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Introduction

|. INTRODUCTION

Cette étude a porté sur le fonctionnement du cgideehinococcus multilocularjs
parasite responsable d’'une maladie infectieusehit®coccose alvéolaire. Il s’agit d'une
zoonose identifiée comme étant actuellement émuergém présente étude a été conduite
dans le département des Ardennes, zone de récedgenie connue &. multilocularis Nous
avons suivie une approche intégrée, a plusieurétresn d’observation, pour I'étude de
certains facteurs clés du cycle sylvatique du paradréquence et intensité du portage
parasitaire par I'h6te définitif, relation entret ¢téte et les hotes intermédiaires, distribution
spatiale et typage génétique du parasite, ainsdentification des milieux propices a la
transmission. Par son apport de données originedtie étude espere contribuer a améliorer
notre compréhension du lien entre les caractéuistiqle I'environnement et I'intensité de la
transmission parasitaire, pour pouvoir anticipgurévenir les conséquences des changements
environnementaux sur le risque de transmission Honime de maladies infectieuses,

notamment des zoonoses.

I.1. Impact des maladies infectieuses et facteuagdrisant leur @émergence

Les maladies infectieuses sont responsables diamt gle la mortalité humaine au
niveau mondial (WHO, 2000). Celles qui affectenfdane sauvage ont, de plus, des impacts
importants dans le domaine de I'élevage, de lasshas de la conservation des especes
sauvages et des écosystémes (Daszak et al., 2008pD et Foufopoulos, 2001; Cleaveland
et al., 2002).

Les maladies infectieuses qui affectent les anintgurente occasionnent, en effet, des
pertes de rendements, des abattages préventifsi @ue des interdictions de
commercialisation et de transport responsableséladices financiers importants aux filieres
économiques concernées (Gunn et al., 2005; Budk¥g)2Celles qui se répandent dans les
populations gibiers lors d’épidémies (cf. notamméatmyxomatose chez le lapin, kérato-
conjonctivite infectieuse chez les chamois) engnainelles, une diminution et une raréfaction

des populations disponibles pour la chasse.
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Les épidémies de maladies infectieuses peuventerdgat compromettre la
conservation d’especes menacées (Funk et al. 260fme c’est le cas, entre autres, pour
I'épidémie de gale chez le renard arctidilepex lagopugGolstman et al., 1996), celles de
rage et autres infections canines chez le loup yBAimie Canis simensigLaurenson et al.,
1998), celle du virus West Nile chez le tét@sntrocercus urophasianusux Etats-Unis
(Naugle et al., 2004). De plus, les maladies ideises peuvent destabiliser une communauté
animale des lors gqu’elles affectent une especdelgette communauté (Barbault, 2000; Funk
et al., 2001). Ainsi, aux Etats-Unis, la réductdmstique des populations de rapaces dans le

Mid-West suite a l'arrivée du virus West Nile estinl des facteurs expliquant une
prolifération de rongeurs dans cette région (Baat&idibé, 2003; Patz et al., 2004).

Dans ce contexte, la prévention des maladies tinfeses est actuellement une des
préoccupations majeures de nos sociétés, d’autast que les importants changements
environnementaux induits par la modification degivdés humaines de ces dernieres
décennies semblent actuellement favoriser I'émegele certaines d’entre elles (Patz et al.,
2000). Certaines maladies infectieuses sont aiossidérées comme « émergentes » car
« leur incidence réelle augmente de maniere saatifie dans une population donnée, d’'une
région donnée et durant une période donnée, pgora@ la situation épidémiologique
habituelle de cette maladie » (Thoma et Thiry, 208&rmi les agents pathogenes connus,
12% sont considérés comme étant a l'origine de aredanfectieuses émergentes (Taylor et
al., 2001).

Les principaux facteurs d'origine anthropique iifeds par Patz et al. (op. cit.)
comme favorisant 'émergence des maladies infesti®isont, entre autres, la déforestation, la
fragmentation de I'habitat, I'extraction industlieelde minerai, la construction de routes,
I'urbanisation, I'extension des terres agricolésténsification de l'irrigation, la dégradation
des cbtes, I'accroissement des échanges commemidesx mouvements de populations. Patz
et al. (op. cité) identifient ainsi trente-quatrealadies infectieuses pour I'Homme
particulierement sensibles aux modifications duspgg, parmi lesquelles le paludisme,
I'anthrax, les bilharzioses, ou encore la tuberselou les fievres hémorragiques. De méme,
parmi les maladies infectieuses affectant la fasmgévage, 55 % sont émergentes suite aux
dégradations environnementales provoquées par IH®n(fragmentation de ['habitat,
pollution, eutrophisation des eaux) et/ou aux frans d’animaux, qu'’ils soient sauvages ou

domestiques (Dobson et Foufopoulos, 2001).
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L'émergence d’'une maladie infectieuse peut étraséoutive a I'extension d'un
pathogene depuis son aire de distribution origicneirs de nouvelles zones géographiques
suite a l'intervention de nouveaux facteurs extégecomme ce fut le cas, par exemple, pour
la maladie de Lyme en Amérique du Nord (Dobsoncetfépoulos, 2001; Taylor et al., 2001;
Rachowicz et al., 2005). Elle peut également étre d I'invasion de pathogénes dans de
nouvelles populations d’hétes, comme illustré papilopagation de la peste bovine dans la
faune sauvage africaine dans les années 1980 (Batseoupopoulos, 2001; Artois et al.,
2003; Taylor et al., 2001). Enfin, comme c’est bs qour le Virus d’'Immunodéficience
Humaine (VIH) et le parvovirus canin, 'émergenceng maladie infectieuse peut étre due a
l'installation d’'un pathogene dans un nouvel hétesan évolution vers une nouvelle forme
capable de se répliquer et de contaminer en masseuvel héte (Artois et al., 2003; Dobson

et Foufopoulos, 2001).

|.2. L'approche intégrée a plusieurs fenétres dageption

La mise en place de mesures de prévention desdieslinfectieuses et de leur
émergence nécessite d’acquérir une bonne connegssdm la nature, des causes et du
fonctionnement des cycles épidémiologiques des tag@athogénes impliqués. C’est
I'objectif des études épidémiologiques. Elles pdmcé au recueil et a la description précise
des données (nombre de malades, zone infectées daréa contagion), puis a leur analyse
afin de prévoir I'évolution des maladies (populati@ risque, zones géographiques
concernées...) et de prendre les mesures adaptégavére de plus en plus que I'analyse
spatiale des données issues de difféerentes éclesliedéterminante en épidémiologie, pour
rendre compte du fonctionnement des systemes Ipleg et pouvoir ainsi, sur la base de
cette connaissance, €laborer des mesures de poévdas maladies infectieuses (Cortinas et
al., 2002; Giraudoux et al., 2003; Artois et aDP2). L'échelle a lagquelle est conduite une

analyse spatiale nécessite cependant d’'étre bfeniedét spécifiée.

Hobbs (2003) définit une échelle comme étant agerf de décrire dans le temps ou
I'espace, les dimensions physiques d’objets d'&itéselon lui, I'échelle définit la « taille »
des mesures et comprend deux aspects: d'une fEdlement maximum de ce qui est
mesure, c’est-a-dire son étendue et, d’autre [@apius petite différence qui peut étre définie

a lintérieur de cette mesure, c’est-a-dire le mgrau la résolution. Par exemple, une regle
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graduée a une étendue de 30 cm et un grain de ltandis qu'un calendrier a une étendue
d’'un an et un grain d’un jour (Figure 1).

Etendue (nxm) E >
A
- | |
B [ |
" O
|
v
0 |
wll O 0
v {
Grain (vxw)

Figure 1. Représentation schématique de I'étentide grain

Lorsque l'on s’intéresse au fonctionnement d’'ustéme biologique, I'étendue de
I'échelle correspond a une « fenétre de perceptieh du choix de cette fenétre dépendent
notre analyse du systéme et notre perception dehétdmogénéité. Hobbs (op. cité) donne
ainsi I'exemple de l'analyse d'un systeme proiedatéur constitué d’'une population de
rennesRangifer tarandu®t d’'une population de loug3anis lupusa un niveau de perception
géographique large (une région), les deux populatgpnt sympatriques; cependant si I'on
diminue le niveau de perception et que I'on obsdetss distributions plus finement, les
populations de proies et de prédateurs sont l@esislans des zones distinctes, les proies

évitant les secteurs fréquentés par les prédateurs.

Le choix de I'échelle et/ou de la fenétre de petioa est particulierement important
en écologie et en épidémiologie du paysage. En, efbenme I'écologie du paysage a pour
objectif d’étudier les arrangements spatiaux desystemes et des €léments paysagers et les
processus a plusieurs échelles qui les unissertidix de la fenétre de perception s’avere
déterminant. Il en va de méme en épidémiologiealisage (Pavlosky, 1966 dans Hess et al.,
2002), basée sur le principe de cartographierdaiblution spatiale des conditions favorables
a une infection, d’apres les parametres biotigyespflations d’hétes, composition du
paysage...) et abiotiques (climat, géologie...) penisevis-a-vis de la présence et de

I'abondance d’'un pathogene (Hess et al., 2002)pdysage peut, ainsi, étre cartographié en
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termes d’incidence de la maladie et de facteursistpies d’infection, ce qui permet de
prévoir le risque de survenue de la maladie etréeanir celle-ci.

Un des exemples historiques les plus fameux deographie du patron spatial
d’apparition d’'une maladie est di a John Snow euimettant en relation I'apparition des cas
de choléra dans la ville de Londres en 1854 etidtriloution des points d’eau potable, a
montré que la transmission du choléra était liékeau (Colwell, 1996). Actuellement,
I'épidémiologie du paysage dispose d'un outil perfant: les systémes d’information
géographique (SIG). lls permettent le recoupementographique de différents types de
données épidémiologiques (distribution des hétegyvgtences humaines, pluviométrie,
végeétation, types de sol, présence d’eau..) afablir quels sont les facteurs principaux
responsables des prévalences humaines pour certaialadies infectieuses. Il a ainsi été
possible de déterminer, par exemple, que les m@@égas élevées dechistosoma mansoni
chez 'homme dans I'état de Bahia au Brésil soseesellement liées a des zones ou la
densité des populations humaines est élevée, durée de la saison seche est courte et le sol

principalement lattifére (Bavia et al., 1999).

Cette possibilité de recoupement de données Hpédia s’avere particulierement
précieuse pour I'étude des zoonoses, définies coitaet « les maladies, infections, ou
infestations provoquées par des agents transnmasgibactéries, virus, parasites, ou prions) se
développant au moins chez deux espéeces de vertdbntd’Homme » (Savey et Dufour,
2004). En effet, dans le cas des zoonoses, labtdistm spatiale de la maladie infectieuse est
généralement tres hétérogene, car elle dépend hiesside la distribution des organismes

hotes que de celle des parasites (Combes, 2001).

I.3 . Les zoonoses, principales maladies émergentes

Sur 1415 especes d’'organismes infectieux conrii$®, $ont a I'origine de zoonoses,
et ces dernieres représentent 75 % des maladetievses émergentes (Taylor et al., 2001).
L’étude des zoonoses occupe donc une part impertaldgs travaux conduits en
épidémiologie. Les zoonoses peuvent se diviserreis grandes catégories: zoonoses
bactériennes (ex: maladie de Lyme), zoonoses sirdex : virus West Nile, Fievre
Hémorragique a Syndrome Rénal FSHR), et zoonogsasifares (ex: toxoplasmose, malaria,

bilharziozes). Cette derniere catégorie comprersd z®noses dues a des protozoaires (ex:
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Toxoplasma gongdii et d'autres dues a des helminthes (eucestodes,Tenxia solium
trématodes, exSchistosoma sppaématodes, exirichinella spp).

Presque toutes les zoonoses (97%) ont pour résepvincipal les populations
animales (Taylor et al., 2001). Dans certains tasiéservoir d’agents pathogenes reste
incertain mais semble néanmoins impliquer des amima@omme c'est le cas pour le
Syndrome Respiratoire Aigu Sévere, SRAS (Vijayanahdil., 2004). De plus, certaines
maladies infectieuses, telles que le VIH ou la ggi@viaire, qui ne sont pas considérées
comme des zoonoses, ont évolué a partir de pateegaovenant d’animaux (Taylor et al.,
2001 ; Capua et Alexander, 2002). Or, actuellemmorime le souligne Vallat (2004), « (...)
les innombrables facteurs qui définissent les reippétroits d’interdépendance entre les
hommes et les animaux ont fini par converger eercrén environnement propice a

I'’émergence d’agents pathogénes zoonotiques ».

Dans ce contextd, apparait primordial d’étudier I'effet des modiitions du paysage
sur le risque de transmission des zoonoses etisecplrt terme, d’identifier les secteurs dans
lesquels le risque de transmission a 'homme es#¢lafin de mettre en place des mesures de
prévention. Dans le cas des zoonoses parasitdinésérogénéité de la distribution des
parasites se traduit pdes variations temporelles et spatiales de la ptiopode la population
d’hétes porteuse du parasite (prévalence) et dibr®ule parasites porté par chaque individu
infesté (intensité de I'infection) (Wilson et é2002).

L'utilisation de l'analyse spatiale de la répaotit des cas humains est aléatoire car
elle est cryptique : il est difficile d’obtenir udmnne précision sur la localisation du contact
infectant chez 'homme, car il dépend du souvenirpdtient et de l'association qu’il peut
avoir faite ou pas du contact avec un lieu préds ;plus, il est trés rare d’obtenir la
localisation exacte du lieu de résidence d’'un pétieelui-ci étant protégé par I'anonymat
(Artois et al., 2003). Il est donc judicieux de yEgir le risque humain par une approche
intégrée, axée sur l'acquisition de connaissanaesesparasite via les hotes animaux, pour
déterminer les facteurs de risque a des fenétrgeedmption adaptées aux comportements

humains.
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I.4. Filtre de compatibilité et filtre de rencontre

Quelle que soit la fenétre de perception consades mécanismes qui conduisent a
une interaction durable entre un parasite et sote l@pendent de plusieurs étapes,
représentées successivement par le « filtre deonémgc», qui conditionne la possibilité de
contact entre le parasite et I'héte potentiel et filtre de compatibilité », qui conditionne la
possibilité que le parasite et I'héte potentiel eriv durablement en commun (Euzet et
Combes, 1980; Combes, 2001; Figure 2)

Le franchissement du filtre de rencontre peut dkeomposé en deux processus, le
premier étant la cohabitation de I'h6te potentielde parasite dans un méme écosysteme
(Combes, 2001). A une échelle de perception tréteyaette cohabitation dépend, d’une part,
des facteurs abiotiques de I'environnement (tempggaet pluviométrie moyenne, amplitude
des écarts thermiques, durée des périodes sectésgnpe de courants marins, etc) qui
limitent I'aire de répartition possible du parasiée conditionnant sa survie dans le milieu
extérieur (Bush et al., 2001). Elle dépend, d’aptg, de la présence des différentes especes
d’hétes, I'aire de distribution possible du pamgievant se superposer a celle de ses hotes
(Combes, 2001). A une échelle de perception plageaiate, les variables qui affectent les
distributions des hétes et des parasites devierptestspécifiques (Bush et al., 2001). Ainsi,
les stades libres des parasites (ceufs des helminthieacidium et cercaires des digénes...)
sont directement affectés par des facteurs abiegiducaux (température et humidité du
substrat, photopériode, courants, etc...). A celgosta la nécessité d’'une superposition
spatiale, a une échelle de perception locale, émfparasite et les hbtes et entre les différents
types d’hétes. Cette superposition spatiale doé particulierement précise si les contacts
parasite-h6te ou hoéte-hbte sont nécessaires, coomse le cas lors du passage d’'ceufs
immobiles vers I'héte, ou lors du transfert d’'urtén@ l'autre par prédation (ce qui est le cas

de la majorité des cestodes, Bush et al., 2001).

Le second processus impliqgué dans le franchissemheriltre de rencontre est la
rencontre proprement dite, qui implique que les porements de I'h6te potentiel permettent
le contact avec les stades infestant du parasamp€s, 2001). La localisation de ces derniers
dépend généralement du comportement des hétessowedieurs du parasite et, notamment,
de leur capacité de déplacement. Les filaires aordi transportées par les moustiques qui

leurs servent de vecteurs (Bush et al., 2001)asts de cas des parasites helminthes dont les
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déplacements sont généralement tres limités daggdte, la dissémination des larves ou des
ceufs dans I'environnement dépend de I'amplitudedégéacements des hotes intermédiaires
et définitifs (Combes, 2001). Certains parasitet poésents dans le milieu extérieur sous la
forme d’un stade libre (propagules ou larves) ajaohpacite de se déplacer activement dans
I'environnement extérieur, mais cette capacitéliéstaux propriétés de I'habitat dans lequel
ils ont été déposés (Bush et al., 2001).

Ainsi, si la larve du nématodelaphostrongylus rangiferpeut se déplacer vers son
héte intermédiaire (un escargot), une certaine éeaipre est nécessaire pour que la larve soit
active, et il faut un minimum d’humidité dans lel gwour qu’elle puisse se déplacer
(Skorping, 1982). Certains milieux réunissent miguwe d’autres les conditions favorables a
cette transmission parasitaire. Ainsi, ce sont lsarberges des étangs que les escargots
aquatigues viennent se nourrir de végétaux et o¢ &galement sur ces berges que les
grenouilles passent une grande partie de leur téngigsser et, donc, que leurs feces sont
préférentiellement déposées. Les berges des &angstuent ainsi un milieu trés favorable a
la transmission du trématodialipegus occidualientre son héte définitif, la grenouille, et
son hoéte intermédiaire, l'escargot aquatique qugeia les ceufs répandus dans
I'environnement par les feces de grenouilles (\Milis et Esch, 1991Dans cet exemple, le
filtre de rencontre entre les hotes parasitairagt gére considéré comme ouvert car il y
superposition spatiale entre les différents acteluscycle (héte définitif, stade libre du
parasite, héte intermédiaire) du fait des composmrespectifs des hotes. Le comportement
des hétes est également un facteur clé dans kioref@rédateur-proie entre hétes successifs.
Dans le cas de la toxoplasmose, le cadre de vieckats domestiques (hbtes définitifs)
influence leurs comportements: la part variablealime alimentaire issue de la prédation de
rongeurs (hétes intermédiaires) semble influeneetrdnsmission ddoxoplasma gondii
(Tenter et al., 2000; Afonso et al., 2006).

Le franchissement du filtre de rencontre ne signglas que le parasite va pouvoir
s’installer dans I'héte et se reproduire. En effietervient le deuxieme filtre, dit «de
compatibilité » (Combes, 2001). Un hoéte, pour pauveberger une espéce de parasite
donnée, doit pouvoir répondre aux exigences d'espHcde ressources métaboliques du
parasite. De plus, pour s’installer durablementsdan hote, le parasite doit parvenir a
contourner le systeme immunitaire de I'hnéte dampiée il s’est installé (Combes, 2001).

Ainsi, il apparait qu’'un parasite ne pourra pagisve dans n'importe quel hote.
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I.5. Nécessité d’'une approche pluridisciplinaire pol’étude de la transmission parasitaire

La compréhension des mécanismes impliqués dansral@sniission parasitaire
nécessite de s’intéresser aux facteurs qui permeitex especes concernées de cohabiter, de
se rencontrer, d’accepter I'autre et/ou de se toepter de lui, soit autant de facteurs étudiés
dans le cadre de disciplines diversifiées (FigureL2s études en parasitologie concernent
généralement le filtre de compatibilité (étude détabolisme, de l'immunologie, du
développement) mais peu s’intéressent au filtrerelecontre, qui conditionne pourtant
l'arrivée du parasite dans I'héte (Giraudoux et aD02; Combes, 2001). L'écologie des
communautés, la dynamique des populations, I'éthel@t I'écophysiologie apparaissent
notamment comme quelques outils indispensables mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans le filtre de rencontre (Giraudourlet2003). Plusieurs auteurs soulignent, de
plus, le besoin d’élargir les sources de connatsattuelles en faisant appel a dautres
disciplines que celles classiquement impliquées dims études parasitaires (Giraudoux et al.,
2003; Combes, 2001). De méme, Grenfell et al. (RO@Dnent la nécessité que les
éepidémiologistes collaborent avec des spécialdamsres champs disciplinaires, tels que les

mathématiques (modélisations) ou la génétique.

Cohabiter : Ecologie des communautés

Parasite distribution des hétes et parasites

Rencontrer_: Ethologie, dynamique des

Filtre de populations, écophysiologie
rencontre
densités d’hotes, densité de parasites,
comportements des hotes,
survie du stade libre du parasite

Accepter : Métabolisme

Filtre de
compatibilité

Se faire accepter : Immunologie

Hoéte

Figure 2 : Le concept de filtres (d’aprés Comb@§12et Raoul, 2001)
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Grace au récent développement des techniquesotigilei moléculaire, la génétique
est actuellement un domaine en pleine expansi@onmpris en ce qui concerne I'étude des
parasites. Les avancées technologiques des vingiedss années permettent a présent
d’explorer des pistes jusqu’alors inaccessiblegtude des microsatellites, grace a leur fort
pouvoir discriminant di a leur haut niveau de palyphisme (Hardy et al., 2003) et en
association avec les meéthodes PCR (Polymerase CRedction), a notamment permis
d’améliorer les connaissances sur la variabilitéétjgue au sein des populations de
pathogenes, tels queeishmania, Candida, Schistosorf2art et al., 2003), élargissant ainsi

les possibilités d’études, méme pour les paragifagle polymorphisme apparent.

L’étude génétique des parasites s’avere étre tinmajeur pour la compréhension de
la transmission et la prévention des zoonoses. rciame, alors qu’une littérature importante
décrit le rle de I'hétérogénéité génétique deshdans la survenue d’infections liées a des
helminthes, en revanche peu de travaux ont portiesdle de la diversité génétique des vers
dans l'immunité et la transmission parasitaire @afil et al., 2002). Pourtant, les travaux
conduits sur le choléra ou la malaria ont montré, qthez les virus, des déterminants
génétiques sont responsables des différences alendge entre variants (Rivera et al, 2001;
Craig et Scherf, 2001). De méme, chez le protoedaxoplasma gondiidifférentes études
ont montré I'existence de trois lignées clonaldfdintes au sein de cette espece, chacune

ayant ses propres caracteéristiques d’infectivigeetirulence (Su et al., 2003).

Il s’avére donc intéressant d’étudier la variailigénétique des populations de
parasites — y a-t-il plusieurs souches pour une énésgpéece, ou plusieurs especes proches
pour un genre de parasites? - sachant que des giagantels que le systeme reproductif,
I'infectivité, le spectre d’hétes, les réponses nmitaires des hotes, la localisation du parasite
au sein de I'néte, sa survie dans le milieu extéripeuvent, ou pourraient, différer d’'une
souche a l'autre ou d’'une espece a l'autre (Cnexiet al., 2005; Thompson, 1995; Wilson et
al., 2002; Wang et al., 2006a). Ces parametresrg@ieat s'avérer cruciaux dans la
compréhension des cycles parasitaires et des héréiés constatées, ainsi que dans la
prévention et le traitement de la maladie aupréspgulations humaines, par des mesures
comme le dépistage par sérologie, I'utilisatiorvdecins ou de la chimiothérapie (Thompson,
1995.
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De plus en plus détudes génétiques sont cond@itesles microparasites pour
déterminer dans quelle mesure des échanges orduiesein de leurs populations naturelles
(Bush et al., 2001). Il s’agit de déterminer sistaucture des populations d’'un parasite est
clonale comme le propose la théorie de la clonatitéposée par Tibayrenc et al. (1990),
épidémique comme développé par Maynard Smith e{18083) qui montrent que certains
génotypes sont plus efficaces car ils dominentatquent les autres génotypes existants, ou
encore panmictique, si les croisements sont akest@t respectent les lois de la génétique
admises. Des travaux sont également conduits mbunex |'évolution de différentes souches
a partir dune méme espece de parasite, ou cedlspdtes proches au sein d’une méme
famille, afin de retracer I'histoire d'un parasékede connaitre la date de son arrivée dans une
région donnée (Grenfell et al., 2002). Ces travaomt du domaine de la phylogéographie
appliguée a l'étude des parasites qui est, poustdint, relativement peu pratiquée bien

gu’essentielle lorsque 'on étudie I'émergence mesadies (Criscione et al., 2005).

I.6. Un exemple de zoonose parasitaire émergentechinococcose alvéolaire

L’échinococcose alvéolaire est une zoonose prodquoar Echinococcus
multilocularis, un petit ténia, classé parmi les helminthes. @esniers représentent
respectivement 6 % des maladies infectieuses émegyet 32 % des zoonoses (Taylor et al.,
2001). Cette zoonose est relativement rare. Cepeéntissue est souvent mortelle si le
diagnostic est tardif, et le colt des traitemestsééeveé (colt de la chimiothérapie seule de
5500 $US a 17 800 $US par an, le colt total poigner un patient peut s’élever a 300 000
$US, Romig et al., 1999b).

L’échinococcose alvéolaire est considéree commeprabléeme de santé publique
lorsque ses taux d’incidence (nombre de cas dédelés la population par an) dépassent 0,1
pour 100 000 habitants (Craig, 2003). Dans cersaigagions du monde, les prévalences sont
beaucoup plus élevées: jusque 6 % dans certainempes chinoises, davantage encore dans
certains villages (Vuitton et al., 2003). De cd,f&chinococcose alvéolaire est devenue une
préoccupation majeure pour la communauté intemalieo Plusieurs programmes de
recherche impliqguant des spécialistes internatiorsant consacrés a la compréhension du
cycle de transmission du parasite: réseau europersurveillance de I'échinococcose
alvéolaire EurEchinoReg; fonds commun du Nationatifutes of Health - National Science
Foundation (RFATW-00-002, appel d'offres « Ecolafynfectious Diseases »).

-21-



Introduction

Pour réaliser son cycle de développement (Figur&&)inococcus multilocularise
reproduit dans les intestins d’un hote définitif @arnivore, généralement un canidé du genre
Vulpes mais aussi chiens et chats domestiques) et exsest ceufs dans I'environnement en
méme temps que les féces de I'hdte. Les ceufs daduevivre dans I'environnement jusqu’a
leur ingestion par un héte intermédiaire (un pagimmifere, principalement un rongeur de la
sous-famille de#\rvicolinaeou un lagomorphe du gen€@chotond. En Europe, le cycle de
développement du parasite implique essentiellerdestespeces sauvages (Rausch, 1995).
Les oncospheres (premier stade larvaire) sontdgh@lans le systéme digestif de I'hote
intermédiaire et migrent vers le foie, ou ils sevaléppent sous forme de structures
alvéolaires caractéristiques dans lesquelles debreamr protoscolex (deuxieme stade
larvaire) se développent par reproduction asexugée.cycle s’achéve lorsque I'hote
intermédiaire infecté est consommé par un hétenitiéfipermettant ainsi la libération des
protoscolex dans le systeme digestif du renard.sdemblage d’hotes définitifs et
intermédiaires est trés variable selon les régighstton et al., 2003), et souvent encore
inconnu, notamment dans des pays comme la Chimay@ux et al., 2006). De méme, les
informations sur les prévalences des hétes (camsveauvages et domestiques, petits
mammiféres, homme) sont parcellaires et les dondégmonibles de qualité trés variable

selon les régions (Jenkins et al., 2005).

Cycle d’Echinococcus
multlilocularis

Figure 3. Cycle dEchinococcus multilocularis
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Les prévalences chez I'Homme sont difficiles aridéau point de vue temporel car,
comme I'échinococcose alvéolaire est tres souvayrhpatotique et son évolution trés lente, le
diagnostic a souvent lieu entre cing et quinze apres la contamination (Pawlowski et al.,
2001). Cette caractéristique complique singuliergnteedétermination des facteurs de risques
de contamination humaine, d’autant plus que lescesuexactes de contamination restent
imprécises et cryptiques: ingestion d’ceufs par maation de supports contaminés (terre,
carnivore infesté sauvage ou domestique), par comsdion de nourriture ou d'eau
contaminées par des ceufs d’échinocoque, par inraldé¢ poussiere de terre porteuse d’ceufs
(Kern et al., 2004).

Les prévalences humaines sont trés hétérogentalempent. L'aire de distribution du
parasite, déterminée a partir de celles des ha@egaminées (animaux et homme), s’étend
dans I'hnémisphere Nord, dans les régions Néarctfuraléarctique (Giraudoux et al., 2006)
(Figure 4) Les taux d’incidence chez 'Homme en Europe variemire 0,02 et 1,4 pour
100 000 habitants mais, en Chine et sur Ille dentSaurent, elles sont beaucoup plus
importantes localement (respectivement jusque 220 00 000 et 98 pour 100 000), alors
gue, paradoxalement, au sud du Canada et au ngfdtdts-Unis, les cas humains sont quasi
inexistants (2 cas, en 1937 et 1977) (Eckert e28D1b). Les contaminations humaines sont
a relier en partie avec les comportements humairsr&€mes dépendant des différences de
cultures (Vuitton et al., 2003, Giraudoux et al008). Dans les régions du globe ou les
prévalences sont les plus élevées, les chiens samjpluer un role dans la contamination
humaine et les mauvaises conditions d’hygiéne fagot le contact entre le parasite et

I'homme (Giraudoux et al., 2006).
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I.7. Approche intégrée de I'étude de la transmissaBchinococcus multilocularis

Quelgue soit le systéme parasite-hbtes impliqupetpétuation et l'intensité du cycle
d’Echinococcus multilocularisdépendent des facteurs climatiques, des dynamigiges
populations des especes hoétes définitifs et hatesmédiaires en relation avec le paysage et
des relations de prédation entre ces deux typedtabh(Giraudoux et al., 2002, 2008k
mécanisme d’action de ces facteurs stiltle de rencontre a été synthétisé pour 'Eurdpe
I'Ouest par Giraudoux et al. (2003) sous la formendgchéma (Figure 5) dont les différents
points peuvent étre commentés de la fagcon suivante:

= [1] La composition du paysage a un niveau de pémepégional influence la
dynamique des populations d’espéces hotes inteanésli et la structure des
communautés de prédateurs. Un paysage riche emeprhabitat propice aux
campagnols prairiaux, favorise I'ouverture du éltte rencontre.

= [2] Les saisons influencent la transmission, vislavie des ceufs du parasite et la
structure d’age des populations d’hétes (nombrepdses disponibles, charges
parasitaires chez les hoétes définitifs). L’hivembée plus propice que I'été a la
rencontre entre les hotes et les stades infeslamparasite.

» [3] La densité de population des hétes intermégkaunarie a la fois saisonnierement et
annuellement (reproduction, périodes de pullulaionLorsqu’elle est élevée,
I'ouverture du filtre est importante.

» [4] Les populations d’hétes intermédiaires sontsplw moins protégées par les
caractéristiques du milieu et par leur comportemésur plus ou moins grande
accessibilité aux prédateurs conditionne I'ouvertu filtre.

» [5] Les densités de populations des hétes désnitiirient dans le temps et I'espace. A
priori, le filtre de rencontre devrait étre plusvett lorsque leur densité est élevée que
lorsqu’elle est faible.

= [6] La spécialisation du régime alimentaire desarda sur une espéce d’héte
intermédiaire en particulier entraine une transimmsplus intense et donc une
ouverture du filtre plus grande.

= [7] A un niveau de perception local, la survie desfs est meilleure dans les milieux

humides que dans les milieux desséchants oure di& rencontre est plutdt fermé.
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= [8] Les prévalences Hchinococcus multiloculariaugmentent dans les zones ou les
densités de féces des hbétes définitifs (et dondedasité d'ceufs @&chinococcus

multilocularis) sont plus importantes.

FILTRE DE
RENCONTRE
CONDITIONS ENVIRONNEMENTALES
Foréts ou cultures A » Prairies
Eté > Hiver
[2]
HOTES INTERMEDIAIRES
Faibles densités 3] » Fortes densités
Mauvaise accessibilité 4] » Bonne accessibhilité
HOTES DEFINITIFS
Faibles densités 5] * Fortes densités
Régime généraliste 6] > Régime spécialiste
STADE LIBRE (CEEUFS)
Milieu desséchant 7 » Milieu humide
Faibles densités » Fortes densités

[8]
Figure 5. Facteurs influencant la transmissidectiinococcus multilocularisn Europe de 'Ouest

(d'apres Giraudoux et al., 2003)

C’est grace a ce type de schéma qu’il est notampussible de comprendre comment
une modification du paysage peut entrainer un &sament du risque de transmission
d’E. multilocularis. Des études récentes conduites a une fenétrerdepgien régionale ont,
en effet, montré que la transmission du parasitée ehombre de cas humains étaient
influencés par des modifications de l'utilisatioasdterres : lorsque la proportion d’habitats
optimaux pour une espece de petit mammiferes hégemédiaire augmente dans le paysage,
des pullulations se produisent, et favorisent &mgmission parasitaire (Giraudoux et al.,
2003; Viel et al., 1999; Wang et al., 2006b). Earfehe-Comté, les habitats optimaux de

Microtus arvaliset Arvicola terrestris principales espéces hotes intermeédiaires du ipaes
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Europe (Rausch, 1995), sont constitués des prap@amanentes, dont la proportion a
fortement augmenté entre les années 60 et les arBBesuite a une réorientation des
pratiques agricoles en faveur de I'élevage laii@&raudoux et al., 1997). Sur les contreforts
du plateau tibétain en Chine, les habitats optimdenMicrotus limnophiluset Cricetulus
longicaudatus principaux hotes intermédiaires dans cette régiorrespondent aux espaces
parsemés de buissons qui apparaissent a la suaeddéorestation. Sur le plateau tibétain, les
prairies encloses riches en végétation et les zoness a nu par le surpaturage suite a la
réforme du pastoralisme sont les habitats optimdaxM. limnophilus et d'Ochotona
curzoniaeet O. cansus trois especes impliquées dans le cycke diultilocularis(Giraudoux

et al. 2003, 2006; Raoul et al., 2006).

Les pullulations de rongeurs hétes intermédiaam@gneraient a une spécialisation du
régime alimentaire des renards envers cette notgribondante. Ainsi, en Franche-Comté, la
consommation d. terrestrispar les renards est corrélée a la biomasse didposily le
terrain : plusA. terrestrisest abondant, plus il est consomme, (Raoul, 2QGlprobabilité de
contamination d’'un renard augmenterait avec le mentd® rongeurs hoétes intermédiaires
ingérés, expliquant les fortes prévalences obssrsiéez les renards.

Pour que le cycle du parasite fonctionne, il eétessaire que se superposent
spatialement et temporellement des hotes internmédiavérés, des hotes définitifs averés,
des ceufs infestants. Cette superposition spatiakargorelle est influencée par des facteurs
qui varient selon la fenétre de perception chof{@eaudoux et al. 2003). La plupart des
études sur I'échinococcose alvéolaire sont menagseaétendue continentale ou régionale.
Plusieurs sont conduites en zone d’endémie noupelle mettre en évidence la présence du
parasite et évaluer la prévalence (Van der Giessah, 1999, 2004; Hentonnen et al., 2001;
Losson et al., 1997, 2003; Vervaeke et al., 2008ef et al., 2003, 2004; Casulli et al., 2005;
Reiterova et al., 2006), mais peu quantifient lesrges parasitaires portées (Miterpakova et
al., 2003; Sréter et al., 2004) ou appréhendefmretionnement du cycle (Martinek et al.,
2001; Miterpakova et al., 2003). De méme, a I'exicepdes études en Franche-Comté sur la
distribution en fonction, des milieux des féces rdaards et ded/. arvalis infestés par
E. multilocularis(Delattre et al., 1988; Giraudoux et al., 20028y pu pas d'études détaillent
les mécanismes impliqués dans la transmissiondahalparasite. Les données a cette fenétre
de perception sont cependant nécessaires a la €bemmion du cycle. Une approche intégrée

peut permettre de combiner I'apport des donnéesprdsables sur les processus locaux
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permettant la réalisation du cycle avec celui desndes épidémiologiques régionales de

prévalence chez les hotes naturels et ’'homme.

|.8. Objectifs de I'étude

Dans ce contexte, l'objectif de la présente étede d'étudier les facteurs qui

permettent la réalisation du cycleEd’'multilocularis dans les Ardennes francaises. Nous
avons choisi de mener notre étude dans cette ragignsi dans les années 1990 elle était
encore située en limite nord-ouest de ce qui éttidéré comme la zone de distribution
européenne du parasite (Eckert et al., 2001b,diga), elle est désormais considérée comme

une zone d’endémie nouvellement connue (figure 6b).

I~

I Zone d’endémie (présence du parasite chez les renards et/ou chez I’homme)

® Sporadique

Figure 6. Distribution géographique approximativE.dnultilocularisen Europe centrale en 1990 et 1999
(d’aprés Eckert et al., 2000)

Le premier cas humain d’échinococcose alvéolaiétcadétecté dans le département
des Ardennes en 1984 (Depaquit et al., 1998)nze nouveaux cas ont été recensés depuis
(source Réseau FrancEchino, 2005, comm. pers.). fS8eps de renards positives ont été
détectées dans le nord et l'ouest du départemens da cadre de la cartographie
d’E. multilocularisen France menée par I'Entente Rage et Zoonogagrite Francaise de
Sécurité Sanitaire des aliments et I'Université deFranche-Comté
(www.ententeragezoonoses.com). De plus, des repasitsfs ont été détectés sur I'ensemble
du département entre 1999 et 2003, pour une prsalglobale de 37% (Boucher et al.,
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2005). Ce sont les seules données sur les préeslette multilocularischez le renard pour

cette zone de nouvelle endémie, de méme les dosnéds fonctionnement du cycle dans
cette région étaient, au démarrage de cette étuaesj inexistantes. Cette étude qui vise a
combler ces lacunes, a été conduite dans le cadne épproche intégrée, en considérant

plusieurs étendues et grains (Figure 7):

= La premiere partie de I'étude est axée sur la gagmm du fonctionnement du cycle
d’E. multilocularisdans une zone de récente endémie connue. Ellofgéat de deux

publications en cours de soumission:

Guislain, M.-H., Raoul, F., Giraudoux, P., Terrier, M.E., Ferté, & Poulle, M.-L.
Caractéristiqgues du systeme de transmissi@thihococcus multilocularislans une région

de récente endémie.

Knapp, J.Guislain, M.-H., Bart, J.-M., Raoul, F., Gottstein, B., Giraudo®x, Piarroux, R.
Echinococcus multilocularis the region of the French Ardennes: investigatbthe genetic
polymorphism by microsatellite targets.

La suite de I'étude (deuxiéme et troisieme paréis) axée sur les aspects spatiaux de la

transmission:

» La deuxiéme partie de [I'étude est une caractémsatides conditions
environnementales associées a la distributionapaties renards infectés. L’étendue
est régionale (900 km?), elle correspond au tercbitude caractérisé en premiére
partie ; le grain est local (1 km?), il correspamadl biotope dans lequel vit le renard.

Cette partie fait 'objet d’une publication en ceute soumission:

Guislain, M.-H., Knapp, J., Poulle, M.-L., Raoul, F., Giraudoux,Factors influencing the

spatial distribution oEchinococcus multilocularisfection of red fox on a 1 kmz resolution.
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» La troisiéme partie de I'étude porte sur les factdacaux permettant la juxtaposition
et la rencontre entre les ceufs et les hétes inthainés. L'étendue est locale (90 km?),
elle correspond au biotope dans lequel le renardépéace; le grain est micro-local
(1000 m?), il correspond aux différents milieux centrés par les renards et les

rongeurs. Cette partie fait I'objet d’'une publicatien cours de soumission:

Guislain, M.-H.; Raoul, F., Poulle, M.-L., Knapp, J., Giraudoux, Fdx faeces and vole

distribution: a local range approachBohinococcus multilocularigansmission.

|

I pa

I Etude du cycle d’'Em dans une
I zone de nouvelle endémie

1

I Terrain d’étude de 900 kmz, au Sud-
I estdu département des Ardennes
|
|

N Lo !

+«—  Etendue : Régionale

I [
I [
i [
| (900 km?) I
7/ I = Terrain d'étude |
I |
| |
I |
I |

/ ~

Grain : local
(1 km?

= Biotope d’un renard

;§ 3¢me partie

Etendue : Locale
(90 km?2)

= 5 sites
d’échantillonnage

%
%////J

Grain : Local
(1000 m3

= Milieu, micro-habitat

Figure 7. Schématisation des différents niveaugeteeption abordés au cours de la these
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Il. PREMIERE PARTIE

Fonctionnement du cycle
d’ Echinococcus multilocularis

dans une région de récente endémie
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I1.1. Objectifs de la premiére partie

Ces dernieres années, I'échinococcose alvéolaireagparue comme une maladie
émergente dans de nombreuses régions de 'hémésploed (Romig et al., 2006 ; Ito et al.,
2003). De plus, dans les zones d'endémie de I'Eurde I'Ouest, les prévalences
d’Echinococcus multiloculariddans les populations de renards et de rat muscette (
derniere espece étant considérée comme indicateéda contamination environnementale)
indiquent que la biomasse parasitaire est apparetphes élevée qu'auparavant (Romig et
al., 1999a). Enfin, le parasite est maintenant aiétehez les renards, mais aussi chez
'homme, dans des zones ou il semblait jusqu’agaéabsent (Eckert et Deplazes, 2004). Le
risque de transmission du parasite a 'homme serdbtec en accroissement et, pour le
réduire, il importe désormais d’identifier les fagts responsables des prévalences élevées

chez le renard, notamment en zone de nouvelle éadém

Dans ce contexte, I'objectif de notre étude esprdeiser le fonctionnement du cycle
d’Echinococcus multilocularidans une région dite ‘de nouvelle endémie’ poeniifier les
hétes impliqués, estimer lintensité de la transiois et définir les conditions
environnementales propices a cette transmission.sitee d’étude choisi est le sud du
département francais des Ardennes, situé dansrteest de la France. L'intérét du site est
double : il est situé en limite de la zone conneiegpartition du parasite en Europe de I'Ouest
(Vuitton et al., 2003; Romig et al., 2006), et d&s humains autochtones y sont détectés
depuis les années 80 (Piarroux et al., 2006). Ds, ks descriptions des prévalences dans la

faune sauvage et du cycle parasitaire y sont gueasistantes.

Par des comptages aux phares de renards, paitdeteet I'autopsie de cadavres de
renards, et par I'estimation du régime alimentdie renards et de I'abondance des rongeurs,

nous chercherons a répondre aux questions suivantes

- Quelle est la situation de la zone d’étude, eméede prévalence et de distribution des
charges parasitaires chez le renard, par rapparaatres zones d’émergence et aux zones

d’endémie anciennes d’Europe de I'Ouest?

- Quels sont les hétes intermédiaires potentieltgnmapliqués dans la transmission chez le

renard?
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Ces aspects sont traités dans I'article suivantic{e 1) intitulé:

Guislain, M.-H., Raoul, F., Giraudoux, P., Terrier, M.E., Ferté, &.Poulle, M.-L.
Caractérisation du systeme de transmissi@tloihococcus multilocularidans une région de

récente endémie.

De plus, par une étude conduite en biologie médé®y) nous nous sommes intéressés

aux questions suivantes:

- La diversité génétique des parasites rencontnég ¢ renard dans le Sud des Ardennes
permet-elle de distinguer plusieurs génotypes?

- Dans cette région, le niveau de contamination réesrds differe-t-il selon le génotype

parasitaire?

Ces aspects sont traités daastitle 2 intitulé:

Knapp, J.Guislain, M.-H., Bart, J.-M., Raoul, F., Gottstein, B., Giraudp&x, Piarroux, R.
Echinococcusnultilocularisin the region of the French Ardennes: investigatbthe genetic

polymorphism by microsatellite targets.
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Il. 2. Article 1

CARACTERISATION DU SYSTEME DE TRANSMISSION D 'Echinococcus

multilocularis DANS UNE REGION DE RECENTE ENDEMIE

Guislain Marie-Héléné?, Raoul Francig, Giraudoux Patrick, Terrier Marie-Eve®, Ferté

Hubert**& Poulle Marie-Lazariné*

Y Laboratoire de Biologie Environnementale, usc INRA 3184, Université de Franche-Comté, 1 place
Leclerc, 25030 Besancon, France

% 2C2A-CERFE, rue de la Héronniére, 08240 Boult-amisBFrance

® AFSSA-LERPAS, Technopéle Agricole et VétérinaBeP. 40 009, 54220 Malzeville, France

4 Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, EA 380GFRJde Médecine, IFR 53, 51 rue Cognac-Jay, 51095
Reims Cedex, France

® EA 3800, UFR de Pharmacie, 51 rue Cognac-Jay, 5Re8ms Cedex, France

Résumé

Une extension de l'aire de répartition connddchinococcus multilocularjs cestode
responsable de I'échinococcose alvéolaire, a é&@ mm évidence ces derniéres années dans
de nombreuses régions européennes, dont les Asldram@caises, ou a été conduite la
présente étude de 2001 a 2005. La prévalence dsifgachez le Renard roulpes vulpes
héte définitif du parasite, a été estimée a pdttiutopsies de cadavres collectés auprés des
piégeurs et sur le bord de la route. Elle atteidt5(IC 95% : 45-61%). Les charges
parasitaires sont trés variables d’'un renard arta(de 2 a 73380 vers) : 8% des renards
portent 72% de la charge parasitaire. Le régimmeaaliaire des renards a été estimé par
I'analyse des restes non consommés contenus ddnfedds et 98 estomacs. L’abondance
relative deMicrotus arvalis et Arvicola terrestrishdtes intermédiaires du parasite, a été
estimée par des transects de recherche d’'indi@edistque celle des rongeurs forestiers I'a
été par des sessions de captukdisrotus sp.est le rongeur prairial le plus abondant sur le
terrain d’étude. De plus, il est présent dans enstides estomacs et feces analysés et
représente plus des deux tiers des rongeurs condenga consommation est corrélée a son

abondance relative sur le terrain (rs=0.9, p=0.0E®) revancheA. terrestrisest trés peu
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présent et tres peu consommeé. Les rongeurs faestmt peu consommés, quelle que soit
leur abondance relative. Cette étude confirme, damesrégion qui ne semble pas soumise a
des pullulations de rongeurs prairiaux, 'importarge l'intensité de la consommation des

hotes intermédiaires par I’héte définitif dansrensmission du parasite.

Mots-clés: Echinococcus multilocularjsVulpes vulpesMicrotus sp, régime alimentaire,

endémie, transmission parasitaire

Introduction

Echinococcus multilocularisest un parasite dixéne, responsable de ['échimnosec
alvéolaire, une zoonose rare mais mortelle lordlpuest diagnostiquée tardivement. L’hote
intermédiaire de ce parasite est un herbivore guiontamine en ingérant des ceufs présents
dans I'environnement. Le parasite se développeagenf asexuée dans le foie de I'héte
intermédiaire et produit de nombreux protoscolexodte définitif est un carnivore, qui se
contamine par consommation d’hétes intermédiagedans I'organisme duquel se produit la
maturation des protoscolex en vers et la produdadiorufs. L'h6te définitif rejette les ceufs
d’E. multilocularis dans I'environnement extérieur par lintermédianle ses feces. En
Europe, le cycle de développemert dmnultilocularisimplique principalement le renard roux
(Vulpes vulpeset les campagnols prairiaudticrotus arvaliset Arvicola terrestris(Rausch,
1995).

La distribution historique connue de ce parasitedésrite comme restreinte a la toundra en
Alaska et au Canada, et a l'est de la France (moeh la Franche-Comté), le sud de
I'Allemagne et une partie de la Suisse et de I'Atie pour 'Europe (Romig et al., 1999a).
Dans les années 60, une extension probable de zoette d’endémie historique a été
soupcgonnée vers le nord des Etats-Unis, et unesatesimilaire vers I'Europe de I'Est a été
supposée dans les années 80 (Eckert et Deplaz@$, ROmig et al., 1999a). Cependant,
jusqu’aux années 90, la distribution géographiquE. ohultilocularis en Europe était
délimitée principalement a partir de celle des basnains d’échinococcose alvéolaire.
Depuis, la recherche du parasite chez le renardpmige par plusieurs équipes européennes, a
conduit a l'identification de nouvelles zones d’émde au Danemark, Pays-Bas, Belgique,
Hongrie, Pologne, Républiqgues Tcheque et Slovahixeanie et Nord de l'ltalie, dans les
zones adjacentes aux foyers d’endémie initialendemtifiés (Romig et al., 2006). De plus, le

pourcentage de renards infectés semble actuellementugmentation dans les zones
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d’endémie, ce qui pourrait étre di a une augmemtates densités de renards (Romig et al.,
1999a; Raoul et al., 2003; Konig et al., 2005; escet al., 2006). En France, méme si des
données fiables manquent pour une grande partipaga (Romig et al., 2006), l'aire de
distribution connue du parasite semble egalement eexpansion
(www.ententeragezoonoses.org). Face a ce constatesi enjeux actuels est d’identifier les
caractéristiques écologiques et les composantesydie de développement du parasite
associées aux fortes prévalences vulpines, poérersgtre en mesure de prévenir les risques
de transmission a 'lHomme.

Plusieurs travaux conduits en Europe mettent edeége un lien entre les prévalences
vulpines et la composition du paysage (Pesson dii€beer, 1989; Staubach et al., 2001,
Raoul et al., 2001b). Les fortes prévalences relesr les plateaux Jurassiens (Est de la
France, 600-900m d’altitude) apparaissent asso@éese proportion élevée de prairies
permanentes dans le paysage (Raoul et al., 20Qdiafavorise I'émergence réguliere de
périodes de pullulations des rongeurs prairiauddire et al., 1992; Giraudoux et al., 1997;
Fichet-Calvet et al., 2000). Au cours de ces patiahs, le renard pratique une prédation
spécialisée sur ces rongeurs hotes intermédiadivebér et Aubry, 1993; Giraudoux et al.,
2002). Ainsi, le comportement de prédation du reretrles densités d’hétes intermédiaires
apparaissent comme des facteurs clés dans la fssiem du cycle sylvatiqgue
d’E. multilocularis(Giraudoux et al., 2002).

L’objectif de la présente étude est de caractélesportage (en terme de prévalence et charge
parasitaire) d&. multilocularispar les renardst les facteurs clés du fonctionnement du cycle
parasitaire dans une région de récente endémieueanie département des Ardennes. Ce
département, situé en limite nord-ouest de ce @i @onsidéré dans les années 90 comme la
zone de distribution européenne du parasite (Eakeal., 2001b), est identifié comme une
zone d’endémie nouvellement connue (Vuitton et 2003; Romig et al., 2006) depuis le
diagnostic, en 1984, du premier cas humain d’éduocose alvéolaire (Depaquit et al.,
1998). Depuis, onze nouveaux cas ont été recesgascé Réseau FrancEchino, 2005, comm.
pers.). Au cours de la présente étude, la prévaldagarasite chez le renard roux a été mise
en relation avec la densité de renards, avec ale campagnols prairiaux et avec

'importance de la consommation de ces campagrasltepenard.
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Matériel et Méthodes

Terrain d’étude

Le terrain d’étude s’étend sur 900 kd@éns le sud-est du département des Ardennes et sur
trois communes du département de la Meuse (Figutdédst situé dans la région agricole de
I’Argonne, soumise a un climat semi continentabctérisé par des hivers longs et une forte
amplitude thermique diurne en été. Les moyennegg&irées par Météo France sur
'ensemble du département et sur 'année, sontddp@s de gel, 39 jours pour lesquels la
température est supérieure a 25 C et 60 mm déejedions par mois. Le relief est vallonné
et l'altitude moyenne est de 250 m (de 100 a 35@atiitude). En Argonne ardennaise, la
Surface Agricole Utile (SAU) représente 60% du ltates terres, le reste étant recouvert
majoritairement par la forét, qui représente 35%adal des terres (données 2003 DDAF 08).
La Surface Agricole Utile est constituée a 53% derigs, soit 31,6% du total des terres, et a
46% de terres cultivées, soit 27,8% du total degdgdonnées 2003 DDAF 08). C’est une
région rurale et faiblement peuplée (environ 10itaabs au km=2). La population est répartie

en petits villages isolés.

Détermination du taux de contamination des renards

De janvier 2001 a aodt 2005, 149 cadavres de rerardété collectés aupres de piégeurs ou
ramasseés en bord de route. La période de colle@® alivisée en quatre saisons: hiver
(janvier a mars), printemps (avril a juin), étéillg a septembre) et automne (octobre a
décembre). Comme le nombre de cadavres collectég aelativement faible les trois
premiéres années (7 en 2001, 25 en 2002 et 18@3) B données de ces trois années ont
été regroupées. Tous les cadavres ont été stock28°@ en attendant la réalisation des
autopsies, qui a eu lieu trois a quatre fois parGlraque individu autopsié a été sexé et son
appartenance a la classe d’'age «juvénile » (< @ank adulte » (> 1an) a été estimée en
fonction du degré de fermeture du canal pulpainen@’ canine inférieure (Goddard et
Reynolds, 1993). Les estomacs et les intestingtinprélevés, puis décontaminés pendant
une semaine a -80°C (Eckert et al. 2001a).

La recherche d. multilocularis dans les intestins a été effectuée en suivant la
« Sedimentation and Counting Technique » (SCT)sic#née comme étant la technique de
référence (Eckert, 2003), et en suivant les recomdezons de Raoul et al. (2001a). Les
intestins ont été incisés longitudinalement et désaés des éventuels macro-restes, avant
d’étre nettoyés dans de I'eau distillée. La mugaentestinale a été grattée délicatement entre

deux doigts afin de récupérer, dans lI'eau distillés parasites présents au niveau des
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villosités. Le culot, constitué de I'eau distillggovenant du lavage des intestins, a été
examiné sous une loupe binoculaire (x 60) par gwefitactions, diluées si nécessaires pour
obtenir une lisibilité suffisante. Les parasitest @e identifiés sur la base de criteres
morphologiques. Lorsque le culot examiné semblaitenir moins de cent vers, le nombre
total de vers a été comptabilisé sur son intégralih revanche, lorsqu’il contenait a priori
plus de cent vers, la comptabilisation précise a@ulire de vers a été réalisée sur 20% de son
volume préalablement homogénéisé. La charge pairasitotale de l'individu autopsié a
ensuite été déduite en multipliant le nombre des wieouvés par cing. Un renard était
déterminé comme étant négatif lorsque tout le cétait entierement lu et qu’'aucun parasite

n’était retrouvé.

Estimation de la densité de renards

La densité de renards a été estimée par comptageshares, en appliquant la méthode du
« Distance Sampling » par « Line Transects » sédsnrecommandations de Ruette et al.
(2003a). Cette méthode permet, via I'estimationladéargeur échantillonnée, d’obtenir des
estimations de densités (nombre moyen de renardknpd, et non pas un indice relatif de
I'abondance comme c’est le cas avec les Indiceankétriques d’Abondance. Les comptages
ont été réalisées de 2002 a 2006 en hiver, dueaninbis de janvier et février, c'est-a-dire
apres la période de dispersion des jeunes rentid@set la période de mise-bas, lorsque la
population de renards adultes est la plus stalbe pBrcours ont été réalisés chaque hiver.
Chaque parcours de comptage était composé deodigains d’un kilometre, répartis de fagon
systématique le long de chemins ou routes, sureatesr de 100 km2 au nord de la zone
d’étude (Figure 1). Les comptages ont eu lieu e2itrb et 1 h, a partir d'un véhicule roulant a
faible allure (10 a 20 km/h), en éclairant simudiarent les deux c6tés de la route a l'aide de
projecteurs tenus a la main. La distance perpelaiielentre la route et le renard détecté (a sa
position initiale) était relevée a 'aide d’un t@létre a visée laser (Leica).

Le principe de la méthode de Distance Sampling sepen effet sur le postulat que la
probabilité de voir un animal décroit lorsque Iataince entre I'animal et I'observateur
augmente. A partir de I'histogramme des distandalsseérvations est opérée une sélection de
modeles pour identifier la fonction de détectior)dé mieux adaptée aux données. La densité
est ensuite estimée a l'aide du logiciel DISTANCE @ _aake et al., 1993), selon I'équation

N
développée par Buckland et al. (1993): = ﬁ(Buckland et al., 1993) pour

laquelle n est le nombre d’observations, L la languotale de transects parcourue, n / L est
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appelé « taux de rencontre » et ESW est la largiective prospectée calculée a partir de la
fonction de probabilité de densité a la distancee8. bornes de lintervalle de confiance a 95
% sont déduites du coefficient de variation et wales par le logiciel selon la formule : CV
(D)? = CV (n/ LY+CV (P,)? ou R est la probabilité de détecter un animal sur téase totale

du transect.

Estimation des densités d’hotes intermédiaires

L’abondance de rongeurs en milieu forestier a étémée par piégeage en ligne selon la
méthode développée par Spitz et al. (1974). Lagegiatilisés sont de type INRA, déposés en
lignes de 100 m, contenant chacune 34 pieges,sanral’'un piége tous les trois metres,
relevés durant trois jours consécutifs. Entre aetd®00 et octobre 2005, des sessions de
piégeages ont été réalisés au printemps (marg) at®mne (octobre), dans un secteur de
600 ha situé au nord-est du terrain d’étude (Figlr©nze a quatorze lignes de pieges ont été
posées par session et réparties dans six milieomsidérés comme représentatifs des
principaux types de couverture forestiere (tabléau Les rongeurs capturés ont éte
autopsiés afin de rechercher la présence éventlieli@ves enkystéeskl’ multilocularissur

leur foie.

L’abondance de rongeurs prairiaux a été estimédaparéthode indiciaire (Delattre et al.,
1999; Queére et al., 2000) qui est basée sur lanregssance d’'indices présents en surface et
qui est calibrée par des densités estimées a parpiegeage (Hansson, 1979; Fichet-Calvet
et al., 1999). Pour le campagnol terresfreterrestris les indices de surface considérés sont
les tumuli de terre ayant une forme et une répamtispatiale caractéristiques de I'espece
(Giraudoux et al., 1995). Pour le campagnol desngsaM. arvalis il s’agit de coulées
apparentes dans la végétation, associées a déssdt galeries, avec présence de végétation
récemment consommeée et/ou présence de feces (€ualre 2000). Les indices de présence
sont relevés en parcourant a pied des transedtgsgign intervalles contigus de 10 m de long
et 4 m de large. La présence/absence d’indiceé&kepce est notée pour chaque intervalle. La
densité relative est exprimée en pourcentage dvialles positifs. Les transects ont été
effectués aux mois de mars et octobre, en 20008G4, Zinsi qu'en décembre 2004 (tableau |
b), a des périodes durant lesquelles la végétatiosol est relativement courte et les indices
de présence bien visibles. De plus, les débutsridéemps (mars) et d’automne (octobre),
correspondent généralement, respectivement, aunaiet maxima de densités de rongeurs.
Les transects ont été effectués sur cing sitesr@id) et dans huit milieux (tableau I b): layon

forestier, lisieres (quatre types : lisiere a vatiéh rase, lisiere a végétation moyenne, haie,
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talus) et parcelles (trois types : culture, prapéurée, prairie fauchée), a raison d’'l km de
transects par milieu et par site. Comme les indimeprésence delicrotus arvalispeuvent
étre confondus avec ceux Nacrotus agrestiségalement présents sur la zone d’étude, nous
avons considéré que les indices relevés corresporidau genréMicrotus sans distinction

spécifique.

Régime alimentaire du renard roux

Le régime alimentaire du renard a été estimé, dhare a partir de I'identification des restes
non digérés trouvés dans les estomacs de renalésgs sur les cadavres collectés et, d’autre
part, & partir des féces de renards collectéesoats ales transects. L'analyse des féces a
permis de relier le régime alimentaire a la dispiité des proies, puisque les féces ont éte
collectées lors des relevés des indices d’abonddeseongeurs prairiaux. Ces relevés ont
lieu, de plus, a proximité du site d’estimation desmsités de rongeurs forestiers (Figure 1).
L'importance d’'un éventuel biais dans I'estimatidn régime alimentaire a été estimée en
comparant les résultats issus des feces a ceugrmantde I'analyse des estomacs.

Les estomacs et feces ont été décontaminés a {818CGlécongelés et nettoyés a I'eau au-
dessus d’'un tamis a maille de 500 p. Les fractimasroscopiques ont été récupérées et
examinées. L’identification spécifique des restesmtammiferes a été effectuée par examen
des dents pour les rongeurs lorsque cela étaiilpeg&rome et Aulagnier, 1982), et/ou par
examen des poils (Debrot et al., 1982). Les frégeerd’apparition des rongeurs prairiaux
(Microtus sp., A. terrestr)s des rongeurs forestier&godemus sp., Clethrionomys glaregjus
des mammiféres autres que rongeurs, des oiseasxjndertébrés et des fruits ont été
déterminées relativement au nombre de feces omastbexaminés (pourcentage de feces ou
d’estomacs contenant l'item considéré). Notre chaigorté sur la méthode des fréquences
d’apparition (plutét que le poids des restes otaleul de la biomasse) car c’est la méthode la
mieux adaptée (simplicité, rapidité, comparaisaildaavec d’'autres études) lorsque I'on veut
déterminer uniquement la composition et les praogast relatives des proies consommées
(Corbett, 1989; Ciucci et al., 1996).

Analyses statistiques

La comparaison des densités de renard entre aanééseffectuée selon la procédure suivie
par Ruette et al. (2003a) qui consiste a compagfanctions de détection de chaque année a
une fonction de détection commune construite emsamh les données de toutes les années, a

sélectionner le modéle ayant la plus faible vatkucCritere d’Information d’Akaike (AIC) et
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a comparer les estimations de densités entre amvéesle test généralisé g& décrit par
Sauer et Williams (1989). L'analyse est réalis€aide du logiciel Excel.

L’analyse par régression logistique a été utilipéar tester I'effet des variables « années »,
« saisons », « classe d’age » et « sexe » surrtageoparasitaire (présence ou absence du
parasite chez un renard). Plusieurs modéles sostraits, en incorporant successivement les
variables sexe (on suppose que le sexe n'a pafetd&fr le portage ou la charge), année,
saison et age. Les modeles sont comparés entrsedux la méthode proposée par Burnham
et al. (2002) et présentés selon Anderson et @01(R La méme methodologie est appliquée
pour I'étude de la charge parasitaire (hnombre de perté par un renard), en utilisant cette
fois des modeles binomiaux négatifs, qui permettdat tenir compte de I'agrégation
parasitaire (Hudson et al., 2002). Ces analysestntéalisées avec le logiciel R 2.2.1 (R
Development Core Team, 2005) et le package pgirhess.

Les fréquences d’apparition de chaque catégormeealiaire dans les féces et les estomacs ont
été comparées a l'aide de tegtsle Pearson. Les fréquences d’apparition de chespece

de rongeurs dans les féces et les estomacs ordogtparées a l'aide de tests exacts
(logiciel StatXact). La relation entre les densitéitives deMicrotus sp.et A. terrestriset
leurs fréquences relatives d’apparition dans lesdéollectées sur les transects d’estimation
de densités de rongeurs prairiaux a été testéerpaest de rangs de Spearman (Siegel &
Castellan, 1988).

Résultats

Densités de renards

La densité de renards n’a pas varié de facon sigtiife de 2002 & 2006 = 5,36, ddl = 4,
p= 0,25),passant d’un peu moins de 3 renards 7 &mn peu moins de 4 renards /*kavec

des coefficients de variation des densités allar,d6 a 0,23 (tableau II).

Portage et charges d’Echinococcus multiloculariezies renards

Sur les 149 renards examinés, 79 étaient portaurgadasite, soit une prévalence de 53 %
(Intervalle de confiance : 95 % : 45,4 — 60,6 %g.drévalence a varié de 46 % (33,7 — 58,8
%) a 61,11% (46,2 — 74,5 %) selon le sexe, la el@gge, 'année et la saison considérée
(tableau Ill). Le modéle final retenu ne prend cefamt en compte aucune de ces variables
(tableau IV a). Le fait qu’un renard soit infecté lwon ne dépendait donc ni du sexe, ni de la

classe d’age de l'individu, ni de I'année, ni desdson a laquelle son cadavre a été collecté.
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Les charges parasitaires relevées ont varié dé2380 vers, pour une biomasse parasitaire
totale de 270 270 vers. Ces charges parasitaisenétdistribuées de facon hétérogene,
puisque 7,6 % des renards autopsiés portaient 7de/tad biomasse parasitaire (Tableau V).
Le modele final retenu pour expliquer la chargeapidaire n’a cependant pris en compte ni le
sexe, ni la classe d’age, ni lI'année, ni la sai¢@bleau IV b). Ainsi, ces variables
n’expliquaient pas non plus les charges parastagecontrées chez les renards étudiés.

Régime alimentaire du renard et relation avec lesgités de rongeurs

Un total de 145 estomacs a pu étre récupéré a pgadicadavres de renards, dont 47 qui ne
contenaient aucun reste alimentaire nutritif. Ligga a donc porté sur 98 estomacs et 144
feces. Le nombre d’estomacs analysés par annéaldete était de 26 pour la période 2001-
2003, de 49 pour 2004 et de 23 pour 2005, tandisl@gmombre de féces analysées par mois
de collecte était de 60 pour mars 2004, de 29 potabre 2004, de 24 pour décembre 2004,
de 22 pour mars 2005 et de 9 pour octobre 2005.

Les fréquences d’apparition ont différé signifigathent entre les estomacs et les feces pour
les catégories suivantes: mammiféres autres quieuos §° = 48,740, p<0,001), oiseaw (

= 17,030, p<0.001) et fruitg{= 14,100, p<0,001, tableau VI). En revanche, léguences
d’apparition n‘ont pas différé entre estomacs ee$epour les invertébrég?= 3,021, p =
0,082) et les rongeurg(= 0,135, p = 0,713).

Les rongeurs représentent la catégorie alimenpa@dominante, puisqu’ils apparaissent dans
51 % des estomacs et 49 % des feces analyséefréjaences d’apparition des différentes
espéces de rongeurs ne différent pas entre esteehdéses Microtus sp. x* = 0,028, p =
0,866;A. terrestris y* = 2,561, p = 0,126Apodemus spy” = 0,642, p = 0,441C. glareolus

v* = 0,824, p = 0,479; tableau VI).

Les petits campagnols prairiaux du geMerotus ont été les pluxonsommés : ils sont
présents dans 34 % des estomacs et 33 % des falgsées et représentent, respectivement,
66% et 73 % des restes de rongeurs trouvés daestmmacs et dans les fecksur densité
relative, estimée au cours des transects (de 28963 intervalles parcourus par session), a
varié de 3,31 individus/100 intervalles en mars4@010,66 individus/100 intervalles en
octobre 2005. Elle est significativement corréléelaafréquence d’apparition de ces
campagnols dans les féces analy¢res0,9; n = 5; p = 0,019, figure 2).

Des restes &. terrestrisn’ont été trouvés que dans 7 % des estomacs letmsent 3 % des
feces analysés. La densité relative de ce rong@auavarié de mars 2004 a mars 2005 (de

0,18 a 1,36 individus/100 intervalles) mais a sé&mplus élevée en octobre 2005: 2,61
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individus/100 intervalles. Elle n’est pas corré@e fréquences d’apparition de cette espéce
dans le régime alimentaire (rs = -0,1; n = 5; p438; figure 2), ni a I'évolution de la densité
deMicrotus sp.au cours de notre étude%r0,1; n = 5; p = 0,436).

Au total, 490 rongeurs ont été capturés en milietedtier : 262Apodemus sp.154

C. glareolus 54 M. agrestis 7 Micromys minutus1 A. terrestris (juvénile) et 5 individus
indéterminés (échappés). Le nombrédmbdemus spcapturés a varié de 1,3 a 9 individus
pour 100 nuits-pieges d’octobre 2000 a mars 20@mdis que le nombre d€.
glareoluscapturés a varié de 0,6 a 4,8 individus pour 1@its+pieges d’octobre 2000 a mars
2005 (figure 3). Cependant, ces deux especes deuonforestiers ont été peu consommées
par les renards puisqu’ils n’apparaissent, respatient, que dans 8 et 2 % des estomacs
analysés et 6 et 4 % des feces analysées. Suo@g2urs capturés en forét et dont le foie a

été examing, aucun n’a été retrouvé portedckinococcus multilocularis

Discussion

La présente étude a été conduite dans un sectesidéoe comme étant de récente endémie
car les premiers cas humains autochtones diagneéstidjéchinococcose alvéolaire datent des
années 80 (Depaquit et al., 1998). La prévalent@naiestimée y est cependant tres élevée,
puisque plus d’'un renard sur deux est infecté. &lleéquivalente a celles enregistrées dans
des zones d’endémie historique (Raoul et al., 208béer et al., 2000; Romig et al., 1999b;
Duscher et al., 2006). Aussi, la question se pa&ssayoir siE. multilocularis était présent
depuis longtemps mais non détecté, ou s'il esvé@arardivement dans la zone concernée,
suite a un processus de colonisation similairelai eetuellement en cours dans plusieurs
régions d’Europe (Ito et al., 2003).est a noter que, des la fin des annéeOaWdert et al.
(1970) ont trouvé un renard infecté sur les ondévidus examinés provenant du département
voisin de la Meuse, et que cet individu se trouwaiine quinzaine de kilometre du secteur
dans lequel a été conduite la présente étude. bthgge d'une présence relativement
ancienne, mais non détectée, du parasite ne peatg@s étre exclue, surtout si les niveaux de
prévalence étaient tres faibles (peu d’animauxamontés, faible nombre de cas humains) et
en tenant compte du fait que les techniques emefopésqu’aux années 90 ne permettaient
généralement pas la détection des cas humains (Retmal., 1999a). Cependant, il est
également vraisemblable @i’ multilocularis ait progressivement colonisé les Ardennes
francaises a partir des années 70, en provenarceédens endémiques limitrophes: la
Lorraine (Aubert et al., 1986; Bonnin et al., 19&8)les Ardennes belges (Brochier et al.,
1992; Losson et al., 1997; Losson et al., 2003).
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Le récent accroissement des densités de renardtatddans I'ouest de I'Europe (Chautan et
al., 2000) et notamment en France entre 1990 et 2000 (Ruetlke, 2003b) pourrait avoir
facilité la détection du parasiteil a été accompagné d’'une augmentation des prévalences
vulpines, comme cela a été le as Allemagne, dans le Baden-Wirtemberg et en Bavier
(Romig et al., 1999a; Konig et al., 200En effet,lorsque la densité de renards est élevée, le
nombre absolu d’individus contaminés est importaatgqui peut entrainer une élévation du
niveau de contamination environnementale, avec ambmne accru d’ceufs présents dans
I'environnement (Romig et al., 1999a; Duscher et 2006). La densité de renard estimée
dans les Ardennes (de 3 & 4 renard$)kest élevée si on la compare & celles relevées dan
plusieurs régions de France entre 1998 et 2000yagigient de 0,4 a 3,5 renards/km? (Ruette
et al., 2003a).Cependant, comme ni cette densité, ni la prévalemndgine n'ont varié
significativement pendant la période d’étude, urisuplus long terme serait nécessaire pour
mettre en évidence un éventuel lien entre ellespour, au contraire montrer que
'augmentation des populations de renards n’est mExEessairement accompagnée d’une
augmentation des prévalences, comme cela a étemividence dans le nord-ouest de
I'Allemagne (Tackmann et al., 1998).

La forte hétérogénéité du portage des charges ifzres relevée dans les Ardennes est
conforme a celle décrite ailleurs, que ce soit desgzones d’endémie historique (Hofer et al.,
2000; Raoul et al., 2001a; Yiman et al.,, 2002) ansdles zones d’endémie nouvellement
connues (Miterpakova et al., 2003; Sréter et 8042. Les charges parasitaires dans les zones
de nouvelle endémie sont tres variables, avec winmian de 5 000 a 40 000 vers par renard
(Sréter et al., 2004; Martinek et al., 2001; Miskpva et al., 2003). La biomasse parasitaire
détectée dans les Ardennes est comparable a celleée en Suisse, zone d’endémie
historique (Hofer et al., 2000).

Par ailleurs, le sexe, la classe d’age, 'annék edaison ne sont pas apparus comme des
variables explicatives de linfection des renards . multilocularis ni de leurs charges
parasitaires. L'absence d’effet du sexe de lirdlivsur son portage parasitaire confirme les
résultats de Kritsky and Leiby (1978), Yiman et(@002), Losson et al. (2003) et Fischer et
al. (2005). De méme, le fait qu’aucune différeneepdévalence entre juvéniles (< 1 an) et
adultes n’ait pu étre mise en évidence conforterdssiltats de Kritsky and Leiby (1978),
Hofer et al. (2000), Yiman et al. (2002) et Fiscaeal. (2005), mais il est contraire a ceux de
Tackmann et al. (1998) et Losson et al. (2003).kienn et al. (1998) supposent
I'acquisition par les renards d’une immunité enviergarasiteavec I'age et les ingestions

successives de rongeurs contaminés. Si leur hyp®thést confirmée, il faudrait
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systématiquement distinguer les renards de moirgxdmois des autres, car ces trés jeunes
renards consomment proportionnellement moins dgears que les autrgdVitt, 1976 in
Tackmann et al., 1998) et seraient donc moins im&égn Les résultats de Morishima et al.
(1999), qui indiquent que la prévalence est plesad chez les individus de moins de 4 mois
gue chez ceux agés de plus d’'un an, tendent anf@rroer. De plus, dans les Ardennes, le
portage dE. multilocularispar les renards ne semble pas dépendre de la seesqui va dans

le sens des données collectées dans les Ardentges i dans le canton de Genéve en
Suisse (Losson et al., 2003; Fischer et al., 2008jfet de la saison sur la prévalence (plus
forte prévalence en hiver qu’en été) pourrait émectéristique des régions ou les différences
climatiques saisonniéres sont trés marquées (dimantinentaux) comme c'est le cas, en
France, en Haute-Savoie (Contat, 1984) et danoléo® (Grisot, 1990), en Suisse, dans le
canton de Zurich (Hofer et al., 2000) ou encordképublique Slovaque (Miterpakova et al.,
2003).

La prévalence vulpine peut étre directement liée @densité des hotes intermédiaires (Saitoh
et Takahashi, 1998). Au Japon, I'héte intermédigniacipal est un campagnol foresti€:
rufocanus (Saitoh et Takahashi, 1998). Comme les zones boisg@esentent une part
importante du paysage dans les Ardennes, il s'@viénportant de s’intéresser aux espéeces
forestiéres dans cette région. Cependant, biedegugensités de rongeurs forestiers estimées
durant la période d’étude correspondent aux moyemeevées dans d’autres milieux
forestiers(Spitz, 1977; Delatte et al., 1988; Butet et Leroli®94; Giraudoux et al., 1994;
Butet et al., 2006), ces rongewsmblent étre peu consommés par les renards dans le
Ardennes, méme lorsque leur densité augmente, iceogfirme les résultats de différents
auteurs (Macdonald, 1977; Poulle, 1991; Ferrari\Madber, 1995). La probabilité d’'ingestion
par le renard d’'un rongeur infecté appartenantsaespéces est donc faible, d’autant que les
prévalences relevées chez les rongeurs (quelqukespiece) en Europe sont de l'ordre de <1
a 6% (Eckert et al., 2001H)es especes de rongeurs forestiers ne semblentpdsrjouer un
réle clé dans le cycle B’ multilocularisdans les Ardennes, pas plus Auerrestris dont
l'indice global d’abondance relevé (de 0.2 a 2.6étors la saison) correspond a ceux
enregistrés lors des périodes de faibles densitédsanche-Comté (Morilhat, 20059t dont
I'apparition dans le régime alimentaire du renastfaible.

En revanche, bien que l'indice global d’'abondane#litrotus sp.que nous avons relevé (de
3.3% a 11.7% selon la saison) est largement inféaax valeurs relevées dans le Doubs en
période de pullulation de ce rongeur (plus de 8D%attre et al., 1996, 1999; Quéreé et al.,
2000; Raoul et al., 2001aMicrotus sp.a été trés consommé par le renard. De plus, sa
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consommation est corrélée a son abondance, cecqraiala probabilité d’ingestion d’'un
individu infecté par un renard en période d’aboméarAlors qu'un lien entre la biomasse
d’A. terrestriset sa consommation par les renards avait été miévietence en Franche-
Comté dans le cadre d’'une étude sur la transmigsBnmultilocularis (Raoul, 2001), c’est

la premiere fois que la corrélation entre la présedesMicrotus sur le terrain et leur
fréquence d’apparition dans le régime alimentaimerehard est mise en évidence dans le
cadre de ce type d’étude. Dans les Ardennes, le parasitaire pourrait, comme en Franche-
Comte, reposer sur un processus de densitée-déepemdaia différence prés que I'espece clé
serait unMicrotus et nonA. terrestris Il serait pertinent de tester cette hypothésausarplus
longue période.

Les populations de campagnols des champs et tesestoluant de fagon cyclique (Delattre
et al.,, 1992, Giraudoux et al., 1997, Duhamel et 2000), il faudrait poursuivre nos
estimations, réalisées sur une courte période (@8)mpour voir si la densité de rongeurs
n'atteint pas des niveaux plus élevées que cellesgestrées. Il est cependant peut probable
gu’elles atteignent des niveaux de pullulation car, notre terrain d’étudde rapport dda
surface toujours en herbe sur la surface agrictle est de 53 %soit a la limite de la
structure du paysage a partir de laquelle le ristpipullulation deM. arvalis est majeur, et
dans une proportion associée a un tres faible gisigupullulation dA. terrestris(Giraudoux

et al., 1997; Fichet-Calvet et al., 2000; Raouklet2001b). Quoi qu’il en soit, la prévalence
chez les renards est restée stable et élevée pepidareurs années, indiquant la possibilité
d’'une transmission intense du parasite, en deherpé&iodes ou de lieux propices aux
pullulations de rongeurs prairiaux.

En conclusion, l'originalité du cycle de transmassid’E. multilocularis dans le Sud des
Ardennes réside dans le fait que les prévalencgmusite chez les renards peuvent atteindre,
pendant quelques années, des niveaux comparabiscales régions de fortes endémies de
I'est de la France, avec des charges parasitamesrtantes, alors que les densités de rongeurs
prairiaux varient sans atteindre des niveaux déulatibn. La relation complexe qui lie les
densités de rongeurs, la consommation de ces rogeu les renards et la prévalence
vulpine nécessite d’étre étudiée a plus long teemeomparant des données provenant, d’'une
part de situations de faible et forte prévalenciiue, d’autre part de zones d’endémie
ancienne ou récente. De plus, pour préciser ldgUex environnementaux responsables du
niveau élevé de prévalence vulpine enregistré dessArdennes, il convient désormais
d’explorer, a une fenétre d’observation plus lodaleslation entre la distribution spatiale des

renards infectés, le paysage environnant, les ebagy les types parasitaires qui peuvent y
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étre associés. La distribution des hétes internrédiaet des féces de renards dans les
différents milieux, la prévalence K’ multilocularisparmi les rongeurs prairiaux et le mode
de fréquentation par plusieurs renards de domaltaesivité communs devraient également

faire I'objet d’études conduites localement.
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Tableau I. Sessions et milieux échantillonnés pour I'estinraties densités de rongeurs forestiers et prairiaux.

Saison échantillonnage

Type milieu Octobre Mars Octobre Mars Mars Octobre Décembre Mars Octobre
2000 2001 2001 2002 2004 2004 2004 2005 2005
Forét Fermée 3 3 3 6 - 2 - 2 2
Forét Ouverte 1 1 1 2 - 2 - 2 2
Rongeurs
forestiers g egeénération 1 1 1 2 : 2 i 2 2
(nombre de Lisiere Forét
lignes de Fermée 3 4 3 3 i 2 i 2 2
100 metres) Lisiere Forét 1 1 1 0 . 2 - 2 2
Ouverte
Lisiere 2 2 2 1 : 2 ; 2 2
Régéneération
Lisiere végétation i i i i 538 505 505 592 507
rase
Lisiere végétation i i i ) 511 496 520 504 502
moyenne
Rongeurs Haie - - - - 512 509 511 510 507
prairiaux
Talus - - - - 517 507 502 503 485
(nombres
d’intervalles Culture - - - - 530 526 511 501 519
de 10m
parcourus) Prairie paturée - - - - 504 524 527 527 507
Prairie fauchée - - - - 426 440 393 389 448
Forét - - - - 425 411 399 399 400
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Tableau Il. Résultats des comptages aux phares de renaradsuéfedans le Sud-Est du

département des Ardennes de 2002 a 2006. L: longoile de transects parcourue.

] Nombre de _ Coefficient Intervalle confiance 95%Probabilité Taux de
Année renards Densité variation de rencontre
observés (n) D mini D maxi  détection  (n/L)
2002 155 3,07 0,17 2,12 4,46 0,50 1,29
2003 123 2,94 0,23 1,79 4.84 0,41 1,02
2004 153 3,14 0,17 2,14 4,61 0,51 1,54
2005 124 3,00 0,19 1,99 452 0,43 1,25
2006 181 3,78 0,16 2,64 5,44 0,50 1,82
Tableau Ill. Prévalences &. multilocularis chez le renard roux dans le Sud-Est du

département des Ardennes, en fonction du sexe, dadse d’age, de I'année et de la saison.

Nombre de Nombfe de . Prévalence (%) IC (95%))
renards renards infectés

Male 76 39 51,30 40,84 - 61,70
Femelle 73 40 54,80 47,7 — 69,28
Juvénile 68 40 58,82 47,7 — 69,28
Adulte 81 39 48,15 38,08 — 53,33
2001-2003 50 23 46,00 33,66 — 58,75
2004 63 34 53,97 42 49 — 65,12
2005 36 22 61,11 46,22 — 74,49
Hiver 71 37 52,11 41,29 — 62,78
Printemps 28 15 53,57 37,18 - 69,35
Automne 15 7 46,67 26,59 — 67,71
Eté 35 20 57,14 42,11 -71,17
Total 149 79 53,02 45,35 - 60,59
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Tableau IV. Comparaison des modéles décrivant le portagd.daultilocularis par les
renards et les charges parasitaires par renard.

LL = maximum du rapport de vraisemblance; K = noenbde parametres estimés; n/K =
nombre d’observations/K; AICc = Critere d’informati d’Akaike, second ordrel; -

difference entre 'AICc et la plus faible valeuAdCc; w; = poids d’Akaike.

a. portage de

E. multilocularis LL K K AlCe A Wi
1 -103,0 1 149,0 208,0 0 0,38
age -102,2 2 74,5 208,4 0,4 0,32
sexe -102,9 2 74,5 209,9 1,9 0,15
année -102,0 3 49,7 210,2 2,2 0,13
saison -102,8 4 37,3 213,8 57 0,02
b. charges parasitaires LL K n/K AlCc A Wi
1 -710,8 2 745 1425,6 15 0,19
age -710,7 3 49,7 1427,6 3,6 0,07
sexe -709,2 3 49,7 1424,6 0,6 0,30
année -707,9 4 37,3 1424,1 0,0 0,40
saison -708,9 5 29,8 1428,1 4,1 0,05

Tableau V. Répartition de la charge parasitaire (nombre de par individu) parmi les

renards porteurs B. multilocularis

% par rapport

0,
Nombre de au nombre total Nombre total de % par rapport au

Catégories de charges

e renards vers dans la nombre total de
parasitaires de renards L
porteurs . catégorie vers
positifs
1-100 33 41,8 670 0,3
101-1000 19 24,0 8 115 3
1001-10 000 21 26,6 67 631 25,0
>10 000 6 7,6 193 854 71,7
Total 79 100 % 270 270 100 %
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Tableau VI. Nombre d’apparitions des différentes catégoriseataires dans les estomacs et des féces dalsenar

Fréquence d’apparition: nombre d’estomacs ou desféans lesquels l'item considéré apparait suomebne d’estomacs ou de féces analysés

(exprimé en pourcentage).

Estomacs (N=98)

Feces (N=144)

Nombre d’estomacs
contenant I'item

Fréquence
d’apparition (%)

Nombre de féces Fréguence
contenant l'item d’apparition (%)

a. catégories alimentaires

rongeurs 50 51 70 49
autres mammiferes 36 37 4 3
oiseaux 34 35 18 13
invertébrés 25 26 52 36
fruits 20 20 63 44

b. catégories de rongeurs
Microtus sp. 33 34 47 33
A. terrestris 7 7 4 3
Apodemus sp. 8 8 8 6
C. glareolus 2 2 6 4
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Figure 1. Localisation des différents sites d’étude.
1: Zone de collecte de cadavres; 2. Zone de corafag phares (estimation des densités de

renards); ronds noirs: site de transects (estimates rongeurs prairiaux, collecte de feces),

zone hachurée: site de piégeage des rongeursestiéos.
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Figure 3. Evolution saisonniere des densités relatives dgawors forestiers échantillonnés

dans le sud-est des Ardennes d’octobre 2000 arecRil®5.
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11.3. Article 2

Echinococcuamultilocularis IN THE REGION OF THE FRENCH ARDENNES:
INVESTIGATION OF THE GENETIC POLYMORPHISM
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Piarroux.

! Parasitology Department, SERF Team (Equipe Samérdhnement Rural Franche-Comté), Faculty of
Medicine, University of Franche-Comté, BesancomnEe.

?Institute of Parasitology, Vetsuisse Faculty, Unsity of Berne, Berne, Switzerland.

*Department of Environmental Biology, usc INRA — BA84, University of Franche-Comté, 1 place Leclerc,
25030 Besancon, France.

“2C2A-CERFE, Rue de la Héronniére, Boult-aux-BoisyEe.

Abstract

Echinococcusnultilocularisis a cestode liable for Alveolar Echinococcossedse (AE) and
represents one of the most serious zoonosis. Herical French endemic area is located in
the Eastern and Middle parts of the country, maimyFranche-Comté, Lorraine and
Auvergne regions. Several human cases were reconddee French Ardennes region (the
North-Western limit ofE. multilocularisrange in France), since 1980’s, and a previou$ystu
on prevalence dE. multilocularisin red foxes has shown that more than fifty peradrihe
foxes harboured the parasite. This phenomenonsrdise question of the spatio-temporal
dynamic of the cestode in this likely new endenrieaa This present study investigated the
genetic diversity among adult worms on a range06¥ inf in the Ardennes, with the help of
the tandem repeated multilocus microsatellite. taltof 140 adult worms, from 25 red foxes,
were genotyped. The EmsB target allowed us to idigtate two main genotypes, each
divided in sub-groups, leading to the differentatiof 6 clusters. Seven foxes harboured the
two main genotypes (28% of the foxes), suggestirgpragzamination from several origins.

These results confirm the usefulness of EmsB tametssess genetic polymorphism on a

_61-



Premiére partie

regional range and ask the question of the extensfcE. multilocularisin the European

focus.

Key-words: E.multilocularis tandem repeated multi-loci microsatellite, Ardesin new

endemic focus, genetic polymorphisvylpes vulpes

Introduction

Echinococcusnultilocularis is a cestode liable to the most worrying cosmagaolzoonosis,
the Alveolar Echinococcosis (AE). This parasite liegin its life cycle different mammalian
hosts. A carnivore, mainly the red fox¥ulpes vulpes is the definitive host and harbours
adult worms in its small intestine (Thompson ef 2006). Tapeworms release eggs in the
environment with definitive host faeces. A smallmmal (mainly rodent and lagomorphs)
becomes intermediate host, eating vegetation congaed with eggs. Embryophores reach
liver by blood circulation and evolve as tumourelikif an ill rodent is consumed by a
definitive host, larvae evolve in adult worms aheé parasite cycle carries on. Human can
ingest eggs accidentally and develop a parassiotemainly in the liver (Bresson-Hadni et
al., 2005). The illness can be fatal if untreat&tie tapewormE. multilocularis occurs
widespread in the Northern hemisphere and is aemely serious public health problem in
many endemic areas, as in Europe (Vuitton et BD3R In this focus 15 to 36 human cases
are detected each year, corresponding to annumlemzes in human population in high
endemic areas estimated between 2 and 40 per ID(RaMnig et al., 2006). Four countries
were considered as primitive European focus: Swérd, France, Austria and Germany,
until the end of the eighties (Eckert et al., 20R8rn et al., 2003). Since about fifteen years,
several cases have appeared in hitherto no-endegimns, like Poland (Myjak et al., 2003)
and Slovakia (Reiterova et al., 2005). Furtherntbeerecent appearance Bf multilocularis

in fox population e.g. in Denmark (Saeed et alQ8)(and in Italian Alpine region (Casulli et
al., 2005), addresses the question of the parastend in Europe. In France, human cases
were usually recorded from Franche-Comté, Lorrafnajergne and East of the Rhone-Alpes
regions. These focus were considered as being ead@nce decades (Eckert et al., 2000).
Since a few years, ectopic cases have appearedions considered as non-endemic, like the
French Ardennes, in North-Eastern France (Piaretual., 2006; Depaquit et al., 1998). A

recent study in this region showed tl@atmultilocularis prevalence in foxes reached 53%
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(Guislain, unpublished data). The genetic diversityhe parasite could be used as a tool to
date this apparently new phenomenon.

The recent characterization of microsatellite toslipplants classical nuclear and
mitochondrial targets by a better power of discniation inE. multilocularispolymorphism
studies (Bart et al., 2006; Bretagne et al., 198&kao et al., 2003). Furthermore, the tandem
repeated multilocus microsatellite EmsB appearshasmost relevant target to investigate
genetic diversity between samples of differentiosdut also into a given focus. This target
was isolated and characterised by Bart and co-werled had proved its quality of
sensibility and easy use in fragment size anal{Bet et al.,, 2006). This former was
previously tested in a world sample panel, compadedolates coming from Japan, Saint-
Lawrence Island and Europe (Knapp et al., 2004)is Thtudy allowed splitting
E. multilocularissample panel into regional clusters and in additido local clusters. For
example, in Europe 23 genotypes were identified iample panel composed by 51 adult
worms and parasitic lesions from definitive ancermntediate hosts respectively. Furthermore
E. multilocularisparasitic lesions from rodents from a single fieldwitzerland displayed an
important genetic homogeneity on a limited aread(dx 500m) (Bart et al., 2006). Then
these results led to two hypotheses: the contaromaif all the rodents was caused by a
unique fox, or by a single EmsB genotype.

The aim of this present study was to assess thetigativersity ofE. multilocularisin red fox

on a limited area of 900 km2 (regional range) ipudative new endemic focus, the French
region of the Ardennes. The EmsB target was empléyeseek for genotypes. These latters
were compared with those already found in Europe mnecedent study lead by Knapp et al.

(unpublished data).

Materials and methods

Collection of E. multilocularis samples

Adult tapeworms came from a collection of 149 red tarcasses (trapped or shoot by cars)
realized between January 2001 and August 2005 enstiuth-eastern part of the French
department of the Ardennes, on an area of 908. Riwenty-nine foxes came from the
neighbouring Meuse department (south-eastern paneostudy site). The fox intestines had
been examined (Guislain, unpublished data) follgwthe Sedimentation and Counting
Technique (SCT) as described by Raoul et al. (20Bifty-three percent of examined foxes

(n=79) harboured worms. Precise worm burden wasbksied for all positive foxes, and a
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variable number of worms were sampled for each(fimm 2 to 50 adult worms) and stored
in 70° ethanol until use.

Foxes were posterioriclassified following two worm burden classes: fexarbouring less
than 10 000 adult worms (low to medium worm burder/2 foxes) and foxes harbouring
more than 10 000 worms (high worm burden, n=7 fx&scording to the number of worms
available, up to five worms were selected for dashwith a low to middle burden, and up to
10 worms for each fox with high burden. More sammplere isolated from foxes with high
burdens in order to (i) screen heterozygosity, Whesupposed to be obtained after cross-
fertilization between two worms (Haag et al., 1998)d (i) assess the possibility of
colonisation by different genotypes in the smakkstine of foxes (Nakao et al., 2003). These
both phenomena probably occur more frequently wherk. multilocularis population in a
single fox is largest.

Microscopic examination of worms was used to sdlgeict worms with at least 3 segments,
among which at least one gravid (with visible egd8¢ included in this present study only

foxes with at least 5 adult worms available, actwydo the criteria cited above.

E. multilocularis DNA extraction

Each individual worm, treated separately, was wagsheee times with distilled water and
digested by Proteinase K during a night. Total DN&s extracted with the High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche Diagnostics, Gegjyaaccording to the recommendations
of the supplier. The purified DNA sample was elui@®0ul in elution buffer and stored at -
20°C, before use for PCR amplification.

Investigate E. multilocularis polymorphism by EnmsiBrosatellite target

The genetic diversity oE. multiloculariswas assessed with the tandem repeated multilocus
microsatellite target EmsB (AY680860), isolated Bwart et al. (2006). This target is
composed of two repeated and juxtaposed motifs)i@ad (GA)n, where n is the number of
repetition (Table 1). The variation of n amorif multilocularis samples allowed the
identification of different genotypes (Knapp et, ainpublished data). Comparison with
available EmsB genotypes described by Knapp efuabublished data) in a world panel
(European, Chinese, Japanese, Alaskan samplesyedllais to establish the status of

E. multiloculariscoming from the French region of the ArdennedaEuropean context.
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Fluorescent-PCR amplification and fragment sizelgsia

The study ofE. multilocularis polymorphism was led by fluorescent PCR amplifaatand
followed by fragment size analysis.

PCR amplification was realized in parallel in twiffetent laboratories, in Besancon (France)
and in Berne (Switzerland) to assess reprodugimlithe methodPCR reaction was led in a
30uI reaction mixture containing 20 to 50ng of fiad DNA of a whole single worm, 200uM
of each dNTP (GeneAmp®, Applied Biosystems, NJ, YSAMuM of fluorescent forward
primer, 5’-labeled with specific fluorescence dyel &.7uM of classical reverse primers and
0.5U of AmpliTag® DNA Polymerase (Applied Biosyste® NJ, USA) in Berne and 0.5U
of REDTaq™ DNA Polymerase (Sigma-Aldrich®, Saintuigy MI, USA) in Besangon. The
amplification reaction was performed in a thermdesc type Biometra (Whatman
Biometra®), under the following conditions: 30 agslwith denaturing at 94°C for 30s,
annealing at 60°C for 30s and extension at 72°ClLifoin. Products of PCR were studied in
size polymorphism by using an automatic sequentgre ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems®, CA, USA) in Berne, and a Beckman CHEQO08(Beckman Coulter™, CA,
USA) in Besancon. Fluorescence signals generatednbgked primers were read by
colorimetric analysis. Correspondences were autoaibt established to assess size of the
amplified fragments by software integrated to theomatons. Stability of EmsB profiles
were checked by repeated (5 times) tests on twaoplesnselected randomly from the

E. multilocularispanel.

Mitochondrial genotyping by ATPase 6 deshydrogenase

In order to compare the reliability of the micradhbite targets versus markers traditionally
used for genotyping d&. multilocularis the ATP synthase subunit 6 gea&@ was studied
for all the 25 foxes. This gene exhibits a highypmbrphism among all the mitochondrial
genes when compared withia multilocularis samples (Yang et al., 2005) and with other
Echinococcuspp. samples (Nakao, unpublished data). A primer sanad atp6Em/F (5'—
GGTTATTGTGAATGATTTTGGTTC-3) and atp6Em/R (5'-AATGACAATCGAAAAAT
CCAA-3’), defined the mitochondrial genome (ABO1844(Nakao et al., 2002), was
designed to amplify a 512bp fragment (Table I). R©ORditions were the same that described
above. Amplified products were purified then seaqeeh with the Beckman CEQ 8000
(Beckman Coulter™, CA, USA).
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Genotype determination and statistical analysis

For EmsB target, electrophoregram presented s@fepeaks corresponding to alleles.
Presence of peaks and their associated height ieeceded as described by Bart and co-
workers (Bart et al., 2006) and improved by Knapple(unpublished data). These data were
used to assess genetic diversity provided by EnesiBablishing clusters by hierarchical
analysis, using the Euclidean distance and the igwv®air Group Method with Arithmetic
mean (Legendre and Legendre, 1998). Stability ofteks was tested by a multiscale
bootstrap resamplingd(= 1000), resulting in approximately unbiagedalues (Shimodaira,
2002, 2004). Clustering analyses were performeddnyg the R software (R-Development-
Core-Team, 2005) and package pvclust (Suzuki anon@&faira, 2005). In previous
experiments (Bart et al., 2006), three samples,(50Q and 502) of onE&. multilocularis
strain maintainedh vivo in Meriones unguiculatugoy serial passages in 6-months-intervals)
were tested to demonstrate identical EmsB profil@eng identical parasites obtained from
different animals at different time points. This peximent allowed us to determine
reproducibility and repeatability of EmsB microdhbtie analyses. The genetic distance
between these three samples was used to calcul@teetic threshold, as employed by Knapp

et al. (unpublished data).

Results

One hundred and forty intact and gravid adult womese isolated from 25 red foxes, from

the collection of 79E. multilocularisinfected foxes. The fox R03056 presented a high
parasitic burden (n = 18630), but it was possiblésblate only 5 entire and mature worms.

The details of red foxes and their parasitic buraenavailable in Table 1.

Assessment of E. multilocularis polymorphism

In both laboratories (Besancon and Berne) the 1d@lt avorms were all positive for
amplification by PCR of the EmsB microsatellitegiet. The repeatability was assessed by
performing the whole process (PCR and fragmentyarsgl on the isolates R05147-2 and
R05151-4 in a 5-fold manner with both systems. $tendard deviatiomw of the genetic
distance values was calculated between each riepe(itable Ill). The best results were
obtained with the ABI Prism 3100 automaton for tie¢h samples. Fragment size analyses of
the sample panel were realised on this former.

The E. multilocularis panel presented two distinct genotypes (A) and(f3. 1 and Table

II). These two genotypes were confirmed by cladisthalysis, which showed a genetic
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distance of 0.21 between worms belonging to these genotypes. The profile (A) was
characterised by an allele at 215bp, following tsegaes of alleles at 225 to 239bp (Fig. 1A).
The genotype (B) was characterised by a succes$ialteles at 225 to 235bp (Fig. 1B). The
first represented 26.4% of the sample panel ands#oend was found for 73.6% of the
isolates. But 7 foxes harboured the two genotypgsther in their small intestines. Then 2
foxes harboured only the genotype (A), and 16 fakessingle genotype (B). The genetic
distance threshold of 0.08 was applied on the damrdm to identify clusters among the
sample panel, as described by Knapp and co-ausmarsalculated on the samples 500, 501
and 502 as describe above (Knapp et al., unpublidhta) (Figure 2). Samples with less than
0.025 of genetic distance were pooled to clarify dendrogram. This threshold led to split

samples with the genotype (A) into 2 clusters, santiples with genotype (B) into 4 clusters.

Mitochondrial genotyping by ATPase 6 deshydrogenase

A total of 32 adult worms were screened from thdd®&s (2 worms, i.e. 1 worm per profile,
were examined for the seven foxes harbouring moadamination). Twenty-nine sequences
presented 100% homology with the reference sequ@icR AB027557). Only three worms
(R05172-3, R05170-16 and R03070-3) presented eaehmutation (Table IV). Thus it was
impossible to discriminate the two main EmsB pesfi(A and B) from this target.

Discussion

This study, focused on the French region of theeAres, followed the investigation of the
genetic diversity ofE. multilocularisin the main endemic foci (China, Japan, Alaska and
Europe) (Knapp, unpublished data).

This present investigation was led in the aim afeasing the polymorphism status of
E. multilocularison a regional range (900 km?) and in a likely rewlemic area (Depaquit et
al., 1998). The hierarchical analysis allowed ugligscriminate 2 main genotypes, (A) and
(B). They were clearly separated by an importantegje distance, which allowed us to
considerate these formers as two distinct entittesyd in the studied area. The genetic
threshold fixed at 0.08 split the panel into 6 tdus (2 and 4 clusters respectively), showing
possible occurrence of mutations among these gpestyl hese clusters could result on small
differences among EmsB fragments, only due to trana of their copy numbers and
represented on electrophoregrams by variationhi@imeight of peaks (data not shown). The
genotype (B) seems to be predominant in the tosmhgitic biomass sampled (108/140

worms). Few foxes harboured only the genotype PAR2J foxes). Different hypothesis could
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be formulated: (i) the genotype (B) could reduce ¢blonisation of the genotype (A) maybe
by its biological characteristics, due to a pataciyphenotype or (ii) the genotype (A) was
appeared more recently in the area. But these fetiotypes were found together and
independently in 7 out of 25 foxes and then th@sédypothesis could be held. The case of
mixed contamination was already met (Nakao et28lQ3). This suggests a possible multi-
contamination of fox during the hunting activityjggering a colonisation of the small
intestine by different parasite populations. A géra accumulation could also be possible, as
three of the four higher burdens resulted fromghesence of both genotypes. Furthermore,
these four foxes harboured more than 80% of thasgtar burden and thus could be the main
actors in the contamination of the environment.

In this context it was interesting to investigateossible recombination, occurring after cross-
fertilization. However, in this study, we failed tdentify heterozygotes between the EmsB
genotypes (A) and (B). This phenomenon could bdagxgd by a sympatric existence of the
two genotypes in the same area. Moreover, the gaaplexity of EmsB target could not
allow us to identify isolates resulting from a iog-fertilization. Furthermore
E. multilocularisdoes not follow the Hardy-Weinberg laws, and aasequence it is not
possible to calculate the expected rate of recoation. The use of a single-locus
microsatellite should enable us to investigate gisnomenon, and increase the knowledge
about reproduction and cross-fertilization of tleegsite in the definitive host, as described by
several authors (Haag et al., 1998; Nakao et @GD3R

The microsatellite analysis allowed us to raiseeaegic diversity inE. multilocularis not
found with theatp6 mitochondrial target in this area. These resuitsaase the potential of
the EmsB target to subtype samples with an appayemétic homogeneity. A further step
should be to search for possible exchanges exigtitigthe neighbouring foci. In comparison
with rodents caught in a Swiss field of about 508n500m, harbouring a single EmsB
genotype, more exchanges are susceptible to appemregional range. With our present
findings, the hypothesis of the contamination oé t8wiss rodents by a single fox is
privileged. The regional range seems to be addptetthis kind of study, where phenomenon
of exchanges between different areas can be takewonsideration. Results of this
investigation, conducted on a limited area of 96%,kcan also be considered as a part of a
larger picture oftE. multilocularis diversity in Europe. Studies are being conductetha
present time on a larger adult worm panel, reali@edseveral countries by the EchinoRisk
Project. Genetic diversity between new and oldedearic countries could improve

knowledge about parasite spreading. The emergehde multilocularisin new endemic
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areas could be due to an extension of this cestodethe endemic Alpine area as Germany
or Austria to areas still free &. multilocularis Thus a possible source of parasite, made of a
single genotype, could supply new sites. In thisecdéhe genetic diversity could by lower in
new areas than in the source one. The genetic pophism of E. multilocularis could be
superimposed to geographical data in further rekearto understand the occurrence of some
genotypes in particular areas and to seek for asilples geographic structure in

E. multilocularis genotypes. The public health prevention shouldirdensified in new
endemic foci as the French region of the Ardennlesre/the prevalence &. multilocularis

in fox is known to be worrying.
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Table I. Primer sequences and characteristics of micitigateci in E. multilocularis

Primer name
) ] Fragment | Tm » ]
(*primer Primer sequence ) Repetition Designed
size (bp) | (°C)
labelled)
EmsB1/2 A* 5-GTGTGGATGAGTGTGCCATC-3 | 0 /o 50 (CA)N in house
EmsB1/2 | 5'-CCACCTTCCCTACTGCAATC-3' (GA)N (AY680860)
atp6Em/F 5-GGTTATTGTGAATGATTTTGGTTCS' | 6o | New /in
atpBEM/R  |5-AATGATCAATCGAAAAATCCAA-3 house

Table II. Description and characteristics of the red fomgband parasitic burden.

Em: Echinococcus multilocularis

Date of Nb of Genotype Genotype
Code Departmentsex Emburden . adult
sampling (A) (B)
worm
R02030 [55] F 4247 24/02/2002 5 0 5
R03056 [08] F 18630 10/02/2003 5 0 5
R03061 [08] F 1290 09/03/2003 5 0 5
R03064 [08] F 1797 04/04/2003 5 0 5
R04126 [08] F 1230 02/11/2004 5 3 2
R04131 [08] M 46 19/11/2004 5 0 5
R04136 [55] M 30 07/12/2004 5 0 5
R04138 [08] M 190 18/12/2004 5 0 5
R05147 [08] M 16510 15/01/2005 10 8 2
R05149 [08] M 14 30/01/2005 5 3 2
R05151 [08] F 1430 07/02/2005 5 0 5
R05152 [08] F 38 13/02/2005 5 0 5
R05153 [08] F 2470 14/02/2005 5 0 5
R05154 [08] M 4697 15/02/2005 5 1 4
R05156 [08] M 3522 16/02/2005 5 0 5
R05157 [08] M 420 17/02/2005 5 1 4
R05161 [08] M 1820 03/03/2005 5 2 3
R05163 [08] F 26 07/03/2005 5 0 5
R05164 [08] F 18 10/03/2005 5 0 5
R05167 [08] M 6520 27/04/2005 5 5 0
R05169 [08] M 117 04/05/2005 5 0 5
R05170 [08] F 73380 13/05/2005 10 4 6
R05172 [08] M 4870 16/05/2005 5 0 5
R05173 [08] F 32520 10/06/2005 10 10 0
R05174 [08] M 65 13/06/2005 5 0 5
103
175897 140 3R6.4%) (73.6%)
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Table IIl . Comparison of results obtained with Applied Bistgyn§ (ABI) and Beckman
Coulter” apparatus. For the two systems, standard deviégjowas calculated on the genetic

distance values of the 5 repetitions of the samR@s147 and R05151.

ABI system Beckman system

isolate  RO5147-2 RO05151-4 R05147-2 R05151-4

(o) 0.0042 0.0035 0.0059 0.0085

Table IV. Mutations identified after sequencing of the A$®#& dehydrogenase gene (Gb R
AB027557) realised on a single (for foxes harbayione EmsB genotype) or two worms (for

foxes harbouring the both EmsB genotypes).

ATPase 6 dehydrogenase gene
(GbR AB027557)

N AA N AA N AA
Code 63 22 376 120 409 137

A Ser G Ala T Cys
R05170-16 G Gly
R05172-3 A Thr
R03070-3 A Ser

N:
Nucleotide
AA: Amino Acid
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Fragment size (base pair)

215 —
219 —
223 —
227 —
231 —
235 —
239 —
241 —

Figure 1. Electrophoregrams of EmsB loci, achieved withabh®matic sequencer ABI Prism

3100". Peaks less than 10% of the higher peak were deres! as artefacts.
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Fragment size (base pair)
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Figure 2. Dendrogram realised with EmsB amplification daétahierarchical cluster analysis
(Euclidian distance, average link clustering mejhadth R software and pvclust package.
Stability of clusters was tested by a multi-scadetstrap resampling3(= 1000), resulting in
approximately unbiaseg@-values (in italics). Samples discriminated by aeje distance
lower than 0.025 were pooled, to simplify the tré&&ample 116, originating from a
Mauritanian camel, and sample 539, originating framAlgerian sheep, weie granulosus
samples and were included as an out-group confie. samples 500, 501 and 502 (strain
maintainedin vivo on Meriones unguiculatyswere used to calculate the genetic threshold.
The two black boxes represented the 5-time repetif R05147-2 and R05151-4 samples.
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I1.4. Conclusion de la premiére partie

L’étude menée dans le sud des Ardennes nous aspgenmettre en évidence un taux
de transmission important du parasite dans cette de nouvelle endémie, puisque la moitié
des renards sont porteursEdmultilocularis Comme dans les autres régions d’endémie
historique, les fortes prévalences chez les rensedsblent associées a une consommation
importante d’au moins une espece de rongeur hdsrmeédiaire par ce carnivore (en
I'occurrenceMicrotus arvalig. Cependant, contrairement a la situation Framstoise ou la
spécialisation du régime alimentaire du renard ces hétes intermédiaires est liée aux
pullulations de rongeurs (Raoul, 2001), elles-mérassociées aux caractéristiques du
paysage (Delattre et al., 1996, 1999; Raoul et2801), dans les Ardennes, la structure du
paysage ne semble pas a I'origine de pullulationgtes intermédiaires.

L'utilisation des outils biomoléculaires met enidance la présence de deux génotypes
parasitaires déja identifiés en Europe (Knapp etuapublished data), qui coexistent non
seulement dans la population de renards étudiée anasi, parfois, dans un méme renard. Il
serait pertinent de pouvoir déterminer si le gépetyd, majoritaire dans les échantillons
testés, pourrait correspondre a un génotype appatérieurement au génotype A. La
caractérisation génotypique des populations despiasadoit étre poursuivie au sein de la
zone d’endémie et dans les zones de nouvelle erdgnr pouvoir comprendre I'importance
relative des différents génotypes dans la contaiomades hoétes et dans I'expansion

géographique du parasite.

A ce stade, un changement de grain d’analyseegsis, d’une part pour rechercher
des facteurs expliquant la forte prévalence coéstan s’intéressant a I'environnement
entourant les renards; d’autre part pour tenterpdiciser le r6le de chacun des deux
génotypes dans la transmission parasitaire, emafggochant des données de terrain sur le

fonctionnement du cycle B: multilocularis
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lll. DEUXIEME PARTIE

Héterogeneite spatiale dEchinococcus multilocularis
chez les renards, a une etendue regionale (900 km?2)

et un grain local (1 km?)
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I11.1. Objectifs de la deuxiéme partie

L’hétérogenéité est de regle dans les systemestgwet cela est d’autant plus vrai
lorsque I'on s’intéresse aux parasites (Wilson lgt 2002). Aussi, nous avons cherché a
caractériser la distribution spatiale des prévaenailpines et des charges parasitaires dans la
zone d'étude du sud des Ardennes pour détermines daelle mesure certains facteurs
connus comme agissant sur la transmission parasdain grain régional (densités d’hétes
intermédiaires, paysage, Giraudoux et al., 2002yt intervenir a un grain local. Le choix
d’'un grain d’étude de quelques kilométres carré&strpas anodin, puisqu’il est représentatif

du milieu dans lequel évoluent non plus la popatatie renards, mais les individus.

Par I'étude de l'influence de la localisation desards sur leur statut parasitaire
(porteur ou sain), I'analyse du paysage autoulidasg de collecte des renards et I'analyse de
leur charge parasitaire mise en relation avecgde génétique du parasite, notre objectif est de

répondre aux questions suivantes:

- A étendue régionale et grain d’analyse local,tqoeuidentifier des caractéristiques du

paysage qui peuvent favoriser I'infestation desrdgs?

- A cette échelle d’analyse, y a-t-il un lien enprévalence vulpine et abondance des hotes

intermédiaires?

- Quelle est la distribution spatiale des diffésegénotypes @&chinococcus multilocularis

portés par les renards?

Ces analyses ont fait I'objet de la publicatioivante @rticle 3) intitulée:

Guislain, M.-H., Knapp, J., Poulle, M.-L., Raoul, F., Giraudo®x, Factorsnfluencing the

spatial distribution oEchinococcus multilocularimfection of red fox on a 1km? resolution.
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111.2. Article 3

FACTORS INFLUENCING THE SPATIAL DISTRIBUTION OF Echinococcus

multilocularis INFECTION OF RED FOX ON A 1 KM 2 RESOLUTION

Guislain Marie-Héléne"?, Knapp Jenny?, Poulle Marie-Lazariné*, Raoul Francis' &

Giraudoux Patrick

Y Department of Environmental Biology, usc INRA-EA8, University of Franche-Comté, 1 place Leclerc,
25030 Besancgon, France

% 2C2A-CERFE, rue de la Héronniére, 08240 Boult-amisBFrance

¥ Laboratory of Parasitology, SERF Team, UniversitfFranche-Comté, 25000 Besangon, France

) Laboratory of Parasitology-Mycology, EA 3800, UBR Médecine, IFR 53, 51 rue Cognac-Jay, 51095 Reims

Cedex, France

Abstract

Understanding biological association between spatigstribution of disease and
environnemental variables is the key factor fotiating preventive actions against diseases.
In the case ofEchinococcus multilocularjsa cestode responsible for a rare but lethal
zoonosis, a very heterogeneous distribution wittust population is frequently observed, and
some authors have put forward the role of landscagukent population dynamics or abiotic
conditions to explain this heterogeneity on a amrital extend. We studidfl multilocularis
infection of red fox Yulpes vulpgson a new endemic area in the Ardennes, northeaste
France, seeking with a very fine resolution (1*kfor the presence &. multilocularisin red
foxes, quantifying worm burden, and analysing tpatigl distribution of positive foxes.
Furthermore, we compared the abundance of rodgmilamions between a low and a high
endemic areas, and we caracterised the landscameirsding positive and negative foxes.
Results showed a high heterogeneity Eofmultilocularis distribution within the red fox
population, with an effect of the Y coordinate betfoxes to their infection and a North-
South prevalence gradient ranging from less th&b BOthe North of the area to more than
80% in the South. Worm burdens were highly aggeshd@icrotus sp were the most

abundant in areas with high prevalences, and ahigtoportion of grassland was found in
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the landscape surrounding positive foxes thanendahdscape surrounding negative ones. We
discussed the effects of environnemental conditmm&. multilocularis transmission on a
local (1 knf) grain.

Key-words : Echinococcus multilocularjs spatial distribution, red fox, landscape
composition, parasite genotypddicrotus French Ardennes

Introduction

Understanding the fundamental biological assoaiatietween spatial distribution of disease
and environnemental variables is the key factawatig public health practitioners to move
beyond retrospective fire-fighting to prospectipeeventive actions (see Hess et al., 2001).
However, this understanding still remains a chagefor many diseases, especially for those
involving a wildlife component in the parasiticdifcycle, because of the diversity of the
environmental variables involved (Giraudoux et 2002). One example of this situation is
provided byEchinococcus multiloculari¢E. multilocularig, a tiny cestode belonging to the
Taenidaefamily. Fox plays a key role iB. multiloculariscycle as definitive hosts harbouring
adult worms in their intestines, while small mamspahainly rodents, are the intermediate
hosts harbouring larval form of the parasite inirtHeer (Rausch, 1995). Adult worms
produce eggs that are released in the environnewidnthe fox’s faeces.

E. multilocularis is responsible of Alveolar Echinococcosis, a réng possibly lethal
zoonosis. Despite this disease is of special inapgd due to its wide geographic distribution
and its local public health impact (eg central @GhiAlaska, Vuitton et al., 2003; Schantz et
al., 1995), the understanding of its whole epiddogical system is still limited since only a
few of the large number of interacting factors ilweal in the parasite cycle have been studied
in details (Giraudoux et al., 2003; Eckert and @epk, 2004). One of the present challenges
concerning prevention of human alveolar echinocsisc to identify the environnemental
variables influencing the heterogeneous distributid E. multilocularis prevalence in the
wildlife host populations.

E. multilocularis prevalence in host populations is spatially hejengous over the
continental extend of its distribution, with an liease from the rather uniform biotope
condition of Arctic tundra region to sub-Arctic fegs of North America and Eurasia (Eckert
and Deplazes, 2004). Despite the wide distributbiioxes and the ubiquity of susceptible

small mammals in most European habitats, the garasis so far not been recorded in the
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south-east of Europe, Iberian Peninsula, GreaairiFinland and regions east to Poland and
Slovakia (Romig et al., 2006). Furthermore, itsvptences in foxes in the european endemic
area varies in a great extend from one region when (Gilot et al., 1988; Pesson and
Carbiener, 1989; Raoul et al., 2001; Miterpakovalet 2003; Sréter et al., 2004; Van der
Giessen et al., 2004). In a more general way, Rana. (1999) indicated that the parasite is
mainly present in hilly regions, with a cold clirmand an extensive agriculture.

On a regional grain (following Hobbs, 200Bge grain is considered here as the resolution
chosen for a study, namely the smallest differeshefinable) numerous attempts have been
made to link the spatial heterogeneityEofmultilocularisprevalence in foxes to vegetation
types (Gilot et al., 1988; Pesson and CarbieneB91%0 landscape features affecting the
density of intermediate hosts (Raoul et al., 208tgubach et al., 2001) and/or to abiotic
factors (mainly humidity) affecting the egg suniiy&réter et al., 2004; Shaikenov, 2006).
High prevalences in human and definitive hosts ve&agerved when the landscape contained
a high proportion of the optimal habitat for the imantermediate host : grasslands for
Microtus arvalis and Arvicola terrestrisin most parts of Europe, dense undergrowth in
Japanese forests f@lethrionomus rufocanysshrubland resulting from deforestation for
Microtus limnophilusand Cricetulus longicaudatusn South Gansu, China (Pesson and
Carbiener, 1989, Tackmann et al., 1998, Viel etl®199; Raoul et al., 2001, Giraudoux et al.,
2003).

By contrast, very few attempts have been made docal grain to link the spatial
heterogeneity oE. multilocularis prevalence to environnemental factors such as dityni
landscape pattern and rodent density. Veit et 189%) showed that egg conservation is
dependant on humidity and temperature, and Hansah €003, 2004) indicated that the
modeling of the local heterogeneity Bf multiloculariscan be improved when taking into
account the proximity of water. By another way, Mak et al. (2001) and Staubach et al.
(2001) found a higher proportion of pastures - asslito be associated to high intermediate
host density - and a lower proportion of foresthe landscape surrounding infectedrsus
uninfected foxes. However, Romig et al. (2006) mitd find any correlation between infection
of E. multilocularisin foxes and the proportion of grassland in thedtxape. The role of
landscape pattern in explaining the infection oke® through soil humidity and/or
intermediate host density needs therefore to befieth Furthermore, the genetic type of
worms must be considered, since there are conbigerdifferences in virulence and
infectivity amongE. granulosusgenetic types (Bart et al., 2003). The presencdiftdérent

E. multilocularis strains may modify parasite transmission, throudtferences in
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development or in egg production between straif®ifipson, 1995), or through spread of
new strains within fox populations in new endemeas.

The aim of this study was to explore the role afdecape characteristics and intermediate
host densities on the spatial heterogeneit¢.ahultilocularisinfection in foxes and of worm

genetic types on a regional extend with a locanif) resolution.

Methods

Study area

The study was conducted on a 900 km? area logatadrtheastern France and included the
southeastern part of the Ardennes region and aop#ite Meuse region. Altitude ranges from
200 m to 300 m above sea level. Climate is subhoental with average temperatures lower
than 6°C during five months by year, and regulacymitations all the year long with an
average of 60 mm per month. The landscape comp8iBé&d of agricultural land and 35 % of
forests. Arable lands and grasslands representeth 4thd 53 % of the agricultural land
respectively (inventory of Ardennes cadastral swefa in 2003,
http://ddaf.ardennes.agriculture.gouv.fr). The honmpulation density was very low (10

inhabitants / km?) and spread out in very smalaggs.

Detection of Echinococcus multilocularis in foxes

Trappers, hunters and some inhabitants of the stvely were informed that a collection of
fox carcass was undertaken for the present studya Pesult, an amount of 181 carcasses of
foxes, which were trapped, hunted, or killed byfitawere collected from January 2001 to
March 2005. They were all necropsied and a totalld® intestines were isolated to
diagnostic. These intestines were inspected wighbdimentation and Counting Technique
(SCT, Eckert, 2000) to seek for the presenc&afinococcus multiloculariand to quantify

worm burden

Echinococcus multilocularis genotyping

A total of 140 worms, originating from 25 of the P®sitive foxes found, were sought for
genetic heterogeneity with the tandem repeatediloads microsatellite target EmsB (Knapp
et al., unpublished data). Identified genotypesewacluded in a geographic information

system database and localised within the study area
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Geographic Information System database and landseaalysis

From the 149 diagnosed foxes, 81 (54 %) were |dcat¢he field with Garminl GPS, while
47 foxes (32 %) were randomly located in a regddarea (maximum of 13.5 km?) based on
the information provided by the trappers or huntarsd 21 foxes (14 %) were randomly
located within the territory of the municipality ete they were collected, since no more
precise information was available. Only foxes wtlecise locations (n=81) were included in
the landscape analysis. All data were included @Bemgraphic Information System (GIS)
using ArcView GIS 3.2 (ESRI Inc., Redlands, Califia). Attributions of random coordinates
were realised using ArcToolbdkSRI Inc., Redlands, Califorrjia

Two buffer zones were created around each sampletbfdetermine land-use composition:
one with a radius of 0.6 km and another with auadif 1 km. This corresponded to the size
of fox home ranges in the study area, estimatdzbton average 1 km?, with a maximum of 3
km2 (Henry et al., 2005)Land-use composition of buffer zones was calculatsithg an
overlay analysis performed by intersecting the drufiones with the Corine Land Covaap

of land-use categories (CLC 2000, www.ifen.fr), r@glised by Staubach et al. (2001).

Landscape analyses were realised with ArcView G2313software.

Estimation of rodent densities

The study was focused on grassland rodents, m#lidsotus arvalisandArvicola terrestris
which are the main intermediate host€omultilocularisin Western Europe (Rausch, 1995).
Their relative densities were estimated by kilomsetransects. Transects consisted of a
succession of 10 paces intervals which were coreidas “positive” or “negative” relatively
to the presence/absence of indicesvérotus sp.and Arvicola terrestris(Delattre et al.,
1990; Giraudoux et al., 1995, Delattre et al., 1990éré et al., 2000). Transects are usually
employed for the large range estimation of smalinmal relative density (Hansson, 1979;
Delattre et al., 1999; Fichet-Calvet al., 1999; Quéré et al., 2000). Relative dezsitvere
expressed for both species as the proportion opad®s intervals with positive sightings.
Transects were performed in October 2005 in thehdon part of the study area in five sites
(sl to s5), distant from each other by a minimum.6fkm and a maximum of 3.25 km, and
in the Southern part of the study area in two site6 and s7 (Figure 1). In sites, the same

eight different habitats were sampled.
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Statistical analyses

Guislain et al. (unpublished data) showed thamultilocularisinfection in the present study
area was not affected by the sex and age classxekf nor by the season and year of
collection. These variables were, therefore, natuished in the subsequent analyses. The
influence of geographic position of foxes on thfection status was determined using
logistic regression. Models successively includih@ongitude), Y (latitude), X + Y, X +Y
and their interaction, X2, Y2, X2 + Y2, X2 + Y2 attldeir interactions, were compared using the
information theoretic method outlined by Burnhand @Zmderson (2002), and were presented
according to Anderson et al. (2001). The fox with most western location (located at more
than 12.5 km from other foxes) was excluded from Ithgistic regression. Final model was
used to make predictives isopleths of prevalentesrdrom these isopleths, and following
Jenkins et al. (2005), the study area was splht amt “high endemic area” (prevalence > 50
%) and a “low endemic area” (prévalerrcB0 %) and the proportions of intervals positive fo
Microtus sp.andArvicola terrestriswere comparedbetween these two areas using?dest.
We also comparedorm burden in infected foxes between these twasatesing a Mann-
Whitney U-test, assuming that worm burden of irddcivas higher in the high endemic area
than in the low one.

Furthermore, the mean percentage of grassland @medtfin the buffer zones of infected

versusnon-infected foxes were compared by performingmifateral z-test (Bouyer, 1996).

Results

The number of foxes tested f&. multilocularis infection was highly variable from one
municipality to another (Table I). Among the 149ds collected, 66 % came from only 25 %
of the 28 municipalities, due to a restricted nundfdocally active hunters.

Two models could be retained to explain the spdigtibution ofE. multilocularisinfection

in foxes: one with Y and another one with Y2. Thediest one was chosen, namely the
model including the latitude, i.e. Y (Table Il).ofdeth of predictive values of prevalence
indicated a gradient from North to South, with mstied prevalences ranging from values
lower than 20% in the North to values higher th@f8n the South (Figure 1). The northern
part of the area was delimitated with prevalencaioted values lower than 50% (isopleth
0.5, Figure 1) and was thus considered as the &ogemic area” of the study area, while the
southern part of the area delimitated with estichgieevalence values higher than 50% was

considered as the “high endemic area”.
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The worm burden was highly variable from one indal to another (Table I). They ranged
from 2 to 16 510 worms per fox in the northern asead from 1 to 73 380 worms per fox in
the southern area (Figure 1). Worm burden in pasiibxes were not significantly higher in
the high endemic area than in the low endemic Men(-Whitney U-test, p=0.40), even if
more than 52% of the total worm biomass estimatethe study area was originating from
municipalities n° 17 and n° 24, located in the hegidemic area (Table I).

When comparing the proportion of grassland andstosarroundind infected foxes to those
surrounding non-infected ones (Table Ill), the mparcentage of grassland in 600 m radius
buffer zones was higher (Z=2.61, p<0.001) and tlmmmpercentage of forest was lower
(Z=3.17, p<0.001). Similar results were obtained 000 m radius buffer zones (Table IlI),
with a higher mean percentage of grasslands sutiegrinfected than non-infected foxes
(Z=2.81, p<0.001), and low mean percentage of {q#&s3.75, p<0.001).

During October 2005, 3875 and 1578 transect inteware walked in the northern part and
southern part of the study area respectivigligrotus sp.abundance index varied from 3.4 %
to 18 % in the five sites of the low endemic arehile it was of 28.7% and 35.3% in the two
sites of the high endemic area, although the sagie keabitat types were sampled. The total
proportion ofMicrotus sp.positive intervals was higher in the high endeariea than in the
low one (31.9% versus 10.6%, p<0.001). During #raes sessigrArvicola terrestrisrelative
abundance index varied from 0.7% to 5.7% in the §ites of the low endemic area, while it
was of 0.7% and 1.3% in the two sites of the higtleenic area. By contrast Microtus sp,
the total proportion ofA. terrestrispositive intervals were higher in the low-enderarea
than in the high-endemic one (3.5% versus 1 %,(30).

Two different genotypes were found within the stgitg (Knapp et al., unpublished data).
The two foxes harbouring worms with genotype A wlerated in the center of the study area
while the 16 foxes harbouring worms with genotypari®l the 7 foxes harbouring a mix of
worms with genotype A and of worms with genotyp&v&e located in the southern as well
as the northern part of the study area (FiguréA&)ong the eight foxes provided by a same
trapper (coming from the same municipality and froaps distants from each other of a
maximum of 500 m), one harboured worms with genetgy five harboured worms with
genotype B, and two harboured worms with a mix ofms with genotype A and of worms
with genotype B (Figure 2).
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Discussion

The present study demonstrated that the spatiatdgeneity ofe. multilocularisprevalence

in foxes, already described on a regional graie (2 et al., 2003; Giraudoux et al., 2002,
2006 for reviews) can also be observed on a maa lgrain (1 kr). Furthermore, a spatial
gradient of fox prevalence was brought to the fioréehe Ardennes area, as observed by
Tackmann et al. (1998) in Germany, and by Van des$&n et al. (2004) in the Netherlands.
The spatial gradient of fox prevalence describedragkmann et al. (1998) in northwestern
Brandenburg (Germany) corresponded to a central @rd00 km?2 surrounded by concentric
circles where prevalence decreased rapidly in tamie range of 26 km around the high-
endemic focus. Similarly, Van der Giessen et &004) assumed that the spatial gradient of
fox prevalence they observed ir8&5 km2 Deutch area, ranging from 0 to 20 %, cddd
linked with the distance from the neighbouring enderegion. No explanatory factors linked
to landscape or intermediate hosts were evokedheset studies. The spatial gradient we
observed in the Ardennes varied in a far greategnek from 20% in the Northern part of the
study area, to more than 80% in the Southern waith can be considered as a high endemic
area. The question was to know which environnenhdatdors could be the cause of this
gradient.

This south of the study area corresponded to Amck leuse alluvial plains, where winter
floods into adjacent grasslands are frequent. Hitisation may favour the survival of
E. multiloculariseggs in the environnement, as egg survival is kntwbe better in humid
conditions (Veit et al., 1995). We therefore caisuase that the spatial gradient of fox
prevalence we observed could be partially linkedatspatial gradient of soil humidity, in
accordance with the results of Staubach et al. {(gdansen et al. (2003) and Shaikenov et
al. (2006).

Landscape surrounding infected foxes containedjlaeniproportion of grassland and a lower
proportion of forest than landscape surroundingnfiecied foxes, as observed by Staubach et
al. (2001) and Martinek et al. (2001). Grasslandsvigde optimal habitat foMicrotus sp.
Indeed, we found a highéficrotus sp.density in the high endemic area (southern phat t

in the low endemic area (northern part) of the wtaicka. On another wag, terrestrisseems

to play only a minor role ife. multilocularistransmission, with a surprising lower density in
the highest endemic area, in contradiction withviones studies (Raoul, 2001).

These results originating from a local grain areagtordance with those from a regional
grain, showing the importance of landscape favdarabhigh levels of intermediate hosts on

transmission pattern (Ito et al., 2003; Giraudotiale 2002, 2006). However, although the
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proportion of grassland in a given area emergessask factor in studies on different spatial
ranges, landscape parameters could not definesprpoevalence levels, but provide a broader
frame within which other parameters were likelyinfluence transmission as assumed by
Romig et al. (2006).

When studyingE. multilocularis transmission, one has to take into account thg aegh
variability of the worm burden from one fox to anet. Few information is available on this
parameter because most of the studies used PCRSAEtbpro-tests, or IST (intestinal
scrapping technique), which only allow to provideiafection status of the fox (positive or
negative fox) or, at the best, to estimate categodf worm burden harboured by a fox
(Deplazes et al., 2003; Craig et al., 2003). Inpprton, few studies used the Sedimental
Couting Technique which is less pratical, time-aconsg, but provides quantitative data
which are more informative about environmental aaritation.

On a regional grain, heterogeneity of worm burdeas already been observed (Hildreth et
al., 2000; Raoul et al., 2001; Miterpakova et 2003; Sréter et al., 2004). Miterpakova et al.
(2003) found, at the range of the Slovak Repulihat the highest mean worm burdens
(determined by SCT) were recorded in regions withtliighest prevalence rates, while Raoul
et al. (2001) found no differences in the distnbatof E. multilocularis worm burden in
foxes (classified into three classes of worm busjléretween high and low endemicity areas
in Franche-Comté, eastern France. A few studiesrites E. multilocularisworm burden in
foxes at a local grain (Hofer et al., 2000; Fisabteal., 2005) but without providing data on its
spatial heterogeneity. We did not observed a diffee in worm burden of infected foxes
from high to low endemic area but half of the wolmomass was present in only two
municipalities, coming from foxes trapped in veryestricted areas. Therefore,
E. multilocularis biomass was highly aggregated in space withinraéwsguare kilometers.
Higher amounts oE. multilocularis eggs in the environment could probably increase th
probability of egg ingestion by a higher numberimtermediate hosts, leading to higher
prevalences in fox population, at the conditiont thraxes with high burden effectively
produce high numbers of eggs (Eckert et al., 2001).

Genotypes A and B were identified in foxes, andhivigpgrm burden were associated with both
genotypes (Knapp et al., unpublished data). Furtbez, they were encountered across the
entire study area, in the low and the high endean&as. This results did not allow to
conclude that a particular genotype could lead tmaae efficient contamination. Further
researches are thus needed to determine if thegemotypes have the same infectious

potential and could contribute together to a higeeel of E. multilocularistransmission.
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Working on a local grain allowed us to detect endefioci of several kilometers squares and
therefore to study environnemental factors linked B multilocularis transmission. In
Western Europe, distance travelled by a fox fotydaiovements ranged from 4 to 12 km
(reviews in Goszczski, 2002) and from 1.5 to 35 km during dispersgbi¢t and
Macdonald, 1984; Mulder, 1985), so the choice ef ¢gfain (some kilometres squares) and
the extend of the study site (900 km?2) seems taddeadapted to the study of individual and
populational red fox dynamics.

This study consisted of preliminary attempts to lgs& environmental factors linked to
E. multilocularistransmission on a local grain in southeastern #mds, a new endemic area
of E. multilocularisdistribution. Future analyses should include dethiandscape features,
as hydrologic data around foxes, which can infleeeggs survival. Studies of grassland and
rodent gradients from North to South should allowv firecise grassland impact on
E. multilocularis transmission at this grain. However, understandiigch environmental
factors control the spatial distribution &. multilocularis eggs and local processes of
transmission requires to investigate the distrimdiof both fox faeces and intermediate hosts

on a micro-local grain (100070
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Figure 1. Location of foxes infected (white hexagons) andhtetted (black triangles) with
Echinococcus multilocularisn the French Ardennes study area and isopletipeafictive
prevalence across the study site (hatched lindswaitues from O to 1).

White hexagons size is proportional to worm burdeght grey: grassland; dark grey: forest;
black lines: limits of municipalities; black crossenside black square: location of rodent

densities estimation areas sl to sb.
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Figure 2. Location of 25 foxes, each with 5 to 10 worm gepety. Black diamonds: foxes
harbouring worms with genotype A, n=2; black sgear®xes harbouring worms with
genotype B, n=15; black triangles: foxes harboumnmix of worms with genotype A and
with genotype B, n=7; lines = isopleths of prevakeninto the black circle: 1 fox harbouring
worms sampled with genotype A,5 foxes harbouringme sampled with genotype B, 2
foxes harbouring a mix of worms sampled with gepetyA and with genotype B (these 8

foxes were captured in the same trap).

- 96-



Deuxieme partie

Table I. Characteristics of the municipalities where foxesravtested for the presence of

Echinococcus multiloculariggm) in their intestines.

Municipality Number of foxes  Number of Prevalence Total 'V””‘”.‘“m N
number tested folEm positive foxes (%) worm burden aximum
worm burden
1 2 0 - 0 0
2 2 1 - 2 2
3 1 0 - 0 0
4 1 1 - 170 170
5 1 0 - 0 0
6 27 12 44.4 26411 5-16510
7 4 0 - 0 0
8 12 1 8.3 4253 4253
9 1 0 - 0 0
10 3 2 - 1675 208 - 1467
11 1 0 - 0 0
12 1 1 - 9157 9157
13 4 0 - 0 0
14 11 4 33.3 2307 7 — 2066
15 4 - 37301 19 - 32520
16 1 0 - 0 0
17 13 9 69.2 92718 1-73380
18 2 2 - 608 23 - 585
19 1 1 - 3410 3410
20 1 1 - 160 160
21 2 1 - 2 2
22 9 8 88.9 14491 4-11126
23 10 6 60 912 1-855
24 10 8 80 47448 17 - 41688
25 4 3 - 1482 6 — 1430
26 6 75 23740 5-18630
27 1 1 - 4 4
28 10 7 70 4019 5-1797
Total 149 79 53.0 270270 1-73380
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Table 1l. Model comparisons for modeling the spatial dmttion of E. multilocularis

prevalence in foxes.
LL = maximum log-likelihood ; K = number of estineat parameters ; n/K = numbers of

observations/K ; AICc = first order Akaike Indexit€rion ; A - difference between AICc and

the lowest value of AlCc; w Akaike weights; X = longitude; Y = latitude.

Models LL K n/K AlCc AY Wi
1 -102.25 1 148.00  206.52 20.47 0
X -101.43 2 74.00 206.95 20.90 0
Y -91.12 2 74.00 186.31 0.26 0.20
X+Y -91.10 3 49.33 188.36 2.31 0.07
X*Y -88.89 4 37.00 186.07 0.02 0.23
X2 -101.43 2 74.00 206.93 20.88 0
Y2 -91.12 2 74.00 186.31 0.26 0.20
X2+Y? -91.10 3 49.33 188.36 2.30 0.07
Xzxy? -88.89 4 37.00 186.05 0 0.23

Table Il . Mean percentage (£ sd) of forest and grasslanmffer zones of 600 m and 1000

m radius surrounding infected foxes (n = 42) anidfected foxes (n = 39).

Grassland (%) Forest (%)
_ Infected foxes 449 +21.9 21.2 +23.5
600 m radius
Uninfected foxes 29.6 +29.9 427 +35.7
Infected foxes 428 +16.5 225+194
1000 m radius
Uninfected foxes 30.1 +23.5 447 +32.0
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111.3. Conclusion de la deuxiéme partie

L’étude de la transmission parasitaire a une étemégionale et a grain local a permis
de mettre en évidence une forte hétérogénéité dardaalence globale, les prévalences
pouvant dépasser 80% dans le sud du terrain d’éledecharges parasitaires sont elles aussi
tres hétérogénes et leur distribution spatialeleédes zones de quelques kilométres carrés ou
la contamination environnementale est vraisembiable tres importante. L'analyse de la
composition du paysage entourant les renards secobl@mer l'influence de I'importance
des milieux prairiaux et des densitésMierotus arvalissur le fait qu'un renard soit infecté

ou non pakE. multilocularis

Cependant, s’il est intéressant de déterminecadeactéristiques de I'environnement
paysage apparemment propice a la transmissionvaawndes individus hétes définitifs, il est
également important d’identifier plus précisémeas Imilieux dans lesquels les hoétes
intermédiaires ont le plus de risques d’étre irffeti fait de leur abondance et de la présence
de féces de renards, potentiellement porteusesfsl'dawparasite. Ainsi, la suite de ce travail
portera sur I'étude de I'ouverture du filtre deaentre a une étendue locale et un grain micro-

local.
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V. TROISIEME PARTIE

Approche a une étendue locale (90 km?) de la
transmissiond’Echinococcus multilocularis:
étude des distribution des feces de renards et des
rongeurs hotes intermeédiaires, a un grain

micro-local (1000 m?)
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IV.1. Objectifs de la troisieme partie

A un grain micro-local, I'ouverture du filtre dencontre, c’est-a-dire la rencontre
entre parasite et hote, dépend de la juxtaposgfmatiale entre les ceufs du parasite et le
rongeur hote intermédiaire. La localisation dessoest étroitement associée au lieu de dépot
des féces de renard. Méme s'il n’est pas exclulemiasectes, les invertébrés ou I'eau soient
impliqués dans la dissémination des ceufs (RauseBb5;1Bush et al., 2001), il est
généralement admis que ceux-ci restent positiorndendroit méme du sol ou sur la
végétation sur lesquels les féces de renard ondéésées. De plus, le lieu de dépbt va
conditionner la conservation a plus ou moins largne des propriétés infectieuses des ceufs
d’E. multilocularis par l'intermédiaire de I'hygrométrie et des temgtéres micro-locales
(Veit et al.,, 1995; Hansen et al., 2003, 2004). @emiers parametres varient avec les
caractéristiques du milieu considéré. Par aillelasprésence et I'abondance des rongeurs
hétes intermédiaires varient en fonction du mik¢de ses propriétés en terme d’alimentation
et de refuge (Spitz, 1977; Delatte et al., 1988eBat Leroux, 1994; Giraudoux et al., 1994 ;
Butet et al., 2006). Aussi, il convient de carasgrla distribution des feces de renard, celle
des hétes intermédiaires et les modalités de lempasition spatiale précise (de I'ordre de
guelques metres) entre les deux, en prenant endéoation les densités relatives de chacun
dans difféerents types de milieu. Par des transdet<ollecte de feces de renards et de
recherche d’indices de rongeurs prairiaux, nousrctioes a répondre aux questions

suivantes :
- Quelles sont les variables qui influencent laritigtion des féces de renards ?
- La distribution des hoétes intermédiaires coindigtie avec celles des feces de renards?

- Peut-on caractériser des milieux « a risque f¥aduansmission parasitaire s’effectuerait de

facon intense ?

Cette analyse a fait I'objet d’'une publicati@mticle 4) intitulée :

Guislain, M.-H.; Raoul, F., Poulle, M.-L., Knapp,, &iraudoux, P. Fox faeces and vole

distribution: a local range approachEohinococcus multilocularigansmission.
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IV.2. Article 4

FOX FAECES AND VOLE DISTRIBUTION ON A LOCAL RANGE IN NORTH -EASTERN
FRANCE: ECOLOGICAL DATA IN A PARASITOLOGICAL PERSPECTIVEF OR

ECHINOCOCCUS MULTILOCULARIS

Guislain Marie-Hélend?: Raoul Francid’: Poulle Marie-Lazarin@® & Giraudoux Patrick

Y Department of Environmental Biology, EA 3184-ustRIA, University of Franche-Comté, 1 place Leclerc,
25030 Besancgon, France

% 2C2A-CERFE, rue de la Héronniére, 08240 Boult-amisBFrance

® Laboratory of Parasitology-Mycology, EA 3800, URRdecine, IFR 53, University of Reims Champagne

Ardennes, Reims, France

Abstract

The completion of the life cycle &chinococcus multilocularisan only be achieved with an
spatial overlap between intermediate host specidsdafinitive host faeces, these last being
an essential vehicle for the spreading of infecpaeasite eggs. We conducted a preliminary
study in north eastern France to investigate fadttfftuencing the importance of this overlap
on a local range. The density of the red féfulpes Vulpesmain definitive host) was
estimated using the Line Transect method and naati@r over time could be found.
Kilometric transects were walked during winter ivefsites and eight habitats to collect fox
faeces ando estimate the relative densitiesMicrotus arvalisandArvicola terrestrisvoles
(main intermediate hogtshrough surface indices. We used a model compaappnoach to
test the importance of sites, years, seasons,dtglaibd climatic factors on the distribution of
the 145 collected fox faeces. Habitat and climeatinditions were the strongest predictors of
the number of faeces collected, while vole dersitiad no predictive. Densities of both
Microtus sp.and fox faecewere higher in medium-height vegetation edge. Tdnsequences

of such results to understand local transmissioggsses and human exposure are discussed.

Key-words: Echinococcus multilocularjsMicrotus, Arvicola terrestris Vulpes vulpes
faeces, transmission, local range, habitat.

Introduction
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Ecological data on the ecology and spatial distitouof wildlife species involved in parasitic
transmission are essential from an epidemiologcaht of view, since modifications in the
population dynamics and in the spatio-temporal lapeof species range might modulate
zoonotic risk (Patz et al., 2004). Mechanisms legdd sustainable transmission in a parasite-
host system are formalized by the concept of “megeéind compatibility filters” (Euzet and
Combes, 1980; Holmes, 1986; Combes, 2001). The atibigy filter is modulated by
immunological and biochemical processes involvedhast and parasite recognition and
defence mechanisms. The meeting filter is dependanécological processes, which are
related to survival conditions of parasitic freaggs and to population dynamics and
behaviour of the parasite host species.

Main cestode parasites responsible for zoonosi) a8 tenias, need an obligate two-host
cycle, comprising an herbivorous intermediate heosd a carnivorous definitive host. The
adult cestode is present in the definitive hoseshhe, where it produces eggs that are
excreted in the environment via faeces. When iegedity a physiologically receptive
intermediate host, eggs develop into larvae. Thatode development cycle is completed
when the intermediate host is predated by a defniost, allowing the larvae to become
adults. Several factors come up to regulate a raptess important opening of the meeting
filter between intermediate and definitive hostyatious spatial and temporal ranges, such as
densities of each host species, spatial proximigtwben the different hosts and
environmental conditions around eggs (Combes, 2001)

Human alveolar echinococcosis, caused by infechgnthe larval stage of the cestode
tapewormEchinococcus multilocularjss widespread in the Northern Hemisphere (Ec&ert
al., 2001) and can cause human death if diagndsethte stage. In Europe, 455 human cases
have been recorded from 1981 to 2000 (Kern et 2003). In Western Europe,
E. multilocularisdefinitive hosts are typically canids (mainly betgenus/ulpesandCanig

and felids, while intermediate hosts are rodentheArvicolinae sub-family (Thompson and
McManus, 2001). Combinations of definitive and intediate hosts vary according to the
geographical location of the parasite.

In Europe, red fox \(ulpes vulpgsand grassland rodentMigcrotus arvalis and Arvicola
terrestrig are the main definitive and intermediate hosspeetively.Average prevalence in
small mammals intermediate hosts on a regional eaisgvery low (about 0.1%), but
microfoci have been found in eastern France, Eitmultilocularisprevalence rates locally
exceeding 10% within a few 100 m2 (Delattre et 8088, 1990b; Giraudoux et al., 2002).
Moreover, in Switzerland, prevalence in rodent mgach 10-39% irvicolidae (Gottstein et
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al.,, 1996, 2001; Hofer et al., 2000). Comparativedies in Europe have shown that
E. multilocularis prevalence in foxes was dependent on landscapeasition. Indeed,
higher prevalence was recorded in landscapes fangountermediate hosts population
outbreaks (Pesson and Carbiener, 1989; Raoul, &08l1b; Staubach et al., 2001; Giraudoux
et al., 2003).

Little is known about transmission processes oawgron a local range (some square
kilometres). Though transportation &f multiloculariseggs by flies has been mentioned once
in the literature (Rausch, 1995), one generallysmars that the probability that a small
mammal ingest a viable egg will partly depend uplo@ densities of eggs and of small
mammal populations and upon the spatial overlapvdt them. As the Arvicolids and
Microtine home range hardly exceeds 500 square rendt@pitz, 1977; Airoldi, 1978),
E. multiloculariseggs have to be deposited via fox faeces withgrdnge. Thus, the spatial
proximity between intermediate hosts and definithvests faeces might be an important
parameter controlling the meeting filter. This ikely to be a function of fox defecating
behaviour, as well as of fox and grassland rodensities. At this range, rodent distribution
among habitats has been described as very hetemgerfDelattre et al., 1988; Butet and
Leroux, 1994, Giraudoux et al., 1994; Butet et 2006), and only one study indicated a
heterogeneous distribution of fox faeces (Giraudetnal., 2002). Furthermore, no data is
available on the relationship between rodents amddeces distribution, despite its obvious
interest in assessing the spatial variability ahtmission.

Our objectives were to explore predictive factor$ the spatial distribution of
E. multilocularis intermediate hosts A( terrestris and M. arvalis) and of faecesof

E. multilocularis definitive host (red fox) on a very local rangeeWcused on ecological
factors such as season, rainfall, temperature,tdtaland rodent densities as potential
predictive factors. This study is a first step indarstanding the processes of parasite

transmission on a local scale.

Materials and methods

Study area

The study was conducted from March 2004 to Oct@®€5 in a 90-km? rural area in the
Ardennes, north-eastern France (N 49°28'57”; E9428”). The first human case of alveolar
echinococcosis was diagnosed in 1984 in this reffd@mpaquit et al., 1998), which is located

at the western limit of thE. multilocularisEuropean distribution (Giraudoux et al., 2001).

-107-



Troisieme partie

Altitude ranges between 200 and 300 meters abavéesel. The climate is continental with
average temperatures lower than 6°C during fivetheaf the year and regular precipitations
all year long (60 mm per month on the average). S§thdy area includes arable land (28%),
grassland (32%), and forest (35%). The human ptpualdensity is very low (8 inhabitants /
km?) and distributed in very small discrete villagéoxes are trapped and hunted the whole

year round.

Fox density estimation

Minimum fox density was estimated by distance-samgpinethod, as described by Ruette et
al. (2003). Ten spotlight counts were carried cedrly, from 2003 to 2006, during January
and February, after fox dispersion and beforergeting season. A spotlight count consisted
of a course of ten 1 km-long sections. Surveys veargied out between 21:00 and 01:00
hours, except in case of heavy rain or fog. Oneediand two observers were present for each
count. The car speed was 10-15 km/h and obsergersreed each side of the road with hand-
held spotlights. For each observed fox, the pengetat distance between the initial position
of the fox (at first sight) and the road was meadursing a laser telemetdhe densities of
foxes were estimated from sighting data using thitvare DISTANCE 4.2 (Laake et.al
1993). Densities were estimated modelling their detectfonction, g(x), which is the
probability in detecting a red fox that it is asw@ince x from the road. The analysis consisted
of fitting the best model, grouping distance dagarpendicular distances between first sight
of fox and the vehicle) into 60-m intervals and gamng different models. Akaike’s
Information Criterion (AIC) was used to select thest appropriate model.

N
Densities were estimated according to the geneateon p = ﬁ (Buckland et

al., 1993) where n is the number of sightings; b thtal transect length and ESW the
effective strip width. The estimate of ESW was agldted from the estimated detection
function obtained from models. A Chi-squared testswised to compare fox densities
between years (Sauer and Williams, 1989; Ruetaé ,2003).

Estimation of voles and fox faeces abundance

We estimated relative vole densities (= abundandex) by an index method (Delattre et al.,
1999; Quéré et al., 2000) usually employed forlénge range estimation of small mammal
relative density (Hansson, 1979; Delattre et &#9% Fichet-Calveet al., 1999; Quéré et al.,

2000). It is based on walked transects consistirggsuccession of ten pace intervals, each of
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them measuring approximately 10 meters long. A bzfrtdvo meters width was screened on
each side of transects, to detect vole presendgeemidSuch methods have been calibrated
against density estimates based on trapping (Pel&t al., 1990a; Quéré et al., 2000;
Giraudoux et al., 1995). We concentratedforterrestrisand M. arvalisbecause they are the
main intermediate hosts & multilocularisin France (Rausch, 1993). arvalisis sympatric
with Microtus agrestign our study area, the latter at much lower dgns&ince both species
can share the same habitat and cannot be distiveglilsy their presence indices, they were
referred to adMlicrotus sp.We detected the presence Microtus sp.through runways in
vegetation and burrow entries, in association itidsh faeces and/or evidence of recent
vegetation consumption (Delattre et al., 1990a) thedpresence dk. terrestristhrough earth
tumuli features (Giraudoux et al., 1995). Each Hegs interval walked was considered
“positive” or “negative” relative to the presence the absence ofA. terrestris and
Microtus sp

Furthermore, all carnivore faeces found on trarssantl identified as fox faeces on the basis
of their odour and shape were collected and indadig identified. Their geographical
coordinates (Universal Transerve Mercator cooréirgistem) were recorded using Global
Positioning system (GPS), as well as the habitat #e type of environmental features
around them.

Walked transects were performed in five study siegant from each other by a minimum of
1.5 km and a maximum of 3.25 km. At each site, deats were walked in eight different
habitats: forest, arable land, pasture (presentigestock for more than one month per year),
meadow (presence of livestock for less than onetimper yea), lower-height vegetation
edge (same height as neighbouring plots), mediughheegetation edge (vegetation height
from 0.5 meters to 2 meters), hedge (vegetationak than 2 meters height, trees) and road
and stream bank. Intervals walked in any otherthalhan these eight ones were removed
from the analyses (0.3% of the walked intervalg)c&the visibility of fox faeces and burrow
systems of rodents is dependent the vegetation type and height, transects wekea
from October to March, when the vegetation wagsalowest. From 2004 to 2005, transects
were walked during winter months, before and aKevicola and Microtus reproduction.
Furthermore, an additional session was carriedrolitecember 2004 to collect information
about fox faeces distribution at the beginninghaf tox mating period, which occurs between
December and February (Cavallini et Santini, 1996)e chi-square goodness-of-fit test
(Siegel and Castellan, 1988) was used to deteatahrvariations in the faeces Kilometric

Abundance Index (KAI) by assessing the degree nkspondence between the observed and
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expected numbers of faeces found by winter. Theged numbers of faeces found were
calculated under the hypothesis that the numbérexfes found during a given period is only
dependent on the distance walked during this pefit@ 2003-2004 winter corresponds to
the March 2004’s transects; the 2004-2005 winterresponds to the October 2004,
December 2004 and March 2005’s transects; the 2006- winter corresponds to the
October 2005's transect.

Statistical modelling

Contiguous transect intervals walked during a gisampling period at a given site and in a
given habitat were pooled, and constituted a samgplinit. Generalized Linear Models
(GLM) were used to test factors associated with:t{ie number of intervals positive for
Microtus sp.(“MICROTUS” response variable), (i) the number iotervals positive for
A. terrestris (“ARVICOLA” response variable) and, (iii) the numb of fox faeces found
(“FAECES” response variable). Models were computsithg both Poisson link and negative
binomial link functions, under the respective hymstes of a random distribution and of an
over-dispersion of rodents and faeces in habitMedels were compared using the
information theoretic method outlined by Burnhamd ainderson (2002), and presented
according to Anderson et al. (2001). INTERVALS’ufnber of intervals walked) was in first
position in all models. We explored potential exyplory factors, which were thought to be
relevant with regard to our study objectives: sitemate (rain and temperature), month, year,
habitat, and densities of grassland rodents.

Modelling the relative densities of MICROTUS and YIROLA, we first considered the
effect of adding “SITE” (the study site where intals were walked), as vole density can vary
within a distance of a few kilometres (Delattreakt 1999; Giraudoux et al., 1997Mhen we
successively explored the effects of “RAIN” (cuntiva rainfall during the month preceding
transects), “TEMPERATURE” (mean temperature durthg month preceding transect),
“MONTH?” (the month transect was walked: March, Qo or December) and “YEAR” (the
year transect was walked: 2004 or 2005). Indeegpitant rainfall is assumed to damage
vole’s runways, and favours their dispersion (Saaegt Schneiter, 1997). Temperature can
influence reproduction and mortality. The densit#dMicrotus sp.andA. terrestrismight
vary from March to October, due to reproductionley€&urthermore, vole densities vary from
one year to another for bolicrotus sp.(Delattre et al., 1999) arl terrestris(Giraudoux et
al., 1997). Because several studies have shown diasities of bothMicrotus sp.and

A. terrestris varied according to habitat (Delattre et al., 1988itet and Leroux, 1994;
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Giraudoux et al., 1994; Raoul et al., 2001a; Buwgetal., 2006), ourprior hypothesis
concerning vole abundance considered that “HABITATle type of habitat where the
intervals were walked) was the most potential exglary variable. So, this variable was
placed at the end of the models, in order to chiéskeffect, the other variables being
controlled. We also explored the effect of ARVICOl(After HABITAT) when modelling
MICROTUS, and the effect of MICROTUS after HABITA¥hen modelling ARVICOLA, in
order to assess a potential covariance betweenesp@giraudoux et al., 1994; Raoul et al.,
2001a).

Modelling relative FAECES densities, we first catesed the effect of adding “SITE” to
assess heterogeneity in the spatial distributidghetrange of the whole study area. Then, we
checked the effect of MONTH, assuming that the flleces decomposition rate could differ
from one season to another, as demonstrated fbivbees faecegNchanji and Plumptre,
2001; Hemami and Dolman, 2005). We also explored #ffects of RAIN and
TEMPERATURE because Cavallini (1994) reported thatces life-span depended on
rainfall over a period of twenty days before saatiection, and the effect of HABITAT, as it

might influenceE. multilocularis egg preservation or fox defecation behaviour. Qior

hypothesis concerning relative fox faeces densigs what it depended on relative vole
density. So we investigated the effects of MICROT&Hsl ARVICOLA on FAECES, after

taking the effect of HABITAT into account, as wesasied the latter had a marked effect on
relative vole densities. Since fox density estiorativas undertaken in winter only, this
variable has not been included as a predictivealsbaiof fox faeces density. Analyses were
realised using the R 2.2.1. (R Development Coremle2005) and the pgirmess 1.2.5.

package for model selection (Giraudoux, 2006a)

Results

A total number of 19,479 intervals were walked,nfravhich 1,393; 243 and 139 were
positive forMicrotus sp, A. terrestrisand fox faeces respectively (Table 1). From 66834
intervals were walked by site and by session, anégaerage of 487 + 45 intervals were
walked by habitat and by session. “Forest” wassamipled at site 5 because this habitat was
absent there. “Meadow” was rare at sites 2 andos) 29 to 43 and from 57 to 108 intervals
were walked by session in these two sites respygtiv

A total of 145 red fox faeces were collected (1Btenvals with only one fox drop, three
intervals with two faeces and one interval withrféaeces), among which 126 (87%) were in

edges (46 being collected in medium-height vegatagdges). Ninety percent of the 145
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faeces were found on non-conspicuous supports, auearth, grass or moss. Only 14 faeces
were found on more visible supports: cow dung &és), stone (2 faeces), scratched earth (2
faeces) and mole hill (8 faeces). While the sangpéffort remained relatively constant from
one session to another, climate parameters vaaied,the number of faeces collected by

session decreased (Table 1).

Fox density and fox faeces density

The estimates of red fox densities varied fromx&foper kmz2 in winters of 2003-2004 and of
2004-2005, to 4 foxes per km? in the winter of 2Q086, however, fox densities did not vary
significantly between wintergq = 2.34, ddl = 2, p = 0.31). In contrast, the nemdf faeces
found significantly varied between winters (Chid#38, df = 2, p<0.001). Faeces KAI were
of 1.51 faeces/km in winter of 2003-2004 (39 kmkeal), 0.65 faeces/km in winter of 2004-
2005 (115.7 km walked) and 0.23 faeces/km in winf&2005-2006 (38.7 km walked).

Determinants of Microtus sp., A. terrestris and fa&ces abundance

Modelling was based on a total of 919 samplingsuriibx faeced\l. arvalisandA. terrestris
were present in 109, 432 and 91 units respectivEable 2 shows the combination of
variables that were examined for each responseablari the loglikehood and Akaike
Information Criteria being those of the negativadmnial error. Those for the Poisson error
are not presented here. Indeed, differences of &l€orrected AIC (AICc, if the number of
observation is lesser than 40 times the numbexplaeatory variables) values between the
best negative binomial model and the best Poiss@mdemfor the “MICROTUS”,
“ARVICOLA” and “FAECES” response variables were-@70.8 (AlCc), - 217.5 (AICc) and
-18.9 (AIC) respectively, which clearly favouredethoice of negative binomials models
exclusively. This indicates that response varialblese not randomly distributed but typically
over-dispersed, as suggested by the dispersiompéeed (+ standard deviation) considering
the best modeld = 0.64+ 0.06 for MICROTUS$ = 0.20+ 0.04 forARVICOLA; 6 = 0.76

+ 0.24 for FAECES.

The relative abundance bficrotus sp.was best explained by the effects of month andhmea
rainfall during the preceding month, and an inteoacterm between month and habitat
(Table 2a). The relative abundancelofterrestriswas best explained by the effects of site,
month and habitat and an interaction term betweentimand habitat (Table 2b). The relative
abundance of fox faeces (Table 2c) was best exqudny the effects of site, month, rain and
habitat.
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Distribution of Microtus sp., A. terrestris and ftaeces among habitats

Figure 1 shows the fitted values of each modelcsede Higher relativéicrotus sp.densities
were generally observed in meadows, banks and mmedaight vegetation edges, whatever
the month, while lower relative densities were ol in hedges, on arable land and in
forests (Fig. 1a). Higher relative densitiesfofterrestriswere observed in meadows. Very
low relative densities of this species were obsgnivebanks, on arable land and in forests
(Fig. 1b). The highest faeces KAl were observedomw and medium-height vegetation
hedges, while intermediate levels were found inesdgnd banks. The lowest KAl were in
pastures, meadows, forests and on arable land {€)g.On the whole, faeces KAl were

higher in edges and lower in plots.

Discussion

Most studies dealing with the ecology®Bf multilocularistransmission have been conducted
from continental to regional areas (Eckert and Beps, 2004; Giraudoux et al., 2006b;
Romig et al.,, 2006; for reviews). In contrast, omge study (Giraudoux et al., 2002)
simultaneously addressed fox faeces Bnohultilocularisintermediate host distributions on a
very local range. Results presented here are tiver@in original attempt to link fox faeces
and rodent distributions taking into account ecmalgconsiderations, and a preliminary step
to incorporate these data in a parasitologicalednt

The better fit of models using the negative bindmmdels indicated that fox faeces and
intermediate hosts were typically over-dispersed.olir knowledge, this is the first field
evidence of the spatial clustering of both interraed hosts and potentially contaminative
material on a local range and on a fine grain. Thay help to better understand processes
leading to the spatial aggregative patterns of glemce observed in definitive and
intermediateE. multilocularishosts (Raoul et al., 2001b; Staubach et al., 2G0Hudoux et
al., 2002; Hansen et al., 2004; Van der Giessah,e2004).

Variations in intermediate hosts densities

The abundance index Microtus sp.did not exceed 11 % over the study period, whscfar
from 80 % recorded in the Jura mountains duringufadmn outbreaks in landscapes
dominated by grassland (Giraudoux et al., 1997 afirel et al., 1999). In the same way, the
relative densities of. terrestriswere of a few percents. Thus, in our study aabaost

equally composed of arable land, grassland, arester bothMicrotus sp.andA. terrestris
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densities appeared to be much lower than in lapéscadlominated by grassland. In
accordance with most studies on vole populatioradynos, the relative abundance of these
two species appeared to be seasonal, which ictedldy the variable MONTH in model.
Seasonal densities in small rodents are classidailed to reproduction, mortality,
movements, etc. Controlling for seasons, our stadgwed higher relative densities of
Microtus sp in meadows and in banks and medium-height vagetadges and lowest
relative densities in forests and on arable landos€é variations among habitats are in
accordance with the high level of heterogeneityadrotus sp.within the habitats already
described (Butet and Leroux, 1994; Giraudoux ¢tl#94; Delattre et al., 1996; Butet et al.,
2006).

Variations in fox faeces density

Density of faeces varied according to months, whsolild be expected to be linked to
seasonal fluctuations in fox population. Assumimg,twe should find a minimum number of
faeces in March, when population is at its lowestel. Our data do not support this
hypothesis. They are in accordance with Cavalll®i9@), who noticed that the faeces index
was not related to the seasonal fluctuations inffembers, as it neither increased following
spring reproduction, nor decreased during the forting season. Cavallini (1994) rather
suggests that the number of faeces found in the iBdinked to faeces persistence time. This
can vary according to season for elephant (NclaangiPlumptre, 2001) and to season, habitat
and climatic conditions for cervids (Hemami and iah, 2005). Furthermore, William and
Warren (2004) indicated that the action of inverdéds can diminish persistence time of
sheep faeces. A few studies also showed a decreasenivore faeces persistence time in
relation with removal by small mammals (Sanchealgt2004) or with rainfall (Cavallini,
1994). The number of faeces we found was signifigarelated to rainfall: the number of
faeces decreased by a factor six during the stuwpg with a concomitant increase of
rainfall. This supports the hypothesis that inceglasainfall may have decreased faeces
persistence time.

In accordance with Goszczynski (1990), we obsethiatithe majority of faeces were simply
left on non-conspicuous supports. This supportsréisalts of Asa et al. (1985), Asa (1993)
and Gese and Ruff (1997) arguing that canids ugalynarine instead of faeces for scent-
marking. Our results showed the heterogeneity af feeces distribution among sites and
among habitats. This suggests a complex pattespaifal fox faeces distribution in the whole

study area and among habitats within sites. Tokoowledge, there is a lack of studies on
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faeces distribution according to habitats at a fyn@n. Webbon et al. (2004) recorded no
differences in the number of fox faeces found amsitgs classified as arable, pastoral or
mixed. Giraudoux et al. (2002) compared fox faedessities among habitats on a smaller
spatial range. They sought for faeces in ploughedd borders, road verges and other habitats
(mainly grasslands) and found a significantly higtiensity of fox faeces both on the borders
of ploughed fields and on road verges. Our resudtse to confirm those results since the
highest densities of faeces were in edge habltrisignificant linear correlation between fox

faeces and small mammal densities was found. Angiateconfounding effect of the variable

habitat can be suspected.

Habitats and parasite transmission

Echinococcus multilocularisvas detected in 6 faeces only (ELISA copro-testfiomed by
PCR and DNA sequencing, 5 of them in edges, datammwn), precluding any attempt of
modeling parasite data straightfully. However, assig that parasite distribution is a
function of faeces density, the observed variationthe relative abundance of both faeces
and voles between habitats suggested differentlsleeé parasite transmission from
contaminated faeces to rodents, depending on tbhe+habitats (Fig. 2). In habitats such as
arable land and forest, since both relative abucemof fox faeces and rodents were low, the
transmission oE. multiloculariseggs from contaminated faeces to the intermetiasé was
unlikely to occur. In contrast, in habitats suchnaasdium-height vegetation edge and bank,
both high fox faeces and intermediate host dessiiere recorded. This suggests a higher
opening degree of the meeting screen in this Haldtg a higher estimated meeting risk.
Between these two situations, in the other habiatsity of fox faeces could vary differently
from those of voles, each density acting positiv@lynegatively on the estimated meeting
risk, which may result in intermediate levels @&nsmission intensity, i.e. in hedge. Because
it is known that elevated temperature and desiogatan effectively reduce eggs infectivity
(Veit et al., 1995), microclimate factors linkedtlwihabitat should be taken into account
(Hanssen et al., 2004). On the one hand, high a&ggetin medium-height vegetation edges
and hedges may dampen the effects of hot tempesatund desiccation in summer, allowing
a better egg survival. On the other hand, mechhaat®ns (ploughing, grazing, etc.) in plots
could offer good conditions for eggs preservatigrbbrying them in the soil (Delattre et al.,
1988, 1990b). Medium-height vegetation edges magretbre be a key habitat for
E. multilocularistransmission because both intermediate hosts aswk$ of definitive hosts

are present in high density, possibly in assoaiatuith more favourable conditions for egg
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preservation. However, the effect of micro-localiemnmental conditions linked to habitat on
egg preservation still needs to be addressed fopeprestimation of transmission risks.
Finally, human exposure may additionally depend lacal habits (e.g. dandelions and

mushrooms are by far more collected in grasslaad th edges).

In conclusion, this preliminary study shows that,aafine grain of some square meters,
environmental conditions may change greatly regardelative intermediate host and faeces
densities and habitat conditions that may affe¢t ggyvival. Those aspects should then (i)
pave the road to studies targeted toward transomgsiocesses on a local range, and (ii) be
better quantified in various landscapes in ordemumalerstand which focal habitats may

present a greater risk for transmission and mag pessible target for prevention control.
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Table I. Number of intervals walked and of fox faeces cd#dc relative rodent densities, and cumulativefadimand mean temperature the month

before transects, according to sampling session.

March 2004 October 2004 December 2004 March 2005 ctol@r 2005

Number of intervals walked 3963 3918 3868 3855 3875
Number of fox faeces collected 60 29 25 24 9
Fox faeces Kilometric Abundance 151 0.75 0.62 0.60 023
Index
Number of intervals positive for
Microtus sp/ 100 intervals 331 4.03 9.54 8.35 10.66
Number of intervals positive for
A. terrestris/ 100 intervals 1.36 0.97 0.18 112 261
Cumulative rallnfall (mm) during the 228 212 372 545 59 1
previous month
Mean temperature (°C) during the 41 155 59 12 15.7

previous month
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Table Il. Comparison of negative binomial models &éoMicrotus sp; b Arvicola terrestris ¢ fox
faeces.LL = maximized log-likelihood; K= number of estine@t parameters; n/K= number of
observations/K; AIC = first order Akaike InformatioCriterion; AICc= second order Akaike
Information Criterion;Ai= difference between AIC and the lowest value &€ Ar between AICc
and the lowest value of AICc; wi = Akaike weightSITERVALS = total number of intervals
walked; SITE: 5 study sites; RAIN= cumulative rahfduring the month preceding transects;
TEMPERATURE = mean temperature during the montlcguang transectMONTH = March,
October or December; HABITAT = 8 categories; MICRIS = number of intervals witMicrotus
sp. indices; ARVICOLA = number of intervals witlrvicola terrestris indices. MONTH :
HABITAT; MONTH : RAIN; MONTH : TEMPERATURE = interations between quoted
variables. Bold caracters = Best AIC or AICc values

(a) Models ofMicrotus sp abundance LL K n/K AlCc A" Wi
INTERVALS -1344.5 3 306.3 2695.0 289.5 0
INTERVALS+SITE -1340.0 7 1313 2694.2 288.7 0
INTERVALS+RAIN -1329.2 4 229.8 2666.3 260.9 0
INTERVALS+RAIN+TEMPERATURE -1328.7 5 183.8 2667.4 6129 0
INTERVALS+RAIN+MONTH -1322.5 6 153.2 2657.2 251.7 0
INTERVALS+RAIN+MONTH+HABITAT -1195.3 13 70.7 24171 116 0
INTERVALS+RAIN+MONTH+HABITAT+ARVICOLA -1195.3 14 656 2419.1 13.6 0
INTERVALS+RAIN+MONTH+HABITAT+MONTH:HABITAT  -11749 27 34.0 24055 O 1

b) Models ofArvicola terrestrisabundance LL K n/K AlCc A W
INTERVALS -450.8 3 306.3 907.6 75.6 0
INTERVALS+SITE -437.3 7 131.3 888.7 56.7 0
INTERVALS+SITE+RAIN -436.4 8 1149 889.1 57.1 0
INTERVALS+SITE+TEMPERATURE -435.8 8 1149 887.7 B5. O
INTERVALS+SITE+MONTH -426.8 9 1021 8717 397 0
INTERVALS+SITE+MONTH+HABITAT -400.8 16 574 8341 .4 0.23
INTERVALS+SITE+MONTH+HABITAT+MICROTUS -400.7 17 54. 836.0 4.0 0.09

INTERVALS+SITE+MONTH+HABITAT+MONTH:HABITAT -385.0 P 306 832.0 0 0.68

¢) Models of fox faeces abundance LL K n/K AIC A W
INTERVALS -409.8 3 3063 8256 74.6 0
INTERVALS+SITE -401.6 7 1313 8172 66.2 0
INTERVALS+SITE+MONTH -394.3 9 1021 806.5 55.6 0
INTERVALS+SITE+MONTH+RAIN -383.7 10 919 7873 363 O
INTERVALS+SITE+MONTH+RAIN+TEMPERATURE -383.6 11  83. 7893 383 0
INTERVALS+SITE+MONTH+RAIN+HABITAT -358.5 17 541 751.0 0 0.42

INTERVALS+SITE+MONTH+RAIN+HABITAT+MICROTUS -357.5 8 511 7511 0.1 0.40
INTERVALS+SITE+MONTH+RAIN+HABITAT+ARVICOLA -358.3 B 511 7526 165 0.18
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Figure 1. Predictions of the best models for relative deesitfa Microtus sp (number of
positive intervals/100 intervals)} Arvicola terrestris (number of positive intervals/100
intervals); ¢ fox faeces Kilometric Abundance Index (KAI) (numbaf faeces found/100
intervals). AL = Arable Land; Ledge = Lower-heigitgetation edge; Medge = medium-
height vegetation edge. Rainfall continuous vagabhs fixed to a constant value of 39mm
(mean value for the five sessions).
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) Faeces Intermediate host Estimated
Habitats relative density relative density meeting risk
Arable land
+ + Low
Forest
Pasture + ++ Low to Medium
Meadow + ++ + Medium
Hedge +++ + Medium
Lower-height vegetation edge +++ ++ Medium to High
Medium-height vegetation edge
+ + + ++ + High

Bank

Figure 2. Influence of faeces and intermediate host relatteasities on the estimated

meeting risk. +, low relative density; ++, mediuatative density; +++, high relative density.
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IV.3. Conclusion de la troisieme partie

Nos résultats montrent que, indépendamment diet’ele variables temporelles ou
climatiques globales, le nombre de feces de refnandées dépend du milieu considéré. Si le
nombre de feces n’est pas linéairement lié a amsiths de rongeurs hotes intermédiaires,
certains milieux présentent cependant des derdgtésces et de rongeurs élevées, permettant
ainsi probablement une meilleure ouverture duefitte rencontre.

Il importe donc de considérer les aspect locauXadgansmission dans les études
épidémiologiques, pour établir si certains miliede, part leurs propriétés et les abondances

de feces et de rongeurs hétes intermédiaires, peéue considérés comme « a risque ».

Le filtre de rencontre entre les ceufs du paradities hotes intermédiaires peut étre
régulé par de nombreuses autres variables, taliesagprévalence des renards, qui module le
nombre de féces porteuses d’'ceufs. De méme, legeshaortées variant en fonction des
individus, le nombre de feces porteuses d’ceufs ebmbre d’'ceufs par féces émises par un
renard positif, dépendra de sa charge parasitaile stade de développement des vers dans
ses intestins (immatures, matures, sénescentsdnilient de plus de considérer la seconde
partie du cycle et ainsi déterminer quels facteaguilent le degré d’ouverture du filtre de

rencontre entre les larves du parasite (préseates|ld foie des rongeurs) et I'héte définitif.
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V. DISCUSSION

La forte prévalence (53 %) que nous avons misévaence dans la population de
renards du Sud des Ardennes indique que les casticides environnementales de cette
région de récente endémie sont actuellement pgida transmission des stades infectants
du parasite d’'un héte a l'autre. Elle signifie éieteque, durant la période d’étude, l'intensité
de la transmission de la biomasse parasitaire deéi&e que plus d’'un renard sur deux a
consommeé au moins un rongeur porteur des larvgmidsite. Les larves se sont développées
pour devenir des vers adultes capables de prodeseceufs et ces ceufs, disséminés dans
I'environnement, pourront contaminer a leur touaudies rongeurs ou, accidentellement,

'’Homme.

V.1. Synthése de la contribution de cette étude @ ¢onnaissance du cycle

d’E. multilocularis

L’étude de la transmission ' multilocularisdans le sud-est des Ardennes a montré
que l'on peut observer de fortes prévalences valpird’'une part, en région de récente
endémie ou relativement peu d’études ont été ctesjud’autre part, dans une région dont la
composition du paysage n’est pas propice aux @ilbwis de rongeurs, contrairement aux
caractéristiques des régions dans lequelles onjustpra présent relevées la plupart des
fortes prévalences vulpines. De plus, dans les mkre®g le principal héte intermédiaire
semble étre uMicrotus et, contrairement & ce qui est généralement obsarterrestrisne
semble pas jouer un facteur clé dans le cycle pairas La forte consommation déicrotus
sp. par les renards et le fait qu’elle soit corrélédabondance de ce rongeur, peuvent
expliquer la forte prévalence relevée. Une infleede la densité de renard sur la prévalence
vulpine est également envisagée mais sans avamisgen évidence. Le génotypage des vers
adultes portés par les renards a montré la préstamabeux génotypes parasitaires, qui ne
semblent cependant pas expliquer de fagon diracterie prévalence et I'hétérogénéité des

charges parasitaires décrites au cours de I'étude.
L'analyse spatiale des données de prévalencesatidgges parasitaires a une étendue

régionale (900 km?) et un grain local (1 km?) a tn®mue la composition du paysage et les

densités de rongeurs hotes intermédiaires semideair une influence sur le cycle
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parasitaire: les renards infectés semblent frégueadds secteurs plus riches en prairies que
ceux non infectés et ils sont majoritairement dangartie du terrain d’étude la plus riche en

Microtus sp.

Enfin, & une étendue locale (90 km?) et un graiicradocal (1000 m?), les
caractéristiques du milieu pourraient moduler lagilité de rencontre entre le parasite et les
hotes intermédiaires. En effet, certains milieurtsaropices a des densités importantes de
feces de renards et de rongeurs prairiaux, la sggaty est donc probablement plus
contaminée que dans les autres types de milielexagicle parasitaire peut y étre plus intense
(Figure 8).
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Zone de nouvelle endémie (Sud-est des Ardenn@60 km?)

Prévalence et distribution Quels HI ? Plusieurs génotypes
des charges parasitaires parasitaires?
chez HD ?

—>» Pas de pullulation des
—> Prévalence = 53% rongeurs prairiaux —» 2 génotypes

— Microtus sp.dans un tiers
—» 8% des renards portent 72% des estomacs et féces

de la charge parasitaire

— Pas de lien apparent entrée
génotype et charge

—» Corrélation entre les

densités dMicrotus sp.et
ﬂ leur consommation par le
renard
Quel impact des génotypes
Prévalence de E.m. chez parasitaires sur la transmissioh
HD élevée, de E.m. et la colonisation de
hétérogenéité Microtus sp. principal HI ? nouvelles zones?
Article 1 | | Article 2

Etendue régionale (900 km?) & grain local (1 km?2)

Gradient de prévalence, de 20% au nord jusque 80%tuasud
Hétérogénéité spatiale des charges parasitaires

Paysage caractéristique Lien entre prévalence chez HO Contamination: role
favorisant I'infestation et abondance des HI ? génotype parasitaire?
des HD ?
—» Plus de prairies —» DensitésMicrotus —» Pas d'isolement spatial
plus élevées au sud entre les génotypes
—» Moins de forét
—» Peu déA. terrestrisau nord
> Humidité? comme au sud ﬂ
ﬂ ﬂ Quel impact des génotypes
Lien possible entre parasitaires sur la transmissioh
Paysage favorable aux HI; Microtus et de E.m. et la colonisation de
Paysage favorable aux ceufs? prévalences renards nouvelles zones?
Article 3

Etendue locale (90 km?) & grain micro-local (1000n2)

Distribution des féces HI 1a ol féces de HD? Contamination de
de HD? I'environnement?

—» Pas relation linéaire

—>» Densités les plus fortes 4% des féces de renards

dans les lisiéres de —>» Densités les plus fortes "
T o positives
végétation moyenne dans les prairies
Article 4

Figure 8 : Synthése des questions et résultatete ¢

HD = héte définitif (renard), HI = hdtes interméidéss, E.m.= Echinococcus multilocularis
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V.2. Importance de I'étude des zoonoses parasitire

Parce gu’elle peuvent étre a l'origine de cas ddaraination humaine, I'identification
des caractéristiques environnementales associées fartes prévalences vulpines
d’E. multilocularisconstitue un enjeu de santé publique. De plususuylan plus théorique,
I'étude de l'effet des variables environnementaesla transmission parasitaire contribue a
améliorer notre compréhension de la complexité dgstéemes écologiques, étape
indispensable pour anticiper les effets des prafendmodifications subies par
I'environnement depuis les derniéres décenniesell@s’ soient directement provoquées par
'homme (urbanisation, déforestation, intensifioati de I'agriculture...) ou dues au
réchauffement climatique, ces modifications rapidesi’environnement, qui ont débuté au
1™ siécle et ne cessent de s'accélérer, ont un stfiieta transmission des pathogénes et
I'’émergence des maladies infectieuses (Patz eR@D4), de méme que la modification des

comportements humains (Macpherson, 2005).

Deux exemples concrets de l'effet des modificatide I'environnement sur le risque
de transmission de maladies infectieuses sont &Eppar des zoonoses transmises par un
vecteur tique ('encéphalite a tiques et la malatiieLyme), et décrits par Randolph (2001).
La situation de I'encéphalite a tiques en Europetn@goune émergence dans plusieurs pays,
liée a la fois a des hivers plus doux que par les@aet a des changements de pratiques
agricoles. Elle pourrait, ainsi, voir son aire dgartition évoluer suite au réchauffement
climatique, avec une disparition du virus dansaiees régions et une extension de l'aire de
répartition vers le nord de I'Europe. Dans le caslalmaladie de Lyme, dans les états du
Nord-Est des Etats-Unis, les habitats favorablesfaries densités de tiques, et donc a une
transmission importante de la bactérie responghibla maladie de Lyme coincident a présent

avec les habitations humaines qui ont envahi lasdgs étendues forestieres.

La forét occupe pres de 30 % de la superficie éjpadement des Ardennes et les
contours des massifs forestiers ont peu évoluéisiépuiébut du siecle dans une majorité du
département. Dans ce sens, I'étude de la transmisBE. multilocularis dans cette région
peut servir de référence pour la compréhensionodatibnnement du cycle parasitaire dans
une région peu affectée par les modifications davironnement. Cependant, dans la zone
sud-ouest, qui correspond au début de la plaiféhdenpagne, de profonds changements ont

eu lieu aprés la seconde guerre mondiale: la tpréy était présente a été rasée pour couvrir
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les besoins en bois, et les terres converties Gultare intensive de céréales et de plantes
fourrageres. Aussi, si la majorité des Ardennesestée une zone tres rurale alors que le reste
de la France s’urbanisait rapidement, elle n’estgdabri d’'un futur développement urbain
ou d’'un changement des pratiques agricoles, quifracaent alors profondément le paysage
actuel. Il importe donc d’anticiper les possibléfets de ces modifications du paysage sur la

transmission parasitaire.

V.3. Comment anticiper et prévenir I'’émergence @®uroses ?

L’apparition de nouvelles maladies d’une pariaatomplexité du fonctionnement des
maladies infectieuses déja présentes d’autre foatt,que la plupart des cycles des maladies
infectieuses sont encore tres mal connus. L'engtwdeuble: comprendre le fonctionnement
des pathogenes et prévenir leur transmission. Darntexte, les modeles mathématiques
apparaissent comme un des outils pour comprendométionnement des systemes parasites-
hétes et pour développer des applications utilémgbrtantes dans le traitement et le contréle
des maladies parasitaires (Bush et al. 2001). Dg s écarts entre les données empiriques
et le modele théorique peuvent étre utilisés padinat des meilleurs modeles et ainsi, avoir

une approche plus fine de la biologie du para3itegerson, 2003).

Les premiéres tentatives de modélisation du fonoemment d'une maladie

infectieuse reviennent a Daniel Bernouilli en 17@@ réalisa une équation décrivant la
dynamique d’infection de la variole, puis a McKeolrqui, en 1926, proposa le premier
modele stochastique (Kephart et White, 1991). Depdé nombreuses publications sont
parues sur le sujet, dénotant les enjeux de la lsatlén dans la lutte contre les maladies
infectieuses. Grenfell et al. (2002) indiquent migse, de 1996 a 2001, plus de 300
publications sont parues sur la modélisation dardolmaine de I'épidémiologie de la faune

sauvage, et ils soulignent I'utilité de cette diticie.

La modélisation a, notamment, été beaucoup wdilE®ur simuler I'arrivée de la rage
en Angleterre ou les renards sont présents en derisité en milieu urbain (Smith et Harris,
1991)ou pour comparer les différentes méthodes de denpidssibles (Smith et Wilkinson,
2003). Elle a également été utilisée par White atrisl (1995)pour examiner la distribution
fractionnée de la tuberculose bovine chez lesddaix en Angleterre et mettre en évidence, a

I'aide d’'un modele stochastique, l'influence dediatribution spatiale et de la connectivité
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entre les sous-populations de blaireaux dans fasiliin de la bactérie. Ces auteurs ont, ainsi,
montré que les perturbations des populations deebla, potentiellement provoquées par les
campagnes de contrble, pourraient provoquer unenaniition de la persistance ou de la
diffusion de linfection. Dans le cas du paludisntes modeles de simulations ont été
développés pour étudier les conditions déclenchame résistance du parasite aux
médicaments et pour prédire I'extension de cetiistance (Koella et Antia, 2003).

V.4. Limites de la modélisation et types de donnéésessaires

On peut voir a travers ces exemples que la madi@is est largement employée en
parasitologie, notamment pour les microparasitasigyvbactéries, protozoaires). Cependant,
il s’avere plus difficile de mettre en place desdeles pour les macroparasites (helminthes et
parasitoides) a cycle indirect, du fait de I'implion de plusieurs hétes dans ces cycles
(Anderson et May, 1979; May et Anderson, 1979). D&n cas des macroparasites dont
E. multilocularis fait partie, les modéles ont permis d’identifien wertain nombre de
caractéristiques relatives aux populations d’hotdsez les hotes définitifs, le parasite est peu
pathogene, les prévalences sont élevées et la darée de I'hdte est longue, alors que chez
les hotes intermédiaires, le parasite est fortempatitogene, les prévalences sont faibles et la
durée de vie de I'hdte est courte (Anderson et ME§79; May et Anderson, 1979).
Cependant, un des facteurs limitant du développemes modeles est la disponibilité des
données, certaines étant, de plus, difficiles antifier (Keeling, 2005). Ainsi, si la
modélisation peut, notamment, permettre aux ene#ise prendre conscience gu'’il existe
des limites dans les approches théoriques, ellengienussi aux théoriciens de réaliser
'importance et la difficulté de collecter les d@ms nécessaires pour « alimenter » les
modeles (Grenfell et al. 2001).

La modélisation met donc en évidence la nécedsitdisposer de données, d’'une part
issues de plusieurs disciplines et, d’autre parhvenant d’études empiriques pour
comprendre des processus biologiqgues complexesmeooelui du cycle de transmission
d’E. multilocularis D’ailleurs, alors que de nombreux modeles ont d&geloppés pour
Echinococcus granulosusmotamment a partir des travaux de Roberts e{1886, 1987),
relativement peu ont été proposés pBumultilocularis a I'exception de ceux développés
par Roberts et Aubert (1995), Ishikawa et al. (306fnsen et al. (2003, 2004) et Budke et

al. (2005). Dans ces modeles, les individus (hotfnitifs ou hotes intermédiaires) sont
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classés en trois catégories: « non infectés maiseptibles de I'étre », « infectés mais non
infectieux » (c'est-a-dire porteurs du parasitepériode prépatente), et « infectieux », si le
parasite peut passer a I’héte suivant des que aleditons sont favorables. Pour parvenir a
appliquer ce classement, il faut nécessairementaitre certains parametres précis, tels que
I'espérance de vie des vers adultes dans les iidndée de la contamination), la durée de
maturation des larves dans les campagnols et deslans les renards (prépatence), ou encore
l'intervalle d’émission des segments ovigeres etdebre d’ceufs par segment chez le vers
adulte. Ce type de données est difficlement addesset ne peut I'étre que par des

expériences en laboratoire dont les extrapolatomrsconditions naturelles sont hasardeuses.

V.5. Apport des données de terrain a la compréhensiu cycle parasitaire

Les études de terrain, du type de celle que neassaconduite dans les Ardennes,
s’'averent complémentaires des travaux expérimentanduits en laboratoire, car elles
apportent une partie des données nécessaireseatifidation des facteurs biologiques qui
modulent l'intensité de la transmission parasitaisn fonction des conditions
environnementales. Par exemple, les études dantpeamettent d’identifier les espéces hotes
responsables de la transmission, les relationsaetés entre les différents types d’hétes, et
entre les hotes et le milieu environnant. De pklles permettent de mettre en lumiére
I'étendue des variations possibles des prévaleate®s charges parasitaires. Au cours de
cette étude, nous nous sommes intéressés a phugiesifacteurs identifiés par Raoul (2001)
comme influencant la transmissionEd'multilocularis prévalence chez les hétes définitifs,
charges parasitaires, occurrence des hotes intermesddans le régime alimentaire du renard,
densités d’hétes intermédiaires et définitifs, répan spatiale des ceufs et lien possible entre
le type génétique du parasite et sa production i@d'akloriginalité de notre démarche tient a
notre choix de coupler I'étude du cycle dans urgioré de nouvelle endémie avec une
approche intégrée a plusieurs fenétres de percemijmatiale. En effet, I'étude du
fonctionnement global du cycle El’ multilocularisdans le Sud-est des Ardennes a mis en
evidence I'importance du régime alimentaire, algue les analyses spatiales a différentes
étendues et grains se sont réveélées étre partemumiént adaptées a la mise en évidence de
I'agrégation spatiale des renards contaminés etcbaggyes parasitaires, et de la différence
dans les degrés d’ouverture du filtre de rencoeniréonction des milieux.
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V.6. Comparaison du fonctionnement du cycle d’E. lilecularis dans les Ardennes a

d’autres situations

Notre étude, réalisée dans le Sud-est des Ardesumeé3)0 kmz2, a permis de confirmer
que la prévalence vulpine dans une région de nmueeldémie peut étre aussi élevée que
celles relevées en régions d’endémie historiquesgto et al., 1997; Romig et al. 1999a,
1999b; Hofer et al., 2000; Raoul et al., 2001; e et al., 2001; Duscher et al., 2006ps
données n’'ont pas permis de mettre en évidenceerneentre I'évolution des densités de
renards et celle des prévalences vulpines suggéreamoul et al. (2001), Jenkins et al. (2005)
et Romig et al. (2006). Un recul sur le plus loagrte sera toutefois nécessaire pour préciser
cet aspect. Cependant, le fait que la densité éstide renard soit particulierement élevée
dans la région peut expliquer, en partie, la fgnévalence relevée. L'explication de cette
forte prévalence est cependant également a rearedans les caractéristiques de la relation

prédateur-proie.

La situation ardennaise s’est, en effet, avéréggnale en ce qui concerne les liens
entre hotes définitifs et hotes intermédiaires.Heanche-Comté (Figure 9), zone d’endémie
historique, une consommation intensive de campagt@irestres et de campagnols des
champs par les renards semble étre un facteuradle ld transmission parasitaire (Giraudoux
et al., 2002). La spécialisation des renards sucampagnol terrestre dans la zone des
plateaux du Jura est proportionnelle a la biomasésente (Raoul, 2001) et elle est liée a la
présence de pullulations de plusieurs mois de egeur (Giraudoux et al., 1997; Giraudoux
et al., 2002), provoquées par un ratio élevé damaysage de son habitat optimal, la prairie
(ROMPA hypothesisLidicker, 2000). Les fortes prévalences chezéemrds se situent donc
dans ces zones des plateaux jurassiens, ou I'melletiere domine (Giraudoux et al., 1997;
Raoul et al., 2001). En revanche, dans les Arde(iRiggire 9), le régime alimentaire des
renards est composé en grande partiMieotus sp., et le campagnol terrestre y a une place
négligeable. Ce ne sont plus les campagnols tegestqui sont consommés
proportionnellement a leur abondance: Néisrotus semblent avoir remplacé les campagnols
terrestres dans le régime du renard, et par la no@me le cycle d&. multilocularis De plus,
la structure du paysage n’est pas favorable a dé#algiions de rongeurs prairiaux: les
densités de campagnols des champs restent tréssfadimparativement a la Franche-Comté
et les campagnols terrestres sont quasi inexistamisi, a une étendue régionale, I'absence

de pullulations de rongeurs prairiaux et de paysdgeorisant ces pullulations n’est pas
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hY

associée a une faible intensité du cycle du pardsiigure 9) et a un risque réduit de

transmission a ’lhomme.

Caractéristiques du
cycle

Zone d’endémie historique

Cas de la Franche-Comté

Zone de nouvelle endémie

Cas du Sud-est des Ardennes

Principal HD *

Renard roux

Renard roux

Principaux HI *

Microtus arvalis
Arvicola terrestris

Microtussp.? **

_ M. arvalis Microtus s
. p.
bensités Hl A. terrestris A tenesiris
Consommation des M. arvalis Microtus sp.

HI par les HD

A. terrestris

A. terrestris

Relation densités HI
— consommation par

A.terrestris: consommation
proportionnelle a la biomasse

M. arvalis: consommation
proportionnelle a la biomasse

HD disponible disponible
Type de paysage .. o
agricol Prairies Cultures & Prairies

* Ayant un rdle significatif dans la transmissiom parasite

** H| présumé d’apres le régime alimentaire desards, cependant les prévalence&dmultilocularischez ledMicrotussont inconnues

Figure 9. Caractéristiques du fonctionnement dlecg®&. multilocularisdans des zones ou plus de 50 % des

renards sont porteurs du parasite (la taille descteres est fonction de I'importance du facteur)

Notre étude est la premiére menée dans une zonewkelle endémie en prenant en
compte aussi bien les aspects de dynamique desatiopa hotes intermédiaires, que le rble
du paysage et les relations entre hotes intermrédiat hotes définitifs. En effet, les données
issues de la plupart des zones dites de nouvaléngie sont généralement tres fragmentaires
(Belgique, Pologne, Luxembourg, Républiqgues Tchéqué&lovaque, Hongrie, Pays-Bas,
Italie: détection du parasite chez les renardsg&ig, Slovénie, Roumanie: détection du
parasite chez des rongeurs; revue in Vervaeke,e2@3; Casulli et al., 2005): si le renard
semble étre I'h6te définitif principal, les hotegermédiaires sont rarement identifiés et les
relations entre hoétes définitifs et hétes interraigds restent donc inconnues. De plus,
seulement quelques études se sont pour l'instéértessées a l'influence du paysage sur la
prévalence (Martinek et al., 2001; Miterpakova &t 2003) ou a I'hétérogénéité des

prévalences (Van der Giessen et al., 2004).
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Par ailleurs, nous avons constaté que le portagesipaire varie beaucoup d’un renard
a l'autre : une majorité de parasites est portéeupaminimum de renards, comme constaté
dans la littérature (Hofer et al., 2000; RaoulleR@01; Fischer et al., 2005). Des difféerences
de génotypes parasitaires pourraient étre avarpmestenter d’expliquer les différences de
charges parasitaires, en supposant qu’'un génobypeesponsable des fortes charges, comme
cela a été mis en évidence chez les microparapibes,lesquels les variations de génotypes
sont a l'origine de différences de virulence (Ravet al., 2001; Craig et Scherf, 2001; Su et
al., 2003). Dans les Ardennes, nous avons détextérésence de deux génotypes
d’E. multilocularisqui ne semblent pas associés a des charges pargsul les plus fortes
charges parasitaires que nous avons relevées pondeEnt aussi bien a un génotype qu’a un
autre, ou a la combinaison des deux. Ainsi la gueste pose toujours de savoir s'il existe
chezE. multilocularisdes génotypes plus performants que d’autres eretede transmission.

La forte prévalence mise en évidence dans le sadd\ddennes pourrait également étre
due, au moins en partie, a une naiveté immunit@esepopulations d’hétes nouvellement en
contact avec le parasite (Bush et al., 2002), am donctionnement particulier du systéme
héte-parasite dans une zone nouvellement colonigésuivi des helminthes hébergés par les
renards au Royaume-Uni (Richards et al., 1995; tsmital., 2003) indique que ce pays
semble pour I'instant exempt d’échinococcose abié®l d’autant plus qu’aucun cas humain
autochtone n'y est répertorié (Kern et al., 20@3xpansion du parasite pourrait y étre tres

rapide et le nombre de cas trés important, diwcéatette naiveté immunitaire.

V.7. Extrapolation possible des résultats a I'endgdmdu département

Les caractéristiqgues de fonctionnement du cydte kultilocularisont été décrites sur
une superficie équivalente a un sixieme du dépamerdes Ardennes. Ce dernier peut étre
divisé en zones géographiques bien distinctes (€idi0). La zone 1, qui correspond au
massif de I'Ardenne, est quasi exclusivement fogest c’est la zone la plus humide (en
moyenne 1500 mm de pluie par an), la plus fraiobd’altitude peut atteindre 500m. La zone
2, dans laquelle I'étude a été menée, est unedmt@nsition. Ce sont les crétes ardennaises,
essentiellement agricoles, ou le paysage est cangmprairies et de cultures, et de forét pour
un tiers de la superficie. La pluviométrie (900-QGOm par an) et les températures sont elles
aussi intermédiaires, l'altitude est de 200 a 30Enfin, la zone 3 est située dans la plaine

Champenoise et correspond a une zone de cultuemsine de céréales et de plantes
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fourrageres, ou les prairies et les foréts soneraies. La pluviométrie y est plus faible (800
mm par an) et les températures plus chaudes. Nodtats semblent pouvoir s’appliquer a
I'ensemble de la zone 2. Pour ce qui est du clienhake I'altitude, ils suggérent que la zone 1
(humide et fraiche) est plus favorable au maintiemparasite que la zone 3 (plus séche et plus
chaude). Les différences marquées de paysage tendex, plutt & défavoriser la
perpétuation du cycle dans les zones 1 et 3, @ansesure ou I'absence de prairies pourrait
limiter les densités de rongeurs prairiaux hotderinédiaires a des densités inférieures a
celles nécessaires pour que le cycle se maintigbependant, le cycle parasitaire semble
exister au moins dans la zone 1, puisque des fdzesnards positives y ont été détectées
(wwww.ententeragezoonoses.com). Ainsi, la prospectie ces zones pourrait étre une
source importante d’'information concernant l'infhee des espéces d’hétes intermédiaires et

de leur densité sur la transmissiof dmultilocularis

Figure 10. Zonation du département des Ardenndsrenion des principales zones géographiques ffiioltes
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V.8. Hétérogénéité spatiale du portage parasitaarane étendue régionale et un grain local

Si l'étude des prévalences chez le renard danferelites régions permet de
déterminer I'aire de distribution du parasite enuettre en évidence sa présence, I'étude de la
contamination des renards a une fenétre d’observapilus fine est préférable pour
caractériser de fagon plus précise le cycle paiesitDans ce cas, I'étendue régionale, qui est
plus & méme de prendre en compte le fonctionnediené population de renards, et le grain
local, assimilable au domaine d’activité des resaskmblent appropriés (voir Figure 11).
Nous avons ainsi montré que l'importante hétérogéraes prévalences vulpines mise en
évidence au sein de la zone de répartition du pardsckert et al., 2001b), est de nouveau
apparente a une étendue régionale, et que la iaéiabe cette prévalence peut étre
importante puisque la prévalence globale de 53%eyvan fait, de moins de 20% a plus de
80%, (en considérant une étendue régionale et ain ¢pcal). A ce grain, les densités de
rongeurs hétes intermédiaires semblent prendreimdpdrtance par rapport a ce qui a été
percu lors de la détermination du fonctionnement ayule dans notre région d’étude
(premiére partie de thése). En effet, les prévaleres plus fortes sont situées dans des
secteurs ou les densités Mécrotus sont les plus élevées et ce, méme si la compogitio
paysage de la région n’est pas favorable aux jaituds de rongeurs, contrairement a ce qui
est généralement le cas lorsque les prévalencesleheenards sont élevées. De plus, le fait
que l'environnement autour des renards infectésbkemlus propice a la présence de
rongeurs prairiaux hotes intermédiaires (plus @erigs, moins de forét) que I'environnement
autour des renards sains, confirme I'existence diem entre composition du paysage et
probabilité d’'infestation des renards et, ce, méméabsence de pullulations de campagnols.
Sur notre terrain et a notre fenétre d’observaties,densités de campagnols terrestres sont
faibles dans les secteurs de forte prévalence,romnit que cette espece ne semble pas
participer activement au cycle parasitaire danssud des Ardennes. L’apparition d’'un
possible lien entre les densités MlEcrotus hodtes intermédiaires et la contamination des
renards nécessite d'affiner les connaissancessujeg pour déterminer les roles respectifs
desMicrotus et des campagnols terrestres dans la transmission.

De plus, nous avons pu montré que la distribusipatiale des charges parasitaires a
un grain local est trés hétérogéne : une majoetparasites est portée par un minimum de
renards, et ce sur quelques kilomeétres carrést Itependant a déplorer que la plupart des
études ne fournissent pas de quantification desgebaparasitaires et qu’aucune, a notre

connaissance, ne décrive I'hétérogeneéité spatealed charges. Elle est pourtant primordiale.
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En effet, si I'on considére qu’un ver adulte émetsegment ovigére tous les 15 jours (Eckert
et al., 2001a) et que la production d’'ceufs a lfietér d’un renard est proportionnelle au
nombre de vers présents, on comprend alors quenesds porteurs d’'un faible nombre de
vers ne déposent que peu de feces positives, glogsceux fortement chargés peuvent
déposer des milliers d’ceufs avec chaque feces. rBadltats semblent indiquer que les
renards a forte charge parasitaire sont situés l@ansecteurs de plus forte prévalence : une
forte biomasse parasitaire agrégée dans une zetreinge pourrait ainsi faciliter localement

la contamination des hotes.

V.9. Identification des milieux a risques a une étiue locale et un grain micro-local

L’explication de l'agrégation spatiale des chargesasitaires est a rechercher au
niveau de la structure du paysage, notamment atégessant, a une fenétre d’observation
plus locale, a la distribution des feces de renagtlsdonc potentiellement des oceufs
d’E. multilocularisdans les différents milieux. Le passage a unadéiocale (90 km?) et un
grain micro-local (1000 m?) nous a en effet perdiaborder la notion de filtre de rencontre
(Figure 11).

Comme remarqué en introduction, et comme noussaponle constater dans le cas
des prévalences . multilocularischez les renards, une apparente homogénéité tveemwn
de perception large peut cacher de fortes héetéémgdna un niveau de perception inférieur.
Ainsi, des aires de distribution communes entrgeons et renards ne sont pas un gage du
passage du parasite dans les hotes successifaskage du filtre de rencontre nécessite une

coincidence spatiale et temporelle entre parashéte.

Le contact entre les ceufs d’échinocoque et legeans implique la présence dans un
méme milieu de ces deux acteurs, la probabilitéeseontre (c’'est-a-dire I'ouverture du
filtre) étant d’autant plus élevée que I'un et tr@usont présents en fortes densités. Or, les
ceufs étant véhiculés par les feces de renardyest dapacités de déplacement étant nulles, la
présence des ceufs est inhérente a celle des fecesatd. Ainsi, la distribution des féces de
renards apparait comme un facteur clé pour le ifmmeément du cycle. Giraudoux et al.
(2002) ont montré en Franche-Comté que les fecesedards étaient majoritairement
présentes dans les lisiéres de culture et sumleks lwes routes. Cependant aucune autre étude

n'a examiné cette distribution de fagon fine, malgntérét évident de la question
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Etendue régionale (900 km?) 6rain local (1 km?)

Sud-est des Ardennes Buffer autour d'un renard

I Etendue locale (90 km?) Grain micro-local (1000 m?) :
1

|Les 5 sites ou sont réalisés les Milieu échantillonné 1
I transects |

Figure 11. Schéma de I'emboitement spatial desstughionales et locales

Nos résultats montrent que des feces sont retesupétentiellement dans tous les
milieux échantillonnés, mais que ce sont cependans les lisieres que les densités relatives
sont les plus élevéeB.importe désormais de savoir si les conditionsatiques locales qui
prévalent dans ce type d’habitat, notamment leglitons d’humidité et de température,
peuvent favoriser, ou au contraire diminuer, lasgudes ceufs (Veit et al. 1995; Hansen et al.,
2004) et, par la méme, réguler I'ouverture dudille rencontre.

Nos résultats ont montré qu’il n’y avait pas diatren linéaire entre les densités de
rongeurs et les densités de feces pour une petitemp de milieu donnée. Cependant, certains
milieux présentent dans leur ensemble des derditdeces et de rongeurs élevées, ce qui
optimise probablement I'ouverture du filtre de remite. Cette possible ouverture du filtre de
rencontre semble confirmée par d'autres étudesed®in, concernant les prévalences

d’E. multilocularischezMicrotus arvalis: celles-ci sont généralement faibles (moins d¢, 1%
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mais peuvent localement étre supérieures a 109, léanlisieres de cultures et le long des
bords de route, sur quelques centaines de metnes ¢Relattre et al., 1988; Giraudoux et al.,
2002).

La transmission est d'autant plus facilitée que Wensités de rongeurs hotes
intermédiaires et de feces sont élevées. Commedatidg d’ceufs par feces est présumée étre
liée a la charge parasitaire des renards, on p@poser que le nombre d’ceufs émis par féces
est tres variable en fonction du statut du rensaih( infecté mais non infectieux, infectieux
avec peu de vers, infectieux avec beaucoup de .véns) cours de notre étude, la
contamination des féces a été testée mais peurd’eldés ont été diagnostiquées positives;
cependant la zone de collecte des feces s’esteaagoésteriori étre située dans un secteur de
faible endémie. Le peu de féces positives ne noymsa permis de rendre compte de

différences locales dans la présence ou I'abs€peefs.

De plus, lorsque 'on étudie la distribution désds, il est important de prendre en
compte les facteurs de variabilité de leur pems#alans I'environnement, pour s’assurer que
le nombre de féces trouvées par type de miliensbien représentatif de la distribution et de
I'abondance relative des féces dans ces miliewc’'€t un sujet sur lequel la littérature est
actuellement trés pauvre. Les principales indicatide I'effet de variables telles que les
conditions climatiques ou I'activité d’autres anumasur la persistance des féces proviennent
d’études menées sur des herbivores (Nchanji et irrem2001; William et Warren, 2004;
Hemami et Dolman, 2005). Trés peu ont été réaliséeses féces de carnivores (Cavallini,
1994; Sanchez et al., 2004). Il apparait que lessf@peuvent se dégrader trés rapidement et
disparaitre, rendant ainsi les ceufs restés sue phaietectables au cours de simple transects.
De méme, si tout ou une partie des féces est dédlamplacement des feces ne sera alors

représentatif que d’'une partie de la contamingtiossible.

- 141 -



- 142 -



Conclusions / Perspectives

VI. CONCLUSIONS / PERSPECTIVES

Notre étude a souligné une forte prévalence valpig. multilocularisdans une zone
pourtant considérée comme une zone de nouvellemeadéa situation ardennaise s’est
aveérée originale vis-a-vis de I'importance du geMierotus comme possible principal héte
intermédiaire dans une région ou il ne semble pas&s a pullulations. L'étude du régime
alimentaire dans les zones d’endémie est primadieis cependant il est a déplorer que peu
de résultats soient publiés a ce sujet (Weber &nAUW993; Giraudoux et al., 2002; Raoul,
2001; Saitoh et Takahashi, 1998)insi, il semble pertinent d’explorer davantager &
terrain d’étude ardennais et ailleurs, les liertseeles évolutions de densitésMerotus, leur
consommation par le renard et les prévalences wieser A I'heure actuelle, mise a part au
Japon otlC. rufocanusrongeur forestier, est 'hGte intermédiaire piat et ou les rongeurs
prairiaux sont absents, partout ailleurs ce satémpagnols prairiaux qui semblent étre les
principaux hétes intermédiaires impliqués dans rendmission . multilocularis Des
études sont a mener dans différentes régions dideupmur déterminer si des especes de
rongeurs non prairiaux peuvent permettre le mairdie cycle.

De telles relations ne peuvent étre mises en Be@gue par des suivis a long terme.
On peut également se demander quelle est I'impoetegiative des campagnols agrestes dans
le genreMicrotus Puisque la détermination de I'espéce est tregithf lors de I'étude du
régime alimentaire (les poils ne permettent pasgistinction, et le nombre de machoires
retrouvées est minime), et que les transects decteld’indices ne permettent pas de
distinguer clairement les deux especes, la seusilpbté pour déterminer les prévalences
respectives chayl. agrestisetM. arvalisen milieu naturel serait le piégeage intensif cflé
ces deux especes, avec cependant la difficultéumeape parvenir a collecter suffisamment
d’animaux pour mettre en évidence les trés faipl€valences (généralement inférieures a
1%).

Le fait que les deux génotypes identifiés dansAlelennes aient déja été identifies
dans d'autres régions de France, ainsi qu'en Pelo@lovaquie, Autriche, Suisse et
Allemagne (Knapp, com. pers.) en zone d’endémittidgie, vient renforcer le débat sur la
détection du parasite dans des régions ou il sénjildgue-la absent : correspond-t-elle a une

véritable avancée de l'aire de distribution, a oténét nouveau pour la recherche de ce
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parasite et/ou aux progres des méthodes de détd&OR, coprotest ELISA) facilitant le
dépistage du parasite, ou encore, a une augmentii@révalence dans les populations au-
dessus d'un seuil permettant la détection du pargBiomig et al., 1999a) ? L'étude du
polymorphisme génétique du parasite pourrait pdarmede répondre en partie a cette
guestion, en permettant de retracer 'avancée dasip@ en Europe, mais également au sein
de zones de nouvelles endémies, en procédantrdéntee maniere que dans les Ardennes par

typage des vers en association avec I'analyseadpale leur répartition.

De plus, I'étude des génotypes en lien avec lasgels parasitaires a montré que I'on
pouvait identifier plusieurs génotypes parasitailaas les populations de renard, sans que
I'on puisse toutefois leur associer un niveau detammination particulier. La recherche des
génotypes parasitaires couplée aux données déntesta poursuivre, pour déterminer s'il
existe chezE. multilocularis des génotypes plus performants que d'autres emeterde
transmission. Si de tels génotypes parviennentra iédentifiés, dans le cadre d’études
expérimentales, I'accent devra étre mis sur la eette des mécanismes responsables :
production de protoscolex ou d’ceufs plus élevéec ases génotypes qu’avec d’autres,
meilleure survie des oeufs dans I'environnemenérgxtr, réponse immunitaire diminuée

chez les hoétes, etc.

Deux hypothéses majeures ont pu étre avancéesegpliquer la forte hétérogénéité
des prévalences et des charges parasitaires aendué régionale et un grain local. Le lien
entre la structure du paysage et la prévalence® aailigné et constitue une contribution
originale de notre étude. En effet, peu de donrsées actuellement disponibles sur les
conditions environnementales expliquant I'infectides renards a un grain correspondant a
leur domaine d’activité. Les caractéristiques ddgenx fréquentés par les renards agissent a
deux niveaux: elles font varier la probabilité d®nsommer des rongeurs hobtes
intermédiaires, et elles conditionnent la survie deufs si I'humidité du sol différe d’'un type
de milieu a l'autre. Une caractérisation plus fileel’environnement (humidité des sols, zones
paturées, jachéres, zones fréquentées par I'hoetng autour des renards infestés, du méme
type que celle proposée par Staubach et al. (2p0L)rait étre envisagée, en ayant recours a
la télédétection et au traitement de données emwnmentales (typologie des habitats,
géologie, hydrologie...). Elle pourrait s’inspirertamment de la démarche entreprise en

Chine dans le canton de Zhang (province du Sichaan)’analyse de la composition du
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paysage dans les 2 km entourant les villages opriaglences humaines d’échinococcose
alvéolaire sont élevées (Graham et al., 2004; Daesal., 2004). Ce type d’étude pourrait
permettre, a terme, de déterminer la proximité jpi@gsages ou des habitats a risque par
rapport aux zones anthropiques ou aux sites giliséquemment par les populations
humaines pour la cueillette ou les activités dsilpiet, ainsi, de permettre de diminuer le
risque de contamination humaine en informant lgsufaions sur la présence de zones a

risques.

L'approche locale a été tres peu explorée damadee de I'étude de la transmission
d’Echinococcus multilocularjset beaucoup de points restent a éclaircir. Nowmsa pu
constater que les possibilités d’ouverture duefitle rencontre pouvaient varier fortement en
fonction du milieu considéré, avec des densitestivels de feces et de rongeurs plus élevées
dans les lisieres de végétation moyenne, ce qurgibtavoriser la transmission du cycle et la
contamination humaine. Comme des connaissancelesulifférences de conservation des
feces dans I'environnement en fonction du type dieumnet des conditions climatiques
s’averent nécessaires pour évaluer I'importancehis dans I'estimation de I'abondance
relative des féces par milieux, des expériennesitu sur la durée de persistance de féces
provenant de renards d'élevage et donc de réginmeemtiaire connu, en fonction des
conditions climatiques (pluviométrie moyenne et meate, températures moyennes,

minimales, et maximales, etc) sont a envisager.

De plus, notre travail a porté essentiellementlssipossibilités de contacts entre les
oeufs et I'hGte intermédiaire. Cependant, pour mesrgue le cycle parasitaire est dépendant
de milieux particuliers, il conviendrait d’incluredans [I'étude la contamination
environnementale réelle (hombre d’ceufs déposéesqirévalences chez les rongeurs (avec
cependant le probleme évoqué précédemment de idételet parasite dans des populations
ou la prévalence est tres faible). Le niveau detasoimation des milieux pourrait, par la
méme meéthode de collecte de feces et de test Efli#&Acelle employée présentement, étre
estimé en travaillant dans des secteurs préalableighentifies comme étant potentiellement
trés contaminés (notamment en réalisant une anahaté@le des charges et prévalences). De
plus, I'utilisation des techniques biomoléculaipgécédemment citées (utilisation de la cible
microsatellitaire EmsB) appliquée a lidentificatimon plus des génotypes des vers, mais
cette fois, directement a celle des ceufs préseamts tenvironnement, pourrait, de plus,

permettre d’estimer le potentiel contaminant degceagénotype.
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Le piégeage des rongeurs prairiaux pour en pemrletdiagnostic, en complément de
transects d’estimation de densités de ces mémeggun et en association avec la détection
du parasite dans les féeces ou dans le sol, poyreaiettre de quantifier la transmission
parasitaire et d’estimer son efficacité en fonctionmilieu considéré. En effet, tout I'intérét
réside ici dans la prévention de la maladie humaliaitant plus si certains milieux s’avérent
plus « a risque » que d’autres, comme cela sentl@det cas pour les lisieres de végétation
moyenne. Il est nécessaire d’examiner la situatars d’autres régions, et de voir I'impact de
la variation de paramétres tels que la densit&dards, les pratiques agricoles, le climat, etc.,

sur la transmission et la notion de milieu a risque

Enfin, comme le dépbt des feces dans les différemlieux et la consommation des
hétes intermédiaires contaminés sont dépendantsonportement des renards, davantage
d’efforts devraient étre consacrés a bien cernarooaportement. Il faut bien souligner que,
de part 'immobilité des oeufs dans lI'environnementla faible mobilité des rongeurs
prairiaux (de l'ordre de quelques centaines de esetle plus souvent quelques dizaines,
Spitz, 1977; Airoldi, 1978), il est nécessaire, pouw’'un renard sain se contamine, qu'il
vienne chasser a proximité d’'un emplacement ouamard contaminé a déféqué. Ainsi,
I'utilisation de I'espace par les renards, qui gad&é soulignée a une fenétre d’observation
supérieure (fréquentation de milieux propices angeurs hotes intermédiaires), apparait ici
comme un €lément clé dans la compréhension deetoation du cycle &. multilocularis
Cet aspect éco-éthologique est pourtant largerganté dans les études épidémiologiques de
ce parasite. Or l'intensité du chevauchement desadwes vitaux des renards, plus connu en
milieu urbain, mais également démontré en milieralrgPoulle et al., 1994; Henry et al.,
2005) pourrait agir sur la probabilité de prédatienrongeurs contaminés. Ainsi, il convient
d’inclure cet aspect dans de futures études, notarhmn cherchant a identifier le patron

d’utilisation, pour la chasse et la défécationzdees communes a plusieurs renards.

La reconnaissance individuelle des féces de rendaiblement et fortement
contaminés pourraient nous éclairer sur le roélecdmportement dans la contamination
environnementale. Cependant, il est quasi impassiblsavoir avec des moyens traditionnels
ou un renard donné dépose ses feces. En effeiljsitibn de marqueurs inclus dans
I'alimentation des renards implique une consommmatiéguliere et individualisée de cette

nourriture; de plus le nombre de feces marquéesuet est trés faible (Poulle, 198Tgs
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bY

progrés constants dans le domaine de la génétigumeftent a présent d’envisager
I'utilisation de cet outil pour identifier le progtaire de chaque féces retrouvée sur le terrain,
grace a la recherche de marqueurs microsatellaes tes cellules épithéliales de renards
présentes dans leurs feces. Ce type d'étudesjastddéisée chez de nombreuses especes pour
en estimer les effectifs, par exemple chez le &airMeles melgsen Angleterre (Wilson et

al., 2003), l'outarde barbueDfis tardgd a Morocco (Idaghour et al., 2003) ou encore le

wombat commun\{ombatus ursingsa Melbourne (Banks et al., 2002).

Ainsi, notre étude met en évidence limportanceurpla compréhension des
mécanismes liés a la transmission parasitaire:’é@des conduites en zones de nouvelle
endémie, 2) de la détermination du role des gémstymarasitaires dans le cycle, 3) de
I'intégration de données issues de différentestfeaé&’observation, 4) de la prise en compte
de linfluence du comportement des renards surolatamination environnementale. Ces
différents axes de recherche constituent autargistes prometteuses pour comprendre les
mécanismes de transmissionEdhinococcus multiloculariset prévenir les risques de

contamination.
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RESUME

Guislain M.-H. — Etude a différentes fenétres de peeption, des facteurs impliqués dans la
transmission d’Echinococcus multilocularis parasite responsable d'une maladie émergente :
I’échinococcose alvéolaire

L'échinococcose alvéolaire, qui peut étre fatale sliagnostic est tardif, est une zoonose émeegéiie est
due a un cestodé&chinococcus multilocularjsdont le cycle fait intervenir le renard rowlpes vulpes
comme héte définitif et les campagnols prairiaiic(otus arvalis et Arvicola terrestri3 comme hotes
intermédiaires. Relativement peu de données sanellament disponibles sur les facteurs écologigues
peuvent moduler lintensité de la transmission duapite entre ses hbdtes aux fenétres d'observation
régionales et locales. Dans ce contexte, nous as@mduit une étude du fonctionnement du cyckEnda
différents niveaux de perception, dans le dépanmémancais des Ardennes, considéré comme unerrélgio
nouvelle endémie. La prévalence vulpine, estimé&3a% pourrait étre expliquée par une densité
relativement élevée de renards et une importanmearomation déV. arvalis de leur part. A une étendue
régionale (900 km?) et un grain local (1 km?), téyalence vulpine et la distribution des chargeagaires
apparaissent trés hétérogenes, avec un gradiéasamb nord-sud trés marqué. La majorité de la agsm
parasitaire est concentrée sur quelques indivithssirequelques kilométres carrés. Les caracténissiqiu
paysage et les densités de rongeurs hétes inteximesdsemblent influencer les prévalences vulpiBesn,

a une étendue locale (90 km?) et un grain micralld@000 m?), les lisieres semblent particulieremen
favorables a la transmission parasitaire, puis¢est dans ce milieu que coincident des densitésétede
feces de renards et de rongeurs et, donc, queofgacts entre ceufs et hétes intermédiaires sontliess
probables.

Mots-clés : Echinococcus multilocularjsVulpes vulpesMicrotus Arvicola terrestris féces, Ardennes,
micro-habitat, transmission parasitaire

ABSTRACT

Guislain M.-H. — Multiple range study of factors cantrolling the transmission of an emerging zoonotic
agent, Echinococcus multilocularis

Alveolar echinococcosis, which can be lethal ifgtiased too late, is an emerging disease. This z®I
caused by the cestodshinococcus multilocularjsvhich sylvatic cycle implies the red f&ulpes vulpes
as definitive host, and the common and water vmlesotus arvalisandArvicola terrestrisas intermediate
hosts. Human can be contaminated by ingestion rafsfia eggs laid on vegetablesvia direct contact with
definitive hosts. A few data are currently avaitabh ecological factors modulating parasitic traissian
between their different hosts on regional and lopalception ranges. We conducted a study on
E. multilocularis cycle pattern on different perception ranges,him french departement of the Ardennes,
considered as a new endemic area. The prevaletitendltilocularisin fox population reached 53%, which
might be explained by a relatively high fox popidatdensity and an important consumptiorvbErotus sp.

by the red fox. On a regional range (900 km?2) aiitth & local grain (1 km?), the prevalence in red &s
well as individual worm burden distribution was yédreterogeneous, with a strong gradient increafsomg
north to south. The majority of the parasitic biesavas harboured by a few red foxes within somarsgqu
kilometres. Landscape characteristics and interatediost densities seemed to influeBcenultilocularis
prevalence in red foxes. Finally, on a local rat@®kmz2) and with a micro-local grain (1000 m?2)ramsitic
transmission seemed to occur more likely in edgbsre red fox faeces and rodent densities were high

Key-words : Echinococcus multilocularjsvVulpes vulpesMicrotus Arvicola terrestris faeces, Ardennes,
micro-habitat, parasitic transmission



