticks on hosts) Adults mainly on cattle,
o goat, sheep
Ixodes ricinus Virus isolation in Moldavia and Crimea  No data Immatures stage mostly on Three-host tick
rodents and birds
RNA detection in Bulgaria, Kosovo Adults mainly on cattle and
(ticks on hosts) roe deer
Reports on humans
Dermacentor marginatus RNA detection in Turkey, Spain, Some larvae, nymphs and Immature stage mostly on Three-host tick
Greece (ticks on hosts) adults obtained from eggs insectivores, rodents and
hatched by infected females  small carnivores
were infected and able to Aduits mostly on cattle,
maintain and transmit horse, sheep, wild boar,
CCHFV deer
In Russia, concordance
between D. marginatus bite
and CCHF human cases
Hyalomma marginatum Antigens and RNA detected in Spain, Larvae, nymphs and adults Immature stage mainly on Two-host tick
Russia, Turkey, Iran, Bulgaria, obtained from eggs hatched  lagomorphs and birds
Armenia, Pakistan and Kosovo (ticks by infected females were all Adults mainly on horse,
on hosts) infected and able to cattle, wild boar, less on
RNA detection in non-engorged ticks maintain and transmit sheep and goat
collected in the field in Turkey CCHFV Concordance between H.
Very high rates of infection marginatum bite and CCHF
through infectious blood human cases in Turkey
meal (up to 100%)
Higher rates of transovarial
transmission than other
tick species

*Rhipicephalus rossicus: good vector but not present in France.
**The specific identification of Rh. sanguineus vs. Rh. turanicus is difficult and thus preferred to keep the group Rh. sanguineus sensu lato.
Colors were used to assess their role, with green, orange and red representing weak, middle, and high evidence of vector competence and/or vectorial capacity, respectively.

evidence of CCHFV genome detection in ticks remains scarce

did not detect CCHFV in D. marginatus, whereas the virus was

compared to H. marginatum. In the east of the Mediterranean  amplified from other tick species collected on the same animals

Basin, where CCHFV circulates at high levels, several studies

(48-51). However, D. marginatus ticks feeding on wild boars
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were found to be infected in CCHF endemic areas in Spain,
without determining the infectious status of animals (34). In
Turkey, some specimens collected from wild boars were also
found infected but this was attributed to their association with
Hyalomma infected ticks on the same host (52). Therefore,
further investigation is required to definitively confirm or deny D.
marginatus as a CCHFV vector; however, its role as a secondary
vector cannot be excluded at this stage. Apart from these two
species, no other ticks present in France presented virological
or bioecological criteria to be considered as potential CCHFV
vectors. Historically, Hyalomma scupense has been described
in western France and has been recently identified in Corsica
(45, 53). Although it could be assumed to be a competent as
any Hyalomma tick species, the fact that it infests the same
cattle host throughout its development cycle (one-host tick) and
cannot transmit CCHFV to its progeny (14) does not make
this tick species a suitable vector of CCHFV. Regarding Rh.
bursa, Gargili et al. (8) suggested that its bioecology could
be favorable for CCHFV transmission but in absence of the
relevant virological evidence, we did not consider this species
as a suitable vector, despite its abundance in the South of
France (17, 41, 54).

ASSESSMENT OF FRENCH VERTEBRATE
ANIMALS AS HOSTS OF CCHFV AND TICK
VECTORS

We considered that vertebrate animals can contribute to CCHFV
transmission within the natural enzootic cycle through three
major abilities: (i) by sufficiently replicating CCHFV to be able
to infect tick vectors during a blood meal, (ii) by amplifying
tick vector populations and providing sufficient naive ticks to be
infected, and (iii) by introducing CCHFV or CCHFV-infected or
uninfected tick vectors in free geographical areas through long-
distance movements. Regarding the community of vertebrate
hosts to be considered in a potential CCHFV enzootic cycle in
the French context, we decided to focus on those infested by H.
marginatum as it was identified to be the best current “candidate”
vector to locally transmit CCHFV.

Although data are scarce (SupplementaryData2), the
monitoring of virus kinetics in experimentally infected animals
is the only relevant method to assess the role of vertebrate
hosts as CCHFV amplifiers. Conversely, many field investigations
are based on serological tests measuring antibodies targeting
CCHFV as this is very useful for early detection and provides
relevant information on transmission levels (14). However, some
animal species, such as horses, can develop the same levels of
antibodies as any other animals although their viremia remains
insufficient to allow the infection of new naive ticks to maintain
transmission through blood feeding (10). As a consequence, we
consider that serology likely reflects the exposure of vertebrate
hosts to CCHFV-infected tick vectors, depending either on tick
bite frequency or on tick infection rate. As stated above, cattle and
small ruminants have often been reported as the most sensitive
indicators of low-level CCHFV circulation, as they seem to be
highly infested by CCHFV tick vectors (55, 56). However, this
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can vary according to the geographical region and the local
CCHEFYV transmission cycle, and does not predict their ability
as CCHFV amplifiers. Another limiting aspect of using field
serological surveys is the difficulty to compare results, as many
different techniques with distinct sensitivity and specificity were
used over the years and between studies (55). As viremia is
short in any animal, reports of direct CCHFV detection in
field animal samples remain too scarce to be used to assess
their relative role in CCHFV replication. The few symptoms
in animals, when present, are not informative on their role as
CCHFV amplifiers since they do not seem to be correlated with
viremia (10).

Regarding the ability of vertebrate animals to amplify tick
vector populations, this mainly depends on host preferences and
abundance of tick vectors, but also on the availability of vertebrate
hosts for ticks. Theories are very extensive on host preferences
in ticks, ranging from the necessity for ticks to be specialist and
co-evolve with their hosts, and consequently their environment
(57), to their likely adaptation to abiotic conditions and specific
habitats resulting in host preferences (58). This question remains
difficult to assess, as experimental studies providing practical
measures are few to none. For H. marginatum, only one study
tested the efficiency of its development cycle according to its
blood feeding on three different small vertebrates (mice, guinea
pig, and white rabbit), which led to a laboratory animal model
useful for CCHFV transmission experiments (59). Two field
surveys were also conducted to test the effect of host species
and host abundances on population densities of H. aegyptium
and H. lusitanicum (60, 61). For the latter, it was shown that
the experimental removal of hares from the environment was
significantly correlated to a lower abundance of H. lusitanicum,
although it did not prevent its presence. Based on such partial
results, field data reporting infestation rates of several host species
by H. marginatum or relative proportions of H. marginatum
among all tick species found on different hosts may be a proxy
to assess host preferences of this tick species. These studies are
numerous, at least for common domestic hosts such as cattle,
small ruminants, and horses (Supplementary Data 2). However,
scientists have usually investigated ticks from livestock because
of its economic importance and the confirmed side effects
of ticks and tick-borne infections on productivity. The same
phenomenon can be observed on emblematic wild vertebrates
and this may bias comparisons between vertebrate hosts. For
H. marginatum, only one study is available on its presence
on a striped field mouse (Apodemus agrarius) in Bulgaria
(62). However, because rodents are frequently examined for
ticks as they are reservoirs for Lyme Borreliosis and ick-borne
encephalitis causative agents, we can assume that H. marginatum
never, or extremely rarely, parasitizes rodents, as suggested by
Hoogstraal (14). Another limitation of using field data on tick
collections from hosts to assess host preferences is the apparent
heterogeneity and incongruences between geographical regions,
as it is observed for example for cattle and small ruminants in
Romania compared to Turkey, and even within Turkey (52, 63,
64). This could be due to either distinct abilities of ecoclimatic
zones to host H. marginatum, which may result in various
tick densities, or distinct host communities available for this
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“generalist” tick. This last case suggests that some ticks could
adapt their host preferences according to local contexts and thus
we should remain very cautious when interpreting tick data
collection from the field.

Finally, to assess the role of hosts as spreaders of CCHFV
or CCHFV tick vectors, the most important information is
their capacity to move long distances, as well as the duration
of tick attachment on the host for blood feeding. As many
vertebrate animals show short CCHFV viremia, the probability
of movement during viremia is very low; they are therefore
more likely to spread ticks infected with CCHFV than to directly
spread the virus via physical contacts with contaminated fluids.
Hard ticks at all development stages, remain attached to their
host during blood feeding for ~10 days, until they become
completely engorged (65). However, this duration may increase
if the tick species in question reduces its free-living phases, like
H. marginatum for which larval and nymphal stages engorge
on the same small vertebrate for an average of 14-21 days
without falling to the ground for larval molting (20, 59, 66).
Although some authors do not support this assumption (10), this
period largely covers the duration of Trans-Mediterranean bird
migrations, known as major hosts for immature stages (67, 68).
Additionally, the commercial trade of livestock may result in
long-distance movements of ruminants, potentially infested by
CCHFV-infected tick vectors, as their external parasitic status is
not necessarily controlled for importation (69). While domestic
animal trade is common between European countries, inter
alia, from Spain where CCHFV is known to circulate among
domestic ungulates, importation of livestock from non-European
CCHF-endemic areas into Europe remains rare (70). Occasional
wildlife trans locations, such as the reintroduction of the Spanish
ibex (Capra hircus) into the transboundary Pyrenees mountains,
remain infrequent and highly monitored; however, this can be
considered a practice at-risk since CCHFV antibodies have been
detected in Spanish Ibex (71). In addition, the international trade
of game species for the hunting industry can represent a potential
source of introduction into new territories (72). Wild rabbit and
hare imports have been reported from Spain since the 1970s to
restock French hunting reserves and palliate the disappearance
of native species due to myxomatosis and rabbit hemorrhagic
disease (73, 74).

Based on the different criteria discussed above, Tables 2A,B,
presents an assessment of the different vertebrate hosts
of H. marginatum for their role in CCHFV circulation
within the natural enzootic transmission cycle (reference
articles are indicated in Supplementary Data 2). Voluntarily,
we did not include exotic species, present in zoos or
other public reception structures as their presence remains
sufficiently rare to not significantly change transmission
levels. This is the case for camels that are assumed to
be good CCHFV amplifiers and can be parasitized by
Hyalomma ticks (75), ostriches (Struthio camelus), African
starling (Lamprotornis sp.), and red-beaked hornbills (Tockus
erythrorynchus), the latter three representing the only bird species
able to develop sufficient CCHFV viremia to infect ticks (76, 77).
In the case of ostriches, they were also able to contaminate
humans by direct contact in African slaughterhouses (78).
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However, such animals are not naturally and endemically found
in France.

Considering Tables 2A,B, lagomorphs, especially hares, seem
to play a major role as CCHFV amplifiers, as well as being a
preferred host with birds for immature stages of H. marginatum.
According to Hoogstraal (14), hares would be the vertebrate hosts
mainly involved in the circulation of CCHFV in endemic areas.
French populations of hares are stable but very heterogeneous
depending on the habitat (74, 79), while wild rabbits remain
rare despite repopulation actions. Likewise, some families of
birds, especially those feeding on the ground and that can be
easily infested by hunting ticks such as H. marginatum, are
reported as important hosts for immature stages. In Cyprus and
Spain, resident blackbirds and rooks showed very high infestation
rates (80, 81). Their role as tick population amplifiers is all
the more reason to consider these birds, as they are largely
distributed in many diverse habitats of France. In addition, some
representatives of these families are migrating birds connecting
African and European CCHF endemic areas to France and their
ability for spreading ticks potentially infected by CCHFV should
be pointed out. Indeed, the recent tick collections conducted in
the South of France have reported the presence of immature
stages of H. marginatum, but also H. rufipes that is only
established in Africa, from migrating Eurasian Blackcaps (Sylvia
atricapilla), dunnocks (Prunella modularis), and European robins
(Erithacus rubecula) (16). However, most birds are considered
refractory to CCHFV and may not act as CCHFV sources (10).
Considering adult stages of H. marginatum, the main hosts
are domestic ungulates, especially horses and to a lesser extent
cattle. Horses are frequent in the South of France whereas cattle
farming remains rare, except in Corsica where H. marginatum
is highly abundant (17) and in humid pastures of Camargue for
bull rearing where H. marginatum cannot develop (82). Both
species may be involved in long-distance tick spreading due
to international trade, national seasonal transhumance, or even
equestrian competitions. However, only cattle have been reported
as good CCHFV amplifiers whereas horses cannot be sufficiently
viremic to infect ticks (10). Sheep were also demonstrated to
efficiently replicate CCHFV but they are very rarely infested by
H. marginatum, at least in France (17). The role of wild ungulates
remains partially unknown and deserves further investigation,
although red deer (Cervus elaphus) has been reported to be an
important host for the Spanish tick vector H. lusitanicum and
are suspected to be efficient CCHFV amplifiers (34). However,
this tick species is apparently absent from France and red deer
populations are not abundant in the French area colonized by
H. marginatum and seem to be exceptionally infested by this
tick (34).

THE PRESUPPOSED CCHFV
TRANSMISSION CYCLE IN FRANCE:
IMPORTANCE OF TICK VECTORS AND
VERTEBRATE HOST COMMUNITIES

Few articles describe the entire CCHFV transmission cycle
(Supplementary Data 3). Those that exist are mostly dealing
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TABLE 2 | Candidate vertebrate hosts of H. marginatum and CCHFV that are present in France.

Species CCHFV amplifier (source of infection Tick population enhancer (key host to Tick carrier (source of ticks
for ticks) obtain a viable tick population) infected or not)
A
Host of Hedgehog Successful infection by inoculation, viremia  Infestation (Hungary, Ukraine, Turkey, Short-distance movements (0.5-3 km;
immatures (2-6 dpi) (4log), successful infection of ex-USSR): home range of about 2 ha, up to 50 ha
ticks only for Hemiechinus auritus IR: one report only (0.4%) for some males)
Not for Erinaceus europaeus that is RP: average of 4-5% [0.02-9]
present in France Density: From 4.4/km? in rural areas to
36.5/km? in urban areas in France
Lagomorphs Hare (Lepus saxatalis and L. europaeus) Hare Short-distance movements
Successful infection by tick bite and Infestation (Spain, Italy, Ukraine, Turkey): Hare: variable home range (20-140 ha)
inoculation, high viremia (1-15 dpi) IR: 5-14% to 100% Rabbit: low home range (<10 ha)
(4-5log), successful infection of ticks, no RP: 57-100% (according to season and Imports of hares and rabbits from Spain
symptom zone)
In Turkey, CCHFV genome detected in 7% In Crimea and Balkans, hares highly
of hares infested but less than rooks
Rabbit (Oryctolagus cuniculus) Density: 15-20/km? (south of France)
Successful infection by inoculation, Rabbit
sufficient viremia to infect ticks, Infestation (Portugal): IR:2%, RP:1%
no symptom Density: 0,01/km? in France
Rodents Only African rodents tested, which are not  Infestation of rodents and shrews is the Short-distance movements
present in France exception, contrary to other tick species Variable according to species
In some species: successful infection (ex-USSR)
through inoculation but too low viremia During the favorable season, only one
(1-4log) to infect ticks report of a tick found on A. agrarius
(Bulgaria)
Variable according to species but
high densities
Birds Majority of species develop no viremia Infestation (numerous reports in southern Long-distance natural migrations for
(refractory): experimental infections failed and northern Europe): some species, different routes
on fowls, doves, and rooks. IR is always low apart ‘or some bird (trans-Sahara, intra-EU)
African partridge (Numida meleagris): families that are ground-feeding
successful infection through inoculation (Muscicapidae, Turdidae-like blackbird,
but viremia not easily detectable to assess ~ Corvidae like rook and magpie,
their ability to infect ticks Phasianidae like partridges, Strigidae like
owls) (30~100%)
Within these species, RP always high if
favorable season
Variable densities according to species For
partridges, farms do not settle in areas
where H. marginatum is present
B)
Hosts of Cattle Successful infection through inoculation Infestation: RP variable according to zone Long-distance movements through
adults and tick bite, high viremia (4-6log) (2-8 (5-10% to 73%) (south of France 22%) trade (from Spain) and national
dpi) sufficient to infect ticks, no symptoms  Low density in south of France transhumance
except appetite loss and lethargy in some (except Camargue)
calves
Sheep Successful infection through inoculation Infestation: RP variable according to zone Few importations and national
and tick bite, high viremia (4-6log) (2-10 (0.03-0.05% to 82%) (south of France transhumance
dpi) sufficient to infect ticks, even on 4.4%)
pre-immunized non-viremic sheep Variable densities, some intensive
Mild symptoms (fever, liver and kidney production in south-western France
dysfunctioning, abnormal cell count),
antibodies transmitted to lamb during at
least 2 months
Goat No experimental data available Infestation: RP variable according to zone Few importations
(0% in south of France)
Low density everywhere in France
Horse Successful infection through inoculation, Infestation: High RP (42-78% at favorable Long-distance movements through

too low viremia to infect ticks, mild
symptoms (fever, lethargy, inflammatory
syndrome)

season)
Relatively high densities in France,

especially Camargue

trade (from Spain and Italy), national
transhumance equestrian competitions

(Continued)
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TABLE 2 | Continued

Species CCHFV amplifier (source of infection Tick population enhancer (key host to Tick carrier (source of ticks
for ticks) obtain a viable tick population) infected or not)
Donkey Successful infection through inoculation, Anecdotal infestation Short-distance movements
too low viremia to infect ticks, no symptom  Low densities in France
Wild boar No experimental data available Infestation remains low (Italy, Spain, Short-distance movements (<5-10km;
n Turkey, ( V genome detected in 8 Portugal, France): home range of 300-500 ha; up to
wild boar tested IR: 2-8% and RP: 3-5% (except 69% in a 3,000 ha for males)
In Spain, D. marginatus collected on wild report of Spain and 29% ir Key) Few and only illegal importations
boars are CCHFV positive Very high densities in south of France since 2018
(difficult to estimate)
Roe deer No experimental data available Only one proof of infestation in Israel (RP: Short-distance movements (home
13%) range from 35 to 150 ha)
Low densities in scrublands from south of
France where H. marginatum is abundant
Red deer No experimental data available Low infestation compared to H. Short-distance movements (home

In Spain, supposed to be good CCHFV
amplifier as human cases occurred where
red deer and H. lusitanicum are present.
Red deer shows higher CCHFV
seroprevalence (70%) than cattle (16%) in
areas infested by infected Hyalomma ticks

lusitanicum that is the main ectoparasite of
red deer in Spain (no information
elsewhere)

Low densities in France, concentrated in
humid forest where H. marginatum

is absent

range from 800 to 3,000 ha)

IR, infestation rate of hosts by H. marginatum (number of hosts infested among hosts examined); RR, relative proportion of H. marginatum among other tick species infesting the same
host species (number of H. marginatum among the whole amount of ticks infesting one-host species).
Their role as amplifiers of CCHFV, amplifiers of tick populations, and carriers of ticks infected or not with CCHFV is informed, with colors from green, orange to red for low, middle, and

high evidence, respectively. A, Host of immature stages; B, Host of adult stages.

with mathematic modeling used to describe generic transmission
cycles or surveys that focus on disease epidemiology in
some endemic areas, mainly eastern ones. Other publications
addressing CCHFV transmission pathways usually focus on one
aspect of the viral cycle, such as the role of tick vectors, the status
of vertebrate hosts or potential routes for virus transmission.
Among the proposed cycles, generic ones that are deliberately
simplified to model reality, cannot reflect the total diversity
of tick species and vertebrate animals interacting in CCHFV
transmission. For example, in West African Sahelian regions,
H. truncatum has been considered to be the main vector of
CCHFV for humans. However, some “helpers” may locally
favor virus transmission and long-term persistence (39). As only
17% of CCHFV transovarial transmission and <1% of CCFV
cofeeding is reported in H. truncatum (83), adult ticks may
likely become infected at the immature stage through feeding
on viremic lagomorphs. However, such small vertebrates are
scarce in the region and cannot allow frequent infection in ticks.
Fortunately, another tick H. rufipes, present at similar latitudes,
was demonstrated as a possible vector of CCHFYV, at least within
the enzootic cycle; thanks to a large infestation of immature
stages on the abundant red-beaked hornbill, the only bird able to
amplify CCHFV and replace “traditional” lagomorph amplifiers
(76). In southern Sudanese regions where Hyalomma ticks
are scarce, Amblyomma variegatum, another tick with a large
diversity of vertebrate hosts was also demonstrated to participate
in CCHFV transmission. This tick species has a diversity of
vertebrate hosts, including “traditional” and abundant cattle
amplifiers, parasitized by each developmental stage of this tick
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species. Its anthropophilic behavior may also make it a good
candidate for CCHFV transmission to humans (39). The above
example clearly shows the risk of biased predictions when
oversimplifying such complex virus epidemiological cycles or
adapting previously described cycles to another geographical
area, as tick and vertebrate host communities may differ and
change the dynamics and levels of virus transmission. Regarding
the recent emergence of CCHF in Spain, one could not have
predicted that the virus would likely circulate within red deer
living in forested areas and that the tick vector would be H.
lusitanicum, rather than H. marginatum, the latter being more
widely distributed within the country and commonly considered
as the main CCHFV vector in southern Europe and northern
Mediterranean countries (34, 84).

Considering the assessment of ticks and vertebrate hosts in
CCHFV transmission detailed above, the pre-supposed enzootic
CCHFV transmission cycle in France can be mapped as
illustrated in Figure2. In our state of knowledge on vector
competence and French tick distribution, H. marginatum is
considered the only “serious” local candidate for CCHFV
transmission. As we hypothesized that H. lusitanicum may
be absent or only present in residual populations on our
territory, it seems unable to maintain a sustainable and perennial
transmission of CCHFV. In the South of France, immature stages
of H. marginatum may likely engorge on birds, which are much
more numerous in the environment than lagomorphs, though
both animal classes are considered preferred hosts. However,
as birds are refractory to CCHFV, the probability for ticks to
become infected at immature stages and the resulting ability
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of emerging adults to further infect large ungulates through
biting are low. This might be however modulated if cofeeding
on birds may occur, but transmission rates using this pathway
seem to remain low (85) and we have no specific data for
H. marginatum. Moreover, adults of H. marginatum mainly
parasitize horses, which are both the preferred hosts and also
abundant in the south of France, but cannot develop sufficient
viremia to infect ticks. Except if cofeeding may also occur on
horses, their role for CCHFV transmission seems to be low
to null. Blood feeding on confirmed good CCHFV amplifiers,
such as cattle or sheep, remains infrequent or rare and therefore
cannot strongly participate in increasing infection level in the
tick vector. Regarding wild ungulates, as stated above, only
red deer was assumed as good CCHFV amplifiers, although
they remain quasi-absent from southern French areas where H.
marginatum is established, and are considered unlikely hosts
for this tick. Without any more information about the ability
of other wild ungulates, especially wild boar, to participate in
CCHFV replication or in the amplification of Hyalomma tick
populations, their role cannot yet be fully considered. In the
current state of our knowledge and our assumptions on CCHFV
circulation in France, opportunities for H. marginatum ticks to
become infected and to infect new animals would be rare, at
any development stage, even if transovarial transmission and
cofeeding are partially efficient. Therefore, the risk for humans
to be contaminated through either tick bite or direct contact

Frontiers in Vieteninary Science | www.frontiersin.org

10

with animals’ body fluids can currently be estimated as low.
This prediction is based on the theoretical concept of the
“dilution effect,” developed by LoGiudice et al. (86) for Lyme
disease and emphasizes the impact of host biodiversity and
community composition of ecosystems on their functions, The
authors identified “dilution hosts” as animals characterized by
high tick burden, low reservoir competence, and high population
density, as could be the case of horses andfor birds in the
French context of CCHFV transmission. Therefore when the host
community is less diverse and mostly composed by “dilution
hosts,” a “generalist” tick such as H. marginatum is likely to
engorge on these hosts and show low infection prevalence (86).
This could partially explain the detection of antibodies targeting
CCHFYV in French domestic ungulates, yet the lack of CCHFV
detection in tick and the lack of CCHF human case reports, for
example. However, we cannot omit other possible explanations,
such as the existence of low virulent CCHFV strains resulting
in particularly few (or no) hemorrhagic symptoms, or CCHFV-
like viral strains that may be able to cause immune cross-reaction
in domestic ungulates but would be too divergent to be detected
in ticks using specific CCHFV molecular amplification methods.
In addition, although we estimate the risk of CCHF emergence
in France as low considering its presumed local transmission
cycle between animals and ticks, this situation is not static and is
likely to change under climate and global changes, as observed in
Spain (69).
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FACTORS THAT MAY PROMOTE CCHFV
ENZOOTIC TRANSMISSION IN FRANCE:
INTRINSIC SENSITIVITY AND
MODULATION OF EXPOSURE

In the literature, some articles do refer to risk factors involved
in CCHFV transmission. Among the 58 articles referenced in our
review as epidemiological studies investigating risk factors for the
transmission of CCHFV, 34 looked at factors favoring human
contamination (usually measured by the incidence of disease
cases or the seroprevalence of CCHFV antibodies in humans)
and 24 referred to biotic or abiotic factors impacting the natural
circulation of CCHFV among vertebrate animals. Based on the
latter publications, we were able to schematize the effects of the
major factors cited, either on the exposure of vertebrate hosts
to CCHFV tick vectors or the prevalence of CCHFV infection
among tick vectors. We determined which factors have proximal
or ultimate effects and interact together, and we only considered
factors in Figure 3 that could make sense within the local French
context of CCHFV enzootic transmission.

Several studies conducted in Africa and Asia have shown
that CCHF seroprevalence significantly increases with the animal
age, either in cattle, small ruminants, and camels (33, 35, 87-
97). This correlation was mainly attributed to an increasing
probability of an animal to be exposed to infected tick vectors,
contract CCHFV, and develop an immune response in relation
with increasing age (33). Such an additive effect of age seems
obvious as antibodies are assumed to persist for a long period
in animals, up to several years (98). An additional potential age-
linked relevant factor for exposure to CCHFV is variation in
tick burden associated with body size, physiological age-linked
variations, e.g., immune competence, and behavioral patterns
(99). However, other parameters may explain such patterns, such
as diverse breeding practices. In Sudan, when assessing age as a
risk factor for cattle CCHFV seroprevalence, the authors showed
that calves started to get infected after the age of 2 years, as
this was when animals were released to pasture and therefore
became exposed to infected ticks and subsequently to CCHFV
infection (35, 89). In Mauritania, this hypothesis of overexposure
in older animals has been also proposed to explain an apparent
higher seroprevalence in camels than in cattle or small ruminants,
as camels are bred for longer periods of time (95). Although
we agree that the age effect may be a confounding factor with
animal species, most ticks present host preferences that could
result in differential infestation rates according to the vertebrate
species. In addition, tick vectors and host species may be not
homogeneously distributed, with some vertebrates being over-
represented locally and therefore more infested by the tick vectors
in question, present in the same zone. The investigation of both
age and species effects in a serological survey conducted on small
ruminants from Pakistan confirmed significant differences of
CCHFYV seroprevalence between goat and sheep that were not
due to age, as both species are typically kept no more than a few
years before slaughtering (88).

Regarding other intrinsic host-related risk factors, significant
differences in CCHFV seroprevalence were also detected on
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several occasions depending on the breed of the animals. In
Sudanese cattle, the highest rates of infection have been observed
in cross breeds, compared to endogenous ones, as they seemed
to be very susceptible to tick infestation (89). Relative resistance
of native breeds to tick infestation has often been described in
relation to distinct patterns of transmission for several tick-borne
pathogens (100-102). However, concerning CCHFYV, significant
differences were not systematically highlighted, even within the
same country (35), and in some cases the tendency was just
the opposite (88). The effect of breeds was also reported in
camels from Sudan but each breed was actually representative
of one locality of the country and may likely reflect local tick
exposure (90). In cattle, differences in husbandry practices may
also occur depending on the breed, as these breeds do not show
the same aptitudes for production. Production systems have
their own organizational constraints. Consequently, practices
related to animal movements can modify the exposure of animals
to CCHFV tick vectors, as discussed in the following. This
aspect should be investigated especially in French areas, like
Corsica, where traditional cattle breeds are maintained and,
suckling farming with free-ranging has become popular and
widespread. Moreover, parasite resistance may be influenced
by cross-breeding—between the Corsican breed and Limousine,
Aubrac, or Charolaise—that some farmers do to increase their
production compared to the Corsican breed adapted to harsh
scrublands and supposed to be more resistant to ticks.

Apart from the breed, sex as another host-related risk factor
was also tested in several studies and its effect was mostly
insignificant on the CCHFV seroprevalence (88, 91, 96, 97). The
only exception was for cattle from Malawi and South Africa
where CCHFV seroprevalence was higher in females than males,
although this cannot be attributed to intrinsic resistance in
females against ticks (33, 87). In these countries, female cattle
are raised mainly for breeding purposes, meaning they spend
more time in the fields grazing and therefore have an increased
risk of tick exposure. Males, however, are used for drought
power and stay away from pastures longer than females and
young cattle, particularly during the rainy season when crop
cultivation is at its peak and ticks are active (33). In two studies
conducted on cattle from Sudan, animal body condition was
also tested in relation to CCHFV seroprevalence but its effect
was insignificant to the assumption that poor body conditions
may invoke higher susceptibility of CCHFV infection in animals
(35, 89). Conversely, the possibility that CCHFV infection
induces a poorer body condition in infected animal is considered
anecdotal, since no clinical signs have been detected in animals
to date.

As stated above, husbandry practices, such as feeding systems,
can be important factors impacting the exposure of animals
to tick vectors and thus there exists the risk for CCHFV
transmission. A few studies conducted in Africa and Asia
reported higher CCHF seroprevalence in animals grazing in
pastures than those fed on trough (87, 88), and even higher
prevalence in nomadic herds covering long distances (89). In
Iran, Lotfollahzadeh et al. (93) also pointed out vegetation where
grazing took place as an additional factor that may favor the
presence and abundance of ticks and thus exposure to CCHFV
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vectors. In the South of France, extensive farming systems where
animals are highly exposed to ticks do exist, as observed for cattle
rearing in Camargue. However, these areas are of wet habitats and
have been demonstrated as unsuitable for the establishment of
the H. marginatum tick vector (103). Extensive farming can also
be temporary as mostly reported in Corsica where most cattle
are free-ranging in suitable scrubs during spring and summer,
corresponding to the activity period of the adult stages of H.
marginatum. Another husbandry practice that was reported as
an important factor modifying the risk of CCHFV transmission
is the use of acaricide treatments on animals, as they decrease
the infestation load and the susceptibility of animals to ticks
and subsequently the probability of CCHFV transmission. This
phenomenon was reported in cattle from Pakistan (88) and
was considered a reliable preventive strategy when animals
from Sudan were introduced into Saudi Arabia (104). This was
clearly linked to the tick burden of animals, which was also
measured in some studies (33, 35, 87-91). Conversely, some
studies reported insignificant or opposite effects of acaricide
treatments or tick control actions but a little information was
provided on the chemicals and methods used to assess their
reliability (35, 87, 89). Although tick infestation rates may be
lower in France than those observed in tropical or subtropical
regions, some farmers use acaricides or insecticides, punctually,
the latter targeting flies, or anthelmintics with ivermectine that
can be indirectly active on ticks. These practices should be tested
as factors influencing the exposure of animals to CCHFV tick
vectors. Finally, several other husbandry practices, such as the
flock size, the import of animals into farms, the slaughtering of
animals on farms, or the contact with other farms, have been
tested in some studies but remained insignificant (87, 88). Two
factors captured our attention as they seemed relevant within
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the French context and could impact not only the exposure
of animals to tick vectors but also the level of infection in
tick vectors are as follows: (1) The presence of other domestic
animals on farms and (2) the possible contact with wildlife
(87, 88). As stated above regarding the importance of the
host community composition for tick vectors, changes may
occur in CCHFV prevalence among tick vectors depending on
the probability of these ticks to feed on other viremic and
infectious animals reared in conjunction with cattle. In the
South of France where H. marginatum has been established,
sheep farming and the use of horses for cultivation were
previously considered traditional practices. However, farmers
have progressively diversified their activities since the 1960s by
including suckling cattle for meat production and dairy goats; all
these animal species presenting differential abilities to replicate
CCHFV and amplify tick populations. Similarly, spatial overlap
between cattle and wildlife, such as lagomorphs, birds, or wild
boars in absence of fences or due to free-range farming, as
observed in Corsica, may change the probability for tick vectors
to become infected with CCHFV.

However, apart from the husbandry practices, contact between
cattle and wildlife can also result from changes in land use (21).
For example, CCHFV emergence in Turkey since 2002 has been
mainly attributed to the local increase of hares’ abundance, which
highly amplified populations of H. marginatum and enhanced
their infection with CCHFV. This was mainly due to security
issues resulting in the temporary prohibition of hunting and
agricultural activities, followed by the reopening of these areas
after several years with the sudden exposure of humans to highly
infectious ticks (105). This was also concomitant to higher spring
temperatures over several successive years within the country
that accelerated the development cycle of the tick vector H.
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marginatum, decreased its density-independent mortality, and
thus increased populations available to become infected (106).
Kulichenko in the Russian Federation (106) and Vescio in
Bulgaria (107) also mentioned climate as a main factor impacting
the development of CCHFV tick vectors and thus local virus
circulation. Climate can also increase tick search activity and
host parasitic load, which promotes virus circulation (24). In a
deterministic model considering the total development cycle of
H. marginatum and each CCHFV transmission pathway between
ticks and vertebrate hosts, Estrada-Pena and collaborators
(108) showed that increased temperature, especially in late
summer, allows for increased oviposition events in females
before unsuitable autumn conditions, which increases survival
probability of developing eggs. However, he also demonstrated
that a key factor for CCHFV transmission by H. marginatum
was a climate-independent biological parameter intrinsic to the
tick vector, namely the rate of CCHFV transovarial transmission
(108). Although few studies described the vector competence of
H. marginatum for CCHFYV, including tick-to-tick transmission
processes such as transovarial transmission, it is assumed that
this ability depends on both the tick population/species and the
viral strain, as it has been well-described for other arboviruses
(109, 110). Nevertheless, if CCHFV transovarial transmission
is efficient, better egg survival due to higher temperature is
predicted to result in a higher proportion of infected eggs.
Consequently, it is possible to assert that climate change may
impact both the exposure of animals to tick populations and also
the level of CCHFYV infection in the tick vectors. Climate change
is also likely to expand the geographical range of H. marginatum
northward in the Mediterranean Basin, with ticks recently being
found in southwestern Europe (32, 111), as well as contribute to
concomitant geographical spread of CCHFV from neighboring
endemic areas. Indeed, Hyalomma ticks prefer warm summers,
relatively mild winters, and reduced precipitation, which is
becoming normal under the current climate change in this region
(21, 112). Successful establishment of new CCHFV tick vectors in
France such as H. lusitanicum or H. rufipes, due to the combined
climate change and introduction events, may also occur. In
relation to global warming, habitats can also change and become
more or less suitable for both the survival of CCHFV tick vectors
and the increased abundance of some wild mammal species, such
as wild boars (113). In southern Europe, including the South
of France, specific categories of xerophilous land covers such as
shrubs, grasslands, and herbaceous vegetation may expand under
climate change and favor the establishment of H. marginatum
(103) among locally abundant small vertebrates population such
as hares and rabbits (74). In addition, modifications in land
use and husbandry practices, as a consequence of either climate
or global changes (e.g., land conversion to pastures through
deforestation), can contribute to an increase of open areas.
Inversely, habitat reforestation due to agriculture decline can
contribute to a higher abundance of wild ungulates populations,
while fragmented habitats with wooded areas can increase
their movement and the transportation of adult ticks to the
new environments (30, 107). It appears that the environmental
conditions are the ultimate factors that impact all the pre-
cited factors.
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CONCLUSION

France seems to be still an apparently free-disease area for CCHF,
as there have never been any reports of human autochthonous
cases and the virus has never been detected in ticks. However,
CCHFV antibodies have been detected in domestic ruminants
in Corsica Island, suggesting local transmission of the virus at
least in this part of France. In this work, we have shown that H.
marginatum seems to be the best candidate for this transmission,
as its distribution has been increasing in the south of France,
for some years, under climate changes. The known vertebrate
hosts of this tick are present and numerous locally, which
also enhanced its establishment. Some of these hosts such as
lagomorphs or cattle are considered as good CCHFV amplifiers
while others like birds or horses are not. Although the circulation
of the virus seems to be possible as shown by serological
evidence in cattle, the trophic preference of H. marginatum
and the availability of hosts may impact the probability for H.
marginatum tick vectors to become infected though what is
called “the dilution effect” and therefore to efficiently transmit
CCHFV. The natural enzootic transmission of CCHFV between
ticks and non-human vertebrate hosts, commonly measured by
seroprevalence in animals, depends on either the exposure of
such animals to tick vectors or the level of infection of such ticks.
These two parameters can be impacted by various factors related
to the hosts, husbandry practices, habitat, and climate.
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Conclusion du chapitre 1:

A travers le travail de revue de 1’article 2, nous avons pu identifier des especes de tiques, présentes en
France, qui pourraient représenter un risque pour la transmission du VFHCC puisque déja détectees
positives au VFHCC au moins une fois dans le monde. Parmi les 9 especes identifiées, nous avons
considéré deux candidats principaux et trois autres candidats secondaires. Pour les deux premiers, H.
marginatum et H. lusitanicum, nous savons qu’elles sont pleinement compétentes pour la transmission
de VFHCC et qu’elles se nourrissent entre autres sur des lagomorphes aux stades immatures et sur de
grands ongulés sauvages ou domestiques au stade adulte, une partie de ces animaux répliquant
efficacement le VFHCC. Par contre, ce qui différencie ces deux especes de tiques en tant que vecteurs
potentiels de VFHCC en France est leur abondance sur le territoire. Alors que H. marginatum est
largement établie dans les départements littoraux méditerranéens du sud de la France avec des
populations parfois abondantes, H. lusitanicum était jusqu’a trés récemment supposée avoir disparue
du territoire suite a I’épizootie de myxomatose ayant décimé les populations de lapins de garenne dans
les années 1950, et plus réecemment avec la maladie hémorragique du lapin touchant aussi le liévre.
Pour les trois autres espéces de tiques, Rhipicephalus bursa ou Dermacentor marginatus sont
largement présentes en France, avec une écologie qui pourrait favoriser la transmission du VFHCC,
mais il n’existe pour I’instant aucune preuve tangible de leur compétence vectorielle. Pour H. scupense,
également présente en France, le fait qu'il s'agisse d'une tique a un hote se nourrissant du méme bovin
pendant tout son cycle de développement en fait un vecteur peu probable, sauf s'il existe une
transmission transovarienne permettant la production de nouveaux adultes déja infectés pour
transmettre le VFHCC aux ongulés ou si le « co-feeding » existe pour cette espéce.

Une fois établi que la tique H. marginatum s’avere étre a I’heure actuelle le meilleur candidat pour étre
vecteur de VFHCC en France, nous nous sommes intéressés aux préférences trophiques de cette tique
dans le cadre du travail réalisé dans I’article 1. Parmi les tiques du genre Hyalomma, H. marginatum
est la plus documentée, ce qui pourrait expliquer le nombre élevé d’hdtes vertébrés décrits comme
nourriciers mais aussi la trés grande diversité spécifique d’oiseaux sur lesquels cette tique peut étre
retrouvée aux stades immatures. Ainsi, il semble tout de méme que cette tique soit a classer dans les
tiques dites “généralistes” avec un trés large panel d’hotes. Bien que dans notre méta-analyse la nature
des hotes n’explique pas I’entiereté de 1’hétérogénéité des associations tique-hote mesurées dans la
nature, certains groupes d’hotes semblant étre préféres, comme les oiseaux pour les stades immatures,
en particulier les familles des Emberizidae (passereaux) et Strigidae (hiboux et apparentés) (au

détriment des lagomorphes pour lesquels trés peu de signalements d’infestation par H. marginatum
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étaient rapportés), et les chevaux pour les stades adultes (les cervidés étant peut-étre sur-estimés de par
une erreur d’identification spécifique des tiques infestant ces animaux, a une certaine époque, en
Espagne). Le fait que des associations préférentielles méme ténues soient rapportées pour H.
marginatum alors que le nombre d’espéces d’hotes a son actif est élevé, et que ces associations
préférentielles semblent parfois changer d’un pays a un autre (e.g. association préférentielle des stades
adultes aux vaches en Turquie et aux chevaux en France et en ltalie), suggere peut-étre que H.
marginatum est finalement une “généraliste” globale mais une “spécialiste” locale, c’est-a-dire avec
des spécificités d’hotes locales en fonction de la nature et de la composition des communautés d’hotes
disponibles sur place.

Du fait de cette grande tolérance et de la diversité des hotes présents en France, la quéte d’un hote
adapté ne constitue a priori pas une limitation a 1’installation ou 1’expansion de H. marginatum en
France, mais pourrait avoir une influence sur ses choix de gorgement et ainsi sur le niveau de
circulation du VFHCC qu’elle transmettrait, comme cela a été investigué dans 1’article 2. Les stades
immatures de H. marginatum se nourrissent, en apparence, principalement sur les oiseaux, et dans une
moindre mesure sur des lagomorphes. Les oiseaux sont abondants et diversifiés en France, mais ils
sont pour la plupart réfractaires au VFHCC, donc incapables de réinfecter des tiques. Les lagomorphes,
quant a eux, sont de bons réplicateurs viraux, mais ils sont présents en faible densité dans le sud de la
France malgré des campagnes de réintroductions et sont a priori rarement infestés par H. marginatum
en Europe. De ce fait, en France, méme si le VFHCC circule, il est peu probable que les hotes des
stades immatures de H. marginatum soient en mesure de 1’infecter et qu'ils donnent des stades adultes
infectés apres la mue nymphale. Pour les stades adultes, les chevaux sont apparemment les hétes
préférentiels de H. marginatum, en particulier en Italie et France dont la Corse, et ils sont largement
abondants dans le sud de la France. lls sont susceptibles au VFHCC et peuvent développer une virémie,
mais pas suffisante pour réinfecter de nouvelles tiques. H. marginatum peut également se gorger sur
les bovins, mais moins fréquemment que sur les chevaux et encore moins sur les moutons, bien que
ces deux especes soient de bons amplificateurs de VFHCC. Elle est tout aussi peu attirée par les chévres
mais il n'existe aucune preuve que les chevres soient de bons amplificateurs du VFHCC, comme les
moutons. En ce qui concerne la faune sauvage, nos connaissances sont encore plus limitées. Le sanglier
peut étre infesté par H. marginatum et est abondant en France, mais aucune preuve n'est disponible
concernant son réle pour le VFHCC. Le cerf est supposé, en Espagne, étre un bon amplificateur
VFHCC car les tiques H. lusitanicum qui le parasitent fréiguemment au stade adulte sont les plus
infectées au VFHCC, mais il est par contre trés rarement infesté par H. marginatum et n'est distribué

que trés localement, en forét et donc hors des zones favorables a H. marginatum, dans le sud de la
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France. Quant au chevreuil, et bien qu’il soit trés abondant dans certaines campagnes frangaises, rien
n’est connu quant a son réle pour H. marginatum et le VFHCC. Dans I'état actuel de nos connaissances
et les communautés d’hétes disponibles dans le sud de la France, si le VFHCC circule, on prédit
également une faible probabilité de contamination des adultes de H. marginatum par gorgement, et
donc une faible probabilité pour des femelles de transmettre le VFHCC a leur descendance par
transmission transovarienne, ou a d'autres tiques par cofeeding, méme si ces modes de transmission
sont efficaces.

En appliquant toutes ces informations au contexte frangais, on suppose donc une prévalence d’infection
au VFHCC chez H. marginatum faible a trés faible. Or, les adultes de H. marginatum constituent le
seul stade de développement qui infeste occasionnellement a I'homme et peut lui transmettre le
VFHCC. Dans le contexte actuel francais, compte-tenu des rares occasions précitées d’infection aux
stades immatures pour donner des adultes infectés, on prédit comme trés peu probable la contamination
d’un homme par le VFHCC par piqlre de H. marginatum. Cette assertion doit toutefois &tre modulée,
et des études complémentaires doivent étre réalisées, car nous ne disposons pas d’informations sur
I’exposition de ’homme en France aux piqares de H. marginatum, facteur pourtant essentiel pour
estimer le risque de transmission. En outre, le niveau de circulation enzootique du VFHCC et le risque
d’émergence de cas humains en France pourraient changer dans le futur sous I’effet de certains facteurs
identifiés dans D’article 2, comme certaines pratiques d’¢élevage ou d’usage des paysages sous 1’effet
des changements climatiques et de nouvelles contraintes économiques (e.g. intensification du parcours
et envoi des animaux en estives pour pallier le manque de fourrages, retour aux élevages mélant
plusieurs espéces animales et plusieurs activités pour une meilleure stabilité financiére, déprise
agricole avec fermeture des habitats et pullulation de la faune comme les lagomorphes ou les
cervidés...). Ces changements de pratiques peuvent augmenter 1’exposition des animaux aux tiques,
accroitre la transmission virale par 1’effet des communautés d’hotes, ou favoriser la pullulation de
tiques vectrices. La hausse des températures pourrait en outre avoir un effet direct en accélérant le
cycle de développement des tiques, en particulier de H. marginatum, voire en favorisant la
multiplication et la dissémination virale du VFHCC dans son vecteur hétérotherme. Enfin, en termes
de surveillance de la FHCC en France, dans le cas ou le virus circulerait déja en France mais a bas
bruit, il se pourrait que cette prévalence d’infection chez les tiques soit inférieure a notre seuil de
détection virale et notre effort d'échantillonnage (en considérant la prévalence de VFHCC de 0,2%
dans les tiques et une prévalence de la maladie inférieure a 0,1% en I’absence de cas humains, le calcul
d’aprés Cicculli et al. (2022) indique qu’il faudrait analyser 3 800 tiques pour en trouver une positive),

ce qui pourrait expliquer que les tiques H. marginatum collectées jusqu’a présent en Corse aient toutes
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été trouvées négatives au VFHCC, et ce méme s’il est possible de détecter au méme endroit des
anticorps contre le VFHCC chez des ruminants domestiques car ces derniers sont connus pour
développer une immunité durable au VFHCC. C’est d’ailleurs pour cela que 1’age des animaux est un
des principaux facteurs individuels favorisant la séropositivité pour le VFHCC, cette derniére étant le
reflet des expositions cumulées d’un animal aux tiques infectées. La sérologie semble donc constituer
un outil particulierement sensible pour détecter précocement la circulation de VFHCC en France, outil

que nous utiliserons au chapitre 2.
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Chapitre 2 : Evaluation de la circulation
de VFHCC en France par sérologie et
déterminants de la transmission
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Ce second chapitre porte sur I’évaluation, par des données de sérologie, de la circulation de
VFHCC en France et des facteurs favorisant sa transmission. Avec les récents cas humains de FHCC
en Espagne (Lorenzo Juanes et al. 2023), la présence d'anticorps chez la faune sauvage et domestique
(Arteaga et al. 2020 ; Carrera-Faja et al. 2022 ; Espunyes et al. 2021) et la détection de VFHCC dans
des tiques du genre Hyalomma de ce pays (Moraga-Fernandez et al. 2021 ; Ana Negredo et al. 2019 ;
Palomar et al. 2016), il est certain que le VFHCC circule déja aux abords de la France. En raison des
échanges de taureaux, de chevaux et de faune sauvage (oiseaux migrateurs, sangliers, lapin ibérique)
entre ces zones et de la présence déja avérée de la tiqgue H. marginatum en France, nous supposons que
le VFHCC circule déja sur notre territoire, ou a défaut, qu'il présente un risque éleve d'introduction.

Les taux de tiques infectées par le VFHCC étant extrémement faibles, méme en zones
d’endémie (0,50% a 3,70%) (Vincent Cicculli, Maitre, et al. 2022), et les viremies chez les animaux
étant particulierement courtes, la sérologie semble étre un meilleur indicateur de transmission et
circulation du virus que la détection virologique, en particulier pendant la phase d'installation précoce
en l'absence de cas humains, puisque quasiment tous les hotes de H. marginatum (sauf la majorité des
oiseaux) sont susceptibles au VFHCC et développent une réponse immunitaire durable. De ce fait, on
peut considérer que la séroprévalence pour un groupe d’animaux d’un méme endroit ou d’une méme
espéce est le reflet de leur exposition relative aux tiques infectées, et donc constitue une estimation du
niveau de transmission du VFHCC. Ainsi, sous I’hypothése que les chevaux et les vaches constituent
les hotes préférentiels des H. marginatum adultes (voir chapitre 1), on prédit de plus fortes
séroprévalences chez ces especes, la sérologie chez ces derniéres devenant alors particulierement
adaptée pour surveiller la circulation précoce de VFHCC. Sous cette méme hypothése de préférences
trophiques différentielles chez H. marginatum, on prédit que des séroprévalences différentes selon
I’espece animale considérée seront observées. D’aprés les deux revues de la littérature présentées en
chapitre 1, on prévoit de plus fortes séroprévalences chez les vaches ou les chevaux que chez les petits
ruminants, les sangliers et les cervidés qui sont rarement infestés par cette tique. C’est d’ailleurs ce qui
a été observé en Corse lors de la premiére enquéte sérologique réalisée en 2014-2016, avec 13% de
bovins et seulement 2-3% de petits ruminants séropositifs sur I’ensemble de 1’ile (Grech-Angelini,
Lancelot, et al. 2020). En fonction des résultats que nous obtiendrons, et malgré les limites
d’échantillonnage parfois rencontrées, cela pourra aussi renseigner quant au réle de ces hétes dans la
circulation du VFHCC, via leurs contacts avec des tiques vectrices infectées.

En France, deux cas de figures peuvent étre distingués : (i) la Corse ou de premiers résultats
sérologiques (confirmés en séroneutralisation en laboratoire P4) suggérent une circulation de VFHCC

sur I’ile, sans savoir si cette circulation perdure dans le temps et aux mémes endroits, et (ii) la France
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continentale ou aucune enquéte sérologique n’a pour ’instant été réalisée. Pour ce dernier aspect, la
technique d'analyse ELISA qui indique la plus ou moins forte quantité d'anticorps dans I'échantillon
par la mesure d’une densité optique (DO), a été utilisée (ID Screen® CCHF DAM ELISA). Si la
sérologie est indicative du niveau de contact des animaux avec les tiques vectrices infectées, plus ces
tiques sont présentes et abondantes depuis plusieurs décennies comme ¢’est le cas en Corse, plus les
opportunités de piqgQres infectieuses sont supposees fréquentes, ce qui se traduirait par des
séroprévalences élevées et une production plus importante et durable d'anticorps anti-VFHCC par
stimulations répétées du systeme immunitaire. En revanche, sur le continent, ou la présence de la tique
H. marginatum est a priori plus récente et ou on suppose qu’elle n’a pas encore utilisé toute sa niche
écologique, avec certaines populations peut-étre encore instables et faiblement abondantes, nous nous
attendons a des séroprévalences plus faibles, voire nulles si le VFHCC ne circule pas encore, et des
DO chez les animaux séropositifs également moins élevées. Dans 1’hypothése que notre étude révele
de I’hétérogénéité quant au statut sérologique des animaux, que ce soit au niveau individuel ou a
certaines échelles spatiales, il est intéressant d’aller questionner les déterminants de la circulation de
VFHCC en France, tels que pré-identifiés dans le chapitre 1. En Corse, les données de la nouvelle
enquéte sérologique sont présentées en premiére partie du chapitre et les perspectives de recherche de
facteurs explicatifs seront discutées dans la partie conclusions et perspectives, car nécessitant des
enquétes complémentaires n’ayant pu étre entiérement réalisées durant ma these. Ce travail d’analyse
sérologique de la faune domestique et sauvage du continent, et de recherche de facteurs explicatifs, a
fait I’objet d’un article dont je suis premier auteur, intitulé “First detection of Crimean Congo
Hemorrhagic Fever antibodies in cattle and wild fauna in southern continental France: investigation of
explicative factors” et présenté ci-dessous (article 3), encore en cours d’écriture et qui sera soumis a
I’automne 2023 au journal “Emerging Infectious Diseases”. Ces travaux ont fait 1’objet de trois
présentations orales, au congres « Tiques et Maladies a Tiques » en Mars 2022, au Groupe de Travail
sur les risques liés aux Hyalomma et a la FHCC en Juin 2022 et enfin a I’ADILVA en Octobre 2022
Concernant la méthodologie pour réaliser I’enquéte sérologique chez la faune domestique (en
Corse et sur le continent), il a été décidé de sélectionner et d’analyser des sérums de bovins issus de la
prophylaxie annuelle car ces échantillons sont déja disponibles et ne nécessitent pas de réaliser une
campagne d’échantillonnage dédiée. Ces sérums sont récupérés aupres des laboratoires
départementaux d’analyses, s’ils acceptent de participer a 1’étude, lorsqu’ils ont terminé les tests a
réaliser pour la prophylaxie annuelle, c’est-a-dire entre 6 mois a 1 an apres la fin de la saison de
prophylaxie. Par contre, les sérums restent la propriété de 1’éleveur auquel appartiennent les vaches et

nécessitent I’acceptation éclairée de ce dernier pour 1’analyse réalisée sur ses sérums. De méme, les
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sérums sont récupéres avec des Documents d'Accompagnement de Prélevements (DAP), informant
sur 1’exploitation et 1’éleveur, ce qui implique un processus de protection des données personnelles
suivant le Reglement Geénéral sur la Protection des Données (RGPD). Afin d’obtenir I’acceptation
¢éclairée des éleveurs, j’ai collaboré avec les Groupements de Défense Sanitaire (GDS) des différents
départements concernés par notre eétude. Pour cela, il a été convenu de déposer sur chaque DAP un
bordereau d’acceptation a destination des éleveurs que les vétérinaires sanitaires faisaient signer lors
de leur passage pour la prophylaxie. La mise en place de cette démarche ainsi qu’une politique de
protection des données personnelles avec le service juridique du CIRAD a pris plusieurs mois de
travail. Enfin, sur le continent lorsqu’il n’a pas été possible de récupérer tous les bordereaux
d’acceptation signés et ou I’échantillonnage des communes n’a pu étre exhaustif, la représentation
spatiale des données de séroprévalence par commune a subi une transformation par création de
polygones de VVoronor (les polygones de VVoronoi créent des frontieres qui séparent I'espace en cellules
autour du centroide de chaque commune ; dans chaque cellule, tous les points sont plus proches du
centroide associé que de tous les autres centroides). Ces polygones ont permis d’obtenir des entités
épidémiologiques comparables aux communes mais ne suivant pas leurs délimitations, empéchant
I’identification des élevages qui seraient uniques dans leur commune. Pour ce qui est de la faune
sauvage, une collaboration avec la Fédération Nationale de la Chasse (FNC), et certaines fédérations
départementales ayant accepté de participer a 1’étude, a permis de récupérer des sérums de faune issus
de sérotheques pré-existantes dédiées a la surveillance sanitaire de maladies émergentes dans la faune
sauvage. L’analyse réalisée en faune sauvage a fait ’objet d’un stage de Master I Eco-Epidémiologie
(Valentin Chauvin) que j’ai co-encadré au printemps 2022. Que ce soit pour la faune domestique ou
sauvage, il faut garder a ’esprit que la réception d’échantillons était soumise au bon vouloir des
laboratoires et fédérations de chaque département, ce qui a parfois limité I’exhaustivité de mon
enquéte. Par contre, pour les départements ayant accepté I’étude, dans la mesure du possible, un sous-
¢échantillonnage des sérums a été réalisé afin d’avoir la meilleure représentativité spatiale, en termes
d’¢élevages testés. En effet, 1’objectif étant de détecter des anticorps anti-VFHCC dans les élevages et
en connaissant le niveau de circulation en Corse, nous avons évalué le nombre d’échantillons a tester
par élevage (en étudiant tous les élevages d’un département quand cela est possible) nous permettant
la détection d’anticorps quand le virus semble circuler. Tous les serums ont éte analyses selon la méme
procédure, a I’aide du kit ELISA (ID Screen CCHF Double Antigen Multispecies) commercialisé par
Innovative Diagnostics (ex-IdVET) (Sas et al. 2018), et une partie d’entre eux ont été confirmés par
séroneutralisation par I’IRBA (Institut de Recherche Biomédicale des Armées) au laboratoire P4 de

Lyon, comme dans 1’enquéte précédemment réalisée en Corse. Pour le continent, afin de tester 1’effet
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de certains facteurs pré-identifiés dans le chapitre 1, j’ai réalisé un modéle linéaire généralisé a effet

mixte (effet fixe des facteurs a tester et effets aléatoires emboités des départements, communes et

élevages) pour expliquer la seropositivité de chaque animal. A partir de bases de données existantes

comme la BDNI (Base de Données Nationale d’Identification), j’ai pu obtenir des informations

individuelles concernant les bovins (age, sexe, race) et leur exploitation (élevage d’origine, mais aussi

sur leurs mouvements entre exploitations au cours de leur vie). L’article de Bah et al. (2022) étudiant

la distribution géographique de H. marginatum en France m’a permis d’obtenir des données et

prédictions de présence de cette tique pour le continent, ainsi que des données climatiques et d’habitat

permettant de caractériser les environnements pouvant favoriser la présence de tiques vectrices, dont

H. marginatum.

I- La situation en Corse

D’aprés I’enquéte sérologique réalisée entre 2014-2016, nous savons d’ores et déja que le VFHCC

semble circuler en Corse (Grech-Angelini, Lancelot, et al. 2020), et ce bien que le virus n’ait pas encore

été détecté chez les tiques (Vincent Cicculli, Maitre, et al. 2022). L’étude avait
montré une séroprévalence individuelle (toutes espéces confondues) de 9% sur
I’ensemble de I’ile, avec une seéroprévalence plus elevée (13%) pour les bovins
que pour les ovins et les caprins (2-3%). Cette différence pouvait entre autres
s’expliquer par les préférences trophiques de la tiqgue H. marginatum, qui
semble parasiter plus fréqguemment les bovins que les petits ruminants et donc
avoir plus d’occasions d’infecter des bovins (Grech-Angelini et al. 2016). Une
zone de plus forte circulation virale, s’exprimant par des séroprévalences par
commune plus élevees, était identifiée au nord-ouest de 1’ile, en Balagne et en
Centre-Corse, de I’Ile Rousse a Cargese et jusqu’a Corte dans les terres, ainsi
que dans la zone d’Ajaccio a I’ouest et celle autour de Sarténe au sud-ouest

(Figure Corse).

Corsica ’:

Prevalence,%
Oo

015
Oe-10

[ 11-25

M 26-50

H >50

——— T

Figure Corse : Variabilité
spatiale de la prévalence des
anticorps anti-CCHFV

Dans la présente étude, mon objectif était en premier lieu de confirmer la pérennité de cette circulation

virale et de déterminer la séroprévalence a I’échelle de la commune, qui constituait comme

précédemment notre unité épidémiologique. Nous avons donc, tout d’abord, décidé de concentrer nos

efforts sur les vaches puisque cette espece animale présentait en 2014-2016 de plus fortes
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séroprévalences, maximisant ainsi les chances de détecter de la circulation virale. La précédente étude
montrant une forte hétérogénéité spatiale entre élevages au sein d’une méme commune, avec des
élevages pourtant proches pouvant étre totalement indemnes a fortement séropositifs avec jusqu’a 45%
d’animaux séropositifs, il a été préféré un sous-échantillonnage aléatoire stratifié¢ par 1’élevage. Afin
d’étre le plus exhaustif possible spatialement, pour cette nouvelle enquéte, toutes les communes
présentant des elevages bovins étaient si possible échantillonnées. En outre, au lieu de ne prendre que
3 élevages par commune comme en 2014-2016, ou pourtant la probabilité de ne pas détecter une
commune infectée était déja considérée comme faible (Grech-Angelini, Lancelot, et al. 2020), 6
élevages ont été sélectionnés par commune lorsque cette derniére en contenait plus (en sachant que sur
298 communes possédant des élevages bovins, seulement 13% avaient plus de 6 exploitations) et sinon
la totalité des élevages était testée. Concernant le nombre d’animaux a tester par exploitation, ce dernier
restait fixé a 10 car c’est le nombre de bovins testés par €levage dans le cadre de la prophylaxie annuelle
en Corse. Toutefois, dans les fermes positives, les séroprévalences bovines intra-élevage variant entre
31% et 45% (Grech-Angelini, communication personnelle), la probabilité de rater un animal
séropositif dans un élevage était tres faible (ce qui nous permet, avec une prévalence globale estimee
de 13% de détecter au moins un animal positif). Enfin, lorsqu’une commune ne possédait pas
d’exploitation bovine mais avait des élevages de petits ruminants, les sérums de ces derniers étaient
alors testes, en augmentant le nombre de sérums testés a 25 (comme dans I’étude de 2014-2016)
puisque la séroprévalence estimée était plus faible pour cette espéce.

Au final, nous avons obtenu des laboratoires départementaux d’analyses 6 072 sérums (5 722 sérums
bovins et 350 sérums de petits ruminants : 225 ovins et 125 caprins), dont 4 252 de Haute-Corse et 1
820 de Corse-du-Sud. Dans la présente étude réalisée en 2019-2020, un plus grand nombre de
communes a été étudié (71% des communes de I’ile ayant des ateliers d’¢élevage contre 45% en 2014-

2016) et nous obtenons ainsi une meilleure couverture spatiale (Figure 23).
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|Figure 23 : Statut des communes corses vis-a-vis de la présence d’anticorps contre le VHFCC en
2019-2020 (en comparaison a 2014-2016). Les communes restées en gris sont celles ne présentant
aucun élevage bovin ou de petits ruminants en 2019-2020. Les communes colorées sont celles ou des
sérums d’animaux ont été testés, avec en rose les communes avec au moins un animal séropositif et en
bleu les communes ou tous les animaux testés étaient séronégatifs.
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Figure 24 : Evolution du statut des communes en 2019-2020 par rapport & la campagne 2014-2016.

Les communes restées positives sont en rose et celles restées négatives sont en bleu. Les communes
en vert sont celles ou le statut est passé de positif a négatif et celle en rouge ou le statut est passé de
négatif a positif.

&
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Concernant le statut infectieux des communes, il a peu changé pour les communes ayant été
échantillonnées aux deux périodes d’étude (Figure 24). Ainsi, seulement 6 communes (en vert sur la
Figure 24) qui avaient au moins un animal séropositif en 2014-2016 sont devenues négatives. Ceci
peut, sans doute, s’expliquer par le fait que nous n’avons pas necessairement analysé les sérums des
mémes animaux et/ou des mémes élevages. Par ailleurs, il y a 21 communes (en rouge sur la Figure
24) qui étaient négatives en 2014-2016 et qui sont devenues positives en 2019-2020. Encore une fois,
il faudrait savoir s’il s’agissait des mémes individus prélevés ou non, ce qui n’est pas faisable car les
données de 2014-2016 avaient été anonymisées en amont et ne permettaient pas 1’identification des
animaux prélevés ou encore des élevages. En outre, plus d’élevages par commune ont été testés en
2019-2020 qu’en 2014-2016, augmentant ainsi les chances de détecter au moins un élevage avec un
animal séropositif au sein d’une commune. Une autre hypothese est une circulation récente du VFHCC
dans ces communes. Etant donné que 5 ans se sont écoulés entre les deux enquétes, il y a de fortes
chances que de nouveaux animaux, qui n’étaient pas encore nés en 2016, aient été prélevés en 2019-
2020 et que les résultats indiquent plutdt que le virus circule maintenant dans ces communes. Au vu
du peu d’échantillons de petits ruminants, nous parlerons dans la suite de la partie uniqguement des

résultats issus des sérums bovins.

En termes de séroprévalence, la aussi, la situation n’a pas beaucoup évolué, bien que la séroprévalence
ait légérement augmenté chez les bovins (16,3% sur I’ensemble de I’ile en 2019-2020 contre 13% en
2014-2016). Cette séroprévalence est plus élevée en Haute-Corse avec 17,1% contre 11% pour la
Corse-du-Sud. On observe toujours le méme groupement spatial, avec des communes a plus fortes

séroprévalences, au nord-ouest de 1’ile jusqu’a Cargese et dans la région de Sartene (Figure 25).
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Figure 25 : Séroprévalence moyenne au VCCHF par commune, en Corse, en 2019-2020, avec des

communes en rose pale avec tres peu ou pas d’animaux séropositifs vers des communes en rouge
foncé et bordeaux ou 60 a 100% des animaux peuvent étre séropositifs. Les communes grisées n’ont
pas été échantillonnées.

Toutefois, au sein de cette zone a forte transmission enzootique de VFHCC, une grande hétérogénéité
spatiale existe localement entre exploitations a I’intérieur d’'une méme commune, comme I’indique la
carte de la Haute-Corse ci-dessous (Figure 26). Une commune comme Pietralba, avec une
séroprévalence intra-commune forte, présente pourtant au moins un élevage négatif, et un faiblement
positif. A I’inverse, une commune comme Manso présente une séroprévalence intra-commune
moyenne, du fait d’un ¢élevage avec 70% de ses animaux séropositifs tandis que les deux autres
élevages de la commune sont négatifs. La séroprévalence intra-élevage moyenne en Haute-Corse est
de 20%. Cette répartition suggere que la transmission du VFHCC est locale et que des facteurs propres
aux élevages (pratiques d’élevage, environnement biotique et abiotique, ou zones exploitées par les
animaux) favorisent plus ou moins la circulation virale au sein de ces exploitations. En termes de
surveillance, cette répartition confirme aussi I’intérét d’augmenter le nombre d'élevages échantillonnés
par commune, comme cela a été fait en 2019-2020 par rapport a la campagne précédente, afin de
pouvoir détecter au moins un élevage seropositif. Au vu des séroprévalences intra-élevages, 10 bovins
prélevés par élevage semble permettre de détecter sérologiquement quasi systématiquement la

circulation virale au sein d’un élevage (car supérieure a 10% soit 1 animal sur 10).
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Figure 26 : Séroprévalences par commune et par élevage au sein des communes, dans la zone de
forte circulation de VFHCC au Nord-Ouest de la Corse. Les communes sont colorées en gradient de
rouge pour représenter des séroprévalences intra-communes croissantes. Les élevages sont
représentés par des diagrammes circulaires (un quartier = une exploitation) au sein de chaque
commune et le méme code couleur que les communes a été attribué pour les séroprévalences intra-
elevages.

Lorsque 1’on regarde les DO des sérums de Corse testés par ELISA, les échantillons séropositifs et
séronégatifs forment deux populations bien distinctes et largement éloignées de part et d’autre du seuil
de détection de I’ELISA (Figure 27). Les échantillons séronégatifs présentaient une distribution
groupée (médiane = 3,9). Les échantillons seropositifs présentaient un seul profil avec des DO trés

élevées et homogenes (médiane = 127,2).
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Figure 27 : Distribution des valeurs de Densités Optiques (DO) obtenues par ELISA VFHCC pour les
sérums de bovins corses, en 2019-2020, avec en bleu les animaux considérés comme séronégatifs et
€n rose ceux considérés comme séropositifs par le test.

Nous avons également recu des échantillons de faune sauvage (n = 131) dont 4 sérums de lievres et
127 sérums de sangliers. Parmi eux, seulement trois échantillons de sangliers étaient séropositifs avec
des DO élevées (médiane = 131,82). Les 128 autres échantillons, séronégatifs, montraient des valeurs
de DO faibles (médiane = 6,72), comme pour la faune domestique. Malheureusement, pour une grande
majorité de ces échantillons (n = 113), les données de localisation qui auraient permis de réaliser une

carte de distribution des échantillons analysés étaient indisponibles.
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Introduction:

Crimean-Congo Haemorrhagic Fever (CCHF) is a tick-borne zoonosis, caused by the infection with a
RNA virus of the Nairovirus genus and Bunyaviridae family (1). CCHF is the most widespread tick-
borne disease worldwide (2), which occurs in Africa, the Middle East, the Balkans, and Central Asia
(3,4). Its emergence into new areas such as India and Pakistan, as well as western Europe like Greece
and Spain, over the last two decades is a public health concern (3,5,6). Humans are contaminated
through tick bites, or when they are exposed to blood or infected tissues of viremic animals, or infected
persons (WHO). Only a part of infected people will develop symptoms, with a first phase of fever,
tremors, myalgia, headache, nausea and vomiting, abdominal pain and arthralgia, and sometimes
complications with internal and external bleedings as well as ecchymosis; mortality of infected people
varies between 9 to 50%, depending on the earliness of treatments and the virulence of the viral strain
(7,8). In contrast, the infection of wild or domestic animals with the Crimean-Congo Haemorrhagic
Fever Virus (CCHFV) does not cause any clinical signs, although most of these animals are able to be
viremic and develop a humoral immune response (9). However, these animals can play essential roles
in CCHFV transmission, in either the amplification of tick vector populations, the replication of
CCHFV to reinfect new tick vectors, or the spread of infected ticks (10,11). Animals can be
contaminated only by the bite of infected ticks, and this circulation of the virus between vertebrate
animals and ticks constitutes the enzootic natural transmission cycle of CCHFV (12). Among these
animals, those that are likely hosts of tick vectors such as cattle have much more occasions to be bitten
by infected ticks and to develop immune response after viremia; using serological test to detect
antibodies, they are considered to be useful indicators of CCHFV circulation in a naive area (12).
CCHFV genome has been detected in many tick species worldwide but only ticks of the genus
Hyalomma (with H. marginatum and H. lusitanicum as likely vectors in southern Europe) are
considered best competent vectors for CCHFV (13, Bonnet et al., 2022). Regarding their ability to
maintain the virus for several months or years, and their competence for horizontal but also transovarial
transmission, as well as cofeeding, ticks are vectors but also the natural reservoirs of CCHFV (14).
Thus, the geographical distribution of CCHFV used to coincide with that of tick vectors (15) and can
be extended through the introduction and establishment of infected ticks into new suitable territories,
by either migratory birds or human-driven long-distance displacements of livestock. CCHF has
recently emerged in western Europe, with virus genome detected as soon as 2010 in Hyalomma ticks
in Spain (16,17) and the annual reporting of a few human cases linked to the bite of an infected tick in
this country since 2016 (18). Antibodies against CCHFV have been detected in the neighborhood of

France, in cattle and wildlife in Spain (19,20) but also in bovine sera from Italy where antibodies have
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been detected in 1.89% at animal-level and 26.63% at herd-level (21). In addition, a serological survey
was conducted on domestic ruminants in Corsica, a French island southeast of the mainland, between
2014 and 2016, and detected about 9% of positive animals (cattle, sheep ang goat) among 4,000 tested
(22). Although detection and isolation of the virus in ticks are lacking to definitively confirm its
presence in France (23,24), the presence of anti-CCHFV antibodies in animals has been confirmed.
No studies have been carried out in Corsica to determine the factors influencing seroprevalence, but
research in this field has been carried out in other countries, and has identified a number of factors
(e.g. grazing system, age) (25,26). In the state of our current knowledge, this may suggest CCHFV

circulation in Corsica, but the epidemiological situation remains still unknown on mainland France.

Given the recent establishment of the known tick vector H. marginatum on southern coastal areas of
mainland France (27,28), it seems important to question the possible transmission of CCHFV in this
region, at least within the natural enzootic cycle. Thus, we conducted a first serological study in cattle
and wild fauna in different areas of the French Mediterranean rim, in order to detect antibodies against
CCHFV and estimate individual seroprevalences in animals as indicators of CCHFV circulation levels.
Using a correlative approach, we also aimed to identify individual, environmental and anthropogenic

determinants associated with CCHFV transmission.

Materials and methods

Study area/period and sample selection
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Figure 1 : Study area of the various participating departments in domestic and/or wild fauna. In the
background, the map predicted probability of presence for H. marginatum in the South of France, using
the most parsimonious model (dark blue: null probability to bright yellow: highest probability). Red
circles represent the observed presences and white circles observed absences from testimonies and
surveys. Adapted from (28).

The study area was focused on the South of France, in areas known for the presence of the CCHFV
tick vector H. marginatum, or close to predicted zones to become suitable for its establishment, in the
more or less long term, due to climate changes (27, 28). This area is located between Spain and Italy,
where H. marginatum is widely distributed, and CCHFV has been confirmed to circulate and cause
human cases in Spain (29) (Figure 1). Within this area, a special attention was given to departments
(corresponding to NUTS-3 administrative division in the European nomenclature) and municipalities
(lower division within departments) belonging to local clusters of tick presence, but also to some
localities where H. marginatum was a priori absent (Figure 1), as the establishment process of this
exotic tick species is still ongoing (28). Although this is not the area with the highest cattle density in
France, southern France is still home to a large number of cattle, particularly suckler cows for meat
marketing. There are also a number of local breeds, such as fighting bulls and cows in Camargue
(Bouches-du-Rhéne).
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Sera from cattle were selected among those collected during the national prophylaxis program. Indeed,
as part of the surveillance of regulated animal diseases in France, domestic ruminants, including cattle,
are blood sampled each year, during winter, to be serologically tested for several pathogens. Collection
of blood samples is conducted in each French department by designated veterinarians, and sera are
analyzed by official veterinary departmental laboratories. For our study, we thus needed the agreement
of laboratories to participate and deliver samples after their use, and selection of samples first depended
on their own sample management and storage policy. Considering this primary constraint, a
subsampling of sera was conducted, in order to obtain large spatial covering in concerned departments
and be able to detect positive farms and estimate animal seroprevalence at least at municipality level.
A previous CCHF serological survey in Corsica showed spatial heterogeneity of seroprevalence at
both municipality and farm levels (22). This could be related to H. marginatum distribution, although
this tick seems to be largely present and abundant in many Corsican areas (30). On the mainland, as
H. marginatum is distributed in spatial clusters and seems to continue spreading, we predicted small
local foci of CCHFV circulation if existing, with no assumption on the level of spatial heterogeneity.
For this reason, in participating departments, all municipalities with cattle farms were included when
possible and all farms in these municipalities (or at least 6 farms per municipality) were tested, as more
than 25% of Corsican farms had at least one positive cattle in the previous study (Grech-Angelini,
personal communication) but we expected a much lower proportion of infected farms on the mainland.
In each farm, the number of sera was limited to 5-10 animals, which was considered enough to
conclude on the epidemiological status of farms, as the estimated individual seroprevalence in positive
farms was higher than 30% in the Corsican serological survey (Grech-Angelini, personal
communication). Sera were selected from three successive prophylaxis campaigns (2018-2019, 2019-
2020, and 2020-2021) (Table 1) to cover as many farms as possible, according to available samples in
laboratories. Only for Pyrénées-Orientales, a second 2021-2022 prophylaxis period was added to
complete our sera sampling. In our analysis, because CCHFV antibodies remain for several months,
even years, in most vertebrate animals (9), we considered all these successive years as the same single
period. In case of rare animals that were sampled twice, we considered their last serological status, as

no animal became seronegative from one year to the other but a few ones seroconverted.

Sera from wild fauna were obtained from some departmental hunting federations that accepted to
participate in the study, under the aegis of the national federation (Figure 1). As part of French sanitary
monitoring of wildlife, sera from wild animals have been collected annually since 2008, for further
analyses in case of emerging health issues. In participating departments, all available sera of wild boar
(Sus scrofa), mouflon (Ovis orientalis), red deer (Cervus elaphus), roe deer (Capreolus capreolus) and
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fox (Vulpes vulpes), which can host adult stages of H. marginatum (31), were tested for CCHFV
antibodies. Although departments have begun their sanitary monitoring at different times, they all have
continued these last years and provided us recent sera samples, except Ardéche for which we obtained
a few sera collected between 2009 and 2012 (Table 2).

Ethic statement:

Furthermore, our study was strengthened by the willing participation of farmers, who consented to the
analysis of sera collected from their livestock for the detection of Crimean-Congo Hemorrhagic Fever
(CCHF) antibodies. To ensure the privacy and confidentiality of data, robust data protection measures
were implemented during sample handling, storage, and analysis. Ethical considerations extended to
the use and conservation of these precious samples, in alignment with established guidelines. For visual
representation of our findings, a VVoronoi diagram was employed, which effectively obscures the
identification of specific municipalities. Given the variability in sample availability across regions,
Voronoi polygons were employed to delineate regional boundaries. This innovative approach
facilitated the estimation of seroprevalence distribution, providing valuable insights into the spatial

dynamics of CCHF exposure.

Serological analysis of samples

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

All sera selected from cattle and wildlife were tested for the presence of IgG and IgM antibodies against
CCHFV, using a double-antigen ELISA kit (ID Screen CCHF Double Antigen Multispecies,
Innovative Diagnostics (formerly IdVet, https://www.innovative-diagnostics.com) according to the
manufacturer’s instructions. For this kit, the 95% CI for sensitivity is 96.8%-99.8%, and 95% CI for
specificity is 99.8%-100% (32). A reference serum of an immunized sheep against CCHFV, provided
by the manufacturer, was used as an internal positive control to standardize experiments. For each
sample, the S/P (Sample / Positive control) percentage was calculated as follows: S/P% = ODsample
/ ODpositive control, with OD as the Optical Density or absorbance of the colorimetric immuno-
enzymatic reaction. Samples with S/P%<30% were considered negative and those with S/P%>=30%

were considered positive.

Pseudo-Plague Reduction Neutralization (PPRN)

In order to confirm serological results obtained by the ELISA test, we sent part of our ELISA-positive
sera as well as 10 ELISA-negative sera (5 from Corsica and 5 from the CCHFV-free Netherlands) to
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a Biosafety Level 4 laboratory (Laboratory Jean Mérieux, Lyon, France) to be analyzed by the national
reference center for CCHFV (Institut Pasteur and Institut de Recherche Biomédicale des Armées,
Paris, France) designated by the World Health Organization and the World Organisation for Animal
Health. They used the Pseudo—Plaque Reduction Neutralization test (PPRNT) (6) to measure the
neutralizing effect of sera antibodies against the IbAr10200 CCHFV strain (same antigen used in the
ELISA test), at successive dilutions 1/20, 1/40, 1/80, 1/160. Results were given by Dilution Threshold
(DT) until which the neutralizing effect of each sera sample was observed. We also included in our
confirmation process 5 ELISA-positive cattle Corsican sera for which the absence of immune cross-
reaction with CCHFV close-related viruses (namely, the Hazara virus from the same serogroup as
CCHFV and the Dugbe virus that belongs to the close Nairobi sheep disease serogroup) was already

tested in previous CCHF survey, although they clearly neutralized CCHFV culture (22).

Statistical analysis of serological data

In order to identify factors that may be linked to animal seropositivity against CCHFV in France,
we collected several information from available databases on the tested animals, their environment and
the related human rearing practices for the domestic ones. As a basis of analysis, a previous literature
review on CCHF allowed us to determine the presupposed CCHFV natural enzootic transmission cycle
in France and to identify key factors that could influence this transmission in the epidemiological
French context (33). As intrinsic animal data, we informed their sex (male or female), age (young,
subadult or adult for wildlife, and the exact number of years for cattle), as well as the species for wild
animals and the breed for cattle, using both field information collected by hunters and the BDNI
(National Identification DataBase) for domestic animals. From this last database, information on
rearing practices were also compiled, such as the rearing of other domestic animals (i.e. sheep, goat,
pigs, or a mix of these) in addition to cattle on the same farm, as an index of contacts for cattle with
different animal species that may have distinct abilities to replicate CCHFV and infect tick vectors.
Cattle breeds were also grouped in different types of production for which we assume distinct grazing
practices and various exposure to CCHFV tick vectors (dairy cattle mostly in barns, rustic dairy cattle
mixing barns and pastures, free-ranging suckling cattle for meat production, peculiar cattle breeds used
for leisure such as bullfighting or demonstrations). For environmental data, the probability of H.
marginatum presence in the South of France, derived from the suitability of local habitats and climate
for the establishment of this tick species (28), was the first information to be collected, as an index of
the exposure of animals to CCHFV tick vectors. However, we also considered the alternative scenario

where H. marginatum would not be the only or the main vector of CCHFV in France, as it seems to
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be the case in Spain (29), and we thus also collected row data on climate and habitat. Indeed, each tick
species has its own environmental needs to survive and succeed its development cycle, which defines
its spatio-temporal ecological niche (34). In addition, climate and/or habitats may impact not only the
dynamics of tick vectors but also other parameters of CCHFV transmission such as the distribution,
the abundance or the specific diversity of vertebrate animal hosts, as well as the success of virus
replication in ectothermic tick vectors (33). For climate, we used synthetic variables already defined
by principal component analysis, which processed meteorological data in the South of France, from
2000 to 2018, and including temperatures, rainfall, potential evapotranspiration and relative humidity
(28). For habitats, we also used a raster file (in pixels) presenting 7 land cover classes generated by
Bah (28), through the combination of CORINE Land Cover and BD forét. To attribute climate and
habitat, as well as the predicted probability of presence for H. marginatum, to each farm from which
cattle were serologically tested, we preferred considering the potential area where they could graze
instead of the local point of the farm. Using the GPS coordinates of the farm's head office, we created
a 4-km radius buffer zone around each GPS coordinate. Within this buffer, we calculated the average
H. marginatum’s probability of presence, and mean values for the three climatic principal components.
For the habitat, we calculated a proportion for each of the 7 classes in each buffer zone. As data from
wildlife were located at the municipality level, the similar measures were calculated for climate, habitat
and H. marginatum’s probability of presence for each municipality where wild animals were
serologically tested. The QGIS software (3.28.3-Firenze) was used for processing spatial dataset

(“Zonal statistics” and “Zonal Histogram™).

To estimate the effect of these factors on the probability for an individual animal to be seropositive,
we informed a Hierarchical Multivariate Logistic Regression Generalized Mixed Effect Model, with
the sampling locality including several nested levels (i.e. department, municipality, and farm) and the
breed (30 reported breeds) as random effects, and the other explanatory variables as fixed effects. Data
processing and analysis was performed using R programming language (Rstudio, version 4.2.1). We
used a dredge procedure (MuMin package) adding intrinsic, anthropogenic and environmental factors
to improve the model. The choice of the "best model" was based on the lowest Akaike Information
Criteria (AIC) value and a Delta AIC<2, but also on the percentage of data variance explained, the
higher level of explainability using Somers, Dxy rank correlation test (Packages : car, MuMin, Lme4).

Results

Seropositive animals using ELISA test
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Thanks to veterinary departmental laboratories and hunting federations, we obtained 8 557 cattle sera

along four prophylaxis periods from 2018 to 2022 (Table 1), and 2 182 sera of wildlife from 2008 to
2022 (Table 2), to be tested using the ELISA test.

Table 1: Number of cattle, municipalities, and farms analyzed for detecting CCHFV antibodies, in

each department that accepted to participate in the study, and number of cattle sera found positive in
CCHFV antibodies.

AVEYRON

Departement
ALPES MARITIMES

Nb sera

571
1246

BOUCHES-DU-RHONE 1710

GARD

HERAULT

LOZERE
PYRENEES-
ORIENTALES

TARN

1013

1946
100
880

1112

Nb farms

75
126

188

60

191
20
87

111

Nb positive

41 (7 farms)

2 (2 farms)

7 (3 farms)

17 (2 farms)

28 (10 farms)

0

80 (19 farms)

1 (1 farm)

Year
2019-2020
2019-2020
2020-2021
2018-2019
2019-2020
2020-2021
2018-2019
2019-2020
2018-2019
2019-2020
2020-2021
2019-2020
2021-2022
2019-2020
2020-2021

Table 2: Number of wildlife sera obtained from 2008 to 2020, for each hunted animal species, to be

analyzed using the CCHF ELISA test in each department that accepted to participate in the study,

and number of sera found positive in CCHFV antibodies.

ARDECHE
DROME
GERS
HAUTES-PYRENEES
HERAULT
LOZERE

28
434
379
621
622

98

5/335
35/363
98/461
148/469
49/342
12/152

o o

w

0/17

0/74
9/179
3/566

0/33

0/11

0/434

0/305

16/197 20/244
0/23 0/8
0/7

0/1 -
0/21 0/4
1/58 -

2009-2012
2016-2020
2010-2021
2008-2022
2012-2022
2019-2022

Antibodies against CCHFV were detected by ELISA in 176 bovine sera in most of the tested

departments, except in Lozére that remained negative (Table 1). Tarn and Aveyron only showed one

and two seropositive animals, respectively, each of them isolated in a farm in separated municipalities.

The two seropositive cattle in Aveyron are animals that have changed farms in the course of their lives:
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the first was born in Hérault in 2016 and arrived at the farm where it was sampled at the end of 2018.
The second was born in Aveyron in 2011, and although it has changed farms, it has remained in the
north-west of the département all its life. In contrast, the seropositive animal sampled in the Tarn region
has never changed farm since birth (Figure 2). Although individual seroprevalences were higher in
Bouches-du-Rhéne (0.4%), Hérault (1.44%) and Gard (1.68%), positive municipalities remained
spatially dispersed and most of farms contained one seropositive animal, except a few farms that
concentrated several seropositive cattle (intra-farm seroprevalence in farms with more than one
positive animal 26.08% [4.08-66.67%]) (Figure 2). Then, individual seroprevalences were the highest
in Alpes-Maritimes (7.18%) and Pyrénées-Orientales (9.09%), where seropositive municipalities were
clustered around apparent “hotspots” of transmission (intra-municipality seroprevalence 39.1%
[11.11-100%]) and most of positive farms concentrated many seropositive animals (intra-farm
seroprevalences in clusters 47.93% [10-100%]) (Figure 2).

Seroprevalence
. ] o

[ ] 0-20

- 20-60
Bl s0-30
Bl s0-100

Figure 2: Map of cattle individual seroprevalences per municipality (increasing seroprevalences from
pale pink to dark red, and sampled but negative municipalities in white), in departments that accepted
to participate to the study, with VVoronoi polygons as a representation of municipalities guaranteeing
anonymity of farmers in sampled municipalities and dealing with absence of sampling in some

municipalities.
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For wildlife, 49 positive samples were detected: 3 wild boars in 2016 and 2018 in Hérault, 1 mouflon
in 2021 in Lozére, and 45 animals (including wild boar, roe deer and red deer) from 2008 to 2022 in
Hautes-Pyrénées (Table 2). In this last department, seropositive animals were mainly located in the
piedmont, which is a band of natural habitats and agricultural activities between northern plains and
southern Pyrénées mountains (Figure 3). Antibodies have been detected each year since 2008, except
from 2019 and 2021 when covid drastically decreased outdoor practices including hunting and

sampling effort was consequently very low (10 animals hunted in three years).

Séroprévalence

Figure 3: Map of wildlife seroprevalences per municipality in departments (increasing seroprevalences
from pale pink to dark red, and sampled but negative municipalities in grey)

When looking at OD values of sera tested by ELISA for CCHFV antibodies, positive and negative
samples grouped in two separated populations either for cattle and wildlife (Figure 4A and 4B).
However, we observed distinct OD value distributions for cattle samples. Negative samples exhibited
a clustered distribution around a consistent OD value (median = 3.68). In contrast, positive samples
exhibited two discernible profiles (Figure 4A). Pyrénées-Orientales and Hérault demonstrated
homogeneous high OD values (median = 152.36). Conversely, OD values for the other positive
departments exhibited a broader distribution, with some samples approaching the ELISA threshold
(median = 65.87). Notably, different patterns emerged among these departments, Alpes-Maritimes
displayed a single, prominent peak of OD values, while Gard exhibited two distinct peaks. In the case

of wildlife, primarily comprising samples from Hautes-Pyrénées, all negative samples exhibited a
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similar value (median = 5.93). Notably, positive samples displayed two distinct peaks on the positive

side of the distribution, with one peak aligning closely with the threshold.

A |_Negatives | |_Positives |

Tarn
, —*Pyrénées-Orientales
——Lozere
-s—Hérault
-+-Gard
, ~*Aveyron
| —e—Bouches-du-Rhéne

-e—Alpes-Maritimes

20 25

| _Negatives | |__Positives |

400 (\
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Number of cattle

—e—Fox

—e—Mouflon
Roe deer
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Figure 4: Antibody response profiles against Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus in Livestock
(A) and Wildlife (B) revealed through distribution analysis of Optical Density (OD) in Log10 Scale.

;*

143



Each graph displays seronegative sera on the left ordinate and seropositive sera on the right. In graph

A, curves represent results by Department, and in graph B, results are stratified by wild species.

Confirmation of positivity using PPRN test

59 ELISA-positive cattle sera (17 from Alpes-Maritimes, 3 from Bouches-du-Rhone, 10 from Gard,
20 Hérault, 9 Pyrénées-Orientales) and 40 ELISA-positive wildlife sera (39 from Hautes-Pyrénées, 1
from Lozére) in addition to 5 positive and 10 negative controls (as presented above), were sent to a
BSL4 laboratory for conducting PPRN test. The results of PPRN are shown in supplementary data 1.
Among controls, the 10 ELISA-negative samples were PPRN-negative, and 4 positive controls were
confirmed positive by PPRN until 1/80 dilution and one at 1/20 dilution. Concerning cattle, 39 out of
the 59 ELISA-positive sera were confirmed with a minimum threshold of 1/20. Those which could not
be confirmed mainly came from Alpes-Maritimes (n=6/17), Bouches-du-Rhéne (n=3/3), Gard
(n=8/10) and a few from Hérault (n=3/20). Concerning wildlife, 39 out of the 43 ELISA-positive sera
were confirmed with a minimum threshold of 1/20, and most of them (n=30/39) were still confirmed
at 1/80 dilution.

There was a slight correlation between OD values provided by the ELISA test and dilutions thresholds
provided by the PPRN test for cattle (R2=0.35), even slighter in wildlife (R2=0.29) (Figure 5A and 5B),
suggesting that the higher the antibodies level is, the higher is the dilution until which it is possible to
detect neutralizing antibodies.
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Figure 5: Correlation between the Optical Density (OD) of sera samples and the Dilution Threshold
(DT) until which the neutralizing effect of antibodies in sera is still observed, in cattle (A) and wildlife
(B). Reference positive controls (ELISA-positive Corsican sera) are indicated in red points and

negative ones (ELISA-negative sera from Corsica and Netherlands) in green points.

Factors explaining seropositivity in animals: results of the analysis

For each host category (cattle and wildlife) we informed a multivariate logistic regression model with
the locality of sampling as random effect. The optimal model was chosen using a combination of
evaluation criteria. The AIC was employed to gauge the overall quality of the model, the percentage
of explained variance to assess its ability to account for data variability, the Somers Dxy rank
correlation test to evaluate its predictive capability, and the AUC to assess its explanatory capacity.
Taking into consideration these various measures, the model that demonstrated the best balance
between data fit, predictive ability, and explanatory power was selected as the top choice.

Table 3: Data results for both models, domestic and wildlife, with all factors retained in the fnal model.

Domestic fauna Wildlife
Predictors Estimate Cif(+/~) p Estimate Ci{+/-) P
(Intercept) -12.620 1.090 < 0.001 -6.749 1.241 <0.001
Sex [M] -0.224 0.390 0.57 0.982 0.400 < 0.05
Age 0.110 0.031 < 0.001
Dim_3 0.127 0.093 0.17
Closed coniferous forest 0.036 0.021 0.09
Open forest 0.040 0.096 0.69
MNatural open environment 0.041 0.018 < 0.05

Cattle

The study has yielded compelling results concerning the influence of cattle age (Age) on seropositivity
(SERO). The data unveiled a noteworthy association with an impressively low p-value (< 0.001),
underscoring that older animals are notably more likely to exhibit seropositivity. In alignment with
this, the analysis also unveiled a significative relation between the variable "Natural Open
Environment" (0.04, P-value = 0.0266) and seropositivity. This implies that cattle grazing in areas
with a higher proportion of natural open spaces tend to have an increased likelihood of being
seropositive. Conversely, the variable "Closed Coniferous Forest” does not appear to significantly
influence seropositivity probability (0.036, P-value = 0.0926). These findings suggest that the presence

of closed coniferous forests in cattle grazing zones is not statistically linked to significant variations in
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seropositivity. Lastly, the analysis has established that cattle gender does not exert a significant effect

on their probability of exhibiting a positive serological status (-0.224, P-value = 0.5656).

Wildlife

The model includes the following explanatory variables: "Dim_3" representing a climatic dimension
linked to autumn precipitation, "Open_forest" describing the proportion of open forest in the
communes where the animals were hunted, and "SEXE" capturing the sex of the animals. The analysis
also took into account random effects for the "DEP" group, reflecting the dependency of the data within
this group.

The results reveal several important conclusions. Firstly, climate, and particularly autumn
precipitation, represented by the "Dim_3" variable, did not show a significant effect on seropositivity
(0.127, P-value = 0.1749). Similarly, the proportion of "Open_Forest" in grazing areas showed no
significant effect (0.04, P-value = 0.6783), suggesting that this variable is not statistically significantly
associated with seropositivity. However, the "SEX" variable, representing the sex of wild animals,
showed a significant effect on the probability of seropositivity (0.982, P-value = 0.0141). Male animals
were more seropositive than females (P-value < 0.05).

Discussion

This work has led to the first detection of antibodies against CCHFV on mainland France, in cattle and
wildlife, which suggests CCHFV circulation at least within an enzootic transmission cycle. However,
until now, CCHFV has never been detected in French ticks (Bernard et al., in press; (24), which
remains the only reliable method for identifying and characterizing CCHFV as ticks are the only
reservoirs of the virus (13,14,35). Thus, we can question the specificity of the ID Screen® CCHF DA
ELISA test we used in our study, which corresponds to the capacity of the test to only detect true
positives. As mentioned before, by testing several sera samples from cattle, small ruminants and
humans from CCHFV-free areas as well as sera from multiple animal species to confirm the absence
of nonspecific reactions, a specificity of 100% (C195%: 99.8%-100%) was determined (32). Despite
this, one might wonder about potential cross-reactions with viruses genetically and antigenically close
to CCHFV. This hypothesis seems to be unlikely as a previous PPRN test carried out on ELISA-
positive Corsican cattle sera has shown typical neutralizing effect of antibodies against CCHFV
culture whereas no effect was observed with Hazara and Dugbe viruses, which belong to the same
serogroup of CCHFV or a very close one (namely, the Nairobi Sheep Disease virus serogroup),
respectively (Grech-Angelini, 2020). Some of these Corsican sera were included in our study and gave
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identical ELISA and PPRN results than the other tested sera from the mainland; the rest of ELISA-
positive sera that could not be confirmed by PPRN might result from different target epitopes between
both tests (i.e. ELISA measures total immunoglobulin, including neutralizing and non-neutralizing
antibodies, while PPRN just functional neutralizing antibodies) (36). In addition, another study
conducted on cattle in Nigeria did not show any correlation between results provided by the ID
Screen® CCHF DAM ELISA test and the DUGV ELISA developed to detect specific antibodies
against Dugbe virus, while cross-reactions were reported when using immunofluorescence (37). Also,
a survey where one calf and one sheep were hyper immunized with inactivated Hazara virus
demonstrated that the ID Screen® CCHF DAM ELISA was the only CCHFV serological test able to
detect these animals as negative ones and thus to discriminate antibodies against Hazara virus and
CCHFV (38). Similarly, a study showed that ruminants experimentally infected with Nairobi Sheep
Disease virus were all negative for CCHFV antibodies when tested with the ID Screen® CCHF DAM
ELISA (39). Regarding all these data, unless the existence of an unknown CCHF-like virus
(sufficiently close to CCHFV to create cross-reaction in ELISA but sufficiently distinct to CCHFV to
not be detected by CCHFV but also panNairovirus PCRS), our serological results suggest the
circulation of CCHFV in the mainland France.

Under this reasonable assumption, different CCHF epidemiological patterns seem to occur among
departments sampled in southern mainland France. In Tarn, Aveyron, Lozére and Bouches-du-Rhéne,
seroprevalences were very low, to such an extent that there was no or only one seropositive animal.
OD values of positive animals were close to the threshold and this could be interpreted as a single
infection resulting in seroconversion that might be old compared to the date of antibody detection, with
a possible decline of antibody titer, at least for the IgM since 1gG seem to persist for several months
or years in ruminants (40,41). As the supposed tick vector H. marginatum is currently known to be
absent in these departments, they were thus considered CCHFV-free areas. We can suspect that
punctual seropositivity may result from either rare false positives with the ELISA test (see above),
human-driven displacements of domestic or wild ungulates from an endemic area where they could be
infected to these CCHFV-free areas (33,42), or the introduction of an infected H. marginatum tick
vector at the immature stage through bird migrations or introductions of lagomorphs for hunting and
then molting of this tick in an adult that is able to parasitize and infect a cattle, locally (43-45). Punctual
introductions of H. marginatum via trans-mediterranean migratory birds used to be common in Europe
and could explain most of single adult ticks found on horses at summer in northern countries, because
of increasing temperatures allowing nymph to adult molting, but with no possibility for the tick to
complete its entire development cycle and thus establish in these areas (34). In Gard and Hérault,
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seroprevalences and OD values remained low, seropositive municipalities were sparse, and the number
of seropositive animals per farm was still close to 1, suggesting a similar non-circulating
epidemiological situation. However, in some farms, several animals were seropositive with high OD
values, which may suggest local CCHFV circulation with regular or recent infection of animals leading
to persistent high virus titers. In these departments, H. marginatum is known to be present (27,28) and
can explain such transmission. In Hérault, the fact that we also found a few seropositive wild boars,
which are possible hosts for the adults of H. marginatum, is an additional evidence to conclude on
local foci of CCHFV circulation either in domestic and wild ungulates. Finally, in the Alpes-Maritimes
and Pyrénées-Orientales, seroprevalences were greatly higher (7 and 9%, respectively) than in other
departments and were grouped in spatial clusters centered on some municipalities, with many farms
presenting a large amount of positive animals. Such seroprevalences are quite similar to those observed
in cattle from regions with supposed comparable epidemiological systems, like the French Corsica
island (13.3%, 95%CI 10.2%-17.3%) (22), in southern Italy (1.89%, 95%CI : 1.12-3.1) (21) or Central
Macedonia in Greece (7%, 95%CI 5%-10%) where one CCHF autochthonous human case cured in
2009 and CCHFV was regularly isolated from ticks (46). However, these seroprevalences remain very
low compared to those observed in cattle CCHF-endemic African countries such as Mauritania (69%)
or Mali (66%) (47,48). Seroprevalence measured in wildlife of Hautes-Pyrénées (5.03% in wild boars
and 8.16% in cervids) were slightly higher than those observed in same animals on the other side of
the Spanish border, in Catalonia, but they remain lower than those detected in central Spain where
CCHF human cases have been regularly reported since 2016 (19). In our study, OD values were
medium to high in the Alpes-Maritimes, and they were very high in cattle from Pyrénées-Orientales
and wildlife from Hautes-Pyrénées with similar patterns than observed in Corsican ruminants (22). All
these results are in agreement with frequent and still active CCHFV transmission events between
animal hosts and tick vectors in such departments of mainland France, further field studies should be
conducted to confirm such epidemiological patterns.

Although H. marginatum is very abundant and largely distributed in Pyrénées-Orientales, in
accordance with possible transmission in this department, it was not found in the Alpes-Maritimes
during a tick collection campaign conducted on horses in 2017 (31). Similar discrepancy appears in
Hautes-Pyrénées where seroprevalence in wildlife is high, whereas the tick H. marginatum is predicted
to be absent in this department according to the distribution model developed by Bah (28). Several
hypotheses may be proposed to explain these situations. First, as the invasion of new French areas by
H. marginatum in France is still in progress under climate changes, we may assume that these zones
have become suitable now and that the tick is able to establish, provided that it can spread from an

-5

148"



endemic area and create sufficiently abundant populations to be detected by sampling. Another
alternative proposition would be the existence of another tick vector, not already identified within the
autochthonous fauna of France but considered as a candidate vector for CCHFV. CCHF is a complex
disease and, among its worldwide distribution range, its causative agent can be transmitted by various
tick species belonging to the Hyalomma genus but also from other genera like Rhipicephalus,
Amblyomma, and possibly Dermacentor (12,33). Recently reported as a likely vector of CCHFV in
Spain (49), Hyalomma lusitanicum could be such a potential candidate for France. It was historically
reported from France, in the western Atlantic region and Pyrénées-Orientales, which both surround
Hautes-Pyrenées, and on the other side in Bouches-du-Rhoéne and Var near the Alpes-Maritimes
(Rageau 1972, Morel). It seems to be much more selective for its vertebrate animal hosts than H.
marginatum, with a likely preference at the immature stages for lagomorphs, especially wild rabbits
(50,51). As rabbit populations have greatly declined in the South of France since the 1970s with the
epizooty of myxomatosis and more recently with rabbit hemorrhagic disease (44,45), we assumed that
this species may have disappeared from the territory. However, a recent survey detected a small
population of H. lusitanicum in wild rabbit warrens in the Rhéne estuary near Marseille in Bouches-
du-Rhoéne (Stachurski, personal communication). This may be a residual population or a new
population introduced via rabbit introductions from Spain (45), and the extent of this tick in France
remains unknown until now. If H. lusitanicum is confirmed to be established in Hautes-Pyrénées, this
might explain high CCHFV seroprevalences measured in roe deer and red deer, which are likely hosts
for the adult stages of H. lusitanicum, instead of domestic ungulates like horses and cattle for H.
marginatum (50,51). However, trophic preferences of both H. lusitanicum and H. marginatum remain
unclear (Bah, in press) and should be detailed by either field surveys and experimental trials. In the
Alpes-Maritimes, such cervids also exist in areas detected as CCHFV circulation hotspots, but further
field investigations should be conducted both on tick distribution and serological survey in wild
animals, in order to test such hypotheses.

As one of the main environmental factors driving CCHFV natural enzootic transmission, the presence
of CCHFV tick vector, namely H. marginatum for France (33), was tested in our model to explain
CCHF seropositivity in cattle and wildlife, under the assumption that when populations of H.
marginatum are present, then individuals carrying the virus may also be present. By using predictions
of H. marginatum presence from Bah et al. (28), our model did not detect any effect of tick presence
or abundance. However, seropositivity in cattle was significantly higher in areas with a high proportion
of natural open habitats (i.e. shrublands in Mediterranean regions) and coniferous forests. For
seropositivity in wildlife, open forests, as well as autumn precipitation represented by the third climatic
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principal component of Bah et al. (28), were kept in the best model although these variables were not
significant. Whereas natural open habitats were already identified as suitable conditions for the
presence of H. marginatum, the other environmental variables reported in our model were not (28).
These variables may likely indicate optimal conditions for cattle of being infested by CCHFV tick
vectors, perhaps because there is more than one tick vector species (e.g. H. lusitanicum in addition to
H. marginatum) or because other parameters than tick vector distribution may influence the efficiency
of CCHFV transmission (33). Indeed, these conditions may reflect optimal environments for tick
vector presence, CCHFV-amplifying hosts, as well as spatio-temporal meeting occurrence between
cattle and infected ticks. The fact that coniferous and open forests, in addition to natural open habitats,
were pointed out by our models could reflect the importance of wild fauna, especially cervids, in the
CCHFV enzootic transmission cycle, as these animal species mainly colonize forested areas and were
suspected to highly replicate CCHFV and reinfect new tick vectors in Spain (49). However, broad-
leaved forests that can be also greatly colonized by cervids were not retained by our models. If we
exclude the fact that abundant populations of cervids could contribute to amplify populations of H.
lusitanicum, according to its trophic preferences, such forested areas may also provide direct suitable
conditions for the survival and development of this tick species, as proposed by Valcarcel (51). In this
case, cattle in farms surrounded by such habitats would be likely to encounter infected tick vectors.
Further research is therefore needed in these departments on the local determinants of CCHFV

transmission, as well as on the ecological niche of H. marginatum and H. lusitanicum.

Apart from environmental conditions, anthropogenic factors related to farming practices were also
tested in one of our models to explain cattle seropositivity. Regarding the type of cattle farming (dairy,
suckling, mixed, or leisure cattle) that was assumed to influence the exposure of animals to tick vectors,
it seemed to have no effect on seropositivity. Depending on their breed, cattle may be used for different
production types, with peculiar farming practices. In the South of France, most cattle are intended for
meat production, and in peculiar areas such as Camargue, some of them are also used for leisure
activities, especially bullfighting (52). Consequently, we had an over-representation of suckling cattle
compared to the other categories and it was sometimes complicated to attribute a breed to a category,
especially for mixed uses. In addition, within the prophylaxis process as defined in France, dairy cattle
are not blood sampled but a milk sample is preferred to be tested for regulated diseases. As a
consequence, this category was even more under-represented compared to suckling cattle in our study.
Under this current study design, we cannot really conclude on such an explanatory variable. Another
anthropogenic factor that was tested in our model concerned contacts of cattle with other animal
species, as these last ones may have different abilities for replicating CCHFV and contaminating tick
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vectors. The presence of certain species in the vicinity of cattle could help maintain the virus in tick
populations and thus increase the risk of transmission (53,54). Although the presence of other domestic
species in cattle farms has not shown any significant effects in our model on the seropositivity, contact
with wildlife may have an impact. Unfortunately, this information was not available from databases
used in our study and this should be investigated through further field surveys by questioning farmers
on their fencing practices or assessing wild fauna abundance around farms. Such questionnaires to
farmers could also inform on other practices such as their use of anti-parasitic molecules (insecticides,
acaracides, or anthelmintics with ivermectine that is also efficient against ectoparasites such as ticks),
a parameter that could not be included in our study due to lack of data. All these treatments are
supposed to reduce tick infestation and thus decrease the exposure of cattle to infected tick vectors.
This phenomenon was reported in cattle from Pakistan (54) and was considered a reliable preventive
strategy when animals from Sudan were introduced into Saudi Arabia (42). Although no anthropogenic
factors tested in our model showed an effect on cattle seropositivity, the fact that a large part of data
variance was explained by the farm, as a random effect, confirmed that heterogeneity exists between
farms, within the same municipality, which could probably be explained either by the environment of
farms or by farming practices. A last practice that is usual in the South of France, especially for
suckling cattle, and should be further investigated is the temporary displacement of cattle towards
spring and summer pastures during the activity period of the adult stages of Hyalomma ticks. As these
pastures are usually far from farms and thus not described as the environment surrounding farms, this
may be a limit of our current cattle model to identify habitats where cattle are more likely to become
infested by CCHFV tick vectors. Studies conducted in Africa and Asia reported higher CCHFV
seroprevalence in animals grazing in pastures than those fed on trough (53,54), and even higher

prevalence in nomadic herds covering long distances (55).

Finally, individual factors were tested in our models for explaining seropositivity. For both cattle and
wildlife, the sex of animals was retained in the best models, with males presenting higher
seroprevalences than females. However, this effect was significant only for wild animals and not for
cattle. Such observation is quite unusual and only two studies conducted on cattle from Malawi and
South Africa reported higher seroprevalence in females than males (26,54), which is exactly the
opposite of our study. For wildlife, another explanation could be the larger home range of males than
females (56), especially during the reproduction period, and this may result in much more occasions
to visit areas infested by CCHFV tick vectors. Concerning cattle, the over-representation of suckling
cattle in our sampling design may have resulted in a correlative bias favoring females against males,
as reproductive females are usually kept longer than males, which most of them are sold for fattening
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or directly slaughtered after several months of life. Considering this limit, it seems we cannot conclude
on a reliable effect of sex on the probability for cattle to be infected by CCHFV. Another individual
factor tested was the age of animals and it was highly significant in the cattle model. As already
demonstrated in many serological surveys on CCHF in domestic ungulates, animals that are older have
a higher probability to be seropositive, as a result of their longer exposure to infected tick vectors along
successive years and the persistence of CCHFV antibodies for several years in most of ungulates (57).
Then, cattle breeds as well as wildlife animal species were also tested as random and fixed effects,
respectively, on the seropositivity. None of these variables had a significant effect and was retained in
our best models. This is interesting as some studies conducted in Africa confirmed the apparent
resistance of some cattle breeds against tick infestation, and thus CCHFV transmission (58). Relative
resistance of native breeds has often been described but significant differences were not systematically
highlighted (25), and in some cases the tendency was just the opposite (53). In France, considering that
the assumed tick vector H. marginatum has recently colonized the territory, it seems that no local breed
had time to develop adaptive resistance to tick infestation and this is in agreement with our results.
Regarding wildlife, the absence of animal species effect may likely reflect trophic preferences of tick
vectors and seems to suggest that wild boar, roe deer and red deer were equally infested by CCHFV
tick vectors, at least in Hautes-Pyrénées. This reinforces the importance of further surveys on tick
vectors’ distribution and trophic preferences, as well as large serological investigations on the different

wildlife species in the other departments
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Conclusion du chapitre 2 :

Comme présentés en premiére partie de ce chapitre, les résultats de sérologie obtenus en Corse
confirment bien la présence et la circulation continue du VFHCC sur I'le, cing ans apres les premieres
preuves de détection sérologiques rapportées par Grech-Angelini et al. (2020). Cette étude confirme
I'existence d'une zone de plus forte circulation du virus dans le Nord-Ouest de I'lle, comme en 2014-
2016. La séroprévalence bovine globale sur I’ensemble de I’ile demeure pratiquement inchangée, bien
qu’en légére hausse, et ce méme avec une couverture geographique plus étendue. Cependant, une
évolution est observée au niveau de certaines communes, pour la majorité passant du statut négatif a
positif, ce qui suggere soit des différences dans d’échantillonnage des sérums entre les périodes 2014-
2016 et 2019-2020 (non verifiable du fait de I’anonymisation des élevages réalisee en 2014-2016), soit
plus probablement une séroconversion récente de certains animaux entre 2014-2016 et 2019-2020 et
donc une extension possible des zones de transmission virale. La présence de la tique H. marginatum
en Corse remonte a plusieurs décennies, et elle y est abondante. En considérant I'éventualité d'une
croissance continue des populations de tiques, il est envisageable d'observer une augmentation de la
quantité de tiques porteuses du virus, méme si les taux d'infection au sein de ces tiques restent faibles,
au point qu’il n’a pas encore été possible d’amplifier des séquences génomiques du VFHCC. En
consequence, le risque de piqdre infectieuse, entrainant parfois des réactions immunitaires marquées,
pourrait augmenter mais cette information serait corrélée a la détection physique du virus dans les
tiques. Le fait que les séroprévalences bovines restent fortes (plus que chez les petits ruminants) au
cours des deux campagnes, contrastées entre communes et entre élevages, et que les valeurs de DO
sont bien distinctes entre animaux séronégatifs et séropositifs, vérifie la validité de la sérologie bovine
comme outil de surveillance de la CCHF, en particulier pour la détection précoce et locale de
circulation du VFHCC.

Concernant les résultats de sérologie sur le continent (article 3), ils ont permis pour la premiere fois
la détection d'anticorps dirigés contre le VFHCC dans des élevages bovins du Sud, dans sept
départements du pourtour méditerranéen. Cette découverte indique une propagation du virus dans le
Sud de la France continentale. Toutefois, cette circulation varie selon les zones géographiques,
présentant des profils diversifiés. Certains départements tels que I'Aveyron, le Tarn ou les Bouches-
du-Rhoéne, presentent un nombre trés limité d'échantillons séropositifs, malgre un effort
d’échantillonnage conséquent, avec seulement un animal par élevage voire un animal par département
présentant des anticorps, et des valeurs de DO relativement faibles, proches du seuil de détection. Cette

occurrence témoigne probablement d’une exposition ponctuelle de ces animaux au VFHCC, soit par
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la piqire d’une tique infectée importée au stade immature via les oiseaux, soit de s¢jours antérieurs de
ces animaux dans des zones a plus forte circulation avant leur arrivée dans les exploitations ou ils ont
6té prélevés. Etant donné ’absence avérée ou prédite de H. marginatum, ces trois départements sont
supposés indemnes de VFHCC, statut qu’il sera toutefois nécessaire de confirmer. Dans le Gard et
I’Hérault, une situation intermédiaire se dessine, avec quelques communes séropositives éparpillées
sur ces départements, et des élevages présentant pour la majorité un seul animal séropositif et
seulement quelques élevages a séroprévalence intra-élevage élevée. Les valeurs de DO s’averent
hétérogenes, mais certaines valeurs laissent peu de doute quant a la présence d'anticorps dirigés contre
un virus potentiellement identifié comme le VFHCC. Enfin, dans les Pyrénées-Orientales et les Alpes-
Maritimes, les séroprévalences sont bien plus fortes que dans les autres départements, et les valeurs de
DO reflétent une exposition réguliére des bovins a des tiques infectées. Comme en Corse, des foyers
de circulation virale se concentrent autour de quelques communes, avec certains elevages atteignant
80% voire 100% d’animaux séropositifs mais d’autres élevages pourtant proches restant négatifs. Le
cas des Alpes-Maritimes questionne pourtant, puisque la tique H. marginatum n’y a pour I’instant
jamais été trouvée et la distribution des valeurs de DO des animaux séropositifs est assez étonnante,
avec une large gamme de valeurs et deux pics dont un proche du seuil de détection. D’autres
investigations entomologiques et sérologiques s’avérent nécessaires dans ce département. Le modéle
développé dans mon article 3 confirme d’ailleurs I’absence d’effet de la présence de H. marginatum
sur la seropositivité des bovins du continent, mais indique une séropositivité significativement plus
élevée chez les bovins paissant dans des zones riches en milieux ouverts naturels. Ces derniers
constituent un milieu favorable & H. marginatum, mais aussi a d’autres tiques xérophiles des genres
Hyalomma ou Rhipicephalus, ainsi qu’a certains hotes sauvages comme les sangliers ou les liévres.
L’habitat ne joue peut-étre pas que sur I’exposition des bovins aux tiques mais aussi sur la présence
d'hétes vertébrés plus ou moins bons amplificateurs viraux, impactant tous deux le niveau de
transmission du VFHCC. Bien que non significative, la forte proportion de foréts de coniféres était
conservee comme variable explicative de la séropositivité des bovins dans le modéle final, facteur qu’il
faudra plus avant étudier. Concernant les variables liées aux pratiques d’élevage (type de production
bovine, et mixité d’espéces animales dans les élevages) testées dans mon modéle, aucune n’a été
retenue et n’a montré d’effet significatif. La typologie que nous avons conduite des €levages est
d’ailleurs discutable, puisque réalisée a partir des races de vaches et de leur utilisation supposeée, et
pourrait étre revue. Toutefois, le fait que 1’exploitation d’origine des bovins mis en variable aléatoire

expliquait une grande partie de la variance des données confirme bien I’effet notable des pratiques
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d’¢levages sur la séropositivité des bovins et I’importance de mieux les décrire pour comprendre leur
role sur la transmission du VFHCC.

L’enquéte sérologique en France continentale a également permis d'identifier la présence d'anticorps
dirigés contre le VFHCC au sein de la faune sauvage (article 3). Des sérums positifs ont ainsi été
détectés dans deux départements (Hautes-Pyrénées et Hérault) des six testés. Alors que seulement
quelques sangliers ont été trouvés séropositifs dans 1’Hérault (comme cela était le cas aussi pour la
Corse), zone ou H. marginatum est connue et abondante et ou des bovins sont aussi séropositifs, la
majorité des animaux sauvages trouves séropositifs avaient été chasses dans les Hautes-Pyrénées,
département ou H. marginatum est supposée absente. Ce résultat questionne d’autant plus qu’outre des
sangliers connus pour étre des hotes potentiels de H. marginatum, de nombreux chevreuils et cerfs y
ont été trouvés séropositifs alors que ces derniers ne constituent a priori pas des hétes classiques de H.
marginatum. Ils sont par contre les hotes préférentiels des stades adultes de H. lusitanicum, vecteur
supposé majeur pour la transmission du VFHCC en Espagne et dont de petites populations ont été trés
récemment retrouvées dans les Bouches-du-Rhéne prés de 1’étang-de-Berre alors qu’on la croyait
disparue de France (Stachurski, communication personnelle). L’étude des communautés de tiques et
d’hotes présentes dans les Hautes-Pyrénées est donc essentielle, de méme que dans les Alpes-
Maritimes ou des résultats similaires (fortes séroprévalences sans présence de tique H. marginatum)
ont été obtenus chez les bovins. L’application du méme type de modéle aux données de sérologie sur
la faune sauvage n’a permis de mettre en évidence que I’effet du sexe des animaux, les males présentant
des taux de séropositivité plus élevés que les femelles. Cette observation peut s'expliquer par le fait
que les males ont tendance a explorer davantage de milieux et a avoir des domaines vitaux plus vastes,
ce qui pourrait accroitre leurs opportunités de contact avec les tiques vectrices et potentiellement

infectées.

Enfin, tous ces résultats sérologiques produits sur faune domestique et sauvage, en Corse et sur le
continent, ont été confirmés, pour partie des sérums, par séroneutralisation au laboratoire P4 de Lyon.
Ainsi, la présence d’anticorps neutralisant spécifiquement 1’effet pathogénique du VFHCC est
confirmée, et le risque de réaction croisée en ELISA avec d’autres virus (proches du VFHCC tels que
les virus Hazara et Dugbe et testés en séroneutralisation) écarté. De plus, outre les trés bons résultats
de sensibilité et spécificité produits par le fabricant, des études complémentaires ont montré qu'il n'y
avait pas de corrélation entre les résultats de 'ELISA ID Screen® CCHF DAM utilisé dans mes études
et ceux d’un ELISA dirigé contre le virus Dugbe, et que I'ELISA 1D Screen® CCHF DAM ¢était le seul
test ELISA capable de discriminer les anticorps dirigés contre le VFHCC par rapport a deux virus

proches (Hazara et Nairobi Sheep Disease) (Hartlaub et al., 2020 et 2021). Au vu de ces informations,

-5
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nous pouvons raisonnablement considérer que les résultats sérologiques produits dans ma these
révélent la détection d’anticorps dirigés spécifiquement contre le VFHCC et donc que ce dernier
circule en France, a moins gu'il ne s'agisse d'un VFHCC-like, tres proche antigéniquement et pour
I'instant inconnu. Seule la détection du virus dans les tiques, considérées comme les uniques réservoirs
du VFHCC, pourrait permettre de définitivement confirmer la circulation de VFHCC chez les ongulés
domestiques et sauvages en France. Pour cela une recherche des micro-organismes présents dans les
tiques H. marginatum du Sud de la France, et notamment de VFHCC, a été realisee et les resultats

seront présentes dans le chapitre 3.
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Chapitre 3 : Micro-organismes, agents
infectieux et symbiotiques, portés par
Hyalomma marginatum
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Ce troisieme chapitre se focalise sur l'identification de la communauté microbienne (agents
infectieux tels que le VFHCC et/ou micro-organismes commensaux ou symbiotiques) portée par la
tique H. marginatum, dans le but d’évaluer le rdle potentiel de cette tique exotique dans la transmission
d’agents infectieux en France. Ailleurs dans le monde, H. marginatum est connue pour jouer un réle
crucial dans la transmission et I'émergence de divers agents infectieux et zoonotiques. En dehors du
VFHCC, H. marginatum est suspectée pour transmettre la bactérie Rickettsia aeschlimannii a
I’homme, les protozoaires Theileria annulata aux équidés, et possiblement aux bovins, ainsi que les
virus Bhanja, Thogoto, Dhori ou Batken aux ruminants domestiques (de I’ARN de ces virus ayant été
détecté chez cette espece)(Bakheit et al. 2012 ; Bonnet et al. 2023). Malgré cela, la situation
épidémiologique dans le sud de la France en ce qui concerne les agents infectieux transmis par H.
marginatum et les maladies associées, demeure peu documentée, particulierement sur le continent. Des
recherches sur le terrain, menées en Corse, ont toutefois permis I'identification d'agents infectieux tels
que des bactéries des genres Rickettsia, Anaplasma et Bartonella dans des tiques H. marginatum
collectées principalement sur bovins (Grech-Angelini et al. 2020). D’autres analyses de gPCR n’ont
pas mis en lumiére la présence de VFHCC mais ont, en revanche, permis la détection d’un
parapoxvirus sans savoir pour I’instant s’il est transmis ou simplement porté par les tiques et quelle
pathogénicité il peut avoir (Cicculli et al. 2022b). Sous I’hypothése que H. marginatum est
nouvellement installée en France, avec des populations maintenant stables en Corse mais encore en
cours d’installation sur le continent, on peut supposer soit que cette tique est arrivée avec son cortége
d’agents infectieux exotiques et les a possiblement introduits en France, soit qu’elle a pu s’adapter et
devenir vecteur d’agents infectieux autochtones et dans ce cas elle a peut-étre modifié leur dynamique
de transmission du fait de préférences trophiques et saisons d’activité différentes des autres especes de
tiques. Avoir une premiere idée de la communauté microbienne portée par H. marginatum en France
permettra déja de savoir si actuellement elle constitue un risque d’introduction de nouveaux agents
infectieux, ou seulement de transmission d’agents existants. Bien que seules disponibles parfois, les
données de portage d’agent infectieux par des tiques collectées dans la nature ne permettent pas de
valider la compétence vectorielle de ces dernieres, en particulier lorsque ces tiques ont été collectées
sur animaux. En effet, dans ce cas précis, le portage de microorganismes pourrait étre le simple reflet
du dernier repas sanguin pris sur un animal et donc du statut infectieux de 1’animal. Toutefois, croisé
a d’autres types d’informations comme les modes de transmission (transovarienne ou transstadial)
connus par d’autre espéces de tiques pour tel ou tel agent infectieux, ou encore la sensibilité respective
des espeéces animales portant la tique d’intérét a un agent infectieux, le portage de microorganismes

peut devenir une indication de la potentielle compétence vectorielle. Ainsi, pour qu'une tique puisse
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agir en tant que vecteur pour un agent infectieux, il est impératif que cet agent se maintienne a travers
les différentes étapes de développement de la tique, afin que cette derni¢re s’infecte et puisse
retransmettre 1’agent au cours de sa vie, ce qui est connu sous le nom de transmission transstadiale
(Moutailler et al. 2017). De plus, pour qu'une transmission puisse se produire des les stades immatures,
une transmission préalable de l'agent infectieux a la descendance via I’infection des ovaires de la
femelle doit avoir eu lieu, une notion appelée transmission transovarienne (Rodhain et al. 1985). Ainsi,
on peut prédire que détecter un agent infectieux chez une H. marginatum adulte collectée sur un hote
qui n’est pas sensible a cet agent peut étre le signe d’une infection de la tique aux stades immatures et
d’une transmission transstadiale. Si ’hote des stades immatures n’y est pas non plus sensible, cela peut
alors suggérer une contamination du stade adulte précédent qui se sera gorgeé sur une espece animale
sensible infectée et d’une transmission transovarienne de 1’agent infectieux par la femelle a ses
descendants, d’autant plus si ce mode de transmission a déja été décrit pour cet agent chez d’autres

espéces de tiques.

La premiére partie de ce chapitre expose les résultats obtenus grace a une approche génomique ciblée,
qui vise a détecter, par amplification PCR (réaction de polymeérisation en chaine) microfluidique en
temps réel a haut débit, la présence de bactéries, de parasites protozoaires et de virus dans les tiques
H. marginatum du sud de la France. Ces découvertes ont été compilées dans un article, dont je suis le
premier auteur, intitulé "Tick-borne pathogens identified in Hyalomma marginatum (Acari: Ixodidae)
collected from various vertebrate hosts in the South of France", et qui est présenté ci-dessous (article
4), prét a étre soumis a la revue "PCI Infection™ (aprés dépdt complet des séquences). Ces travaux ont
été présentés a 1’oral lors du congrés « Tick and Tick-borne Patogens » en Roumanie en Aot 2022.
L’UMR BIPAR (Biologie moléculaire et Immunologie Parasitaire) INRAE/ANSES/Ecole Nationale
Vétérinaire de Maisons-Alfort, a mis au point un outil de détection PCR microfluidique a haut débit
spécifiquement congu pour identifier les agents infectieux transmis par les tiques (Michelet et al. 2014).
Cette technique novatrice repose sur I'utilisation d'une puce a ADN, élaborée en utilisant la technologie
BioMark™ dynamic arrays développée par la société Fluidigm Corporation (Standard Biotools). Elle
permet d'effectuer des réactions de PCR en temps réel en utilisant des volumes extrémement réduits,
de l'ordre du nano-litre par un systéeme de microfluidique. Cette approche autorise la détection
simultanée de 48 a 96 cibles spécifiques de genre ou d’espéce de micro-organismes, au sein d'autant
d'échantillons distincts (tiques individuelles ou échantillons regroupés sous forme de pools de tiques).
En d'autres termes, une puce peut contenir jusqu'a 2 304 (48 x 48) voire 9 216 (96 x 96) réactions de

PCR distinctes et simultanées, le tout réalisé en un laps de temps trés court.
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La seconde partie de ce chapitre présente les résultats obtenus par une approche complémentaire de
métaprotéomique, laquelle vise a détecter sans a priori les micro-organismes des tiques. Elle a été
appliquée sur un petit sous-échantillon de tiques (aussi testé en Fluidigm) provenant d’un des sites ou
les tiques analysées avec la méthode précédente avaient été collectées, ce qui permet de comparer les
méthodes et apporter une preuve de concept sur cette technique pionniere. Afin d’étre plus précis sur
la localisation des micro-organismes détectés dans les tiques et donc sur la potentielle compétence
vectorielle de ces derniéres, cette technique a été appliquée non pas a des tiques entiéres mais aux
organes disséqués. Ces travaux, dont je suis second auteur, ont été présentés sous forme de poster
intitulé “First insights into the organ microbiome of Hyalomma marginatum ticks assessed by next-
generation metaproteomics” au 5th International Metaproteomics Symposium a Avignon en Awvril
2023 (poster 1 ci-dessous). Le travail expérimental de dissection et analyse des échantillons a été
réalisé par Julien Sabardeil, étudiant en Master 2 Eco-Epidémiologie en 2021 que j’ai co-encadré, et
le travail bioinformatique d’identification des micro-organismes par Nourredine Dahmani, étudiant de
Master 2 Bioinformatique en 2022. Cette étude métaprotéomique repose sur l'utilisation d'une
combinaison de techniques biochimiques visant a purifier et séparer les protéines, puis a les digérer en
peptides caractéristiques. Les peptides ainsi générés sont ensuite séparés par nano-chromatographie et
soumis a une analyse par spectrométrie de masse en tandem permettant de les identifier dans des bases
de données telles que UniProtKB (Universal Protein Resource Knowledge Base) ou NCBI protein
(National Center for Biotechnology Information). La métaprotéomique s’attache a identifier et
quantifier les protéines d’échantillons biologiques complexes comme, par exemple, le microbiote
intestinal humain (Lynch et Pedersen 2016). Les méthodes et protocoles utilisés en métaprotéomique
ont évolué ces dernieres années pour étre adaptés a des études de grande ampleur, ou a des organismes
dont le génome n’est pas encore séquencé et annoté, comme certains arthropodes utilisés en
écotoxicologie (Gouveia et al. 2020). Nous avons appliqué ces approches analytiques pour décrire pour
la premiére fois microbiome de certains organes de H. marginatum, comme les glandes salivaires et
I’intestin, impliqués dans I’acquisition et la transmission d’agents infectieux et hébergeant des micro-

organismes commensaux ou symbiotiques.

168/



I. Partie 1:Détection, a travers une méthode génomique ciblée,
des agents infectieux présents dans les tiques H. marginatum

du Sud de la France.

Tick-borne pathogens identified in Hyalomma marginatum (Acari: Ixodidae) collected from
various vertebrate hosts in the South of France.

Bernard Célia®>%", Galon Clémence?, Joly Kukla Charlotte®>*, Cicculli Vincent®, Falchi
Alessandra®, Grech-Angelini Sebastien®, Poli Paul-Eric’, Bastien Matthieu®, Combes Benoit®, Pollet

Thomas®?, Moutailler Sara*, Holzmuller Philippe*?8, Vial Laurence®?$

CIRAD, UMR ASTRE, F-34398 Montpellier, France
2 ASTRE, Univ Montpellier, CIRAD, INRAE, Montpellier, France
3 French Establishment for Fighting Zoonoses (EL1Z), 54220 Malzéville, France

4 ANSES, INRAE, Ecole Nationale Vétérinaire d’ Alfort, UMR BIPAR, Laboratoire de Santé
Animale, Maisons-Alfort, F-94700, France ; clemence.galon@anses.fr ; sara.moutailler@anses.fr

° Bioscope Corse Méditerranée unit UR7310, Faculté de Sciences, Campus Grimaldi,
Université de Corse, 20250 Corte, France

¢ Groupement Technique Vétérinaire of Corse

" INRAE, LRDE, Corte, France

Citation: Bernard C, Galon C, Joly Kukla C, Cicculli V, Falchi A, Grech-Angelini S, Poli PE,
Bastien M, Combes B, Pollet T, Moutailler S, Holzmuller P and Vial L (submitted). Tick-borne
pathogens identified in Hyalomma marginatum (Acari: Ixodidae) collected from various vertebrate

hosts in the South of France.

169"



ABSTRACT

Hyalomma marginatum is a common ectoparasitic tick of ungulates, lagomorphs, insectivores, ground-foraging
birds, observed in Corsica for decades, but whose permanent establishment in mainland France is very recent. This
species is known to be one of the main vectors of the Crimean-Congo Hemorrhagic Fever virus, but also of various
parasitic, bacterial or viral pathogens. In this study, we investigated the molecular infection rates of numerous tick-
borne pathogens in ticks mainly sampled on horses, and occasionally on other animal species, from the French
Mediterranean rim and Corsica between 2016 and 2020. In total, 1, 195 DNA and RNA purified from individual tick
or pools of ticks were screened for 26 microbial genera or species (viruses, bacteria and parasites), using a high-
throughput microfluidic real-time PCR system (BioMark™ dynamic array system, Standard Biotools). For individuals
ticks and pooled one, respectively, the most prevalent tick-borne microorganisms were Francisella-like
endosymbionts at 97.0% and 96.8%, followed by Rickettsia aeschlimannii (76.4% and 96.4%), Theileria spp. and
Theileria equi (3,5% and 0%; 1,9% and 5,8%), Anaplasma phagocytophilum (3.7% and 6.7%), and West Nile virus
(0.1% and 0.4%). Babesia occultans (0.9%), Ehrlichia minasensis (0.3%), while Coxiella-like endosymbionts (0.1%)
were only detected in ticks from mainland France. Our study provides a rapid overview of the diversity of
microorganisms and tick-borne pathogens detected in the invasive tick H. marginatum in Mediterranean France.
Our results question the possible distribution of tick-borne pathogens in Corsica and the continental departments
of the Mediterranean rim. Our study opens up new research perspectives on the epidemiology of tick-borne
pathogens carried by H. marginatum and on the associated public and veterinary health risks.

Keywords: Ticks; Hyalomma marginatum; tick-borne pathogens; endosymbionts, microfluidic PCR
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Introduction

Worldwide, ticks are considered to be the first vectors of pathogens responsible for animal diseases and second
behind mosquitoes for those affecting humans (Jongejan et Uilenberg 2004; Colwell, Dantas-Torres, et Otranto
2011). In France, about forty species of ticks are listed on the territory, most of them transmitting pathogens
responsible for important public and veterinary health problems (Boulanger et McCoy 2017; PEREZ-EID 2007). In
particular, this includes Ixodes ricinus which is the main vector of the agents of Lyme borreliosis, Borrelia burgdorferi
sensu lato, or ticks from the genera Dermacentor or Rhipicephalus responsible for the transmission of equine
piroplasmosis (Gray 1991; Nadal, Bonnet, et Marsot 2022). Recently, Vial et al. (2016) provided strong evidence for
the presence of reproducing populations of the exotic tick Hyalomma marginatum in parts of southern France.
While this tick species has been present in Corsica (a Mediterranean island of southern France) for several decades,
it seems to be now established on the Mediterranean coastline of mainland in many areas such as Pyrénées-
Orientales, Aude, Hérault, Gard, Var, Ardéche and Dréme (Bah et al. 2022). This tick has been also detected since
many years in Spain (Palomar et al. 2016) and Italy (Satta et al. 2011), showing a possible continuum for the sanitary
risks associated to H. marginatum in southwestern Europe. As a “generalist” tick, H. marginatum presents a large
panel of vertebrate hosts, ranging from lagomorphs and birds for the immature stages to large domestic and wild
ungulates for the adult ones (ref). This is a two-host tick, meaning that larvae and nymphs feed on the same
individual, while the nymph detaches and moults into an adult that seeks out a new host for blood feeding. This
diversity of hosts multiplies pathways for tick introduction through natural or human-driven animal movements
and supposedly, increases occasions of pathogen transmission and possible spillover. Ticks of the genus Hyalomma
are involved in the transmission of many human and animal pathogens in Eurasia and Africa (Bonnet et al. 2023).
They can in particular carry parasites and bacteria such as Theileria spp., Babesia spp. and Anaplasma spp.,
responsible for piroplasmosis or other clinical signs (e.g. hyperthermia, asthenia, abortion...) in cattle or sheep (15,
16,17). Other infectious bacteria such as Coxiella burnetii, and Rickettsia spp. including Ri. aeschlimannii (Bakheit et
al. 2012; Kilicoglu et al. 2020; Orkun 2022), as well as Bhanja and the West Nile virus (Formosinho et Santos-Silva
2006; Kolodziejek et al. 2014), can be carried by H. marginatum. Additionally, Orthonairoviruses such as the
emerging and highly contagious Crimean Congo Hemorrhagic Fever virus (CCHFV) (Bakheit et al. 2012) can be
transmitted by this tick spcies.,In the Mediterranean basin, two species of Hyalomma (H. marginatum and H.
anatolicum) are used to be considered as the main vectors of CCHFV (Perveen et Khan 2022). However, viral RNA
has been recently detected in H. lusitanicum collected from deer and wild boar in Spain, in higher proportion than
in H. marginatum, suggesting major role of this additional tick in CCHFV transmission in this country (Moraga-
Fernandez et al. 2021). In France, based on our knowledge on local tick communities, we considered H. marginatum
as the main candidate tick species likely to transmit CCHFV (Bernard et al. 2022). Considering the large geographic
distribution of H. marginatum, from Spain to India and North Africa (Fernandez-Ruiz et Estrada-Pefia 2021), this
questions about local adaptations in the abilities developed by this tick species to maintain and transmit all, or part
of these pre-cited pathogens.

The objective of this study was thus to describe the panel of pathogens and/or endosymbiotic microorganisms
in H. marginatum ticks locally in the South of France, especially the continent, through the detection of several
targeted Tick-Borne Pathogens (TBPs) using a high-throughput microfluidic real-time PCR system (BioMark™
dynamic array system, Standard Biotools) in field tick specimens collected from different French areas, mainly on
horses that are preferred hosts of adult stages. This work was part of a national surveillance program developed a
few years ago to assess the risk of emergence of exotic diseases including tick-borne diseases in France, under the
aegis of the French Ministry of Agriculture. In Corsica, first investigations were recently conducted on tick species
collected from different hosts, especially cattle, and reported in H. marginatum high prevalence of Francisella-like
endosymbionts, Ri. aeschlimannii and in a less extend Candidatus Ri. Barberiae, as well as the presence of
Anaplasma marginale and A. phagocytophylum (V. Cicculli et al. 2019; Grech-Angelini et al. 2020). These studies
also allowed the detection of new viruses in H. marginatum, for example a Pseudocowpox virus of which the
zoonotic potential remains unknown (V. Cicculli et al. 2019). On the mainland where H. marginatum was not yet
established only 15 years ago, such investigation has never been done. Keeping in mind that genomic detection of
pathogens does not imply a mandatory vector competence of the tick for the considered microorganisms (Bonnet
et al. 2023), the aim of this study was to know whether this tick arrived with its native associated pathogens usually
described in endemic Mediterranean areas including Corsica, and may result in the introduction of new pathogens.
Another alternative would be that H. marginatum can become a new vector for local French tick-borne pathogens
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already present on the territory, with the risk of changing the local transmission dynamics of such pathogens due
to its distinct seasonal activity from other local tick species.

Methods
Study area, period and hosts for tick collection

Among all the H. marginatum ticks analyzed in this study, 1,711 came from a large-scale tick sampling that was
conducted on horses (the likely host of H. marginatum adult stages), at spring (the activity period of H. marginatum
adult stages), in southern France (mainland and Corsica), between 2016 and 2020. This was carried out to determine
and explain the distribution of the newly established tick H. marginatum on the French territory (Bah et al. 2022).
Fourteen French departments forming a link from Spain to Italy, which are two countries where H. marginatum is
known to be already present, plus the two departments from Corsica were sampled. H. marginatum ticks were
detected in 56 and 38 equestrian structures in mainland France and in Corsica, respectively. On the mainland, a
reference site in Pompignan, where H. marginatum is abundant and monitored for its dynamics of infestation on
horses, was also sampled each year and 173 ticks from this site were finally included in this study. In Corsica, each
year, the whole island was visited whereas on the mainland, most of H. marginatum were obtained in 2017, except
for northern Gard and Ardéeche that were investigated in 2019 (Figure 1). Among the 1,711 ticks, 900 collected in
Corsica in 2019 and 2020 were grouped into 222 pools of 1 to 10 individuals according to different parameters of
sex or hosts (Cicculli et al., 2022) and 811 were treated individually.

In Corsica, 118 ticks were also collected from cattle examined in three farms located in the northern part of the
island, in 2019, and completing the tick monitoring carried out in slaughterhouses for tick-borne disease
surveillance (V. Cicculli et al. 2019; Vincent Cicculli et al. 2022). Additionally, 7 and 37 H. marginatum ticks were
obtained by punctual samplings in Hérault and Gard on wild boar in 2016 and birds in 2017, respectively. Ticks from
birds were all immature stages, and were mostly associated to the resident avian fauna of Pompignan (Vial et al.
2016). Thus, taking all host species together, we worked on 973 ticks treated individually and 222 tick pools (1,195
samples)

a5
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Figure 1: Study area overview : geographical scope of research. On this map, sites are represented by the host
species from which the ticks were collected (horses, cattle, wild boar and birds)

During any tick samplings, animals were examined on the whole body and all ticks were collected. Back from
the field, they were determined using morphological identification keys (PEREZ-EID 2007), and sorted according to
species, locality, host, gender (male/female), developmental stage (larva/nymph/adult), and engorgement status.
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They were then frozen at -80°C for later molecular analysis. As this study focused on sanitary risks associated to the
newly established H. marginatum, only specimens from this species were screened for microorganisms.

DNA and RNA extraction

As we looked for DNA and RNA of microorganisms in all tick samples, their treatment for molecular analysis was
the same.

After a first washing in bleach for 30 sec followed by three times in distilled water for 1 min, ticks were crushed
individually with three steel beads (2.8mm, OZYME, France) in 300uL DMEM supplemented with 10% fetal calf
serum, using the homogenizer Precellys® 24 Dual (Bertin, France) at 5500 rpm for 40s. The processing was different
for samples of horses coming from Corsica as, prior to be crushed, ticks were pooled by up to 10 individuals per
pool, according to locality and developmental stage (Vincent Cicculli et al. 2022).

DNA was extracted using 100ul of the homogenate of crushed ticks according to the Genomic DNA from tissue
kit (Macherey-Nagel, Germany) following the manufacturer’s instructions. Total DNA per sample was eluted in 50
ul of rehydration solution and stored at -20°C until further use (Michelet et al, 2014).

Total RNA was extracted from 100ul of the homogenate of crushed ticks using the NucleoSpin RNA kit
(Macherey-Nagel, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Total RNA per sample was eluted in 50
ul of RNA free water and stored at —80°C until further use (Gondard et al., 2018).

Detection of tick-borne microorganisms’ DNA or RNA

The Reverse Transcription Master Mix kit (Standard Biotools, USA) was used on all samples to obtain cDNAs
from RNA viruses. The reaction was performed in 5uL of final volume, including 1uL of Reverse Transcription Master
Mix, 3uL of RNase-free ultrapure water, and 1uL of extracted RNA. A thermal cycler (Eppendorf, Germany)
performed the RT cycles following the program: 25°C for 5 min, 42°C for 30 min and a final step at 85°C for 5 min
for a total duration of 40 min.

A pre-amplification step was performed to pre-amplify the DNA/cDNA to increase the signal of the genetic
material of the microorganisms compared to those of the tick. The PreAmp Master Mix kit (Standard Biotools, USA)
was used. A 0.2X pool containing the primer pairs of the targeted pathogens was made upstream, to obtain a final
primer concentration of 200 nM. For one sample, the mix was composed of 1 uL of PreAmp Master mix, 1.25 ul of
the 0.2X pool, and 1.5 pl of ultra-pure water. Then 1.25uL of sample (DNA/cDNA mix) was added. A negative control
(ultra-pure water) was added to each plate. PCR was then performed using a thermal cycler with the following
program: 95°C for 2min, 14 cycles of two steps of 95°C for 15s and a final step of 4min at 60°C.

Then, for the real time microfluidic PCR, twenty-four sets of primers and probes were used to detect predefined
microorganisms specifically targeted for this study (Table 1) (Michelet et al. 2014; Gondard et al. 2018). The
BioMark™ real-time PCR system (Standard Biotools, USA) was used for high throughput microfluidic real-time PCR
amplification using 48.48 dynamic arrays (Standard Biotools). These chips dispense 48 PCR mixes and 48 samples
into individual wells, after which on-chip microfluidics assemble PCR reactions in individual chambers prior to
thermal cycling resulting in 2,304 individual reactions (Michelet et al. 2014). In a single experiment, 47 ticks or tick
pools (and one negative control) can be tested.

In order to develop the a priori approach to detect pathogens in ticks, we first generated a list of microorganisms
(TBPs and endosymbionts) (Table 2) with the highest probability of being transmitted or carried by H. marginatum,
according to data mining of the available literature. From two studies (Bakheit et al. 2012; Bonnet et al. 2022), we
identified several potentially H. marginatum-borne pathogens: protozoa such as B. caballi or T. annulata, bacteria
like Ri. aechlimannii and finally viruses such as Thogoto, Dhori and Bhanja viruses (RNA for these viruses has already
been detected in ticks), in addition to CCHFV. We then identified microorganisms from scientific literature that
mentioned the detection of pathogens in H. marginatum, which could be transmitted by this tick or just reflect the
infectious status of the animal host on which the tick was collected, as shown in Corsica or other regions of the
world: A. phagocytophilum, A. marginale (Grech-Angelini et al. 2020), E. minasensis (Vincent Cicculli et al. 2019), T.
equi (Rocafort-Ferrer et al. 2022), the West Nile Virus (Formosinho et Santos-Silva 2006; Kolodziejek et al. 2014),
the symbiotic form of Coxiella burnetii and Francisella tularensis : Coxiella-like endosymbiont CLE and Francisella-
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like endosymbiont FLE (Kilicoglu et al. 2020; Selmi et al. 2019; Buysse et al. 2021; Demir et al. 2020). Then, some
pathogens known to be transmitted by ticks of the genus Hyalomma but not necessarily H. marginatum, or even
by other tick genera but with a likelihood to replicate in Hyalomma ticks, were also added to the chip: Alkhurma
virus transmitted by H. rufipes (Horton et al. 2016; Hoffman et al. 2018), as well as Nairobi sheep disease and Hazara
viruses that are genetically close to CCHFV (35), Borrelia miyamotoi and Bartonella henselae that circulate in France
in other tick species or even other arthropoda such as fleas (Cosson et al. 2014; Grech-Angelini et al. 2020).

Table 1: Tick-borne pathogens and endosymbionts targeted by the chip of the high-throughput microfluidic
real-time PCR system developed specifically for the study

Genus / Family Species
Bacteria
A. marginale, A.
Anaplasma phagocytophilum,
Anaplasma spp.
Bartonella B. henselae, Bartonella spp.
Borrelia B. miyamotoi, Borrelia spp.

Coxiella burnetii and Coxiella-
like endosymbionts

Ehrlichia Ehrlichia spp.

F. tularensis, Francisella-like

Coxiella

Francisella .
endosymbionts
Rickettsia R. aeschlimannii, Rickettsia spp.
Protozoan
Babesia B. caballi
Theileria T. equi, T. .annulata,
Theileria spp.
Viruses
Bunyaviridae Nairobi sheep disease virus
L West Nile Virus, Alkhurma
Flaviviridae p
virus
Nairoviridae Hazara virus, CCHFV
Orthomyxoviridae Thogoto virus, Dhori virus
Phenuiviridae Bhanja virus

To confirm our results of detection in field samples, specific PCRs were performed individually from the chip
results with the following primers (Table 2). Conventional PCRs using primers targeting genes or regions other than
those of the BioMark™ system were used. Amplicons were sequenced by Eurofins MWG Operon (Germany), and
then assembled using BioEdit software (lbis Biosciences, Carlsbad). An online BLAST (National Center for
Biotechnology Information) was used to compare results with published sequences listed in GenBank sequence
databases.

Table 2: Primers used to confirm each pathogen through conventional and/or nested PCR.
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Pathogen MName PCR type Amorce name Sequence

PCR1 EHR1 GAACGAACGCTGGCGEGCAAGT
EHR Nested EHR2 AGT AYC GRA CCA GAT AGC CGC
Anaplasma / PCR2 EHR3 TGCATAGGAATCTACCTAGTAG
Ehrlichia sp. EHR2 AGT AYC GRA CCA GAT AGC CGC
i MSP4APRS ATG AAT TAC AGA GAATTG CTT GTA GG
mspd Conventionnal
MEPAAP3 TTAATT GAA AGC AAATCT TGC TCCTAT
PCRI1 BTH 185 1stF GTGAAACTGCGAATGGCTCATTAC
BTH Nested BTH 185 1stR AAGTGATAAGGTTCACAAAACTTCCC
Babesia / Theileria PCR2 BTH18S 2ndF GGCTCATTACAACAGTTATAGTITATITG
sp. BTH 185 2nd R CGGTCCGAATAATTCACCGGAT
. BABGF2 GYY TTG TAATTG GAATGATGG
babG Conventionnal
BABGR2 CCA AAG ACT TTG ATT TCT CTC
PCR1 FlaB280F GCAGTTCARTCAGGTAACGG
Borrelia sp. FlaB Nested FlaRL GCAATCATAGCCATTGCAGATTGT
PCR2 flaB GCATCAACTGTRGTTGTAACATTAACAGG
FlaLL ACATATTCAGATGCAGACAGAGGT
. Rsfg877 GGGEGGECCTGCTCACGGCGG
rsfg Conventionnal
Rsfgl258 ATTGCAALAAAGTACAGTGAACA
Rc. B.4362 GTCAGCGTTACTTCTTCGATGC
Rickettsia sp. PCR1 c-romp P
Rc.rompB.4,836n CCGTACTCCATCTTAG CATCAG
rc.rompB Mested
PCR2 Rc.rompB.4,45%6p CCAATGGCAGGACTTAGCTACT
Rc.rompB.4,762n AGGCTGGCTGATACACGGAGTAA

Statistical analysis

The statistical analysis was conducted using R software (version 4.2.1, R Core Team).

In order to investigate the potential difference in the presence of Rickettsia between male and female ticks, a
chi-square test was performed. The chi-square test is a statistical method commonly used to assess associations
between categorical variables. The variables of interest were the presence of Rickettsia (1,0) and the gender (male
or female), and the test was conducted to determine if there was a statistically significant association between
gender and the presence of Rickettsia.

Then, in order to assess a spatial difference in the presence of each pathogen, we performed Kruskal-Wallis
tests. The raw data consisted of two variables, the presence of each pathogen (1,0) and geographical cluster of ticks
(A, B, or C). The data were imported into R and checked for accuracy and integrity. As the data did not meet the
assumptions of independent observations, normality, and homogeneity of variances, a Kruskal-Wallis test was
performed to compare the effect of geographical cluster of ticks (A, B, C) on the presence of each pathogen. The
results of the Kruskal-Wallis test were reported, including the chi-squared test statistic, degrees of freedom, and p-
value. Since the Kruskal-Wallis test detected a significant difference among the groups, additional post-hoc tests
were performed to determine which specific groups differed significantly from each other. The post-hoc tests used
were multiple comparisons of Mann-Whitney. The p-values of the post-hoc tests were adjusted for multiple
comparisons using the Bonferroni method.

Results

1. Identification of microorganisms detected in H. marginatum

DNA and RNA of ten of the targeted tick-borne microorganisms were identified in 1195 H. marginatum ticks
(973 individual ticks and 222 pools of 1 to 10 ticks) collected mainly on horses in the South of France, especially
from continental areas, using the microfluidic real-time PCR system as a first screening method and then specific
confirmation with dedicated conventional PCRs and sequencing. Using the Fluidigm method, we detected 2 ticks
positive for Borrelia spp, 3 for A. marginale, 33 for A. phagocytophilum, 201 for Anaplasma spp, 3 for Ehrlichia spp,
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878 for Ri. aeschlimannii, 957 for Rickettsia spp, 8 for B. henselae, 4 for Bartonella spp., 68 for Theileria spp, 22 for
T. equi, 13 for West Nile Virus, 1 for CLE and 1 160 FLE for individual tick analysis. In terms of tick pools, the same
method identified 19 positive pools for Anaplasma spp., 215 pools for Ri. aeschlimannii, 214 for Rickettsia. spp., 10
for Theileria. spp., 5 for T. equi, 216 for FLE and 3 in WNV Except for the well-known CLE and FLE (and because the
pathogenic forms C. burnettii and F. tularensis were never detected in this study), any other amplified
microorganisms suspected to be pathogenic were sequenced to be confirmed, at least for some amplicons.

For Rickettsia spp., most of samples amplified specifically for Ri. aeschlimannii were also amplified in Rickettsia
spp., using the microfluigdim method. 18 amplicons (5 combining the two targets, 3 amplifying only Ri.
aeschlimannii and 10 amplifying only Rickettsia spp.) were sequenced. Of the 10 readable sequences, all sequences
confirmed the presence of Ri. Aeschlimannii, but formed two genetic groups. The first one showed the same
sequence that was deposited on GenBank (AN: XXXXXXX) and presented 99% homology with the reference
sequence of a Ri. aeschlimannii strain isolated from H. marginatum in the Crimean Peninsula of Russia in 2016 (AN:
KU961544.1). 98.46% of this sequence was similar to that detected by Matsumoto et al. (Matsumoto et al. 2004) in
an H. marginatum from Corsica. The second group, one of whose sequences has been deposited on GenBank (AN:
XXXXXX), showed 98.77% homology with a strain isolated from an H. marginatum found in England in 2019 (AN:
MT365092) and 97.85% homology with another strain detected in Corsica in 2019 (AN: MK732478) in a
Rhipicephalus bursa tick.

For Anaplasma spp., all samples amplifying A. marginale were also positive for Anaplasma spp., which was not
necessarily the case for A. phagocytophilum where samples were positive for A. phagocytophilum but not
Anaplasma spp., and many samples were only amplified using primers targeting Anaplasma spp. 19 amplicons
representative of the four cases (A. marginale + Anaplasma spp. / A. phagocytophilum only / A. phagocytophilum
+ Anaplasma spp. / Anaplasma spp. only) were sequenced, and only confirmed samples that combined the
amplification of both specific and generic targets. The samples positive for Anaplasma spp. also identified Devosia
spp by sequencing confirmation PCR products which is an ubiquitous soil bacteria that is considered as a PCR cross
contaminant. Finally, two Anaplasma species were confirmed: A. phagocytophilum and A. marginale. The sequence
of A. phagocytophilum obtained (GenBank, AN: XXXXXXX) showed 99% homology with the reference sequence from
an A. phagocytophilum strain isolated in a Rhipicephalus microplus tick collected on a cow in Taiwan in 2021 (AN:
0L690562.1) and 99.12% with a sequence from an Ixodes ricinus, in Hérault, France in 2010 (AN : OR426543). For
A. marginale, the sequence obtained (GenBank, AN : XXXXX) showed 96% homology with reference sequence from
an A. marginale strain isolated in a H. schulzei tick collected in Iran in 2019 (AN: MK310488) and 95,27 % from a
strain isolated in cattle in 2017 in spain (AN: MT664983).

For Ehrlichia spp., two amplicons were sequenced and were confirmed as E. minasensis. The resulting sequence
deposited in GenBank (AN: XXXXXXX) showed 99% homology with the reference sequence NR_148800.1 of a strain,
which was isolated from the hemolymph of a Riphicephalus microplus tick from Brazil in 2019. Moreover, the
sequence detected shows 98% homology with AN : JX629805 detected in xxx when of which the sequence detected
in Corsica was 100% identical (Vincent Cicculli et al. 2019).

For Theileria spp., most of samples that were amplified specifically for T. equi, were also amplified for Theileria
spp, except two samples only for T.equi, whereas other samples were only amplified for Theileria spp. No sample
was amplified for T. annulata. 66 amplicons combing these three cases (T. equi only / T. equi + Theileria spp. /
Theileria spp. only) were sequenced and confirmed the presence of T. equi for samples amplified for both targets
as well as those amplified only for T. equi. All amplicons for Theileria spp. only produced sequences that could not
allow species-specific identification despite repeated sequencing (unreadable sequence). For T. equi, the same
sequence (GenBank, AN: XXXXXX) was obtained and showed 99% homology with the reference sequence froma T.
equi strain isolated in Chile (AN: MT463613.1) in 2020 and 99,81% homology with a sequence from Rhipicephalus
bursa in Corsica in 2019 (AN: MK732476.1).

Nine ticks detected positive for Theileria spp. only were finally confirmed by sequencing as infected by Babesia
occultans. This ticks were only collected from cattle. The sequence was deposited in Genbank (AN: XXXXXX) and
showed 99% homology with a sequence of B. occultans isolated from a H. excavatum tick collected on cattle in
Turkey in 2022 (AN : OM066180.1).
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One individual tick and one pool of ticks from Corsica were positive for the West Nile Virus. The amplification
product was sequenced and deposited in Genbank (AN: XXXXXX) and showed 100% homology with the
corresponding sequence in the complete genome detected from snowy owl in 2019 in Germany (AN : LR743458.1).

3. Prevalence of microorganisms in H. marginatum, host origin and spatial distribution
Results of individual and pooling detections are presented in Table 3.

FLE was the most prevalent microorganism, as detected in more than 95% of individual ticks and pools of ticks
of H. marginatum. Ri. aechlimannii was detected in more than 75% of the analyzed individual ticks and 95% of pools
of H. marginatum. Conversely, we only identified a CLE in one tick collected on a horse in Var. Then, prevalences of
infection due to all the other targeted tick-borne pathogens ranged from 0.1 to 3.5% (up to 6.7% in pools). If we
remove the associations between Ri. aeschlimannii that was highly prevalent and the other pathogens, the
likelihood of coinfections in H. marginatum ticks seemed to be very low. In fact, only 3 coinfections were observed,
two ticks carried both B. occultans and A. marginale and one tick carried both E. minasensis and A. marginale.

Although equine piroplasmosis is commonly reported in horses from the South of France (Rocafort-Ferrer et al.
2022) and ticks were mainly collected on horses, T. equi was detected in a very small number of ticks, 17 individual
ticks from mainland France and 9 pools from Corsica, and no B. caballi was detected in the analyzed ticks. However,
B. occultans was detected in nine individual ticks collected on cattle from Corsica. For bacteria, we evidenced two
species of Anaplasma and one of Erhlichia. A. marginale was only detected in ticks collected on cattle in Corsica,
while A. phagocytophilum was mainly found in ticks collected from horses but also on cattle and to a lesser extent
in ticks collected on birds (n = 2/37). Birds were mainly infected by Ri. aeschlimannii (n = 15/37) (Table 2). E.
minasensis was detected in four ticks, three from Corsican cattle and one from a horse on the mainland. Only one
virus, the West Nile virus, was detected in one tick collected from a cow and one pool of ticks collected from a
horse, both in Corsica (Table 2). H. marginatum ticks were all negative for CCHFV. No specific pathogens, except Ri.
aeschlimannii, were found in wild boar ticks (n = 6/7). Except differences observed between ticks from horses versus
cattle, and although H. marginatum ticks from other vertebrate hosts were highly underrepresented, their panel of
microorganisms seemed to be quite similar to what was observed in horses.

Table 3: Microorganisms detected and confirmed in H. marginatum ticks, tested individually or by pools. The
currently known or assumed pathogens are in black and the endosymbionts in grey

t:;(?:;i‘;;;) Pools of ticks (N=222)

Nb. detected Prol(at:/)r)tion Host Nb. detected Proportion (%) Host
Rickettsia aeschlimannii 743 76,4 B,C,H W 214 95,1 H
Francisella-like endosymbiots 944 97,0 B,C,H W 216 97,3 H
Anaplasma phagocytophilum 33 3,4 B, C, 15 6,7 H
Anaplasma marginale 3 0,3 C 0 0 H
Ehrlichia minasensis 3 0,3 C,H 0 0 H
Coxiella-like endosymbiots 1 0,1 H 0 0 H
Theileria spp. 34 3,5 H 0 0 H
Theileria equi 17 1,8 H 13 5,8 H
Babesia occultans 9 0,9 C 0 0 H
West Nile Virus 1 0,1 C 1 0,4 H

B: birds, C: cattle, H: horses, W: wild boars

Using Chi-square test, except for Ri. aeschlimannii and B. occultans we did not observe a significant difference
in the presence of each pathogen between males and females ticks (Ri. aeschlimannii : x> = 10.28 , df = 1, P = 0.001
; A. phagocytophilum : x> =0.46 df =1, P =0.49 ; A. marginale : x> =1.37,df = 1, P=0.24 ; E. minasensis : x> = 1.37,
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df =1, P=0.24; Theileria spp. : x> =1.37,df =1, P=0.24; T. equi : x?>= 0.001, df = 1, P= 0.97 ; B. occultans : x> = 4.14,
df =1, P = 0.04). Ri. aeschlimannii seemed to be much more present in male than female ticks (n(M) = 388 ; n(F) =
340) and B. occultans in females (n(M) = 1 ; n(F) = 8). As explained in Material and methods, looking for differences
between development stages or hosts on which ticks were collected was not applicable, due to misrepresentation
of some categories.

By mapping results of tick infections (Figures 2), we did not observe spatial differences for most of the detected
pathogens. This was confirmed statistically on data collected in 2017 only, which constituted the main part of the
sampling. However, and keeping in mind that some host species such as cattle were not sampled in all areas, some
pathogens were only detected in Corsica, such as A. marginale and B. occultans, as well as WNV. In addition,
although Ri. aechlimannii was widely represented in ticks from the South of France, we noticed significant
differences between geographical areas. Considering the geographical clusters previously described for the
distribution of H. marginatum in southern continental France (Bah et al. 2022) the prevalence of Ri. aeschlimannii
was significantly higher in Pyrénées-Orientales and Aude than in Hérault and Gard (Kruskal-Wallis, x*> = 8.6102, df =
1, P=0,01).
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Figure 2: Distribution of Rickettsia aeschlimannii (A) in Ticks Among Horses (Left) and Cattle (Right), and
prevalence of various pathogens (B) Among Horses (Left) and Cattle (Right) in each sampling site. The size of the
circles is proportional to the number of ticks per site, the color of the department (in A and B) correspond to the

samplig year.
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Discussion

In this study, the microfluidic real time PCR technology was used for the detection of tick-borne microorganisms,
including pathogens but also endosymbionts, in H. marginatum ticks collected mostly on horses and in a less extend
on other animal species, in Corsica but also in the Mediterranean rim of mainland France where this species has
recently settled (2016). The microfluidic method allowed the detection of eight known or suspected pathogens
genera and species (namely Ri. aeschlimannii, A. phagocytophilum, A. marginale, E. minasensis, Theileria spp., T.
equi, B. occultans and West Nile Virus) and two endosymbionts species (FLE and CLE) already known to circulate in
France. Actually, the most abundant microorganisms detected were FLE and Ri. aechlimannii, whereas the
prevalence of other microorganisms was low (0.1-6.7%).

The microfluidic method allows the high throughput targeted detection of defined parasites, bacteria and
viruses, but may miss unexpected or new microorganisms that are present in the sample but not pre-listed as
targeted candidates. This is questionable when investigating the panel of microorganisms that could be introduced
by an invasive exotic tick species such as H. marginatum. This implies to identify, as comprehensively as possible,
the range of microorganisms that are usually transmitted by, or at least detected in, such tick species in its original
geographical areas, as it was done to develop and adapt the microfluidic array in this study. Our choice to target
microorganism species but also larger genera and to confirm by sequencing allowed broadening our detection
capacity, as it was the case for B. occultans confirmed in samples firstly positive for Theileria spp. However,
confirmation of the amplifications using sequencing were carried out only on a small part of samples, resulting in
extrapolations for samples showing similar amplification pattern. This was the case of Anaplasma spp. and A.
phagocytophilum for which, out of 19 samples sent for sequencing, only two sequences confirmed the presence of
A. phagocytophilum. The other sequences obtained corresponded to Devosia spp., which is an ubiquitous soil
bacterium, contaminating numerous samples and probably co-amplified by our PCR primers targeting Anaplasma
spp. In this case, the samples that were positive for A. phagocytophilum on the chip were all confirmed by
extrapolation compared with the sequences obtained for the two samples (which had the same profile on the chip).
Nevertheless, the main advantage of this high-throughput method is its capacity to screen a large number of tick
samples, for different microorganisms in parallel, with a very small amount of material allowing detection at the
individual scale. In our case, this permitted to provide for the first time the panel of microorganisms encountered
in 973 individual and 900 in the 222 pools H. marginatum ticks collected in 9 French departments, from Spain to
Italian borders and Corsica island, and no spatial heterogeneity for most pathogens. This method also generated
first prevalence estimates of microorganisms (including TBPs) carried by H. marginatum, depending on the animal
hosts on which they were collected. In some cases, by crossing ecological and epidemiological information on tick-
host-pathogen associations considered in our study, this allowed to provide first hypotheses on the role of H.
marginatum as a vector for local pathogens. However, as H. marginatum is a hunting tick, all the ticks included in
our study were collected on animals during their blood feeding. This consequently questions on the origin of
microorganisms’ DNA or RNA detected in ticks, namely the ticks as arthropod reservoirs or the infected animal hosts
via the remaining blood meal in the tick midgut, which may change our conclusions on tick vector competence.
Although experimental studies are scarce, especially for some microorganisms requiring high biosafety levels, only
the experimental validation of the ability of a tick species to acquire a pathogen on an infected host, to allow its
replication or persistence, and to transmit it to a new naive host is a formal evidence of vector competence for a
given pathogen.

Francisella-like and Coxiella-like endosymbionts detected in our study are non-pathogenic mutualistic
and/or commensal microbes, which play a key role in the tick’s developmental process and pathogen transmission
(Buysse et al. 2021; Hussain et al. 2022). In our study, about 97% of H. marginatum were infected by FLE, and only
one tick was positive for CLE, which is coherent with previous observations that FLE outcompetes CLE in ixodid ticks
(Kumar et al. 2022). High prevalence of FLE in H. marginatum ticks was previously observed, as it seems to be an
ancestral primary endosymbiotic organism (mandatory to tick survival), being involved in nutritional symbiotic
interactions including folate and riboflavin biosynthesis pathways plus biotin biosynthesis that are crucial for tick
metabolism (Buysse et al. 2021). Deprivation of their nutritional symbionts induced in ticks a complete stop of
growth and moulting together with lethal physical abnormalities, which can be fully restored by exogenous
supplementation with B vitamins. B vitamins are present at low concentrations in the blood compared to the
amount required for arthropods development (Zhong, Jasinskas, et Barbour 2007; Duron et al. 2018; Serrato-Salas
et Gendrin 2023), resulting in the need of production by endosymbionts.
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The second most abundant bacterium carried by H. marginatum ticks was, Ri. aeschlimannii, detected in 75%
of individual ticks and 95% of tick pools. It was reported that Ri. aeschlimannii infections in humans can cause
spotted fever, in North Africa and South Africa, and in 2010 a first case occurred in Southern Europe, in a Greek
patient (Germanakis et al. 2013), and two other cases were reported in Italy in 2016 and in Germany in 2019 (44;
https://www.vidal.fr/actualites/23772-cas-suspect-de-fievre-tachetee-a-rickettsia-aeschlimannii-en-
allemagne.html). Ri. aeschlimannii was first isolated from H. marginatum in 1997 from Morocco (Beati et al. 1997),
and is now regularly reported in ticks from the whole Mediterranean area (Parola et al. 2014) as in Corsica, where
Grech-Angelini et al (2020) have detected 100% of the pools of H. marginatum positive to Ri. aeschlimannii. In the
latter case, the pool analysis was able to increase the estimated prevalence of infection compared with our analyses
of individual ticks, which showed 76.4% prevalence of infection. For the analysis of pooled samples in our study,
two were negative, and each contained a single tick. Given the high infestation rate of this pathogen in continental
or Corsican ticks, and the pathogenicity of this bacterium, the risk of human exposure to Ri. aeschlimannii could be
very high. In Corsica, it has been hypothesized that the strong presence of this bacterium could explain human cases
of tick-borne spotted fever (Grech-Angelini et al. 2020). On the other hand, in mainland France, human cases of
tick-borne spotted fever have not been reported so far, and this questions about the pathogenic potential of Ri.
aeschlimanii found in H. marginatum ticks. Ri. aeschlimannii can be transovarially transmitted from H. marginatum
ticks to their offspring, what strengthens the notion that H. marginatum may act as a reservoir for this bacterium
(Matsumoto et al. 2004; Azagi et al. 2017). Considering the very high prevalence of Ri. aeschlimannii compared to
any other pathogenic bacteria detected in H. marginatum, an alternative hypothesis could be its role as a secondary
symbiont of H. marginatum ticks, which could regulate development of other infectious Rickettsia similarly to
Rickettsia peacockii in Dermacentor andersoni (Baldridge et al. 2004). Contrary to a primary symbiont that is
virtually fixed in the tick population because it is vital to them, secondary symbionts are not essential and may just
give to ticks a higher selective value. At this stage, it is impossible to conclude on the role of Ri. aeschlimannii and
further investigations are necessary, such as its detection specifically in tick salivary glands to conclude on its ability
to be horizontally transmitted through tick bite and experimental trials of removal to describe its potential role for
the tick metabolism.

Apart from Ri. aeschlimannii, bacterial DNA detected in H. marginatum was mostly represented by the genus
Anaplasma, namely A. phagocytophilum and A. marginale, remaining both at low levels (3,7% in individual ticks,
6,7 % in pools for A. phagocytophilum and less than 1% of individual ticks for A. marginale). A. phagocytophilum is
a zoonotic obligate intracellular bacterium causing Tick-Borne Fever in cattle and sheep, Human Granulocytic
Anaplasmosis (HGA) in humans, and equine ehrlichiosis (Rikihisa 2011). This TBP has been reported in several
countries in Europe (Matsumoto et al. 2006). There have been HGA cases reported in mainland France, with a first
case identified in 2003 and others reported later but infrequently (Edouard et al. 2012). Human cases have also
occurred in continental Italy (Ruscio et Cinco 2003). A recent study showed that in the French Pays Basque, 22.4%
of collected Rhipicephalus bursa ticks contained A. phagocytophilum DNA (Dahmani et al. 2017). This is not the first
time that this bacterium has been identified in H. marginatum, as one tick was found infected in Israel in 2007
(Keysary et al. 2007), and three in Tunisia in 2012 (M’ghirbi et al. 2012). As observed in our study, prevalence in
ticks was always low (inferior to 3,5%), while the bacterium was highly present in cattle (Woldehiwet 2006) and
horses (67% of positive horses, (M’ghirbi et al. 2012)), which are the likely hosts of H. marginatum adult stages. If
ticks contracted the bacterium during their blood meal, there would supposedly be a larger proportion of positive
ticks, and this allows us to assume a potential role of H. marginatum as vector, a hypothesis that needs to be further
investigated. Some tick species (Dermacentor albipictus, Rh. annulatus) transmit this pathogen trans-ovarially. This
transmission has been estimated between 10 and 40% in D. albipictus. In the absence of information on the vector
competence of H. marginatum for A. phagocytophilum and in view of our results, we can say that H. marginatum
may be involved in the transmission of this bacterium. Additionally to A. phagocytophilum, A. marginale DNA was
found in three H. marginatum ticks collected from cattle in Corsica, which is consistent with its etiologic role in the
erythrocytic bovine anaplasmosis that can affect various species of domestic and wild ruminants, including cattle
(Aubry et Geale 2011), and that is largely distributed in France. This bacterium has been already reported in ticks
from Corsica (Dahmani et al. 2017; V. Cicculli et al. 2019), including H. marginatum (Grech-Angelini et al. 2020).
Although not considered as a primary vector of this bacterium (Atif 2015), and because we only found infected ticks
when they were collected from cattle, it appears that the presence of this pathogen in our ticks could be the reflect
of their host's infection. Another bacterium detected in H. marginatum was E. minasensis. In 2014, it was found to
naturally infect cattle in Brazil and cause clinical ehrlichiosis in an experimentally infected calf (Aguiar et al. 2014).
The distribution of E. minasensis is not restricted to the American continent (Gajadhar et al. 2010; Cruz et al. 2012;
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Aguiar et al. 2014), and this bacterium was reported recently in Corsica island (Vincent Cicculli et al. 2019), in
Pakistan (Rehman et al. 2019), Ethiopia (Hailemariam et al. 2017), South Africa (Iweriebor et al. 2017) and Israel
(Thomson et al. 2018). E. minasensis infects not only bovines (Gajadhar et al. 2010; Aguiar et al. 2014; Hailemariam
et al. 2017), cervids (Lobanov et al. 2012) or dogs (Thomson et al. 2018), but also horses (Muraro et al. 2021).
Although the vector competence of ticks for this microorganism remains to be tested, E. minasensis has already
been identified in several tick species including R. microplus (Cruz et al. 2012; Carvalho et al. 2016), R.
appendiculatus (lweriebor et al. 2017) and H. anatolicum (Rehman et al. 2019). In 2019, Cicculli et al (2019)
identified this bacterium in 3.7% of H. marginatum collected from cattle in Corsica. In our study, E. minasensis was
detected in few ticks, two from cattle in Corsica and one from a horse in mainland France (Hérault department).
The three ticks were collected fully engorged and still attached to their host. The role of H. marginatum in the
transmission of E. minasensis remains unknown. Nevertheless, despite very low observed prevalence, we cannot
exclude but only hypothesize a vertical transmission to immature stages of H. marginatum or horizontal
transmission from infected hosts or through co-feeding with other ticks, insuring possible maintenance and
transmission of the bacterium.

Concerning protozoan microorganisms, DNA detected in H. marginatum was mostly represented by the genus
Theileria. On the one hand, there is T. equi which is a causative agent of equine piroplasmosis (EP) which can also
be due to B. caballi (not detected in this study) (Wise et al. 2013). T. equi infects wild and domestic equines
worldwide, and are enzootic in many countries including several European countries bordering the Mediterranean
sea such as France (Tirosh-Levy et al. 2020). The parasite is transmitted by hard tick species belonging to several
genera including Hyalomma, Dermacentor, Rhipicephalus, Amblyomma, and Haemaphysalis (Scoles et Ueti 2015;
Tirosh-Levy et al. 2020). This is not the first time that this apicomplexan parasite has been identified in H.
marginatum in France, as 43% of ticks collected previously on horses in Camargue were found positive in 2022
(Rocafort-Ferrer et al. 2022). EP is known to be widely distributed in France, particularly in the South (Rocafort-
Ferrer et al. 2022). If the majority of horses on which ticks engorged were positive and ticks could be infected via
the blood meal, then they would have been almost all positive. However, we detected a few T. equi positive
samples, despite the fact that many horses in the South of France are asymptomatic carriers of this parasite
(Rocafort-Ferrer et al. 2022). This result may be explained by the fact that the areas sampled are not of high parasite
circulation contrary to Camargue where the prevalence of T. equi is high (Rocafort-Ferrer et al. 2022), or by the fact
that the primers used are not those that enable this parasite to be detected more widely or that H. marginatum is
not a vector for this parasite. This avenue remains to be explored, and we will need to test again our samples with
new primers to find out whether the prevalence of infection is increasing. However, this is not the only case where
the prevalence of infection in horses was high although the prevalence of infection in ticks remained low. This was
shown by Nadal (Nadal 2019), who found 50% infected horses and only 3% positive ticks. Addsqg<itionally, as we did
not detect any ticks positive for B. caballi, we can assume that whether this pathogen is not circulating or no longer
circulating in the South of France, or that the primers used for PCR amplification also failed to detect it. We thus
assume that few to no horses were actually infected by B. caballiin our sampling areas, which is commonly observed
(Rocafort-Ferrer et al. 2022). About 5% of our collected ticks were positive for the genus Theileria, suggesting a low
circulation in horses and therefore a very low transmission to ticks. While the risk of introduction of some pathogens
belonging to the genus Theileria causing tropical theileriosis was questioned with the arrival of H. marginatum in
France, T. annulata DNA has not been detected in the collected ticks of this study, neither T. buffeli, a benign cattle
pathogen, previously detected in Corsica (ICTTD, 2000). Curiously, in two third of the cases, we were not able to
identify the species of Theileria because of unsuccessful sequencing. In these cases, we can make several
hypotheses. For ticks collected from cattle, we can wonder if it is T. annulata or T. buffeli because they are both
present in cattle, despite no other species than T. equi was characterized. It could also be T. equi, as five different
genotypes are known in the world and cannot be all amplified using the same primers, or T. haneyi, detected since
2018 in USA (Knowles et al. 2018), that may also potentially be considered as an agent of EP (Knowles et al. 2018;
Sears et al. 2019). We have finally detected B. occultans in cattle ticks from Corsica. Some studies have detected B.
occultans in H. rufipes, H. marginatum, R. turanicus, and H. excavatum ticks (Aktas, Vatansever, et Ozubek 2014;
Ros-Garcia et al. 2011; Orkun 2019; Orkun et al. 2020). So far, only H. rufipes has been confirmed as a vector of B.
occultans (Ozubek et al. 2020) and H. marginatum is not described as a potential vector of this pathogen. In our
study, it can be assumed that ticks engorged on cows carrying this parasite and got infected during their blood
feeding. Nevertheless, it cannot be ruled out that an evolutive adaptation could lead to H. marginatum-borne
transmission of B. occultans in southern Europe. This deserves further investigations in H. marginatum ticks
collected on cattle populations, as recently done in Morocco (Elhachimi et al. 2021).

181"



One virus was detected in this study and it was the WNV in one individual tick, which was collected from a
Corsican cow in 2019 and one pool of ticks from a Corsican horse in the south part of the island. Since cattle do not
appear to be involved in the WNV natural cycle, it can be assumed that the tick has been infected by the virus during
its previous blood meal at immature stage, which probably took place on a bird. Birds, unlike cattle, are involved in
the WNV cycle and are even considered as reservoirs of the virus as they are able of re-infecting vectors (usually
mosquitoes) (Vaughan, Newman, et Turell 2022), and therefore possibly ticks feeding on them. For the tick pool of
10 males from a horse, considering that horse is an epidemiological dead-end for WNV as it does not produce a
sufficient viremia to infect vectors and therefore ticks (David et Abraham 2016), and that adult males engorged
much less than females even not at all, the transmission of the virus from the horse to the ticks did probably not
occur. This raises the hypothesis that H. marginatum would be able at least of transstadial transmission of WNV,
which is not a sufficient evidence to confirm its full vector competence. However, the horizontal transmission of
WNV to an uninfected vertebrate host by H. marginatum at immature and adult stages was experimentally
demonstrated in Portugal (Formosinho et Santos-Silva 2006). Because the WNV can cause neurological disease and
death in people, our results encourage to intensify monitoring of the WNV in H. marginatum and consolidate
information on the potential transmission of the virus by this tick species.

With the exception of known or suspected endosymbiont, infection prevalence for endemic pathogens remain
very low in the tick H. marginatum. Its vector competence can be suspected for T.equi and A. phagocytophilum.
Finally, we did not detect any new exotic pathogens that might have been brought in with H. marginatum from its
original distribution area. On the basis of all this information, and keeping in mind that this epidemiological situation
may change in the future, we can conclude that H. marginatum does not currently present a major health risk for
humans or animals in France, but must remain highly monitored due to its ability to spread on long distances via
bird migrations and terrestrial animal trade and to transmit CCHFV as it was already confirmed in surrounding
countries.
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II. Partie 2 : Détection, par meétaprotéomique, des micro-
organismes (agents infectieux et commensaux/symbiontes)
présents dans les organes des tiques H. marginatum du Sud de

la France.

Matériel biologique et site d’étude

En ce qui concerne le matériel biologique afin de décrire le microbiote, les tiques H. marginatum sont
issues de deux écotopes. D’une part la moitié des tiques provient de 1’insectarium du CIRAD ; elles
proviennent de Pompignan dans le Gard et y sont élevées depuis au moins 3 générations, et sont
exemptes de VFHCC (les femelles ayant pondu les ceufs qui ont permis de générer les colonies ont été
testés par PCR pour s’assurer de 1’absence des principaux agents transmis par cette tique). L’autre
moitié provient du terrain ; elles ont été prélevées sur des chevaux (héte privilégié des stades adultes
de H. marginatum en Méditerranée) dans des structures équestres proches de Pompignan. Ces tiques
sont prélevées au niveau des paturons des chevaux avant de commencer leur gorgement (pour éviter
de diluer le signal peptidique microbien avec celui du repas de sang et car la dissection de tiques

gorgées est impossible).

Apres dissection des tiques, les organes sont lavés 3 fois dans du PBS stérile et regroupés par pools de
5 individus de méme sexe et provenant de la méme origine géographique. Cette procédure a pour but
d’obtenir une quantité suffisante de matériel biologique (surtout pour les micro-organismes) afin
d’avoir un bon signal lors de I’analyse par spectrométrie de masse. Deux organes ont été analysés pour
chaque tique : les glandes salivaires (GS) et le tube digestif (TD). Ces organes sont sélectionnés car ils
représentent les voies d’entrée et de sortie des agents infectieux dans les tiques et qu’ils contiennent
d’autres micro-organismes pouvant faciliter, par la suite, la transmission de ces agents. L’isolement de
ces organes permet d’identifier les différents micro-organismes contenus dans chaque organe et ainsi
avoir une premiere distribution spatiale de ces micro-organismes dans les tiques. Les organes sont
broyés mécaniquement dans 1 ml de PBS sterile additionné d’antiprotéases (cocktail d’inhibiteurs de

protéases cOmpleteTM, Roche, France) avec des billes de silice de 1 mm (Ozyme, France) dans un
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broyeur orbital (Precellys® 24 Dual, Bertin, France) a 5000 rpm pendant 15s et ’homogénat est stocké

pour les futures analyses.

Glandes
salivaires

Tube
digestif

Figure 28 : Dissection d'une tique male H. marginatum sous loupe binoculaire.

Extraction de protéines

Les protéines ont été extraites d'un homogénat par précipitation au TCA (acide trichloroacétique),
suivie d'une centrifugation (10 000g pendant 2h), et reprise du culot dans un tampon de réhydratation
qui conserve leur configuration native (§8M d’urée, 2M de thiourée, 4% CHAPS, 1% Triton-X-100,
cocktail d’inhibiteurs de protéases cOmpleteTM). Au total, 104 échantillons ont été analysés,
comprenant 2 écotopes (insectarium versus terrain), 2 sexes (male versus femelle), 2 types d'organes

(tube digestif versus glandes salivaires), 3 réplicas pour chaque combinaison et 4 fractions analytiques,
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cce qui équivaut en tout a 96 échantillons analysés, auxquels il faut ajouter les 2 contrbles de

I'environnement de dissection (des morceaux de steak disséqués comme les tiques) (Figure 29).
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Figure 29 : Plan d’échantillonnage des protéines des organes (glandes salivaires GS et tube digestif
TD) de Hyalomma marginatum.

Les échantillons protéiques ont été envoyés pour analyse a la plateforme de protéomique Li2D du CEA
a Marcoule. Ils ont subi une étape de migration électrophorétique SDS-PAGE, suivie d'une extraction
des bandes de protéines majoritaires et minoritaires présentes sur le gel (4 fractions, Figure 29). Ce
fractionnement de I'échantillon a été réalisé pour optimiser la détection des micro-organismes qui sont
faiblement représentés. Ensuite, une protéolyse a été effectuée en utilisant de la trypsine Gold (Mass
Spectrometry Grade, Promega) pour générer les peptides qui ont ensuite été analysés par spectrométrie

de masse (Orbitrap Exploris 480, Thermo Scientific).

Identification des peptides par spectrométrie de masse

Les peptides issus de la digestion trypsique sont injectés dans le spectromeétre de masse (Orbitrap
Exploris 480, Thermo Scientific), ou ils suivent une premiére séparation par nano-chromatographie
(UltiMate 3000, Dionex-LC Packings), avant d’étre électropulvérisés pour une mesure de leurs masses
moléeculaires et la détermination de leur composition chimique. Cette méthode se déroule généralement

en trois étapes :
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- lonisation et fragmentation : les peptides sont convertis en ions dans une phase gazeuse,
puis, apres une premiere analyse en masse (MS1), ils subissent une fragmentation par
mécanique par collision en différents sous-fragments peptidiques ionisés (MS2).

- Séparation des fragments : les fragments ionisés sont ensuite séparés en utilisant un
champ électromagnétique sous vide, ce qui permet de les différencier selon leur masse
et leur niveau de charge ionique.

- Analyse des fragments : la masse moléculaire de chaque fragment chargé est analysée
en utilisant le rapport masse/nombre de charge (m/z). Cette analyse permet d'obtenir
des pics d'intensité, également appelés spectres de masse, qui correspondent aux
séquences en acides aminés des peptides analysés, et qui sont ensuite utilisés pour
identifier les protéines correspondantes et les taxons auxquels elles appartiennent dans

les bases de données (Figure 30).

Les peptides ont été analysés le long d'un gradient de 90 minutes d'acétonitrile avec des cycles de
balayage initiés par un balayage complet des ions peptidiques dans I'analyseur Orbitrap, suivi d'une
dissociation collisionnelle a haute énergie et de balayages MS/MS des 20 ions précurseurs les plus
abondants avec seulement des charges 2+ ou 3+. Des spectres de masse a balayage complet ont été
acquis de 350 m/z a 1 800 a une résolution de 60 000. La sélection des ions pour la fragmentation et
la mesure MS/MS a été effectuée en appliquant une exclusion dynamique pendant 10 s. Les spectres
MS/MS ont été attribués aux séquences peptidiques par le moteur de recherche MASCOT Daemon
2.6.0 (Matrix Science), avec les parameétres suivants : trypsine en tant qu'enzyme, un clivage manqué
au maximum, tolérance de masse de 5ppm sur l'ion précurseur et 0,02Da sur le spectre MS/MS,
modification fixe de la cystéine carboxyamidométhylée (+57,0215), et méthionine oxydée (+15,9949)
comme modification variable. Les fichiers DAT MASCOT ont été analysés a l'aide de la fonction
“ms_peptidesummary” de Matrix Science msparser version 2.5.2. Les correspondances peptide-
spectre (Peptide to Spectrum Match, PSM) avec des valeurs attendues inférieures a 0,05 ont été
validées a l'aide du seuil d'homologie MASCOT. Plusieurs PSM par spectres MS/MS étaient autorisés
en cas de scores ioniques supérieurs a 98% du score ionique supérieur. Les séquences peptidiques de
chaque PSM ont été alignées (mappées) sur des accessions de protéines NCBI, qui ont été associées
aux taxons correspondant (Taxid to Spectrum Match, TSM) dans les assemblages RefSeq (GCF) et
aux assemblages GenBank (GCA). Une compilation d'informations a été effectuée en suivant I'arbre
taxonomique du NCBI depuis I'assignation directe aux niveaux taxonomiques : espece, genre, famille,

ordre, classe, embranchement et réegne. Pour chaque taxon a chaque niveau, une identification des
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séquences peptidiques et des TSM correspondantes a été effectuée, ainsi qu'un décompte des séquences
peptidiques spécifiques ou uniques, et des TSM specifiques correspondants (Gouveia et al. 2020). Pour
étudier le microbiote des organes de H. marginatum, nous avons analyseé les fragments peptidiques en
mode d’acquisition des spectres dépendant de données (DDA : Data-Dependent Acquisition,
(Broeckling et al. 2018)), choisissant quel ion doit étre fragmenté en fonction de I’intensité observée
en MS1 car il s’agit du mode le plus adapté a une recherche approfondie d’identité dans les bases de
données. Cette option a permis de lever un obstacle initial majeur qui était le déséquilibre entre la forte
proportion de protéines provenant des tiques et la faible proportion de protéines des micro-organismes
présents dans les échantillons. Les données sont présentées sous forme de tableaux, fournissant les
Taxon-to-Spectrum Matches (TSM) obtenus pour chaque pool d'organes, chaque genre de tiques et
chaque origine (insectarium versus terrain). Ces tableaux incluent également le décompte des peptides

spécifiques pour chaque micro-organisme présent dans chaque pool d’organes de tiques (speTSM).

Phylopeptidomique : MS-MS Orbitrap Exploris

LA

-.. A%V;A\‘OE'C A:‘:GEA;R ”
L e R At Ao
. i i i
. ,,, .n v “ve e ‘Yo v '\, Y
Dissection des organes % nooe
| " N " b:\ 7 b B
’Jx O J ol
v B N Lot Pd A A,AJ. L] ]_,_l:_l,
wo 1 200 250 200 3’,35‘ 4O 450 00 550 200
Broyage
‘ . L
\ Extraction of peptide
mass spectra
Extraction des protéines MS
Wi
v C
. . . 2 MS/MS
Digestion et analyse des peptides i
Spectrométrie de masse en UL UL
tandem

HyperQuad Mass Filter with Advanced
Quadrupole Technology (AQT)

Map peptides 10 species

Figure 30 : Workflow analytique de métaprotéomique par phylopeptidomique. Les spectres de masse
des peptides issus de la digestion trypsique des protéines extraites des organes de Hyalomma
marginatum sont alignés sur les protéomes des espéces taxonomiques des bases de données

protéiques (UniProtKB et NCBI protein).
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Un ensemble de données comprenant 389 017 spectres MS/MS a haute résolution a été acquis et 84
831 de ces spectres ont pu étre attribués a des informations taxonomiques : taxon peptide-based specific
matches (pepTSM). Sur la base de ces informations taxonomiques, 4 phyla ont été principalement
identifiés parmi les eucaryotes (97% de la biomasse) avec les familles Ixodidae (91%) correspondant
a la tique, et Hominidae (2%), Leporidae (3%), Bovidae (0,3%) a une contamination durant la
manipulation ou un héte nourricier potentiel. Des bactéries (2 % de la biomasse) et des archées (0,1
%) ont également été identifiées, les phylums les plus représentés étant Actinobacteria (0,7 %, dont le
genre Mycobacterium), Proteobacteria (0,6 %, dont les genres Pseudomonas, Vibrio, Francisella et
Rickettsia), Firmicutes (0,5%, y compris le genre Bacillus) et Bacteroidetes (0,2%, y compris le genre
Prevotella). Les genres cités comprennent des espéces endosymbiotiques et pathogenes déja décrites
dans le microbiote des tiques par métagénomique (Bernard et al., in prep).

Une analyse en composantes principales (ACP) a été effectuee pour étudier la distribution spatiale des
microbiotes des tiques en fonction de leurs organes d'origine. Les deux premiéres composantes
principales, expliquent respectivement 61,1 % et 16 % de la variance totale (Figure 31). Les résultats
de I'ACP ont révélé une séparation nette en fonction des deux organes analyses, a savoir les glandes
salivaires (SG) et les tubes digestifs (DT) des tiques (Figure 31). Le premier groupe rassemble les
échantillons provenant des glandes salivaires de chaque pool de tiques, tandis que le deuxiéme groupe
est composé des échantillons provenant des tubes digestifs. Cette distinction claire entre les deux
groupes d'organes indique que les microbiotes des tiques varient considérablement en fonction de

l'organe d'origine, plutdt qu’en fonction du sexe de la tique ou de 1’écotope.

Dim1 (49.9%)

Figure 31 : ACP de la distribution des échantillons de Hyalomma marginatum sur les dimensions 1 et 2.
Les microbiotes des 24 échantillons sont analysés comparativement en fonction des nombres de TSM
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et speTSM pour chaque genre microbien. SG : glandes salivaires, DT : tube digestif, F : femelle, M :
male, CT : insectarium, WT : terrain.

Dans une deuxiéme ACP, les regroupements selon I'organe sont toujours respectés, mais des profils
distincts des microbiotes des organes des tiques émergent en fonction de leur provenance, que ce soit

de I’insectarium ou du terrain (Figure 32).

Field ticks’ gut microbiota

Insectarium ticks’ gut microbiota

cos2

Dim2 (28.6%)

Dim1 (54.2%)

Figure 32 : ACP montrant la distribution des échantillons de Hyalomma marginatum sur les dimensions

1 et 2 selon l'organe et le lieu d’origine. Les échantillons ont été regroupés selon leurs origines (SG :
glandes salivaires vs DT : et Control vs Wild Type). 63 genres ou espéces de micro-organismes ont été
retenus dans I'analyse.

Afin de comparer qualitativement et quantitativement les microbiotes des organes de Hyalomma
marginatum, nous avons effectué des calculs sur les sommes des Taxon-to-Spectrum Matches (TSM)
spécifiques pour chaque micro-organisme, en tenant compte des différentes origines des échantillons
(glandes salivaires vs tube digestif, insectarium vs terrain, male vs femelle). Le VVolcano Plot (Figure
33 illustre la distribution des abondances relatives des micro-organismes dans les deux organes. Les
micro-organismes qui dépassent les seuils que nous avons établis pour la p-value et le log2 du ratio
(fold change) sont présentés sur le graphique (Figure 33). La valeur de p-value seuil pour assurer la
robustesse de I'analyse a été fixée a 0,1. Les log2 des ratios des sommes des TSM de chaque groupe

sont considérés a partir de 0,1.
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Figure 33 : Volcano plot des microorganismes significativement présents dans les glandes salivaires et
le tube digestif des tiques Hyalomma marginatum.

Les micro-organismes sont globalement plus abondants dans le tube digestif que dans les glandes

salivaires, avec 44 genres microbiens plus représentés dans le tube digestif, dont Francisella et

Rickettsia qui sont également détectés avec la puce Fluidigm, et dont 2 sont exclusifs de cet organe :

Natronobacterium et Stigmatella. Pour les glandes salivaires, 19 genres microbiens sont plus

représentés. La table 1 indique la répartition des

différents genres microbiens en fonction de leur

abondance relative dans chaque organe (log2 des ratios des sommes des TSM).
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les glandes salivaires (bleu) de Hyalomma marginatum

Microorganism GENUS
Francisella
Rickettsia
Halobellus
Methanobacterium
unclassified Methanophagales_genus
unclassified Gammaproteobacteria (miscellaneous)_genus
Archangium
Microbacterium
unclassified Myxococcales (miscellaneous)_genus
Chitinophaga
Variovorax
Rhodococcus
Pseudonocardia
Roseomonas
unclassified Thaumarchaeota (miscellaneous)_genus
Lysobacter
Methanobrevibacter
Natrinema
Paraburkholderia
Micromonospora
unclassified Bacteroidetes (miscellaneous)_genus
Mucilaginibacter
Nonomuraea
Actinoplanes
Pseudomonas
Rhizobium
bacterium_genus
Mycoplasma
Flavobacterium
Amycolatopsis
Thermococcus
Marinobacter
Desulfovibrio
unclassified Candidatus Poseidoniales _genus
Paracoccus
unclassified Lachnospiraceae _genus
Actinomadura
unclassified Desulfobacteraceae _genus
Massilia
Halomonas
Bradyrhizobium
Streptomyces
Natronobacterium
Stigmatella
unclassified Planctomycetaceae _genus
Pedobacter
Paenibacillus
Hymenobacter
Mycobacterium
Mycolicibacterium
unclassified Archaea (miscellaneous)_genus
Azospirillum
Halogeometricum
unclassified Rhodobacteraceae _genus
Vibrio
Methylobacterium
Blastococcus
Mesorhizobium
Candidatus Thorarchaeota archaeon_ genus
unclassified Rhodospirillaceae _genus
unclassified Calditrichaeota _genus
Spirosoma
Methanoregula

Most abundant SPECIES
Francisella tularensis
Rickettsia japonica
Halobellus sp. Atlit-31R
Methanobacterium veterum
Methanophagales archaeon

Gammaproteobacteria bacterium TMED30

Archangium gephyra
Microbacterium ginsengiterrae
Myxococcales bacterium
Chitinophaga sp. YR573
Variovorax boronicumulans
Rhodococcus sp. AG1013
Pseudonocardia thermophila
Roseomonas rhizosphaerae
Thaumarchaeota archaeon

Lysobacter sp. UKS-15 or Lysobacter sp. URHA0019

Methanobrevibacter cuticularis
Natrinema ejinorense
Paraburkholderia hospita
Micromonospora mirobrigensis

Bacteroidetes bacterium RIFCSPLOWO2_12 FULL 31_

Mucilaginibacter gotjawali
Nonomuraea fuscirosea
Actinoplanes xinjiangensis
Pseudomonas viridiflava
Rhizobium oryzae
unidentified bacterium
Mycoplasma conjunctivae
Flavobacterium sp. 102
Amycolatopsis taiwanensis
Thermococcus siculi
Marinobacter salarius
Desulfovibrio magneticus
Candidatus Poseidoniales archaeon
Paracoccus litorisediminis
Lachnospiraceae bacterium AC2028
Actinomadura formosensis
Desulfobacteraceae bacterium
Massilia lurida

Halomonas sp. KCTC 52281
Bradyrhizobium erythrophlei
Streptomyces scabrisporus
Natronobacterium gregoryi
Stigmatella aurantiaca
Planctomycetaceae bacterium
Pedobacter alluvionis
Paenibacillus sp.JC52
Hymenobacter terrenus
Mycobacterium malmoense
Mycolicibacterium chubuense
unidentified archaea
Azospirillum thiophilum
Halogeometricum pallidum

Rhodobacteraceae bacterium Alg231-30

Vibrio mediterranei
Methylobacterium sp.SCN 67-24
Blastococcus aggregatus
Mesorhizobium sp. ORS 3428
Candidatus Thorarchaeota archaeon
Rhodospirillaceae bacterium R5959
Calditrichaeota bacterium
Spirosoma pollinicola
Methanoregula sp. PtaU1.Bin051

log2 FoldChange_SG/Gut
-6,584962501
-3,253215345
-2,584962501
-2
-1,874469118
-1,679599375
-1,652076697
-1,597399604
-1,5360529
-1,44107536
-1,421463768
-1,371968777
-1,070389328
-1,03562391
-0,977279923
-0,929610672
-0,906890596
-0,7589919
-0,742612157
-0,741081703
-0,729038678
-0,728326676
-0,705256734
-0,632268215
-0,632268215
-0,614108846
-0,609853676
-0,584962501
-0,56139403
-0,550814278
-0,465663572
-0,454565863
-0,448521345
-0,420843121
-0,401740677
-0,397963986
-0,285043027
-0,237039197
-0,078855421
-0,027656343
-0,012600037
-0,009978334
0
0
0,026655632
0,032276403
0,041288208
0,075101455
0,109347396
0,151277939
0,206450877
0,212993723
0,289506617
0,402098444
0,500898236
0,568660688
0,724365557
0,744958385
0,841302254
0,899695094
1,0489096
1,502500341
2,668378509

Tableau 1 : Abondance relative des micro-organismes détectés dans le tube digestif (vert et marron) et

P_value

0,038814092
0,008193999
3,43276E-06
0,013282863
8,98962E-07

0,08284601

3,4657E-07
1,18733E-05
1,63281E-05
0,002127525
0,002692029
0,001590788
0,001391429
0,014981018

0,00148194
0,016385821
0,001327433
0,029672746
0,004609065
0,002608654
0,010572612

0,00329393
0,002764455
0,005876072
0,000163125

0,00840304
0,070803955

0,01954807
0,071381316
0,096301322
0,025666849
0,070214123

0,004345941
6,03747E-08

0,051137747

0,005837908

0,00176616
0,014036888
0,008022649
0,001819882

0,000213776
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L’analyse métaprotéomique par phylopeptidomique repose sur I’identification des peptides présents
dans les échantillons analysés et leur attribution a une unité taxonomique. Contrairement a I'’ADN, dont
la détection peut persister longtemps aprés la disparition de lI'organisme auquel il correspond, la
dégradation rapide des protéines indique que les micro-organismes détectés sont toujours intégres dans
les organes de tiques dont ils sont originaires. La métaprotéomique permet de fournir des informations
complémentaires a la métagénomique sur la composition du microbiote et offre de nouvelles
perspectives pour I'étude des interactions entre les tiques et les micro-organismes qu’elles portent. Les
résultats obtenus montrent que la composition des micro-organismes varie en fonction des organes,
concernant les glandes salivaires et le tube digestif. Les taxons identifiés nécessitent une étude
fonctionnelle approfondie pour déterminer leur rle dans la biologie de la tique. Par exemple, en ce
qui concerne Francisella, son ratio élevé dans le tube digestif par rapport a sa quasi-absence dans les
glandes salivaires semble indiquer qu'il s'agit d'un endosymbionte de la tique (Francisella-like
endosymbiont, Buysse et al. 2021). De méme, pour Rickettsia, qui présente un profil similaire a celui
de Francisella, avec une présence beaucoup plus marquée dans le tube digestif que dans les glandes
salivaires. On remarque également une particularité : Rickettsia est exclusivement présente chez les
tiques de terrain, tandis qu'elle est non détectée chez les tiques d’élevage en insectarium. Cette
séparation supplémentaire des groupes en fonction de leur origine suggére que les microbiotes des
tiques peuvent étre influencés par leur environnement d'origine, probablement par les hétes sur lesquels
elles se gorgent pour réaliser leur cycle de développement. Il est possible que l'infection par Rickettsia
soit a un stade précoce et que la migration vers les glandes salivaires n'ait pas encore eu lieu, ou alors
qu’il s’agisse d’une forme endosymbiotique de Rickettsia. Cette distribution spatiale des micro-
organismes dans la tique peut refléter des processus fonctionnels physiologiques spécifiques, propres
a chaque microbiote d'organe de la tique. Par exemple, certains micro-organismes peuvent avoir des
fonctions de défense spécifiques dans le tube digestif ou d'immunomodulation dans les glandes
salivaires (Aguilar-Diaz et al. 2021). Pour compléter ces résultats, une étude supplémentaire sur des
tiques gorgées pourrait mettre en évidence les différences de composition du microbiote en fonction
de l'alimentation ou de l'absence de repas. Cela permettrait de mieux comprendre comment
I'alimentation influence la composition du microbiote dans ces tiques et de mieux appréhender les
interactions complexes entre les tiques, les micro-organismes et leur environnement.

La combinaison des organes des tiques en un pool a permis d'amplifier le signal microbien, améliorant
ainsi la détection de chaque micro-organisme lors de I'analyse. Cette approche permet également de

compenser les variations dans les quantités de micro-organismes présents dans les tiques. Cependant,
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il convient de noter qu'une forte diversité dans une ou plusieurs tiques incluses dans le pool peut
potentiellement introduire un certain déséquilibre dans I’abondance relative des microorganismes
composant le microbiote. Cela peut étre di au fait qu'une tique particuliere dans le pool peut donner
un profil légérement différent par rapport aux autres pools analysés. Dans cette optique, il serait

intéressant de suivre I'évolution des microbiotes au niveau individuel, comme pour la puce Fluidigm.

Certains taxons ne sont pas encore clairement différenciés au niveau de l'espece, comme c’est le cas
de Rickettsia, ou l'identification du taxon nous donne I'espéce Rickettsia japonica comme espéces
majoritairement détectee plut6t que Rickettsia aeschlimannii (confirmée par la puce Fluidigm). Cette
situation est assez comparable a la détection de Francisella tularensis alors que I’on sait maintenant
qu’il s’agit d’un FLE et non de F. tularensis en tant qu’agent pathogéne (Buysse et al. 2021). Cette
limitation dans la précision de l'identification des especes microbiennes est probablement due au
manque de complétude des bases de données auxquelles on se réfere et a des annotations incorrectes
dans certaines de ces bases. Ce manque ponctuel de précision au niveau de 1’espéce montre le besoin
d’enrichir encore les bases de données, notamment par des approches de protéogénomique
(Armengaud et al. 2014). Néanmoins, I'approche de protéotypage, dérivée de la métaprotéomique nous
a permis de montrer la présence de bactéries symbiotiques, commensales, environnementales et
possiblement pathogenes dans le microbiote de H. marginatum, avec des similitudes et des differences
dans les communautés bactériennes decrites par les approches métagénomiques (notamment le
Fluidigm car les échantillons dont on parle ici ont été testés avec les deux méthodes). L'idée étant
d'utiliser la métaprotéomique pour comprendre le fonctionnement de ces microbiotes (Armengaud
2023). Cette étude métaprotéomique pionniére du microbiome de H. marginatum ouvre de nouvelles
voies pour déchiffrer le r6le de ces communautés microbiennes et leur implication dans la biologie des

tiques, avec un apercu des interactions des tiques avec le microbiote, les agents pathogénes et les hotes.

200/



First insights into the organ microbiome of Hyalomma
marginatum ticks assessed by next-generation metaproteomics

. Introduction Philippe  Holzmuller',,  Célia  Bernard',

Ticks are the second |jnain vectors of pathogens in _the world, ‘after rr!osquitces‘ In E‘urope, 2::1:::;:?, Dgz;}:i':;' J;:zglf;?ag’"e\::grsgri;?g
they represent the main vectors of pathogens (parasites, bacteria and viruses) responsible for SR, Stachurski!, Thomas Pollet!, Jean
infectious diseases affecting humans and animals. Hyalomma marginatum (Hm) is a hard tick YT PEAr PN Pr PPy oy

from the Ixodidae family, which installation in mainland France was confirmed in 2016 in the
southern regions of the Mediterranean basinl!l. Independently of vector-borne pathogens,
ticks carry diverse symbiotic and commensal microorganisms, which play a crucial role in
many vital processes such as nutrition, reproduction, defence against environmental stresses, [EEES

but that can also play a role in the installation and/or transmission of pathogens. Technologi
Currently, characterization of tick microbiomes is essentially based on metagenomics &
approaches, and first insights into the Hm microbiome have been recently revealed!?. Here,
we have investigated the Hm microbial composition via a metaproteomics-derived
proteotyping approach, with a focus on the entry and exit organs involved in ticks nutrition.

B Vethods

www.cirad.fr; https://umr-astre.cirad.fr/ (§RASTRE

Hm ticks were either bred in our insectarium on rabbits or collected in
the field on horses which are sentinel animals because privileged host
of Hm in the Mediterranean region. The guts and salivary glands were
removed by dissection of the washed and decontaminated ticks, then
crushed in a lysis buffer for protein extraction. For the 8 biclogical
conditions plus dissection controls, protein extracts of 3 replicates have
been fractionated in SDS-PAGE into 4 fractions and trypsin-digested in
gel. Peptides were analysed with a Thermo Scientific Orbitrap Exploris
480 tandem mass spectrometer. We recorded a large nanolC-MS/MS
dataset on protein extracts from the 2 types of organs sampled from 2
genders and 2 ecotopes.

B Results

A dataset comprising about 389,017 high-resolution M5/MS spectra was acquired and 84,831 of these spectra could be assigned to taxonomical
information: taxon peptide-based specific matches (pepTSM). Based on this taxonomical information, 4 phyla were mainly identified amongst
eukaryota (97% of the biomass) with the families Ixodidae (91%) corresponding to the tick, and Hominidae (2%), Leporidae (3%), Bovidae (0.3%)
corresponding to potential feeding host. Bacteria (2% of the biomass) and archaea (0.1%) were also identified with the most represented phyla
being Actinobacteria (0.7%, including the genus Mycobacterium), Proteobacteria (0,6%, including the genera Pseudomonas, Vibrio, Francisella and
Rickettsia), Firmicutes (0,5%, including the genus Bacillus) and Bacteroidetes (0,2%, including the genus Prevotella). The genera cited include
endosymbiotic and pathogenic species already described in the microbiota of ticks by metagenomics.
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S CONCLUSION The metaproteomics-derived proteotyping approach allowed us to show the presence of symbiotic, commensal,
*E environmental, and pathogenic bacteria in the Hyalomma marginatum microbiota, with differences in bacterial communities described by
= metagenomics approaches. The idea behind being to use metaproteomics to understand how these microbiota function®l. This pioneering
Té metaproteomics study of Hm microbiome opens up new avenues for deciphering the role of these microbial communities and their involvement
O |in tick biology, with insights into tick interactions with microbiota, pathogens and hosts.
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Conclusion chapitre 3

Comme présenté dans I’article 4 qui portait sur la détection de micro-organismes (agents infectieux et
endosymbiontes) dans les tiques H. marginatum collectées principalement sur des chevaux en Corse
et sur le pourtour méditerranéen de la France continentale, l'utilisation de la méthode de PCR
microfluidique en temps réel a permis la détection de huit genres et/ou especes d’agents pathogénes
connus, ou suspectés de I’étre, a savoir R. aeschlimannii, A. phagocytophilum, A. marginale, E.
minasensis, Theileria spp., T. equi, B. occultans et le virus du West Nile, qui s’avérent tous étre des
agents infectieux autochtones a la France. La nouvelle arrivée de H. marginatum ne semble donc pas
pour I’instant avoir engendré I’introduction de nouveaux agents infectieux exotiques et cette tique ne
constituerait donc qu’un risque a devenir un nouveau vecteur pour des agents déja présents sur le
territoire. Toutefois, il est @ noter que ce n’est pas parce qu’un agent infectieux est détecté au sein
d’une tique, qu’elle est pour autant capable de le maintenir et le transmettre. 1l faut tout un réseau
d’informations concordantes pour suggérer ce rble vecteur. Pour A. marginale, E. minasensis,
Theileria spp., T. equi et B. occultans, il ne semble pas possible aux vues de mes résultats et de
certaines limites méthodologiques (e.g. pour la caractérisation des especes du genre Theileria) de
conclure quant a la compeétence vectorielle de H. marginatum pour ces agents infectieux et leur
détection dans nos tiques n’est peut-étre que le simple reflet de ’infection des hotes sur lesquels les
tiques ont été collectées. La méthode protéomique n’a pas permis de les retrouver sur des tiques adultes
a jeun; toutefois, aux vues des prévalences d’infection observées sur le terrain, le faible
échantillonnage pour la protéomique pourrait étre a ’origine d’un défaut de détection. Pour A.
phagocytophilum, cela pourrait étre le méme cas de figure. Toutefois, le fait d’avoir trouvé des tiques
collectées sur des vaches, chevaux et oiseaux infectées pourrait suggérer une aptitude a transmettre cet
agent pathogene, méme si tous ces animaux sont susceptibles a cet agent infectieux. Les tiques adultes
trouvées infectées auraient pu se contaminer au stade immature et maintenir cet agent pathogene par
transmission transstadiale, puisque le portage de cette bactérie par des oiseaux, entre autres des merles
qui sont trés frequemment parasités par les immatures de H. marginatum, a été démontré (Scott et al.
2022). Ces tiques adultes, comme les immatures trouvées infectées, auraient aussi pu étre contaminées
dés le stade ceuf par transmission transovarienne puisque cette derniere a déja été confirmée chez
d’autres espeéces de tiques (Baldridge et al. 2009). Enfin, pour le virus du West Nile, le fait de trouver
des tiques infectées collectées sur vaches, qui ne constituent pas des hotes susceptibles a ce virus,

suggere I’infection de ces tiques au stade immature lorsqu’elles se sont gorgées sur oiseaux et donc la
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transmission transstadiale de ce virus chez H. marginatum, ce qui ne correspond qu’a une partie de la
compétence vectorielle et nécessite des investigations supplémentaires. Enfin, cette étude a egalement
réveélé la présence majoritaire d’une espece d'endosymbiontes, Francisella-Like Endosymbiont (FLE),
déja détectée dans des tiques frangaises. Les tiques collectées sur le terrain ont, de maniere globale,
une prévalence de portage d’agents infectieux assez faible (0,1 a 6,7%), hormis pour 1’endosymbionte
FLE (en moyenne 97%) et aussi pour la bactérie R. aeschlimannii (en moyenne 85%), ce qui interroge
quant au role de R. aeschlimannii chez H. marginatum. Cette bactérie est connue ou suspectée d’étre
responsable de fiévre boutonneuse méditerranéenne chez I’homme, mais elle ne semble pas représenter
un risque en France a la hauteur de sa présence dans les populations de tiques. En effet, peu de rapports
font état de fievres liees a R. aeschlimannii dans le Sud de la France. La présence de ces 2 especes
(FLE et R. aeschlimannii) a été confirmées par D’approche de métaprotéomique par
phylopeptidomique, dans les organes de H. marginatum, sur des tiques adultes non gorgées provenant
de collectes différentes des échantillons utilisés pour la PCR microfluidique. Le croisement de ces
données moléculaires démontre la présence physique de ces bactéries dans la tique, avec une
abondance relative plus importante dans le tube digestif qui est cohérente avec le rble avéré
d’endosymbionte secondaire de FLE (Buysse et al. 2021). Tous ces résultats, nous amenent a penser
que R. aeschlimannii pourrait jouer un role endosymbiotique chez les tiques (en tant que symbionte
secondaire car ne semble pas particulierement fixée au sein des populations de tiques). Ce travail
mérite des études supplémentaires afin de mieux comprendre le role de cette bactérie chez les tiques

du genre Hyalomma, et plus particulierement H. marginatum.

La métaprotéomique par phylopeptidomique offre un apercu de la composition et de la dynamique des
microbiotes présents dans les tiques H. marginatum. Les micro-organismes détectés dans les tiques
sont encore vivants dans les organes de ces arthropodes. Cette information est cruciale pour
comprendre les interactions en cours entre les tiques et leurs microbiotes. Les résultats obtenus
confirment I'idée que la composition des microbiotes varie considérablement en fonction des organes
de latique, en particulier les glandes salivaires et le tube digestif. Cette découverte révele la complexité
des interactions entre les tiques et les micro-organismes gu'elles hébergent. Le cas de Francisella, avec
sa prédominance dans le tube digestif, souléve des questions sur son réle potentiel en tant
qu'endosymbionte ou agent pathogene de la tique. De méme, la distribution spatiale de Rickettsia
suggere que les microbiotes des tiques peuvent étre influencés par leur environnement d'origine,
probablement par les hétes sur lesquels elles se nourrissent. Cette technique a également permis la
détection de genres incluant des agents infectieux (qui n’ont pas été cherchés en PCR microfluidique)
comme des Pseudomonas ou Vibrio. Les Pseudomonas peuvent étre dans le cas de certaine espece
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comme Pseudomonas a&ruginosa, responsables de rhinite chez les lapins (Wahl et Forgeot 1954) et
comme les lagomorphes sont un héte de choix des stades immatures de H. marginatum, il peut s’agir
d’un reste du repas sanguin précédent mais certaines especes de Pseudomonas sont aussi connues pour
étre des contaminants de kit d’extraction d’acides nucléiques. En ce qui concerne le genre Vibrio,
I’espéce la plus abondamment détectée est Vibrio mediterranei, une bactérie marine qui dans notre cas
aurait pu étre détectées dans les tiques apres réhydratation de ces derniéres dans un milieu contaminé
par cette bactérie par les entrées maritimes que connaissent certaines zones du pourtour méditerranéen,
et qui pourrait refléter une acquisition exogéne de micro-organismes. L'identification précise des
espéces microbiennes reste un défi, en particulier lorsqu'il s'agit de taxons proches. Les limitations
actuelles de la précision de I'identification soulignent la nécessité de développer davantage les bases
de données génomiques et d'améliorer les annotations. Cependant, cette étude démontre que lI'approche
de protéotypage est prometteuse pour comprendre le fonctionnement des microbiotes. Ces découvertes
ouvrent la voie a des recherches futures visant a élucider ces roles fonctionnels et 8 mieux comprendre
les stratégies développees par les micro-organismes pour étre transmis aux tiques de la génération

suivante ou a d'autres hotes.
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DISCUSSION GENERALE, CONCLUSIONS ET
PERSPECTIVES

Les tiques représentent un risque majeur pour la santé humaine et animale avec des conséquences
économiques importantes dans le monde entier. Elles sont les principaux vecteurs d’agents infectieux
en Europe et peuvent transmettre une grande variété de micro-organismes (bactéries, parasites et
virus). Les micro-organismes et leurs tiques vectrices sont a considérer comme des associations
complexes qui interagissent fortement entre eux et avec leurs hotes vertébrés, a différents niveaux,
pour une transmission efficace. Pour évaluer cette transmission, il est nécessaire de prendre en
considération plusieurs parametres. Il s'agit notamment de définir la compétence vectorielle de la tique
et de déterminer les interactions microbiennes qui s’établissent dans la tique, englobant les agents
infectieux. De plus, il faut tenir compte de la capacité des hotes a répliquer et a transmettre les agents
infectieux aux tiques, ainsi que de la virulence de ces agents chez les hétes et lors des sauts d’hotes
(mammifere vers arthropode et inversement). L'immunité des tiques et des hotes joue également un
role crucial en limitant ou non le développement des agents infectieux. Par ailleurs, la présence,
I'abondance et la diversité des tiques et des hotes, ainsi que leurs interactions au sein des communautés,
sont des élements déterminants. Les dynamiques temporelles et spatiales des rencontres entre tiques et
hotes, ainsi que les préférences trophiques des tiques envers leurs hétes entrent aussi en jeu. Toutes
ces interactions sont susceptibles d'évoluer au fil du temps, sous l'influence de facteurs tels que
I'introduction d'organismes exotiques envahissants, les changements climatiques, les pratiques
humaines, et les adaptations entre tiques, micro-organismes et hotes. Le nombre important de
parameétres a aborder en fait des équations biologiques particulierement complexes, c’est ce qu’on

appelle la capacité vectorielle.

Sous ce principe, dans le cadre de cette thése, je me suis attelée a caractériser et spatialiser les risques
sanitaires liés a la récente installation de la tique exotique Hyalomma marginatum dans le sud de la
France, en m’intéressant tout particulierement au risque de transmission enzootique du VFHCC, virus
émergent zoonotique en Europe et connu pour étre transmis entre autres par cette tique dans le bassin

méditerranéen.

Mon travail a pu mettre en évidence des preuves de circulation du VFHCC en France, par

I'intermédiaire d’analyses sérologiques. Ces derni¢res ont permis la détection d’anticorps dirigés
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contre ce virus chez les bovins et diverses espéces d’ongulés sauvages (sangliers, chevreuils et cerfs),
aussi bien en Corse gue dans certains départements continentaux du pourtour mediterranéen (Article
3). En particulier, nous avons pu montrer que ces anticorps étaient fonctionnels et spécifiquement
dirigés contre le VFHCC, puisqu’ils présentaient une activité neutralisante contre des infections in
vitro par le VFHCC. En Corse-du-Sud et Haute-Corse, mon étude a confirmé la persistance d’une
circulation virale chez les bovins dans les zones déja identifiées cing ans plus tét et a des
séroprévalences comparables (Grech-Angelini, Lancelot, et al. 2020). Malgré un faible nombre
d’échantillons de faune sauvage, des sangliers corses ont aussi été trouvés séropositifs. Sur le
continent, bien que les séroprévalences bovines soient plus faibles a I’échelle des départements, une
circulation virale a pu étre démontrée pour au moins quatre départements (Pyrénées-Orientales,
Hérault, Gard, Alpes-Maritimes). Une hétérogénéité spatiale a été mise en évidence, a I’échelle du
département, de la commune, mais surtout de I’exploitation, signifiant certainement des
environnements et pratiques d’élevage différents entre fermes, favorisant plus ou moins la transmission
du VFHCC aux bovins. Cela m’a permis de déterminer trois grands profils épidémiologiques: (i) des
zones indemnes de transmission de VFHCC (pas de symptomatologie chez les animaux et pas encore
de cas humain) ou la détection d’anticorps refléte seulement I’introduction ponctuelle de tiques
infectées ou d’animaux séropositifs, (ii) des zones ou la circulation virale est éparse et localisée a
quelques exploitations présentant un ou des animaux séropositifs, et (iii) des zones ou la transmission
virale semble étre suffisamment efficace pour créer des groupements de plusieurs fermes voire
plusieurs communes, avec parfois la quasi-totalité des animaux séropositifs. Les analyses sérologiques
que j’ai réalisées sur la faune sauvage confirment 1’absence de circulation de VFHCC dans certains
départements comme la Lozere mais sa présence en Hérault, et surtout, a permis de mettre en évidence
une apparente forte transmission du virus dans le département des Hautes-Pyrénées ou elle n’était pas
attendue. Cependant, ces résultats sérologiques ne coincident pas avec les résultats virologiques
produits au cours de ma thése. En effet, 1’analyse des micro-organismes présents dans les tiques H.
marginatum collectées majoritairement sur chevaux entre 2017 et 2021 sur le continent et en Corse
n’a pas permis de détecter de VFHCC (Article 4). Une étude similaire, conduite a plus large échelle
en Corse, sur diverses especes de tiques collectées majoritairement sur des bovins prélevés en abattoir
n’a pas non plus permis de détecter de VFHCC (Vincent Cicculli, Maitre, et al. 2022). De plus, aucun
cas humain de FHCC n’a été rapporté en France pour I’instant (mais on sait que de nombreux malades
peuvent étre asymptomatiques ou avec des signes cliniques non spécifiques) et aucune surveillance
sérologique spécifique n’est établie chez I’homme qui permettrait d’avoir des preuves de circulation

chez ce dernier. Ces apparentes contradictions pourraient toutefois trouver une explication dans
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I’existence d’une circulation enzootique du VFHCC, a suffisamment bas bruit pour ne pas étre détecté
chez les tiques vectrices, et ce, du fait de la nature et la composition des communautés d’hotes présentes
en France (d’autant que la prévalence d’infection chez les tiques pour les arbovirus est toujours tres
faible). En effet, mon travail a permis de montrer qu’au vu des préférences trophiques documentées de
H. marginatum (Article 1) et des communautés d’hotes présentes dans le sud de la France, cette tique
se gorge probablement majoritairement sur oiseaux aux stades immatures et sur chevaux au stade
adulte ; les oiseaux étant réfractaires au VFHCC et les chevaux de pietres amplificateurs viraux, la
probabilité qu’une tique H. marginatum puisse s’infecter est considérée comme faible, au point de ne
pas étre en mesure de détecter de portage viral chez les tiques si I’effort d’échantillonnage est
insuffisant alors que des anticorps contre le VFHCC sont détectés chez les animaux puisqu’ils
persistent durant plusieurs années chez ces derniers (Article 2). La recherche d’autres micro-
organismes dans les tiques H. marginatum a, par contre, permis de décrire le premier cortége microbien
de cette derniere en France et suggere sa compétence vectorielle pour certains agents infectieux comme
Theileria equi ou peut étre Anaplasma phagocytophilum et le virus du West Nile, que seules des études
d’infections expérimentales pourront toutefois prouver (Article 4). Au cours de mon travail, seuls des
micro-organismes deja connus en France ont été mis en évidence, et les prévalences d’infection dans
nos tiques semblent étre similaires a d’autres espéeces de tiques endémiques. Il n’a pas été mis en
évidence de micro-organismes exotiques, signant un risque d’introduction de nouveaux agents
pathogénes li¢ a I’installation de H. marginatum dans le sud de la France. Enfin, outre la détection
d’un FLE (Francisella-Like Endosymbiont) chez quasiment toutes les tiques, le portage de Rickettsia
aeschlimannii par trois quarts des H. marginatum suggere des études complémentaires pour statuer sur
le caractére pathogénique ou endosymbiotique de ce micro-organisme ou sur la spécificité de la

méthode de détection.

Les principales avancées de ma thése rappelées, il est intéressant de proposer certaines perspectives de
travail quant a une meilleure compréhension de la transmission enzootique du VFHCC en France, entre
autres afin de pouvoir expliquer les différences entre résultats sérologiques et virologiques obtenus

pour I’instant. Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées.

e [ ’existence d’un autre virus que le VFHCC :

Bien que de nombreuses preuves immunologiques aient déja été apportées pour raisonnablement
écarter le risque de réaction croisée du test CCHF DAM ELISA avec d’autres virus proches du

VFHCC tels que les virus Dugbe, Hazara et Nairobi Sheep Disease (Article 3), il serait intéressant
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d’aller encore plus loin au niveau moléculaire en identifiant les épitopes viraux contre lesquels
sont spécifiquement dirigés les anticorps détectés par sérologie. Comme de nombreux tests
sérologiques ciblant le VFHCC, le test ID Screen® CCHF DAM ELISA utilisé dans mon étude
cible la nucléoprotéine (NP) qui est grandement conservée entre les différents clades de VFHCC
et s’avére particulierement antigénique. Une cartographie épitopique partielle avait été réalisée
par Liu et al. (2014) et recemment complétée par Lombe et al. (2022) a 1’aide de sérums de patients
et de singes infectés par le VFHCC, ainsi que d’échantillons d’ascite de souris infectées par les
virus Dugbe (DUGV) et Nairobi Sheep Disease (NSDV), phylogénétiqguement proches de
VFHCC. Dans cette étude, des NP chimeéres entre la séquence de VFHCC et celle de NSDV ont
permis de cibler une zone épitopique centrale de la NP (acides aminés 160 a 320) qui serait
antigéniquement spécifique au VFHCC. Puis des peptides synthétiques de 20 acides aminés
chevauchant de 10 acides aminés ont permis de préciser les épitopes d’intéréts avec trois peptides
(P19, P22, et P30) compris dans la zone spécifique au VFHCC identifiée précédemment et
reconnus par des sérums de patients et de singes infectés par le VFHCC. Malheureusement, le
peptide P22 présentaient certaines homologies de séquences en acides aminés donnant des
réactions croisées avec les anticorps d’ascite de souris infectées par DUGV et NSDV, indiquant
que la spécificité antigénique de la NP du VFHCC était restreinte a des épitopes précis (Lombe et
al. 2022). Au CIRAD, une étude complémentaire a commencé cette année et doit étre poursuivie,
afin de voir si ces résultats se confirment ou non avec les sérums de bovins du continent détectés
positifs en ELISA dans ma thése. Aprés avoir identifié la séquence entiere de la NP de VFHCC
sur Uniprot (Numéro d’accession : P89522, souche Nigeria/IbAr10200/1970), celle-ci a servi a
concevoir des peptides de vingt acides aminés, chevauchant de dix, couvrant la totalité de la
séquence polypeptidique (méme approche que Lombe et al. 2022). Des membranes de PepScan
congues avec les 47 peptides pré-déterminés montrent que les sérums bovins positifs en ELISA
ID Screen® CCHF DAM ne reconnaissent pas les peptides reconnus par les sérums de patients ou
de singes infectés P19, P22, et P30), mais reconnaissent d’autres peptides (P20, P31 et P32) de la
zone centrale antigéniquement spécifique de la NP de VFHCC, et ne présentant pas d’homologies
de séquences en acides aminés avec les NP des autres Nairovirus proches (Hazara, Dugbe et NSD).
Il faudra confirmer ce résultat experimentalement sur ces mémes membranes de PepScan avec des
sérums de bovins séropositifs aux virus Hazara, Dugbe et NSD, pour affiner la cartographie
épitopique des nucléoprotéines de ces Nairovirus, et apporter un argument supplémentaire
démontrant la spécificité des enquétes sérologiques VFHCC réalisées en France. En outre, nous

pouvons nous questionner quant a I’existence non pas d’'un VFHCC en France mais peut-étre d’un
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VFHCC-like qui, de par sa tres forte ressemblance antigénique avec le VFHCC, initierait la
production d’anticorps reconnus comme des anticorps contre le VFHCC par le test ELISA que
nous utilisons. Dans ce cas, qu’en serait-il de sa détection virale par PCR ? En ce qui concerne la
méthode de gRT-PCR que nous utilisons pour détecter I’ARN du VFHCC dans les tiques (Sas et
al. 2018), cette derniere cible, a priori, tous les génotypes circulants connus dans le monde et les
amorces utilisées se fixent sur des zones conservées du génome viral. Ainsi, a moins que le virus
qui circule en France soit une souche encore inconnue et généetiquement tres différente des autres
souches de VFHCC, nous devrions pouvoir le détecter. De plus, en Corse, Cicculli et al. (2022)
ont également utilisé une qRT-PCR pan-Nairovirus (Lambert et Lanciotti 2009), sans pour autant
qu’elle permette la détection d’ARN viral. Au vu de ces informations, I’existence d’un VFHCC-
like semble peu probable, puisqu’il devrait a la fois étre plus proche antigéniquement que les trois
autres Orthonairovirus connus les plus proches du VFHCC pour entrainer une réaction
immunitaire productrice d’anticorps spécifiques détectables en ELISA FHCC et suffisamment
éloigné du VFHCC sur le plan génomique pour ne pas étre détecté par la gRT-PCR ciblant les

Orthonairovirus tout en appartenant a ce genre.

Enfin, une technique qu’il serait intéressant de développer pour caractériser ce virus inconnu, s’il
existe, qui circulerait dans les tiques H. marginatum collectées en France serait le sequencage a
haut débit ou NGS (Next-Generation Sequencing). Cette méthode permet de séquencer sans a
priori une partie de génome ou les génomes entiers et par séquencage, d'identifier les organismes
amplifiés, parfois encore inconnus. Certaines équipes collaborant avec le CIRAD, telles que EPIA
(Epidémiologie des maladies animales et zoonotiques) de I'INRAE/Vet-AgroSup et AMU (Unité
des Virus Emergents) de P'INSERM/IRD, sont en train de développer ces approches sur la
question des Orthonairovirus de tiques en France.

e [’existence d’un autre vecteur que la tigue H. marginatum :

Comme discuté dans I’article 3, une autre hypothése quant a I’absence de détection virale dans
les tiques H. marginatum analysées durant ma thése alors que des anticorps ont été détectés chez
les ongulés serait que nous ne serions pas allés chercher dans la bonne espéce de tique. Quand on
s’intéresse aux études menées en France sur 1a détection de VFHCC dans les tiques, on remarque,
qu’en Corse, deux études ont été réalisées et n’ont pas non plus permis la détection d’ARN de
VFHCC. La premiére (Grech-Angelini, Stachurski, et al. 2020) avait cherché le virus dans H.
marginatum (89 pools ; 362 tiques), un des principaux vecteurs du virus VFHCC, H. scupense
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(135 tiques) dont le réle vecteur est supposé méme s’il semble peu probable (Estrada-Pefia et al.
2012 ; Chumakov et al. 1968), mais également Rh. bursa (108 pools ; 518 tiques) dans laquelle le
virus a eté detecté dans plusieurs régions du pourtour méditerranéen sans que son réle dans la
transmission du virus ne soit prouvé (Papadopoulos et Koptopoulos 1978; Yesilbag et al. 2013).
La seconde étude (Vincent Cicculli, Maitre, et al. 2022) a cherché dans 8 051 tiques de huit espéces
differentes dont 2 386 H. marginatum et toutes se sont montrées négatives. Malgré cela, si I’on
considere les candidats vecteurs de VFHCC en France, une attention particuliere pourrait étre
portée & Rhipicephalus bursa. En effet, certaines especes de tiques du genre Rhipicephalus, telles
que R. evertsi (Faye et al. 1999) et R. rossicus (Kondratenko 1976), sont déja reconnues comme
vecteurs du virus, au Sénégal et en Russie, respectivement. De plus, la distribution écologique de
R. bursa est comparable a celle de H. marginatum ou le virus semble circuler. Des analyses ont
été effectuées sur 4 168 tiques (1 061 pools) de R. bursa, similaires a celles menées sur H.
marginatum, pour détecter la présence d'ARN viral de VFHCC en Corse. Cependant, aucune de
ces tiques n'a été detectée positive avec, comme pour H. marginatum, un effectif trop faible pour
détecter une tique positive (en prenant en compte chaque espece de tique
individuellement,(Vincent Cicculli, Maitre, et al. 2022). Au cours de son cycle de développement,
R. bursa parasite principalement les bovins, qui sont des amplificateurs potentiels du virus. Du
fait de son changement d'hote a chaque stade de développement, il est envisageable qu'elle puisse
s'infecter a partir d'un héte virémique et transmettre le virus au stade suivant sans recourir a la
transmission transovarienne. Néanmoins, en raison de sa répartition similaire a celle de H.
marginatum, les résultats de tests sérologiques effectués sur la faune sauvage, notamment dans les
Hautes-Pyrénées, ne soutiennent pas cette hypothése (car elle ne serait pas présente dans ce
département au méme titre que H. marginatum). Par ailleurs, bien que R. bursa soit largement
présente en Camargue (Rocafort-Ferrer et al. 2022), les tests sérologiques réalisés montrent
principalement des résultats négatifs. Ces deux éléments remettent en question le r6le de R. bursa
dans la transmission du virus. Méme si des traces du virus ont été détectées dans des échantillons
de R. bursa collectés sur des hotes en Gréece en 1975 (Papadopoulos et Koptopoulos 1980) ou en
Albanie en 2017 (Sherifi et al. 2018), aucune preuve formelle de sa capacité a agir en tant que
vecteur compétent n'a été établie jusqu'a présent. Une autre espéce que 1’on pourrait considérer est
D. marginatus. En effet, une étude ancienne a rapporté de la transmission transovarienne de
VFHCC chez cette espéce (Kondratenko 1976), sans que ces résultats aient été reproduits pour
I’instant, et une récente étude sérologique en Hongrie a permis de détecter des anticorps chez

quelques mulots Apodemus flavicollis (Foldes et al. 2019) suggérant leur exposition a des tiques
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(sans précision d’espéces) infectées par le VFHCC. Toutefois, les stades immatures de cette
espece se gorgent essentiellement sur des rongeurs, qui restent a priori de mauvais amplificateurs
du VFHCC (Gargili et al. 2017), et donc peu capables d’infecter des tiques au stade immature se
transformant ensuite en adultes en mesure de piquer et d’infecter des ongulés, a moins que la
transmission transovarienne soit trés efficace chez cette espéce. Les adultes, quant a eux, sont
principalement retrouvés sur des sangliers (Sus scrofa) dont on ne connait pas exactement le role
vis-a-vis du VFHCC et sur des chevaux, qui, une fois de plus, ne sont pas de bons amplificateurs
du VFHCC (Garcia-Vozmediano et al. 2020; Gilot 1983; Morel 1959). Le fait qu’en France les
séroprévalences observées sont bien plus fortes chez les bovins que chez les sangliers qui
constituent pourtant un des hotes sauvages préférentiels de cette espéce de tique n’est pas en faveur
d’un r6le majeur joué par D. marginatus dans la transmission enzootique du VFHCC. Enfin, cette
tique s’avére présente sur large partie du pays (Rubel et al. 2016), méme si elle privilégie des
zones restant suffisamment chaudes et séches contrairement a D. reticulatus, ce qui pourrait
impliquer la détection d’anticorps contre le VFHCC (si le virus était présent) en dehors du pourtour
méditerranéen, ce qui n’est pas le cas. En effet, une equipe de Vétagrosup de Lyon collaborant
avec le CIRAD a commencé a analyser des sérums de bovins prélevés a I'abattoir de Saint-Etienne
et ne trouve, a priori pour I’instant, aucun animal séropositif en VFHCC (Gilot Fromont, Bourgoin,
Giuli, communication personnelle). En considérant I'ensemble de ces informations, il semble que
D. marginatus ne puisse étre considérée pour I’instant comme un vecteur potentiel de VFHCC en
France (Article 2). Toutefois, pour Rh. bursa comme pour D. marginatus, des études
complémentaires a la fois sur leur bio-écologie et leur portage de VHFCC (voire plus largement
d’Orthonairovirus) seraient particulierement intéressantes a effectuer sur le territoire francais.
Pour approfondir notre compréhension, une démarche exploratoire consisterait a procéder a la
collecte sur le terrain de tiques appartenant a ces deux especes et a les soumettre a des tests de
détection du VFHCC. En ce qui concerne R. bursa, nous avons eu l'opportunité de collecter un
nombre important d'individus durant les années 2022 et 2023. Ces prélévements ont été effectués
sur des chevaux et des bovins. Initialement axée sur la collecte de H. marginatum, notre collecte
nous a permis de recueillir plusieurs centaines de R. bursa, étant donné que les périodes d'activité
de ces deux especes coincident. Cependant, la situation différe quelque peu pour D. marginatus.
Bien que nous ayons réussi a collecter quelques individus, notre prospection n‘a pas été menee au
moment optimal, c'est-a-dire en février/mars, pour obtenir un échantillonnage plus exhaustif. Pour
pallier cette lacune, il serait nécessaire de planifier une collecte durant cette période propice. En

particulier, la collecte devrait étre effectuée sur des bovins et des chevaux qui ne partagent pas le
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méme rble en ce qui concerne I'amplification du virus. Cette approche de collecte et de test sur le
terrain serait essentielle pour obtenir des données concretes sur la présence potentielle du VFHCC
dans les populations de tiques R. bursa et D. marginatus. Les échantillons ainsi collectés et les
résultats des tests permettraient d'établir si ces tiques sont effectivement porteuses du virus, ce qui

contribuerait grandement a éclairer leur réle dans la transmission du virus.

S’il ne s’agit pas d’une espéce locale, on pourrait penser a une autre espece exotique que H.
marginatum, et incriminer H. lusitanicum qui est considérée comme étant un vecteur majeur de
VFHCC en Espagne (Valcércel et al. 2020b; 2023; Agustin Estrada-Pefia, Palomar, et al. 2012) et
qui était supposée avoir quasiment disparue de France (Article 2). Toutefois, grace a une
collaboration du CIRAD avec I’IHU (I’Institut Hospitalo-Universitaire, Méditerranée Infection)
de Marseille, la présence de cette tique a été rapportée dans le département des Bouches-du-Rhone,
a plusieurs endroits proches de I’étang de Berre, depuis 2022 (collectées a la main directement sur
le sol) (Stachurski, Vial, Pollet, Giupponi, communication personnelle). Ailleurs dans le pays,
nous ne connaissons que peu de choses sur sa présence, seuls quelques spécimens avaient été
identifiés dans les années 1970-80 dans les Landes, la Gironde et la Charente-Maritime mais aussi
les Pyrénées-Orientales, qui entourent les Hautes-Pyrénées, et d'autre part dans les Bouches-du-
Rhone, le Var et prés des Alpes-Maritimes (Rageau 1972; Morel 1959). En revanche, nous ne
savons pas si des populations résiduelles ont pu persister ou si de nouvelles populations se sont
établies a la suite d’introductions sur le territoire. H. lusitanicum est, au stade immature, inféodée
aux lagomorphes, et se retrouve plutdt sur des cervidés au stade adulte. Depuis les années 1970,
des importations de lapins et de lievres sauvages sont signalées en provenance d'Espagne pour
repeupler les réserves de chasse francaises et pallier a la disparition des espéces indigénes due a
la myxomatose et a la maladie hémorragique du lapin (Gonzalez-Redondo et Sanchez-Martinez
2014; Letty 2021; Aubineau 2006). En outre, les transits occasionnels d'animaux sauvages, tels
que la réintroduction du bouquetin ibérique (Capra hircus) dans les montagnes transfrontaliéres
des Pyrénées peuvent représenter des voies d’introduction de H. lusitanicum (Espunyes et al.
2021). H. lusitanicum pourrait donc constituer un bon candidat pour la transmission de VFHCC
en France, dans certaines régions comme la Camargue ou potentiellement certaines zones des
Pyrénées, ou elle serait preésente a défaut de H. marginatum. Cette hypothése serait cohérente avec
les résultats de sérologie chez les cervidés des Hautes-Pyrénées (Article 3), ou I’absence de H.
marginatum est prédite (Bah et al. 2022). Par contre, I’absence de bovins séropositifs en Camargue

dans les Bouches-du-Rhone, alors que ces derniers peuvent aussi étre parasités par les stades
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adultes de H. lusitanicum, reste discutable. Bien que I’effort d’échantillonnage soit encore faible,
la premiére chose a faire serait donc de tester en gqRT-PCR les tiques H. lusitanicum qui ont été
collectées sur le terrain dans les Bouches-du-Rhone. Ensuite, il serait intéressant d’en connaitre
plus sur la distribution et la bio-écologie de cette tique en France. Pour H. marginatum, dont le
cheval est 1’hote préférentiel, il était assez simple d’aller dans des structures équestres pour aller
échantillonner des tiques. En revanche, pour H. lusitanicum qui se nourrit principalement
d’animaux sauvages, cela semble plus compliqué. En effet, dans le cadre du projet Holistique, des
collectes de tiques sur faune sauvage ont été mises en place depuis deux ans grace a une
collaboration du CIRAD avec les Fedérations Nationales et Départementales de la Chasse (FNC/
FDC), et les résultats s’avérent peu concluants pour I’instant. En effet, la période de chasse en
France (entre septembre et février) ne coincide pas avec la période d’activité de H. lusitanicum
(mai a septembre). En outre, I’effort de communication pour encourager les chasseurs a réaliser
ces prélevements est conséquent et reste un facteur limitant. D’apres les données de nos collégues
espagnols, une autre solution pourrait étre de collecter cette tique sur le terrain, non pas sur
animaux mais en utilisant la méthode du drapeau qui semble mieux fonctionner avec H.
lusitanicum que H. marginatum (Valcércel et al. 2023). Une autre option serait d’utiliser des
“appats humains” car cette tique semble assez anthropophile mais, dans ce cas, en définissant les
conditions techniques et éthiques. Quel que soit la méthode de collecte, afin d’optimiser les
recherches, il serait préférable de se rendre dans les lieux ou des rapports de présence (méme
historiques) existent pour voir si cette tique y est toujours présente, et ensuite échantillonner de
fagon concentrique. En outre, pour augmenter encore nos chances de la trouver, il faudrait, dans
ces zones, trouver des garennes de lapins et échantillonner a proximité pour espérer y trouver des
tiques adultes a jetn. Enfin, puisqu’au stade adulte H. lusitanicum parasite principalement des
cervidés mais aussi des bovins, il serait intéressant de cibler des zones d’interface entre lapins et
cervidés et/ou bovins. La période d’échantillonnage devrait cibler la saison ou la tique est active,
c¢’est-a-dire autour de 1’été pour les adultes a jetin. Enfin, se focaliser en priorité sur des zones ou
le VFHCC semble circuler permettrait d’optimiser la recherche de VFHCC dans cette tique et de

pouvoir ainsi conclure quant a son réle dans la transmission enzootique du VFHCC.

e Période d’échantillonnage des tiques H. marginatum :

Pour expliquer I’absence de VFHCC dans les tiques que j’ai testées durant ma thése, nous
pourrions aussi penser que nous n’avons pas échantillonné aux bonnes périodes, afin de collecter

des tiques infectées. En France, la période d’activité des stades adultes de H. marginatum est au
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printemps, de mars a juillet, avec un pic d’activité en avril, mai et juin. Pour le VFHCC, les tiques
sont considérées comme des réservoirs du virus. Par conséquent, il semble possible de trouver des
tiques positives toute 1’année, du moment qu’elles sont actives, et a tous les stades notamment si
la transmission transovarienne est efficace (Gargili et al. 2017). Toutefois, la saisonnalité pourrait
peut-&tre impacter la prévalence d’infection des tiques, par le biais d’une remise en circulation du
virus chez les hotes vertébrés animaux par les tiques déja infectées lorsqu’elles entrent en activité,
et entrainer I’infection de nouvelles tiques se gorgeant sur animaux virémiques. Etant donné que
les stades adultes de H. marginatum sont actifs a compter de la fin du mois de mars (Stachurski,
communication personnelle), cette remise en circulation commencerait au début du printemps. A
cette période, il est supposé qu’une grande majorité des tiques adultes a jelin se mettent a chercher,
en méme temps, un héte pour se gorger, avec un spectre d’hotes bien plus large que durant le reste
de la saison ou elle semble présenter de fortes préférences trophiques. Cette hypothése se base
uniquement sur des dires d’éleveurs qui déclarent “voir plus de tiques a pattes rayées en début de
saison ” (début avril) et “sur leurs chévres ou leurs moutons alors qu’ensuite ils n’en voient plus”,
et nécessiterait donc d’étre vérifiée. Si en début de saison, on retrouve plus de H. marginatum
adultes sur des hotes accessoires, pour elle, comme les petits ruminants qui s’avérent par contre
étre de bons hotes amplificateurs de VFHCC, cette période pourrait s’avérer propice a
I’échantillonnage de tiques, avec plus de tiques infectées. Malheureusement, la majorité de nos
collectes ont été réalisées plus tardivement (mai-juin) et cette “période plus propice” est difficile
a cibler. En effet, si I’on se fie a notre expérience sur le terrain, cela peut changer d’une année a
’autre. Prenons I’exemple d’un éleveur de chévres dans les Pyrénées-Orientales, qui a remarqueé,
en 2022, la présence de H. marginatum sur ces animaux dés le mois d’avril, et quand nous nous
sommes rendus chez lui au mois de mai, il n’y avait plus rien (sans 1’adjonction de traitements
acaricides). En 2023, nous sommes allés sur le terrain plus t6t, en avril, et les chévres ce dernier
n’avait pas de tiques, mais il nous a contactés début juin pour nous avertir de I’arrivée de H.
marginatum dans son troupeau (photos a I’appui). De la méme maniére, en 2022, dans les Alpes-
Maritimes, toutes les personnes que nous avons rencontrées début juin nous ont dit que les tiques
que nous recherchions (““a pattes rayées”) €taient actives plus tot dans la saison. Pour I’heure, nous
ne comprenons pas ce qui entraine cet apparent décalage de période d’activité de H. marginatum
et s’il existe vraiment, car cela contredit les données d’activité que le CIRAD collecte depuis
quatre ans, en suivant I’infestation par H. marginatum d’un troupeau de chevaux a 1’observatoire
de Pompignan (Stachurski, communication personnelle). Toutefois, afin d’éviter ce possible biais

d’échantillonnage pour détecter du VFHCC chez les tiques, il serait intéressant de mettre en place,
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dans des zones ou la circulation virale est confirmée par sérologie, un suivi temporel sur toute la
période d’activité des stades adultes de H. marginatum, soit de fin mars a fin juillet, si possible
sur différents hotes pour maximiser les chances d’échantillonner sur animaux virémiques capables
de réinfecter des tiques. Dans des élevages de bovins trés séropositifs, on pourrait suivre les
populations de tiques mais également 1’évolution de la présence d’anticorps (augmentation des
taux d’IgG par rapport au taux précédent la période d’infestation par les tiques et éventuelle
présence d’IgM signant une réinfection récente) et de VFHCC, afin d’identifier la période de
remise en circulation du virus. Mais cette méthode présente certaines contraintes pratiques, comme
la collecte de tiques sur vaches parfois peu manipulables surtout lorsqu’elles sont en liberté a
I’année sur des patures, ou encore la réalisation de prises de sang réguliéres des bovins par une

personne agréée.

e Zones d’échantillonnage des tiques H. marginatum :

Une derniere hypothése concernant 1’absence de détection de VFHCC dans nos tiques H.
marginatum serait que nous ne serions pas allés échantillonner dans les bonnes zones. Comme je
I’ai expliqué dans I’article 2, la composition locale des communautés d’hotes peut influer sur la
prévalence d’infection des tiques vectrices et le niveau de transmission du VFHCC. De ce fait, on
peut supposer que toutes les populations de tiques H. marginatum ne sont pas forcément infectées
ou a des niveaux d’infection différents. Prenons I’exemple des bovins en liberté dans les zones de
montagne I’été, ce que I’on nomme 1’estive, une tradition dans le Sud de la France et en particulier
en Corse. Dans cette derniere région, un rapport de Santucci, Fabre et Paoli (2011) de 'INRAE
de Corte décrit que les éleveurs gerent leurs animaux par lots, avec des conduites différentes pour
I’acces aux patures et a I’estive. Les génisses, ainsi que les vaches dont les veaux sont nés trop
tardivement, rejoignent les alpages le plus t6t possible dans I'année, au début du printemps. A
I’inverse, les vaches dont les veaux sont nés en hiver restent dans les paturages de plaine jusqu’a
ce que leurs veaux atteignent 1’age d’étre abattus et ne rejoignent les paturages de montagne qu'en
fin de printemps ou début d’été. Dans ce cas, les veaux envoyés a l'abattoir n'expérimentent donc
jamais ’estive. Les estives sont, a priori, des zones beaucoup plus naturelles que les paturages de
plaine, avec une végétation typiquement xérophile de maquis définie comme particulierement
favorable a de fortes densités de H. marginatum (Bah et al. 2022), et des communautés abondantes
et diversifiées d'hétes sauvages (lievres, lapins, sangliers, cervidés, vaches ensauvagées, ...)
supposés étre de bons amplificateurs de VFHCC et de tiques. Les populations de H. marginatum

y sont certainement abondantes. En outre, du fait de la présence de la faune sauvage a laquelle H.
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lusitanicum est fortement inféodée, cette derniere y est peut-étre aussi présente, méme si pour
I’instant elle n’y a jamais été recherchée et donc détectée. Ces zones peuvent donc étre supposées
trés propices a la transmission du VFHCC. A I’inverse, en paturages de plaine, les communautés
d'hotes sont probablement moins diversifiées et abondantes en faune sauvage, avec souvent
I’association, sur les mémes patures des bovins avec des chevaux qui constituent de mauvais
amplificateurs de VFHCC mais des hotes préférentiels des tiques ; dans ces zones plus
domestiques, il est probable que seule H. marginatum soit présente et en abondance moindre. Ces
paturages de plaine sont donc supposés moins favorables a la transmission de VFHCC. Or, les
tiques H. marginatum collectées au printemps en abattoir et analysées pour la détection de VFHCC
(Vincent Cicculli, Maitre, et al. 2022) proviennent des veaux qui ne sont pas partis en estive et ont
justement passé la majorité du temps sur ces paturages de plaine, donc ont peu de chances d’étre
trouvées infectés. Ce qui n’empéche pas de détecter des anticorps contre le VFHCC
indifféremment chez toutes les vaches puisque ces derniéres passent par 1’estive, soit dés le début
de la saison soit a I’approche de 1’été, tandis que les veaux qui passent a 1’abattoir au printemps
ne sont pas prélevés en prophylaxie annuelle. En termes de transmission a I’homme, les zones
d’estive supposées favorables a la transmission de VFHCC sont peu fréquentées par I’homme, si
ce n’est quelques randonneurs et éleveurs ou bergers, tandis que les paturages de plaine sont
fortement fréquentés mais ne présentent, a priori, qu’un risque faible de transmission de VFHCC,
ce qui permet de prédire dans les deux cas peu ou pas de contaminations humaines par pigdres de
tiques par le VFHCC.

L’hypothése de zones hyperlocalisées de transmission du VFHCC, comme les estives, pourrait en
partie expliquer 1I’hétérogénéité spatiale, a 1’échelle de la commune et de I’exploitation, des
séroprévalences observées chez les bovins en Corse et suggére que les pratiques d’élevage sont en
cause et devraient étre plus étudiées pour comprendre la dynamique de transmission du VFHCC
en France. Toutefois, ces informations sur la gestion des lots et 1’usage d’estives ne sont pas
disponibles a partir des bases de données telles que la Base de Données Nationale d’Identification
des bovins (BDNI). Ainsi, lors du stage de Master 2 de Romain Clerget que j’ai co-encadré, une
enquéte préliminaire a été réalisée aupres d’éleveurs de bovins du nord-ouest de la Corse, ou le
VFHCC semble bien circuler et dont les troupeaux avaient été testes en serologie VFHCC. En
plus d’un entretien semi-directif sur leurs pratiques d’élevage, ces derniers devaient indiquer sur
une carte les zones ou étaient présents leurs bovins et a quelle période. Au terme de 22

questionnaires, ce qui constitue un tres faible échantillon, la pratique du parcours en estives
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presentait un effet positif trés significatif sur la séropositivité des bovins (P-value = 0,00309). Si
cette hypothése de I’estive se confirme, cela pourrait entrainer un biais lors de la détermination
des habitats favorables a I’infestation des bovins par les tiques vectrices de VFHCC, en décrivant
les habitats dans une zone tampon de 5 km autour de chaque ferme, comme si tous les bovins
exploitaient indifféremment les paturages de la ferme et sans prendre en compte le passage de
certains en estive (comme réalisé dans 1’article 3 sur les données sérologiques du continent, faute

d’informations complémentaires).

Afin de confirmer cette derniére hypothése de circulation hyperlocalisée de VFHCC, il serait
intéressant de pouvoir collecter des tiques dans des élevages avec un grand nombre de bovins
séropositifs, au moment ou ils se trouvent en estive, voire méme a différents moments du
printemps et de 1’été pour suivre tous les déplacements de paturages, et de les tester en VFHCC.
Cette tache est particulierement compliquée car a ce moment les animaux sont en libre parcours
et ne sont gque trés rarement rassemblés et attachés pour des actions bien particulieres, comme le
changement de patures ou le tri des veaux en été. Ce type d’échantillonnage requiert donc
I’acceptation et la participation active des éleveurs, ainsi qu’un long travail en amont pour
comprendre leurs gestions respectives de leurs animaux. Une autre alternative pourrait étre de
placer dans les zones ciblées des animaux sentinelles comme des chevaux (plus facilement
rattrapables et examinables) ; malheureusement, les régles d’utilisation des estives sont parfois
trés strictes et ne permettent généralement pas 1I’introduction d’autres espéces animales que celles
prévues pour y étre. Ainsi, en collaboration avec certains éleveurs, nous avons commencé en 2023
une étude dans une vallée de production de bovins allaitants (vallée du Conflent, autour de la
commune de Prades) dans les Pyrénées-Orientales. Dans cette vallée, des séroprévalences a
VFHCC élevées ont été mesurées, avec toutefois une forte hétérogénéité spatiale entre élevages
parfois trés proches. En questionnant les éleveurs dont les bovins ont été testés en ELISA, il est
apparu gue ceux qui avaient leurs animaux sur des paturages de printemps ou des estives tres
proches, voire communs, présentaient pour la plupart des statuts sérologiques similaires. Nous
nous sommes rendus en avril 2023, pour conduire une premiére collecte de tiques, dans tous ces
élevages lorsque les animaux sont encore sur leurs paturages d’hiver, ou déja en patures
intermédiaires de printemps. Malheureusement, faute de temps, nous n’avons pu nous y rendre a
nouveau en été pour échantillonner les estives et ce travail devra étre poursuivi ou reconduit par

le CIRAD en 2024. Toutes les tiques collectées sont pour I’instant en attente d’étre testées en
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détection PCR du VFHCC. De la méme maniére que dans les Pyrénées-Orientales, un tel travail

pourrait étre realise en Corse, dans la zone de forte circulation virale dans le nord-ouest de I’ile.

En termes de pratiques d’élevage, il serait intéressant d’étudier leur diversité, a I’échelle de filieres de
production, de grandes régions, mais aussi de zones plus localisées, afin de mieux comprendre leur
role sur la transmission du VFHCC au sein des ruminants domestiques. Dans I’article 3, plusieurs
hypothéses ont été émises quant aux facteurs pouvant expliquer 1’hétérogénéité spatiale observée des
séroprévalences. Ces facteurs peuvent agir, soit sur I’exposition des bovins aux tiques vectrices de
VFHCC, soit sur le niveau de circulation du VFHCC entre hotes animaux et tiques vectrices. Comme
expliqué préecédemment, une premiere hypothéese portait sur le libre parcours des animaux sur des
zones intermédiaires ou d’estive, avec une végétation propice a H. marginatum, au printemps et en
début d’été qui correspond a la période d’activité des stades adultes de H. marginatum. Ces estives
seraient donc favorables a la présence de tiques vectrices de VFHCC et donc a I’exposition des bovins
a ces dernieres. De plus, il est supposé que plus les animaux séjournent longtemps sur ces parcours et
se déplacent sur de grandes distances, plus ils sont susceptibles d'étre exposés aux tiques H.
marginatum, contrairement a ceux qui restent sur les parcelles cl6turées tout au long de lI'année. Mieux
définir les zones visitées par les bovins au cours des saisons permettra de mieux corréler ces zones aux
habitats prédits comme favorables a la présence et I’abondance de H. marginatum et voir si cette
variable devient alors déterminante quant a la séropositivité des animaux. Alors que le modele de Bah
et al. (2022) fonctionne bien pour le continent pour la prédiction de présence de la tique, il doit encore
étre adapté aux spécificités de la Corse. Une seconde hypothése portait sur le contact des bovins avec
d'autres animaux, qu'ils soient sauvages ou domestiques, pouvant étre de plus ou moins bons
amplificateurs du VFHCC et étre plus ou moins appréciés comme hotes nourriciers par H. marginatum,
ce qui influencerait le niveau de transmission du VFHCC aux bovins. Ainsi, les enquétes préliminaires
menées aupres de quelques éleveurs corses a montré que lorsque les bovins étaient en contact avec
d’autres bovins (bons amplificateurs de VFHCC), la séroprévalence dans les élevages était supérieure
a celle des élevages dont les bovins partageaient un milieu avec des chevaux (mauvais amplificateurs
de VFHCC). Cette relation n’était toutefois statistiquement pas significative et nécessite un plus grand
nombre d’enquétes pour tester I’effet de cette variable. Il faudrait en outre rajouter I’information
concernant les contacts avec la faune sauvage. Enfin, et de maniére moins courante, I'achat d'animaux
en dehors de I'exploitation devrait également étre considéré comme source de nouveaux contacts avec
des animaux pouvant déja étre infectés ou parasités par des tiques porteuses du VFHCC et facilitant

I'introduction du virus dans I'élevage et sa propagation locale. Une troisieme hypothese portait sur
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I'utilisation de traitements anti-parasitaires chez les animaux (insecticides, acaricides ou vermifuges a
ivermectine pouvant avoir une action systémique contre les parasites externes, dont les tiques). En
réduisant ainsi les charges parasitaires en tiques sur les bovins, I'antiparasitaire contribuerait a diminuer
les risques de transmission du VFHCC. Pour ce genre d’investigation, il ne suffit pas d’identifier les
molécules utilisées, mais aussi de voir les doses efficaces utilisees et la fréquence ou les périodes
auxquelles elles sont utilisées, afin de déterminer la durée de protection des animaux et la mettre en
relation avec la période d'activité de H. marginatum. Enfin, une derniere hypothése concernait la race
des bovins élevés dans chaque exploitation, en considérant que certaines races peuvent s’avérer plus
résistantes aux infestations par les tiques, dont H. marginatum, voire a I’infection par le VFHCC. Bien
que la résistance aux tiques ait été démontrée en Afrique chez certaines races locales versus des races
améliorées introduites récemment sur le territoire (Frisch et O’Neill 1998; Frisch 1999), il n’est pas
dit que ce phénomene puisse exister en France ou les infestations par les tiques sont moindres et
I’installation de H. marginatum encore récente. Cette hypothése mérite toutefois d’étre testée, avec la
difficulté que les elevages bovins présentent parfois un mélange de races et qu’il est alors difficile de

les catégoriser.

L’article 3 a montré que certains facteurs précités pouvaient étre appréhendés par I'intermédiaire de
bases de données officielles telles que la BDNI qui renseigne sur la localisation des élevages, 1’age et
la race des bovins, leurs déplacements au cours de leur vie, ainsi que sur la présence d’autres animaux
domestiques sur 1’élevage. Cependant, aucune information n’y est disponible quant aux traitements
administrés aux animaux, aux paturages ou estives utilisés par ces derniers, la présence de faune
sauvage ou de certaines especes domestiques comme les chevaux, ou encore 1’utilisation mutualisée
de patures par plusieurs espéces animales présentes ensemble sur un méme élevage. En ce qui concerne
I’utilisation des paturages, une meilleure estimation pourrait se faire en croisant les informations de la
BDNI et du Registre Parcellaire Graphique (RPG), disponible pour chaque département et indiquant
I’ensemble des patures appartenant a chaque exploitation. En partant du principe que seuls les élevages
allaitants utilisent le parcours en estives et que, par praticité, les éleveurs essaient d’avoir des zones
d’estives contigués aux patures d’hivernage ou a des distances acceptables, nous pourrions attribuer a
chaque élevage une “zone d’influence” ou les bovins pourraient s’infester et s’infecter. Toutefois, ces
approximations devraient étre vérifiées, au moins en partie, sur un petit nombre d’élevages. Pour les
contacts des bovins avec la faune sauvage, nous pourrions utiliser d’autres bases de données telles que
le GBIF (Global Biodiversity Information Facility) qui est le systeme mondial d'information sur la

biodiversité, ainsi que des cartes prédictives sur la favorabilité des habitats pour certains ongulés
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comme les sangliers ou les cervidés (issues des projets Edenext et Vmerge). Pour compléter ces
informations, la seule option restante est la réalisation d’enquétes sur le terrain par 1’intermédiaire de
questionnaires semi-directifs aupres des éleveurs, comme cela a déja été testé en Corse, ou aupres des
Fédérations De Chasseurs. Toutefois, ce premier essai a montré certaines limites de la méthode. Nous
avons, entre autres, remarqué qu’en proposant une carte sur laquelle les éleveurs devaient indiquer les
lieux de patures de leurs animaux, ces derniers avaient parfois du mal a cibler la bonne zone, faute
d’avoir a disposition des représentations des zones a différentes échelles spatiales. En outre, le
questionnaire que nous avons utilisé pour la Corse mériterait d’étre revisité, afin d’y inclure des
questions croisées pour s’assurer de la validité des réponses des éleveurs, mais aussi des questions plus
précises sur les traitements antiparasitaires utilisés, avec des doses, des périodes, des molécules
proposées car les éleveurs ne se souviennent parfois plus de ces détails et laissent leur vétérinaire
choisir. Concernant les contacts entre animausx, les réponses pour la faune sauvage s’avéraient toujours
assez vagues et restaient inexploitables. En Corse, de par I’ensauvagement de certains bovins, il serait
important de faire la distinction des contacts des bovins avec des bovins d’autres €élevages ou avec des
bovins redevenus sauvages. Pour la faune domestique, il faudrait, la aussi, demander plus de précisions
aux eleveurs, non pas que sur les espéces présentes dans 1’élevage mais aussi sur le maintien de ces
espéces sur les mémes patures et le temps de partage des patures. Au vu de ces premiers résultats, un
important travail en amont de définition et de test d’un questionnaire est nécessaire, par un collectif de
scientifiques regroupant des compétences en zootechnie, médecine vétérinaire, sociologie, et

statistiques.

Enfin, en termes de surveillance des risques sanitaires associés a I’installation de la tique H.
marginatum en France, les résultats de ma thése et les perspectives de recherche discutées plus haut
permettent de proposer certaines mesures pouvant étre mises en place.

Etant donné que 1’émergence de la FHCC est le risque majeur lié & la tique H. marginatum, une
premiére action de surveillance serait de continuer a chercher du VFHCC dans les tiques, afin de
pouvoir identifier I’agent infectieux qui circule chez les ongulés domestiques et sauvages en France et
caractériser la (ou les) souches pour estimer le risque encouru par I’homme en cas de pigdre de tiques
ou, pour les personnes a risques, de contact avec des fluides biologiques animaux contaminés
(éleveurs, vétérinaires, personnels d’abattoir...). Il serait intéressant de cibler les especes animales
présentant de fortes séroprévalences et/ou connues pour étre de bons amplificateurs viraux (e.g. les
bovins), dans des zones et élevages ou le virus semble bien circuler (e.g. hotspots au nord-ouest de la

Corse, dans les Pyrénées-Orientales ou dans les Alpes-Maritimes), au printemps ou les stades adultes
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des tiques supposées vectrices sont actives et la transmission aux ongulés domestiques est supposée
reprendre, et si I’hypothése du parcours est confirmée lorsque les animaux sont amenés sur leurs
paturages de printemps ou d’estive. Il est recommandé de tester plus largement toutes les tiques
collectées sur bovins, et non que la tique H. marginatum, tant que nous ne connaissons pas le (ou les)
vecteur(s) du VFHCC en France. Dans un second temps, lorsque ce virus aura été isolé, il peut étre
intéressant de réaliser un suivi en abattoir, si possible ou sont abattus des animaux qui proviennent des
zones considerées a forte transmission, ce qui permettrait de voir toutes les espéces de tiques présentes
sur les animaux et ce a toutes les saisons. Toutefois, ce procédé peut présenter certaines limites, comme
le risque de collecter des tiques sur des veaux qui ne sont pas exposes aux tiques infectées de par
certaines pratiques d’élevage (e.g. cas de la Corse), ou encore celui d’échantillonner des animaux qui
ont été envoyés en engraissement dans des pays frontaliers ou la FHCC est endémique comme en
Espagne et qui reviennent en France pour y étre abattus (e.g. cas des Pyrénées-Orientales).

Il serait également nécessaire de continuer la surveillance sérologique de la faune domestique, via les
sérums de prophylaxie annuelle, pour voir si d’autres zones de circulation apparaissent, en particulier
sur le continent, et si les niveaux de transmission changent au cours du temps. En Corse, la
réactualisation des résultats de sérologie cinq ans aprés la premiére enquéte n’ayant pas montré
d’évolution notoire, il serait alors raisonnable de proposer un suivi tous les 5 ans, permettant tout de
méme de suivre des animaux prélevés précédemment et détecter de nouvelles séroconversions. En
effet, parmi les sérologies réalisées sur le continent, nous avons eu I’opportunité, parfois, de tester des
animaux prélevés deux années consécutives, et seules deux vaches dans les Alpes-Maritimes avaient
séroconverti, preuve gque 1’évolution ne semble pas tres rapide. 1l serait aussi intéressant de maintenir
le suivi au niveau de la faune sauvage, en utilisant les sérotheques des fédérations de chasse qui, dans
certains départements, collectent sur sangliers, chevreuils, cerfs, renards, mais aussi lievres et lapins
de garennes. Pour ce faire, il faudrait systématiser les prélévements de sérums par les chasseurs, en
réalisant des formations a cet effet, afin d’avoir une meilleure couverture spatiale avec une
participation large des départements du sud de la France. Les laboratoires départementaux d’analyses
étant le lieu ou arrivent les sérums de prophylaxie bovine, mais aussi parfois celui ou sont stockées les
sérothéques des fédérations de chasse, leur implication dans cette surveillance devrait étre encouragée
pour ne plus dépendre de leur acceptation respective a participer, en leur proposant, a terme, de réaliser
eux-mémes les sérologies au VFHCC selon un plan prédéfini de sous-échantillonnage pour
systématiser cette surveillance. Cette proposition souléve toutefois la question du recueil de

I’acceptation éclairée des éleveurs qui restent propriétaires des sérums de leurs animaux et du

221"



financement de cette surveillance qui ne devrait pas étre aux frais des éleveurs puisque la FHCC reste
une maladie non réglementée et sans implications sanitaires si un animal présente des anticorps.

11 serait enfin utile d’initier une surveillance sérologique chez I’homme pour savoir si des humains sont
exposés au virus, méme si aucun cas clinique n’est pour I’instant déclaré. On pourrait au départ
focaliser nos efforts sur le public dit a risque d’exposition aux tiques ou aux fluides biologiques
d’animaux potentiellement contaminés (e.g. éleveurs, chasseurs, vétérinaires, professionnels de la
nature, et personnels d’abattoir et de centres équestres). Dans un second temps, une surveillance en
population générale, dans les hotspots de circulation, pourrait étre envisagée. En paralléle, la
surveillance de 1’émergence de cas humains doit étre maintenue dans les services hospitaliers, ainsi
que chez les médecins ruraux des zones de forte circulation virale indiquée par sérologie des animaux
notamment des bovins, afin de détecter, non pas que des formes cliniques hémorragiques mais aussi
des syndromes fébriles non spécifiques suite a une piqdre de tique identifiée comme potentiellement
vectrice.

Le VFHCC n’étant pas le seul agent infectieux pouvant étre transmis par la tique H. marginatum il
serait important de continuer de surveiller son portage d’autres agents infectieux (bactéries, virus et
parasites), afin de voir si des changements s’opérent quant aux prévalences d’infection décrites dans
ma thése et par d’autres études similaires, et détecter I’apparition de nouveaux agents infectieux non
encore décrits chez cette espece de tique. Plus particulierement pour les agents de la piroplasmose
équine (T. equi et B. caballi, T. haneyi) et le virus du West Nile, il serait utile non seulement de suivre
les niveaux d’infection des tiques H. marginatum mais aussi de voir si I’épidémiologie de ces maladies
venait a changer en termes d'incidence ou de saisonnalité des cas au fur et a mesure que la tique envahit
de nouvelles zones sur le territoire francais. La recherche pourra apporter des informations utiles quant
au role vecteur de H. marginatum pour ces agents infectieux, car sa compétence vectorielle reste

questionnée, et permettra d’anticiper les risques sanitaires associés.
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Résumé :

La Fiévre Hémorragique de Crimée-Congo (FHCC) est une maladie virale zoonotique en recrudescence dans le
bassin méditerranéen, se manifestant chez I'homme par un syndrome fébrile suivi parfois de graves hémorragies.
Le Nairovirus responsable de la FHCC est principalement transmis par les tiques du genre Hyalomma, qui
agissent a la fois en tant que vecteurs et réservoirs du virus. Certains hétes vertébrés, tels que les bovins, les
petits ruminants, les lapins et les hérissons, hébergent également temporairement le virus sans montrer de
symptomes cliniques, ce qui en fait des sources potentielles d'infection pour les tiques. En raison de
I'implantation croissante de la tique Hyalomma marginatum dans le sud de la France continentale et des cas
récents de FHCC chez I'homme en Espagne, il est essentiel de comprendre la situation épidémiologique sur
notre territoire. Une premiére enquéte sérologique menée de 2014 & 2016 sur des bovins et des petits ruminants
en Corse, ou H. marginatum est présente depuis des décennies, a révélé la présence d'anticorps dirigés contre le
VFHCC chez ces animaux. L'objectif général de cette thése était de caractériser et spatialiser les risques
sanitaires liés a la présence de la tique H. marginatum. Cette recherche a permis de proposer le premier modele
hypothétique du cycle de transmission de la FHCC en France, en prenant en compte les différents acteurs,
notamment les tiques et leurs hotes sauvages et domestiques. Les résultats de cette étude ont également permis
de mettre a jour les données sérologiques précédemment obtenues en Corse et d'identifier des facteurs potentiels
expliquant la présence d'anticorps dirigés contre la FHCC chez les bovins sur le continent. Cependant, a ce
stade, la détection du virus dans les tiques n'a pas encore été réalisée, mais la présence d'autres agents infectieux
a été évaluée, ce qui a contribué a préciser le risque associé a l'introduction et a I'expansion de la tique H.
marginatum en France.

Mots clefs : Hyalomma marginatum, risque, agent pathogene, VFHCC, France

Abstract:

Crimean-Congo Haemorrhagic Fever (CCHF) is a zoonotic viral disease on the rise in the Mediterranean basin,
causing in humans as a febrile syndrome sometimes followed by severe bleedings. The Nairovirus responsible
for CCHF is mainly transmitted by ticks of the genus Hyalomma, which act as both vectors and reservoirs for
the virus. Some vertebrate hosts, such as cattle, small ruminants, rabbits and hedgehogs, also temporarily harbor
the virus without showing clinical symptoms, making them potential sources of infection for ticks. In view of
the growing presence of the Hyalomma marginatum tick in the South of mainland France, and recent cases of
CCHF in humans in Spain, it is essential to understand the epidemiological situation in France. An initial
serological survey conducted from 2014 to 2016 on cattle and small ruminants in Corsica, where H. marginatum
has been present for decades, revealed the presence of antibodies directed against the CCHF virus in these
animals. The general objective of this thesis was to characterize and spatialize the health risks associated with
the presence of the H. marginatum tick. This research has enabled us to propose the first hypothetical model of
the CCHF transmission cycle in France, taking into account the various players involved, notably ticks and their
wild and domestic hosts. The results of this study have also made it possible to update serological data
previously obtained in Corsica, and to identify potential factors explaining the presence of antibodies to CCHFV
in cattle on the mainland. At this stage, however, the virus has not yet been detected in ticks, but the presence
of other infectious agents has been assessed, helping to clarify the risk associated with the introduction and
spread of the H. marginatum tick in France.

Key-word: Hyalomma marginatum, risk, pathogen, CCHFV, France



