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Introduction géneérale

En touchant plusieurs milliards de personnes sur terre, les parasitoses gastro-intestinales
dues a des helminthes sont une préoccupation majeure identifiée comme telle par I’Organisation
Mondiale de la Santé. Ces infections regroupent des parasitoses liées aux contaminations
fécales (Ascaris sp, Trichuris trichiura), a I’ingestion de viande ou poisson crus (Tenia sp,
Diphyllobothrium sp.) ou & des contaminations accidentelles, aprés consommation de végétaux
de bords de rivage (Fasciola hepatica par exemple). Dans d’autres cas, comme pour le parasite
Enterobius vermicularis, la vie en collectivité permet une transmission facilitée. Par exemple,
dans les creches, le partage des jouets et leur portage a la bouche en font un lieu privilégié pour
sa transmission. Alors que I’état sanitaire global, les niveaux de santé et d’hygiéne se sont
améliorés au cours des siecles derniers, du moins dans les pays industrialises, 350 000
personnes sont séverement atteintes par des vers du genre Ascaris sp., et 60 000 déceés par an

seraient directement associés a ce parasite (CDC, 2015).

La caractérisation de I’évolution préhistorique et historique des relations entre ’THomme
et les parasites au cours du développement des sociétés humaines ouvre de nouvelles
perspectives sur ces problématiques de santé publique. La paléoparasitologie est 1’étude des
restes parasitaires préservés dans des échantillons archéologiques. Cette discipline permet de
mieux comprendre 1’état de santé des populations passées et I’impact des facteurs
environnementaux et anthropologiques qui ont facilité la transmission des parasites en
s’interrogeant sur leur occurrence et sur la fréquence de chacune des espéces au cours du temps.
En effet, les ceufs libérés dans le milieu par la forme adulte des helminthes, aprés leur passage
dans le tractus digestif, peuvent étre préservés au cours du temps. Leur coque, en partie
composee de chitine, les rend résistant aux processus de dégradation chimique et physique.
Ainsi, des ceufs d’helminthes ont pu étre retrouvés dans des coprolithes, dans des latrines, sur
des organes de momies, dans le sédiment prélevé sous des squelettes, dans des couches
d’habitation... Les paléoparasitologues procédent a I’identification des taxons présents dans les
échantillons archéologiques par une analyse microscopique des caracteristiques
morphologiques et micrométriques des ceufs. Mais le diagnostic au niveau de 1’espece n’est
possible que pour une minorité d’helminthes car la plupart des ceufs au sein d’une méme famille

ou d’un méme genre présentent des caracteristiques identiques.

23



Or la connaissance plus précise des espéces apporte des informations importantes sur leur
répartition et leur transmission. Il est par ailleurs essentiel de pouvoir distinguer les parasites
infectant les étres humains de ceux infectant les animaux. Par exemple, des ceufs de Teeniidae
peuvent aussi bien étre émis par un renard infecté par Echinococcus sp. que par un humain
infecté par un Tenia sp. Mais méme dans le cas d’une origine anthropique indiscutable (des
ceufs préservés dans un coprolithe retrouvé sur une momie humaine par exemple), il ne sera pas
possible de discriminer entre T. solium, un ver solitaire qui se contracte aprés consommation

de porc cru, et T. saginata associé a 1’ingestion de beeuf cru.

En 2001, la paléoparasitologie s’est orientée vers la voie de la biologie moléculaire
lorsque les premiéres séquences anciennes d’ADN ont été obtenues pour le parasite Ascaris sp.
Apres avoir isolé une centaine d’ceufs, deux courts fragments de génes mitochondriaux ont été
séquencés a partir d’un coprolithe médiéval belge. Au cours des 14 années suivantes, un peu
plus d’une dizaine de travaux ont été publiés en paléoparasitologie moléculaire. La plupart de
ces travaux proposaient une approche commune : aprés observation microscopique de un ou
plusieurs taxons de parasites, ceux-ci sont ciblés par PCR, puis séquencés par la technique
classique de Sanger. Ces travaux ont bénéfici¢ de 1’enrichissement des banques de données
génétiques publiques en séquences d’ADN modernes de parasites, bien que les données

disponibles représentent encore mal la diversité des especes et des origines géographiques.

Ma thése s’inscrit dans le cadre d’un projet collaboratif entre le Laboratoire de Chrono-
environnement, hébergeant ’unique équipe de paléoparasitologie francaise, dirigée par
Matthieu Le Bailly, et I’équipe « Epigénome et Paléogénome », sous la direction des
paléogénéticiens Eva-Maria Geigl et Thierry Grange de I’Institut Jacques Monod de Paris.
Grace a I’expertise en biologie moléculaire et paléogénétique de ces derniers, nous y avons
développé une approche de génotypage qui permet la caractérisation d’une grande diversité des
parasites a partir d’échantillons environnementaux complexes, combinant la sensibilité et la
specificité de la PCR au séquencage a haut-débit. Nous avons appliqué cette approche a la
paléoparasitologie et nous avons obtenu des résultats pour des échantillons archéologiques
allant du Néolithique a la Premiere Guerre Mondiale. Nous avons pu déterminer au niveau de
I’espece les helminthes qui avaient été identifiés par microscopie au niveau du genre ou de la
famille mais aussi diagnostiquer certains taxons dont les ceufs sont facilement dégradés, tel
Enterobius vermicularis. La méthode, que nous avons développée et adaptée pour les parasites,
a été testée systématiquement de maniere a explorer ses limites et identifier les conditions a

respecter pour assurer la fiabilité maximale de la détection génétique des helminthes anciens.
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Nous avons exposé dans un article, soumis a Plos One (A new high-throughput approach to
genotype ancient human gastrointestinal parasites (Coté et al., 2016)) les performances de la

méthode et décrit ses conditions d’utilisation optimale.

Le manuscrit de these introduira dans une premiére partie d’étude bibliographique, les
domaines de la paléogénétique, de la parasitologie et de la paléoparasitologie. Dans une seconde
partie de matériel et méthode, je présenterai les sites archéologiques étudies et la méthodologie
que nous avons mise au point pour 1’étude d’helminthes gastro-intestinaux anciens. Cette
section sera complétée par la publication scientifique « A new high-throughput approach to
genotype ancient human gastrointestinal parasites ». Une troisieme partie regroupera les
résultats paléogénétiques obtenus, qui seront ensuite discutés. Je conclurai par un chapitre sur

les perspectives associées a la paléoparasitologie moléculaire.
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PARTIE 1 : ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE
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Chapitre | : Une introduction a la

paléogénetique

I. Introduction générale : de la paléontologie a la paléogénétique

Les traces de la vie ancienne sont depuis longtemps une source de fascination pour les
Hommes. Entre 1’ Antiquité, ou les fossiles ont été & I’origine du mythe des dragons, et le 195
siécle, avec la formalisation des idées sur la modification des especes par Lamarck et Darwin,
ces restes furent le sujet de spéculations nombreuses. Les fossiles® furent les premiers objets
macroscopiques d’étude de I’évolution, car leurs formes pouvaient rappeler celle d’animaux ou

de plantes contemporaines.

Les premiers textes sur la paléontologie proviennent de Thalés et de Xénophane,
décrivant des fossiles dont I’origine provenait du lent déplacement des mers. Théophraste
propose une explication différente, qui persista pendant 2000 ans, la vis plastica : les forces
plastiques souterraines faconnent les fossiles retrouvés (de Wit, 1992). Au 9°™ siécle, en Chine,
Shen Kuo observa des fossiles marins dans des strates montagneuses, et compris avec raison
que ces montagnes avaient été par le passé au niveau de la mer. Il associa également les
différences dans la composition de la biodiversité végétale passée et actuelle a des changements
climatiques. Plus tard, en Europe, le naturaliste Bernard Palissy fut condamné a étre pendu et
brllé apres avoir proposé en 1576 que la disparition des bivalves, sans homologues actuels,

était liée a une sur-péche (Buffetaut, 1998).

La paléontologie, au sens scientifique du terme, est créée par George Cuvier, spécialiste
de I’anatomie comparée, 4 la fin du 18°™ siécle. Bien malgré lui, alors qu’il développe la théorie
du catastrophisme, il contribuera a 1’émergence des idées sur la théorie de I’évolution. Selon
lui, les espéces disparaissent lors de catastrophes locales ou générales, et de nouvelles especes
apparaissent ex nihilo. Au début du 19°™ siécle, Jean-Baptiste Lamarck, considéré comme le
fondateur de la biologie, ou du moins, de la propagation de 1’utilisation du terme, est titulaire

d’une chaire du Muséum d’histoire naturelle de Paris.

! Le terme fossile est utilisé ici dans son sens le plus large, c’est-a-dire un reste (os, coquille, dents) ou un
moulage dans une roche sédimentaire
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Lamarck est un naturaliste francais qui travaille de maniére intensive sur la classification des
invertébrés et il est a I’origine du concept de transformisme et de la thése de la transmission des
caracteres acquis (Lamarck, 1815-1822). Henri-Marie de Blainville, médecin et zoologue,
succede a Lamarck en 1830 a la chaire du Muséum et occupe deux ans plus tard la chaire
d’anatomie comparée, laissée vacante par le déces de Cuvier. Il se consacra principalement a
I’Histoire naturelle des mollusques et a la classification des mammiféres. En 1822, en

collaboration avec son éditeur, il crée le terme « paléontologie » (De Blainville, 1822).

Les fossiles, qu’ils soient sous forme de restes tels des ossements, des dents, des graines
de végeétaux, ou des moulages dans une roche sédimentaire, furent donc les premiers matériaux
analysés par ces biologistes. Au cours des 19 et 20°™ sigcles, les restes fossiles étudiés sont de
plus en plus nombreux et variés. La paléobotanique ne se restreint plus a I’analyse des parties
aériennes ou des fruits, mais tente de reconstruire les paléoenvironnements et les paléoclimats
en mettant en évidence des pollens anciens (palynologie), des graines ou semences anciennes
(carpologie) (Renault-Miskovsky, 2002). Les archéozoologues deviennent de plus en plus
spécialisés : archéomalacologie, archéoictyologie, archéoentomologie et la paléoparasitologie,
qui sont respectivement 1’é¢tude des mollusques, des poissons, des insectes et des parasites. Le
recours a des instruments d’optique donnant accés au monde microscopique permet a des
disciplines telles la paléoparasitologie de se développer (voir le chapitre Il pour les détails sur
les débuts de la paléoparasitologie)

Ce sont aussi les avancées technologiques a la fin du 20°™ siécle dans le domaine de la
biologie moléculaire qui ont permis I’essor d’une nouvelle discipline, la paléogénétique. Celle-
ci s’imposa rapidement comme étant complémentaire aux études d’archéozoologie,
d’archéobotanique, a I’anthropologie et a la paléopathologie. Dans la suite de ce chapitre seront
exposées les caractéristiques des molécules d’ADNa (ADN ancien) et leur préservation au cours
du temps. Nous exposerons ensuite les facteurs pouvant introduire des difficultés particulieres
lorsque nous travaillons sur du matériel ancien : la présence d’inhibiteurs de réaction
enzymatique et la présence de molécules contaminantes. Nous terminerons en exposant les

précautions qui devraient étre mise en place lors de toutes études en paléogénétigue.
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Il1. La paléogénétique

La paléogénétique a pour objectif 1’étude des molécules d’ADN préservées dans les
restes d’organismes. Cette discipline a pu se développer avec la mise au point des techniques
de biologie moléculaire d’extraction et de purification des acides nucléiques, puis de la PCR
(Polymerase Chain Reaction) (Mullis et al., 1986).

En 1984, la premi¢re séquence d’ADNa est obtenue a partir d’un échantillon de muscle
prélevé sur un équidé éteint depuis 1883 et conservé dans un musee (Higuchi et al., 1984).
Rapidement, les travaux dans le domaine permirent de constater que les molécules d’ADN
analysées possédent des caractéristiques biochimiques les distinguant de leurs équivalents
modernes : elles sont courtes, présentent des sites abasiques, des liaisons intermoléculaires
atypiques et des modifications des pyrimidines, conséquences de lésions oxydatives (Paabo,
1989).

A. La dégradation post-mortem de I’ADN

Dés la mort de I’organisme, divers processus se mettent en route rapidement, entrainant
la dégradation des molécules d’ADN en courts fragments et en modifiant les nucléotides. Lors
du séquencage, ces bases modifiées pourront étre, par erreur, considérées comme des mutations,
et dans d’autres cas, elles empécheront la progression des enzymes sur le brin d’ADN qui sert

de matrice.

Ces processus peuvent étre de types endogenes, ¢’est-a-dire que les évenements post-
mortem dans 1’organisme contribuent a fragmenter et & endommager les biomolécules. Ils
peuvent étre aussi exogenes, par 1’action de bactéries saprophytes et/ou liés aux conditions du
milieu de préservation. Nous décrirons dans un premier temps I’impact des enzymes sur les
molécules d’ADN, puis les différentes dégradations chimiques qu’elles peuvent subir au cours

du temps. Celles-ci sont résumées sur la Figure 1.
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Figure 1 : dommages pouvant affecter une molécule d’ADN aprés la mort d’'un organisme
(d’apres (Lindahl, 1993)).

1) Les dégradations enzymatiques

Habituellement contenues les lysosomes, des DNases de type 11 sont libérées au moment
du déces de I’organisme. Leur effet sur les acides nucléiques est facilité car ces derniers seront
rendus plus accessibles par I’action des protéases qui les libérent de leurs interactions avec des
protéines protectrices (Friedberg et al., 1995). Des nucléases d’origine environnementale
provenant des divers organismes saprophytes peuvent aussi contribuer a la fragmentation des

biomolécules.
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2} Les dégradations chimiques

1. L’oxydation

Les guanines sont les principales cibles de cette modification chimique entrainant leur
transformation en une 8-hydroxyguanine. Cette base modifiée sera lue comme une thymine, la
base complémentaire insérée sera une adénine. Ce phénomeéne entrainera la conclusion fausse
d’une mutation de type transversion. Les cytosines peuvent étre oxydées en 5-hydroxy-5-
methylhydantoin ou 5-hydroxyhydantoin, molécules ne pouvant pas étre lue par I’enzyme Taq
polymérase, bloquant ainsi la réaction d’amplification. Elles peuvent aussi s’oxyder en 5-

hydroxycytosine, provoquant des transitions C — T (Hoss et al., 1996).

La structure désoxyribose-phosphate peut aussi étre la cible de 1’oxydation, ce qui
fragmentera la molécule d’ADN (Paabo, 1989).

n.  Les pontages

Parmi les différentes molécules organiques pouvant s’associer entre elles, nous pouvons
mentionner la réaction de condensation entre un groupement amine des acides nucléiques ou
de protéines et le groupement carbonyle d’un sucre, donnant une molécule appelée « produit de
Maillard ». Bien que I’ADN ainsi séquestré ne soit pas disponible pour les réactions
enzymatiques, ce produit est réversible aprés traitement par le bromure de N-
phénacylthiazolium (PTB, N-phenacylthiazolium bromide) (Vasan et al., 1996).

iii.  L’hydrolyse

Cette réaction chimique en présence d’eau est favorisée par un pH acide et de faibles
forces ioniques. Elle peut intervenir a différents endroits de la molécule d’ADN et entrainer des

dommages, qui peuvent avoir divers types de conséquences sur les analyses genétiques.
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a) Génération de sites abasiques

L’hydrolyse peut toucher les liaisons N-glycosidiques entre les bases azotees et le
désoxyribose, entrainant la formation d’un site abasique (dépurination ou dépyrimidination).
En fragilisant le squelette de la molécule, le brin d’ADNa peut subir une cassure. Au moment
d’une réaction de PCR, face a ce type de site, la polymérase aura tendance a ajouter

aléatoirement une base, avec une préférence pour une adénine.

b) Désamination

Les cytosines sont les bases le plus affectées par la perte du groupement amine (Lindahl,
1996), et ce dommage est le plus fréquemment retrouvé dans les molécules d’ADNa (Hofreiter
et al., 2001). La cytosine désaminée correspondant a une molécule d’uracile, une adénine sera
incorporée sur le brin néosynthétisé, résultant en des mutations C — T ou G — A. La
désamination d’une adénine donne quant a elle une hypoxanthine, provoguant des mutations
A — G, alors que la désamination d’une guanine en xanthine, sera lu comme une cytosine, sans

conséquence sur le nucléotide intégré.

Le séquencage a haut-débit, sans étape préalable d’amplification par PCR, a montré que
les cytosines désaminées se retrouvent en proportions élevées sur les deux extrémités de la
molécule d’ADNa (Green et al., 2009). La Figure 2 montre la fréquence (axe des y) des quatre
nucléotides incorporés en 5’ (partie gauche de la figure) et en 3’ (partie de droite) sur une
banque d’ADNa génomique. Nous observons effectivement une augmentation de la fréquence
des T en 5’ (en rouge) et des A en 3°, comparativement aux autres nucléotides, indiquant la

présence de nucléotides désaminées aux extrémités.
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Figure 2 : profil MapDamage (Ginolhac et al., 2011) d 'une banque d’ADNa. Les analyses
ont été effectuées par D. Massilani a partir des données de séquencage shotgun Illumina d’'un
extrait de Bos sp d’environ 8700 BP. L’augmentation de la fréquence des T en 5’ (en rouge)
etdes A en 3’ (en bleu) indique la présence de cytosines désaminées aux extrémités de la
molécule.

B. Les facteurs environnementaux influengant la préservation de I’ADN

La préservation de I’ADN est un événement gouverné par plusieurs facteurs physico-
chimiques. Ces facteurs dépendent de 1’environnement dans lequel I’organisme est décédé ainsi

que du déroulement du processus de dégradation/fossilisation.

Parmi les processus de dégradations décrits précédemment, les enzymes bactériennes
affectent la préservation de I’ADN. Les facteurs ayant un impact sur leurs actions pourront donc
contribuer a mieux préserver les biomolécules. Une température basse diminuera ainsi I’activité
des nucléases et I’efficacité des processus d’autolyse. Si les tissus sont rapidement congelés au
moment de la mort, et le reste sur une longue période, les microorganismes, environnementaux
ou commensaux, auront plus difficilement accés aux cellules, ce qui contribuera également a
une meilleure préservation de I’ADN. Ainsi, les séquences et génomes d’organismes les plus
anciens obtenus a ce jour proviennent d’environnements polaire ou de sols de type permafrost.
Le plus ancien génome obtenu est celui d un équidé de 560-780 000 retrouve au Yukon, Canada
(Orlando et al., 2013). Des travaux menés sur des carottes glaciaires de 400 000 ans du
Groenland ont montré que le sud de la région était couverte d’une forét de coniferes peuplée
d’insectes (Willerslev et al., 2007). D’autres études ont permis I’analyse, par des approches de
métabarcoding, de la végétation et du réegime alimentaire d’herbivores arctiques sur les 50 000
dernieres années (Willerslev et al., 2014), ou encore de la biodiversité des mycetes de 16-32
000 ans en Sibérie (Bellemain et al., 2013).
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A Topposé, les déserts chauds et secs, a sols basiques, ont tendance a ralentir les
phénomeénes d’hydrolyse. Les grottes, qui sont des microenvironnements a la température
généralement stable, isolées des radiations ultra-violettes, présentent des bonnes conditions
pour la préservation de I’ADN. La grotte de Sima de los Huesos, dans les montagnes de
Atapuerca en Espagne, a livré des ossements d’ours des cavernes (Ursus deningeri) et
d’hominidés datés du Pléistocéne moyen (~300 000 ans). Ceux-ci étaient assez bien préservés

pour permettre des analyses génétiques (Dabney et al., 2013 ; Meyer et al., 2014).

L’activité des procaryotes aérobies et les mécanismes oxydatifs de dégradation sont
ralentis en milieu hypoxique. Les tourbiéres, tel le site de Windover aux Etats-Unis d’ Amérique
(Hauswirth et al., 1994) est un exemple de milieu anoxique ayant permis une bonne

préservation de molécules d’ADN.

C. Les inhibiteurs de réactions enzymatiques

Les inhibiteurs des réactions enzymatiques (nous décrirons ici les réactions
d’amplification par PCR) sont des substances hétérogenes, co-extraits avec les biomolécules.
Ces substances, bien que pouvant étre différentes selon 1’origine de 1’échantillon (sédiments,
feces, sang, urine, plantes...) ont en commun d’agir sur les composants du mélange réactionnel
(ADN ou Taq polymérase principalement) et d’inhiber I’amplification des molécules cibles. Ce
phénomene peut avoir un impact aussi bien sur I’analyse d’échantillons modernes qu’anciens,
bien que les conséquences sur ces derniers soient plus importantes, du fait de la faible quantité
de matériel de départ. La présence d’inhibiteurs, ou le fait de ne pas interpréter des résultats de
PCR ou de séquencage en prenant en considération leur présence potentielle, peut entrainer des

conclusions de faux-négatifs.

Ces composés inhibiteurs peuvent étre des substances humiques (acides humiques et
fluviques) régulierement co-extraits avec des échantillons provenant d’environnements
sédimentaires ou aquatiques (Tsai et Olson, 1992). Il peut aussi s’agir d’éléments liés aux
cultures cellulaires (hemoglobine, polyanéthol sulfonate de sodium) (Akane et al., 1994), de
I’urée (Khan et al., 1991), des molécules issues de la purification de tissus végétaux, telles les
polysaccharides ou les polyphénols (Demeke et Adams, 1992), de restes de solutions introduites
par les expériences d’extraction ou de purification de I’ADN (détergent, EDTA, ions, phénol,

éthanol...) (Kreader, 1996).
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Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer 1’effet de ces substances sur
I’inhibition de I’amplification de I’ADN. Certaines, comme I’EDTA, peuvent chélater des ions
magnésium, nécessaires a ’activité de la Tag. La présence de cations manganése, souvent
libérés apres la solubilisation de la partie minérale des fossiles, peut empécher la progression
de I’enzyme en se liant a I’ADN. Les cations divalents peuvent aussi avoir un impact sur la
fidélité de la polymérisation par la Taq polymérase (Eckert et Kunkel, 1990). Dans d’autres cas,
I’inhibition se produit car le composé entre en interaction avec 1’enzyme. Les polyphénols
pourraient, par I’entremise de ses anneaux phénol, former une structure secondaire avec la Tag

et empécher son activité (Mayr et al., 2005).

Des méthodes ont été testées par le passé pour tenter d’éliminer les inhibiteurs au moment
de la purification des acides nucléiques. Ces approches, généralement colteuses, n’ont pas été
probantes car elles ont entrainé en méme temps une perte des molécules biologiques (Kreader,
1996). Les stratégies développées consistent donc plutdt a utiliser des agents stabilisateurs

d’enzymes.

La BSA (Bovine Serum Albumin) est utilisée pour diminuer les effets de ces inhibiteurs,
bien qu’elle ait habituellement peu d’effet sur les molécules co-extraites avec les plantes (Wei
et al., 2008). Une concentration de 0.05-0.1 pg/pl de BSA serait suffisante pour lever une
inhibition, alors qu’une quantité plus importante (3-10 pug/pul) empéche 1I’amplification par PCR.
Les lysines de cette protéine pourraient se lier aux groupements carbonyles des molécules
inhibitrices, ce qui préviendrait I’interaction de ces derniéres avec la Taq polymérase (Huang
et al.,, 2004). La BSA stabilise aussi I’enzyme en empéchant une dénaturation de surface

(Malhotra et al., 1998).

Plusieurs entreprises commercialisant des kits de purification de I’ADN ont mis au point
des solutions qui permettraient de se débarrasser de certains inhibiteurs. La société QIAGEN
commercialise le QIAmp® DNA Stool Mini Kit qui inclut une étape d’élimination des
inhibiteurs par I’utilisation d’une résine InhibitEX, dont la composition n’est pas précisée. Son
efficacité a été testée par gPCR sur 16 extraits d’ADNa, dans lesquels une quantité connue
d’ADN moderne a été ajoutée (Champlot, 2010). 11 a été remarqué que selon 1’échantillon et/ou
le site archéologique, la résine pouvait soit retarder ’amplification de I’ADN moderne, soit
améliorer son amplification, soit n’avoir aucun effet. D'autres Kits d'élimination des inhibiteurs

ont aussi été testés et se sont avérés inefficaces sur du matériel archéologique.
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D. Les contaminations

La contamination d’un échantillon par de I’ADN exogéne? est un probléme important
pour les analyses en paléogénétique. Comme il a été décrit au début de ce chapitre, les
molécules d’ADN sont soumises a des processus physico-chimiques qui entrainent leur
dégradation en de courts fragments dont les nucléotides sont souvent modifiés. En résultent des
difficultés méthodologiques pour les analyses génétiques et des résultats pouvant étre faussés
par la conclusion erronée de la présence de polymorphismes, due aux processus diagénétiques.
A cela s’ajoute I’amplification préférentielle des polymérases pour un substrat moderne, dont
le nombre de molécules sera plus élevé que le nombre de molécules anciennes. Cette situation
est donc qualitativement et quantitativement en défaveur des biomolécules anciennes, qui dans
le cadre d’expériences de PCR, risquent d’étre amplifiées tardivement, comparativement a de
I’ADN exogene moderne. Il est donc important de bien comprendre les différentes sources de

contaminations pour pouvoir mettre en ceuvre des mesures permettant de les minimiser.

1} Les contaminations au moment des fouilles archéologiques

La premiére source de contamination avec de I’ADN moderne exogene est celle associée
a la découverte d’un échantillon archéologique : ’ADN des fouilleurs peut se retrouver sur
I’échantillon. Ce probléme concerne principalement les travaux d’anthropologie, pour lesquels

les molécules endogénes peuvent étre mélangées avec I’ADN des archéologues.

Mais il existe d’autres contextes ou cette contamination pourrait étre problématique, par
exemple pour la détermination génétique de 1’origine de coprolithes. Il est parfois difficile, par
exemple, de distinguer un excrément fossilisé de chien de celui d’un humain. L’ADN
permettant de les discriminer provient des cellules de 1’épithélium intestinal et est distribué en
gradient descendant de I’extérieur vers I’intérieur des féces. La partie externe, la plus riche en

ADN, est aussi celle pouvant étre manipulée par les fouilleurs.

Des contaminations inter-échantillons peuvent aussi se produire, si deux vestiges sont

entreposés ou emballés ensembles, en milieu humide.

2 Nous utiliserons le terme « exogéne » par opposition a celui d’endogéne, qui lui décrit I’ADN du ou des
organisme(s) qui sont étudiés dans le cadre d’un projet. Une contamination par de I’ADN exogéne pourra aussi
bien étre de I’ADN environnemental, de I’ADN provenant d’une expérience précédente, présent dans des réactifs
ou de I’ADN de I’expérimentateur.
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2} Les contaminations intrinséques

Selon le type d’échantillon et le projet, I’ADN endogéne peut étre mélangé a I’ADN
exogene, sans que ce type de contamination soit évitable. Un prélévement de sédiment pour un
projet de paléoparasitologie sera nécessairement contaminé par des virus et une multitude
d’organismes, naturellement présents : bactéries, levures, champignons, plantes, pollens ...
Dans certains cas, il serait possible de purifier une plus grande proportion d’ADN endogene en
adaptant les méthodes d’extraction afin de préserver I’intégrité des parois de bactéries et/ou des

champignons.

3} Les contaminations au laboratoire

Lorsqu’un échantillon arrive au laboratoire, il subira divers traitements pouvant I’exposer

a plusieurs sources de contamination, décrites dans les paragraphes suivants.

1. Les contaminations inter-échantillons

Ce genre de contamination peut survenir si les surfaces de travail ne sont pas nettoyées
de manicre adéquate entre différentes séries d’expériences. Le développement de méthodes
d’analyses & haut-deébit, permettant de traiter simultanément jusqu’a 96 échantillons en
paralléle, peut aussi générer ce type de contamination. L’ouverture de plaques de PCR doit se
faire précautionneusement pour éviter de générer des microgouttelettes qui peuvent passer d’un
puits a un autre. L utilisation d’un robot-pipetteur présente 1’avantage d’un gain de temps et
d’argent, mais il doit étre programmé d’une maniére a minimiser les possibilites de

contaminations croisées.
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ii. Les contaminations « carry-over »

Ce type de contamination se caractérise par la dissémination d’amplicons dans le
laboratoire pouvant intervenir lors de I’ouverture de tubes de PCR consécutive a des réactions
d’amplification. Ces molécules, qui sont le produit de couples d’amorces qui peuvent étre
utilisés fréeguemment, peuvent correspondent a la cible ancienne que 1’on cherche a détecter.
Ces amplicons, présents en nombre plus élevé que les molécules anciennes, auront plus de

chance d’étre réamplifiés par la suite.

i1i.  Les contaminations des réactifs et du matériel de laboratoire

Toutes les solutions, poudres, enzymes, tubes ou embouts de pipettes, produits dans des
usines, restent sous le contréle d’étres humains, qui peuvent les contaminer, et ceci malgré la
stérilisation par I’irradiation des matériaux en plastique. Un exemple, tiré des sciences
criminelles, illustre bien le genre de conséquences dramatiques que peut avoir ce type de
contamination. Entre 1993 et 2008, I’ADN d’une femme fut retrouvé sur plusieurs scénes de
crime, en Allemagne, en Autriche et en France. En 2009, un journal allemand révéla que cet
ADN appartenait en fait a une employée de I’entreprise fabriquant des cotons tiges de

prélevement utilisés par les services de police européens (Ferracci-Porri, 2009).

De nombreux agents stabilisateurs sont fabriqués a partir d’animaux comme le beeuf, le
porc ou le cheval, telles la BSA ou la HSA (Horse Serum Albumin). Des séquences de plusieurs
animaux, domestiques ou sauvages, ont été identifiés dans de nombreux réactifs utilisés pour
les réactions de PCR (Leonard et al., 2007). Les enzymes Taqg polymérases contiennent une
telle quantité d’ADN bactérien que 1’analyse de faible quantité de cible procaryote, méme en
dehors d’un contexte paléogénétique, peut également étre problématique (Bottger, 1990 ;
Corless et al., 2000).

Certaines marques de colonnes de purification de I’ADN basées sur le systéme de
membrane de silice ont montré étre source de contamination par des parvovirus (Rosseel et al.,
2014) et des rongeurs (Erlwein et al., 2011 ; Zheng et al., 2011).
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E. La prévention des contaminations

En ayant identifié les sources potentielles de contaminations, il est possible d’en éliminer

certaines, ou du moins de les minimiser.

1} Prélevements des échantillons archéologiques

Cette partie de la prévention des contaminations doit étre élaborée en collaboration avec
les archéologues. Il est donc nécessaire de mener des campagnes d’information et de
sensibilisation aupres des professionnels et étudiants, que ce soit au moment de conférences,
d’enseignements universitaires, de formations professionnelles ou lors de visites sur des sites

archéologiques.

Ainsi, il est préférable que les échantillons soient préleves avec des gants, puis entreposés
dans un sachet contenant du sédiment du site de prélévement. Le sachet ne sera pas fermé
hermétiquement pour minimiser la croissance des moisissures et bactéries, et devrait étre
conserve au frais. En stockant rapidement 1’échantillon a -20°C, I’ADN endogéne sera mieux

préserve (Pruvost et al., 2007).

2} La décontamination des surfaces

Des travaux menés par 1’équipe « Epigénome et Paléogénome » (Champlot et al., 2010)
ont permis de mesurer I’efficacité de plusieurs solutions de décontamination des surfaces. Apres
avoir contaminé artificiellement des gants en latex avec une quantité connue de courts
fragments d’ADN, ils ont été soumis a divers traitements décontaminants avant de mesurer

leurs efficacités par qPCR (Tableau 1).
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Tableau 1 : pourcentage de dégradation des amplicons de Drosophila melanogaster aprés
contamination artificielle de gants en latex. CoPA est une solution de Cuivre-bis-
(phénantroline)-sulfate en présence d’eau oxygénée. Les UV correspondent a une irradiation
a 256 nm pendant une heure a 10 centimétres de distance (Champlot et al., 2010).

Traitements Eau de CoPA uv DNA/RNA  Détergent Douche Contrble
javel away d’air
% 99.4 99.5 95.6 62.3 70.9 -0.8 50.3

dégradation

Les résultats de cette étude ont permis de mettre en place un protocole ou les surfaces
sont décontaminées a I’eau de javel avant et apres utilisation. Le matériel a risque de corrosion
(embouts de pipette, porte-échantillons de cryobroyeur ...) est traité par une combinaison de
RNA away (Life Technologies) associée a une exposition a courte distance aux UV. Ces
données montrent aussi I’inefficacité de la décontamination par I’installation d’un systéme de

lampes UV au plafond des piéces des laboratoires a haut-confinement.

33 La décontamination des réactifs

Les réactifs de biologie moléculaire, que ce soient les Tag polymérases, les tampons
commerciaux, les nucléotides, les oligonucléotides, les mélanges réactionnels pour gPCR, les
agents stabilisateurs ... sont souvent contaminés par de I’ADN pouvant interférer avec 1’analyse
d’une trés faible quantité d’ADNa dégradé. Champlot et al. 2010 ont analysé par gPCR
plusieurs milliers de contrdles négatifs en utilisant des couples d’amorces pour Bos sp. Jusqu’a
66% des contrbles négatifs étaient contaminés lors des différentes conditions réactionnelles

testées (enzymes utilisées, mélange réactionnel d’amplification fabriqué au laboratoire...).

L’effort de décontamination des réactifs dépendra des espéces ciblées par le projet de
paléogénétique. Dans le cas des études de paléoparasitologie, les échantillons sont
intrinsequement contaminés par de I’ADN bactérien, viral ... du fait de leur origine
sédimentaire tandis que la probabilité que les réactifs soient contaminés avec de I’ADN de
parasites est trés faible. La décontamination des réactifs présenterait dans ce cas peu d’intérét.
Mais les frontieres entre les différents champs de la paléopathologie ne sont pas franches : un
kyste retrouvé sur un squelette humain peut étre signe d’une infection parasitaire ou
bactérienne. Si 1’on est intéressé de déterminer ’origine du kyste, il serait nécessaire de

décontaminer les réactifs utilisés.
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i.  La décontamination par exposition aux UV

Les solutions tampons ou ioniques commerciales ainsi que la BSA/HSA, le glycérol et
les détergents peuvent étre irradiés a 254 nm ; chaque face exposée cing minutes ; dans des
tubes en polypropyléne laissant passer les UV, a une distance de 1 cm de la lampe (1.2
joules/cm?) (Champlot et al., 2010). L’enzyme Taq polymérase et les oligonucléotides ne
doivent pas étre irradiés par les rayonnements UV, car cela entraine une réduction de
I’amplification de I’ordre de 10° (Sarkar et Sommer, 1990).

nm.  Traitement a la DNase

La Taqg polymeérase et les nucléotides peuvent étre traités a la DNase thermo-sensible
ciblant les molécules double-brin. L’enzyme décontaminante utilisée est inactivée entre 50-
55°C, ce qui est bien en dessous de la température d’activation de la Taq. Les oligonucléotides
formant des structures secondaires double-brin de type épingle a cheveux, ne peuvent pas étre
décontaminés par cette méthode car ils seraient aussi dégradés. Il est a noter qu’a partir d’une
certaine concentration, la DNase peut inhiber la réaction d’amplification. Les détails de ce

protocole de décontamination sont disponibles dans (Champlot et al., 2010).

i1i.  Traitement au bromure d’éthidium monoazoture

Cette méthode est aussi basée sur 1’élimination de I’ADN double-brin en utilisant un
agent intercalant, le bromure d’éthidium monoazoture (EMA). Cet agent photo-actif nécessite
une exposition a une lumieére de longueur d’onde élevée (supérieure a 400 nm) pour activer le
groupement azoture qui va se lier de maniere covalente aux molécules d’ADN présentent dans
la solution réactionnelle. Ces molécules ne pourront donc pas participer a la réaction
d’amplification subséquente (Patel et al., 2012 ; Rueckert et Morgan, 2007). Les
oligonucléotides formant des structures double-brin ne pourront pas étre décontaminés par cette
méthode puisqu’ils ne seront plus capables de se lier aux molécules-cibles, mais tous les
composants d’une solution réactionnelle de PCR ainsi que les différentes enzymes utilisées

pour générer une banque de séquencage peuvent étre décontaminés a ’EMA.
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F. Le laboratoire de haut-confinement

Bénéficier d’un accés a un laboratoire de haut-confinement, dont 1’utilisation est
restreinte aux biologistes moléculaires formés, est indispensable et un facteur important pour la

génération de résultats fiables. Les objectifs d’une telle structure sont doubles :

- Séparer les expériences menées sur des échantillons modernes (que nous définirons
comme postérieurs au 20°™ siécle) des expériences effectuées sur des échantillons
anciens.

- Concernant les échantillons anciens : minimiser les risques de contaminations inter-

échantillons et utiliser des réactifs et matériels décontaminés de maniere appropriée.

1} Le laboratoire moderne

Comme pour tout laboratoire de biologie moléculaire, les postes de préparation,
extraction et purification des acides nucléiques sont séparés du poste de préparation des
réactions enzymatiques (PCR, banque de séquengage). Le poste d’analyse post-PCR est situé
dans un local indépendant, ou les utilisateurs se doivent de porter des sur-chaussures, blouses
jetables, gants, et de respecter la régle « Tout ce qui rentre en salle post-PCR n’en ressort plus ».
Séparé physiquement du laboratoire moderne, le laboratoire a haut-confinement de 1’Institut

Jacques Monod été prévu dés les plans initiaux de construction (Figure 3).

Piéce 2: Préparation o Piéce 1: Sas
et broyage des "
eéchantillons

Piece 3: Extraction
et purification de
'ADN

Piéce 4: Préparation
des réactions
enzymatiques

Figure 3 : représentation schématique du laboratoire de haut-confinement de I’Institut
Jacques Monod.

44



2} La premiére piece : le sas

On accede a cette premiére piece uniquement en portant des vétements lavés a 1’eau
javellisée et strictement dédiés aux expériences de paléogénétique. La pression dans le sas est
supérieure a la pression atmosphérique normale. On y entrepose du mateériel et des vestiges
archéologiques. Les expérimentateurs y enfilent une premiére combinaison jetable, une
premiere paire de gants, des chaussures javelisables en plastique, des sur-chaussures, un masque
et une charlotte. Tout le matériel entrant destine aux expeériences sera abondamment vaporisé
de maniere homogene a I’eau de javel. Le sas est separé de la premiere piece du laboratoire par

une porte qui ne peut étre ouverte qu’au moment ou la porte d’entrée est fermée.

33y Laseconde piece : la préparation des echantillons

Les échantillons a analyser seront préparés (découpage des os, pesée des sédiments...)
dans cette piece, avant d’étre réduit en poudre par cryobroyage. Une surpression par rapport au

sas y est maintenue, pour éviter que des contaminants provenant du sas puissent y pénétrer.

4) Latroisieme piece : [’extraction et la purification de I’ ADN

En pénétrant dans cette piéce, une seconde combinaison jetable et une seconde paire de
gants doivent étre enfilée. Cette piece, dont la pression est supérieure a la précédente, est munie
d’un poste de sécurité microbiologique (PSM). C’est dans cette enceinte que sont fabriqués
les tampons nécessaires a 1’extraction de I’ADN et pour procéder & la purification des
molécules sur des colonnes de silices. Des aliquotes des différents échantillons pourront
ensuite étre préparés avec 1’objectif de les caractériser qualitativement (tests d’inhibition) ou

quantitativement (dosage Qbit® ou Nanodrop®).
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5) Laquatrieme piéce : la préparation des réactions enzymatiques

Lorsqu’il est nécessaire d’accéder a cette piéce, la combinaison utilisée dans la troisiéme
piéce doit étre retirée, et une tenue dédiée doit étre enfilée, les gants et sur-chaussures doivent
également étre changés. Les mélanges réactionnels pour les amplifications par PCR ou pour les
banques de séquencgage de type shot-gun sont prépareés dans cette derniére piéece, dont la

pression est la plus élevée.

Mentionnons que les réactifs, qu’ils soient enzymatiques ou chimiques, utilisés dans ce
laboratoire confiné proviennent toujours des stocks issus directement du fournisseur. Ils ne sont
en aucun cas des aliquotes de solutions déja utilisées dans le laboratoire moderne. Il est aussi
utile de signaler que toutes les expériences sont effectuées dans des enceintes de travail dédiées
a une étape expérimentale spécifique, nettoyées a I’eau de javel et irradiées a trés courte distance
par des rayons UV germicides aprés manipulation. Les équipements en contact avec les
échantillons et les réactifs, comme les tubes de cryobroyeurs et les pipettes, sont décontaminés
soit avec I’eau de javel, soit avec du RNase away selon leur sensibilité a la corrosion, et irradiés
aux UV.
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I11. Bilan du chapitre |

Au cours des trente dernieres années, la paléogénétique a connu un essor rapide et
important. Parallelement a la mise en place de nouvelles technologies de séquencage, présentant
des colts moins élevés, les travaux de recherche se sont multipliés pour tenter de répondre a
des questions aussi diverses et variées que la domestication d’animaux tels les chevaux (Ludwig
et al.,, 2009) ou les beeufs (Geigl, 2011), sur la composition de la biodiversité des
paléoenvironnements (Bellemain et al., 2013), sur I’analyse des régimes alimentaires
d’animaux maintenant disparus (Willerslev et al., 2014 ; Wood et al., 2012) ou sur 1’évolution
des pathogenes dans les sociétés humaines (Yersinia pestis (Bos et al., 2011) ou Mycobacterium
tuberculosis (Harkins et al., 2015)).

Du fait des caractéristiques intrinséques de 1’ADNa, qui est composé de courtes
molécules dégradées, modifiées biochimiquement et noyées dans de I’ADN environnemental,
les échantillons archéologiques sont sujets a des contaminations, des le début des fouilles. Pour
minimiser celles introduites en laboratoire, il est hautement préférable que les analyses de
paléogénétique soient menées par des équipes spécialisées ayant acces a un laboratoire de haut-
confinement. C’est ce que nous avons souhaité mettre en ceuvre dans le cadre de cette thése par
cette collaboration entre le laboratoire Chrono-environnement et 1’Institut Jacques Monod. De
plus, les méthodes de biologie moléculaire doivent étre adaptées au matériel ancien, ce qui a
nécessité I’expertise de 1’équipe de « Paléogénome et Epigénome » au sein de laquelle ont été
réalisés tous les travaux de cette these. Les membres de cette équipe ont partagé avec générosité
au cours de ces trois années, leur expérience et compétences en paléogénétique, ainsi que leur

temps, ce qui a permis de rendre fructueux ce projet.
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Chapitre Il : La parasitologie

I. Généralités

A. Définitions du parasitisme

En 1875, le naturaliste Pierre-Joseph Van Beneden décrit trois grandes classes de
relations biologiques pouvant exister entre des organismes d’especes différentes (Van Beneden,
1875) :

- Les Commensaux : ceux qui s’ attachent a un animal, non pour vivre a ses

dépens, mais pour profiter des restes a sa table,

- Les Mutualistes : ceux qui, vivant exclusivement des excrétions naturelles des

animaux, jouent sur leur peau ou leur muqueuse le méme role que les chiens
de Constantinople jouent dans les rues de cette ville, ¢ ’est-a-dire qu’ils
exécutent un véritable travail de voirie, ils font en un mot, la toilette de leur
hote,

- Les Parasites : ceux qui ont besoin, pour vivre, des humeurs qui entretiennent

la propre vie de leur hote.

Cette définition du parasitisme n’est pas partagée par Jean-Pierre Mégnin et le comte de
Saint-Fargeau, puisque ce dernier donne cette définition : « Le parasite est celui qui vit au
dépens d’autrui en mangeant son bien et non sa nourrice méme » (Mégnin, 1895). Mégnin

propose de séparer les parasites inoffensifs des parasites dangereux.

Jusqu’au milieu du 20°™ siécle, le parasitisme est décrit comme une relation de
symbiose non-mutuelle entre deux organismes, au sein de laquelle un parasite se nourrit,
s’abrite et se reproduit au détriment d’un hote. Contrairement a la notion de mutualisme, cette
relation est bénéfique uniquement pour le parasite, aux dépens de I’organisme parasité. C’est
ce deuxiéme point qui la différencie du commensalisme (interaction biologique non-mutuelle
et ne causant pas de dommage a I’hote) et de la prédation (organisme tuant une proie pour se

nourriture ou nourrir sa progeéniture).
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Actuellement, la notion de parasitisme est plus nuancée, en particulier si on se base sur

les définitions médicales du terme. Par exemple, un traité de microbiologie médicale de 1973

décrit un parasite comme :

(...) un organisme qui réside sur ou dans un autre organisme vivant, afin de trouver
[’environnement et les substances nutritives dont il a besoin pour croitre et se

reproduire. Ceci n’implique pas qu’un parasite doive nuire a son hote. Au
contraire, les parasites qui ont le plus de succes atteignent un équilibre avec [ héte,
qui assure la survie, la croissance et la propagation de ['un et [’autre. Ainsi, la
majorité des interactions hoéte-parasite n’ont pas la maladie pour résultat
'infection demeure latente ou subclinique (Jawertz et al., 1973).

Cette définition se rapproche beaucoup du commensalisme, et les notions exposéees dans

un manuel de protozoologie médicale (Weéry, 1995) va plus loin en décrivant plusieurs types de

relations hote-parasite :

Le parasite commensal, qui vit au dépend d’un organisme sans lui causer de tort.
Mais dans certaines circonstances, cette relation pacifique cesse et le parasite devient
pathogéne (infection opportuniste).

Le parasite symbiotique, qui vit au dépend de I’hdte mais en I’aidant pour certaines
fonctions métaboliques, nutritives ou de défense.

Le parasite pathogéne qui entraine par sa présence des désordres métaboliques, des

Iésions organiques ou des réactions immunologiques.

Cette classification rejoint sur certains points celle de Mégnin, mais introduit la notion

qu’un changement environnemental, métabolique ou immunitaire peut intervenir et transformer

une interaction neutre ou positive en une interaction dommageable pour 1’'un des deux

organismes associes.

B. Les types de parasites

Les parasites peuvent tout d’abord étre classés selon leur taille. Ils peuvent étre

macroscopiques, comme c’est le cas pour les vers ou helminthes, tels Schistosoma spp., I’agent

causal de la bilharziose ou le Teenia solium, le ver solitaire intestinal. 1ls peuvent aussi étre

microscopiques, par exemple des protistes tels les Apicomplexa intracellulaires Toxoplasma

gondii ou les Plasmodium ssp., responsables de la malaria chez I’humain.
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Les parasites peuvent aussi étre classés selon leur localisation chez 1’héte. Certains sont
des ectoparasites : ils vivent sur la surface corporelle d’un autre étre vivant. Parmi eux,
mentionnons plusieurs espéces d’arthropodes hématophages telle les Ixodida (tiques) ou la
famille des Siphonaptera (puces). Ces ectoparasites peuvent étre aussi des plathelminthes
microscopiques, comme c’est le cas pour les Dactylogyrus qui s’accrochent aux branchies des
poissons (Koskivaara et al., 1991) ou de Longidorus africanus qui est quant a lui un nématode
ectoparasite de plantes (Cohn, 1970). Mais la plupart des parasites connus sont des
endoparasites. Ce sont des organismes dont le cycle de vie se déroule a I’intérieur d’un ou
plusieurs hétes. Tous les parasites décrits dans la section B) de ce chapitre sont des

endoparasites.

Les parasitoides sont des ecto- ou endoparasites dont 1’issue finale de la relation avec
I’hote se termine par la mort (ou la stérilisation) de ce dernier. Les braconides (insectes
hyménoptéres) pondent leurs ceufs dans une chenille, qui sera dévorée lors de 1’éclosion des
larves. Dans cet exemple, des particules pseudo-virales codant des protéines controlant le
systeme immunitaire de la chenille sont également injectées en méme temps que les ceufs
(Bezier et al., 2009).

C. Des exemples de controle du parasite sur I’hote

Certains parasites ont besoin d’un seul hote définitif, sur/dans lequel I’adulte émet des
ceufs, qui vont éclore, et se développer en un nouvel adulte. Ce type de cycle de vie est appelé
monoxene. Dans d’autres cas, le cycle de vie est plus complexe et les différents stades du
parasite (pontes des ceufs, et développement des différents stades larvaires avant d’arriver a
I’adulte) nécessitent un ou plusieurs hétes intermédiaires. Les cycles de vie sont alors qualifiés
de dixéniques ou trixéniques. Le parasite doit pouvoir rencontrer les bons organismes et
environnements pour survivre et se reproduire, et dans ce cadre, des mécanismes évolutifs de

controle des hotes sont alors mis en place.

Schistocephalus solidus est un cestode dont I’héte final est un oiseau ichtyophage. Ses
ceufs sont émis avec les feces de 1’oiseau, qui se disséminent dans I’eau, milieu dans lequel se
développera une larve coracidium. Celle-ci sera ingérée par le premier héte intermédiaire, un
copépode, dans lequel la larve de second stade se développera. Ce copépode sera ensuite

consommeé par une épinoche et la larve plérocercoide va croitre dans son abdomen.
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Ce poisson sera ensuite consommé par un oiseau. L’épinoche adopte normalement certains
comportements pour éviter la prédation, dont la fuite pour se cacher, suivi d’une période
d’immobilité. Lorsqu’il est infecté par S. solidus, le poisson perd ces comportements,
augmentant ainsi les risques d’étre capturé par un oiseau, permettant de terminer le cycle de vie
du parasite (Barber et Scharsack, 2010). Ce comportement serait associé a une diminution des
sécrétions endocrines de norépinephrine au niveau du télencéphale et une augmentation du ratio
acide 5-hydroxyindoleacétique : 5-hydroxytryptamine, causées par la présence du cestode
(Barber, 2013).

Spinochordodes tellinii est un parasite dont le stade juvénile se déroule dans une
sauterelle ou un criquet, le ver devant quitter ensuite cet hote pour rejoindre un plan d’eau, ou
il se reproduira et libérera des ceufs. Ces insectes étant terrestre, S. tellinii influence leur
comportement en les poussant a se lancer dans de 1’eau, ou ils se noieront. Ce comportement
surviendra uniguement si un plan d’ecau est a proximité. Une étude de protéomique a identifié
un facteur secrété uniquement dans le systeme nerveux central des insectes infectés et pouvant
étre impliqué dans la réponse géotactique. Par ailleurs, des protéines du parasite, secrétées
uniquement durant la phase de manipulation du comportement, ont aussi été identifiées.
Certaines, de la famille des Wnt (winglesss integration site), pourraient agir par mimétisme sur

le systéme nerveux central de I’insecte pour le diriger vers un milieu aqueux (Biron et al., 2005).

De nombreux autres exemples sont connus parmi lesquels celui de Dicrocoelium
dendriticum, manipulant le comportement diurne d’un de ses hotes intermédiaires, qui sera

expose dans la section suivante.
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Il. Les parasites étudiés

Dans cette section, les espéces d’helminthes gastro-intestinaux étudiés dans le cadre de
cette thése seront décrites. Leurs principales caractéristiques biologiques, incluant leur mode
de reproduction et de nutrition, seront mentionnées, ainsi que les pathologies qu’ils peuvent
causer chez les étres humains. Pour chaque genre, le cycle de vie sera exposé, suivi d’une

description des génomes mitochondriaux et, s’ils ont été étudiés, des genomes nucléaires.

A. Les Plathelminthes

Cet embranchement d’animaux protostomiens (super-embranchement Platyozoa), est
composé de 4 classes : Les Turbellaria, les Monogenea, les Trematoda et les Cestoda. Ce sont
des accelomates secondaires, ¢’est-a-dire qu’ils ont perdu leur ccelome au cours de 1’évolution.
Ces vers plats ne possédent qu’une seule cavité corporelle (parfois absente) et une unique
ouverture, servant pour les apports alimentaires et 1’¢limination des déchets. L’appareil
respiratoire est absent, les échanges gazeux s’effectuent par diffusion a travers le tégument. La
plupart de ces vers sont hermaphrodites, et se reproduisent par fécondation croisée
(Echinococcus) ou autofécondation (Tenia, Echinococcus). Les Turbellaria sont des

organismes libres aquatiques alors que les trois autres classes sont des parasites des vertébrés.

Seules les classes des cestodes et des trématodes seront évoquées pour lesquelles des

taxons ont été étudiés

1} Les cestodes

Les parasites adultes sont composés d’un scolex, qui porte les €léments permettant de
s’accrocher a 1’hote, et d’un strobile, générant une succession de proglottis chacun possédant
un ensemble complet d’organes reproducteurs males et femelles. Le nombre de proglottis
varient selon les genres : jusqu'a 2500 chez Tania saginata, trois pour Echinococcus
granulosus. Le systeme digestif est absent : les aliments prédigérés par I’hdte sont absorbés par
le tégument possédant des microtiches (microvillosités). Ce sont des osmotrophes. Les
proglottis posterieurs, les plus agés, sont matures pour la fonction reproductrice femelle. Ils

sont fécondés par les proglottis antérieurs plus jeunes, de fonction male.
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i.  Les Teniidae

Ces vers plats ont un cycle de vie nécessitant deux mammiféres : un héte intermédiaire,
qui est le plus souvent un ongulé domestique ou sauvage (accidentellement I’humain, causant

une impasse biologique pour la suite du cycle de vie du parasite), et un héte final carnivore.

a) Les Teenia sp. (Linng, 1758)

Trois espéces de Teania, peuvent infecter I’étre humain : (1) T. saginata, dont la
transmission s’effectue en consommant du beeuf cru ou mal cuit, principalement en Europe de
I’Est, Russie, Afrique de I’Est et Amérique latine, (2) T. solium pour lequel la contamination
s’effectue en consommant du porc cru ou mal cuit, surtout en Amérique latine, Europe de I’Est,
Afrique sub-saharienne et en Asie, (3) T. asiatica, dont la majorité des cas se retrouve en Corée,
Chine, Taiwan, Indonésie, et en Thailande, aprés ingestion de viande ou d’abats de porc.

Un téniasis est souvent asymptomatique, mais T. saginata entraine parfois certains
symptémes car le ver est plus long (10 métres, versus trois metres pour les deux autres
parasites). Une contamination par un ténia se traduit par des douleurs abdominales, une perte
d’appétit parfois accompagnée d’une perte de poids. Le signe le plus visible est le passage de
proglottis (anneaux) par I’anus dans les féces, dispersant par la méme occasion les ceufs. Une
cysticercose peut se développer lors d’une infection a T. solium : I’Homme devient 1’hote
intermédiaire en consommant les ceufs matures, via des aliments souillés ou par auto-
contamination. Des larves de Tania se développent et s’enkystent dans le cerveau, les muscles
et éventuellement d’autres tissus. Dans ce cas, le parasite se retrouve dans une impasse

biologique et ne peut pas poursuivre son cycle de vie (CDC, 2015).

Le Praziquantel (mode d’action encore peu connu) et le Niclosamide (inhibiteur de la
fixation du glucose) sont les traitements proposés en cas d’infection par un cestode de type
Teenia (Vidal, 2015).
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- Le cycle de vie dixénique

L’hoéte intermédiaire (porc dans le cas du T. solium ou T. asiatica, beeuf pour le T.
saginata) est contaminé par la consommation d’ceufs embryonnés ou de proglottis gravides de
I’environnement. Les ceufs se développent en oncosphéres qui éclosent et traversent la paroi
intestinale pour aller se loger dans les muscles. A ce stade, I’oncosphére se développe en
cysticerques, qui peuvent survivre pendant des années dans le tissu musculaire. L’humain se
contamine en ingérant cette forme larvaire, lors de la consommation de viande crue ou mal
cuite. En deux mois, la larve se développe en ver adulte dans le petit intestin, et peut y rester
pendant des années. L’adulte produit des proglottis, segments d’anneaux qui deviennent
gravides, se détachent et sont expulsés avec les féces (Figure 4). Un proglottis gravide
contiennent jusqu’a 100 000 ceufs pour T. saginata, et jusqu'a 50 000 pour T. solium (CDC,
2015).

Certaines espéces de Teenia peuvent contaminer d’autres animaux. T. pisiformis
contamine le chien ou le chat (I’héte intermédiaire est le lapin ou le liévre), T. multiceps

provoque une cenurose (tournis) du mouton.

AOncosphevcs develop
into cysticerci in muscle

Humans infected by ingesting

Oncospheres hatch, @ 0 raw or undercooked infected meat
penatrate inestinal

wall,and circulate

to musculature

0 -
«‘.“?»..

T sagnata T, sobum
7

Scolex attaches to intestine

iy

Cattle (T. saginata) and pigs (T. solium)

become infected by ingesting vegetation A ) &%
contaminated by eggs or gravid progotlids Y
\ s / O gits in smal ntestine
SR 1177 /7
U 3 4

A= nective Stage
A= Diagnostic Stage

Eqgs of gravid proglottds in feces
and passed into environment

Figure 4 : le cycle de vie des Tania sp.
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- Les génomes mitochondriaux

Plusieurs génomes mitochondriaux de Tania ont été séquences (T. saginata, T. solium,
T. asiatica, T. pisiformis, T. laticollis, T. regis, T. hydatigena, T. crassiceps, T. twitchelli, T.
martis, T. arctos, T. serialis, T. madoquae, T. multiceps, T. ovis, et T. crocutae) (NCBI - janvier

2015) et leur taille est en moyenne 13 500 nucléotides.

Les génomes des Teenia humains possedent 12 génes codant des protéines, deux ARN
ribosomiques (petite et grande sous-unité ribosomique) et 22 ARN de transfert (Jeon et al.,
2005 ; Jeon et al., 2007). Le gene Atp8 (adénosine triphosphate synthase) est absent, comme
chez tous les cestodes et la majorité des nématodes séquencés jusqu’a présent. Ce gene est aussi
absent chez le chordé Halocynthia roretzi et le mollusque Mytilus edulis (Nakao et al., 2002),
ce qui signifierait que cette délétion s’est produite indépendamment, plusieurs fois au cours de
I’évolution de ces animaux. Les génomes des Tenia sont caractérisés par un taux élevé d’A+T
(70-71%). La taille des protéines est la méme chez les trois especes, sauf pour Nadl et Nad4
(nicotinamide adenine dinucleotide) de T. solium et Cox2 (cytochrome oxydase 2) de T.
asiatica. La différence de séquences pour les genes codants des protéines entre T. saginata et

T. asiatica est de 4,6%, et de 11% entre T. saginata et T. solium.

- Le génome nucléaire de Teenia solium

Le génome de 122 Mb (mégabases), est composé de 9,9% de séquences répétées et de
12 490 genes. Cette composition est similaire a celui d’autres génomes de cestodes sequencés
(Echinococcus granulosus, E. multilocularis et Hymenolepis microstoma) et 1’ordre des génes
est globalement conservés entre ces quatre espéces (Tsai et al., 2013). L’étude de ces génomes
a permis de mettre en évidence certaines caractéristiques importantes pour comprendre les
relations entre I’hote et le parasite, et les mécanismes d’adaptation de ce dernier, liés a son mode

de vie :

- Une adaptation métabolique au parasitisme : I’analyse de ces génomes a montré une

réduction des capacites méetaboliques et une augmentation de la capacité d’absorption des
nutriments. Les hydrates de carbone, leur principale source d’énergie, peuvent étre
obtenus par phosphorylation oxydative, ou par deux voies anaérobiques, la fermentation
lactique et la dismutation du malate, processus au cours duquel ce dernier est oxydé en

pyruvate par une enzyme malique (Braeckman et al., 2008).
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L’absence de voie métabolique des acides gras et du cholestérol oblige les cestodes a
utiliser les transporteurs d’acide gras et des enzymes d’élongation des lipides de 1’hote.
Plusieurs genes associés au peroxysome, organite impliqué dans 1’oxydation des acides

gras, tels Pex1, Pex3 et Pex11 (Peroxisomal Biogenesis factors) sont absents.

- Une augmentation du nombre de copies des HSP70 (Heat Shock Protein)

cytosoliques : ces chaperons moléculaires contribuent a la bonne conformation de
protéines pouvant étre dénaturées au cours de stress cellulaires. Les HSP ont été
hautement conservées au cours de 1’évolution (Mayer, 2013). Trente-deux copies ont eté
retrouvées chez T. solium, alors que six sont présentes chez la drosophile et deux chez
I’Homme. Les copies non-canoniques présentent un niveau d’expression constitutive peu

élevé aux différents stades de développement, contrairement aux génes canoniques.

- Des cibles thérapeutiques : contrairement a leurs hdotes mammifeéres, les cestodes, tout

comme les trématodes (voir les paragraphes suivants), ne possedent qu’une seule copie
du géne du Cytochrome P450. Leur capacité a oxyder des molécules stéroides ou
xénobiotiques s’en trouve réduite. La connaissance des génomes des cestodes permet de
développer de nouvelles cibles thérapeutiques, ou d’adapter des traitements préexistants.
Une vingtaine de protéines susceptibles d’étre affectées par des composants
pharmacologiques, tel un amide hydrolase des acides gras, pouvant étre ciblée par le
Propofol, ou une protéine impliquée dans la biosynthése des purines, pouvant étre ciblée

par le Ribavirin, ont été identifiées.

b Echinococcus granulosus et E. multilocularis

Cet autre Teeniadé est responsable de zoonoses et peut causer chez 1’étre humain soit
une échinococcose alvéolaire (E. multilocularis), soit une échinococcose cystique, aussi

appelée hydatidose (E. granulosus).

E. granulosus est surtout retrouvé en Afrique, Europe, Asie, Moyen-Orient et en
Amerique. Les hotes intermédiaires sont les moutons principalement, puis les chevres, porcs,
vaches, chevaux, cervidés et chameaux. Les hoétes définitifs sont des canidés, qui sont
contaminés par la consommation d’organes des herbivores. Trois millions de personnes sont

actuellement infectées par ce parasite (Zheng et al., 2013).
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Une échinococcose hydatique, causée par les larves, peut se présenter sous deux

formes :

- Dans le cas d’un kyste hydatique du foie, une longue période de latence, pendant
laguelle le kyste se developpe, est suivie d’une période d’état, avec des signes de
souffrance biliaire. L’évolution se fait par une surinfection de voies biliaires, une rupture

du kyste ou bien sa calcification. Une guérison spontanée est possible.

- Un kyste hydatique pulmonaire est souvent secondaire a une infection hépatique. La
période de latence est alors plus courte, et I’obstruction d’une bronche se produit
rapidement. Lors de la période « kyste malade non-rompu », des crises d’urticaire, une
toux accompagnée d’hémoptysic et d’une fébricule sont les symptémes les plus
courants. La rupture du kyste s’accompagne de vomique (expectoration subite et
abondante de sérosités, de pus et de sang) pouvant contenir des granulations. Sans
traitement chirurgical, les alvéoles pulmonaires subiront une fibrosclérose et un

affaissement.
Dans les deux situations, le kyste est constitué de quatre structures :

1) L’adventice : la structure la plus externe, non-parasitaire, constituée par le
parenchyme de I’organe refoulé par le kyste,

2) La membrane anhiste : la paroi externe du kyste, composée de plusieurs couches
d’une substance proche de la chitine,

3) La membrane proligere : une couche cellulaire syncitiale,

4) Les vésicules proligeres, a I’intérieur : contiennent les protoscolex (larves), qui
baignent dans un liquide hydatique. Une rupture du kyste entraine une libération des

larves pouvant donner des localisations secondaires.

E. multilocularis a quant a lui une forte prévalence dans les latitudes nordiques
d’Europe, d’Asie et d’Amérique. Les hotes intermédiaires et definitifs sont respectivement les
rongeurs et les renards, les chiens, les coyotes et les chats. Lorsqu’il touche I’humain, il peut
causer une échinococcose alvéolaire, le plus souvent a localisation hépatique. Apres une période

de latence ne présentant pas de signe pathognomonique®, une période d’état s’installe.

3 Pathognomonique : se dit d’un signe clinique ou symptdme qui est caractéristique d’une seule maladie et
dont la présence permet d’assurer un diagnostic certain.
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Un ictere et une hepatomeégalie sont les deux symptomes les plus fréquents. La pathologie peut
aussi se manifester par un tableau clinique simulant un cancer métastatique. Sans traitement, la

mort est I’issue finale.

- Le cycle de vie dixénique

Un hote intermédiaire ingére des embryophores, qui éclosent dans le petit intestin et
libere un oncosphere (ou embryon hexacanthe), qui va migrer par le systeme circulatoire
sanguin vers des organes (le foie et les poumons en particulier). L’oncosphére s’y loge et se
développe en kyste, ou il produira des kystes-filles et des larves hydatides. Un phénomene de
polyembryonie est observable : un embryon donnera plusieurs larves. L’hote définitif s’infecte
en consommant les organes contaminés de 1’hote intermédiaire. Dans le systéme digestif du
canidé, la larve se fixe a la muqueuse intestinale et se développe en ver adulte de deux a sept
millimétres en 32 a 80 jours. Les embryophores sont éliminés dans les feces et souillent les

paturages (Figure 5).

L’Homme peut accidentellement étre hote intermédiaire en s’infectant par I’ingestion
d’embryophores, via le pelage d’animaux domestique ou en consommant des baies ramassées

au sol et souillées d’excréments de 1’h6te définitif par exemple (CDC, 2015).
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Figure 5 : le cycle de vie d 'Echinococcus sp.
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- Les génomes mitochondriaux

Avant I’obtention de données génétiques, seules cinq especes d’Echinococcus étaient
considérées comme taxonomiquement valides : E. granulosus, E. multilocularis, E. vogeli, E.
oligarthrus et E. shiquicus. Les autres représentaient des variants ou souches d’E. granulosus
(10 genotypes, G1 a G10). Cette conclusion était baseée sur leurs différences morphologiques,
les hotes infectés, leurs cycles de vie, les caractéristiques des kystes hydatides et d’autres
données biochimiques. Les progrés en génétique depuis le début des années 2000 ont permis
de mettre en évidence d’importantes variations intra-spécifiques, poussant a reconsidérer la
taxonomie de I’espece. Ainsi, les 10 génotypes sont maintenant répartis au sein des especes
suivantes : E. granulosus sensu stricto (G1, G2, G3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5), E.
felidis et E. canadensis (G6 a G10) (Thompson et McManus, 2002). Les génomes de ces

especes sont disponibles dans les banques de données du NCBI (janvier 2015).

Les génomes d’E. multilocularis (13 738 nucléotides) (Nakao et al., 2002) et d’E.
granulosus (13 588 nucléotides) (Le et al., 2002) possedent des génes identiques a ceux
retrouvés dans les génomes des Tenia sp.. De méme, les genes codant des protéines sont dans

le méme ordre avec une proportion de A+T relativement similaire (69-67%).

- Les génomes nucléaires

Les génomes de ces deux espéces d’Echinococcus possédent entre 10 300 et 11 200
geénes répartis sur neuf chromosomes. Selon les études, la taille du génome d’E. granulosus se
situe entre 114,9 Mb et 151,6 Mb. La premicre estimation concernant le génome d’E.
multilocularis est de 115 Mb. Les séquences répétées représentent environ 30% des génomes,
et le taux de G+C est de 42% chez E. granulosus, allant jusqu’a 49% au niveau des exons (Tsali
et al., 2013 ; Zheng et al., 2013). Tout comme pour le génome nucléaire de T. solium, nous

pouvons mentionner quelques caractéristiques importantes associées au parasitisme :
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- Des adaptations métaboliques au parasitisme : en plus des adaptations meétaboliques

communes aux vers plats (déja présentées dans la section sur le génome nucléaire de T.
solium), E. multilocularis ne posséde pas les enzymes nécessaires pour la biosynthése de
la proline et de la sérine. Une perte de la capacité de synthése de novo des pyrimidines,
des purines et de plusieurs acides aminés, a aussi été mise en évidence lors de travaux sur
le génome d’E. granulosus, suggérant une dépendance pour les nutriments fournis par
I’hote. Ces déficits enzymatiques semblent étre compensés par de nombreux génes codant
des protéases (219 genes) et des transporteurs d’acides aminés ou protéines (68 genes).
Par ailleurs, I’incapacité a produire du cholestérol de novo est compensée par la présence
de stérol O-acyltransférase et de cholestérol estérase permettant d’utiliser les molécules

de I’hote pour libérer des acides gras.

- La morphologie des stades parasitaires : I’é¢tude de génomique comparative des deux

especes d’Echinococcus a permis de retrouver des variations génétiques, cohérentes avec
des variations morphologiques. La couche acellulaire laminée externe, retrouvée au
moment du stade larvaire métacestode, permet de distinguer ces deux représentants du
genre. Ces variations se retrouvent aussi au niveau des genes de la famille des
apomucines, impliqués dans la structure de ce type de membrane, ainsi qu’au niveau des
génes de galactosyltransférases, protéines modifiant les apomucines par des résidus
galactoses.

- Une augmentation du nombre de copies de HSP70 cytosoligues : tout comme chez T.

solium, une augmentation du nombre de copies des HSP70 est retrouvée chez le genre
Echinococcus (22 copies). Huit copies subtélomériques au niveau du chromosome huit
ont été identifiées dans le génome d’E. multilocularis. D’autres protéines associées au
stress, telles 13 protéines de stress universelles (USP) présentent en nombre variable chez
les plathelminthes, ont aussi été retrouvées dans le génome d’E. granulosus. Ce
renforcement des mécanismes de défense, absent chez d’autres groupes de parasites tels
les nématodes, pourraient étre liés a des adaptations au stress causé par 1’environnement
hostile du tractus digestif : variations de pH entre I’estomac et I’intestin, présence de
diverses protéases de I’hote et de dérivés réactifs de I’oxygeéne ou ROS (Reactive Oxygen

Species).
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- Des cibles thérapeutiques : I’identification de nouvelles protéines a permis d’établir

1082 cibles thérapeutiques potentielles, dont 150-200 pourraient étre ciblées par des
composés chimiques déja existants. Parmi celles-ci, mentionnons un groupe de protéines
ayant des fonctions associées a la modification post-traductionnelle de type prénylation,
pouvant étre ciblé par la Lovastatine, déja connu pour son effet anti-prolifératif chez les

Schistosoma et Trypanosoma (Urbina et al., 1993).

ii.  Les Diphyllobothriidae : les Diphyllobothrium sp. (Cobbold, 1858)

Les Diphyllobothrium sont un genre de ver plat, aussi appelé Bothriocéphale ou Tania
du poisson, pouvant parasiter les mammiferes ichtyophages. Chez I’Homme, I’espece parasitant
le plus fréquemment est Diphyllobothrium latum, mais 14 espéces peuvent étre impliquées,
incluant D. nihonkaiense, D. pacificum ou D. dendriticum (Chen et al., 2014 ; Pastor-Valle et
al., 2014 ; Wicht et al., 2010). Les différents membres de ce genre sont difficiles a distinguer
au niveau morphologique, mais des données écologiques et génétiques permettent de conclure
que ce sont effectivement des especes différentes (Nakao et al., 2007).

L’incidence de cette parasitose, associée a la consommation de poissons d’eau douce
Crus ou peu cuits, est importante dans 1’hémisphere Nord, au Chili et en Ouganda (Dupouy-
Camet et Peduzzi, 2004) et une recrudescence des infections a été réecemment rapportée en
Europe. En effet, de nombreux cas sont décrits dans des zones non-endémiques, en France, en
Suisse et en Finlande par exemple (Wicht et al., 2010). Vingt millions de personnes seraient
actuellement porteurs de ce parasite.

La bothriocéphalose est le plus souvent asymptomatique, mais peut s’accompagner d’un
inconfort digestif, de diarrhées, de vomissements et d’une perte de poids. Des complications
comme une anémie pernicieuse due & une déficience en vitamine B12, ou des occlusions

intestinales, sont parfois observées mais restent rares.
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- Le cycle de vie trixénique

Un mammifére ichtyophage émet des feces contaminées avec des ceufs, qui atteignent
la maturité aprés un passage de 18 & 20 jours dans de I’eau douce entre 15-25°C. Un coracidium
est libéré et ingéré par un copépode du genre Cyclops sp. ou Diaptomus sp., dans lequel se
développera une larve procercoide. Le crustacé est consomme par un petit poisson, le second
hote intermédiaire. La larve quitte alors le copépode pour migrer dans les muscles du poisson
et se transformer en larve pleurocercoide (sparganum). Méme si la larve a atteint son stade
infectieux, I’€tre humain consomme rarement ces petits poissons. La contamination s’effectue
plutot par la consommation d’espéces prédatrices ayant mangé ces poissons, telles la truite, la
perche ou le doré, qui deviennent a leur tour porteuses du sparganum. Un adulte mature
hermaphrodite se développe ensuite dans I’intestin de I’animal piscivore, produisant un ver
pouvant atteindre 20 métres de longueur. Jusqu’a un million d’ceufs immatures peuvent étre

relachés dans les féces via les proglottis (Figure 6) (CDC, 2015).
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Figure 6 : le cycle de vie du Diphyllobothrium sp.

- Les génomes mitochondriaux

Les génomes de Diphyllobothrium latum et D. nihonkaiense sont composeés de 13 720
et 13 747 pb, et possédent les mémes caractéristiques que celui des Teenia et des Echinococcus,
en terme de geénes, d’ordre des génes et de taux d’A+T. La comparaison gene a géne montre
des variations de la séquence des génes codant des protéines allant de 6,9% (Cox2) a 15,2%

(Atp6) confirmant le statut d’espéces distinctes (Nakao et al., 2007).
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Les génomes de D. pacificum et de D. dendriticum ne sont pas encore disponibles, mais
plusieurs travaux de génétiques sont en cours pour étudier les relations entre ces deux espéces.
L’analyse des séquences des ARNr 18S, et des ITS1 et ITS2 (Internal transcribed spacer) n’a
pas été discriminante vis-a-vis des espéeces D. latum, D. dendriticum, D. ditremum et D.
nihonkaiense. Ces séquences sont aussi de mauvais marqueurs du polymorphisme intra-
specifique. Les genes Cox1 et Cytb (cytochrome b) ont permis non seulement de distinguer ces
espéces mais aussi de mettre en évidence différents haplogroupes pour I’espéce D. latum (Wicht
et al., 2008). Le géne Cox1 a d’ailleurs été étudié pour des analyses médicales, confirmant un
diagnostic de diphyllobothriose a D. nihonkaiense, alors que 1’observation des proglottis

expulsés suggéraient un D. latum (Chen et al., 2014).

2) Les trématodes

Ces plathelminthes possédent des ventouses buccales et ventrales sur la forme adulte
pour pouvoir se maintenir dans les tissus de I’hote et présentent une régression des organes
sensoriels. Les vers sont hermaphrodites, avec ou sans autofécondation. Parmi les especes
pathogénes chez I’Homme, nous pouvons mentionner Fasciola sp. et Dicrocoelium sp., qui
seront décrits plus en détail, mais aussi Clonorchis sp. ou Schistosoma sp., agent causal de la
bilharziose. Une infection par ces douves pourra étre traitée par du Triclabendazole (un

inhibiteur des microtubules) ou du Praziquantel.

i.  Les Fasciolidae : Fasciola sp. (Linne, 1758)

Fasciola hepatica et F. gigantica sont des douves infectant principalement le bétail,
retrouvées dans plus de 50 pays et touchant deux millions de personnes. La premiére espece est
retrouvée dans les zones tempérées alors que la seconde est plutdt associée aux zones tropicales
(Shu et al., 2012). Leurs ressemblances au niveau de la morphologie des ceufs et des adultes
rendent ces deux espéces difficiles a distinguer. Cette parasitose peut causer une distomatose,
caractérisee par des troubles gastro-intestinaux lors de la migration de la larve de I’intestin vers
les voies biliaires. Cette phase d’invasion cause des nausées et des vomissements, des douleurs

abdominales ainsi qu’une fi¢vre intermittente.
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Lorsque la forme adulte du parasite est développée, les manifestations cliniques de la phase
d’état peuvent étre discretes, mais une inflammation ou une obstruction des voies biliaires sont

possibles, pouvant entrainer une stase biliaire avec ictére (CDC, 2015).

- Le cycle de vie dixénique

Les ceufs sont non-embryonnés a la ponte dans des féces de ruminants. lls doivent
séjourner en eau douce bien oxygénée, a une température supérieure a 10°C, avant d’éclore au
printemps. Un miracidium est libéré et doit trouver son hote, une lymnée (gastéropode), en 24
heures. 1l pénétre alors son tégument et se transforme en sporocyste puis en une larve cercaire
pouvant nager pour aller se fixer sur des végétaux et s’y enkyster sous forme de métacercaire.
Les hétes définitifs sont contaminés par consommation de cette végétation, et les étres humains
plus particuliérement en mangeant du cresson ou d’autres végétaux de bords de rives ou
poussant dans I’eau. A ce stade, la métacercaire migre a travers I’intestin puis le foie pour se
développer en douve adulte au niveau des voies biliaires et du tissu hépatique, dont elle se
nourrit (Figure 7) (CDC, 2015). Une contamination est aussi possible aprés consommation de

foie de mouton ou de bovin parasites.
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Figure 7 : le cycle de vie de Fasciola sp.
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- Les génomes mitochondriaux

Les génomes de Fasciola sp. (14 478 pb pour F. gigantica et 14 462 pour F. hepatica)
possedent les mémes génes que les autres plathelminthes décrits et un taux de A+T de 62,7%.
La différence interspécifique pour I’ensemble des génes codant des protéines est de 11,6% (Liu
et al., 2014a).

Plusieurs travaux ciblant des genes mitochondriaux (Nad1, Cox1) (Tadayon et al., 2015;
Wannasan et al., 2014) ou nucléaires (ITS1-2, ARNr5.8s) (Shu et al., 2012) ont montré que la

distinction des deux especes au niveau moléculaire était plutot aisée.

ii.  Les Dicrocoeliidae ;: Dicrocoelium sp. (Dujardin, 1845)

La petite douve du foie infecte le bétail, en particulier les moutons et les chevres. Une
dicrocoeliose peut causer chez I’humain une distomatose, si une fourmi contaminée est ingérée
accidentellement. Cette parasitose est exceptionnelle chez I’Homme, moins de 15 cas ont été
documentés (Gentilini, 2012). Le ver adulte hermaphrodite d’environ un centimétre colonise

les canaux hépatiques.

- Le cycle de vie trixénique

Les ruminants sont les hotes définitifs les plus fréquents, méme si d’autres herbivores,
des carnivores et les humains peuvent aussi étre contaminés. Des ceufs embryonnés sont
dispersés en méme temps que les féces de 1’hdte définitif. Un escargot, tel Zebrina sp. ou
Cionella sp., les ingere, permettant 1’éclosion de miracidiums. Ils migreront a travers la paroi
intestinale vers les tissus vasculaires, ou ils se transformeront en sporocystes, qui se dirigeront
dans la glande digestive. Une larve cercaire sera libérée et se dirigera vers la chambre
respiratoire, ou elle sera déposée dans I’environnement avec le mucus émit par I’escargot. Cette
substance devra étre ingérée par une fourmi (Formica ssp.). La cercaire évolue alors en larve
métacercaire apres un passage dans I’intestin vers I’hémocoele. Aprés avoir mangé une fourmi
infectée, 1’hote définitif sera contaminé par la métacercaire qui va s’enkyster dans le petit

intestin avant de migrer par le conduit biliaire pour donner la douve adulte.
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Figure 8 : le cycle de vie de Dicrocoelium dendriticum.

Le parasitisme de la fourmi s’accompagne d’une modification de son comportement :
quelques cercaires iront s’enkyster dans le ganglion sous-cesophagien, qui contrdle le nerf
mandibulaire. Les fourmis infectées ont un comportement diurne normal, mais resteront
accrochées par leur mandibule a I’extrémité des brins d’herbe a la tombée du jour. Le parasite
manipule le comportement de son hote intermédiaire pour augmenter ses chances d’étre mangé

par un herbivore (Figure 8) (CDC, 2015).

- Les génomes mitochondriaux

Les génomes des espéces Dicrocoelium dendriticum et D. chinensis ont été séquencés
en 2014, et sont similaires a celui des autres genomes de cestodes en terme de taille (14 884 et
14 917 bp respectivement), de composition, d’ordre des génes et biais de la composition en
A+T (Liu et al., 2014a). En comparant les génomes complets, les deux especes présentent
11,8% de variations nucléotidiques pour les genes codant des protéines et 11,4% de variations

au niveau des séquences en acides aminés.
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B. Les Némathelminthes

Ces vers ronds sont des protostomiens ecdysozoaires, ¢’est-a-dire des animaux dont le
développement s’effectue par mues cuticulaires. Cet embranchement regroupe des organismes
pseudocoelomates, avec un tube digestif ouvert sur une bouche et un anus. Le systeme nerveux
est composé simplement d’un ganglion périoesophagien et de deux cordons nerveux. La forme
adulte femelle est plus grosse que le male. La respiration s’effectue par la cuticule, et il y a une

absence de systéme circulatoire et respiratoire.

1) Les nématodes

Certaines estimations portent a 100 millions le nombre d’espéces composant ce phylum,
celles-ci colonisant le sol, le milieu marin ou ’eau douce, et menant une vie libre
(Caenorhabditis elegans) et/ou parasite des animaux (Oxyuridea) ou des plantes (Tylenchus
sp.) (Poinar et al., 2010).

Les nématodes regroupent des helminthes transmis par le sol par contamination oro-
fécale et affecteraient jusqu’a 2 milliards de personnes dans le monde. Ce probléme de santé
publique majeur est une source de préoccupations pour I’OMS, qui publie régulicrement des

rapports sur ’avancée de 1’éradication de ces parasitoses (OMS, 2013).

Les traitements médicamenteux consistent en la prise d’Albendazole, de Mebendazole
ou de Flubendazole, qui inhibent 1’incorporation de la tubuline dans le cytosquelette, ou de
Pyrantel, qui entraine un blocage neuromusculaire par une activation prolongée des récepteurs
a I’acétylcholine (Vidal, 2015).

1. Les Ascandidae : Ascaris lumbricoides (Linnaeus 1758) et A. suum

Goeze, 1782)

Ce genre de ver rond, pouvant atteindre jusqu’a 35 cm de longueur, peut infecter
respectivement 1’étre humain ou le porc. Selon ’OMS, prées de 1,5 milliard de personnes sont
parasitées a travers le monde, dont 350 millions seraient gravement atteints, causant environ
60 000 déces par année (Appelt et al., 2014). Les cas sont plus fréquents dans les régions

tropicales et subtropicales, surtout lorsque les conditions d’hygiéne sont inadéquates.
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- Le cycle de vie monoxene

Le ver adulte vit dans le petit intestin de son hoéte, ou la femelle peut pondre jusqu’a
200 000 ceufs par jour. Ceux-ci sont libérés dans I’environnement avec les féces, et doivent y
séjourner au moins 18 jours selon les conditions du sol, pour devenir infectieux. Le cycle se
poursuit lorsqu’un héte, humain ou porcin, consomme des aliments ou de I’eau souillés par des
ceufs. La larve peut alors éclore dans I’intestin, le traverse pour emprunter le systeme porte et
la circulation systémique vers les poumons. Elle arrive & maturation aprés environ deux
semaines, remonte 1’arbre bronchique vers la gorge, pour y étre avalée et atteindre le petit

intestin, ou elle se développera en ver adulte (Figure 9) (CDC, 2015).
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Figure 9 : le cycle de vie d’Ascaris sp.

- Ascaris lumbricoides et A. suum : taxonomie

Les deux especes du genre, Ascaris lumbricoides, infectant les humains, et A. suum,
infectant les porcs, sont sujettes a un débat concernant leur taxonomie. Leur similarité
morphologique, tant au niveau du ver adulte que des ceufs, ainsi que leurs caractéristiques
biologiques ont maintenu le débat sur la nécessité de définir deux espéces, ou si le genre ne
serait pas plut6t constitué de variants infectant indifféremment les deux hétes potentiels (Leles
et al., 2012). Trois modeles sont proposés pour expliquer la transmission du parasite, dans les

régions ou les humains et les porcs sont infectés (Figure 10).
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Figure 10 : trois modéles possibles de transmission d’Ascaris dans les populations porcines
et humaines. Dans le modeéle 1, les humains et les porcs sont deux hotes alternatifs que le
parasite peut infecter pour survivre. Dans le modéle 2, les parasites sont spécialisés pour un
hote en particulier et vivent en sympatrie. Le modeéle 3 expose deux populations d’Ascaris
spécialisées pour un hote, mais avec des infections croisées possibles (Anderson, 2001).

Depuis le début du 20°™ siécle, plusieurs études ont été menées pour tenter d’apporter
un éclairage sur le genre. Concernant les analyses morphologiques, des variations notamment
au niveau des crétes denticulées ont été observées entre les Ascaris du porc et ceux de I’humain.
Cependant, ces différences ne sont pas toujours visualisées lors d’études indépendantes, ce
point étant probablement lié au fait que les spécimens étudiés provenaient de régions
géographiques distinctes. Ces études ne permettent pas d’associer les variations observées a la
biogéographie des parasites ou au fait qu’ils infectent un hote en particulier (Galvin, 1968 ;
Anderson, 2001). Les analyses microscopiques des ceufs ne permettent pas non plus de

distinguer les espéces.

Des expériences de contaminations expérimentales ont montré que des ceufs retrouvés
chez le porc pouvaient infecter I’humain, et inversement. Ceci montre que les vers peuvent
accomplir un cycle de vie complet, indépendamment du type d’hote. D’autres expériences ont,
a ’opposé, conclu que des génotypes du parasite, retrouvés dans certaines populations
humaines étudiées, était incapable d’engendrer une infection chez le porc. Dans tous les cas,
ces conclusions ne reflétent pas tout a fait les réels contextes de transmission, car les quantités
d’ceufs utilisées pour les infections artificielles étaient beaucoup plus élevées qu’en milieu

naturel (Loreille et Bouchet, 2003).

Au niveau moléculaire, plusieurs marqueurs génétiques ont été analysés. En utilisant
comme cible nucléaire ITS1, cinq génotypes ont été déterminés dans des populations chinoises,
G1 étant associé principalement a des hotes humains et G3 aux hotes porcins. Les trois autres
génotypes étaient retrouvés indifféeremment chez les deux hétes (Peng et al., 2003). Au Brésil,
la méme cible génétique a montré une variabilité interindividuelle élevée, ne permettant pas

d’associer un génotype a un hote en particulier (Leles et al., 2010).
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Au niveau mitochondrial, les genes Cox1 et Nadl ont permis d’établir 26 haplogroupes
d’Ascaris dans les populations chinoises, dont un seul est retrouvé chez les deux hotes (Peng et
al., 2005). La Chine étant considérée comme une zone endémique pour les ascaridioses, ces
résultats suggerent que les cycles de transmission dans ce type de région sont hote-spécifique.
Cependant, 1’étude de microsatellites de 258 Ascaris chinois a montré des contaminations
croisées ainsi que des hybrides entre les vers retrouvés chez I’Homme et ceux retrouvés chez le
porc (Zhou et al., 2012).

Une analyse plus exhaustive a été réalisée sur le géne Coxl1, pour étendre les
haplogroupes établis précédemment dans les populations chinoises. Cing cent trente-six vers
d’Ascaris prélevés chez I’Homme ou le porc, provenant de 32 locations différentes, réparties
dans 11 pays, ont été génotypés (Betson et al., 2014). Soixante-quinze haplogroupes ont été
identifiés, dont 43 nouveaux. H1 et H3 sont des haplogroupes les plus fréquemment trouves
chez les vers humains ; H7, H28, H52, H64 sont souvent identifiés chez le porc, H64 étant le
seul spécifique a des Ascaris prélevés chez le porc. Les haplogroupes retrouvés en Europe (zone
non - endémique) correspondent a une situation du modele 3 de la Figure 10, car les vers
humains sont porteurs d’haplogroupes typiques des vers du porc, indiquant une origine
zoonotique. A I’opposé, en Afrique, les vers des porcs et ceux des humains sont porteurs

d’haplogroupes distincts, indiquant une barriére aux échanges génétiques (modele 2).

La combinaison des résultats d’haplogroupes mitochondriaux et nucléaires semblent
suggérer qu’un seul marqueur n’est pas suffisant pour définir une ou deux espéces d’Ascaris.
Par ailleurs, ces résultats confirment que le mode de transmission differe dans les régions
endémiques ou non, suggérant que le parasite est peut-étre actuellement dans une phase

d’adaptation, suite a un changement d’hote qui a pu se produire par le passé (Leles et al., 2012).

- Les génomes mitochondriaux

La composition en genes, ainsi que leur ordre, est le méme chez les deux espéces et
correspond a celui décrit precédemment pour les cestodes. Le taux en A+T est elevée (71,7 -
71,8%). L’identité de séquence nucléique entre les espéces Ascaris lumbricoides et A. suum est
de 98,1% alors que celle entre des génomes d’A. suum américain et chinois est de 98,5% (Liu
et al., 2012b ; Okimoto et al., 1992). Ces pourcentages indiquent que la variabilité

« interspécifique » est aussi élevée que la variabilité liée a la géographie.
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- Le génome nucleaire

En 2011, 273 Mb d’une ébauche du génome nucléaire d’Ascaris suum a été publié avec
une couverture de 80X (Jex et al., 2011). Ce génome posséde un contenu en GC de 37,9%, et
présente peu de séquences répétées, comparativement aux autres génomes de métazoaires
publiés. 11 est composé d’environ 18 500 genes codant des protéines, dont une portion
importante de peptidases, permettant de dégrader et pénétrer les tissus de 1’hdte, et de molécules
pouvant moduler la réponse immunitaire. L’analyse des voies métabolique a prédit 1’existence
de 225 « choke points », liés a des enzymes dont 1’absence entrainerait une toxicité cellulaire
ou une privation en métabolites essentiels. Parmi eux a été identifié une inosine-5’-
monophosphate déshydrogénase qui possede plusieurs inhibiteurs connus, tels les analogues de
I’acide mycophénolique. Cette enzyme pourrait étre ciblée dans le développement de traitement

ascaricide.

ii.  Les Oxyridae : Enterobius vermicularis

Ces petits nématodes de deux a treize millimetres de long, de la classe des Chromadorea,
sont les parasites les plus répandus dans les pays industrialisés occidentaux et infectent
uniquement les étres humains. Lors d’une oxyurose, les femelles quittent I’intestin pour 1’anus
pour y pondre des ceufs, causant a I’hote des démangeaisons pouvant empécher le sommeil. Le

traitement a 1’ Albendazole ou au Flubendazole est habituellement efficace.

- Lecycle de vie

La contamination se produit lorsque des objets portant des ceufs infectieux sont touchés,
puis les mains portées a la bouche. Une auto-contamination est aussi possible, apres contact
avec les mains de la région péri-anale. Les ceufs étant de trés petite taille (50-20 um), ils peuvent
étre aéroportés et inhalés. Environ un mois plus tard, les larves éclosent dans le petit intestin et
les adultes colonisent le gros intestin. Les femelles migrent vers I’anus durant la nuit pour y

pondre des ceufs, qui deviennent infectieux en moins de six heures (Figure 11) (CDC, 2015).
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Figure 11 : le cycle de vie d’Enterobius vermicularis.

- Le génome mitochondrial

Cette espéce possede un génome de 14 010 pb, encodant les mémes génes que les autres
nématodes décrits. Parmi les 12 genes codant des protéines, huit utilisent TTG comme codon
d’initiation de la traduction, le codon le plus fréquent chez les nématodes, ATT, n’est pas prédit
comme étant utilisé. Ce méme profil se retrouve aussi chez Anisakis simplex, un parasite des

poissons marins (Kang et al., 2009).

iii.  Les Trichuridae ; Trichuris trichiura (Linng, 1771)

Le genre Trichuris est composé d’une vingtaine d’espéces, dont les plus importantes
sont T. trichiura (infectant les humains), T. suis (parasite du porc), T. vulpis (parasite des
canidés, pouvant aussi toucher 1’étre humain), T. campanula (pouvant affecter les chats) et T.
muris (parasite des rongeurs). Ce nématode est I’un des trois principaux helminthes, avec
Ascaris sp. et les Ankylostomes, pouvant infecter les étres humains par une transmission via le
sol. Sept cents millions de personnes en sont affectées a travers le monde et environ 10 000 en

décédent chaque année.
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L’Albendazole et le Mebendazole, les traitements classiques, n’éradiqueraient que le
tiers des parasitoses traitées, avec une réinfection tres fréquentes (Jia et al., 2012). Le genre
Trichuris a développé une niche particuliére dans le systéme digestif puisqu’il colonise

I’épithélium du colon, un des tissus au renouvellement cellulaire le plus rapide (CDC, 2015).

Une infection par T. trichiura peut étre asymptomatique, persistante pendant des années,
ou bien légere avec une simple colite. Dans d’autre cas, elle peut se présenter sous la forme

d’un tableau dysentérique ou anémique.

- Le cycle de vie monoxenique

Le cycle de vie de Trichuris trichiura est similaire a celui d’Ascaris sp., ce qui explique
qu’une co-infestation des deux parasites est fréquemment observée. Le ceufs non-embryonnés
se retrouvent dans le sol avec les feces et deviennent infectieux en 15-30 jours. Aprés ingestion
d’aliments contaminés par des ceufs ou portage des mains souillées a la bouche (péril fécal), les
larves sont libérées dans le petit intestin, avant de passer vers le gros intestin et coloniser la
mugqueuse intestinale. Les femelles commenceront a pondre 3 000 a 20 000 ceufs par jour apres
deux mois d’infection (Figure 12) (CDC, 2015).
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Figure 12 : le cycle de vie de Trichuris trichiura.
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- Génome mitochondrial

Les séquencages des génomes de Trichuris trichiura et T. suis ont été menés
simultanément, de maniére a pouvoir les comparer et appuyer ou non les précedentes
hypothéses phylogénétiques concluant en la distinction des espéces. L’analyse des ITS (Cutillas
et al., 2009 ; Liu et al., 2014b) ayant montré une grande variabilité intra-spécifique au sein du
genre, ce marqueur nucléaire n’est pas appropri¢€ pour une étude phylogénétique. Contrairement
au genre Ascaris, les données génomiques et génétiques montrent que ces deux parasites sont

bien deux especes de Trichuris distinctes (Liu et al., 2012a).

Les comparaisons de la séquence en nucléotides des génes codant des protéines et de la
séquence en acides aminés de T. trichiura et T. suis montrent des variations allant
respectivement de 25,4%-37,4% et 13,6-62,5%, Cox1 étant la protéine la mieux conservée et
Atp8, celle présentant le plus de variations. Ces différences entre deux espéces d’un méme
genre sont plus élevées que ce que I’on retrouve habituellement chez les nématodes :
Ancylostoma caninum et A. duodenale présentent entre 4,9 et 10% de variation au niveau de la
séquences en acides aminés (Jex et al., 2009 ; Hu et al., 2002).

Les génomes de ces deux Trichuris présentent également la particularité de coder le
gene Atp8, présent uniquement chez les nématodes du groupe paraphylétique des adenophorean
(Lavrov et Brown, 2001).

- Le génome nucléaire

Les génomes nucléaires des especes Trichuris trichiura, T. suis et T. muris ont été
décryptés en 2014. Dans le cas du parasite du porc, un assemblage de 80 Mb avec une
couverture de 140X a été publié (Jex et al., 2014), 75,2 Mb et 85 Mb ont été séquencées pour
les parasites de I"'Homme et de la souris (Foth et al., 2014). Leurs analyses ont mis en évidence :

- Des adaptations au parasitisme : 1’étude de ces génomes et du transcriptome de T.

muris, & apporter des nouvelles connaissances quant a I’implication de la région
antérieure du parasite dans 1’ancrage a long terme dans la muqueuse intestinale,
I’immuno-modulation de la réponse de 1’héte et la nutrition du parasite. Environ 75
chymotrypsines de la famille des sérine-protéases seraient présentes chez ces
especes, dont les trois quarts seraient surexprimées dans la partie antérieure du ver

adulte.
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Parmi celles-ci, les deux tiers seraient des protéines secrétées, ce qui est cohérent
avec les hypothétiques fonctions précédemment mentionnées pour cette région du
ver.

Des cibles thérapeutiques : de nouvelles cibles thérapeutiques ont pu étre identifiées,

dont 29 genes essentiels pouvant déja étre ciblés par la pharmacologie existante.
Parmi ceux-ci, mentionnons une adénosine désaminase, un récepteur au LDL (low
density lipoprotein) et une histone desacétylase pouvant étre visés respectivement
par un antiviral, un antibiotique et une statine.

L’immunomodulation de la réponse de I’hdte : ce phénomene était connu avant

I’étude des génomes nucléaires, en particulier chez T. suis, sans que les mécanismes
moléculaires et cellulaires impliqués ne soient décrits. Des médecins ont propose de
traiter des maladies telles les colites ulcéreuses ou les maladies de Crohn par une
infection artificielle a T. suis aprés avoir 1/ étudié les données immunologiques
obtenues a partir d’animaux de laboratoire infectés expérimentalement par T. Suis,
2/ constaté que les maladies intestinales inflammatoires d’origine auto-immune sont
peu fréquentes dans les pays ou le taux d’helminthiase est élevé (Elliott et
Weinstock, 2012 ; Summers et al., 2005). Un modéle biologique sur les effets
immunologiques de T. suis a ensuite été proposé lors de ’analyse des données
génomiques. En se basant sur les génes surexprimés durant le stade larvaire et au
niveau de la partie antérieure du ver (stichosome), plusieurs effets anti-
inflammatoires ont été présentés. De nombreuses molécules entrent en jeu pour
inhiber les réponses immunitaires telles la différenciation de lymphocytes T pro-
inflammatoires, la production de monoxyde d’azote par les macrophages, la
stimulation d’interleukines anti-inflammatoires et en limitant la destruction des
tissus de 1’hote par la sécrétion d’inhibiteurs de protéases. Une diminution des
symptdmes associés a certaines pathologies digestives a pu étre observée apres
ingestion d’ceufs infectieux lors d’étude en double-aveugle (Summers et al., 2005).
Cependant, la communauté médicale souléve diverses questions concernant la
sécurité de ce type de traitement : méme si T. suis ne parasite pas 1’étre humain, il
existe des risques de colonisation extra-digestive, dont les risques peuvent étre

importants pour un patient (Hsu et al., 2005 ; Van Kruiningen et West, 2005).
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I11. Bilan du chapitre Il

Les helminthes gastro-intestinaux sont dans nos sociétés modernes, une source de
préoccupations pour la santé publique. Leurs impacts sur les populations peuvent étre
importants dans les pays en voie de développement, ou les maladies associées a une
contamination oro-fécale sont nombreuses. Une infestation parasitaire associée a d’autres
pathologies et & la malnutrition peut engendrer un mauvais état de santé général, surtout chez

les enfants.

Les mesures d’hygiéne a mettre en place pour prévenir les infestations parasitaires sont
nombreuses et représentent un investissement financier important : installer des toilettes et
traiter les eaux usées, ne consommer que de 1’eau potable, ne pas utiliser d’engrais de
fertilisation d’origine humaine, traiter les animaux infestés... Ces mesures permettent en méme
temps de diminuer la transmission d’autres maladies, telles 1’hépatite A ou le choléra. Bien que
les plus récentes statistiques de ’OMS montrent une augmentation de la proportion de la
population mondiale ayant accés a 1’eau potable (prés de deux milliards de personnes en plus
par rapport a 1990), 185 millions de personnes consomment de 1’eau de surface pour leur besoin
quotidien. Si I’on rajoute a ces données les 2,5 milliards de personnes n’ayant pas accés a des
installations sanitaires améliorées (OMS et UNICEF, 2013), des efforts pour enrayer ces

parasitoses restent encore a faire au niveau des politiques nationales et internationales.
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Chapitre 111 : La paléoparasitologie

I. Historigue

La paléoparasitologie est une des disciplines fondatrices de la paléopathologie, dont un
des pionniers est Sir Armand Ruffer. Aprés avoir contracté la diphtérie en s’inoculant un sérum,
Ruffer décida d’aller se reposer en Egypte, et y accepta un poste de professeur de bactériologie.
Probablement inspiré par ce séjour dans ce pays a I’histoire longue et passionnante, il développe
la paléopathologie, qu’il décrit comme « la science des maladies qui peuvent étre démontrees
sur les restes humains et animaux des temps anciens » (Ruffer, 1913). Il s’intéresse tout
particulicrement a I’étude de tissus provenant de momies. En 1910, il effectue la premiere
observation de paléoparasitologie en identifiant par microscopie des ceufs de Schistosoma
haematobium au niveau des reins d’une momie de la XX® dynastie (1186-1069 BC). Par la
suite, il identifie une tuberculose chez une momie d’un prétre d’Amon, en observant les signes
du mal de Pott ainsi qu’un abcés du muscle psoas. Au cours de sa carriere, il diagnostiqua de
nombreuses pathologies congénitales (pied varus-équin), infectieuses (tuberculose,
poliomyelite, ostéomyelite), liees aux conditions de vie (artériosclérose, rachitisme, caries

dentaires) ou a 1’age (goutte, rhumatismes) (Ruffer, 1921).

Durant le 20°™ siécle, la paléoparasitologie continue de se développer avec comme
objectif principal la mise en évidence microscopique des restes de parasites dans des contextes
archéologiques historiques et préhistoriques. Le plus souvent, les marqueurs qui sont retrouvés
sont des ceufs d’helminthes gastro-intestinaux, plus rarement des restes de larves ou de vers
adultes. Les ceufs, forme de dissémination émise par les vers, possédent une coque COmMposée
en partie de chitine et d’un nombre variable de couches lipidiques. Ces molécules les rendent
relativement résistants aux processus de dégradation diagénétique et taphonomique. La
composition de la paroi et/ou de I’enveloppe varie d’un taxon a I’autre, ce qui signifie qu’avec
des conditions de préservation identiques, I’identification de certains parasites est plus ou moins
probable ou facile. Les ceufs d’Enterobius vermicularis par exemple, sont fragiles et rarement
retrouvés en contexte archéologique. A I’opposé, les Ascaridae et Trichuridae, dont la coque

est plus épaisse, sont fréquemment identifiés.
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Il est par ailleurs nécessaire de prendre en compte le cycle de vie des parasites dans
I’interprétation des taxons qui ne sont retrouvés que rarement. Si I’éclosion de la larve, a lieu
précocement aprés le dépot dans I’environnement, on peut s’attendre a une sous-évaluation de
la présence de ce taxon en raison de la destruction de 1’ceuf ou de la perte des caractéristiques
le rendant identifiables. C’est notamment le cas pour les Ancylostomides ou les
Trichostrongylides (Bouchet et al., 2003a). L’identification microscopique des taxons se base
sur I’analyse des caractéristiques morphologiques et micrométriques des ceufs (Figure 13). Le
diagnostic au niveau de 1’espéce n’est possible que pour une minorité des parasites étudiés, car
la plupart des ceufs au sein d’un méme genre, voire d’une méme famille, présentent des

caractéristiques identiques.
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Figure 13 : clé d’identification d’ceufs d’helminthes humains (Chiodini et al., 1993). Cette table comporte une erreur car elle décrit /’ceuf de
Dicrocoelium comme n’étant pas operculé.
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Dans ce contexte, les paléoparasitologues ont été a 1’affut des avancés en biologie
moléculaire et en immunologie afin d’affiner leurs analyses. La méthode ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) a permis de mettre en évidence des antigenes de S. haematobium
dans des tissus d’une momie égyptienne de 1198 BC (Deelder et al., 1990). Moins de 10 ans
plus tard, une publication rapportait 1’identification d’ADN de Trypanosoma cruzi, provenant
de restes humains momifiés au Nord du Chili et datant de 9000 ans (Guhl et al., 1999). Ce
résultat, basé sur I’interprétation d’une électrophorese sur gel, n’était pas accompagné d’un
séquencage de I’ADN, mais d’autres équipes ont poursuivi 1’étude de ce parasite responsable
de la maladie de Chagas par hybridation moléculaire (Ferreira et al., 2000) puis par séquencage
(Madden et al., 2001). La méme année, les premieres séquences de I’ADN mitochondrial de

I’helminthe gastro-intestinal Ascaris sont obtenues (Loreille et al., 2001).

Que les analyses soient menées classiqguement par microscopie ou par un diagnostic
moléculaire, les informations obtenues en paléoparasitologie sont nombreuses et diverses. Elle
permet tout d’abord d’obtenir des connaissances d’ordre sanitaire et médical. Comme il a été
décrit dans le chapitre 11, certaines parasitoses sont associées au péril fécal, c’est-a-dire a une
transmission oro-fécale via la consommation d’aliments ou d’eau souillés. Au niveau paléo-
ethnologique, cette discipline permet de mieux comprendre les modes de vie des populations
anciennes. Un régime alimentaire comportant du poisson cru étant plutbt associé a un risque de
contracter une diphyllobothriose, alors que la consommation de porc mal cuit peut transmettre
un Teenia solium. Sur une échelle temporelle et géographique plus large, la répartition des
parasitoses ou leur apparition chez 1’étre humain peuvent étre des indicateurs d’une révolution
profonde. Le Néolithique, avec la mise en place de 1’agriculture et la domestication des
animaux, est une période qui a pu favoriser des changements d’hotes et augmenter la quantité
de parasites présents. En effet, un plus grand nombre d’espéces avec un nombre croissant
d’individus localisés sur un site restreint, a pu favoriser la transmission de nouveaux parasites
aux humains et aux animaux (voir (Zammit, 2005) pour les concepts de promiscuité
Homme/animal et (Dittmar, 2009)).
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Il1. La paléoparasitologie morphologique

Dans cette section seront décrits la morphologie des ceufs d’helminthes gastro-

intestinaux étudiés dans le chapitre I1.

A. Ascaris sp.

Comme mentionné précédemment, les ceufs des deux espéces Ascaris lumbricoides et
A. suum ne sont pas distinguables. Ces ceufs, de 45-70 um x 35-45 pm, sont sans protubérance,
ni opercule ou éperon. La paroi est épaisse et mamelonnée, et ses trois couches de lipides sont
observables. Si les conditions environnementales sont favorables, les ceufs peuvent rester
infectieux pendant six ans (VanBuskirk et al., 2009). Ceux provenant d’un porc restent

généralement viables 40 jours a une température comprise entre -18 et -27°C (Hindiyeh, 2004).

Notons que, dans une perspective plus large que la parasitologie humaine, la plus
ancienne trace d’ceufs d’Ascarididé remonte au Crétacé. Un coprolithe appartenant a un
dinosaure (Iguanodon) a été analyseé et une infestation par ce nématode a été déterminée (Poinar
et Boucot, 2006).

Figure 14 : un eeuf d’'Ascaris lumbricoides provenant de la cavité abdominale d’un soldat de
la Premiére Guerre Mondiale. Carspach, France (Le Bailly et al., 2014a).

B. Trichuris trichiura
Les ceufs de Trichuris trichiura et T. suis sont considérés comme non-distinguables. lls

présentent des protubérances aux extrémités saillantes et leur taille est de 49-65 um x 20-30

pm. La coque est eépaisse et leur forme de citron les rend facilement reconnaissables.
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La plus ancienne infestation humaine actuellement rapportée remonte au Neolithique
(5200-5300 BP), avec la momie italienne Otzi qui était porteur de ce parasite (Aspock et al.,
1996).

Figure 15 : un ceuf de Trichuris trichiura, provenant de la cavité abdominale d’'un soldat de
la Premiere Guerre Mondiale. Carspach, France (Le Bailly et al., 2014a).

C. Enterobius vermicularis

Les ceufs d’Enterobius vermicularis sont incolores. Ils sont ovalaires et asymétriques.
Leur paroi est épaisse et lisse, présentant quatre couches. La taille des ceufs est

approximativement de 55 pm x 30 pm.

Ces ceufs sont rarement retrouvés dans des vestiges européens avec une seule occurrence
répertoriée par (Herrmann, 1988) alors qu’ils le sont plus fréquemment dans des coprolithes
d’ Amérique (de Araujo et al., 1985 ; Iniguez et al., 2003b).

Figure 16 : des wufs d’Enterobius vermicularis (CDC).
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D. Les Taeniidae

Les ceufs des Taenia pouvant infecter les humains sont non-distinguables des ceufs du
genre Echinococcus, parasite des carnivores. Les ceufs symétriques sont presque ronds, avec
une paroi épaisse et lisse a deux membranes. lls sont délimités par une membrane qui entoure
I’embryophore. Celle-ci est trés fragile et est détruite au cours de la taphonomie, c’est donc
uniquement I’embryophore qui est retrouvé dans les échantillons archéologiques, de 32 a 36

pum de diametre.

Figure 17 : des embryophores de Teniadés (Nezamabadi et al., 2013b).

Des cas de transport a longues distances d’ceufs, par I’intermédiaire d’oiseaux ou
d’insectes, ont été rapportés, suite a des cas d’infestations de moutons par le Ténia du chien en

région insulaire, en absence d’hote canin (Torgerson et al., 1995).

E. Diphyllobothrium sp.

La taille de ces ceufs avec opercule est comprise entre 60-70 pm x 40-60 um. Ils
présentent une cogque mince, avec un épaississement appelé mucron, au pdle opposé a
I’opercule. Les ceufs peuvent présenter des variations de 1’ornementation, plus ou moins
ponctuées. Elles peuvent permettent d’orienter le diagnostic vers certaines especes de
Diphyllobothrium en particulier (D. dendriticum ou D. latum) mais ce critere est insuffisant

pour identifier les 14 especes qui peuvent infecter I’humain.
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Figure 18 : un ceuf de Diphyllobothrium sp. de 3350-3100 BC
(Le Bailly et Bouchet, 2013).

o
0 .
et

F. Fasciola sp.

Ces ceufs ovoides operculés, a paroi mince, sont sans protubérance, non-encapsulés mais
présentent des épaississements au niveau des poles. lls mesurent entre 130-200 um x 60-105
pum, cette large fourchette de taille permet de distinguer les especes Fasciola hepatica de F.

gigantica, cette derniere présentant des ceufs de taille plus importante.

0

Figure 19 : des ceufs de Fasciola hepatica (CDC).
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G. Dicrocoelium sp.

Ces ceufs ovoides sont non-encapsulés, sans protubérance, avec un opercule large et
aplati. La paroi, épaisse et lisse, est asymétrique. L’ceuf brun foncé mesure 38-45um x 22-30
pm.

Figure 20 : un ceuf de Dicrocoelium sp. (Le Bailly et Bouchet, 2010).
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1. La paléogénétique pour I’étude des helminthes gastro-intestinaux

A. Généralités

Le développement de la paléogénétique a rapidement laissé entrevoir des perspectives
pour I’étude des pathogénes anciens. Limitée au cours du 20°™ siécle, comme nous 1’avons vu,
par des observations microscopiques pour les helminthes gastro-intestinaux, I’identification des
autres maladies infectieuses se basaient sur des analyses morphologiques et macroscopiques.
Par exemple, des atteintes osseuses pouvant étre associées a des bactéries telles des
Staphylococcus sp. , des Mycobacterium sp. ou des Treponema sp. ; des mégavisceres, tel un
mégacdlon, pouvant étre observés dans des cas de maladie de Chagas, causée par le protozoaire

Trypanosoma cruzi.

La premiere étude de paléogénétique portant sur des pathogénes s’est intéressée a
I’identification par PCR de la bactérie M. tuberculosis préservée dans des squelettes montrant
des signes de mal de Pott (Spigelman et Lemma, 1993). Les travaux se sont ensuite succédés
pour mettre en évidence d’autres pathogénes, tels Yersinia pestis, 1’agent causal de la peste
(Drancourtetal., 1998 ; Bos et al., 2011, Tran et al., 2013), ou Bartonella sp., dont B. quintana,
transmise par les poux, est responsable de la fievre des tranchées (Drancourt et al., 2005). Le
virus de la variole a aussi pu étre mis en évidence sur des momies sibériennes du 17¢me—18éme

siecles (Biagini et al., 2012).

L’intégration d’études génétiques permet une meilleure compréhension de 1’occurrence
et de la répartition des pathologies ayant affectées les populations anciennes et offre la
possibilité d’ancrer la paléopathologie dans le concept de pathocénose. Proposé par Grmek, il
définit ce concept en 1969:

Les états pathologiques au sein d’une population déterminée, dans le temps et dans

[’espace, forment un ensemble, que nous nommons pathocénose ; la fréquence et la

distribution de chaque maladie dépendent, en plus de divers facteurs endogénes

[infectiosité, virulence, vecteurs] et écologiques [climat, urbanisation, promiscuité], de

la fréquence et de la distribution de toutes les autres maladies ; la pathocénose tend vers

un état d’équilibre, ce qui est particulierement sensible dans une situation écologique
stable (Grmek, 1969).

En permettant un diagnostic spécifique et simultané de plusieurs pathologies
infectieuses, la génétique permet d’apporter cet aspect intégratif décrit par Grmek, en

opposition a un procédé analytique, ou chaque maladie serait décrite individuellement.
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En effet, grace a la paléogénomique ou la métagénomique, il devient possible d’étudier
plusieurs pathologies au sein d’une population ou de suivre leur évolution au cours du temps.
Des explications sur des changements d’occurrence de maladies ou leur apparition, en lien avec
des facteurs écologiques ou associés a des changements dans les habitudes alimentaires ou
sanitaires, peuvent aussi étre proposées. L’intégration des approches moléculaires,
morphologiques et microscopiques apparait donc pertinente dans 1’optique de mieux décrire les

états pathologiques des populations du passe.

B. La paléoparasitologie moléculaire

Les analyses génétiques appliquées aux helminthes gastro-intestinaux sont un apport
important pour I’étude des parasitoses ayant affectées les populations passées. La microscopie
ne permet pas de déterminer plusieurs taxons au niveau de 1I’espéce, une information importante
pour établir les états de santé et les modes de vie des populations anciennes. Par ailleurs, les
processus taphonomiques peuvent affecter les caractéristiques morphologiques, ce qui peut
rendre 1’identification moins précise, voire impossible. L’obtention de séquences génétiques

permet :
1- de confirmer la présence de taxons observés par microscopie,
2- d’établir précisément les espéces présentes,
3

de mettre en évidence d’autres taxons qui n’auraient pas été identifié par
microscopie,
4

de suivre I’évolution d’un génome de parasite au cours du temps.

1} Les prérequis aux analyses moléculaires

L’identification des especes présentes dans un échantillon archéologique nécessite de
comparer les séquences anciennes d’ADN obtenues a des séquences modernes de références.
Ces derniéres sont obtenues la plupart du temps a partir de spécimens adultes pour lesquels
I’espéce sera identifiable. L’alignement comparatif des séquences modernes et anciennes

permettra donc de diagnostiquer une espéce de parasites.
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Au cours de leurs travaux de biologie moléculaire, les chercheurs qui obtiennent des
séquences nucléotidiques peuvent les rendre publique en les soumettant a une banque de
données telles GenBank, EMBL ou DDBJ (Benson et al., 2005 ; Kanz et al., 2005 ; Tateno et
al., 2002). Le nombre de séquences disponibles est actuellement trés important (Figure 21).
Une augmentation exponentielle est observable a partir du début des années 2000, et
concomitante a la mise au point du séquencage de nouvelle génération (Next-generation
sequencing, NGS).

Growth of GenBank (1971-2013)
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Figure 21 : évolution des données disponibles dans GenBank entre 1984 et 2012 (Mark A.
Pauley, University of Nebraska).

Le nombre de séquences de références modernes ne devraient donc pas constituer un
frein pour les analyses genétiques en paléoparasitologie, mais dans les faits, tous les taxons ne
sont pas représentés de maniére similaire dans les banques. Par exemple, debut 2015, 344
séquences différentes d’ ADN mitochondrial étaient disponibles pour le genre Ascaris, 473 pour
les especes de Teenia saginata, T. asiatica et T. solium, alors que pour les espéces de Capillaria
pouvant affecter 1’étre humain (C. hepatica et C. aerophila), 28 séquences avaient été déposees

dans GenBank (Benson et al., 2005).
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Ces différences peuvent s’expliquer entre autre par I’importance du parasite au niveau de la
santé publique et des pertes économiques pouvant étre engendrées au niveau de 1’industrie
agricole. Les ascaridioses touchant 1 500 millions de personnes a travers le monde (OMS, 2002)
et affectant 1’industrie porcine, cette parasitose est naturellement plus étudiée que les

capillarioses n’affectant que sporadiquement 1’humain.

Idéalement, les séquences de références modernes devraient étre le reflet de la diversité
biogéographique, puisque des variations génétiques associées a la géographie peuvent étre
observées. Pour que cela puisse étre possible, il faudrait que les spécimens de parasites soient
faciles a obtenir et que de nombreux pays s’investissent dans des projets de recherche les
concernant. Ce n’est pas le cas, et actuellement, de nombreuses séquences publiées sont
uniquement d’origine asiatique (Chine, Inde...), ou sud-américaine (Brésil, Mexique...)
(Hancock et al., 2001 ; Anantaphruti et al., 2013 ; Leles et al., 2009 ; Wang et al., 2013 ;
Arizono et al., 2009).

2) Les travaux de paléoparasitologie moléculaire sur les

helminthes gastro-intestinaux

Les 14 publications a ce jour ayant donné lieu a la production de séquences anciennes
d’helminthes gastro-intestinaux humains sont basées sur une approche similaire. Aprés une
analyse microscopique des ceufs de parasites, un a trois taxons observés sont ciblés par PCR et
confirmés par un séquencage de type Sanger. Seuls deux études de biologie moléculaire ont été
menés dans le but de cibler des especes non-observées par microscopie. La premiere s’est
intéressée au fait que le parasite cosmopolite Enterobius vermicularis n’est que rarement
observé dans les échantillons anciens, alors qu’il est fréquent dans les populations actuelles
(Iniguez et al., 2003b). La caractérisation du parasite reste cependant discutable car les auteurs
n’ont pas séquencé les amplicons obtenus. Le second travail a cherché a mettre en évidence
I’association classique de Trichuris trichiura et Ascaris sp., alors que seuls des ceufs du
premiers helminthes ont été observés dans les echantillons archeologiques étudiés (Leles et al.,
2008).

Dans cette partie nous exposerons et analyserons les résultats de biologie moléculaire
obtenus sur les helminthes gastro-intestinaux. Seuls les travaux ayant donnés lieu a la

publication de séquences d’ADN seront mentionnés.
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Ceux discutant d’amplicons ayant donné des « séquences non-spécifiques » ne sont pas pris en
considération, ainsi que ceux dont les analyses sont basees sur des approches d’hybridations
moléculaires ou par la technique de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Iniguez et
al., 2003a ; Jaeger et Iniguez, 2014). En effet, tous les échantillons de paléoparasitologie
(sédiment, coprolithe ...) peuvent étre considérés comme des échantillons environnementaux,
c’est-a-dire qu’ils sont composés d’une minorité d’ADN endogéne, noyé dans une grande
quantit¢ d’ADN bactérien, viral, provenant de levures, de champignons... Méme si la
spécificité des amorces utilisées est vérifiée en interrogeant les banques de données, ces
derniéres sont loin d’étre exhaustives. Les séquences d’ADN de toute la biodiversité terrestre
n’y étant pas encore toutes répertoriées. Pour cette raison, il est nécessaire de procéder au
séquencage des amplicons obtenus, méme si ceux-ci présentent, aprés électrophorese, une

bande de taille attendue car elles peuvent correspondent a des produits non-spécifigques.

Nous terminerons en exposant quelques cas sur des helminthes affectant les animaux, et
sur des parasites de type protistes (Trypanosoma sp., Leishmania sp., Plasmodium sp.,

Toxoplasma sp.) et sur un ectoparasite commun, le pou (Pediculus humanus).

1. Ascaris sp.

Cet helminthe fut le premier ciblé par des analyses paléogénétiques (Loreille et al.,
2001). Cent quatre ceufs prélevés sur un coprolithe belge (1400 AD) ont permis d’obtenir des
fragments des génes Cytb et de I’ARNr 18S. Peu de séquences modernes de référence étaient
disponibles a cette époque, les auteurs ont eux-mémes séquencé une partie du gene du Cytb
d’Ascaris lumbricoides. Les séquences anciennes pour ce géne présentaient trois substitutions
par rapport au parasite de I’Homme et deux par rapport a celui du porc. La séquence ancienne
obtenue pour le géne de I’ARNr 18S était parfaitement identique a 1’unique séquence de
référence disponible a ce moment du parasite A. suum (numéro d’accession U94367). En 2015,
les banques de données contiennent plusieurs séquences de I’ARNr 18S d’A. lumbricoides,
présentant aussi 100% d’identité avec les séquences anciennes de 1I’étude de Loreille et al. (Soe
etal., 2015).

Une équipe brésilienne étudia les co-infestations T. trichiura / Ascaris sur des vestiges
précolombiens (8800 BP) d’Amérique du Sud (Leles et al., 2008). L’origine anthropique des
coprolithes est suggérée par le contexte archéologique et la présence d’ceufs d’E. vermicularis

et T. trichiura.
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Le méme fragment de Cytb a éte étudié par PCR et séquencage, et les conclusions, basées sur
la position nucléotidique 38 de 1’amplicon (une cytosine chez A. suum, une thymine chez A.
lumbricoides), ne sont plus d’actualité car d’autres séquences sont maintenant disponibles dans
les banques de données (Liu et al., 2012b), indiquant que cette position n’est pas spécifique a

I’une ou I’autre des deux espéces d’Ascaris.

D’autres fragments du géne ARNr 18S ont été obtenus a partir de coprolithes humains
espagnols du 18°™ siécle. Les amplicons étaient identiques a 100% a la séquence de référence
d’A. suum (numéro d’accession AF036587), confirmant que ce géne ne permet pas de distinguer
les especes du genre. L’origine humaine de 1’échantillon a été confirmée par 1’obtention d’une

séquence d’ADN mitochondrial d’haplogroupe K (Gijon Botella et al., 2010).

Des ceufs prélevés directement sur la surface osseuse du bassin d’un corps emballé dans
du tissus ont aussi été analysés. Ce squelette, d’origine coréenne, a été retrouvé dans une tombe
médiévale correspondant a 1I’époque de la dynastie Joseon (1392-1910 AD). Des ceufs d’Ascaris
en association avec Trichuris trichiura ont été observés en microscopie, seul le premier de ces
parasites a été étudié par une approche moléculaire. Les amorces utilisées pour amplifier les
séquences de genes Cytb et d’ARN 18S sont celles publiées dans 1’étude de Loreille et al. de
2001. La séquence obtenue pour le fragment du gene Cytb est identique a celle obtenue a partir

des ceufs prélevés sur le coprolithe belge (Oh et al., 2010b).

Une cinquiéme étude a mis en évidence des ceufs d’Ascaris sp., Trichuris trichiura et
Fasciola sp. dans des échantillons environnementaux provenant d’un village Viking danois du
9°me sigcle AD (Soe et al., 2015). Les chercheurs ont isolé les ceufs et ont choisi une nouvelle
cible pour la paléogénétique en parasitologie, le gene Cox1, en couvrant un fragment de 383 pb
avec trois couples d’amorce chevauchants. Cette approche est basée entre autre sur des travaux
précédents de cette équipe, qui ont décrit 75 haplogroupes pour ce gene (Betson et al., 2014).
Du fait d’un échantillonnage non-exhaustif, 1i¢ a la difficulté d’obtenir dans une méme région
géographique des vers provenant du porc et de I’humain, ces haplogroupes ne recouvrent
probablement pas toute la diversité mondiale. Mais ces données permettent toutefois de mieux
comprendre la répartition et la diversité génétique actuelle du parasite. Dans le cas des
échantillons danois, 1’haplogroupe 7 a pu étre identifié. Celui-Ci Se retrouve principalement
dans les populations modernes de porcs au Danemark et au Royaume-Uni (Betson et al., 2014),
mais aussi chez 1’étre humain en Chine (Peng et al.,, 2005). Au vue de I’origine
environnementale de I’échantillon et de I’haplogroupe obtenu, aucune conclusion basée sur les
analyses génétiques ne peut étre portée quant a ’origine porcine ou humaine du parasite
retrouve.
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Ces ¢études nous montrent qu’un fragment court du géne ARNr 18S ne permet pas de
distinguer les especes d’Ascaris. Par ailleurs, Soe et al. ont généré 23 nouvelles séquences
modernes de ce géne (numéro d’accession KM079631-654), et leur analyse a permis de
confirmer qu’il est effectivement un mauvais candidat pour étudier la phylogénie et la
taxonomie de ce genre. Ces études permettent aussi de constater que, par 1’enrichissement des
banques de données avec des nouvelles séquences de référence, ce qui pouvait étre considéré
comme du polymorphisme ancien, serait plutét attribuable & un manque de représentativité
biogéographique des échantillons de références. Par exemple, les variations dans la séquence
du géne du Cytb obtenu dans 1’échantillon belge et coréen correspondent en fait a 100% a la

séquence moderne d’A. lumbricoides publiée par (Park et al., 2011).

1. Trichuris trichiura

Bien que ce parasite soit observé fréeguemment dans les échantillons archéologiques,
seulement trois travaux ont permis son identification au niveau moléculaire. Des prélevements
paléoparasitologiques ont été effectués sur une seconde tombe coréenne construite sous la
dynastie Joseon, mettant aussi en évidence 1’association des parasites Trichuris / Ascaris. Deux
fragments chevauchants de 189 et 187 pb ciblant le géne ARNr 18S ont permis de conclure a

une similarité de 100% avec les références modernes du parasite T. trichiura (Oh et al., 2010a).

Des observations microscopiques sur des échantillons environnementaux provenant
d’une fosse a purin localisée dans un village médiéval tchéque ont été menées, et ont mis en
évidence la présence d’ceufs de plusieurs helminthes gastro-intestinaux : T. trichiura, Ascaris
sp., Teenia sp., Diphyllobothrium latum, Dicrocoelium sp., Fasciola hepatica, mais aussi de la
famille des Opisthorchiidae et des Heterophyidae (Myskova et al., 2014). Les études génétiques
ciblaient principalement le champignon pathogéne Encephalitozoon ssp., le parasite
unicellulaire Cryptosporidium ssp. et le protozoaire du genre Giardia ssp. mais ’ADN de
Trichuris fut aussi analysé. La séquence du géne ARNr 18S de cet helminthe présentait
« une identité » avec la séquence de référence moderne DQ118536, sans mentionner si celle-
ci était de 100%.
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Les échantillons danois décrits dans la partie précédente ont aussi été analysés
génétiquement pour ce parasite (Soe et al., 2015). Un fragment de 281 pb du geéne de I’ARNr
18S a été amplifié en utilisant deux couples d’amorces chevauchant.Aprés séquencage, il
présente 100% d’identité avec des sequences de références modernes de T. trichiura et six

variations par rapport a T. suis.

wi.  Fasciola sp.

Des fragments d’ADNa correspondant a la grande douve du foie ont été mis en évidence
dans les travaux de (Soe et al., 2015) par I’amplification des ITS1 (Internal Transcribed
Spacer). L’unique amplicon séquencé présentait une identité de 100% avec Fasciola hepatica

et deux variations par rapport a F. gigantica.

1v.  Enterobius vermicularis

Les études sur ce parasite ont porté exclusivement sur des coprolithes du continent
américain (Brésil, Chili et Etats-Unis d’Amérique) de 4000 BC & 900 AD (Iniguez et al., 2006).
Apreés avoir effectué une PCR nichée sur un fragment de 498 pb de I’espaceur des génes ARNr
5S, les auteurs ont mis en évidence, sur deux clones différents, trois variations nucléotidiques
absentes des références modernes. Etant donné qu’il n’y a, a ce jour, que sept séquences de
références, toutes provenant d’oxyures d’Amérique, il semble impossible de se prononcer sur

un variant géographique ou ancien.

v.  Autres helminthes gastro-intestinaux

Clonorchis sinensis, aussi appelé douve de Chine, n’a pas été étudié dans le cadre de
cette theése. Il est principalement retrouvé en Extréme-Orient et le corpus analysé ne comporte

pas d’échantillon provenant de cette région.
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Lors de fouilles archéologiques d’un site chinois de 167 BC, des ceufs de cette douve
ont été observés dans la vésicule biliaire d’un homme enterré (Liu et al., 2007). Le séquengage
de I’ITS2 n’a pas montré de différence comparativement aux séquences modernes. La séquence
de I’ITS1 comportait quant a elle 15 et 16 variations nucléotidiques par rapport aux séquences

chinoises modernes.

Des échantillons du site archéologique coréen de Waegwan, dont les analyses
parasitologiques avaient permis de mettre en évidence les parasites Ascaris et Trichuris (décrit
ci-dessus), ont aussi été analysés pour ce trématode, apres que Ses ceufs aient été observés (Shin
et al., 2013). La tombe étudiée contenait le squelette d’un homme dont le pedigree était connu
et décédé en 1685. Le géne Cox1 et les ITS2 et ITS1 ont été séquences, les deux premieres cibles
présentent 100% d’identité avec les sequences de références modernes. Deux séquences
différentes pour 1’ITS1 ont été obtenues, provenant probablement de copies génomiques
différentes, se distinguant par une insertion et sept délétions nucléotidiques. Chacune de ces
séquences correspondent a 100% aux séquences de références modernes présentes dans les
banques de données et a 95-96% a la séquences publiée par (Liu et al., 2007).

L’analyse des séquences anciennes et modernes indique un taux de variation intra-
spécifique différent entre les ITS1 et 2. Les travaux de (Lee et Huh, 2004) avait déja montré
que I’ITS1 de différentes souches moderne de Clonorchis sinensis présentait des délétions

(jusqu’a 22 nucléotides), ce qui n’était pas le cas pour I’ITS2 ou ’ARNr18S.

Le dernier cas d’helminthe gastro-intestinal humain présenté est celui du trématode
Echinostoma sp., dont la morphologie des ceufs ne permet pas une détermination de I’espéce.
Apres observation microscopique d’un coprolithe brésilien retrouvé sur un corps momifié et
datant de 560 BP, des ceufs du parasite ont été identifiés (Sianto et al., 2005). Les analyses de
paléogénétique ont déterminé I’espéce E. paraensei en séquencant le géne Cox1 (Leles et al.,
2014). La momie présentait aussi un mégacélon pouvant évoquer une maladie de Chagas, une
infection par le parasite Trypanosoma cruzi a aussi été recherchée (voir le point 2- du
paragraphe suivant) (Fernandes et al., 2008). Le parasite Echinostoma étant actuellement
endémique en Asie du Sud-Est, en Extréme-Orient et en Amérique du Sud, il n’a pas été étudié

dans le cadre de nos travaux.

Des helminthes gastro-intestinaux n’affectant pas les humains ont aussi été le sujet
d’analyses paléogénétiques. C’est le cas de 1’étude portant sur les parasites affectant le Moa, un
oiseau néozélandais maintenant éteint, qui ont été analysés par une approche de barcoding
moléculaire (Wood et al., 2013). Des amorces universelles, amplifiant un fragment de I’ARNr

18S des invertébrés, ont été utilisées et ont permis la détection :
96



- d’Apicomplexa, quelques séquences correspondants a des Cryptosporidium spp. et
au sous-ordre des Eimeriorina,

- des nématodes de la super famille des Heterakoidae ou de la famille des
Trichostrongylidae,

- des trématodes de 1’ordre des Echinostomida.

Cette approche permet donc un criblage large des espéces présentes et les résultats

pourraient ensuite étre utilisés pour cibler plus finement les taxons présents.

vi.  Autres parasites

i.  Les protistes

Trypanosoma cruzi, causant la maladie de Chagas et affectant les populations des
Ameériques, est considéré comme un parasite « souvenir » : celui-ci aurait franchi la barriére
des espéces lorsque les humains sont arrivés sur ce territoire il y a 13 000 ans (Darling et
Donoghue, 2014). Ces organismes de la classe des Kinetoplastida possédent des kinétoplastes,
un ADN organisé en réseau dans une mitochondrie géante. Ces molécules, présentes en
nombreuses copies par cellule, ont été ciblées pour identifier T. cruzi dans les échantillons

archéologiques.

Jusqu’en 2008, la PCR et I’hybridation moléculaire ont été utilisées pour montrer la
présence du parasite dans divers échantillons sud-américains datés entre 9000 BP-1400 AD
(Guhl etal., 1999 ; Aufderheide et al., 2004 ; Lima et al., 2008). A I’exception du dernier travail
cité, les conditions expérimentales incluaient un contréle positif d’ADN moderne et ne
mentionnait pas la présence de laboratoire de confinement normalement dédié a la
paléogénétique. La premiere séquence d’ADN obtenue a partir d’une momie brésilienne (540
AD) présentant un mégac6lon, un des signe de la maladie de Chagas, a permis d’identifier le
génotype | (Fernandes et al., 2008), infectant actuellement les animaux et humain du bassin de

I’ Amazonie.
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Le parasite unicellulaire Leishmania donovani, une des 21 especes causant des
leishmanioses viscérales chez 1’humain, touche les populations des régions tropicales et
subtropicales (CDC, 2015). Des échantillons d’Egypte ancienne (3500-2800 BC et du Moyen-
Empire de 2050-500 BC) et de Nubie (actuellement la République du Soudan) (550AD-750
AD) ont été analyses par PCR (Zink et al., 2006). Des amplicons ont été obtenus pour 12% des
échantillons nubiens et 9% des échantillons du Moyen-Empire, résultats confirmes par
séquencage.Du fait du commerce entre les deux pays, de la présence du pathogéne en Nubie a
I’ére chrétienne et de I’absence de celui-ci avant le Moyen-Empire, les auteurs ont conclu que
le parasite aurait été introduit en Egypte par les Nubiens. Cette hypothése pourrait étre

confirmée par la mise en évidence d’ADN de Leishmania en Nubie dés 2050 BC.

Le dernier exemple de parasite unicellulaire abordé est celui de I’agent du paludisme ou
malaria, Plasmodium sp., un protozoaire infectant les hépatocytes et les érythrocytes. Cette
zoonose cause environ 500 000 déces par an (CDC, 2015). Des chercheurs ont analysé des
échantillons d’origine égyptienne de 4000 ans. Aprés avoir obtenus de nombreux amplicons de
tailles différentes et des séquences non-spécifiques pour I’ARNr 18S (cible classique pour
étudier la malaria) les auteurs ont analysé la séquence du gene Pfcrt (Plasmodium falciparum
Chloroquine Resistance Transporter). Parmi les 91 échantillons testés, seuls deux se sont
avérés positifs (2,2%) (Nerlich et al., 2008). Ce résultat souléve des doutes quant a la spécificité
des tests immunologiques effectués sur d’autres échantillons égyptiens de la méme €époque, ou
40% des momies analysées et 92% des momies présentant des signes osseux d’anémie furent

déclarées atteintes de malaria (Miller et al., 1994 ; Rabino Massa et al., 2000).

Finalement, une approche de type métagénomique appliquée a des momies égyptiennes
(806 BC-124 AD) et des squelettes boliviens précolombiens a montré une co-infection par

Plasmodium sp. et par Toxoplasma sp. chez une des momies (Khairat et al., 2013).

¢) Pedicwlus humanus

Cet arthropode hématophage est un ectoparasite dont le cycle de vie se déroule au niveau
des téguments ou de la chevelure humaine. Des momies péruviennes de 1025 AD ont eté
retrouvées avec de longs cheveux tressés sur lesquels des poux ont été identifiés (Raoult et al.,
2008). L’ ADN a été extrait et les fragments des geénes du Cytb et Cox1 ont permis de définir un
phylotype A, que les auteurs ont pu comparer avec sa répartition actuelle.
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IVV. Bilan du chapitre 111

L’étude des helminthes gastro-intestinaux affectant les populations anciennes s’est
développée au cours du 20°™ siécle. Par I'utilisation de la microscopie optique, les
paléoparasitologues peuvent identifier divers taxons par [’observation de certaines
caractéristiques morphologiques et micrométriques, plus ou moins spécifiques aux familles et
genre de parasites. Il est par exemple impossible de distinguer les genres Echinococcus et
Tenia, de la famille des Taeniidae, ou les diverses especes de Tenia pouvant infester les

humains (T. saginata, T. solium et T. asiatica).

Au début du 21°™ siécle, les développements méthodologiques et technologiques dans
le domaine de la biologie moléculaire et de la paléogénétique permettent de préciser les
diagnostics établis par la microscopie classique. En comparant des séquences d’ADNa a des
séquences modernes, il est possible de distinguer la plupart des taxons au niveau des especes.
Cette approche est soumise a la présence dans les banques de données d’une quantité
suffisamment importantes de seéquences de références, provenant de plusieurs régions
géographiques, pour pouvoir établir des alignements génétiques comparatifs pertinents. Ce

n’est pas encore le cas pour de nombreux genre d’helminthes gastro-intestinaux.
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PARTIE 2 : MATERIEL ET
METHODE
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Le laboratoire Chrono-environnement héberge 1’unique équipe frangaise travaillant sur
la paléoparasitologie, animée par Matthieu Le Bailly. Il a pu, au fil des années, entrer en contact
avec des nombreux archéologues et anthropologues, qui lui ont confié des vestiges. Ses travaux
ont donné licu a de nombreuses publications ot les ceufs d’helminthes gastro-intestinaux sont
décrits par microscopie et mis en relation avec le contexte historique (Le Bailly et al., 2006 ;
Le Bailly et al., 2012 ; Nezamabadi et al., 2013b). De part une volonté d’amener la discipline
a évoluer avec les techniques disponibles au 21°™ siécle, ce projet de thése a été mis en place
grace a des soutiens locaux et régionaux. Les travaux de génétique réalisés s’inscrivent dans
une optique de valorisation du corpus conservés au laboratoire. lls représentent une occasion
unique d’analyser différents types d’échantillons (sédiments, coprolithes issus de latrines, de
couches d’occupation, de fosse a purin...), provenant de différentes régions géographiques et

sur une période chronologique large (du Néolithique jusqu’a la Premiere Guerre Mondiale).

Ces travaux ont été réalisés grace a I’expertise de biologie moléculaire et de
paléogénomique de ’équipe « Epigénome et Paléogénome » de I’Institut Jacques Monod,
Université Paris Diderot, dirigée par les Dr. Eva-Maria Geigl et Thierry Grange, et aux
nouvelles techniques qui y ont récemment été développées. Leur accueil m’a permis d’acquérir
de nombreuses compétences dans le domaine de I’ADNa et de cotoyer les autres chercheurs et
étudiants de leur équipe, élargissant ainsi ma formation et mes connaissances en génétique et
paléogénétique.

Dans cette partie, nous décrirons dans un premier chapitre les sites archéologiques pour
lesquels des vestiges ont fait I’objet d’analyses génétiques. Lorsque ces informations sont
disponibles, nous mentionnerons le contexte de la fouille, les détails du site, les modalités de
prélevements et les taxons observés par microcopie. Les observations par microscopie ont été
effectuées par M. Le Bailly et les étudiants de son équipe, selon la technique décrite dans
(Dufour et Le Bailly, 2013).

Dans le cadre de ce projet sur la paléoparasitologie moléculaire, les échantillons
archéologiques étudiés sont de nature sédimentaire (coprolithes, sédiments sous des squelettes,
provenant de couches d’habitation, ou de structures en creux de type fossés, puits, latrines...).
La préservation des biomolécules dans ce contexte sera décrite dans le second chapitre. La
méthode de génotypage « aMPlex Torrent » qui a été développée au sein de 1’équipe
« Epigénome et Paléogénome » pour 1’étude d’échantillons archéologiques de composition

complexe sera aussi présentée.
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Les expériences preliminaires sur les échantillons de paléoparasitologie seront décrites et les
résultats, montrant une possibilit¢ d’hétérogénéité dans la détection des taxons, seront
expliqués, dans le but d’introduire les adaptations de la méthode « aMPlex Torrent » dans ce
contexte particulier. Celles-ci ont donné lieu a la publication d’un article scientifique (COte et

al., 2016), qui sera presenté dans un dernier chapitre.

104



Chapitre | : Les sites archéologiques

I. Les sites préhistorigues

A. La Draga, Espagne

Ce site lacustre du Néolithique ancien (cardial final, 7250-7050 BP) est localisé autour
du lac de Banyoles, en Catalogne (Figure 22). 1l fut découvert en 1990 lors de I’aménagement
d’un parc a proximité du plan d’eau. Le site s’étend sur 8 000 metres carrés, mais seulement
284 metres carrés ont été fouillés, dont une partie se trouvait sous le niveau de I’eau. Le site
était inondé depuis le Moyen-Age, des pompes ont été utilisées pour abaisser le niveau des eaux
et permettent le travail des archéologues. Le sol archéologique, d’une épaisseur de 20 a 30
centimetres, est recouvert d’une tourbe qui s’est formée aprés 1’abandon du site. Ces points ont
contribués a la bonne préservation du matériel archéologique puisque le contexte humide de
I’habitat a favoris¢ la préservation de divers restes organiques, tels des végétaux, des charbons,

de la faune et des outils (Tarrus et al., 1994).

Figure 22 : reconstitution du site de La Draga (Photo tirée de http://www.argueoxarxa.cat).
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1) Le contexte archéologique

Les fouilles ont montré la présence de 30 foyers, deux plateformes dallées, une zone de
dépotoir et plusieurs trous de poteaux. La disposition des cabanes, par 1’étude de la composition
des bois des poteaux, n’avait pas encore été étudiée au moment de la publication du rapport de
fouille. Les informations concernant leur répartition au sein du site et la proximité avec le lac

sont donc manquantes.

L’¢étude des foyers a permis d’émettre 1’hypothése de la torréfaction des céréales et la
cuisson d’aliments, incluant de la viande, car des restes de faunes y ont été découverts. Les
habitants de La Draga étaient des agriculteurs et pasteurs. lls cultivaient diverses céréales (trois
types de blé et de I’orge) mais aussi des légumineuses (féves, petits pois) et des baies provenant
d’arbres. Une quantité importante de restes animaux (9 410 ossements) ont été retrouvés, dont
96% des restes déterminés sont attribuables a des animaux domestiques. Un canidé domestique
a été identifié, les autres ossements correspondent a des beeufs, moutons, chévres et porcs, en
des proportions similaires. Plusieurs espéces d’animaux sauvages sont aussi présentes en
nombre plus restreint : aurochs, sangliers, divers cervidés, renards, loups, blaireaux et lapins.

La chasse représente un faible part dans les activités des habitants du site.

L’étude des profils d’abattage indique que les animaux domestiques étaient pour la
plupart tués au moment de leur optimum au niveau de la quantité et de la qualité de leur viande,
signifiant que 1’alimentation était la principale raison de leur élevage. Par ailleurs, des chévres
et moutons agés ont aussi été retrouves, suggérant qu’ils pouvaient étre source de produits
autres que la viande, telle le lait et la laine. Finalement, les analyses paléopathologiques ayant
mis en évidence des signes de lésions osseuses chez les beeufs, ceux-ci ont pu aussi étre

employés pour des travaux de ferme (Antolin et al., 2014).

2} Les résultats de paléoparasitologie microscopique

Trois cents échantillons de sédiments provenant des couches d’habitations émergés ont
été envoyés au laboratoire Chrono-environnement. Sur I’ensemble des vestiges, principalement
des ceufs d’Ascaris sp. et de Trichuris sp. ont été identifiés. Quelques ceufs de Capillaria sp.,

de Paramphistomum sp. et de la famille des Taeniidae ont aussi été mis en évidence.
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B. Arbon-Bleiche 111, Suisse

Ce site est situé sur le pourtour du lac de Constance, un ensemble de plans d’eau dans le
Nord des Alpes ou plusieurs sites préhistoriques sont regroupes. Les sites lacustres neolithiques
présentés sur la Figure 23 ont fait 1’objet d’une analyse paléoparasitologique. Ceux-Ci
présentent un intérét archéologique et anthropologique important du fait qu’ils ont été le lieu
d’une transition entre deux groupes de cultures différentes, les Pfyn et les Horgen. Par ailleurs,
cette transition est contemporaine a une depression climatique, géologiquement répertoriée,
appelé le Piora 2. Celle-ci se caractérise par un refroidissement rapide du climat et une

augmentation des précipitations.

Les sites du lac de Constance offrent donc une opportunité rare d’étudier au niveau

paléoparasitologique :

- la rencontre entre deux populations, entrainant I’échange de parasites inexistants
dans I'une ou I’autre des populations,

- DPimpact d’un changement environnemental sur [’accessibilit¢ aux ressources
naturelles : une population qui augmente sa consommation de poisson ou la pratique
de la chasse des animaux juvénile pour compenser les pertes céréaliéres due aux
chutes des températures, ne sera pas infectée par les mémes parasites (Le Bailly et
al., 2007).
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Arbon-
Bleiche 111 A

Figure 23 : le lac de Constance (Bodensee). Les divers sites néolithiques étudiés en
paléoparasitologie sont indiqués. 1) Hornstaad-Hornle 1, 2) Sipplingen, 3) Arbon-Bleiche Il1,
4) Torwiesen |1, 5) Wallhausen-Ziegelhutte, 6) Seekirch-Stockwiesen. Les points blancs sont

d’autres sites préhistoriques de la région (Le Bailly et al., 2007).

1) Le contexte archéologique

Dans le cadre de cette these, seul le site d’Arbon-Bleiche 11l a été étudié. Ce village
suisse, localisé au sud du lac de Constance, fut occupé de 3384 a 3370 BC. Ce site, dont
I’occupation n’a duré que 15 ans, correspond a une période de co-existence entre les cultures
néolithiques Pfyn (3900-3380 BC) et Horgen (3380-2900 BC). 1l fait par ailleurs partie d’un
des cinq villages contemporains a Otzi, 'Homme des glaces dont les restes fossilisés ont été

retrouvés a 100 km au Sud-Est.

Des restes de 27 habitations bien préservées sous 1’eau ont été retrouvés sur une zone
d’environ 1100 m?. De nombreux coprolithes, conservés dans les couches d’habitation,
supposés étre d’origine anthropique par 1’absence d’esquilles d’os, ont été récupérés.
L’immersion a permis la préservation de céramiques, dont un des usages suggérés étaient la
préparation et la conservation des aliments. Une crolte de matiére organique a pu étre observée
dans certaines de ces céramiques, formée de restes de céréales et d’autres plantes, ainsi que des

ossements de poissons.
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L’analyse de la faune présente sur le site a révélé la présence d’animaux domestiqués
(vaches, cochon, chévres moutons et chiens) et sauvages (ours, sangliers, grenouille et cerfs).
La faune aquatique se compose quant a elle de Cyprinidae, de Salmonidae, de brochets et de
perches. Les plantes sont majoritairement représentées par des céréales (blé et orge) mais aussi
par du lin et pavot a opium et divers plantes sauvages (noisettes, framboises, prunes et mares).
L’alimentation des animaux domestiqués a aussi pu étre décrite et se composait de sapin, de

mdres, d’aulnes et de noisetiers (Spangenberg et al., 2006).

2} Les résultats de paléoparasitologie microscopique

Les analyses microscopiques de I’ensemble des sédiments et des coprolithes provenant
des couches d’habitation, ensevelies sous 1’eau depuis plusieurs milliers d’années, ont mis en
évidence la présence de Fasciola sp., Tenia sp., Capillaria sp., Trichuris sp., Diphyllobothrium
sp., Dioctophyma sp. et Opistorchis sp. (Le Bailly et al., 2007). Ces trois derniers helminthes

se contractent aprés consommation de poissons crus d’eau douce.

C. Passel, France

Ce site situé dans 1’Oise, constitué d’un immense monument architectural composé d’une

enceinte, est daté entre 6250 et 5650 BP.

1} Le contexte archéologique

Ce site important, sous influence des groupes culturels néolithiques du Chasséen
septentrional et du Michelsberg, expose la complexification sociale de 1’époque. En effet,
I’édification de cette construction a stirement été le fruit de la collaboration de plusieurs
villages. Sa fonction n’est pas connue pour 1’instant, mais elle a pu étre érigée dans un but
défensif, commémoratif, religieux ou politique. L enceinte est composée d’une palissade et de
guelques fossés. Le mobilier détritique est abondant, composé de restes de céramiques, de silex
et de faunes. Les dép0bts intentionnels sont quant a eux des vases, des ossements humains et

animaux (bovidés, cervidés) (Inrap, 2015).
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2} Les résultats de paléoparasitologie microscopique

Quatorze échantillons de sédiments provenant du fossé périphérique ont été préleves. Les
analyses de paléoparasitologie ont permis d’identifier des ceufs de Trichuris sp. et Teeniidae,
qui sont les deux taxons les plus abondants (entre quatre et 164 ceufs). Quelques ceufs de
Capillaria sp., Paramphistomum sp. et Dicrocoelium sp., avec moins de quatre ceufs par

échantillons ont été identifiés.

D. Menneville, France

Menneville est une petite ville de Picardie, dans la vallée de 1’ Aisne. Cette vallée a fait
I’objet de fouilles amatrices et préventives depuis plusieurs si¢cles. En 1764, des ouvriers firent
la découverte aux alentours de Soissons de huit squelettes humains. Apres la Deuxieme Guerre
Mondiale, des sabli¢res s’implantent dans la vallée de 1’Aisne, entrainant la découverte de
nombreux sites archéologiques et laissant présager de la richesse et de I’importance de la région.
A partir de 1962, la prospection aérienne est utilisée pour repérer diverses structures,
principalement des fossés circulaires. S’en suivent différentes fouilles programmées de
sauvetage, concernant des sites néolithiques a Cys-la-Commune ou Vailly-sur-Aisne ou une
nécropole gauloise a Pernant. A partir des années 70, les archéologues Soudsky et Boureux ont
souhaité développer des chantiers-écoles pour le Néolithique et ont repéré par prospection
aerienne plusieurs sites de périodes différentes dans la vallée (Bailloud et al., 1982)(Figure 24).

Une collaboration entre les responsables du site archéologique de Menneville et I’équipe
« Epigénome et Paléogénome » m’a permis de rencontrer 1’archéo-anthropologue Corinne
Thevenet. Suite & une discussion concernant mon intérét pour la transition Néolithique et les
échanges de parasites Hommes <« Animaux, elle m’a proposé de participer aux fouilles
archéologiques de ce site. J’ai donc eu I’opportunité d’acquérir des compétences en archéologie
sur site et de prélever, en collaboration avec les archéologues et archéozoologues responsables,
des echantillons pour mon travail de thése. Ce chantier accueillait par ailleurs de nombreux
étudiants en archéologie, ce fut 1’occasion de les sensibiliser aux problématiques de la
paléogénétique, au niveau de 1’échantillonnage, de la conservation des prélevements et des

possibilités de contaminations par de I’ADN moderne.
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Figure 24 : carte des sites archéologiques de la Vallée de 1’ Aisne fouillés depuis les années
1970 (Bailloud et al., 1982). Le site de Menneville est encadré en rouge.

1} Le contexte archéologique

Le site de Menneville, lieu-dit Derriere le Village, est un village néolithique du rubané
récent (5500-4700 BC) entouré d’un fossé a fond pointu, garni de quelques poteaux. Les fouilles
de la fin des années 1970 et celles des années 2000 ont mis en évidence huit maisons, 17
sépultures et plusieurs squelettes animaux dans le fossé (Coudart et Demoule, 1982). Les
sépultures, localisées sur les bords sud des maisons, représentent principalement des enfants.
Le fossé d’enceinte de 1020 m de circonférence et d’une profondeur allant jusqu’a 1 metre 80,
contenait 15 inhumations. Des restes de faune, composés de bovidés, d’ovins ou de caprins,
leurs étaient associés. Les os de bovins étaient présents en morceaux débités, pouvant
représentés des restes de repas, alors que ceux des caprinés étaient des squelettes entiers en
connexion, correspondant plutdt a un geste de dépot. Les restes de faunes associés aux maisons
étaient différents de ceux retrouvés dans les fossés : vaches, taureaux, moutons, chévres, porcs

(animaux domestiqués), cerfs, chevreuil, sangliers, aurochs (faune sauvage) (ASAVA, 2014).

Au cours de 1’été 2014, une sépulture contenant un squelette féminin a été découverte
dans le fossé entourant le village (Figure 25). J*étais présente sur le site lorsque C. Thevenet a

prélevé plusieurs grammes de sédiments a I’intérieur du bassin et un contréle, autour du crane.
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L’échantillonnage a eu lieu lorsque les os étaient encore emboités dans le sédiment. Lors du
dégagement du squelette et la poursuite de la fouille sur la région connexe, des restes de faune
ont été mis en évidence. Des ossements de beeufs, de porcs et de moutons ou chévres ont été
identifiés par I’archéozoologue Lamys Hachem. Le porc était localisé sous le crane du squelette
humain.

Figure 25 : une sépultre humaine de Menneville montrant un squelette entouré d’ossement
animaux (sous les pieds, sous les genoux et au niveau du rachis cervical) (crédit photo : UMR
8215, Trajectoires, Maison Archéologie & Ethnologie).

2) Les resultats de la paléoparasitologie microscopique

Les analyses microscopiques ont permis d’identifier des ceufs d’ascaridés minéralisés
provenant de 1’échantillon prélevé sous le crane. Les sédiments provenant du bassin ce sont

aveérés négatifs.

E. Les mines de sel de Chehr Abad, Iran

Cette région, localisée sur les plateaux Nord-Ouest de I’Iran, est située a proximité d’une
route d’échange avec les plateaux centraux. Entouré de buttes et steppes semi-arides de climat
continental, le site a montré une bonne préservation des restes organiques (momies, coprolithes)
ainsi que des textiles.
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1) Le contexte archéologique

Entre 1993 et 2004, des mineurs travaillant dans une zone du village de Hamzehlu de la
province de Zanjan (Figure 26) ont retrouvé deux momies humaines, ainsi que différents outils
de travail, incluant des bottes de cuir, des couteaux et une meule a pierre. Les fouilles
archéologiques ont débuté en 2005 et ont entrainé la découverte de momies supplémentaires.
Elles correspondent a trois individus de sexe masculin, qui seraient décédés lors de
I’effondrement des galeries de la mine de sel ou ils travaillaient (Figure 27). Cette mine a été
intensément exploitée pendant la moitié du premier millénaire BC. Les analyses au carbone 14
effectuées sur les vétements suggérent que les individus seraient décédés entre 2286-1545 BP
(Ramaroli et al., 2010). Au total, deux momies proviendraient de la période Sassanide et trois

de la période Achémeénide.
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Figure 26 : la localisation du site de Chehr Abad , encadré en rouge (Ramaroli et al.,
2010).
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Figure 27 : la momie numéro 5 du site de Chehr Abad (photo A. Aali).

La découverte de ce site a soulevé des questions fondamentales quant a 1’exploitation du
sel, lié au contexte socio-économique de I’époque et aux territoires participant a ce type de

commerce.

2} Les résultats de la paléoparasitologie microscopique

Un échantillon provenant de la momie numéro 5 datée de 2286 +/- 28 BP a été obtenu a
partir de sédiments attachés au squelette au niveau des os pelviens et des tétes fémorales. Trois

autres échantillons de sédiments du site d’occupation de la mine ont aussi été prélevés et sont

datés de 2500-1500 BP.

Des ceufs de Taeniidae ont été mis en évidence dans ces quatre prélevements. Du fait de
I’association d’au moins un des prélévements a une momie humaine, il est possible de préciser
qu’ils appartiennent au genre Teenia sp. Cependant, il n’est pas possible de déterminer 1’espéce.
Pour les échantillons provenant des couches d’occupation, des ceufs d’Enterobius vermicularis,
d’Ascaris sp., de Trichuris sp. et un ceuf du parasite équin Oxyuris equi ont été identifiés
(Nezamabadi et al., 2013b).
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Il. Les sites antiques en France

A. L’Amphithéitre de Metz

1) Le contexte archéologique

La ville de Metz s’est construite sur les vestiges de Divodurum, dont I’occupation débute
au 1°* siécle avant notre ere (Figure 28). Les travaux associés a I’extension de la gare SNCF ont
amené la prescription de fouille de ce site archeologique de 11 hectares, montrant des signes
d’occupation de 1’Antiquité jusqu’a I’époque moderne. La zone de 1I’Amphithéatre, fouillée

entre 2006 et 2008, s’étend sur 17 000 metres carrés.

Datant de la fin du 1* si¢cle de notre ére, I’ Amphithéatre de Metz, un des plus grands de
I’époque puisqu’il peut accueillir 25 000 spectateurs, est localisé dans la partie sud de la ville
antique, légerement en périphérie du centre. Il serait entre autre associé a des activités
funéraires, puisque des tombes de plomb dans des sarcophages en pierre ont été retrouveées.
Apres les attaques par les Alamans en 253, la ville se fortifie en laissant I’Amphithéatre extra-

muros. L’histoire antique de la ville se termine en 451 par les attaques des Huns.

Des fosses du 2-4°™ sjécle, & visée détritique, montrent une accumulation de faune,
principalement des beeufs et des animaux sauvages. Un fossé beaucoup plus profond,

probablement a visée défensive, est retrouvé au sud de I’ Amphithéatre.
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Figure 28 : la maquette de la cité Divodurum. L’ Amphithédtre est visible a gauche.
(Source inconnue, disponible sous http://www.miroirdutemps.fr).

2) Les resultats de paléoparasitologie microscopique

Un coprolithe retrouvé dans un puits a été analysé par microscopie. Il provient d’un
mammifére contaminé par du Diphyllobothrium sp. et du Fasciola sp. Les sédiments

échantillonnés sur un autre puits présentaient des ceufs d’Ascaris sp., Trichuris sp. et Teenia sp.

B. Jeu de Paume, Beauvais

1} Le contexte archéologique

Le quartier du Jeu de Paume de la ville de Beauvais fut découvert lors des fouilles
menées en prévision de la construction d’un centre commercial (Figure 29). Ce site, dont
I’occupation remonte au 1% siécle de notre ére et s’est poursuivie pendant 300 ans, était
fortement structuré autour des batiments publics. Les habitations, en bois puis en pierre, étaient
munies d’un puits. Ces derniers, une fois asséchés, €taient utilisés pour entasser des déchets.
Des coquilles d’huitres y ont été retrouvées, attestant de certaines habitudes alimentaires.

Associé aux maisons était construit un systéme d’évacuation des eaux usées.
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Parmi les activités artisanales, notons la production de colle a partir de collagéne bovin,

révélée par la présence d’esquilles d’os (Fémolant, 1999 ; Desachy, 1991).

Figure 29 : les sites de Jeu de Paume (en bleu) et rue Saint-Laurent (site médiéval, en rouge),
Beauvais (Desachy, 1991).

2} Les résultats de la paléoparasitologie microscopique

Les analyses microscopiques ont montré que les sédiments provenant des latrines

contenaient des ceufs d’Ascaris sp., Trichuris sp., Capillaria sp., Dicrocoelium sp. et Fasciola

sp.
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C. Mas de Vignoles, Nimes

1} Le contexte archéologique

Des opérations d’archéologie préventives ont mis a jour une occupation du Néolithique
ancien jusqu’au Moyen-Age. Du mobilier a été retrouvé dans des puits comblés, comprenant
entre autre des tessons et des ossements animaux. La section du site analysé dans le cadre de ce
projet est datée de 600 AD par le matériel céramique. Des fosses délimitant des petites parcelles
sont présents sur le site et ttmoignent de sa vocation agraire. Des traces de la présence de
cultures céréalieres, de chanvre et d’élevage de bovins, porcins et ovo-caprins ont été retrouvées
(Tardy, 2015).

2} Les résultats de la paléoparasitologie microscopique
Des ceufs  d’Ascaris sp., Trichuris sp., Capillaria sp., Dicrocoelium sp.,

Paramphistomum sp. et Fasciola sp. ont été mis en évidence dans le sédiment provenant des

puits du site.
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I1l1. Les sites médiévaux francais

A. Rue Saint-Laurent, Beauvais

1) Le contexte archéologique

A la fin du haut Moyen-Age, la ville de Beauvais prend de I’ampleur par 1’ingérence des
Rois Philippe ler et Louis V dans la gestion de la frontiere normande et la lutte contre les
vassaux. Elle obtient le statut de « Commune » en 1122, ce qui engendra des tensions par rapport
aux seigneurs, car les habitants sont soumis au droit féodal. Malgré tout, Beauvais est une ville
riche de par sa production commerciale, incluant la vente de draps. La vie s’organise autour des

paroisses, celle de St-Laurent étant une des premieres mises en place.

Lors des fouilles archéologiques, quelques habitats ont été recensés, fabriqué en bois et
en torchis sur un soubassement de pierre. Il subsiste aussi des dépotoirs et fosses d’aisance, des
latrines ont été retrouvées rue des Jacobins. Les malades sont pris en charge a 1’Hotel-Dieu,

implantée preés de la porte St-Laurent (Figure 29) (Fémolant, 1999).

2) Les résultats de la paléoparasitologie microscopique.

Les deux latrines (12-14°™ siécle) analysées ont mis en évidence une quantité importante

d’ceufs de Trichuris sp., Ascaris sp., Dicrocoelium sp., Teenia sp. et Fasciola sp.
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B. Place des Véens, Auxerre

1} Le contexte archéologique

L’1lot nord de la Place a été fouillé de maniére préventive en 2010, en amont d’un projet
immobilier. L’occupation du site débute au 3™ siécle de notre ére et est marquée par des
activités de production de chaux. Au Moyen-Age, ces structures sont abandonnées et sur leur
ancien emplacement sont creusés deux fossés. Un premier servira a I’écoulement des eaux alors
que le second deviendra un plan d’eau stagnante alimenté par des eaux usées. Celui-Ci a eu une
fonction de merderon, de statut public, entretenu et utilisé par toute la communauté. Les
analyses carpologiques du site montre une accumulation de matiere organique provenant
d’activités artisanales de confection du vin, mais aussi de rejet provenant de latrines,
mélangeant rejets d’origine animale et humaine. Cette fosse ferait donc partie d’un véritable

plan d’aménagement sanitaire de la ville, dirigée par les autorités locales (Aumard et al., 2013).

L’analyse des dépots de faune montre que ceux-ci se déroulent en deux phases : aux 12-
13°M sigcles, des vaches sont retrouvées, puis au 14°™ siécle, des beeufs sont majoritairement
recensés. Cela peut s’expliquer par la révolution technique agricole entrainant une
augmentation de la superficie des champs cultivés, et 1’utilisation intensive des beeufs pour les
travaux. Le 14°™ siécle semblerait étre aussi étre la période d’introduction de la charcuterie,

qui se distingue de la boucherie par I’utilisation des maticres grasses et abats (Mercier, 2013).
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2) Les résultats de la paléoparasitologie microscopique

L’analyse paléoparasitologique par microscopie des sédiments provenant de deux puits

datant des 11-12°™ siécles ont montré la présence d’ceufs de Trichuris sp., Ascaris sp.,

Dicrocoelium sp., Tenia sp. et Fasciola sp.
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C. Les Turqueries, Calais

1} Le contexte archéologique

Les fouilles de ce site, débutées en 2012, ont été réalisées par la communauté
d’agglomération de Cap Calaisis. Ce site, dont 1’occupation débute au Premier Moyen-Age (8-
10°m siécle), est localisé sur un ancien marais. Initialement, les archéologues ont émis
I’hypothése d’un gisement conchylicole mais apres analyses, il présenterait plutdt des aspects
liés a des activités agro-pastorales. La question d’une consommation locale de coquillages ou

de leur commercialisation fait partie des hypothéses qui sont explorées.

Parmi les 500 structures mises a jour, aucune trace d’habitation n’est retrouvée,
uniquement des enclos associés a des fosses, lies a ’activité du site. Outre un abondant
mobilier (céramiques, meule, pilier de four en terre cuite ...) des restes de faunes ont été
découverts. Le site est orienté vers 1’élevage bovin et a sa transformation. Les types de

coquillage retrouvés sont plutot associés a une culture d’eau douce (Moriceau, 2015).

2} Les résultats

Treize coprolithes ont été prélevés pour les analyses paléoparasitologiques et
paléogénétiques. L’origine humaine n’est pas confirmée, car morphologiquement, ils peuvent
étre confondus avec des coprolithes canins. Les parasites identifiés sont Ascaris sp., Trichuris
sp., Capillaria sp. et Dioctophyma sp. Ce dernier taxon peut étre contracté par tout mammifere
consommant du poisson, mais le fait qu’il ait été identifié sur un coprolithe avec 1’association
typique Ascaris / Trichuris, penche pour une origine humaine. On ne peut cependant pas
exclure, de par leur comportement coprophage, qu'un chien, contaminé par Dioctophyma, ait

mangé des féces humaines contaminées avec les deux précédents parasites.
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D. Teteghem, France

L’étude de ce site médiéval s’inscrit dans un contexte différent des autres cas exposés.
Le colloque du 20" European Paleopathology Association meeting en Suéde (26-30 ao(t 2014)
fut ’occasion de rencontrer I’archéozoologue Annelise Binois (Université de Paris | Panthéon-
Sorbonne), avec qui j’ai discuté d’une problématique associée a la paléoparasitologie dans le

contexte de sa thése de doctorat.

1) Le contexte archéologique

Téteghem est une commune du Nord-Pas-de-Calais, et le lieu-dit de Carline 3 a fait
I’objet d’une prescription de fouille préventive par I’Inrap avant la construction de lotissement
d’habitations. Le diagnostic archéologique établi en 2008 a révélé la présence d’une occupation
rurale aux 13-14 eme siécles. Un ensemble de batiments, associés a des celliers abandonnés, a
été retrouvé en lien avec des fosses contenant des squelettes de chevaux, de vaches et de
moutons. Les fouilles ont permis d’établir une chronologie de 1’occupation agricole du site, qui
a débuté vers le 12°™ siécle, avec une intensification des pratiques (exploitation des tourbes,
argiles, élevage) au cours du 14°™ siécle, puis d’un abandon du site au siécle suivant (Direction

Générale des Patrimoines, 2013).

Une fosse contenant six moutons enterrés lors d’un dépdt unique a été¢ découverte,
pouvant indiquer une mortalité de masse (Figure 31). Cette expression regroupe des notions
« d’augmentation rapide, soudaine et transitoire du taux de mortalité dans une population
donnée, animale en 1’occurrence. Le résultat en est naturellement le déces brutal de plusieurs

individus sur un temps relativement court » (Binois, sous-presse).
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Figure 31 : la fosse contenant les squelettes de moutons, Téteghem (Photographie A. Binois).

Plusieurs causes peuvent étre évoquées dans le cadre d’une mortalité de masse :

- Les intempéries sont les causes les plus fréquentes de mortalité de masse chez les
ovins. Les hivers froids et rigoureux affectent principalement les agneaux.

- Les épizooties : une clavelé ou variole ovine (due au virus Variola ovina), Fasciola
hepatica ou des maladies du charbon (causée par les bactéries Bacillus anthracis ou
Clostridium chauvei) sont les principaux pathogenes pouvant étre mis en cause.

- Les attaques de prédateurs, les loups pouvant tuer plusieurs moutons sur une courte
période, ou causer chez les animaux un état de panique tel qu’ils décédent par
asphyxie en se regroupant.

- Les causes accidentelles : foudroiement, incendies, empoisonnement. ..

Une étude par criteres a été appliquée au site de Téteghem et lui a permis de proposer
I’hypothése d’une mortalité liée a une infection par Fasciola hepatica, que nous avons décidé

de tester dans le cadre de nos travaux de paléogénétique.
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2} Les résultats de la paléoparasitologie microscopique

Plusieurs kilos de sediments ont été prélevés au niveau du bassin, et éventuellement
dans la région abdominale et thoracique, pour chacun des six moutons inhumés. Du sédiment
du fond de la fosse, apres retrait des squelettes, et un échantillon a 10 centimétres de profondeur
sous la fosse ont aussi été prélevés. Un contrble négatif en dehors de la fosse, et des sédiments
d’une fosse postérieure au 13°™ siécle (échantillon ST73) ont été récupérés pour analyse

comparative.

Au niveau des squelettes de moutons, un tres faible nombre d’ceufs (un ou deux)
d’Ascaris sp., de Trichuris sp. de Fasciola sp. et de Capillaria sp. ont été observés. Aucun ceuf
n’a été retrouvé dans le fond ou en-dehors de la fosse. Des ceufs de type Ascaridés ont été

identifiés dans I’échantillon ST73.
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IVV. Les sites modernes

A. Le Fort Saint-Sébastien, France

Ce fort se situe dans la plaine d’ Achéres, au nord de la forét de Saint-Germain-en-Laye
dans les Yvelines. Des fouilles préventives par I’Inrap ont été menées, préalablement a
I’extension d’une usine d’épuration des eaux. Celles-ci ont réveéle la présence du Fort, ainsi que
des occupations datant du Néolithique et de I’ Age du Bronze. Seuls les échantillons associés au

Fort font partie du corpus étudiés.

1) Le contexte archéologique

se L Lo

fort a été édifié en 1669 et représente une structure de 600 metres par 380 metres (Figure 32).
La seconde structure, construite I’année suivante, se présente sous la forme d’une enceinte
semi-circulaire. Ces fortifications de terre, entourées de fosses de sept metres de largeur et trois
meétres de profondeur, étaient dédiées a la simulation de siége et de prise de places fortes. Le
Roi, habitant jusqu’en 1682 au Chateau de Saint-Germain, a choisi cette localisation pour
pouvoir étre a proximité de ses troupes et avoir un certain contr6le sur leur entrainement
(Hurard et Hanotaux, 2012).
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Figure 32 : une aquarelle du Fort de Saint-Sébastien (Archives municipales d’Herblay).

Cette découverte est importante pour 1’archéologie francaise, car il est 1’unique
représentant de la poliorcétique, I’art du siége, au 17°™ siécle. La structure a été utilisée pendant
deux années pour entrainer 30 000 soldats en vue du siége de Maastricht (Pays-Bas, 1673)
(Inrap, 2012). A la fin de I’entrainement des soldats et leur départ en campagne, le fort est rasé

et les terres sont remises en culture.

Les fouilles ont montré la présence de batiments de cantonnement et de campement pour
les troupes associées a diverses structures révélant le quotidien des soldats, leur mode de vie, et
leur alimentation, principalement composé de pain, beeuf (restes de faune sur le site) et de
poisson en conserve. A proximité des écuries étaient installées des latrines-tonneaux, creusées

jusqu’a cinq métres de profondeur (Hurard, 2012 ; 2013).

2) Les résultats de la paléoparasitologie microscopique

Des prélevements de matieres organiques ont été effectués dans le fond de quatre latrines-
tonneaux et un contrdle négatif en dehors d’une latrine. Concernant I’ensemble du site, des ceufs
de Trichuris trichiura, Ascaris sp., Dicrocoelium sp. et Fasciola hepatica ont été identifiés.

Aucun ceuf n’a été retrouvé dans le contrdle et dans la latrine 4329.
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B. Baillif, Guadeloupe

Baillif fut ’'un des premiers lieux de peuplements européens a s’établir sur I’ile de la
Guadeloupe, lorsque des péres dominicains vinrent s’y installer a partir de 1636. Un projet de
contournement routier entre Basse-Terre et Baillif a amené la prescription en 2010 d’un

diagnostic archéologique avant le début des travaux.

1) Le contexte archéologique

Un cimetiére de 1’époque coloniale utilisé entre 1816 et 1846 AD et composé de sépulture
en cercueil, a été retrouvé sous les maisons des rues fouillées. Cent quatre-vingt-treize
sépultures furent découvertes, organisées selon les pratiques funéraires chrétiennes de 1’époque
(cercueil en terre, corps sur le dos, la téte orientée vers I’ouest) (Figure 33). Seule la section du
site concernée par les aménagements routiers est fouillée, les archéologues estiment que plus

d’un millier de sépultures pourraient étre présentes dans le cimetiere.

Les corps inhumés sont exclusivement adultes, majoritairement de sexe masculin (bien
que plusieurs os du bassin aient été trop endommageés pour préciser le sexe). Leur état sanitaire
semble plut6ét bon et aucune lésion de type traumatique n’est observée. Des traces d’actes
médicaux sont cependant a noter : amputation d’une jambe et découpage du sommet du crane,

pouvant étre le signe d’une autopsie (Romon, 2010).

Le statut de 1’utilisation du cimetiére reste a préciser : était-ce un site dédié aux habitants
de la paroisse, aux esclaves des péres dominicains de la sucrerie voisine ou bien pour les soldats
de I’hopital militaire de Basse-Terre ? L’absence de signes magico-religieux dans les cercueils
et le bon état de santé apparent des inhumés portent a croire que la derniére hypothése serait la
bonne (Kacki et Romon, 2013).
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Figure 33 : inhumation d’un squelette du cimetiére de Baillif (Crédit photo C. Samuelian)
(Le Bailly et al., 2014b).

2} Les résultats de paléoparasitologie microscopique

Aucun ceuf de parasite n’a été mis en évidence dans les échantillons de sédiments
prélevés sous les squelettes. Cependant, étant donné le contexte historique, une étude en
immunologie a été réalisée, qui a permis de montrer la présence d’Entamoeba histolytica, une
amibe pathogéne humaine responsable de dysenterie, chez 16% des individus testés (Le Bailly
et al., 2014b). Ce résultat correspond a sept individus testés positivement, avec au moins deux

réplications positives des expériences.
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C. Lessites alsaciens de la Premiere Guerre Mondiale

1} Le contexte archéologique

Le site d’Entzheim-Geispolsheim, dans le Bas-Rhin a été découvert lors de travaux
exploratoires préalables a des aménagements urbains. Des traces d’occupation depuis le
Néolithique ont pu étre mis en évidence. Datant de la Premiére Guerre Mondiale, des tranchées
allemandes, dédiées a la défense de la ville de Strasbourg, ont aussi été trouvées. Une latrine,
composée de quatre tonneaux, était installé en association avec la structure (Le Bailly et al.,
2012).

A Carspach, dans le Haut-Rhin, des sources historiques et un monument commémoratif
mentionnait la présence d’une galerie allemande souterraine de la méme époque. Mesurant 125
meétre, elle servait de refuge lors des attaques ennemies. Le 18 mars 1918, une attaque des
Frangais obligea les soldats allemands a se réfugier dans la galerie, qui s’effondra et entraina la
mort de 34 d’entre eux. Au cours des fouilles préalables aux aménagements urbains, les

squelettes de 21 soldats furent découverts (Figure 34) (Le Bailly et al., 2014a).

CARBPACH
MIHAANSTOLLEN
WD w12

Figure 34 : le squelette d’'un soldat allemand retrouvé a Carspach dans une galerie effondrée
(Crédit photo M. Landolt) (Le Bailly et al., 2014a).
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2} Les résultats de paléoparasitologie microscopique

Concernant le premier site, des prélévements paléoparasitologiques ont été effectués sur

les fonds des tonneaux. Des ceufs d’Ascaris sp., Trichuris sp. et de Taeniidae furent identifiés.

Sur le site de Carspach, du sédiment de la région abdominale provenant de trois squelettes

a été analysé. Les trois mémes taxons ont été identifiés, ainsi que des ceufs de Capillariidae.
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Chapitre Il : Introduction méthodologique

I. L’ADN et le sédiment

Lorsque nous réfléchissons a la composition du sol, la présence de molécules d’ADN
n’est pas ce que nous évoquons en premier lieu. Pourtant, jusqu’a 10% du phosphate
sédimentaire proviendrait de I’ADN, preuve de son abondance (Levy-Booth et al., 2007). Les
destins de la molécule, une fois son cycle extracellulaire environnemental débuté, peuvent étre
multiples et variés, selon divers facteurs physiques, chimiques et biologiques. Nous décrirons
dans cette section les trois principales voies que peuvent suivre ’ADN en contact avec un

milieu sédimentaire.

A. La dégradation de ’ADN en ses composants de bases

Comme nous ’avons vu dans la section sur les dégradations enzymatiques de la partie 1,
I’ADN est rapidement clivé en courts fragments apres la mort d’un organisme. Dans le sol, les
microorganismes sont les principales sources de DNase | (Blum et al., 1997) qui peuvent
dégrader ’ADN jusqu’au nucléotide. La cinétique de la réaction est principalement influencée
par la température et la présence de certaines particules sédimentaires pouvant protéger les
biomolécules, comme les argiles. Les nucléotides peuvent étre ensuite recyclés par les
procaryotes, mais ils sont peu solubles dans les lipides des membranes cellulaires et leur
passage par transport passif a travers ces membranes est donc difficile. 1ls pourront subir une
hydrolyse, qui donnera des nucléosides solubles, et cette réaction peut se poursuivre jusqu’a
I’obtention des bases purines ou pyrimidines et du désoxyribose. Ces constituants peuvent
réintégrés le compartiment intracellulaire des organismes et participer a la synthese
métabolique de novo ou au recyclage des nucléotides. Ils peuvent aussi étre dégradés en PO4*,
CO2 ou NHs qui seront réabsorbés par les organismes pour entrer dans divers processus

métaboliques ou poursuivre leur cycle nutritifs dans le sol (Levy-Booth et al., 2007).
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B. La transformation bactérienne

Les bactéries compétentes peuvent intégrer, par transformation génétique, cet ADN
extracellulaire en provenance du sol et ensuite I’exprimer. Cependant, ces procaryotes sont
souvent en dormance ou sont limitées dans leur phase de croissance exponentielle, freinant ainsi

les processus de transformation.

Ce phénomene est une source d’inqui¢tude quant a I’utilisation des plantes transgéniques.
En effet, les chloroplastes génétiquement modifiés sont présents en plusieurs copies par cellules
et ont une homologie de séquences élevées avec les génomes procaryotes, augmentant la

probabilité de transformation.

C. Persistance a long terme de I’ADN dans le sol

Nous allons maintenant aborder les différents processus qui entrainent la préservation de
I’ADN a long terme dans le sol. Celle-ci, médiée par des facteurs physiques, chimiques et
biologiques, intervient grace a deux éléments : les particules sédimentaires et les substances
humiques interagissent aussi bien avec les molécules d’ADN qu’avec les nucléases en les

immobilisant, diminuant ainsi la dégradation enzymatique de I’ADN.

Ces processus peuvent en partie expliquer comment des biomolécules anciennes
provenant d’échantillons archéologiques sédimentaires ont pu étre analysées. Par exemple, une
approche de barcoding moléculaire a contribué a la compréhension des paléoenvironnements
du Groenland il y a 400 000 ans (Willerslev et al., 2007). Une étude portant sur des sédiments
marins de 32 000 ans a permis d’étudier la paléodiversité de mycetes dans le permafrost arctique
(Bellemain et al., 2013). Une reconstruction de paléoenvironnements végétaux entre 10 400 et
1 300 BP a enfin été menée par une approche de métagénomique a partir de sédiments lacustres

scandinaves (Parducci et al., 2013).
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i, Les substances humiques

Ces substances, qui correspondent aux produits de dégradations des acides aminés,
lipides, polysaccharides...ont été décrites dans le chapitre | de la partie 1. Elles peuvent soit
inhiber les réactions enzymatiques en laboratoire lorsqu’elles sont co-extraites avec I’ADN, soit

participer a la préservation de ces molécules lorsqu’elles sont encore en milieu sédimentaire.

En systéme artificiel, il a été montré que 2 mg d’acide humique pouvait se lier a 30 pg
d’ADN de Bacillus subtilis, réaction favorisée par un faible pH. Au cours de cette expérience,
70-80% de I’ADN n’était pas ¢lué aprés deux lavages au NaCl 0,1M, avec un tampon
d’extraction classique ou avec de 1’eau. La protection de I’ADN contre les nucléases a été
évaluée par le taux de transformants obtenus en présence et en absence d’acide humique. La
présence de 1 ng de DNase | inhibe 96-99% de la transformation bactérienne par de I’ADN
libre, alors que ce taux chute & 17-26% en présence d’acide humique (Crecchio et Stotzky,
1998).

n. Les particules minerales

L’ADN peut aussi établir des liaisons avec les particules minérales du sol, le nombre de
sites présents et la disponibilité des cations déterminant la quantité de molécules qui peut étre
liée. La notion de surface spécifique permet d’évaluer théoriquement la capacité d’adsorption
d’un sol : le sable & une faible surface spécifique de 0,0485 m?/g, alors que les argiles de type
kaolinite et montmorillonite possédent des valeurs respectives de 10,97 m?/g (Slater et al.,
2006) et 812 m?/g (Petersen et al., 1996). La proportion en argile aura donc un impact direct
sur la quantité d’ADN adsorbé : I’adsorption de 20 ug d’ADN sera de 40% supérieur sur du
limon argileux (composé a 6,2% d’argile) que sur du sable (0,1% d’argile) (Blum et al., 1997).

En plus de la surface spécifique, la densité en charge de surface des argiles affecte aussi
I’adsorption. Les différents types d’argiles possédent un nombre variable de charges négatives
en surface, des cations doivent étre impliqués pour que les molécules d’ADN, aussi chargées
négativement, puissent étre adsorbées. Bien que la kaolinite ait une surface d’échange
specifique moins élevée, dans un environnement pauvre en cations divalents, elle adsorbera
plus de molécules que la montmorillonite (Levy-Booth et al., 2007). Notons que ces ions

peuvent jouer le méme réle pour la liaison aux acides humiques.
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La localisation de I’ADN au sein de la structure argileuse peut aussi varier en fonction du
pH. Lorsqu’il est supérieur a 5, la molécule se localise en surface sur les charges négatives par
I’intermédiaire des cations. Si le pH diminue, 1’ajout d’un ion H* aux groupements hydroxyles
en surface de I’argile localisera I’ADN plutot dans sa structure interne. Par ailleurs, dans ces
sols acides, I’ADN n’est plus chargé et les interactions pourront donc éventuellement aussi

s’établir en surface méme en absence de cations.

Finalement, la composition méme de la molécule d’ADN peut jouer un réle sur 1’adsorption
aux argiles : les purines entrent plus facilement en interaction avec ces particules sédimentaires,

ainsi que les molécules doubles brins, de masse moléculaire élevée (Franchi et al., 2003).
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II. Le génotypage des helminthes gastro-intestinaux anciens par une
approche a haut-débit

Les projets associant archéologie et génétique requierent souvent 1’analyse d’un nombre

importants d’échantillons. En effet, selon le type d’étude, il peut étre nécessaire :

- d’étudier un grand nombre d’échantillons provenant d’un site archéologique unique,
- d’analyser plusieurs sites archéologiques correspondant a une méme période,

- d’effectuer une étude rétrospective sur I’occupation d’un site au cours du temps.

Plusieurs centaines d’échantillons peuvent ainsi étre analysés, sans connaissance
préalable sur la préservation de I’ADN. Il est important de pouvoir proposer, lors d’une
collaboration avec des archéologues ou des anthropologues, une méthode d’analyse efficace,
peu colteuse et permettant d’étudier simultanément un grand nombre d’échantillons. C’est dans
I’optique de proposer une approche respectant ces contraintes, ainsi que celles associées aux
caractéristiques de I’ADNa, que la méthode « aMPlex Torrent » a été développée au sein de

I’équipe « Epigénome et Paléogénome ».

« aMPlex Torrent » associe la spécificité et le pouvoir de détection de la PCR au
séquencage a haut-débit lon Torrent®. Cette technologie de séquencage permet de traiter
simultanément jusqu’a 96 échantillons, par [’utilisation d’étiquettes moléculaires (les
barcodes). Une fois optimisée, cette méthode s’avere étre peu dispendicuse et offre ’avantage
de donner des résultats en moins de trois jours. Cette méthode étant décrite dans la publication

du chapitre suivant, elle ne sera ici que brievement présentée.

A. Les PCR multiplex

Une PCR multiplex consiste en I’utilisation de plusieurs couples d’amorces dans une
seule réaction de PCR. Ces amorces peuvent cibler ’ADN d’espéces différentes, diverses

régions génétiques d’une unique espece ou bien les deux a la fois, selon les objectifs du projet.

137



i.  Lamise au point des PCR multiplex

La mise au point de ce type d’expérience nécessite un effort particulier, du fait de la
présence de plusieurs amorces pouvant interagir entre elles, mais aussi parce, dans le cas de

I’ ADNa, elles ciblent des molécules courtes et dégradées.

Dans un premier temps, les amorces doivent étre créées en alignant les séquences de
références modernes entre elles. Il est ainsi possible de sélectionner des régions génétiques
courtes, mais présentant un polymorphisme nucléotidique (single-nucleotide polymorphism,
SNP) qui permettra de distinguer les espeéces d’un méme genre. Dans la mesure du possible, il
est préférable d’aligner plusieurs séquences provenant de régions géographiques variées, car la
présence d’un polymorphisme intra-spécifique important reste possible. Ces amorces doivent
ensuite étre testées par qPCR, pour s’assurer de leur efficacité, qui doit étre supérieure a 90%.
De plus, seuls les couples ne formant pas de diméres avant 40 cycles pourront étre inclus dans
la suite des mises au point. La création des amorces doit bien sdr respecter les critéres de bases,
concernant leur taille, leur contenu en G+C, les températures d’hybridation et I’absence de

structure secondaire en épingle & cheveux (Hairloop) (Chen et al., 2002).

Dans un second temps, en se basant sur des prédictions in silico (logiciel PriDimer Check,
(Qu et al., 2009)), les amorces sont regroupées dans une ou plusieurs PCR multiplex, qui

devront aussi étre optimisées car elles peuvent étre influencées par (Elnifro et al., 2000) :

- la formation de dimeres entre amorces hétérologues,
- la concentration en magnésium,
- la concentration des différentes amorces,

- Pamplification préférentielle de certaines cibles génétiques.

Des qPCR permettent i/ d’analyser ’efficacité des PCR multiplex, ii/ de s’assurer que
des dimeres, entre amorces d’une méme PCR multiplex, ne seront pas amplifiés avant I’ ADN-

cible.
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ii.  L’impact des structures secondaires des amorces sur |'efficacité des
PCR

L’optimisation des PCR multiplex peut étre longue et difficile car les phénoménes de
formation de structures secondaires ou d’appariement entre les différentes amorces sont des
événements que 1’on souhaite éviter (Figure 35). Lors de la formation de structure de type
épingle a cheveux, les amorces ne seront plus disponibles pour I’amplification. De plus, si des
dimeéres d’amorces sont amplifiés, ceux-ci entrent en compétition avec les molécules-cibles
pour I’utilisation des réactifs du mélange réactionnel (Wei et al., 2008). Ces phénoménes sont
d’origine stochastique et peuvent se produire plus ou moins t6t lors d’une PCR. La qPCR est

donc la meilleure approche pour évaluer leur impact.

A Hatrpin loop 5 ! GGG AAA—
1 I
3' TATCTAGGACCTTA—/
B Self-complementary GOGAAAATTCCAGGATCTAT
| | 1
TATCTAGGACCTTARARGGG ¢
Prime o e
¢ Primer-dimer TACTTATOCTAGATOGATATCAAGATCO

PAAATCAOATUTAOCTATATCTAGCATATC

Figure 35 : représentation des trois types de structures secondaires que peuvent former les
amorces. A) Hairpin loop (épingle a cheveux) : repliement de [’oligonucléotide sur lui-méme, s’il
existe une zone de complémentarité interne. B) Self-complementary : une amorce présentant une
zone de complémentarité avec elle-méme pourra s ’auto-apparier. C) Primer-dimer : hybridation
d’oligonucléotides entre eux, que ce soit dans un couple (sens+anti-sens) ou entre deux couples

d’amorces différents (sens du couple 1 + anti-sens du couple 2 par exemple) (adaptée de
http://bioweb.uwlax.edu/GenWeb/Molecular/seq_anal/primer_design/primer_design.htm).

Ces structures peuvent étre en partie évitées lors de I’analyse in silico des amorces créées
et des PCR multiplex. Leur formation peut aussi étre étudiée par gPCR en analysant les courbes

de fusion des amplifications qui peuvent se produire dans les contréles négatifs.
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Ainsi, seules les amorces genérant tardivement des dimeéres et dont la température de fusion
sera différente de celui des cibles a amplifier pourront étre retenues pour la suite des
expériences. Un exemple d’un couple d’amorces se comportant de maniére attendue est

présenté a la Figure 36.

Formation de structures secondaires (controles negatifs)
Amplification de la cible et courbe standard
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Figure 36 : analyse par qPCR de la formation de structures secondaires par les amorces
(entourée en bleue) comparée a l’amplification de la cible et d’'une gamme standard
(entourée en rouge) (Courtoisie de T. Grange).

B. Le séquencage par la technologie lon Torrent ®

La seconde partie de la méthode « aMPlex Torrent » est le séquencage des amplicons par
la technologie d’lon Torrent Personal Genome Machine® (PGM). Mise sur le marché en 2010,
cette méthode dite de « nouvelle-génération » offre une précision de séquencage de 99,7% sur
250 pb (Merriman et al., 2012).

i.  Présentation de la technologie

Le principe de séquengage est basé sur la libération d’ions H* au moment de la formation
de la liaison phosphodiester entre deux désoxyribonucléotides. Lors de la polymérisation du
brin d’ADN complémentaire, les nucléotides sont envoyés par flux au sein d’un
microenvironnement (un puits localisé sur une puce de séquencage) ou est présent une molécule
d’ADN simple brin.
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S’il y a liaison de ce nucléotide avec le nucléotide précédent de la molécule en cours de
synthese, la libération du proton entrainera une variation de pH au sein du microenvironnement.
Cette variation sera d’autant plus intense que plusieurs nucléotides identiques seront liés a la
suite. C’est ce changement de pH qui permettra au séquenceur de déterminer 1’ordre

d’incorporation des nucléotides dans la molécule d’ADN.

En 2015, trois tailles de puces de séquencage sont disponibles sur le PGM : 314, 316 et
318. Elles se distinguent par leur nombre de puits, qui sera corrélé au nombre de séquences
finales obtenues. La Figure 37 propose un résumé des caractéristiques pour les trois types de

puces. Mentionnons que la durée de séquengage d’une puce 314 est d’environ deux heures.
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/Chip Sensors
314 1.2M
(1.5 M)
A)
316 63M
(7.2 M)
318 11M

\ (13 M)

Figure 37 : détails sur les puces lon torrent PGM actuellement dlsponlbles A) Pour chaque
puce, le nombre de millions de puits adressables est mentionné, suivi d 'une photo de la puce.
La derniére colonne représente [’évolution au cours du temps du nombre de mégabases
pouvant étre séquencées B) Représentation schématique des puits contenus dans les puces,
qui sont les microenvironnements ou se déroulent le séquencage C) Représentation
schématique du séquencage au cours duquel les nucléotides liés libérent des ions H™ qui sont
détectés par un capteur au fond du puits (tiré de (Merriman et al., 2012)).

Les caractéristiques de cette technologie sont bien adaptées aux projets de
paléogénétique ou la taille visée des amplicons est généralement inférieure a 100 pb.
Cependant, comme les autres technologies de séquencage, lon Torrent posséde une erreur
typique : la détection du nombre de nucléotides composant un homopolymére. Lorsqu’un méme
nucléotide est intégré plusieurs fois a la suite sur le brin en cours de synthése, le nombre de
protons libérés augmente et la capacité des senseurs a interpréter la variation de pH pour
attribuer le bon nombre de nucléotides diminue. Au cours des derniéres années, ce biais a été
pris en compte et intégré dans les logiciels d’identification des bases. Le taux d’erreur par base
pour un homopolymere de cing nucléotides est passé de 4,5% a 0,7% (Merriman et al., 2012).
Généralement, il est plus facile d’interpréter ces erreurs de type insertions/délétions, que les

erreurs de types substitutions, générées par le séquencage Illumina par exemple.

142



ii.  La préparation d'une librairie de séquengage

De la préparation des amplicons obtenus apres les PCR multiplex jusqu’au séquengage,

plusieurs étapes sont nécessaires afin de créer une banque de séquencage lon Torrent.

a) Laréparation des extrémités

Lors des PCR, I'utilisation de I’enzyme Taq Fast Start DNA polymerase (Roche) ajoute
un A a la fin des amplicons, générant des extrémités cohésives. Celles-ci sont complétées pour
obtenir des extrémités franches, puis phosphorylées en 5’ par les enzymes T4 ADN polymérase
et T4 kinase polynucléotidique. Cette étape est nécessaire pour poursuivre avec la ligature des

adaptateurs étiquetés (barcodes).

b} La ligature des adaptateurs

L’objectif de cette étape est de lier a une extrémité de I’amplicon un adaptateur A et a
I’autre extrémité, un adaptateur P1. Ces oligonucléotides seront nécessaires pour la PCR en
émulsion, mais aussi parce que ’adaptateur A posséde une des 96 étiquettes spécifiques a
I’échantillon. L’enzyme utilisée est une T4 ADN ligase, qui catalyse la formation d’une liaison
phosphodiester entre une extrémit¢ d’ADN 5° phosphorylée et ’hydroxyle en 3° d’une autre
molécule. Les adaptateurs étant a extrémités cohésives non-phosphorylées, il en résultera sur le
brin ligaturé deux breches qui devront étre réparées. Ces deux premiéres parties du protocole

sont schématisees a la Figure 38 B) et C).
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Figure 38 : les premiéres étapes de création d’'une banque de séquengage lon Torrent. A) Les
amplicons obtenus avec leurs extrémités cohésives B) La réparation des extrémités et la
phosphorylation en 5’ C) Ligature des adaptateurs P1 et A D) Les quatre types de fragments
pouvant étre obtenus apres ligature. La breche a combler est indiquée par une fleche rouge
(figure tirée de www.neb.com).

¢) La sélection de taille

Afin de poursuivre avec une banque ne contenant que des amplicons qui ont été ligaturés
aux deux extrémités avec les adaptateurs, nous procédons a une étape de sélection de taille.
Cela permet aussi d’éliminer les petits fragments comme les dimeres d’adaptateurs, les
concatémeres de divers produits (adaptateurs, amplicons...) et les longs fragments qui
pourraient correspondre a des amplicons non-spécifiques. Cette étape est réalisée par
électrophorese sur gel, sur un appareil soit de type E-gel (Invitrogen) soit de type LabChip XT
(Calliper) si la fourchette de taille est large.
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d) La réparation de bréches

Nous avons vu que la ligature des adaptateurs non-phosphorylés générait une bréche
(Figure 38 D). Un mélange d’ADN polymérases ayant une activité exonucléasique 5°—3’ est
utilisé pour synthétiser le brin complémentaire aprés déplacement des nucléotides de
I’adaptateur. Lors de cette étape, la banque est aussi amplifiée, en utilisant les oligonucléotides
A et P1 comme amorces de PCR. Cela permet d’augmenter la proportion de fragments ayant
été ligaturés correctement avec les deux adaptateurs, car ceux ayant eté ligaturés aux deux
extrémités par un adaptateur A ou un adaptateur P1 ne seront pas amplifiés (Figure 38 D), les

deux exemples du bas de la figure)

¢) La caractérisation de la banque

La quantification de la banque générée est effectuée de trois manieres différentes : par
gPCR, par dosage au Qbit et par Bioanalyzer. Ce dernier appareil permet, via son systéeme
d’électrophorése en micro-capillaire, un contréle quantitatif et qualitatif de la banque. Il est
ainsi possible de contréler aussi bien la taille de la banque, que le bon déroulement de chacune
des étapes précédentes. Nous pouvons donc Vérifier la taille et la quantité d’amplicons apres la
PCR multiplex, I’efficacit¢ de la ligature mais aussi estimer si le nombre de cycles
d’amplification effectués lors de la réparation de breches est suffisant pour poursuivre avec la

PCR en émulsion.

[y LaPCR en émulsion

Lors de cette étape, les divers fragments d’ADN composants la banque sont amplifiés par
PCR sur une particule (ISP, lon Sphere Particle). Tous les réactifs nécessaires a I’amplification
sont présents dans une gouttelette d’huile, et la banque est diluée de maniere a ce qu’idéalement,
un seul fragment se localise dans chaque gouttelette. La Figure 39 expose le principe de la PCR

en émulsion.
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Figure 39 : le principe de la PCR en émulsion lon Torrent. Sur la partie de gauche est
exposée [’amplification des fragments de la banque sur une bille et l’insertion de la biotine,
qui permettra lors de I’étape suivante, |'enrichissement par des billes de streptavidine. A
droite est représenté un ISP monoclonal (tous les amplicons proviennent d 'un unique
fragment de départ) et un ISP vide, qui sera éliminé lors de [’enrichissement (figure tirée de
http://www.biorigami.com).

Les particules sont recouvertes d’oligonucléotides complémentaires aux adaptateurs P1.
L’utilisation d’amorces A biotinylées permet d’obtenir des billes recouvertes du méme

fragment de départ (amplification clonale).

) L’enrichissement des billes recouvertes d”ADN

Le principe du séquengage est en partie basé sur le remplissage d’une puce dont le fond
est recouvert de puits ou iront se loger les billes. Pour que ces puits soient occupés au maximum
par des ISP recouverts de fragments d’ADN et pour éliminer celles qui n’ont pas amplifié¢ de
molécules, une étape d’enrichissement par des billes de streptavidine magnétique est réalisée.
Le remplissage de la puce de séquencage peut ensuite étre effectué. Le séquencage débute puis
le logiciel intégré au serveur de I’appareil procéde a I’alignement des séquences obtenues sur

des sequences de référence.
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C. L’analyse des résultats

Les technologies de séquencage de nouvelle-génération permettent d’obtenir des millions
de séquences correspondant a 96 échantillons maximum. Pour analyser ces résultats de maniére
rapide et reproductible, nous avons mis en place un script informatique, exécutable sous le
systéme d’exploitation Linux. Il permet d’utiliser différents outils bio-informatiques pour
traiter, compter et explorer la variabilité des séquences obtenues. Ce script est expose au

chapitre suivant avec la publication scientifique.
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Chapitre 111 : A new high-throughput approach
to genotype ancient human gastrointestinal

parasites

Aprés avoir présenté la méthode « aMPlex Torrent » au chapitre précédent, nous
discuterons dans cette section des expériences qui nous ont amené a constater des fluctuations
dans la détection des especes présentes dans les échantillons analysés par cette approche.
L’origine de cette hétérogénéité sera ensuite discutée avant de présenter comment nous avons

intégré ces considérations pour rendre la méthode proposée encore plus robuste.

I. Laréplication des expériences sur de ’ADN ancien sédimentaire

Au cours des travaux de cette thése, nous avons effectué un certain nombre de
réplications au niveau de la purification de I’ADN sédimentaire ainsi que des PCR multiplex,
qui ont ensuite été séquenceées individuellement. Cela nous a amené a constater des variations
dans la détection des especes de parasites présents. Lorsque cette variabilité est retrouvée entre
différentes purifications, elle serait associée a une hétérogénéité de la répartition des molécules
biologiques dans le sédiment. Lorsqu’elle est plutot observée entre les réplications de PCR sur
un méme extrait, la variabilité serait alors liée a la sensibilité de la détection en contexte de
multiplexage en raison d’une faible quantit¢ d’ADN de départ. Ces deux situations sont
illustrées a la Figure 40. On y observe le nombre de séquences par amplicons obtenus a partir
d’un échantillon pour lequel I’ADN a été extrait et purifi¢ deux fois. Sur chacun de ces deux
extraits, trois réplications de PCR multiplex ont été réalisées, puis chacune ont été séquencées

individuellement. On peut remarquer que :

- entre deux purifications, un couple d’amorces permettra ou pas d’obtenir des
séquences : par exemple, le couple Entero2 a amplifié sa cible uniquement lors de
la deuxieme purification.

- pour une méme purification, le nombre de séquences obtenues varient : par exemple,
pour le couple d’oligonucléotide Fas3, les réplications de PCR de la purifl ont
permis d’obtenir 30 s€quences ou aucune.

149



Nombre de sequances

S0

a0 mPCR1 mPCR2 PCR3

70

60

S0

40

30 15 18

20

0 -0_. ol

purif.1 purif.2 purif.1 purif.2 purif.1 I purif.2 |

Fas3 Asc2 Entero2

Figure 40 : ["hétérogénéité du nombre de séquences obtenues pour des échantillons de type
sédimentaires. Le nombre de séquences obtenu avec la méthode « aMPlex Torrent » pour un
échantillon archéologique. Deux réplications de purifications de I’ADN (purif] et purif 2) et

trois réplications de PCR multiplex ont été effectuées.

Ces variations peuvent entrainer des difficultés quant aux conclusions que nous pouvons

porter sur la présence effective d’une espéce en générant de fausses conclusions négatives.

A. L’hétérogénéité du sediment

Comme nous ’avons présenté sur la Figure 40, I’extraction et la purification de I’ADN
peuvent entrainer des variations dans les taxons détectés au cours des réplications des
procédures. Cela s’explique par le fait que ’ADN des parasites, qu’il soit préservé dans les
ceufs ou par des interactions avec les particules sédimentaires, n’est pas réparti de maniere
uniforme au sein d’un échantillon. Il faudrait probablement de considérer deux extraits d’ADN

sédimentaire comme deux échantillons différents.

Une solution pour diminuer ’hétérogénéité de I’ADN distribué dans le sédiment est
d’augmenter la quantité de matériel traité. Actuellement, les méthodes commerciales
d’extraction et de purification de I’ADN sédimentaire permettent de traiter un maximum de 10
grammes de sédiment. Puisque celui-ci est composé d’une grande quantit¢é d’ADN
environnemental, traiter plus de 10 grammes pourrait entrainer une saturation de la membrane

de silice qui permet de purifier I’ADN.
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Il serait donc préférable de multiplier les réplications d’extraction, avec comme conséquence
négative une augmentation considérablement des codts expérimentaux. Par ailleurs, nous
n’avons pas toujours acces a une quantité suffisante d’échantillon archéologique pour pouvoir

procéder ainsi.

B. Les PCR avec un faible nombre de molécules-cibles de depart

Une des caractéristiques de I’ADN ancien est de présenter une faible quantité¢ de
molécules endogenes, modifiées biochimiquement et diluées avec de I’ADN environnemental.
Malgré la sensibilité de la PCR, ces caractéristiques peuvent influencer son efficacite, qui peut

étre fluctuantes lors de la réplication d’une méme expérience.

Le choix des amorces les plus efficaces suivi de la mise au point minutieuse des
conditions de PCR multiplex, le tout analysé par gPCR, nous permettent de proposer une
approche moléculaire optimale pour la détection des molécules rares. Cependant, il est difficile
de la tester en conditions réelles, c’est-a-dire sur un extrait d’ADN ancien. De plus, les
molécules des différents parasites ciblés ne sont pas présentes en quantité équivalente dans un
extrait d’ADN, ce qui affecte I’efficacité des PCR multiplex (Wei et al., 2008).

Deux processus ont été proposés pour expliquer ces phénomeénes de variations observées
lors des PCR (Wagner et al., 1994 ; Polz et Cavanaugh, 1998) :

- PCR selection : c’est le processus par lequel la réaction va favoriser certaines cibles
nucléotidiques en raison de leur structure primaire ou secondaire, de la composition,
de la stabilité et de la spécificité des amorces, ou de la composition des régions
voisines des sites d’hybridation des amorces. Dans le cadre de ce projet qui est basé
sur I’utilisation d’amorces visant a distinguer différentes especes d’helminthes sur
la base de polymorphismes, il est possible que certains taxons soient amplifiés avec
plus ou moins d’efficacité. Les molécules anciennes étant fragmentées et des régions
tres courtes sont ciblées, les biais de composition de ces séquences peuvent aussi
affecter la probabilité de leur préservation, car la dégradation de I’ADN est aussi
affectée par sa séquence primaire, certains nucléotides et dinucléotides étant plus

fragiles que d’autres.
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- PCR drift : ce phénomeéne regroupe les évenements stochastiques qui ont lieu lors
des premiers cycles de I’amplification. Dans ce cas, les biais introduits ne seront pas
reproductibles lors des réplications de PCR. La formation de diméres d’amorces fait
partie de ces événements aléatoires, pouvant se produire plus ou moins précocement

au moment des PCR.

Une solution a été proposée pour agir sur le PCR drift lorsque 1’on cherche a amplifier
plusieurs cibles a partir de quelques picogrammes d’ADN. Il s’agit notamment d’augmenter le
nombre de réplications de PCR et de les regrouper avant de poursuivre avec les expériences
suivantes. Cela avait été entre autre proposé par (Chandler et al., 1997), aprés avoir constaté
des fluctuations entre la PCR et la RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) pour

la détection de quelques picogrammes d’ADN de procaryotes.

C’est en tenant compte de ces différentes considérations que nous avons adapté la
méthode « aMPlex Torrent » aux spécificités de ce projet sur la paléoparasitologie moléculaire.
Dans la partie suivante, nous décrirons comment nous les avons intégrés a notre méthodologie
pour rendre encore plus fiable la détection d’une grande diversité d’helminthes gastro-

intestinaux.
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Il. A new high-throughput approach to genotype ancient human
gastrointestinal parasites

La méthode « aMPlex Torrent » combine la sensibilité et la spécificité de la PCR au
haut-débit du séquengage de nouvelle génération, tout en permettant d’analyser jusqu’a 96
échantillons simultanément par 1’utilisation de barcodes moléculaires. Nous décrivons dans la
publication les résultats génétiques obtenus pour 16 espéces d’helminthes gastro-intestinaux
humains provenant de vestiges de 7200 ans BP jusqu’a la Premiére Guerre Mondiale, et les

comparons aux données obtenues par 1’observation microscopique des ceufs d’helminthes.

La méthode de PCR multiplexée dans le cadre de la paléogénétique a été par le passé
appliquée pour amplifier plusieurs fragments cibles d’une méme espece. Puisqu’elle nécessite
une faible quantité d’ADN au départ, il est possible d’obtenir par des amplicons chevauchants,
des fragments contigus de plusieurs kilobases. Cette approche a permis entre autre d’obtenir les
génomes mitochondriaux complets du mammouth laineux (Mammuthus primigenius) (Krause
et al., 2006) et de I’ours des cavernes (Ursus spelaeus) (Stiller et al., 2009). Notre approche
differe de ces travaux car elle permet de cibler des espéces différentes sur des régions
génétiques permettant de les distinguer. Théoriquement, seules les conditions de la PCR
multiplex, c¢’est-a-dire les possibilités de mélanger entre elles des amorces, limitent le nombre

d’espeéces pouvant étre ciblé.

Au cours des expériences, plusieurs échantillons, présentés dans la partie 2 de ce
manuscrit et la table 1 de la publication, ont été analysés et pour lesquels nous avons obtenu

des résultats génétiques. L’analyse de ces résultats nous a amené a faire deux constats.

Le premier est que la détection d’un taxon est plus fiable en utilisant deux couples
d’amorces pour le génotypage. En effet, bien que toutes les amorces aient été testées
préalablement dans de mémes conditions sur de I’ADN moderne, en contexte de PCR multiplex
et en présence d’un mélange d’ADN environnemental, leur efficacité peut étre fluctuante. Ce
phénomene est exposeé sur la figure 2 de la publication. Chaque panneau concerne un taxon,
détecté par deux couples d’amorces (le plus efficace étant en noir, le moins efficace en gris).
En regardant un cas extréme, le cas de 1’échantillon Ca (fig2 c), jusqu’a 20 000 séquences ont
été obtenus avec le couple Dicro22, le couple Dicro6.1 ayant donné entre 12 et 495 séquences.
Pour I’échantillon H, le premier couple a donné entre 0 et 51 séquences, alors que Dicro6.1 n’a

pas permis de détecter I’espece.
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Cette différence d’efficacité peut probablement étre corrélée a la quantité d’ADN-cible de
départ : lorsque celle-ci est importante, un couple d’amorces pourrait étre suffisant pour
déterminer la présence d’une espéce. Dans tous les cas, il est préférable d’utiliser au moins deux

couples d’amorces pour augmenter la fiabilité de détection par un des deux couples.

Le second constat associé¢ a I’analyse de ces résultats est que le nombre de réplications
généralement admis et habituellement réalisé, ne permet pas toujours de détecter a chaque fois
toutes les espéces présentes de fagon reproductible. La Figure 40 du présent manuscrit exposait
déja la variabilité observée lors de la réplication des PCR multiplex. Celle-ci est aussi décrite
sur la figure 2 de la publication. On y remarque que selon les échantillons et les couples
d’amorces, un méme taxon n’est pas nécessairement détecté lors de chaque PCR. Par exemple,
Trichuris trichiura de 1’échantillon G et Dicrocoelium dendriticum de 1’échantillon H, sont

détectés dans moins de 50% des cas avec le couple d’amorce le plus efficace.

Nous avons comparé les espéces détectées apres séquencage individuel de chaque
réplication de PCR, a celles détectées par un mélange reprenant un certain volume de chacune
de ces réplications (Prl1-5 sur la figure 2, et voir la fig. 1 qui décrit la procédure). Dans le cas
des échantillons avec peu d’ADN, ou seul un couple d’amorces permet d’obtenir des résultats,
séquencer uniquement le Pr1-5 (que nous appellerons aussi « pool ») permettrait d’assez bien
caractériser 1’échantillon. Dans les deux exemples mentionnés précédemment, T. trichiura de
I’échantillon G et D. dendriticum de 1’échantillon H ont été détectés dans une réplication de
PCR sur cing et dans le mélange Prl1-5. Cette approche semble performante pour évaluer la
présence des especes dans un échantillon et diminuer les colits d’analyses en permettant
d’augmenter le nombre d’échantillons analysés lors d’un séquengage. Si une sensibilité plus
grande est requise (par exemple, s’il existe une discordance entre les analyses génétiques et les
observations microscopiques), il est toujours possible de reprendre le séquencage sur les
réplications individuelles de PCR. Il faut donc faire un compromis entre fiabilité et colt de la
détection. Il nous faut alors garder en téte que ce compromis peut ensuite étre ajusté selon

I’importance de 1’échantillon et de la fiabilité de sa caractérisation.

Dans une troisieme partie de la publication, nous montrons que cette approche permet
aussi de détecter des nouveaux variants génétiques. Ceux-ci peuvent étre des variants anciens,
absents des populations actuelles, ou bien des variants encore présents aujourd’hui, mais pas
encore identifies et déposes dans les banques de données. Deux exemples sont exposeés sur la
fig. 3. Tout d’abord, nous avons identifié¢ deux nouveaux SNP sur le gene Nadl d’Ascaris sp.
dans un échantillon de La Draga (7250 BP).
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Nous avons comparé les séquences anciennes obtenues aux séquences modernes pour
montrer qu’il existe dans les populations actuelles, autant chez le parasite retrouvé chez le porc
que chez I’étre humain, une diversité génétique importante. Ensuite, nous exposons les
nouveaux variants retrouvés en Europe pour 1’espéce Trichuris trichiura sur les copies du gene
de la grande sous-unité ribosomique. Ceux-ci sont aussi comparés aux références modernes,
données provenant uniquement de spécimens de I’Equateur et de la Chine. Puisqu’il existe peu
de diversité moderne pour effectuer cette comparaison, il est d’autant plus difficile de conclure

sur I’origine des variations que nous avons identifiee.

Nous exposons dans les données supplémentaires un flux d’analyses bio-informatiques,
le séquencage a haut-débit génere une quantité importante de données dont le traitement est
facilité¢ par ’utilisation d’un script. Celui que nous avons mis en place comporte plusieurs
étapes permettant de traiter les fichiers d’alignement au format bam (binary alignment/map)
générés par le programme TMAP (Torrent Mapping Alignment Program), de compter le
nombre de séquences obtenues pour chacun des amplicons (logiciel featureCounts, (Liao et al.,
2014)), d’identifier les variants obtenus en comparant a une séquence de référence moderne
(logiciel Mpileup et VarScan, (Koboldt et al., 2012 ; Li et al., 2009)) et d’obtenir une séquence
consensus par échantillon. Pour faciliter la compréhension et 1’utilisation du script, nous
fournissons les fichiers que nous avons générés pour les analyses. Ils peuvent donc étre utilisés

tels quels, ou modifiés pour d’autres projets.

Nous concluons en précisant que nous avons obtenu les premieres séquences anciennes
pour les genres Tenia sp. et Diphyllobothrium sp., et pu identifier le parasite Enterobius
vermicularis dans plusieurs échantillons européens. Ce parasite est pour 1’instant déterminé en
microscopie principalement dans des échantillons d’ Amérique, avec une unique occurrence en

Europe dans un site allemand médiéval (Bouchet et al., 2003b).

Nous suggérons de procéder aux analyses paléoparasitologiques par une approche
complémentaire de microscopie et de génétique, pour pouvoir détecter un maximum d’especes.
Cependant, I’approche « aMPlex Torrent » peut aussi étre utilisée seule, en particulier car sa
mise en place dans un laboratoire de biologie moléculaire reléve d’une expertise largement
distribuée, alors que les compétences en paléoparasitologie sont rares dans le domaine de

I’archéologie.
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I11. La publication scientifique
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Abstract

Human gastrointestinal parasites are good indicators for hygienic conditions and health sta-
tus of past and present individuals and communities. While microscopic analysis of eggs in
sediments of archeological sites often allows their taxonomic identification, this method is
rarely effective at the species level, and requires both the survival of intact eggs and their
proper identification. Genotyping via PCR-based approaches has the potential to achieve a
precise species-level taxonomic determination. However, so far it has mostly been applied
to individual eggs isolated from archeological samples. To increase the throughput and tax-
onomic accuracy, as well as reduce costs of genotyping methods, we adapted a PCR-
based approach coupled with next-generation sequencing to perform precise taxonomic
identification of parasitic helminths directly from archeological sediments. Our study of
twenty-five 100 to 7,200 year-old archeological samples proved this to be a powerful, reli-
able and efficient approach for species determination even in the absence of preserved
eggs, either as a stand-alone method or as a complement to microscopic studies.

Introduction

Infections with gastrointestinal helminths are a major public health concern. Soil-transmitted
helminthiases affect about 2 billion people worldwide [1,2]. Estimates suggest that the nema-
tode Ascaris lumbricoides infects nearly 1.2 billion people and Trichuris trichiura 800 million.
A. lumbricoides infections, caused by ingesting food or soil contaminated with their eggs, result
in roughly 60,000 deaths per year [1,2]. The eggs of the tapeworms (Cestoda) Taenia sp. and
Diphyllobothrium sp., found in undercooked meat and fish respectively, develop larval stages
that infect the muscles of the intermediate host [3]. Echinococcus infection can cause life-
threatening cysticercoses. The flukes Fasciola hepatica and Dicrocoelium sp., helminths of the
class of Trematoda, infect the liver of various mammals, including humans [4]. Liver infection
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by flukes in cattle and sheep causes severe economic losses [5]. In general, food- and soil-trans-
mitted helminths produce a wide range of symptoms that include intestinal manifestations
(diarrhea, abdominal pain), impaired physical growth, and general malaise and weakness that
may affect working and learning capacities.

As high as these numbers are, the percentage of the human population infected with gastro-
intestinal helminths in the past was likely to have been even higher due to poor hygiene and
insufficient medical treatment, but little is known of the past infection rates of various para-
sites. Owing to the impact of parasites on public health described above, there is a genuine
interest of archaeologists and historians to evaluate the health status of ancient societies and
populations through the analysis of the prevalence of parasites in archaeological sites. Indeed,
gastrointestinal helminths release their eggs into the intestine, which then pass into the envi-
ronment to resume their life cycle. These eggs are sometimes preserved over time in the sedi-
ments of archaeological sites and can be found in mummified tissues, in and under human and
animal skeletons in burials, but also in latrines, cesspits and coprolites [6].

Taxonomic assignment of eggs is achieved through microscopic analysis using visually
detectable differences in their size, shape, color, and opercula (for review, see [7]). This mor-
phological approach has revealed interesting insights into the health status of past populations
and individuals, their diet, and their contact with wild and domestic animals (e.g., [6,8,9]).
Nevertheless, taphonomic processes, i.e., the processes by which biological material decays, can
lead to the total degradation of eggs, giving rise to false-negative results [10]. Its outreach is
also limited since morphological criteria often do not allow the discrimination between species
or even genera (e.g., Taenia sp. and Echinococcus sp.). Assignment of archeological material to
the species level, however, will permit a new level of anthropological and biological
investigations.

The genetic analysis of DNA from these and other parasites preserved in eggs or sediments
can overcome some of these limitations and yield results at a higher level of resolution. A
paleogenetic approach would be restricted only by poor DNA preservation, which must be
taken into account in the experimental design. Several studies have analyzed archeological
remains using a polymerase chain reaction (PCR) approach targeting DNA fragments from
150 bp to 600 bp long (e.g., [11]). The prerequisite of such studies is that the present-day
genetic diversity of the parasites is known and similar to that of the past. Moreover, these stud-
ies limit their PCR primer design to the parasites previously identified in the sample and still
required microscopic identification of parasite eggs, thus excluding the identification of para-
sites that had escaped visual detection. Metagenomic studies would allow the identification of
highly divergent or even unknown parasites [12], but the costs of such studies are often too
high to be routinely used to answer archeological questions.

In order to improve the utility of PCR-based parasite identification studies, we have devel-
oped a cost-effective high-throughput approach tailored to the needs of archeologists, i.e., the
analysis of relatively large numbers of archaeological remains without the need of prior micro-
scopic analysis. This method uses optimized DNA extraction techniques from sediments and
adapts the “aMPlex Torrent” approach to the analysis of ancient parasite DNA preserved in
archaeological sediments of various origins (such as latrines, cesspits, human burials, etc). The
aMPlex Torrent approach is based on multiplex PCR optimized for highly degraded ancient
DNA molecules followed by next generation sequencing of the amplicons on the Ion Torrent
platform to efficiently and inexpensively genotype large numbers of archaeological samples
[13]. We designed PCR primers to target different taxa of human parasites that are commonly
found in archeological sites, taking into account both the short fragment length of ancient
DNA molecules and the genetic diversity of the taxa analyzed. Primers were optimized within
four multiplex PCRs to allow the identification of 16 species of human tapeworms,
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roundworms, pinworms and flukes in up to 96 samples simultaneously. The results obtained
with this approach on a variety of ca. 100 to 7,200 year-old samples from various archeological
and taphonomic contexts were compared with those obtained with the microscopic approach.
This study reveals the power of the genetic approach and reports the detection of parasite
DNA even in the absence of corresponding eggs. This new approach for the genetic identifica-
tion of parasites in archeological sites enables researchers to trace back parasite lineages and
better understand their evolution. Additionally, the higher resolution analyses possible through
genotyping can clarify transmission events from population migrations and contacts between
populations, the conquest of new environments, demographic changes and the domestication
of animals during the Neolithic, and overall health status of past individuals and populations.

Materials and Methods

No permits were required for the described study, in particular soil sampling, which complied
with all relevant regulations.

Archeological samples

Sediments from archeological sites have been collected from a wide variety of archeological
and taphonomic contexts, geographic areas and periods dating from the Iberian Neolithic (ca.
7,200 BP) to the last century (First World War) (see Table 1).

Microscopic analysis

Prior to genetic analysis, all samples have been analyzed according to standard paleoparasitolo-
gical protocols at the laboratory of paleoparasitology of the University of Franche-Comté [14].
For each sample, five grams of sample were rehydrated for one week in a mixed solution of
0.5% tri-sodium phosphate (TSP) and 5% glycerinated water. The samples were then crushed
in a mortar and subjected to an ultrasound bath for one minute, before finally being filtered in
a column composed of sieves with 315, 160, 50, and 25 pm meshes. Since eggs varied in size
between 30-160 um in length and 15-90 um in width [15], residues from the two last sieves
(50 and 25 pm) were transferred to PVC tubes. Ten slides (22x22 mm) were prepared from
each fraction and analyzed under the light microscope, amounting to about 5% of the recov-
ered fraction.

Extraction and purification of ancient DNA

The pre-PCR procedures were carried out in the high containment ancient DNA analysis facil-
ity with positive air pressure of the Jacques Monod Institute using strict experimental proce-
dures as described [16]. Two to ten grams of sediment were ground to fine powder using a
Freezer Mill (6750, Spex Certiprep, Metuchen, NJ). The powder was then purified using
PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc. Carlsbad, CA) following the
instructions of the manufacturer. Control mock extractions were performed by replacing sedi-
ment suspension with 10 mL of distilled water, with one mock extraction for 9 sample extrac-
tions. DNA in the 5 mL extract eluted from the MO BIO column was subsequently purified
and concentrated on a QIAquick spin column (Qiagen, Hilden, Germany) using 15 mL QG
buffer (Qiagen) with 5 mL isopropanol as binding buffer, and PE buffer (Qiagen) for washing.
Final elution was performed twice with 45 pL of EB buffer (Qiagen) to which 0.05% Tween-20
was added. To ensure that negative results were not caused by the presence of PCR inhibitors,
PCR inhibition of each extract was tested via quantitative PCR (QPCR) on modern genomic
DNA, as described [17]. Inhibition in all analyzed samples was found to be low or absent.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0146230 January 11,2016 3/18



@PLOS | ONE

Genotyping of Ancient Parasites

Table 1. List of samples analyzed with results of both genetic (DNA sequences) and microscopic analyses (Eggs).

Sample

Aa

Ab

B
Ca

Cb

Cc

Da

Db

Ka

Kb
La

Lb

Na

Nb
Nc
Nd

Ne

Location

Eastern
France

Eastern
France

Guadeloupe

Northern
France

Northern
France

Northern
France

Northern
France

Northern
France

France

Northern
France

Northern
France

Southern
France

Eastern
France

Eastern
France

Northern
France

Iran
Iran
Northern

France

Northern
France

Northern
France

Spain
Spain
Spain
Spain

Spain

Date

20th c. CE

20th c. CE

19th c. CE
1669-1671

1669-1671

1669-1671

12-14th
c.CE

12-14th
c. CE

13th c. CE

11-12th
c.CE

8-10th
c.CE

600-800
CE

284-476
CE

284-476
CE

150 BCE

2500-1500
BP

2500-1500
BP

ca 5000
BCE
ca 5000
BCE
6250-5650
BP

7250-7050
BP

7250-7050
BP

7250-7050
BP

72507050
BP

7250-7050
BP

doi:10.1371/journal.pone.0146230.t001

Type of
sample

sediment
sediment

sediment
sediment

sediment

sediment

sediment

sediment
sediment

sediment

coprolite

sediment

sediment
sediment
sediment

sediment

sediment
sediment
sediment
sediment

sediment

sediment
sediment
sediment

sediment

Context

Barrels (latrine used
by soldiers)

Barrels (latrine used
by soldiers)

burial
Latrines

Latrines

Latrines

Latrines

Latrines
Mix of sediments
around coxal bones
Cesspit

Ditch

Cesspit

Cesspit-latrine
Cesspit-latrine
Latrines

Occupational level

Occupational level
Below skeleton in
coxal region
Under skull
Peripheral ditch

Occupational level

Occupational level
Occupational level
Occupational level

Occupational level

DNA sequences

Ascaris, Trichuris trichiura, Fasciola
hepatica, Taenia asiatica

Ascaris, Trichuris trichiura, Fasciola
hepatica
Trichuris trichiura
Dicrocoelium dendriticum,
Diphyllobothrium

Ascaris, Trichuris trichiura, Taenia
saginata, Dicrocoelium dendriticum,
Fasciola hepatica
Ascaris, Trichuris trichiura, Taenia solium,
Dicrocoelium dendriticum, Fasciola
hepatica
Ascaris, Trichuris trichiura, Taenia solium,
Enterobius vermicularis

Ascatris, Trichuris trichiura, Fasciola
hepatica, Enterobius vermicularis

Ascaris, Dicrocoelium dendriticum

Ascaris, Trichuris trichiura, Enterobius
vermicularis, Dicrocoelium dendriticum,
Fasciola hepatica

Fasciola hepatica

Ascaris, Trichuris trichiura, Dicrocoelium
dendriticum, Fasciola hepatica, Enterobius
vermicularis

Ascaris, Taenia solium, Trichuris trichiura,
Enterobius vermicularis

Ascatris, Trichuris trichiura

Ascaris, Dicrocoelium dendriticum,
Trichuris trichiura, Taenia solium

Ascaris, Taenia saginata, Dicrocoelium
dendriticum, Trichuris trichiura, Enterobius
vermicularis

Ascaris, Dicrocoelium dendriticum,
Trichuris trichiura

Ascaris

Ascaris

Ascaris, Trichuris trichiura, Taenia
saginata, Dicrocoelium dendriticum,
Enterobius vermicularis

0

Eggs
Ascaris, Trichuris, Taeniidae
Ascaris, Trichuris

0
Trichuris

Ascaris, Trichuris,
Dicrocoelium, Fasciola

Ascaris, Trichuris,
Dicrocoelium, Fasciola

Ascaris, Trichuris,
Dicrocoelium, Taeniidae,
Fasciola

Ascaris, Trichuris, Fasciola,
Dicrocoelium
Ascaris, Trichuris, Fasciola

Ascaris, Trichuris,
Dicrocoelium, Fasciola,
Taeniidae
Ascaris, Trichuris

Ascaris, Trichuris,
Dicrocoelium, Fasciola

Ascaris, Taeniidae, Trichuris
Fasciola, Diphyllobothrium
Ascaris, Dicrocoelium,
Fasciola, Trichuris
Taeniidae, Trichuris,
Enterobius
Ascaris, Taeniidae, Trichuris
0
0
Trichuris, Taeniidae,
Dicrocoelium
Ascaris, Trichuris, Taeniidae
Ascaris, Trichuris, Taeniidae
Ascaris, Trichuris

Ascaris, Trichuris, Taeniidae

Ascaris, Trichuris, Taeniidae
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Primer design and testing

We focused on species of parasites common in archeological samples for which modern refer-
ence DNA sequences were available. We designed primer pairs to target tapeworms (Taenia
saginata, T. solium, T. asiatica, Echinococcus granulosus, E. multilocularis, Diphyllobothrium
latum, D. dendriticum, D. nihonkaiense), roundworms (Ascaris lumbricoides, A. suum), a whip-
worm (Trichuris trichiura), a pinworm (Enterobius vermicularis), and flukes (Fasciola hepatica,
F. gigantica, Dicrocoelium dendriticum, D. chinensis). To select for amplicons containing single
nucleotide polymorphisms (SNPs) that would allow the identification of human gastro-intesti-
nal helminths in a species-specific manner, we designed primers based on the analysis of 3,352
mitochondrial and nuclear DNA sequences present in GenBank™ at the end of 2013. Aligned
sequences were used to design primers hybridizing to conserved sequences and flanking one or
several diagnostic SNPs for each genus with the exception of Ascaris lumbricoides and A. suum,
the distinction of which cannot be achieved using short DNA fragments based on currently
available DNA sequences [18,19]. Primer design was performed using the program primer3
within the software Geneious 6.1 [20]. For primer optimization, the software Oligo 6 (Molecu-
lar Biology Insights, Inc) was used to select primers with a Td of 65° to 67°C (nearest neighbor
method) and for which there was no predicted 3’-dimer having a AG below -1.6 kcal/mol. In
this way, we designed 82 primer pairs amplifying fragments between 52 and 121 bp and tested
them for efficiency and dimer formation using qPCR in a LightCycler 480" (Roche Applied
Science, Penzberg, Germany). PCR amplification was carried out at the genomic platform of
the Institut Jacques Monod in a 384-well plate using 5 pL of SYBR Green I Master Mix 1x pre-
heated to 37°C and containing 0.5 uM of each primer and 2 pL of DNA, distributed by an
epMotion®'5070 liquid handling robot (Eppendorf, Hamburg, Germany). A cycling program
of 8 min of activation at 95°C, followed by 60 cycles at 95°C for 10 sec and 60°C for 1 min was
used, with a melting curve established at the end of the run through one melting step (95°C for
5 sec, then 60°C for 1 min and a temperature increase of 0.11°C/sec with continuous fluores-
cence measurement).

The performance of the primer pairs was tested in silico and in vitro and primer pairs were
required to have an efficiency superior to 90% and not to yield primer-dimers before 40 cycles.
Sixteen primer pairs that satisfied these criteria, the two best pairs per each species (S1 Table),
were selected. The resulting amplicons were between 52 to 113 bp and included species-specific
SNPs (S2 Table).

Multiplex PCR

We made use of in silico prediction for possible dimer formation in multiplex PCRs with the
software PriDimerCheck (http://biocompute.bmi.ac.cn/MPprimer/primer_dimer.html). Based
on the output of the program, 16 primer pairs were divided into 4 different multiplex reactions
to minimize the predicted stability of the possible 3’-annealed dimers. Each multiplex was opti-
mized by testing different MgCl, concentrations (3 mM, 4 mM and 5 mM) and primer concen-
trations (0.08 puM, 0.15 uM, 0.2 pM, 0.25 uM and 0.3 uM). Each multiplex reaction was mixed
in the high containment laboratory of the Institut Jacques Monod using a 4 pL mixture of each
targeted DNA at 2.5 pg/uL, in a total volume of 30 uL of 50 mM Tris/HCI pH 8.3 (at 25°C),

10 mM KCl, 5 mM (NH,),SO,, 3-5 mM MgCl,, 1 mg/mL BSA (bovine serum albumin),
0.08-0.3 uM of each primer, 0.25 mM dA/G/CTPs and 0.50 mM dUTP, 2 U of Fast Start DNA
polymerase (Roche Applied Science, Penzberg, Germany), and 0.5 U of cod uracil-N-Glycosy-
lase (UNG, Arcticzymes, Tromse, Norway). MgCl, solution, reaction buffer and BSA were
decontaminated by exposing the solutions in UV-pervious tubes (Qubit®), Life Technologies,
Carlsbad, CA) to UV light for 10 min at a short distance as described [21]. A negative control
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with no template was performed for each multiplex reaction, processed in the same way as the
samples throughout the whole experimental procedure. The cycling program consisted of

15 min at 37°C (carry-over contamination prevention through digestion by UNG of dUTP-
labeled amplicons), 95°C for 10 min (inactivation of UNG and activation of the Fast Start
DNA polymerase), followed by 40 cycles at 95°C for 10 sec and 60°C for 1 min and a final
extension step at 72°C for 10 min. Cycling was performed in a laboratory of molecular genetics
of the Institut Jacques Monod separated from its high containment laboratory.

After the multiplex PCR amplification, simplex qPCR analyses of the amplification products
were performed at the genomic platform of the Institut Jacques Monod using each specific primer
pair individually, to measure the production of each PCR product and of primer-dimers that might
have formed. Each simplex qPCR was pipetted in yet another laboratory of the Institut Jacques
Monod, under negative air pressure acting as a DNA trap, as described above using 2 pL of the
multiplex product diluted to 1/50™, In order to minimize carry-over contamination, the dilution of
the PCR product was performed in a dedicated laboratory, physically separated from the high con-
tainment laboratory, the modern DNA facility, the post-PCR facility and the genomic platform.
These steps established the optimal conditions for each multiplex using qPCR (S3 Table).

When applied to ancient samples, each multiplex PCR was performed using 4 pL of extract
using the optimal conditions established as described above and reported in S3 Table. Thus,
when five PCR replicates were performed, 20 pL in total (about a quarter of the purified
extract) were analyzed with each primer pair.

lon torrent library

Ion torrent sequencing adapters were ligated to the replicates of multiplex PCRs in the genomic
platform of the Institut Jacques Monod using a Tecan Freedom Evo 100 robot equipped with a
4-channel liquid handling arm using disposable tips, a gripper to move objects, a double thermo-
block and an automated vacuum solid phase extraction. First, PCR products were converted to
blunt ended fragments with 5’-phosphates using NEBNext™ End-Repair Module (New England
Biolabs, Ipswich, MA) (1 X NEBNext buffer, 0.1 uL End Repair enzyme mix, 10-30 uL PCR
products, for a total volume of 50 uL with an incubation at 25°C for 30 min). Prior to ligation,
products were purified with the NucleoSpin 96 PCR clean-up kit (Macherey-Nagel, Diiren, Ger-
many) and eluted in 50 pL. Ligation of Ion Torrent barcodes and adapters was performed as fol-
lows: 20 uL of purified end-repaired products were incubated with 0.66 uM of barcoded-adapters
and 0.66 uM of P1 adapter, 1 X NEBNext ligation buffer and 1 gL of NEBNext Quick ligase for
30 min at 16°C. After the ligation, 60 uL of binding buffer (i.e., NT buffer, Macherey-Nagel) were
added and the samples were pooled before purification on a single silica column. The pooled bar-
coded PCR products were size-selected using the Caliper LabChip XT (Perkin-Elmer, Waltham,
MA) to select the PCR products ligated to the adapters. The selected products were then sub-
jected to nick repair and amplification with the OneTaq Hot Start DNA polymerase (NEB) in a
40 pL reaction volume containing Ion Torrent primers A and P1 (0.5 uM), incubated for 20 min
at 68°C (nick repair step) and then amplified using the following program: initial denaturation at
94°C for 5 min, (94°C for 15 sec, 60°C for 15 sec, 68°C for 40 sec) for 6 cycles, final elongation at
68°C for 5 min. Products were finally purified using the QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen).
Size distribution and concentration of the libraries were assessed with an Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA). Emulsion PCR and Ion Sphere Particle enrich-

ment were conducted with the Ion OneTouch System™ (Life Technologies) using the Ion One-
Touch™200 Template kit v2 DL according to the manufacturer’s protocol. The DNA libraries were
sequenced on the Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM) Sequencer using the Ion PGM
200 Sequencing Kit and Ion 314 or 316 semiconductor sequencing chips (Life Technologies). It
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should be noted that the described procedure can be easily adapted to Illumina sequencing tech-
nology by using the appropriate adapters if a PGM is not available. The lower sequencing costs of
the PGM with Ion 314 chips for up to 200 bp-long sequences, and the superior ability of the PGM
to analyze fragments very heterogeneous in size, make it a preferred choice for most applications
where the 314 chips provides enough sequencing reads to reliably characterize the PCR products.

Data analysis

Using the software provided in the Torrent suite on the Ion Torrent server, sequencing reads
were demultiplexed and mapped with the Torrent Mapping Alignment Program (TMAP) to a
reference fasta sequence created by concatenating the various PCR product reference sequences,
each separated by a series of Ns. The sequence corresponding to the primers described herein is
provided in S1 File. Following mapping, the.bam and.bai files were grouped in a single directory
on a Unix-based computer to be further processed. First, files were renamed to allocate simple
descriptive names, using bash commands described in the introduction of the analysis bash script
in $4 File. The analysis bash script is dependent on the following programs (and tested with the
versions indicated between brackets): featureCounts (Subread package 1.4.6) [22], samtools and
beftools (1.2) [23], and VarScan 2 (2.3.7) [24]. featureCounts uses a.gff file describing the features
of the fasta file used for mapping. We provide a.gff file in S3 File corresponding to the PCR prod-
ucts and primers described herein to count the proper PCR products (identified as misc_feature),
as well as the reads that contain either the forward (identified as primer_bind) or the reverse
(identified as primer_bind_reverse) primers. This should enable the user to detect possible
primer dimers, which will have a higher read count for primers than for amplicons. The resulting
CountAmplicons.count, CountUpperPrimer.count, and CountLowerPrimer.count files in the
count directory report the number of reads obtained for each feature of each sample that was
processed by the script, thus allowing identification of the parasite genera detected in each sam-
ple. “Samtools mpileup” is used in combination with Varscan to generate a list of the variants
detected in each sample. This list is found in the resulting.varscan files in the Varscan directory
and allows the identification of parasites at the species level using the information recapitulated
in S2 and S3 Tables. Finally, the combination of the “samtools mpileup”, “beftools call”, and vcfu-
tils.pl vcf2fq is used to generate a consensus sequence from the concatenated PCR products
obtained for each sample. The consensus sequences in fasta format found in the Fasta directory
within the Consensus directory can be imported into a software environment for multiple align-
ments to analyze the data in more detail. We used Geneious [20] to import both the consensus
fasta and the initial bam files. We performed a multiple sequence alignment of the fasta files in
Geneious using MAFFT 7 [25], with manual editing when necessary. The various outputs were
verified by analyzing the initial sequencing reads within the bam files displayed in Geneious.

Results and Discussion
Principle of the experimental strategy

In order to genotype as impartially as possible a large number of more or less well preserved
ancient parasite species within a complex DNA mixture containing large quantities of environ-
mental DNA, such as sediments and coprolites, a screening and typing method is needed that
satisfies the following criteria: (1) it must take into account the known genetic diversity of the
targeted parasites, and (2) it must perform equally well with parasites that are genetically very
different. At present, parasites, and in particular gastrointestinal helminths, are best character-
ized at the level of their mitochondrial DNA. Since mitochondrial DNA also has the highest
copy number, the likelihood that rare preserved molecules are detected in an ancient sample is
higher than for nuclear DNA. Unfortunately, a large number of parasites cannot be identified
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at the species level using only a single universal primer pair. This is particularly true when
ancient and degraded short DNA molecules are to be analyzed. Thus, primers were designed to
tulfill the following conditions: (i) DNA sequences shorter than 80 bp were preferentially tar-
geted, (ii) the primer binding sites must be conserved within a taxonomic order, family or at
least genus, and (iii) the DNA sequence between the primers must allow discrimination
between species. These constraints argue in favor of an analysis strategy based on a multiplex
PCR approach targeting the different branches of the main parasites observed in archeological
sites. Therefore, we adapted to the genotyping of ancient gastrointestinal parasites the aMPlex
Torrent method which we have recently developed and which combines the sensitivity of the
PCR and the efficiency of next-generation sequencing (NGS) [13]. The principle of the “para-
site aMPlex Torrent” method presented here is described in Fig 1A. Moreover, this method
allows the simultaneous analysis of many samples without requiring prior microscopic analy-
sis, which is particularly adapted for archeological projects, and even more so for the analysis
of gastrointestinal helminths, which are often preserved in sediments as mixtures of several
species.

We designed primer pairs amplifying various short regions of the mitochondrial DNA of
the genera Taenia, Echinococcus, Diphyllobothrium, Trichuris, Ascaris, Enterobius, Fasciola and
Dicrocoelium to discriminate 16 species that have been frequently observed in archaeological
samples. To increase the reliability of this approach, two diagnostic genomic regions were tar-
geted for each parasite genus. The best two primer pairs were selected for each genus, i.e., those
that provide the lowest likelihood of dimer formation and thus the highest sensitivity, and
those that performed best in the multiplex PCRs following the strategy described in Fig 1 and
in the Materials & Methods section. After ligating sequencing adapters, sequencing was per-
formed on the pooled multiplex PCRs containing sample-specific barcodes on the Ion Torrent
sequencing platform [13].

Performance of the aMPlex Torrent approach for the genotyping of
ancient parasites

The performance of the method was evaluated on a variety of archeological samples from vari-
ous geographical and cultural origins and taphonomic contexts dating from ca. 100 to 7,200
years ago (Table 1). DNA of each targeted parasite was detected even in samples several thou-
sand years old (see Table 1). This demonstrates that the method is powerful enough to detect
rare DNA molecules in the complex DNA mixtures of environmental samples. The reliable
detection of rare DNA molecules, however, is not trivial and constitutes a general difficulty in
ancient DNA research. Indeed, when analyzing poorly preserved samples, separate PCR assays
from the same sample may or may not contain one of the few targeted DNA molecules present
in the total extract, rendering reproduction of the results difficult. Moreover, stochastic forma-
tion of primer dimers, which can be unpredictable and vary in their appearance over the course
of the PCR, can dominate the reaction and reduce sensitivity (S1 Fig). Indeed, if primer-dimers
form early during the PCR, lower quantities of target DNA molecules may never be amplified
to detectable levels. In the case of multiplex PCR, the situation is even more complex since the
probability of heterologous dimer formation is increased exponentially when multiple primer
pairs are used simultaneously. As a consequence, the likelihood that DNA molecules are
detected in a reliable manner in every PCR is the highest for the most abundant DNA mole-
cules that have been analyzed with the most efficient primer pairs. The rarer the DNA mole-
cules and the less efficient the primer pairs are, the lower the probability will be to detect them
reproducibly, as can be seen for all analyzed genera in Fig 2A, 2B and 2C. For each genus, the
analysis of three samples containing distinct DNA quantities was deduced from the DNA
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Primer design and Multiplex PCR optimization

1. Selection of target regions

species 1

species 2

species 3

2. Optimization of primers (Oligo 6)
Key parameters targeted:
= Td (nearest neighbor method): 65-67°C
= No 3’-dimer with AG < -1.6 kcam/mol

3. Evaluation of primer
pairs by QPCR

= No hairpin

6. Evaluation of Multiplex
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Fig 1. Schematic representation of the workflow of the aMPlex Torrent method for the genotyping of ancient gastrointestinal helminth parasites.

doi:10.1371/journal.pone.0146230.9001
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sequences obtained, ordered according to decreasing numbers of sequences (reads). The sam-
ples Ia (Fig 2A and 2B) and Cb (Fig 2C) each provide a high number of reads for each primer
pair in almost all replicates (r1-r5). Among the two primer pairs detecting each genus, the
more efficient one yielded a higher number of reads (Trich4, Asc4, Dicro22). Other samples
contained presumably less DNA (Cb in Fig 2A and 2B; Ca in Fig 2C), yielding a lower number
of reads per replicate and not all replicates yielding reads. Accordingly, the less efficient prim-
ers (Trich3, Asc2, Dicro6.1) not only yielded fewer reads but these also were found in fewer
replicates (e.g., r5 for Cb in Fig 2A and r1, r3 and r4 for Ca in Fig 2C). Samples that contained
DNA at the lower limit of detection (G in Fig 2A, H in Fig 2B, H1 in Fig 2C) yielded only few
reads in only a subset of replicates and only with the more efficient primer pairs.

In order to achieve maximal sensitivity of parasite DNA detection, it is thus advisable to per-
form several replicates to identify situations where the DNA quantity may not be sufficient to
ensure detection with a single PCR. We consider that three to five replicates are a manageable
number for the study of archaeological samples. We compared both strategies, (1) sequencing
independently five replicates and (2) pooling these five replicates prior to barcoding for the
analysis of a larger number of samples per sequencing run, which reduces the costs of the anal-
ysis. For most samples and primer pairs where detection was not achieved in all replicates, the
pool of these replicates was able to summarize the result with a single barcode (Pr1-5 in Fig 2).
At the extreme lower limit of DNA detectability, i.e., in situations where a small number of
reads (<10) was detected in only one out of five replicates, the pool did not always yield a
sequence (data not shown). This could be attributed to stochastic fluctuations preventing
detection of very low DNA copy numbers that are the result of pooling, which dilutes the sam-
ple five-fold. However, because it is difficult to completely exclude contamination issues in this
kind of experimental set-up, we recommend refraining from considering samples with such
low read counts as positive.

In summary, sequencing costs and sample preparation must be weighed against the potential
gain in detection power. Although five independent PCRs provide a more direct estimate of the
parasite DNA present in a sample, it is likely that the less expensive pooled PCR approach should
be satisfactory for most archaeological situations. The number of reads obtained from each sam-
ple may reflect either the initial quantity of parasite DNA and/or its preservation.

Genotyping of ancient parasites can reveal unknown past genetic
diversity

While the assay was developed to genotype parasite species based on known present-day diver-
sity, the short diagnostic DNA fragments targeted may nevertheless reveal yet undescribed
genetic diversity that informs us incidentally on the evolution of these parasites at different
time points and geographic locations. Indeed, we could observe in certain samples novel
genetic variations within the DNA fragments analyzed. For example, for Ascaris lumbricoides
and A. suum, although most positive samples showed a sequence for fragment Asc4 that was
identical to the major present-day sequence described, we found in two ancient samples, dated
around 7,000 BP, sequences that diverged by two to four SNPs within this 57-nt long fragment
(Fig 3A). Also notable, for Trichuris trichiura, the sequences that we identified in all European
archeological samples were markedly distinct from the currently known genetic diversity,
which has been only characterized in China and Central America (Fig 3B). These novel
sequences of human-specific Trichuris trichiura were clearly distinct from those found in
related parasites of domestic animals. Furthermore, the sequences of parasites found in domes-
tic animals diverge markedly in the primer binding sites and thus should be poorly amplified
with the primers used (Fig 3C and S2 Fig). Both analysis of T. trichiura DNA sequences using
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Fig 2. Comparison between the numbers of reads obtained with various primer pairs and samples.
Different samples (la, Ca, Cb, G, H, H1) in five independent replicates (r1 to r5), as well as in the pool of these
five replicates (pool) are represented. A. Primer pairs Trich4 and Trich3 that both target Trichuris trichiura. B.
Primer pairs Asc4 and Asc2 that target Ascaris lumbricoides and A. suum. C. Primer pairs Dicro22 and
Dicro6.1 that target Dicrocoelium dendriticum and D. chinensis. Black: the more efficient of the two primer
pairs, Gray: the less efficient.

doi:10.1371/journal.pone.0146230.9002

the median joining network and phylogenetic analysis based on the Maximum Likelihood
method reveal that the ancient European DNA sequences are affiliated with the Asian and
American DNA sequences and are more basal with respect to those from the domestic animals
(Fig 3C and 3D). These preliminary observations raise the possibility that these human para-
sites may have originated from animals, with the ancient European form being closer to the ini-
tial transmission event. More data on the genetic diversity of this parasitic species in the
human host is needed to clarify its evolutionary history and better pinpoint the timing and
location of possible transmission event(s).

Comparison between genotyping and microscopic analysis

In order to explore how well a PCR-based approach compares with the traditional microscopic
analysis of eggs, we compared the ability to detect seven genera in our complete sample set
using both microscopy and genotyping (Table 1). For each genus, both approaches detect iden-
tically either the presence or the absence of the corresponding parasite in about three quarters
of the cases (Table 2). Overall, the aMPlex Torrent approach generated a taxonomic specificity
that could not be achieved with the microscopic identification method. In 14% of the samples
parasite DNA was detected in the absence of microscopically detectable eggs. This value raised
as high as 20 and 24% in the case of the genera Dicrocoelium and Enterobius, respectively, sug-
gesting that unidentifiable egg or larval debris can still contain DNA and that morphological
and DNA preservation can be uncoupled, presumably influenced by both the properties of the
eggs and the taphonomic conditions in the burial site. Notwithstanding the higher taxonomic
specificity of the PCR-based approach, DNA was not detected in 15% of our samples despite
the presence of identifiable eggs. This result may have been caused by the uneven distribution
of eggs in the soil samples analyzed with either method, in particular because in some of the
samples microscopic detection relied on the identification of only one or a few eggs per sample.
This effect can be minimized with the genotyping approach, where the proportion of extract
analyzed in a single PCR is equal to 10 slides analyzed by microscopy. Indeed, the scalability of
genotyping can be used to increase the likelihood of detecting rare or less well-preserved mate-
rial, overcoming this limitation of the reliability of morphology-based methods. Apart from
increasing the starting material used for the DNA extracts, performing PCR replicates can ease
the screening of a greater proportion of a given sample, i.e., by five times when five PCR repli-
cates are performed. Still, the disparity we observe between microscopic and genetic results
may be traced to a combination of the limitations of each method. For microscopy, degraded
eggs may show morphological similarities with closely related taxa, and may thus be misidenti-
fied or belong to sub-taxa which have yet to be characterized genetically. For genotyping, DNA
may remain undetectable by PCR either because the eggs may not contain larvae or DNA
might not always be preserved within morphologically identifiable eggs. It should be noted that
in this study, even though one of four 7,200 year-old samples (Na in Table 1) yielded sequences
for five different species, DNA was not often detected in the samples that were older than 5,000
years. It is well-established that there is a high extent of variability in DNA preservation in old
skeletal samples, in particular linked to variations of the burial conditions (e.g., [26]), and it is
likely that such a variability in DNA preservation also occurs among parasite eggs.
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Fig 3. Genotyping reveals past genetic diversity of parasites. A. Comparison of ancient and modern genetic diversity of Ascaris lumbricoides and A.
suum on the Asc4 PCR fragment. The ancient sequences are highlighted in yellow. When multiple sequences were identical, a single sequence was
represented. The variants of the Ascaris sequences were found in samples H and Na, as indicated. B. Comparison of ancient and modern genetic diversity of
Trichuris trichiura on the overlapping Trich3 and Trich4 PCR fragments. The variants v1 and v2 of the Trichuris sequences were found in samples Da and la,
respectively. C. Median joining network [28] showing the genetic distance separating the human and animal Trichuris species, each represented with a
different color, and the central position occupied by the sequence of the ancient European human parasite, indicated by a red arrow. The name of the host is
indicated in italics. The number of SNPs distinguishing each sequence is indicated in red alongside the corresponding connecting link. The combined
sequences, without primers, of the Trich3 and Trich4 fragments were used. D. Maximum likelihood (ML) tree showing the phylogenetic relationships between
the human and animal Trichuris sequences. The tree was constructed using PHYML 3.0 [29] and the Shimodaira-Hasegawa-like branch test (SH) was used
to evaluate the statistical support of the nodes, which are indicated along the corresponding branches of the tree. The most distant animal Trichuris
sequences (T. ovis & T. discolor) were used as an outgroup to reveal the relationships between ancient European and modern Asian and American T.
trichiura sequences. The other represented items are as described in panel C.

doi:10.1371/journal.pone.0146230.9003

Interestingly, the highest number of the proportion of eggs for which no DNA sequences were
obtained was observed for the genus Trichuris, followed by Ascaris and Taenia, suggesting
either (i) that a particular characteristic of the eggs of these species may make them less suitable
for longer term DNA preservation, (ii) that the larvae may have abandoned the eggs in particu-
lar environmental conditions, or (iii) that the eggs belonged to animal-borne parasites contain-
ing genetic variability beyond that assessed with the primer pairs used. Thus, for the majority
of samples, direct, simultaneous, high-throughput genotyping of soil extracts gave similar
results but with a higher level of taxonomic clarification than microscopic identification. Both
approaches, however, were found to produce low levels of false negatives for different reasons.
To sum up, while for many archeological sites the aMPlex approach alone can produce more
specific taxonomic data for many samples with greater efficiency than microscopic egg identifi-
cation, in order to reduce the rate of false negatives due to the limitations of DNA degradation,
this method may be used in tandem with traditional microscopy for samples found to contain
severely degraded DNA (see also [27]).

Conclusions

We adapted the aMPlex Torrent approach [13] to the reliable and efficient detection of 16 differ-
ent species of gastrointestinal parasites simultaneously in multiple ancient samples, such as sedi-
ments from occupational levels and burials of archeological sites, ancient latrines, and coprolites.
This is the first time genotyping has been applied to such a wide range of parasites and archaeo-
logical sites. These gastrointestinal helminths are the most commonly detected by microscopy

Table 2. Comparison of performance of the aMPlex Torrent genotyping and the microscopic approaches to identify parasites in archeological
samples up to 7,200 years old.

DNA/eggs correlated DNA/eggs uncorrelated
Genus No DNA, noeggs DNA & eggs present Correlated fraction DNA, noeggs Eggs, no DNA Uncorrelated fraction
Ascaris 3 13 64% 4 5 36%
Trichuris 2 13 60% 2 8 40%
Taenia/Echinococcus 11 5 64% 3 6" 36%
Dicrocoelium 12 5 68% 5 3 32%
Fasciola 13 5 72% 3 4 28%
Diphyllobothrium 23 0 92% 1 1 8%
Enterobius 18 1 76% 6 0 24%
Total 82 42 75% 24 27 25%

The numbers of samples in each category are represented, as well as the proportion of samples, in %, for which the results obtained with both
methodologies are correlated or not.
* Microscopic determination cannot distinguish between Taenia and Echinococcus.

doi:10.1371/journal.pone.0146230.t002
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in archeological samples [6,7]. Our method allowed for the first time the detection of DNA
sequences of ancient Diphyllobothrium sp. and Taenia sp. While comparative analyses applied to
highly degraded material revealed false negatives with both genotyping and microscopy methods,
the presented method was powerful enough to detect even highly degraded remains for which no
eggs were observed. Thus, we were able to detect Enterobius vermicularis in seven samples while
up to now its past occurrence has been reported only once in Europe using microscopy, in an
ancient German medieval site [10]. We detected E. vermicularis DNA in samples as old as 7,200
years, indicating that this parasite was already frequent in Western Europe at this time. More-
over, the new genotyping approach allows systematic assignment at the species level for a number
of genera, which is rarely possible using microscopy. Finally, it also enables the discovery of
ancient genetic diversity not yet described in modern samples. Thus, the aMPlex Torrent method
can be used either as a complement to conventional microscopic analyses, or independently to
characterize the biodiversity of gastrointestinal parasites in archeological sites. Compared to the
microscopy approach, the genotyping approach provides a much more precise identification,
improving the investigative power of paleoparasitological studies. The ability to screen many
ancient samples for DNA preservation opens the way to future paleogenomic studies that could
shed light on the evolution of parasitism, in particular to study the exchange of parasites between
humans and animals following animal domestication.
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Primer Organism Size of amplicon Primer sequences
name Gene (bp)
Tae23 Taenia 73 U :GAG GTTTTAGGTTCW TATGGTT
Cytochrome oxydase 1 (cox1) L : CATTAT GAG AAGCYACAG GACT
Tae32 Taenia 113 U :ATATGG CTCGTGCTTTGTATTATTC
Cytochrome b (cytb) L: AGG TAA TAT ATATCC WGT AAA AGC CTC
_ Echinococcus U : CAC ATG TTG CTG AAG GCG TTA
Echino5 Phosphoenolpyruvate 109 L : AAT GTA CGG TCG TTC ATG CAG
carboxykinase (pepck, nuclear)
Echino23 Echinococcus 99 U: TTTTGATCCGTTAGGTGG T
coxl L: CCA AAT CCA GGC ARA ATC
Diphyllo2 Diphyllobothrium 5> U: GTT GTG TGG GGG CAT CATA
coxl L:CAG CCG TCT TTA CAT CTA AACC
. Diphyllobothrium U: TTT AYG GGT TGT TAT TTG CT
Diphyllo23 cox1 67 L: ATA TGA TGC CCC CAC ACA
Ascaris U: GCC AAA GCACCATCATTAGAATA
Asc2 cytb 74 L: GGT ATG GTT TTG GGT TTT CAG A
Ascd Ascaris 104 U : GCG TAT TGG YCC TAATAAGGTTAG T
NADH dehydrogenase 1 (nad1) L :CCG AAG AAT TCA RAG GAG TCA
Trich3 TfiChWiS trichiurg 74 U :TCATCCAAATGATTG ATT ATGACCT
Large ribosomal subunit (LSU) L :CGA AAA TAA AGT TCT TCT GCA AACTA
. Trichuris trichiura U: TCG ATG TTG AAT CATTTG TAT ATATAG T
Trich4 LsU o1 L:GGT TTA AAC TCA AAT CAC GTAATG T
_ Dicrocoelium U : TAC ACA CAC CTA GTT ATC AGA CAG
Dicro22 Internal transcribed spacer 2 76 L: ACA GAC CGC GCA TAA ATA
(nuclear)
Dicro6.1 Dicrocoelium 77 U: TAA GTATAAGTT TSTGGT TTCTCAGTT TC
’ nadl L: AAG CWA CCA AAATCA TCA AAA ACA
Fas2 Fasciola 69 U : GTT GAT TGG GGG KTT TGG TA
coxl L : CGA GGC AAATTC AAATCA GG
I Fasciola 85 U : AAC CTG CGG AAG GAT CATTA
rRNA18s (nuclear) L: GCA AAT TTT TAT CGC ATG ACA
Enterobius vermicularis U: TTT ATT TCC AAG CCA CAG ACT CA
Entero2 SLIRNA (nuclear) >6 L: AAT TTC TCG TTC CGG CTC AG
Enterobius vermicularis U: CTG TGC CRA CTG GGG TAA AG
Entero4 53

coxl

L : TCCCCCTAT CAAAGT CAACAAC

S1 Table. Optimal primer pairs targeting gastrointestinal helminths.




Coté et al, Genotyping of ancient parasites, Supplementary data

Genus species PCR product 1 PCR product 2
Taenia solium Tae23 Tae32
CATCTAGCTGTTTGGTGAATTTTTTTATG AAGTTATAGAAAGAAGGGTGTGTGAAATGTTGGGTTTATTTTATATTTATTGGTTATGGGAG
Y Covinnnnnn
................. Govewvnnnnnnn €
saginata G..... T N o Ao, Ao, A...... G. Govvvnnns Ao, T
G.A T AT Govevnvnnnn
asiatica | + ... T AT [ Ao, Ao, A...... G. [ Ao, T
Echino- granulosus | Echino5 Echino23
coccus AAGGCATCCTTGGCCAATGGATCTCGCCAAAAGATCTTGACGAATCCCTTAGGGATCGCTTCCCTGG GGTGATCCTATTTTGTTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATCCTGAGGTTTATGTGTT
.............. e
.............. e
.............. 7 O
2217117 Lo [ 0 T..... Govevvnnnnnn T
cularis | il Rttt i e e i et e e T..... Gewvnnnnnnn G
Diphyllo- latum Diphyllo2 Diphyllo23
bothrium TGTTTACGGTG ATGTTTTCTATAGTTTGTTTAGGTAGAGT
dendri- | ....... A.LA Youuoounann C..C..G..... T
ticum
nihon- | -...... - Cuovinnnnn T
kaiense
Ascaris lumbri- Asc2 Asc4
coides and TTTTGACTGGTACTTTTTTGGCTTTTTAT TTTATAGGTTTTTTGCAGGCCATTTTTGATGGTGTTAAACTTTTARAAGAARGAGCAGA
T GT...... Revovaan D SR Tt e e e A..G.......
............ AC..... G........
Trichuris trichiura Trich3 Trich4
CGATGTTGAATCATTTGTATATA TTGCAGAAGAACTTTATTTTCGTCTGTTCGACGATGGA
Dicro- dendri- Dicro22 Dicro6.1
coelium ticum GTGGAGATGTGTCTACGGAGTCGTGGCT GGGATTGGTTGTCTTGGGTTGGTT
CRINENSIS | o o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e i e e A.......
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Fasciola hepatica Fas2 Fas3
ATTATTTGTTGCCYTTATTGTTAGGTATT CCTGAAAATCTACTCTCACACAAGCGATACACGTGTGACCGTCA
............. CY..........G
gigantica D A A..... T..GC.T..G.vvvve e e e, B
............. T..GC.T..G......

Entero- vermicu- Entero2 Entero4
bius laris CTGATGTTCATGT GTTTTTAGTTG

S2 Table. Sequences of the insert of the PCR products showing the variability found in published sequences within and between species. When several
related sequences were available, only the positions differing with the reference sequence are indicated, whereas identical positions are represented by
dots. The IUPAC nucleotide ambiguity code was used.
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Multiplex 1 Multiplex 2 Multiplex 3 Multiplex 4

4 mM MgCl, 5 mM MgCl, 4mM MgCl, 5 mM MgCl,
primers [uM] primers [uM] primers [uM] primers [uM]
Tae32 0.15 Tae23 0.2 Trich3 0.25 Dicro6.1 0.2
Echino5 0.08 Trich4 0.08 Entero4 0.08 Asc4 0.2
Diphyllo2 0.08 Dicro22 0.08 Fas3 0.08
Entero2 0.08 Fas2 0.08
Diphyllo23 0.08 Echino23 0.08
Asc2 0.08

S3 Table. Experimental conditions for the various multiplex PCRs. Optimal MgCl, and primer
concentrations used for each individual multiplex PCR are shown.
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S1 Fig. Examples of simplex PCR with primer pairs giving rise (b,c) or not (a) to primer dimers.
Standard curves performed in duplicates with serial 5-fold dilution of reference DNA are colored in
brown, whereas the no template controls (NTC) are represented in red when they give rise to
amplification products, and in blue when they do not. a-b) amplification phase of the qPCR, c) melting
curve phase of the experiment displayed in panel b. In this latter experiment, four of the six NTCs which
give rise to primer dimers have various distinct melting temperatures (Tm). The Tm of the dimer is
usually different from that of the product, but it happens sometimes that these values are similar, as
shown here for one of the dimers. In such cases, only electrophoretic analyses can distinguish between
dimers and PCR products. Three of these dimers were generated at a Ct between 33 and 36, which is
similar to the cycles of the PCR where products corresponding to rare initial molecules typical of
ancient samples are also detected. A primer pair with such properties is thus not recommended for
the detection of ancient DNA molecules. Results obtained with an optimal primer pair have been
displayed in panel a) for comparison.
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\ » 2 “ w0 o w » 0 w0 o s
Consensus TAATCTAAATAATTGATTGTGACCTCGATGTTGAATCATT- TTAAL- ATAAAATTTGCAGAAGAATTTTAT- TTTCGTCTGTTCGACGATAEAACATTACGTGATTTGAGTTTAGACC
identity [T = m—— e ) - e e = pa

1. T. skjrabini (AM999999)

4. T. discolor (NC_018596)
. T. discolor (HE608862)

- T. discolor (HE608864)

_T. ovis (HE608857)

_T. ovis (FR870277)

. T. ovis (NC_018597)

10. T. discolor (HE608860)

11. T. discolor (HE608859)

12, T. sp (KC481235)

13. T. sp (KC481232)

14. T. suis (KP781887)

15. T. suis (KP781888)

16. T. suis (KP781889)

17.T. suis (HQ183734)

18. T. suis (AM993027)

19. T. suis (HQ183735)

20. T. suis (AM993031)

21. T. trichiura China (NC_017750)

22, T. trichiura Ecuador (KP781906)

23. T. trichiura Ecuador (KP781899)
24.T. trichiura Ecuador (KP781898)
25.T. trichiura Ecuador (KP781911)

26. Major ancient European Sequence
27. Minor ancient European Sequence v1
28. Minor ancient European Sequence v2

S2 Fig. Comparison of the ancient and modern genetic diversity of Trichuris species as revealed
through the combination of the overlapping Trich3 and Trich4 PCR fragments. The divergence of the
primers from sequences of animal species can be seen. Most mismatches between the primers and
modern and ancient sequences correspond to G-T mismatch, which are the least destabilizing
mismatches (e.g., [1]).

1. Pan S, Sun X, Lee JK (2006) DNA stability in the gas versus solution phases: a systematic study of
thirty-one duplexes with varying length, sequence, and charge level. J Am Soc Mass Spectrom 17:
1383-1395.
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Files for bioinformatics analyses of the data
1. Fasta file for mapping and downstream SNP calling analyses
S1 File. ref_parasites.fasta

# To be used with the following script, name this file ref parasites.fasta

>ref_parasites
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAGGTTTTAGGT TCWTATGGTTYRTMTAGY
TGTTWKGTGRATTTTTTTATGAGTCCTGTRGCTTCACATAATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNATATGGCTCGTGCTTTGTATTATTCAAGTTAWARAAAGAAGGGTGTRTGAAATGTWGGRT TTRTTTT
RTATTTATTRSTTATGGGWGAGGCTTTTACWGGATATATATTACCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNCACATGTTGCTGAAGGCGTTAAAGGCATCCTTGGCCAATGGATCTCGCCAAAAGATCTTGACGA
ATCCCTTAGGGATCGCTTCCCTGGCTGCATGAACGACCGTACAT TNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNTTTTGATCCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTYTRTTTCARCATATGTTYTGGTTTTTTGGYCATC
CNGAGGTTTATGTKYTGATTYTGCCTGGATTTGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNGTTGTGTGGGGGCATCATATGTTTACRGTRGGTTTAGATGTAAAGACGGCTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTAYGGGTTGTTATTTGCTATGTTTTCTATAGTY TGY TTRGGTAGWGTTGTGT
GGGGGCATCATATNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCCAAAGCACCATCATT
AGAATAATAAAAAGYCAAAAARBTACCAGTCAAAATCTGAAAACCCAAAACCATACCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCGTATTGGYCCTAATAAGGTTAGTTTTATAGGTTTYTTGCAGGCYATTTTTG
ATGGTGTTAAACTTTTRRARAAGGAGCAGATGACTCCTYTGAATTCTTCGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCATCCAAATGATTGATTATGACCTCGATGTTGAATCAY TTGWAYAYATAGTTTGCAGA
AGAACTTTATTTTCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCGATGTTGAATCAT
TTGTATATATAGTTTGCAGAAGAACYTTATTTTCGTCTGTTCGACGATGGAACATTACGTGATTTGAGT TTAAACCNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTACACACACCTAGTTATCAGACAGGTGGAGATGT
GTCTACGGAGTCGTGGCTCAGTAMTATTTATGCGCGCTCTGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNTAAGTATAAGTTTSTGGTTTCTCAGTTTCGGGATTGGTTGTCTTGRGTTGGTTTGTTTTTGATGATTT
TGGTWGCTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGT TGATTGGGGGKTTTGGTAA
TTATTTRTTGCCYTTRYTKTTGGGKATTCCTGATTTGGATTTGCCTCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNAACCTGCGGAAGGATCATTACCTGAAAATCTACTCTYACACAAGCGATACACGTGTGACCGT
CATGTCATGCGATAAAAATTTGCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTATTT
CCAAGCCACAGACTCACTGATGTTCATGTCTGAGCCGGAACGAGAAAT TNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGTGCCRACTGGGGTTAAGGTYTTYAGTTGGTTGTTGACTTTGATAGGGGGTNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

2. Fasta file for downstream consensus sequence generations
S2 File. ref_parasites2.fasta

# To be used with the following script, name this file ref _parasites2.fasta

>ref parasites

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAGGTTTTAGGTTCWTATGGTTCATCTAGC
TGTTTGGTGAATTTTTTTATGAGTCCTGTRGCTTCACATAATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNATATGGCTCGTGCTTTGTATTATTCAAGTTATAGAAAGAAGGGTGTGTGAAATGTTGGGTTTATTTT
ATATTTATTGCTTATGGGAGAGGCTTTTACWGGATATATATTACCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNCACATGTTGCTGAAGGCGT TAAAGGCATCCTTGGCCAATGGATCTCGCCAARAAGATCTTGACGA
ATCCCTTAGGGATCGCTTCCCTGGCTGCATGAACGACCGTACAT TNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNTTTTGATCCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTYTGCCTGGATTTGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNGTTGTGTGGGGGCATCATATGTTTACAGTAGGT TTAGATGTAAAGACGGC TGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTAYGGGTTGTTATTTGCTATGTTTTCTATAGTCTGCTTGGGTAGTGTTGTGT
GGGGGCATCATATNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCCAAAGCACCATCATT
AGAATAATAAAAAGCCAAAAAAGTACCAGTCAAAATCTGAAAACCCAAAACCATACCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCGTATTGGYCCTAATAAGGTTAGTTTTATAGGTTTTTTGCAGGCTATTTTTG
ATGGTGTTAAACTTTTAAAAAAGGAGCAGATGACTCCTYTGAAT TCTTCGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCATCCAAATGATTGATTATGACCTCGATGTTGAATCATTTGTATATATAGTTTGCAGA
AGAACTTTATTTTCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCGATGT TGAATCAT
TTGTATATATAGTTTGCAGAAGAACCTTATTTTCGTCTGTTCGACGATGGAACATTACGTGATTTGAGTTTAAACCNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTACACACACCTAGTTATCAGACAGGTGGAGATGT
GTCTACGGAGTCGTGGCTCAGTAATAT TTATGCGCGCTCTGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNTAAGTATAAGTTTSTGGTTTCTCAGTTTCGGGATTGGTTGTCTTGGGTTGGTTTGTTTTTGATGATTT
TGGTWGCT TNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGT TGATTGGGGGKTTTGGTAA
TTATTTGTTGCCCTTATTGTTAGGGATTCCTGATTTGGATTTGCCTCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNAACCTGCGGAAGGATCATTACCTGAAAATCTACTCTCACACAAGCGATACACGTGTGACCGT
CATGTCATGCGATAAAAATTTGCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTATTT
CCAAGCCACAGACTCACTGATGTTCATGTCTGAGCCGGAACGAGAAAT TNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGTGCCRACTGGGGTTAAGGTTTTTAGTTGGTTGTTGACTTTGATAGGGGGTNNNNNNNN

7
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NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

3. gff file for mapping and downstream analyses
S3 File. ref_parasites.gff

#tgtf-version 3

##tsource-version geneious 6.1.8

ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious
ref parasitesGeneious

misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
primer_bind
primer_bind
primer_bind
primer_bind
primer_bind
primer_bind
primer_bind
primer_bind
primer_bind
primer bind
primer bind
primer_bind
primer_bind
primer_bind
primer_bind
primer_bind
primer_bind reverse
primer_bind reverse
primer_bind reverse
primer_bind reverse
primer_bind reverse
primer_bind reverse
primer_bind reverse
primer_bind_reverse
primer_bind_reverse
primer_bind_reverse
primer_bind reverse
primer_bind reverse
primer_bind reverse
primer_bind reverse
primer_bind reverse
primer_bind reverse

85
229
385
538
668
782
898
1036
1185
1320
1450
1571
1684
1809
1937
2044
51
174
337
496
645
747
864
988
1142
1266
1407
1533
1660
1779
1914
2020
102
261
425
577
675
796
915
1071
1190
1332
1459
1586
1709
1843
1950
2051

89
232
395
546
672
784
902 .
1044 .
1187 .
1328 .
1452 .
185 .
1704 .
1813 .
1938 .
2047 .
72
198
357
514
663
766
236 .
1012 .
1166 .
1292 .
1430 .
1561 .
1679 .
