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5. Résumé de la proposition obligatoire dans les deux langues
Francais
Les tiques sont les premiers vecteurs d’agents pathogénes en Europe et constituent un facteur de risque
majeur pour la santé humaine et animale en transmettant une grande variété de microorganismes
pathogénes (bactéries, parasites et virus). La plupart d’entre eux sont zoonotiques (transmissibles de
'animal a 'Homme), cependant certains n’affectent que les animaux mais avec un impact économique
trés important et d’autres sont découverts chaque année. En Europe, les principales maladies
transmissibles par les tiques sont la borréliose de Lyme, 'anaplasmose granulocytaire et 'encéphalite a
tiques, et leur vecteur est la tique Ixodes ricinus, qui présente une trés large répartition géographique. Au
sein de notre laboratoire et dans diverses études, il a été mis en évidence que les co-infections des tiques
(plusieurs microorganismes présents dans I'organisme d’'une méme tique) pouvaient étre trés fréquentes.
Chez I'Homme, des études portant sur des patients présentant une maladie de Lyme chronique,
rapportent également des co-infections par d’autres bactéries ou d’autres parasites. Enfin, en laboratoire,
il a été démontré que, chez des souris co-infectées par deux bactéries des genres Borrelia et Anaplasma,
on constatait un impact sur leur réponse immunitaire et sur la pathogénicité de linfection par ces
bactéries mais également sur la transmission de ces agents pathogénes par les tiques comparativement
a des infections simples. Dans notre projet, nous souhaitons étudier les co-infections par deux bactéries
(Borrelia afzelii et Anaplasma phagocytophilum) et un virus (le Virus de I'encéphalite a tiques TBEV) chez
les tiques Ixodes ricinus et chez I'animal (souris principalement). L’objectif principal de ce projet de thése
sera de mettre en place des modeéles de co-infection chez les tiques et 'animal, afin d’étudier comment
ces co-infections modulent la multiplication, la pathogénicité et la transmission de ces agents pathogenes
comparativement a des modeéles d’infection simple par ces mémes agents pathogénes. Cette thése
s’intégre dans un projet plus large financé pour 4 ans par le Labex-1beid (Institut Pasteur, ANSES, EnvA).

Anglais

Ticks are the primary vectors of pathogens in Europe and constitute a major risk to human and animal
health by transmitting the greatest variety of microorganisms (bacteria, parasites and viruses). Most of the
pathogens transmitted by ticks are zoonotic (transmissible from animals to humans), some affect only
animals but with a very important economic impact and others are discovered every year. The main tick-
borne diseases in Europe are Lyme Borreliosis, Anaplasmosis and Tick-borne Encephalitis, and their
vector is the tick Ixodes ricinus, which has a very wide geographical distribution. In our laboratory and in
various studies it has been shown that co-infections in ticks (several microorganisms present in the same
tick) can be very frequent. In humans, the majority of patients with chronic Lyme disease also report co-
infections with other bacteria or other parasites. Finally, in the laboratory, it has been shown that in mice
co-infected with two bacteria from the genus Borrelia and Anaplasma, there was an impact on their
immune response and the pathogenicity of the bacteria, but also an impact on the transmission of these
pathogens by ticks compared to single infections. In our project we aim at studying co-infections by two
bacteria (Borrelia afzelii and Anaplasma phagocytophilum) and a virus (Tick-Borne Encephalitis Virus
(TBEV)) in Ixodes ricinus ticks and in animal (mouse). The main objective of this thesis project will be to
set up co-infection models in ticks and animals, in order to study how these co-infections modulate the
replication, pathogenicity and transmission of these pathogens compared to single infection models by
these same pathogens. This thesis is part of a larger project funded by Labex-Ibeid (Institut Pasteur,
ANSES, EnvA) for 4 years.

6. Champs disciplinaires de la these et mots-clés (francais et anglais)
Co-infections, Tiques, Entomologie médicale, Microbiologie, Virologie
Co-infections, Ticks, Medical Entomology, Microbiology, Virology
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7. Introduction et contexte permettant de cadrer le sujet

(Préciser la valeur ajoutée du sujet sur le plan scientifique et I'intérét économique ou sociétal ainsi que sa place

au regard des themes de recherche de l'unité).
Les tiques sont l'un des principaux vecteurs d'agents pathogénes pour 'Homme et I'animal et sont
capables de transmettre un large éventail de bactéries, de parasites et de virus [1]. Parmi les 900 especes
de tiques dans le monde, Ixodes ricinus est l'espéce la plus répandue et la plus abondante en Europe.
Cette espece de tique est capable de s'attaquer a de nombreux hétes vertébrés différents [2, 3] et transmet
des agents pathogenes d'importance médicale et vétérinaire. Il s'agit notamment de bactéries du genre
Borrelia qui provoquent la borréliose de Lyme et les fievres récurrentes a tiques, du genre Anaplasma
comme A. phagocytophilum responsable de l'anaplasmose granulocytaire chez 'Homme et les especes
animales domestiques, et du genre Rickettsia comme R. conorii, responsable de la fievre boutonneuse
méditerranéenne chez I'Homme, de parasites du genre Babesia, responsables de la piroplasmose, et de
virus transmis par les tiques (TBV pour Tick-Borne Viruses) responsables d’encéphalites chez 'Homme,
comme notamment le virus de I'encéphalite a tiques (TBEV), le virus Louping ill (LIV) et le virus Kemerovo
[4,5,6,2], ....
Les co-infections des tiques [7-13] et la co-transmission d'agents pathogénes par celles-ci [14-23] peuvent
avoir des implications potentielles importantes et sont donc trés importantes pour la santé publique [24].
Chez 'Homme, des études portant sur des patients présentant une maladie de Lyme chronique rapportent
également des co-infections par d’autres bactéries ou d’autres parasites [25]. La co-infection la plus
fréquemment rapportée chez . ricinus est celle entre Borrelia sp. et A. phagocytophilum ou Rickettsia sp.
ainsi qu'entre différentes especes de Borrelia incluses dans le groupe des bactéries responsables de la
borréliose de Lyme [24-33]. Ce résultat reflete bien sdr la forte prévalence de Borrelia sp. dans les tiques
par rapport a d'autres agents pathogenes transmis par les tiques, mais il pourrait également s'agir d'un
biais résultant de la grande quantité de projets de recherche axés sur les bactéries susmentionnées. En
fait, seules quelques publications sont disponibles concernant les co-infections par des bactéries et des
parasites ou des bactéries et des virus ou des parasites et des virus chez les tiques [34-39]. La co-infection
chez 'Homme et I'animal pourrait accroitre la gravité de la maladie, comme cela a été rapporté en cas de
babésiose et maladie de Lyme concomitantes [40-41], et pourrait également avoir des conséguences
importantes en termes de traitement et de diagnostic des maladies transmissibles par les tiques [39]. En
revanche, on sait peu de choses sur les associations synergiques ou antagonistes qui pourraient exister
entre les agents pathogénes chez les tiques ou chez les animaux lors d'une co-infection, et qui doivent
donc étre étudiées. Enfin, en laboratoire, il a été démontré que, chez des souris co-infectées par deux
bactéries (Borrelia et Anaplasma), on constatait un impact sur leur réponse immunitaire et sur la
pathogénicité de linfection par ces bactéries mais également sur la transmission de ces agents
pathogénes par les tiques comparativement a des infections simples [28, 42]. De la méme maniére, les
modalités de co-infection des tiques doivent étre mieux comprises. Il y a plusieurs possibilités : (1) des
stades immatures s'étant nourris sur deux animaux infectés différents, (2) l'acquisition des deux agents
pathogénes pendant l'alimentation sur un seul animal co-infecté, (3) I'acquisition lors de co-alimentation
(co-feeding), impliguant dans ce cas une proximité temporelle et spatiale avec une autre tique infectée lors
du repas sanguin sur un animal sain...

Dans le cadre de ce projet de thése nous souhaitons étudier les co-infections par deux bactéries (Borrelia
afzelii et Anaplasma phagocytophilum) et un virus (le virus de I'encéphalite a tiques TBEV) chez les tiques
Ixodes ricinus et chez I'animal (souris). Les objectifs principaux de ce projet de thése seront : (1) de mettre
en place des modéles de co-infections chez les tiques et l'animal, (2) afin d’étudier les modalités
d’acquisition de ces co-infections et comment ces co-infections modulent la multiplication, la pathogénicité
de linfection et la transmission de ces agents pathogénes comparativement a des modéles d’infection
simple par ces mémes agents pathogenes. Cette thése s’integre dans un projet plus large financé par le
LABEX-IBEID (Institut Pasteur, ANSES, EnvA) pour 4 ans.

Dans un premier temps le/la doctorant(e) infectera: (1) des tiques avec 2 ou 3 agents pathogénes
simultanément ou de maniere séquentielle afin de développer des modeéles de co-infection chez les tiques ;
(2) des souris avec 2 ou 3 agents pathogénes simultanément ou de maniére séquentielle afin de
développer des modeéles de co-infection chez les souris. Par la suite, nous étudierons comment les tiques
co-infectées peuvent transmettre les agents pathogénes: (1) entre tiques par le phénoméne de « co-
feeding » ; (2) a l'animal sain lors de leur gorgement (transmission horizontale). Pour les souris co-
infectées, nous étudierons comment des tiques saines sont capables d’acquérir les différents agents
pathogeénes et si certains agents pathogénes infectent préférentiellement les tiques en cas de gorgement
sur des souris co-infectées. Au cours du suivi de ces infections, des cinétiques de multiplication des agents
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pathogéenes dans les organes des tiques et des souris seront réalisées pour comprendre les phénomenes
de synergie ou d’antagonisme qui pourraient exister.

Méthodologie
(Présenter et justifier le choix des méthodes utilisées)
Le/la doctorant(e) travaillera sur les tiques du genre I. ricinus, vecteur majeur d’agents pathogénes en
Europe et les 3 principaux agents pathogenes zoonotiques transmis par cette tique en Europe : Borrelia (B.
afzelii), A. phagocytophilum et TBEV.

Le premier objectif de la thése sera de mettre en place les modéles de co-infection chez les tigues et les
souris.

Dans un premier temps, 4 souches de souris seront testées afin d’évaluer le modéle le plus réceptif & nos
différents agents pathogénes. En effet, dans la littérature, selon I'agent pathogéne utilisé (un seul agent
pathogene a la fois : Borrelia afzelii, Anaplasma phagocytophilum ou TBEV), plusieurs souches de souris
semblent réceptives a l'infection, mais différentes voies d’'inoculation et différentes doses ont été utilisées. I
faudra donc tout d’abord tester la cinétique de multiplication de ces 3 agents pathogénes, durant 14 jours,
dans 4 modeles de souris : C3H/He, CD1, BalbC, C57BL/6 par 3 voies d’inoculation (IP, SC, ID) avec
différentes doses d’agents pathogénes (Borrelia = 1075, 1076, 10°7 spirochetes/souris ; Anaplasma =
1015, 1076, 107, 1078 cellules infectées/souris ; TBEV = 1072 a 10”5 pfu/souris). Nous espérons ainsi
mettre en évidence un modéle de souris (ou deux) réceptive aux 3 agents pathogénes que nous pourrons
utiliser dans les étapes suivantes. Cela nous permettra également de connaitre la dose et la voie
d’inoculation des agents pathogénes a utiliser chez les souris.

Modéles de co-infections chez la souris :

Dans un deuxiéme temps, nous mettrons en place les modeles de co-infection par deux ou trois agents
pathogénes (en utilisant le(s) meilleur(s) modéle(s) de souris, ainsi que la dose et la voie d’inoculation
définis précédemment). Deux types d’infection seront réalisés : (A) inoculation simultanée des agents
pathogenes (5 types de co-infection testés), durée d’expérimentation 14j ; (B) inoculation séquentielle des
2 ou 3 agents pathogenes (7 types de co-infection seront testés selon l'ordre des agents pathogénes),
durée d’expérimentation maximale de 28 j avec 2 agents pathogénes ou de 42 j avec 3 agents pathogénes.
Nous suivrons la cinétique de multiplication des agents pathogenes et vérifierons la co-infection de nos
souris par des méthodes de biologie moléculaire (RTqPCR) et par détection in situ (microscopie optique ou
confocale aprés marquage des bactéries sur coupes histologiques) des agents pathogénes dans les
organes/sang des souris.

Enfin nous testerons l'efficacité de transmission des agents pathogénes des modéles de co-infections mis
en place a des tiques saines . ricinus de notre élevage. Nous comparerons donc le succés de transmission
des modéles de co-infection avec celui des modéles d’infection simple. Pour cela, 9 types d’infection (co-
infection par 2 ou 3 agents pathogenes et infection simple) seront testés. Les tiques gorgées au stade
larvaire seront conservées afin de vérifier la transmission trans-stadiale, aprés métamorphose, de ces
agents pathogénes. La aussi nous utiliserons les deux types d’infection (simultanée versus séquentielle)
décrites précédemment. A/ Lors de l'infection simultanée, les tiques saines (100 larves ou 30 nymphes)
seront déposées dans une capsule sur le dos de I'animal a J+14 post-infection, puis les tiques gorgées
seront récupérées entre J18 et J26, & J28 les souris seront mises a mort. B/ Lors de l'infection séquentielle,
les tiques saines (100 larves ou 30 nymphes) seront déposées dans une capsule sur le dos de I'animal a
J28 (si 2 agents pathogénes) ou J42 (si 3 agents pathogénes), puis les tiques gorgées seront récupérées
entre J32-J40 ou J46-J54, et les souris mises a mort a J42 ou J56 selon le nombre d’agents pathogenes
testés.

Modéles de co-infection chez la tique :
En parallele du développement des modeles de co-infection chez les souris, nous infecterons
artificiellement la aussi de maniére simultanée ou de maniére séquentielle des tiques . ricinus par 2 ou 3
agents pathogénes via un systeme de gorgement artificiel développé au sein de notre laboratoire. Des
larves saines (~400 par gorgeur) seront mises a gorger sur un systeme artificiel utilisant des peaux de
gerbille/lapin et du sang de mouton additionné des agents pathogenes d’intérét: soit de maniére
simultanée (2 ou 3 agents pathogénes mélangés dans le sang du gorgeur), soit de maniere séquentielle (1
agent pathogéne lors du repas du 1% stade de vie (larve) et un 2°™ agent pathogéne lors du repas du 2°m¢
stade de vie (nymphe)). Nous suivrons la cinétique de multiplication des agents pathogénes et vérifierons
la co-infection des tiques par des méthodes de biologie moléculaire (RTgPCR) et par détection in situ
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(microscopie optiqgue ou confocale aprés marquage des bactéries sur coupes histologiques) des agents
pathogenes dans la tique entiére et dans les organes des tiques.

Enfin, nous comparerons l'efficacité de transmission des agents pathogénes par des tiques co-infectées
par rapport a des tiques infectées par un seul agent pathogéne a des souris saines. Puis des tiques
infectées ou co-infectées seront déposées sur le dos de souris saines a JO. Les tiques se gorgeront durant
un maximum de 14j, et les souris seront mises a mort a J21 au plus tard. Neuf types de tiques infectées
seront testées (infection simple, co-infection par 2 ou 3 agents pathogenes). Selon le type de co-infections,
des nymphes ou des adultes seront utilisées.

9. Reésultats attendus et perspectives
(Préciser notamment l'originalité des résultats attendus par rapport a I'état de I'art détaillé au paragraphe 7)

Dans la littérature, peu de données sont disponibles sur des modéles de co-infection chez les souris et les
tiques, notamment chez I. ricinus. En effet, les données disponibles impliquent la tique Nord-Américaine |.
scapularis. De plus les modeles développés portent uniquement sur des bactéries et non sur des modéles
bactérie/virus.

Dans ce projet le/la doctorant(e) établira des modeles de co-infections bactérie/bactérie mais aussi
bactérie/virus. Ces modéles nous permettront de comprendre les effets synergiques/antagonistes qui
peuvent exister entre ces agents pathogénes lors des co-infection chez les tiques et les mammiféres.

Enfin, nous aurons une meilleure compréhension de l'acquisition et de la transmission des agents
pathogenes lors des phénomenes de co-infection par les tiques.

De plus, ces modeéles permettront sans aucun doute d'initier des collaborations nationales et
internationales avec des équipes travaillant sur les tiques et les agents pathogenes vectorisés par les
tiques, ce qui pourra étre bénéfique au (a la) doctorant(e) pour établir son réseau.

10. Calendrier prévu
Année 1 : Mise en place des modeéles de co-infection chez les tiques et les souris, étude de la cinétique de
multiplication des agents pathogénes dans ces modéles. Rédaction d’'une revue sur I'état des lieux des
études portant sur les co-infections chez les tiques et les mammiféres.
Année 2 : Test de transmission et d’acquisition des agents pathogénes par les tiques co-infectées et les
souris co-infectées. Rédaction d’'un article sur le développement des modéles de co-infection chez les
souris.
Année 3 : Finalisation des essais de transmission/acquisition. Rédaction d’articles sur le développement
des modeéles de co-infection chez les tiques, ainsi que sur la modulation de la multiplication/ pathogénicité
et de la transmission de ces agents pathogénes lors des co-infections comparativement a des modéles
d’infection simple. Rédaction du manuscrit de thése.

Gant chart

Annéel Annéel Année2 Année2 Année3 Année3

Cinétique de multiplication agents pathogénes en souris

Modeles de co-infection tiques

Modeles de co-infections souris

Essai de transmission tique co-infectée - souris saine

Essai de transmission souris co-infectée - tique saine

Rédaction articles

Rédaction manuscrit de these

11. Collaborations nécessaires pour le sujet
Daniel Ruzek et Ryan Rego : Institute of Parasitology, Biology Centre of the Academy of Sciences of the
Czech Republic and Faculty of Science, University of South Bohemia (Czech Republic). Collaboration
concernant TBEV et Borrelia afzelii.
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Houssam Attoui, Sandrine Lacour, Jennifer Richardson : UMR de Virologie. Collaboration concernant les
cellules de tiques, les virus de tiques et la réponse immunitaire aux infections virales.
Lesley Bell-Sakyi : Université de Liverpool (UK). Collaboration concernant les cellules de tiques.

12. Conditions de réalisation de la these (moyens financiers, techniques, humains) et
opportunités de professionnalisation pour le doctorant (débouchés professionnels
prévisibles).

Le(a) doctorant(e) bénéficiera du support scientifique et technique de I'équipe MiTick, qui porte le projet
Labex, et notamment des scientifiques et techniciens impliqués dans le WP1 et du personnel technique en
charge du tiquarium.

Le projet ne nécessitera pas d’investissements dans de nouveaux équipements car un « Tiquarium »
regroupant tous les équipements nécessaires aux élevages de tiques a été financé par le DIM-OneHealth
en 2020 : enceintes climatiques, gorgeurs artificiels, loupes binoculaires et microscope a fluorescence,
PSM ... Nous utiliserons également les autres équipements disponibles sur le site de I'Anses : (1)
Laboratoire Icube Zone Zoonose (culture cellulaire et gorgement artificiel de tiques I. ricinus avec virus
TBEV), (2) Animalerie A3 Bressou (ENVA-UMR VIRO) et Animalerie A2/A3 Anses (Lab de Santé Animale),
(3) Microtome (UMR BIPAR), (4) Microscope Confocal (UMR BIPAR). Le colt du projet portera
essentiellement sur des dépenses de fonctionnement entierement prises en charge par le projet LABEX-
IBEID portant sur les co-infections dans le cadre du WP1 auquel ce projet de thése sera rattaché.

Le/la doctorant(e) bénéficiera des réseaux de collaborateurs de sa directrice et de ses encadrants de thése
afin de trouver un contrat postdoctoral. ll/elle participera également a des congrés nationaux, européens et
internationaux qui lui permettront de créer son propre réseau afin de trouver des opportunités de contrats
postdoctoraux.

13. Financement
Le projet de thése de 3 ans est entierement financé par le projet LABEX-IBEID (Institut Pasteur, Anses,
EnvA) et I'étudiant(e) sera affilié(e) a 'Ecole doctorale ABIES.
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