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— RESUME
A. phagocytophilum, bactérie transmise par les tiques, est responsable de I'anaplasmose granulo-
cytaire, une maladie émergente qui infecte une large gamme de mammiferes dont I'hnomme. L'objectif
de cet article est de présenter les nouvelles connaissances acquises sur la diversité génétique d'A.
phagocytophilum chez différentes especes d’hétes en France, afin de déterminer quelles espéeces
participent au méme cycle épidémiologique.

Une analyse par séquencage multi-locus (MLSA) a été effectuée dans des populations de bovins, che-
vaux, chiens et chevreuils. Trois groupes de génotypes infectant les bovins ont été identifiés. Les deux
groupes principaux incluent 98% des génotypes bactériens trouvés chez les bovins et sont éloignés
de ceux des chevreuils. Un cluster ne comprenait que les génotypes de bovins, tandis que le second
génotype contenant des bovins comprenait également des chevaux et des chiens. Le troisiéme cluster
contenait tous les génotypes de chevreuils et trois génotypes de bovins. Ces résultats suggerent que
les chevreuils ne contribuent pas a la propagation d’A. phagocytophilum chez les bovins en France.

Puis, une technique MLVA (Multiple Loci VNTR Analysis) a été développée pour A. phagocytophilum.
Cing VNTR ont été sélectionnés sur la base du génome de la souche d'origine humaine HZ, et ont
été testés sur 123 échantillons d’ADN provenant d’animaux domestiques ou sauvages. Cette étude
a confirmé que les souches d’'A. phagocytophilum retrouvées chez les chevreuils et les ruminants
domestiques appartiennent a deux groupes différents, alors que les souches identifiées chez les
cerfs et les ruminants domestiques sont localisées dans le méme cluster. Ces résultats remettent en
question les réles respectifs des chevreuils et des cerfs comme hotes réservoirs pour les souches d’A.
phagocytophilum de ruminants domestiques en Europe.

Ces techniques moléculaires ont un grand potentiel pour améliorer nos connaissances sur les cycles
épidémiologiques d'A. phagocytophilum, contribuant ainsi a I’élaboration de mesures de prévention
et de contréle pertinents.
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—SUMMARY

Anaplasma phagocytophilum is a tick-borne bacterium and the etiologic agent of granulocytic ana-
plasmosis, an emerging disease that affects a wide range of mammals. In this paper, we present the
recent knowledge gained from studies on the genetic diversity of this pathogen in France.

Multilocus sequence analysis (MLSA) was used to characterize the genetic diversity of A. phagocyt-
ophilum in populations of French cattle, horses, dogs, and roe deer. MLSA was based on nine loci
(ankA, msp4, groESL, typA, pled, gyrA, recG, polA, and an intergenic region). Phylogenic analysis
revealed three genetic clusters of bacterial variants in domesticated animals. The two principal clusters
included 98% of the bacterial genotypes found in cattle, which were only distantly related to those
in roe deer. One cluster comprised only cattle genotypes, while the second contained genotypes
from cattle, horses, and dogs. The third contained all roe deer genotypes and three cattle genotypes.
These results suggest that roe deer do not contribute to the spread of A. phagocytophilum in cattle
in France.

A Multiple-Locus Variable number tandem repeat (VNTR) Analysis typing technique was developed
for A. phagocytophilum. Five VNTRs were selected based on the HZ human-derived strain genome,
and were tested on the Webster human-derived strain and on 123 DNA samples. This study confirmed
that A. phagocytophilum from roe deer or domestic ruminants belong to two different clusters, while
A. phagocytophilum from red deer and domestic ruminants locate within the same cluster, question-
ing the respective roles of roe vs red deer as reservoir hosts for domestic ruminant strains in Europe.

The molecular techniques recently developed have great potential to provide detailed information
on A. phagocytophilum isolates,improving both epidemiological and phylogenic investigations,
thereby helping in the development of relevant prevention and control measures.

Key words: A. phagocytophilum, molecular epidemiology, MLSA, MLVA, reservoir host, cattle, roe deer, red deer .

INTRODUCTION

A. phagocytophilum est 'agent étiologique de I'anaplasmose gra-

épidémiologiques et leurs contributions relatives au maintien
et a la transmission de I'agent pathogene.

nulocytaire. Le cycle épidémiologique de cette bactérie est tres
peu documenté malgré I'importance de la maladie qu’elle pro-
voque. En effet, 'anaplasmose granulocytaire (anciennement
ehrlichiose granulocytaire) est une maladie au potentiel zoo-
notique reconnu, avec une incidence forte et en augmentation
dans les zones endémiques aux Etats-Unis (Woldehiwet, 2010).
Méme si tres peu de cas humains ont été déclarés en Europe,
moins d’une dizaine de cas en France (Koebel et al. 2011), la
maladie a été observée dans les troupeaux de bovins et chez
les chevaux dans tous les départements frangais (Joncour et
al. 2006). Par sa fréquence, 'anaplasmose granulocytaire est
considérée comme la deuxiéme maladie transmissible par les
tiques en médecine vétérinaire. Elle engendre des pertes écono-
miques considérables pour les élevages touchés, en provoquant
de la mortalité, des avortements et de 'agalaxie (Stuen, 2007).

Les maladies multi-hotes se caractérisent par des cycles épi-
démiologiques complexes difficiles a appréhender. Dans le cas
des maladies vectorielles, la propagation par I'intermédiaire
des vecteurs ajoute encore de la complexité a la dynamique
des agents pathogenes. Cette complexité des cycles des agents
pathogénes multi-hotes vectorisés rend difficile la mise en
ceuvre de mesures de gestion sanitaire. Pour comprendre cette
dynamique et pouvoir proposer des mesures de contrdle, il est
essentiel de déterminer quelles espéces participent aux cycles

Létude de la diversité génétique, par l'utilisation d’outils d’épi-
démiologie moléculaire, permet de caractériser les souches,
d’étudier leur évolution, de mieux comprendre leur cycle
épidémiologique et les relations entre génotype, phénotype
et virulence. Outre I'importance de détecter les agents patho-
genes dans les populations pour mieux les controler, la biologie
moléculaire permet d’identifier et de caractériser plus précisé-
ment I'agent pathogeéne responsable d’une maladie. Pour les
maladies multi-hotes vectorisées, la caractérisation génétique
permet de déterminer la capacité des différents variants a
infecter différentes communautés d’hotes. Ces informations
permettent de reconstituer le cycle épidémiologique d'un agent
pathogéne. Récemment, de nouveaux marqueurs génétiques
ont été développés et ont permis de mieux caractériser la
bactérie et décrire son cycle (Chastagner et al. 2014 ; Dugat
et al. 2014). Dans cet article, nous proposons de faire le bilan
des connaissances acquises grice a ces études.

LA BACTERIE : MECANISMES DE
TRANSMISSION ET FACTEURS
DETERMINANTS POUR L'INFECTION

La transmission d’A. phagocytophilum entre les hotes se fait
essentiellement par I'intermédiaire d’'un vecteur. Son cycle de
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vie dépend donc de sa survie dans les cellules de 'hote vertébré
et du vecteur, et du taux de réussite lors de la transmission a
la tique ou a 'hote.

La bactérie

Lanaplasmose granulocytaire a été observée pour la premiere
fois en 1932 dans un troupeau de moutons en Ecosse (Macleod
& Gordon, 1933). Cette maladie était caractérisée par une
forte fievre coincidant avec la présence de tiques. Elle fut ainsi
longtemps nommée tick-borne fever (TBF ou fievre a tique).
Depuis sa découverte, des cas de TBF ont été rapportés dans
tout le reste de ’Europe, principalement chez les ovins et les
bovins. Lagent pathogéne responsable de cette maladie a été
identifié par Foggie en 1951 comme étant une bactérie de la
famille des rickettsies, infectant les granulocytes, qu’il nomma
alors Rickettsia phagocytophila (Foggie, 1951). La maladie a
ensuite été décrite aux USA chez le cheval en 1969 (Gribble,
1969), chez le chien en 1982 (Madewell & Gribble, 1982) et
chez P’homme en 1994 (Chen et al. 1994) sous trois appella-
tions différentes : 'ehrlichiose granulocytaire respectivement
équine, canine ou humaine. En 2001, ’étude phylogénétique
visant a réorganiser la classification de I'ordre des Rickettsiales
montre que les trois ehrlichioses granulocytaires étaient dues a
une seule espece bactérienne appartenant aux Anaplasmataceae.
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Figure 1 : Phylogénie des Anaplasmataceae basée sur ' ARNr 16S. (D’apres Inokuma et al. 2001).

La bactérie a alors été renommée Anaplasma phagocytophilum
(Dumler et al. 2001).

A. phagocytophilum est une bactérie intracellulaire stricte, gram
négative, qui infecte les granulocytes neutrophiles. Elle vit et
se réplique au sein de vacuoles, appelées morula, formées par
les membranes des cellules infectées. Elle mesure entre 0,4 et
1,3 um et présente deux morphotypes : le corps réticulé (reti-
culate core ou RC) et le noyau dense (dense core ou DC). Le
morphotype réticulé est la forme réplicative non infectieuse

du cycle de développement d’A. phagocytophilum. Le morpho-
type en noyau dense est la forme infectieuse, résistante aux
changements environnementaux, il peut sortir de la cellule de
I’hote pour en infecter une autre (Woldehiwet & Scott, 1982).

Les facteurs déterminants pour l'infection des
tiques et des hotes vertébrés

A. phagocytophilum circule entre les différents hotes par l'inter-
médiaire des tiques, principalement de I'espece Ixodes ricinus
en Europe. La tique acquiert la bactérie en prenant un repas de
sang sur un hote vertébré infecté, puis elle transmet la bactérie
a un hote vertébré sain lors du repas suivant.

Chez les tiques du genre Ixodes, par suite de I’absence de
transmission trans-ovarienne de la bactérie (de la tique femelle
adulte aux ceufs), les tiques ne sont pas infectées a la naissance
et acquierent la bactérie en se gorgeant sur un hote infecté
(Macleod & Gordon, 1933). Apres la mue, la tique reste en
général infectée par transmission trans-stadiale. Elle peut
transmettre la bactérie a un hote vertébré sain lors du repas
sanguin suivant.

Plusieurs facteurs entrent en jeu dans Uefficacité de la transmis-
sion entre 'hote vertébré infecté et une tique saine : 'espece
de tique et celle de 'hote, la quantité de sang ingérée, plus
élevée pour une nymphe que pour une larve,
la durée de gorgement (Kocan etal. 2012), la
bactériémie chez I’hote (Ogden et al. 2003).
Des mécanismes tels que la transmission par
co-feeding ou les défenses immunitaires de
’hdte contre les tiques modulent également
la transmission de l'infection a la tique.
Laugmentation du nombre de tiques en
gorgement sur un hdte augmente I'occur-
rence de transmission par co-feeding. Une
tique non infectée peut alors acquérir la
bactérie en se gorgeant a proximité d’une

Ehrlichia

tique infectée, sans que ’hdte vertébré n’ait
acquis l'infection (Ogden, et al. 2002a). De
plus, la présence de tiques adultes en co-fee-
ding a un impact sur le systéme immunitaire
de 'hote d’'une part, en diminuant P'effica-
cité des anticorps anti-tiques produits par
I’hote et d’autre part, en attirant des cellules
inflammatoires vers les zones de morsure. Ces
deux processus augmentent la probabilité de
transmission de la bactérie (Ogden, et al., 2002b).

Lors du passage de P’hote a la tique, la bactérie rencontre plu-
sieurs barriéres liées au changement de milieu et au systéme
immunitaire de la tique. A. phagocytophilum agit sur I'expres-
sion de plusieurs genes chez la tique pour I'infecter. Durant le
repas de sang de la tique, la bactérie s’installe dans les cellules
du tube digestif et migre vers les glandes salivaires. La protéine
P11 produite par la tique facilite la migration d’A. phagocytophi-
lum vers les glandes salivaires et la protéine Salp 16 permet sa
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survie dans les glandes salivaires (Sukumaran et al. 2006). A.
phagocytophilum agit également sur 'expression de génes liés a
la survie de son vecteur. En effet, sa présence favorise la survie
de la tique en hiver par augmentation de la production de gly-
coprotéines protectrices contre le gel (Neelakanta et al. 2010).

Une fois transmise a ’hote, pour survivre et se propager, A.
phagocytophilum recrute les granulocytes de ’hote en augmen-
tant la transcription des IL-8 (Akkoyunlu et al. 2001), puis elle
détourne le systéme immunitaire en réduisant notamment la
production d’anions superoxide, la fusion des lysosomes, 1'au-
tophagie et les signaux IFN-y, qui permettent aux neutrophiles
d’éliminer les bactéries intracellulaires (Woldehiwet, 2008).
Enfin, A. phagocytophilum augmente sa survie en retardant les
mécanismes de 'apoptose (Yoshiie et al. 2000).

Pour détourner le systéme immunitaire et exploiter les cellules
de 'hote, A. phagocytophilum utilise un systéme de sécrétion
de type IV. Deux molécules effectrices sécrétées par ce systeme
ont été identifiées comme étant essentielles pour I'infection,
ankA et Ats-1. ankA facilite Pinfection intracellulaire par
I’activation de la voie de signalisation Abl-1 (Lin et al. 2007)
et interagit avec la protéine Ats-1 qui intervient notamment
dans le blocage de I'apoptose (Rikihisa et al. 2010).

Le génome d’A. phagocytophilum est composé de nombreux
genes impliqués dans les interactions avec les cellules hotes. Il
posséde plus de 110 genes codant des protéines majeures de sur-
face permettant de reconnaitre et d’adhérer aux cellules cibles
et de contrer les anticorps produits par 'hote (Rikihisa, 2010
Rejmanek et al. 2012). Parmi ces génes, se trouvent les génes
msp2/p44 dont 'expression évolue rapidement pour limiter la
reconnaissance de la bactérie par les anticorps de ’hote. Les
études in vitro ont permis d’évaluer le taux d’évolution du site
d’expression de msp2 entre 1 et 2% par semaine chez la souris

(Rejmanek et al. 2012a).

Enfin, A. phagocytophilum posseéde trois paires de génes impli-
quées dans la synthese de systemes & deux composantes, PleC/
pleD, CckA/CtrA et NerY/NerX. Ces genes permettent de
réguler Pinfection selon les conditions environnementales

(Rikihisa, 2011).

A. phagocytophilum met donc en place de nombreux méca-
nismes pour survivre, éviter le systéme immunitaire des hotes
et augmenter sa probabilité de transmission. Les fortes inte-
ractions entre le systéme immunitaire de 'hdte et la bactérie
tendent vers deux stratégies opposées : la spécialisation des
souches pour s’adapter a une espéce d’hote ou la diversification
des souches pour infecter des hotes multiples.

Les «acteurs» des cycles épidémiologiques
d’A. phagocytophilum
Les vecteurs

Les principaux arthropodes porteurs de la bactérie sont les
tiques de la famille des Ixodidae. La compétence vectorielle

a été prouvée pour 1. scapularis et I. pacificus aux Etats-Unis
(Telford et al. 1996 ; Teglas & Foley, 2006), I. ricinus et I.
trianguliceps en Europe (Macleod & Gordon, 1933 ; Bown et
al. 2006). Les taux de prévalence déterminés chez les tiques par
détection de PADN bactérien sont tres variables selon les zones
échantillonnées, le stade de développement de la tique et son
espece et peuvent varier de moins de 1% a des taux de 24, 50 et
10% respectivement chez les nymphes de I. ricinus, I. scapularis
et I. pacificus (Stuen et al. 2013). La bactérie a été détectée chez
d’autres especes de tiques pour lesquelles la compétence vecto-
rielle n’a pas été testée, en particulier chez des especes du genre
Dermacentor, dont D. reticulatus, Amblyomma (Amblyomma
americanum) ou Haemaphysalis (Stuen et al. 2013).

La diversité des especes vectrices potentielles peut avoir des
conséquences sur les cycles épidémiologiques de la bactérie et
expliquer en partie la diversité des souches d’A. phagocytophi-
lum et des cycles observés. Ces préférences trophiques peuvent
induire un cycle bactérien spécifique a I'espéce vectrice et a
certains hotes. Les différences de prévalence au sein des vec-
teurs et d’efficacité de transmission sont également a I'origine
de la propagation prédominante de certaines souches. Le dif-
férentiel de capacité vectorielle pour I. scapularis et I. pacificus
favorise par exemple une ségrégation Est-Ouest des souches
d’A. phagocytophilum aux Etats-Unis (Teglas & Foley, 2006).

Les hétes vertébrés

En Europe, depuis la découverte de la bactérie chez les mou-
tons, 'anaplasmose granulocytaire a été détectée chez de nom-
breuses especes domestiques (bovins, chevaux, chevres, chiens
et chats). Les symptdmes sont trés variables selon Pespece,
la sensibilité des individus et la souche d’A. phagocytophilum
(Foggie, 1951 ; Stuen et al. 2011). Les symptomes de anaplas-
mose granulocytaire ne sont pas spécifiques, les plus fréquents
sont ’hyperthermie, I'abattement, 'inappétence et la présence
d’cedemes. Chez les chevaux, la maladie s’accompagne d’ic-
tere, de tachycardie, de thrombocytopénie et éventuellement
d’anémie et/ou leucopénie (Dziegiel et al. 2013). Chez les
chiens et les chats, la maladie est trés peu décrite, les cas
observés font état d’hyperthermie, de tachypnée, d’anorexie,
de douleurs articulaires et de thrombocytopénie (Carrade et
al. 2009). Chez les ruminants, une agalaxie et des cedemes
des paturons sont observés. Des avortements ont été déclarés
chez des brebis et des vaches infectées par A. phagocytophilum,
mais I'implication de la bactérie n’a pas été prouvée. Lors de
'invasion des granulocytes par A. phagocytophilum, la bactérie
bloque le systéme immunitaire pour survivre, créant ainsi une
immunodépression. Chez le mouton, 90% de la mortalité est
due 2 une infection secondaire consécutive a cette immuno-
dépression (Stuen et al. 2003a).

La persistance de la bactérie chez 'hdte varie selon la souche
et la sensibilité des individus (Granquist et al. 2010). Les
infections expérimentales montrent que la maladie se déclare
par une phase aigiie moins de 48h aprés la morsure par une
tique infectée et dure en moyenne une semaine (Granquist
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et al. 2008). Des cas d’infections chroniques ont été décrits
chez les chevaux, les bovins et les ovins ; (Thomas et al.
2012 ; Drziegiel et al. 2013). Deux hypotheses expliqueraient
cette chronicité : la réinfection au contact de nouvelles tiques
infectées ou I'évolution de la souche infectante. Le suivi longi-
tudinal d’agneaux naifs, installés en zone d’endémie, a mis en
évidence la présence de 24 variants circulant dans le troupeau
pendant une période de 16 semaines. Chaque agneau a été
trouvé porteur de plusieurs variants au cours de cette période
(Ladbury et al. 2008). Linfection simultanée et/ou successive
par plusieurs variants est, dans ce cas, imputable au moins en
partie a la fréquence des morsures par des tiques infectées. En
outre, les infections expérimentales montrent que la variation
des antigénes membranaires permet a la bactérie d’évoluer
parallelement a la mise en place de la réponse immunitaire de
I'hote. Une infection chronique provenant d’une seule souche
est alors observée (Granquist et al. 2008). Il a été montré que
les moutons pouvaient rester porteurs de la bactérie jusqu’a 25
mois (Foggie, 1951) et que la bactérie pouvait persister dans
les tissus sans étre détectable dans le sang (Stuen et al. 2006).
Clest pourquoi les moutons sont considérés comme une espece
réservoir pour A. phagocytophilum.

Chez les mammiferes sauvages, les deux pistes les plus explorées
sont les ongulés sauvages et les micromammiferes. Chez les
ongulés sauvages, les chevreuils (Capreolus capreolus) et les cerfs
(Cervus elaphus) présentent de fortes prévalences d'infection
par A. phagocytophilum, allant jusqu’a 90% (Stuen et al. 2013).
Ces deux especes ont un fort potentiel comme hdte réservoir,
mais elles semblent impliquées dans des cycles différents, car les
souches portées par les cerfs sont plus proches de celles portées
par les animaux domestiques que celles portées par les chevreuils
(cf. infra). Les sangliers sont également porteurs de la bactérie
avec des taux de prévalence plus faibles (2- 12%) (Galindo et al.
2012 ; Michalik et al. 2012). Cependant, la présence de sangliers
semble avoir un effet de dilution sur la prévalence d’infection par
A. phagocytophilum chez les cervidés. Cet effet serait expliqué par
le fait que les sangliers éliminent la plupart des souches a I'ex-
ception de celles proches des souches humaines (Michalik et al.
2012). Les sangliers sont considérés comme des hotes réservoirs
peu probables, mais pourraient étre impliqués dans la dispersion
de souches potentiellement infectantes pour ’homme.

Chez les micromammiferes, seule I'implication du campagnol
agreste (Microtus agrestis) comme espece réservoir d’A. phago-
cytophilum a été prouvée en Grande-Bretagne (Bown et al. 2009).
De nombreuses autres especes de rongeurs sont infectées par la
bactérie avec des prévalences trés variables, comme le campa-
gnol roussitre (Myodes glareolus), le mulot sylvestre (Apodemus
sylvaticus) ou le mulot a collier (A. flavicolus), mais leur com-
pétence en tant qu’hdte réservoir n’a pas été évaluée (Stuen et
al. 2013). Chez les insectivores, les fortes quantités de tiques
et les taux de prévalence de 20% a 25% chez les musaraignes
communes (Sorex araneus) et les hérissons (Erinaceus europaeus)
laissent penser que ces deux especes sont fortement impliquées
dans certains cycles (Bown et al. 2011 ; Silaghi et al. 2012).

Les études de prévalence chez les populations domestiques et
sauvages ont donc montré que plusieurs souches circulent et
que certaines sont spécifiques de leur(s) vecteur(s) ou d’especes
d’hotes vertébrés. Pour mieux comprendre la contribution des
especes vertébrées et vectrices aux cycles épidémiologiques des
différents variants I’A. phagocytophilum, des outils d’épidémio-
logie moléculaire spécifiques ont été développés.

DIVERSITE DES SOUCHES D'A.
PHAGOCYTOPHILUM IDENTIFIEES CHEZ
LES ANIMAUX SYMPTOMATIQUES

Les outils de biologie moléculaire permettent de typer les
souches et de comprendre les relations de parenté entre
souches. En particulier, les techniques de séquencage ’ADN
permettent de retracer a des degrés divers les relations phylo-
génétiques. Différentes techniques existent, parmi lesquelles
le séquencage total de souche, le séquengage de loci d’in-
térét, les techniques MLVA (Multiple Loci VNTR Analysis)
et MLST/MLSA (Multilocus Sequence Typing/Analysis). Le
séquencage total de souches (WGS) permet de comparer la
structure du génome d’A. phagocytophilum avec celle des autres
Anaplasmataceae et d’identifier les génes d’intérét pour 'étude
des mécanismes d’infection et la caractérisation de la bactérie.
Cette technique est cofiteuse et nécessite la mise en culture
des souches apres isolement ou la mise en place de méthodes
particulieres, de type séquence capture (Dugat et al. 2014b).
A Theure actuelle, le recours a des techniques de séquencage
partiel du génome est donc plus accessible.

Le séquencgage de loci d’intérét a mis en évidence une forte
diversité de souches chez les tiques a partir des génes codant
I’ARN 168, groESL, ankA (von Loewenich et al. 2003). Il a
également permis de délimiter des groupes de génotypes circu-
lant dans un méme écosystéme (Shukla et al. 2007 ; Bown et al.
2009) et d’identifier de nouveaux génotypes, comme un groupe
sur la base du géne ankA qui infecte exclusivement les rongeurs
(Majazki et al. 2013). Cependant les études phylogénétiques
basées sur un ou deux loci présentent des résultats incohérents
entre loci et un manque de robustesse des phylogénies issues
de chaque locus.

La MLVA est une technique trés discriminante utile pour
tracer la dispersion d’une souche a petite échelle, a partir de
I'analyse de motifs ADN répétés. Le premier schéma de MLVA
développé sur des loci de type microsatellite a localisation
intergénique s’est révélé trop discriminant et ne permettait pas
de caractériser la dispersion des souches d’A. phagocytophilum
(Bown et al. 2007). Le nouveau schéma développé par Dugat
et al. (2014a), sur des minisatellites intragéniques a pu tracer
’évolution des souches dans les troupeaux de bovins et entre
ruminants domestiques et sauvages.

Enfin, les souches sont discriminées sur la base des informa-
tions provenant de plusieurs loci, par le typage ou I'analyse
multilocus (MLST/MLSA). Elles sont caractérisées par leurs
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profils alléliques par le typage mulilocus (MLST), alors que la
MLSA prend en compte la distance génétique entre génotypes
et permet de reconstruire une phylogénie plus robuste que
celles établies sur la base d’un seul locus. En 2014, la premiere
MLSA (Huhn et al. 2014) met en évidence trois groupes de
génotypes associés a des especes d’hotes différentes suggérant
ainsi I'existence de cycles épidémiologiques différents, hypo-
thése confortée aussi par la MLVA.

Les techniques de MLVA et MLSA sont a ’heure actuelle les
outils les plus appropriés pour caractériser, de facon robuste et
avec une certaine complémentarité, la diversité des génotypes
d’A. phagocytophilum circulant chez les mammiferes et les
vecteurs infectés.

Etude des génotypes identifiés par MLSA chez
les bovins a I’échelle de la France

Pour comprendre comment se structure la diversité I’A. pha-
gocytophilum et quelles especes participent aux mémes cycles
épidémiologiques, nous avons étudié la diversité génétique
retrouvée chez les animaux domestiques malades.

(a)

Cluster A

Cluster B

Cluster C

Des échantillons de sang ont été collectés par I'intermédiaire
de laboratoires vétérinaires et de vétérinaires praticiens chez
109 bovins, 11 chevaux et trois chiens présentant des signes
cliniques d’anaplasmose granulocytaire. La caractérisation des
génotypes d’A. phagocytophilum a été effectuée par analyse mul-
ti-loci basée sur les séquences ADN de huit loci (msp4, groEL,
pleD, typA, gyrA, recG, polA, et l'intergene CtrA-APHI1100)
(Chastagner et al. 2014). La phylogénie obtenue sur la base de
ces huit loci est structurée en trois groupes de génotypes. Le
premier groupe (cluster A, figure 2) est constitué de génotypes
rencontrés chez une minorité de bovins (moins de 2%) et est
partagé avec les chevreuils. Le second groupe de génotypes
(cluster B) n’a été observé que chez les bovins parmi les especes
testées. Le dernier groupe (cluster C) est constitué de géno-
types de bovins, chevaux et chiens, et inclut les souches de
référence américaines dont les souches humaines. Ces groupes
phylogénétiques sont corrélés aux groupes I, Il et IV décrit sur

le géne ankA (Sharf et al. 2011).

La structuration des génotypes d’A. phagocytophilum en groupes
génétiques divergents peut étre expliquée par trois facteurs:
1) une différenciation liée a des cycles épidémiologiques
distincts (par exemple une différence d’espece de tiques vec-
trices ou une différence d’especes d’hotes vertébrés réservoirs)

(b)

Cluster IV

Cluster lll

Cluster |

Figure 2 : (a) Super-arbre construit par méthode bayesienne sur la base des séquences ADN de huit loci et (b) arbre phylogénétique d’ankA non raciné construit
par maximum de vraisemblance. La numérotation des clusters pour ankA respecte celle proposée par Scharf et al 2011. Chaque forme représente l'espece d’hote
chez laquelle le génotype d’A. phagocytophilum a été caractérisé : O pour les bovins, O pour les chevaux, A pour les chiens, & pour les chevreuils et * indique les
souches de références américaines. Une couleur a été attribuée a chaque échantillon présent sur le super-arbre selon le cluster auquel il appartient.
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(Bown et al. 2009) ; 2) une différence de sensibilité des hotes
vertébrés vis-a-vis de la bactérie, qui a pu laisser émerger des
variants présentant des niveaux de virulence différents (André
& Gandon, 2006) ; 3) une émergence ou une évolution de
différentes lignées séparées par des barrieres géographiques ou
environnementales (Zhaoqing et al. 2006).

Lhypothese de la co-existence de plusieurs cycles épidémio-
logiques qui infectent les animaux domestiques est soutenue
par la différence de composition en hotes des clusters dans
le super-arbre et la phylogénie basée sur le géne ankA. A.
phagocytophilum entretient de nombreuses interactions avec
les cellules hotes d’une part, pour infecter et survivre dans les
granulocytes et d’autre part, pour éviter le systéme immuni-
taire de ’hote. Face a cette nécessité biologique, la pression
de sélection exercée sur les génes impliqués dans ces processus
(tel que ankA) peut engendrer deux stratégies d’évolution
opposées : soit elle favorise la spécialisation des souches 2 une
espece d’hdte ou a un groupe d’hotes présentant des systemes
immunitaires trés proches, soit elle favorise les souches les
plus généralistes (Viana et al. 2014). La présence de génotypes
associés aux bovins dans les trois clusters laisse penser que les
pressions de sélection exercées sur A. phagocytophilum sont en
faveur du maintien d’une diversité de variants adaptés a des
gammes d’hotes vertébrés pouvant étre chevauchantes. Cette
hypothese est également supportée par d’autres études menées
sur la diversité génétique d’A. phagocytophilum, qui démontrent
Iexistence de plusieurs écotypes adaptés a différents ensembles

d’hétes (Bown et al. 2009 ; Scharf et al. 2011).

La seconde hypothése concernant la différence de sensibilité
des hotes pourrait expliquer la grande diversité de symptomes
observés chez les bovins. Les infections expérimentales menées

Legend

Cattle (m]

Dog A Cluster 1 W

Horse O Cluster2 B ——
Roe deer Cluster3 ®

QGIS 2.0.1 Dufour

Figure3: Carte de répartition des génotypes identifiés dans le super-arbre.

chez les moutons et les souris montrent Iexistence d’une
variation de virulence entre les souches d’A. phagocytophilum
(Massung et al. 2003; Stuen et al. 2010). Dans I’étude présentée
ici, la cohérence entre la topologie du super-arbre et celle des
phylogénies basées sur les génes ankA et pleD (deux genes liés a
la régulation de 'infection) pose question sur la relation entre
virulence et divergence génétique. Cette hypothese nécessite
des études complémentaires, notamment par infections expé-
rimentales, pour étre validée.

La dernieére hypothése, suggérant que la structuration génétique
d’A. phagocytophilum résulte d’une structuration spatiale, ne
semble pas étre validée par les résultats de notre étude (figure
3). Il est néanmoins envisageable que le facteur spatial joue un
role dans ’évolution et la répartition des génotypes 2 travers
des phénomenes de dérive ou d’adaptation & une communauté
d’hotes locale. Par exemple, en Sardaigne et en Camargue,
le génotype circulant est différent de ceux identifiés dans le
reste de ’Europe (Alberti et al. 2005 ; Chastagner et al. 2013).
Les écosystemes méditerranéens (climat, especes de tiques et
d’hotes présentes) pourraient expliquer la répartition de ce
génotype. De méme, il a été montré en Sicile que la répartition
des especes d’hotes et de tiques influence la distribution des
souches (Torina et al. 2008).

Bien que l'origine de la divergence des génotypes en différents
groupes phylogénétiques ne soit pas encore déterminée, nos
résultats semblent favoriser I’hypothése que plusieurs cycles
épidémiologiques coexistent. Les bovins sont impliqués dans
au moins trois cycles et le chevreuil - décrit comme I'hote
réservoir principal d’A. phagocytophilum - ne semble contribuer
qu’a la dispersion des génotypes du cluster A, lui-méme associé
a moins de 2% des génotypes infectant les bovins. A notre
connaissance, aucun génotype associé a des chevreuils n’avait
encore été identifié chez des bovins, I’échange de souches entre
les chevreuils et les bovins observés dans notre étude pourrait
étre dt a un effet de spill-over.

Pour les génotypes appartenant aux clusters B et C, ’hote
vertébré réservoir reste a déterminer. Dans la littérature, il
a été montré que les sangliers, les hérissons et les cerfs sont
porteurs de génotypes proches de ceux décrits chez les ani-
maux domestiques (Huhn et al. 2014). Les hérissons et les
cerfs présentent des taux de prévalence élevés, environ 60%
et 80% respectivement (Rymaszewska, 2008 ; Silaghi et al.
2012 ; Stuen et al. 2013), ce qui en font de bons candidats en
tant qu'hote réservoir.

La présence d’'un groupe retrouvé exclusivement chez les
bovins (cluster B) pose question sur le role des bovins dans le
maintien de la bactérie. Les études de séroprévalence montrent
que les infections asymptomatiques sont fréquentes. Les bovins
pourraient maintenir a eux seuls la bactérie dans la population
et jouer le role d’espece réservoir.

Enfin, les génotypes infectant les chevaux et les chiens
semblent génétiquement plus proches que ceux associés aux
autres especes. Cette proximité a également été démontrée sur
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la base du géne groESL (Rymaszewska, 2008) et plus récem-
ment, par MLST (Huhn et al. 2014). Ces résultats montrent
I'importance de mieux surveiller et controler la dispersion
d’A. phagocytophilum dans ces deux especes. En effet, leur
mode de vie proche de I'homme et la présence de souches
potentiellement infectantes pour I’homme accroissent le risque
d’émergence de souches zoonotiques.

Dans cette étude, le séquengage multi-loci a donc permis
d’identifier trois groupes de génotypes pathogenes pour les ani-
maux domestiques. Les bovins sont porteurs des trois groupes
phylogénétiques d’A. phagocytophilum, dont 'un semble net-
tement majoritaire, alors que les chevaux et les chiens ne sont
associés qu’a un seul groupe. Les différents groupes génétiques
semblent présenter une forte structuration liée aux especes
d’hotes. Cette structuration renforce I’hypothese de existence
de plusieurs cycles épidémiologiques. Pour mieux comprendre
ces cycles, des études complémentaires incluant plus d’especes,
a des échelles plus locales sont nécessaires d’une part, pour
déterminer quelles espéces partagent les mémes génotypes et
d’autre part, quelles espéces peuvent étre réservoir d’A. pha-
gocytophilum. Papproche MLVA peut contribuer a répondre a
ces questions.

Etude par MLVA de la variabilité d’A.
phagocytophilum en intra-troupeaux bovins
et ovins et de sa circulation entre ruminants
domestiques et sauvages

La technique MLVA (Multiple Loci VNTR Analysis) est basée
sur l'utilisation de marqueurs Variable-Number Tandem Repeat
(VNTR) polymorphes. Un VNTR est défini comme une région
d’ADN répétée en tandem, c’est-a-dire composée de répéti-
tions adjacentes les unes aux autres (micro ou minisatellites).
Dans le cas des VNTR polymorphes, le nombre de répétitions
au sein d'un méme VNTR peut varier entre les souches d’'une
méme espece bactérienne. La combinaison de plusieurs VNTR
polymorphes permet d’amplifier le pouvoir de discrimination
des différents variants d’une espéce bactérienne. Pour cela,
les différents VNTR sont amplifiés par PCR, et leur taille est
ensuite estimée par électrophorese (sur gel d’agarose ou capil-
laire), permettant de déduire le nombre de répétitions pour
chaque VNTR. La MLVA est une technique trés résolutive,
rapide, peu cofiteuse, et a été utilisée pour typer de nombreux
agents pathogeénes, notamment diverses bactéries d’intérét
vétérinaire et/ou zoonotique (Lindstedt, 2005 ; Monteil et al.
2007 ; Azzag et al. 2012). Le plus souvent, cette technique
possede un pouvoir discriminant plus important que celui
des autres techniques utilisées pour le typage de ces bactéries,
notamment la technique MLST (Bouchouicha et al. 2009 ;
Pilet et al. 2012). Lutilisation de cette technique peut donc
étre envisagée afin d’étudier la variabilité génétique d’une bac-
térie 2 un niveau plus fin que la technique MLST/MLSA qui
est, quant 2 elle, la technique de référence pour la phylogénie.
Afin de conforter les résultats obtenus lors de 'étude MLSA et
d’étudier la variabilité génétique intra et inter troupeaux d’A.

phagocytophilum, ainsi que la circulation des souches au sein
des écosystemes, nous avons donc développé une technique
de typage moléculaire MLVA pour cette bactérie, basée sur
I'utilisation de cinqg VNTR intragéniques, APV-A a E (Dugat
et al. 2014a). A Taide de cette technique, nous avons typé
123 prélevements de diverses especes animales infectées par
A. phagocytophilum, ainsi que la souche humaine Webster.
Nous avons obtenu, six alléles différents pour APV-A, 10 pour
APV-B et C, cinq pour APV-D, et 14 pour APV-E. Lindice de
discrimination de notre technique est de 0,96 pour I’ensemble
des échantillons testés, et de 0,99 pour les 99 échantillons de
vertébrés, démontrant son fort pouvoir discriminant.

Variabilité génétique intra et inter-troupeaux
Chez les bovins

Dans cette étude, 67 prélevements sanguins de bovins infectés
par A. phagocytophilum ont été testés et 56 profils MLVA ont
ainsi été obtenus. Deux groupes ont été identifiés. Le premier
est constitué de 21 bovins prélevés dans sept fermes différentes:
trois dans une ferme des Cotes-d’Armor, deux dans une ferme
du Finistere, trois dans une ferme de la Haute-Vienne, trois
dans une ferme d’Ille-et-Vilaine, trois dans une ferme de la
Mayenne et six dans deux fermes du Morbihan. Les échantil-
lons d’'une méme ferme présentent des profils identiques ou
extrémement proches : parmi ces 21 échantillons, huit (38%)
ont un profil identique a celui d’au moins un autre échantillon.
Le second groupe est constitué des 46 autres prélevements, tous
issus de troupeaux différents et présentant 44 profils distincts.
Au sein de ce groupe, trois (7%) ont un profil identique a celui
d’au moins un autre échantillon. La proportion d’échantillons
ayant un profil identique 2 au moins un autre échantillon est
statistiquement plus élevée dans le premier groupe (conte-
nant au moins deux animaux par ferme) que dans le second
(un seul bovin par ferme) (p=0.003). Cette différence est
également statistiquement plus élevée pour les bovins pré-
levés en Bretagne, d’oti sont issus la trés grande majorité des
échantillons prélevés au sein de mémes fermes (test exact de
Fischer, p=0.01347). Les échantillons de bovins appartenant
a des troupeaux différents ont donc présenté une plus grande
diversité de profils que les échantillons provenant des bovins
du méme troupeau. Cette observation est également vraie
pour les échantillons de bovins provenant de la méme région
(Bretagne), nous permettant de considérer comme faible ou
nulle la probabilité d’un effet géographique sur la distribution
des profils obtenus. obtention de différents profils au sein d’'un
méme troupeau de bovins peut s’expliquer, selon les profils,
par un phénomeéne de dérive génétique du variant infectant
ce troupeau et/ou par I'infection de ce troupeau par différents
variants d’A. phagocytophilum.

Chey les moutons

Nous avons également testé sept échantillons, tous prélevés
dans le méme troupeau de moutons et nous avons obtenu sept
profils différents. Ces échantillons présentent une diversité
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plus importante que ceux de bovins appartenant au méme
troupeau. Cette différence peut s’expliquer i/ dans certains cas,
par les différences de mode d’élevage par rapport aux bovins,
lorsque les moutons, parcourant des distances beaucoup plus
importantes, notamment lors des transhumances, sont soumis a
une augmentation de leur probabilité d’exposition 2 un nombre
plus élevé de variants. C'est plus particulierement le cas dans
les Pyrénées (dont les moutons testés dans cette étude sont
originaires et qui étaient bien des moutons transhumants) et
dans le massif alpin ; ii/ par 'occurrence d’événements plus
fréquents de variations génétiques chez les moutons. En effet,
contrairement a ce qui est connu pour les bovins, ils peuvent
étre infectés de facon persistante (Thomas et al. 2012). Cette
derniere hypothese suggere que les VNTR que nous avons
sélectionnés peuvent subir des variations in vivo, notamment
a cause de la pression exercée par le systétme immunitaire de
I’hote. Aucune variation n’a pu étre détectée chez la souche
humaine Webster aprés un an de culture sur cellules HL-60
(environ huit passages), renforcant ainsi ’hypothese du rdle du
systéme immunitaire de 'hdte dans la sélection de ces variants.
Pour confirmer cette hypothese, il serait nécessaire de suivre
'évolution des VNTR durant une infection in vivo. Cependant,
ces expérimentations sont difficiles a2 mettre en ceuvre car elles
nécessitent 'utilisation de modeles animaux.

Etude de la circulation d’A. phagocytophilum chez les
ruminants sauvages et domestiques

Les résultats obtenus au cours des études par MLVA suggérent
que le cerf élaphe pourrait jouer le role de réservoir pour les
variants circulant chez les ruminants domestiques, contraire-
ment au chevreuil. En effet, les variants issus des chevreuils
inclus dans cette étude appartiennent a un groupe différent de
celui des variants présents chez le cerf élaphe et les ruminants
domestiques (bovins et moutons) testés. Ce résultat est en
accord avec ceux obtenus au cours de 1'étude par MLSA. Au
contraire, les variants de cerf élaphe analysés lors de 1’étude
par MLVA appartiennent au méme groupe que ceux circulant
chez les ruminants domestiques inclus dans ce travail. Comme
nous avons été dans I'impossibilité de tester des échantillons
de cerf élaphe au cours de I’étude par MLSA, ce résultat n’a
malheureusement pu étre confirmé par cette technique. Du
fait des biais affectant 'échantillonnage testé par MLVA et du
nombre limité d’échantillons obtenus a partir des ruminants
sauvages, ces résultats doivent cependant étre interprétés pru-
demment, méme si de nombreuses données disponibles dans la
littérature vont dans le sens de notre hypothése. Premiérement,
un mouton inoculé avec une souche de cerf a développé des
symptdmes d’anaplasmose granulocytaire (Stuen et al. 2010).
Deuxiemement, les cerfs élaphes présentent une prévalence
d’infection par A. phagocytophilum tres élevée dans de nom-
breux pays européens (Stuen et al. 2013). En France, une étude
récente a estimé la séroprévalence a 80% chez les cerfs élaphes
en Corréze (Zehnter, 2013). Enfin, durant les 20 derniéres
années, la population de cerfs élaphe a été multipliée par trois
en France (ONCEFS, 2013). Malheureusement, aucune donnée

permettant de relier 'augmentation de la population de cerfs
élaphe a celle de I'incidence de I'anaplasmose granulocytaire
n’est disponible a ’heure actuelle.

Afin de confirmer si le cerf élaphe est un réservoir pour les
variants circulant chez les ruminants domestiques, des études
complémentaires sont indispensables. Il serait notamment
nécessaire d’obtenir des échantillons supplémentaires de cerfs
élaphes et de chevreuils, provenant des mémes zones géogra-
phiques que les échantillons de bovins testés. Afin d’évaluer le
role des autres animaux de la faune sauvage (tels que le sanglier,
le hérisson ou les rongeurs par exemple), il faudrait également
effectuer des prélévements sur ces espéces.

DISCUSSION

Comparaison des techniques MLSA et MLVA

La comparaison des résultats obtenus sur les mémes échan-
tillons avec les techniques MLSA et MLVA révele que la
technique MLSA a permis de mettre en évidence un cycle
épidémiologique propre aux souches de ruminants domes-
tiques parmi les souches testées, qui n’a pas été mis en évi-
dence par la technique MLVA. Comme nous n’avons pas pu
inclure d’échantillons de cerf élaphe lors de notre approche
par MLSA, il est possible que cet animal soit un réservoir
impliqué dans ce cycle épidémiologique, comme le suggerent
les résultats obtenus par MLVA. Il est également possible que la
technique MLVA soit trop résolutive dans cette situation, elle
n’a d’ailleurs pas la prétention de se substituer a la technique
MLSA pour les analyses de phylogénie. Cependant, cette forte
résolution présente des avantages, notamment parce que la
technique MLVA permet clairement de mettre en évidence
une diversité plus importante que la technique MLSA au
sein des échantillons de bovins. De plus, des divergences sont
observées entre les deux techniques pour les échantillons pro-
venant de chevaux et de chiens : la technique MLSA regroupe
ces souches avec des souches infectant les bovins, alors que
la technique MLVA les sépare en trois groupes différents.
Ceci pourrait étre imputable au fait que la technique MLVA
a un pouvoir discriminant plus important que la technique
MLSA, et pourrait donc permettre de révéler des groupes de
souches non détectés par MLSA. Surtout, le faible nombre
d’échantillons de chiens et de chevaux testés dans les deux
études incite a la prudence quant a la pertinence des résultats
obtenus et pourrait également expliquer cette divergence de
résultats. Ces observations suggerent qu’en fonction de la
problématique considérée (identification des réservoirs, circu-
lation des souches entre différentes especes animales, suivi des
souches au sein d’un méme troupeau...), 'utilisation de I'une
et/ou 'autre des deux techniques est plus appropriée. Afin de
guider ce choix, voire d’établir des protocoles en fonction des
situations, les performances de chaque technique doivent étre
comparées. En confrontant les deux jeux de données obtenus
a partir de nos prélévements communs, nous souhaitons com-
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parer le pouvoir discriminant des techniques MLVA et MLSA,
ainsi que leur pertinence épidémiologique et phylogénique.

Hypotheses actuelles sur les cycles touchant
les animaux domestiques

Les deux études réalisées nous ont permis de suspecter I'exis-
tence d’au moins deux cycles épidémiologiques distincts d’A.
phagocytophilum chez les ruminants en France. Le premier
impliquerait le chevreuil en tant que réservoir. Les variants
d’A. phagocytophilum circulant au sein de ce premier cycle
ne semblent pas, ou de fagon trés peu fréquente, infecter les
ruminants domestiques (2% environ des souches dans ’étude

par MLSA).

Les bovins sont impliqués dans le second cycle épidémiolo-
gique que nous avons potentiellement identifié. A I'heure
actuelle, il reste cependant & déterminer s'ils jouent seulement
le role d’hotes accidentels dans ce cycle ou §'ils sont également
des hotes réservoirs. Si les bovins se révélaient étre seulement
des hotes accidentels, le cerf élaphe pourrait étre 'un des réser-
voirs impliqués dans ce cycle, comme le suggerent les résultats
obtenus par MLVA. Dans le cas contraire, il est possible qu'il
existe un troisiéme cycle épidémiologique impliquant les
bovins comme hotes accidentels et le cerf élaphe comme hote
réservoir.

Afin i/ d’identifier clairement le(s) réservoir(s) des souches de
ruminants domestiques en France, ii/ de confirmer ou d’infir-
mer le role de réservoir du cerf et des bovins et iii/ d’identifier
d’autres acteurs impliqués dans le(s) cycle(s) épidémiolo-
gique(s) des variants infectant les ruminants domestiques, il
apparait maintenant nécessaire de tester par MLVA et MLSA
des prélevements provenant d’animaux sauvages et domes-
tiques de la méme région, et de régions différentes.

Quelles mesures de prévention et de

lutte peuvent étre mises en place pour
controler la propagation de I'anaplasmose
granulocytaire ?

La mise en place d’une antibiothérapie a montré son efficacité
afin de lutter contre 'infection & A. phagocytophilum lorsqu’un/
des cas d’anaplasmose granulocytaire est/sont détecté(s) dans
un élevage : chez les bovins, un traitement par Poxytétracycline
(10mg/kgfjour) durant au moins trois jours est recommandé.
Cependant, le caractére peu spécifique des signes cliniques
rend le diagnostic d’anaplasmose granulocytaire difficile. Des
antibiotiques peuvent donc étre utilisés sans preuve réelle de
I'infection. En outre, la dose d’oxytétracycline apparemment
efficace contre A.phagocytophilum est le double de la dose
normale utilisée (soit 20 mg/kg). Un tel traitement est donc
susceptible d’exercer une forte pression de sélection sur les
bactéries résistantes hébergées par les vaches traitées. Dans
le contexte actuel ol une réduction de l'utilisation d’anti-
biotiques est souhaitable, tant en médecine humaine que
vétérinaire, il semble nécessaire de développer des approches

préventives. Des stratégies vaccinales basées sur la recon-
naissance des protéines membranaires, telles que msp2, ont
été envisagées pour protéger les animaux domestiques contre
l'infection par A. phagocytophilum (Yu et al. 2012). Cependant,
la diversité des souches infectant les bovins, ainsi que la forte
variabilité génétique observée sur les génes codant les protéines
membranaires et la rapidité d’évolution des souches, pourraient
limiter l’efficacité de cette couverture vaccinale.

A. phagocytophilum étant une bactérie trés majoritairement
transmise par les tiques, la lutte anti-vectorielle apparait
comme une premieére approche préventive de choix afin de
contrdler la propagation de I'anaplasmose granulocytaire.
Cependant, au vu des difficultés d’application de cette
approche sur le terrain et du risque d’apparition de résistances
aux acaricides, des approches alternatives sont nécessaires.
Quant a la recherche sur la mise au point de vaccins anti-
tiques, susceptibles d’interagir avec la capacité des tiques a se
gorger sur leurs hotes et/ou a transmettre des agents pathogénes
dont A. phagocytophilum, elle débute seulement (De La Fuente
etal. 2013).

Lidentification des hotes réservoirs des souches bovines pour-
rait aider 2 la mise en place de moyens de prévention de
cette maladie, par exemple en limitant autant que possible
les contacts entre ce(s) réservoir(s) et les bovins et/ou en
envisageant de réduire leur population. Ce type d’approche
a déja été préconisé en France pour I'agent de la tuberculose
bovine, Mycobacterium bovis, compte tenu de I'’émergence de
l'infection au sein de la faune sauvage. Des recommandations
relatives a la surveillance et a la lutte (régulation des popula-
tions de cerfs et de sangliers en adaptant les plans de chasse,
réduction de leur acces aux ressources alimentaires, abattage
ciblé des animaux....) ont été émises par ’Agence nationale
de sécurité sanitaire, de 'alimentation, de 'environnement et
du travail (ANSES, 2013). Si le role de réservoir du cerf pour
A. phagocytophilum était avéré, de telles actions pourraient
indirectement contribuer 2 la lutte contre 'anaplasmose gra-

nulocytaire.
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CONCLUSION

Les résultats récemment acquis sur 1'épidémiologie de I'in-
fection par A. phagocytophilum soulignent I'importance de la
caractérisation génétique des agents pathogenes multi-hotes
pour appréhender la contribution des différentes espéces aux
cycles épidémiologiques. Ces connaissances sont nécessaires
pour élaborer des plans de gestion visant a limiter la propaga-
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