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Spécialisation de la tique des oiseaux marins et
diversité des bactéries du complexe Borrelia
burgdorteri sensu lato, agents de la maladie

de Lyme: effets en cascade dans les systémes
a vecteur

Karen D. McCov™’, David DUNEAU"?, Thierry BOULINIER®

OGénétique et Evolution des Maladies Infectieuses, UMR 2724 CNRS-IRD,
Centre IRD, 911 Avenue Agropolis, BP 64501, 34394 Montpellier
@Zoologisches Institut, Evolutionsbiologie, Universitdt Basel, Vesalgasse 1,
CH-4051 Basel, Switzerland
®Centre d’Ecologie Fonctionnelle et Evolutive, CNRS - UMR 5175,
1919 Route de Mende, 34293 Montpellier

Abstract: Specialisation of the seabird tick and diversity of Lyme borreliosis
bacteria: cascading host effects in vector-borne systems. The role of vectors in
micropathogen evolution is often neglected. However, vector specialisation for a
given host type can result in the isolation of pathogen populations (viz cascading
effects) and can subsequently affect pathogen genetic variation with major conse-
quences for the co-evolutionary process and the epidemiology of associated disease.
We investigated the implications of vector specialisation by examining the diversity
and population structure of bacteria of the Borrelia burgdorferi sensu lato complex
found in the marine cycle of Lyme borreliosis, involving different seabird species
and their specialist tick Ixodes uriae as vector. The analysis of a conserved bacterial
gene (flagellin gene F/uB) revealed the presence of three species of the complex in
the tick vector: B. garinii, B. lusitaniae and B. burgdorferi sensu stricto. This is the first
record of B. /usitaniae and B. burgdorferi s.s. in the matine system. The bacterium was
present in all colonies examined in relatively high prevalence (population average
26.0% * 3.9%) confirming that this microparasite is endemic to the marine system.
In agreement with predictions, our results show an isolation of Borrelia isolates by
tick host race. Nevertheless, these patterns differ among seabird colonies with only
three of the four examined colonies showing clear patterns of divergence. The
combination of variable degrees of isolation due to specialisation of the tick vector
and the effect of distance among seabird colonies seems to create a complex land-
scape for the evolution of these bacteria. More detailed molecular studies involving
both the pathogen and the vector should help us evaluate different hypotheses that
might explain these patterns. These data can also be used to infer the potential
interaction between marine and terrestrial endemic cycles of borreliosis.

* Cortespondance et tirés a part : mecoy@mpl.ird.fr
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K. D. McCoy ¢# al.

animal population/ biological adaptation/ genetic differentiation/ genetic
epidemiology / disease vectots

Résumé : Le role des vecteurs dans I’évolution des micropathogenes est souvent
négligé. Néanmoins, la spécialisation du vecteur pour un type d’hote peut entrainer
un isolement entre populations du microparasite (effet en cascade) et pourrait donc
affecter la variation génétique de celui-ci avec des conséquences majeures sur les
processus de coévolution et ’épidémiologie des maladies associées. Nous avons
testé cette hypothése en examinant la diversité et la structure des bactéries dans le
cycle marin de la borréliose de Lyme, impliquant des oiseaux et leurs tiques spéciali-
stes, Ixodes uriae. 1.’analyse d’un gene conservé codant pour une protéine de la flagel-
line (FlaB) a révélé la présence de trois especes du complexe Borrelia burgdorferi sensu
lato chez 1. wriae : B. garinii, B. lusitaniae et B. burgdorferi sensu stricto. Une forte
prévalence globale a aussi été trouvée (26 %), suggérant que ces microparasites sont
endémiques au systéme. Conformément aux prédictions, nos résultats sont co-
hérents avec un isolement relatif de la borrélie en fonction des races d’hote de
tiques. Néanmoins, le degré de divergence différe selon les colonies d’oiseaux. La
combinaison de lisolement variable di aux vecteurs et de la distance génére donc
un contexte évolutif complexe pour ce systeme. Des études moléculaires plus
détaillées, a la fois sur I'organisme pathogene et sur le vecteur, nous aideront a tester
différentes hypotheses qui pourraient expliquer ces patterns.

population animale/ adaptation biologique/ différenciation génétique/
génétique épidémiologique/ vecteurs de maladie

1. INTRODUCTION

L’évolution de la diversité parasitaire est une cause majeure de dégats
économiques et médicaux chez les humains et les étres vivants domestiqués
dont ils dépendent. Une compréhension de la répartition de cette variabilité et
des facteurs qui I'affectent est essentielle pour le contrdle de ces organismes
pathogeénes (par exemple, I'identification de variants pour la vaccination, etc.).
Dans les systemes a vecteur il est parfois avancé que seule l'interaction du
microparasite avec son hote vertébré détermine la direction de I’évolution et la
pathogénicité du microparasite (eg, [25], [3]). Néanmoins, une telle
supposition n’est jamais vérifiée et s’avere méme particulicrement inadéquate
dans les cas ou le vecteur impose des contraintes importantes sur la
dynamique du micropathogene (e.g, [1]). En effet, la spécialisation du vecteur
pour un type d’héte peut entrainer un isolement entre populations du
microparasite (effet en cascade) et pourrait donc affecter la variation génétique
de cet organisme avec des conséquences majeures sur les possibilités
d’adaptation du microparasite a ses hotes et réciproquement [9], [28].

Afin d’étudier le réle de la spécialisation d’un vecteur sur I’évolution d’un
microparasite, nous avons examiné un systéme impliquant des races spécia-
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lisées de la tique d’oiseaux matins, Ixodes uriae, et un groupe de
micropatasites transmis par cette tique, les bactéries du complexe Borrelia
burgdorferi sensu lato (Bbsl), agents étiologiques de la maladie de Lyme chez
I’homme. Ces bactéries sont relativement bien caractérisées dans leur cycle
terrestre (impliquant surtout des mammiféres et les tiques du complexe
Ixcodes ricinus), mais les informations sur le cycle marin sont quasi-inexistantes
[20]. Nos travaux précédents sur I. #riae ont révélé une spécialisation d’I.
uriae pour différentes especes d’oiseaux [15], [17]. Cette étude a donc visé a
caractériser la diversité des borrélies au sein du cycle marin et a examiner
comment cette diversité est affectée par la présence de races d’hotes de la
tique. Si la spécialisation des tiques vectrices est une contrainte importante
pour la transmission du microparasite, on s’attend a une structuration de la
prévalence et de la variation génétique du microparasite entre races de
vecteurs et a différentes échelles spatiales.

2. METHODES

2.1. Espéces concernées

La tique Ixodes nriae exploite des oiseaux marins coloniaux des régions
circumpolaires. Dans chaque hémisphere, les populations de ces oiseaux
sont fortement subdivisées a plusieurs échelles spatiales et forment souvent
des groupes hétérospécifiques dans les zones de reproduction; il y a donc la
possibilité de plusieurs types d’interactions avec des parasites, au sein et
entre especes hotes. Les principaux hotes oiseaux infestés par I #riae parta-
gent plusieurs similarités car ils sont tous coloniaux, longévifs et pélagiques
(passent I’hiver en mer) et ont tendance a étre fortement fideles a leur site de
reproduction. Cependant, le comportement varie entre ces especes. Par
exemple, elles se dispersent a différentes échelles spatiales, utilisent
différents types de sites de nidification au sein des colonies, et ont des
stratégies différentes de fourragement en pleine mer. Ces différences
peuvent avoir un impact sur Pévolution des populations de tiques associées
a ces hotes. En effet, avec une approche de génétique des populations, nous
avons mis en évidence une différenciation de cet ectoparasite entre especes
hotes sympatriques de ’hémisphére Nord [15]. Nous avons également
caractérisé leffet de cette spécialisation présumée sur la structuration
spatiale des populations de la tique [16]. Nous avons utilisé le «répliquat»
naturel de ce systtme dans I’hémisphére Sud pour confirmer que la
formation des races d’hétes était bien un processus évolutif récurrent chez
cette tique [17].

11 a été découvert en 1993 que les oiseaux marins hébergent les bactéries
du complexe Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl) et que la tique L #riae en est le

279



K. D. McCoy ¢# al.

vecteur [20]. Il existe a présent 13 especes reconnues de ce complexe, dont
au moins quatre sont pathogenes chez ’homme et responsables de la
maladie de Lyme (B. burgdorferi sensu stricto, B. garinit, B. spielmanii et B. afzelii),
qui est la maladie a vecteur la plus importante en zone tempérée [24]. Les
effets pathogénes de ces bactéries different suivant 'espece de Borrelia, mais
aussi suivant I'individu hote infecté; il y a donc une forte interaction entre le
génotype du microparasite et celui de I'hote [26]. Les conséquences de
I'infection pour les oiseaux ne sont pas connues. A présent, B. garinii est la
seule espéce décrite dans le cycle marin, mais le nombre d’études est limité
pour linstant. De la méme manicre, on n’a pas encore assez d’informations
pour savoir §’il existe une liaison avec le cycle terrestre de la borréliose. Par
ailleurs, les implications des vecteurs spécialistes pour la transmission n’ont
jamais été évaluées.

Horngya:
Mm, Mt, Gt
”
Grimsey:
Mm, Mt, Gt, Pt Mer
Skrudur:
Mm, Mt, Gt
Breidafjordur:
Mm, Mt, Gt, Fu, Pp 1
)
tfi

Figure 1. Localisation des colonies hétérospécifiques d’oiseaux marins ou la tique
Ixodes nriae a été échantillonnée. Les especes d’oiseaux sur lesquelles les tiques ont
été récoltées sont indiquées (Mm: macareux moine, Mt: mouette tridactyle, Gt:
guillemot de Troil, Fu: fulmar, Pt: pingouin torda)

Dans le cadre de notre étude, nous avons sélectionné quatre sites ou
nous avons pu prélever des tiques sur au moins trois espéces hotes oiseaux
nichant en sympatrie (fig. 1). L’échantillonnage a été fait sur une colonie
dans le nord de la Norvege (ile d’Hornoya) et sur trois colonies d’Islande
('lle de Skrudur, llle de Grimsey et a Breidafjordur). Les oiseaux
échantillonnés appartiennent a cinq especes : la mouette tridactyle (Rissa
tridactyla), le macareux moine (Fratercula arctica), le pingouin Torda (Aka
torda), le guillemot de Troil (Uria aalge) et le fulmar (Fulmarus glacialis). Nous
avons essayé de prélever environ 30 tiques pour chaque espece d’oiseau par
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site lorsque Pespece considérée était infestée. Dans la mesure du possible,
les tiques ont été collectées sur des individus différents ; il s’agit
majoritairement d’adultes femelles, plus rarement de nymphes.

2.2. Analyses génétiques

L’extraction de PADN total de la tique et des micropathogenes associés a
été effectuée a 'aide du kit DNeasy Tissue (Qiagen, Valencia, CA) a partir
d’un broyat de tique contenant le tube digestf et les glandes salivaires. Pour
déterminer si une tique est infectée par une borrélie ou non, nous avons
employé un protocole de PCR nichée pour amplifier le géne de la flagelline
(FlaB), qui est un gene de ménage fortement conservé au sein du complexe
Bbsl. [14], [5]. Ce gene code pour une protéine du flagelle de la bactérie. Les
régions marginales de ce gene sont trés conservées par rapport aux régions
plus médianes qui sont plus polymorphes. Cela en fait un marqueur
moléculaire idéal pour la détection de la présence/absence de la bactérie et
pour I’évaluation de la diversité génétique. La PCR nichée (avec deux étapes
d’amplification et deux séries d’amorces, les deuxiémes étant nichées dans la
séquence de la premiere amplification) nous a permis d’amplifier un
fragment de 390 pb de la région polymorphe du gene considéré [5].

Le mélange PCR utilisé était: 2,5ul de tampon (10x), 2ul de MgCl,
(25mM), 2ul de ANTP (2,5mM), 0,5ul d’amorces (20pM), 1 unité de Taq
polymerase (Promega), 20 ng d’ADN, eau qsp 25ul. Le programme PCR
était : dénaturation initiale 2 95 °C 1 minute, puis 35 cycles de 94 °C 30
secondes, 52 °C 40 secondes, et 72 °C 1 minute, et une étape d’élongation
finale de 72 °C 5 minutes. Le mélange PCR a été le méme pour les deux
PCRs successives, sauf pour la deuxieme dans laquelle 0,5ul du produit de la
premiere PCR a été utilisé comme matrice d’amplification et ou des
conditions PCR plus sévéres ont été utilisées (température d’annealing a
55 °C). Pour chaque PCR, nous avons utilisé un controle négatif (eau) et un
contrdle positif, une borrélie provenant de culture et fournie par le Centre
de Référence des Spirochétes de Dlnstitut Pasteur de Paris (la souche
POtb2 de B. /usitaniae et la souche 20047 de B. garini). L’infection a été
révélée par la présence d’une bande de 300 a 400 pb sur un gel d’agarose
(2 %). Ces produits PCR ont été ensuite séquencés (Genome Express,
Meylan).

Nous avons ensuite effectué une analyse phylogénétique des souches de
borrélie de notre échantillonnage avec des espéces reconnues de LB. Les
séquences de référence, correspondantes aux différentes especes du complexe
Borrelia burgdorferi s./. reconnues, ont été obtenues a partit de Genbank. Les
séquences ont été alignées a l'aide du logiciel SEAVIEW [10]. Un arbre
phylogénétique du gene FlaB a été ensuite construit par la méthode de

281



K. D. McCoy ¢# al.

maximum de vraisemblance (PAUP 4.0b10: [29]) apres sélection d’un modele
de substitution des nucléotides par le programme MODELTEST 3.6 [22]. La
robustesse des nceuds a été testée par une analyse de bootstrap (1000
répétitions) [29] et l'arbre final a été dessiné par le programme TREEDYN
[4].

2.3. Analyses statistiques

Afin de tester la prédiction que la spécialisation des tiques pour
différentes espéces d’oiseaux conduirait a des prévalences différentes, des
tests exacts de Fisher ont été effectués au sein de chaque colonie mixte, en
utilisant le programme STRUC [23]. Ce test nous a permis de voir si
certaines races de tiques sont plus infectées que d’autres au sein de chaque
site. La procédure de Fisher a été employée pour combiner des tests
indépendants effectués dans chaque colonie [23]. De méme, nos colonies
échantillonnées étant séparées par des distances géographiques plus ou
moins grandes, nous avons voulu tester si la prévalence de la borrélie variait
selon les colonies étudiées, en fonction de I’éloignement. Nous avons donc
fait également des tests exacts de Fisher pour savoir si, pour chaque race de
tique, la prévalence était différente d’un site a l'autre. Certaines espéces
n’ayant pas pu étre échantillonnées dans tous les sites (fig. 1), cette dernicre
analyse a été faite uniquement pour les tiques de la mouette tridactyle, du
macareux moine et du guillemot de Troil. Nous avons aussi effectué un test
global non paramétrique (test de Kruskal-Wallis), sur la variabilité de la
prévalence entre colonies incluant les données des trois races hotes.

La comparaison des prévalences n’est pas le test le plus puissant pour
tester une divergence potentielle des borrélies entre populations hotes, car le
taux d’infection des tiques peut se révéler similaire méme si la composition
génétique des borrélies est variable entre populations de tiques. Afin de
déterminer si la divergence entre séquences de borrélies est liée a un isolement
des populations, des analyses de variance moléculaire (AMOVA) ont été
effectuées a I'aide du logiciel ARLEQUIN 3.01 [27]. L’analyse a été faite dans
un premier temps a partir de populations établies sur la base des races d’hotes
de tique pour chaque site. Ceci nous permet d’estimer la part de variance
moléculaire expliquée par I'isolement lié a la spécialisation des tiques. Dans un
deuxieme temps, Panalyse a été faite pour chaque race échantillonnée dans
toutes les colonies pour tester le role potentiel de 'espace dans la divergence
des borrélies. Ces analyses ont été faites uniquement sur des séquences de B.
garinit, car il n’y avait pas un nombre de séquences suffisant pour les autres
especes pour effectuer ce genre d’analyse. Nous ne pouvons pas inclure toutes
les especes dans une méme AMOVA car linclusion d’espéces différentes au
sein d’une méme population peut masquer les divergences entre population.
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3. RESULTATS

Parmi les 402 tiques testées pout la borrélie, 109 ont été positives en
Borrelia par PCR (soit une prévalence globale moyenne de 26,0% £ 3.9).
Une étude de répétabilité de détection de la borrélie par cette méthode a
suggéré que cette valeur sous-estime la vraie prévalence d’infection chez ces
tiques [18], notre estimation de prévalence est donc conservatrice. Parmi les
positifs, nous avons obtenu les séquences de 97 isolats, avec 31 séquences
différentes et onze cas de co-infections par des borrélies (tablLI). Seules les
séquences contenant une seule souche ont pu étre utilisées pour les analyses
de structuration (soit 86 séquences).

Tableau I: Prévalence et répartition des isolats de Borrelia burgdorferi s./ (Bl = B.
lusitaniae; Bg = B. garinii). Le nombre de tiques infectées avec plusieuts souches
de Borrelia spp. est indiqué dans la colonne ‘Co-inf. Voir la figure 1 pour la
localisation des colonies.

Colonie Hoéte No. Tiques _Prévalence de Borrelia  Espéces**
(No. (A=adultes, No. tiques positives
Echantillonnés N=nymphes)  (No. hdtes)* Moyen Bl Bg Co-inf
)
Hornoya Mouette (21) 29(26A, 3N) 22 1
(No1vege) Macateux (27) 30(9A, 25N) 7(7) 5
Guillemot (29)  30(28A, 2N) 7(7) 4
Total: 16 18,0 %
Skrudur Mouette (17) 28(25A, 3N) 5(5) 2 2 1
(Islande) Macateux (19) 31(26A, 5N) 7(4) 7
Guillemot (27)  32(32A) 6(6) 2 4
Total: 18 19,8 %
Grimsey Mouette (24) 30(16A,14N) 10(10) 2 5 3
(Islande) Macareux (28) 39(29A, 10N) 13(11) 2 11
Guillemot (23)  30(25A, 5N) 10(10) 3 5 2
Pingouin (12) 17(1A, 16N) 0
Total: 33 28,4 %
Breidafjordur ~ Mouette (11) 20(2A, 18N) 9(8) 2 6 1
(Islande) Macareux (25)  30(14A, 16N) 19(16) 13 2
Guillemot (7) 12(12A) 3(3) 1 1
Pingouin (9) 14(124, 2N) 2(2) 2
Fulmar (16) 30(11A, 19N) 909) 6 1
Total: 42 39,6 %

* No. hotes = nombre d’individus hotes échantillonnés avec au moins une tique infectée.
** des séquences complétes n’ont pas été obtenues pour 12 tiques positives. Un isolat de B. burgdorferi
sensu stricto a été trouvé chez une tique de guillemot sur Hornoya

Apres alignement, les séquences de 311 pb ont été utilisées pour I'analyse
phylogénétique. Dans cette région, il y avait 63 sites variables, dont 21 sites
informatifs. Pour éviter I'attribution de trop de poids pour un événement de
mutation, les séquences trouvées plusieurs fois n’ont été incluses qu’une seule
fois dans larbre (fig. 2). La comparaison des séquences obtenues aux
séquences de références des borrélies connues a suggéré la présence d’au
moins trois especes de Borrelia burgdorferi s./. au sein du systeme marin : B.

283



K. D. McCoy ¢# al.

garinii (84 % des positifs), B. lusitaniae (15 % des positifs), et B. burgdorferi sensu
stricto (1 %o des positifs) [7].

B garini20047
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T1862 {5)
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Figure 2 : Arbre phylogénétique du gene de la flagelline des borrélies obtenu par la
méthode de maximum de vraisemblance. Les séquences de référence ont été ob-
tenues a partir de Genbank et correspondent aux différentes espéces du complexe
Borrelia burgdorferi s.i. actuellement reconnues (voir Duneau ¢# /. sous presse).
Plusieurs séquences identiques ont été trouvées dans les populations testées, leur
nombre est indiqué entre parentheses dans I'atbre. I.a robustesse des noeuds est
testée par une analyse de bootstrap (1 000 répétitions) et seules les valeurs
supérieures a 75% sont représentées. Figure d’aprés Duneau ef 4/ (sous presse).
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3.1. Prévalence des borrélies

Pour détecter une différence de prévalence entre les races de tiques
sympatriques, nous avons effectué des tests individuels pour chaque colonie.
Sur Horneya, malgré une tendance pour les tiques de mouettes a étre moins
infectées, il n’y avait pas de différence significative de prévalence en borrélie
entre races de tiques (Test exact de Fisher, p = 0,18, tabl. I). Il n’y avait
également pas de différence significative entre les trois systemes d’hotes sur
Skrudur (Test exact de Fisher, p=0,895). Pour Breidafjordur, une différence
de prévalence significative entre des tiques infectées chez les guillemots,
mouettes, macareux, fulmars et pingouins a été trouvée (Test exact de
Fisher, p = 0,011). Une différence de prévalence entre les tiques des quatre
races d’hotes a été aussi trouvé sur Grimsey (Test exact de Fisher, p =
0,019). Quand les résultats de ces différents tests sont combinés, la
prévalence globale varie significativement entre races au sein des colonies
(Procédure de Fisher, p = 0,0081). Ces résultats pourraient étre largement
expliqués par un faible taux d’infection des tiques de pingouins par rapport
aux autres races (tabl. I). En effet, si on retire les échantillons de cette race
de tique, il n’y a plus de différences de prévalence au sein des colonies. 1l
semble donc que la prévalence de la borrélie soit relativement homogene
entre races de tique pour les quatre sites étudiés.

Pour tester I'influence de la distance géographique, nous avons comparé
la prévalence entre sites pour les tiques de guillemots, mouettes et macateux.
Globalement, la prévalence varie significativement entre colonies (test de
Kruskal-Wallis, p = 0,001). Néanmoins, les résultats sont variables pour
chaque race (tablI). Pour les tiques de guillemots, il n’y avait pas de
différence de prévalence de la bactérie entre les sites (Test de Fisher, p =
0,63). En revanche, une différence est observée pour les hotes mouettes et
macareux (Test de Fisher, respectivement, p = 0,0084; p = 0,0025).

3.2. Structuration des borrélies

Comme le résume le tableau II, on observe un fort effet de I'isolement
des souches de B. garinii par race de tiques dans toutes les colonies sauf
Skrudur. Les espéces d’oiseaux sont donc associées avec une patt
significative de la variance moléculaire des souches de borrélie (Procédure

de Fisher, p = 0,0003).
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Tableau II : Description de la structuration de B. garinii entre races d’Ixodes uriae
au sein de chaque site hétérospécifique obtenue a partir d’une analyse de vatiance
moléculaire (AMOVA). La différentiation entre populations est estimée par PST.
Les chiffres en gras sont significatifs.

Colonie N Est. @ST Valeur de P
Skrudur 13 0,01 0,440
Horneya 10 0,32 0,037
Breidafjordur 28 0,14 0,030
Grimsey 21 0,27 <0,001

Dans un deuxiéme temps, cette méme analyse a été faite a partir des sites
pour trois races de tiques. Au vu des résultats des AMOVA (tabl. 11I), il
semblerait quil y ait un effet du site uniquement pour les borrélies
provenant des tiques collectées sur deux des trois especes considérées, les
tiques de macareux et de guillemots. Pour les borrélies des tiques de
mouettes, le site n’a pas d’effet sur leur divergence, avec une répartition
homogene des souches présentes entre sites. Néanmoins, une augmentation
du nombre de sites d’échantillonnage et du nombre de séquences par site
serait utile pour confirmer la généralité de tels patterns.

Tableau III : Description de la structuration de B. garinii entre sites pour trois
races d’Ixodes uriae obtenue a partit d’une analyse de vatiance moléculaire
(AMOVA). La différentiation entre populations est estimée par ®ST. Les chiffres
en gras sont significatifs.

Hoéte N Est. dST Valeur de P
Guillemot de Troil 14 0,28 0,014
Macareux moine 38 0,17 0,002
Mouette tridactyle 14 0 0,52

4. DISCUSSION

Nous avons évalué la diversité et la structure des borrélies isolées dans
un cycle tout a fait original de la borréliose de Lyme: le cycle marin. Ce cycle
fait intervenir différentes especes d’oiseaux de mer coloniaux et la tique
Ixodes nriae, un ectoparasite qui se spécialise sur ces différentes especes
d’oiseaux. Notre étude visait a évaluer I'influence de la spécialisation des
tiques vectrices dans la diversité des borrélies. Si la spécialisation des tiques
vectrices est une contrainte importante pour la transmission du
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micropatasite, on s’attendait a une structuration de la prévalence et de la
variation génétique du microparasite entre races de tiques et a différentes
échelles spatiales en fonction de ces races. Nos résultats sont cohérents avec
ces prédictions.

Globalement, la prévalence était forte dans le systéme marin avec 26 %
des tiques infectées. Néanmoins, linfection variait significativement en
fonction des races d’hétes de tiques et des sites géographiques. Par exemple,
la prévalence était variable entre races de tiques dans seulement deux des
quatre colonies et seules les tiques récoltées sur les pingouins torda
montraient un taux d’infection trés faible. La faible prévalence chez les
tiques de pingouin pourrait étre due a une faible compétence de ces vecteurs
et/ou de ces oiseaux pout la bortélie, cependant cet oiseau a été déja décrit
comme hote compétent pour la borrélie [20]. Plus généralement, ces
différences pourraient étre expliquées par la nature dynamique de la
divergence des tiques en fonction de ’hote oiseau. En effet, des études sur
ce systeme suggerent que la formation des races de tiques est en cours et
pourrait avoir lieu en parallele dans différentes zones géographiques [17],
(Kempf et McCoy, données non publiées). Dans certaines colonies, les
tiques sont potentiellement moins spécifiques de ’hote que dans d’autres
colonies, ce qui pourrait résulter en une prévalence plus homogene dans ces
colonies. Des études, actuellement en cours, sur la structuration détaillée des
tiques au sein des colonies considérées ici nous fourniront les données pour
tester cette hypothése plus explicitement. Il faut souligner que les
échantillons considérés dans cette étude ont été largement collectés dans des
zones limitées au sein des colonies et que la prévalence de la borrélie
pourrait varier a cette échelle spatiale [11]. Nous avons également récolté
des tiques sur des années différentes en Islande (2003) et en Norvege (1998).
Si Iinfection par les borrélies varie significativement dans I'espace et dans le
temps, il serait important d’étudier la variabilité de ces prévalences au sein
des colonies et entre années de récolte pour mieux comprendre le
fonctionnement de chaque systéme hote-tique. Un tel travail devra aussi
considérer plus spécifiquement effet du stade de développement de la tique
(nymphe ou adulte femelle).

Si lisolement par races de tiques ou par zones géographiques peut avoir
un effet sur la prévalence des borrélies, il peut également avoir un effet sur
la divergence moléculaire de celles-ci. Nos résultats soutiennent cette
prédiction puisque les estimations de divergence (PST) entre borrélies des
tiques collectées sur différents hotes pour trois des quatre sites sont fortes
(@sT > 0,14). De plus, un effet du site a été trouvé pour les tiques de
macareux et de guillemot. Ceci n’était pas le cas pour les tiques de mouette.
Ce résultat suggere donc que lisolement de la borrélie différe selon les
différents systemes de races de tiques. Ici, nous avons utilisé un géne
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conservé pour examiner la diversité et la structure des borrélies. 11 est donc
possible que la structure et la diversité selon la race de vecteur soient plus
fortes a d’autres marqueurs. Une étude par MLSA (multi-locus sequence
analysis; [24]) sera nécessaire pour mieux évaluer la nature de la diversité
présente dans ce systeme.

Nos résultats sont cohérents avec l'isolement en fonction de races de
tiques mais cecl pourrait aussi étre expliqué par I'adaptation des borrélies
pour les oiseaux eux-mémes. Cette hypothése semble peu probable car
aucune association entre isolat de borrélie et espéce oiseau n’a été suggérée
par des analyses du gene de la flagelline (voir [7]). Néanmoins, I’analyse de la
variabilité au niveau de genes soumis a sélection tel que 'ospC (outer surface
protein C), impliqué dans l'infection de 'oiseau par la borrélie [2], ou I'ospA
(outer surface protein A), impliqué dans la capacité pour la borrélie a résider
dans la tique [21], pourrait nous renseigner sur 'importance relative des
hoétes oiseaux et des vecteurs tiques dans la divergence des borrélies.

D’un point de vue épidémiologique et écologique, I'estimation de la
prévalence d’un pathogene est cruciale afin de connaitre la pression
potentielle que le parasite peut exercer sur 'écosysteme. Dans la littérature,
la prévalence de la borrélie chez les tiques du cycle terrestre peut étre trés
forte, par exemple, une prévalence de 33 % chez les nymphes de I ricinus a
été trouvé en Alsace, France [8]. Nos données indiquent que la prévalence
peut également étre forte dans le systeme marin. Ceci confirme que la
présence de la borrélie dans le cycle marin est endémique et que, en fonction
de la liaison entre cycle marin et terrestre, ce cycle pourrait servir de
réservoir pour les agents de la borréliose [19]. Clairement, Dexistence
d’associations indépendantes pour chaque systeme hoéte oiseau-tique
pourrait avoir un effet important sur la distribution des isolats car chaque
oiseau a ses propres tendances de dispersion [16].

Dans le cadre de cette étude nous avons détecté la présence de trois
especes de B. burgdorferi 5./ dans le cycle marin: B. garinii déja connue dans ce
systeme |20], B. /usitaniae, une espéce typiquement associée aux pays chauds
[30] et soupconnée d’étre aussi pathogene (6], et B. burgdorferi sensu strido, une
espece considérée comme généraliste [13]. Cette étude représente les
premieres détections des especes B. lusitaniae et B. burgdorferi s.5. au nord de
IEurope et chez les oiseaux de mer. Néanmoins, des analyses génétiques
plus détaillées seront nécessaires pour savoir si ces isolats correspondent
réellement a B. lusitaniae et B. burgdorferi s.s., ou bien a des espéces appa-
rentées (voir ci-dessus). Ces analyses pourraient aussi nous aider a identifier
la liaison potentielle entre les cycles marin et terrestre de la borrélie. Est-ce
que les oiseaux de mer sont vraiment responsables de la dissémination
globale de cette bactérie ou est-ce que le transfert des bactéries entre cycles
est rare ?
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Peu d’études a ce jour prennent en compte I'importance de ’hote vecteur
dans Dévolution des micropathogenes. Ici, nous avons pu mettre en
évidence que I’évolution des races de tiques peut avoir des conséquences en
cascade sur la distribution et la diversité génétique des souches de bactéries.
Plus généralement, on sait maintenant que la structure et la compétence des
vecteurs peuvent varier selon I'espéce et les populations considérées dans de
nombreux systemes a vecteur (e.g. plasmodium — moustiques; mouches tsé-
tsé — trypanosomes ; [12]). Le role du vecteur dans I’écologie et I’évolution
des pathogénes devraient donc a I'avenir étre pris en compte plus largement
afin de mieux comprendre ces systemes dont I’épidémiologie est cruciale en
terme de santé publique.
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