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FDC : Fédérations Départementales des Chasseurs

FDGDON : Fédérations Départementales des Groupements de Défense contre les Organismes Nuisibles
FREDON : Fédérations Régionales de Défense contre les Organismes Nuisibles
GEDUVER : GEstion DUrable des VErtébrés déprédateurs en milieu Rural
HPLC : chromatographie en phase liquide a haute performance

ICqsy : intervalle de confiance a 95 %

ICONZ : Integrated Control of Neglected Zoonoses

I8G : Immunoglobuline G

IST : Intestinal Scrapping Technique

LNR : Laboratoire National de Référence

LRFSN : Laboratoire de la Rage et de la Faune Sauvage de Nancy

LVD : Laboratoires Vétérinaires Départementaux

nad : nicotinamide adénine dinucléotide

ONCEFS : Office National de la Chasse et de la Faune Sauvage

OIE : Office International des Epizooties

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PCR : réaction de polymérisation chaine

PMSI : programme de médicalisation des systémes d'information

gPCR : PCR temps réel ou PCR quantitative

SCT : Sedimentation and Counting Technique

SSCT : Segmantal Sedimentation and Counting Technique

SVT : shaking in a vessel technique

UFC : université de Franche-Comté
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1. Introduction générale

L'espece humaine a acquis au cours de son histoire relativement récente sur la Terre un nombre
impressionnant de parasites dont 300 espéeces d’helminthes et plus de 70 espéces de protozoaires (Ashford and
Crewe, 1998). Si beaucoup de ces especes ne sont rencontrées que rarement chez 'Homme et de fagon
accidentelle, certaines parmi les plus courantes sont responsables des maladies humaines les plus graves dans
le monde, ce qui leur confere un intérét médical particulier et une importance majeure en santé publique (Cox,
2002). Les parasites affectent la santé de millions de personnes chaque année dans le monde en occasionnant
les manifestations les plus diverses.

Les échinocoques sont les agents étiologiques des échinococcoses qui sont les maladies les plus graves causées
chez 'homme par un cestode. Parmi les neuf espéces actuellement reconnues au sein du genre Echinococcus,
le potentiel zoonotique est inconnu pour deux d’entre elles mais trés invalidant pour les autres, avec une issue
pouvant étre fatale en I'absence de traitement. Selon les especes d’échinocoques, ce risque zoonotique
concerne aussi bien des populations pauvres en zones rurales, particulierement celles liées au pastoralisme en
Asie et en Afrique, que potentiellement des populations plus aisées de I'Europe de I'’ouest, et cela méme en
zone urbaine. Ces différentes espéces ont dans leur globalité une répartition mondiale et font partie des
parasites zoonotiques les plus répandus dans le monde (Craig et al., 2007), faisant des échinococcoses un
probléme majeur de santé. En raison des énormes colts engendrés pour la santé publique et la santé animale,
I’Organisation des Nations unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO) et I'Organisation mondiale de la
santé (OMS) ont classé les échinococcoses parmi les des dix parasites transmis par les aliments ayant I'impact
global le plus important (http://www.fao.org/news/story/en/item/237323/icode/). Si Taenia solium, le ver

solitaire responsable de la neurocysticercose, est en téte, E. granulosus et E. multilocularis arrivent
respectivement second et troisieme devant des parasites tels que Toxoplasma gondii (responsable de la
toxoplasmose congénitale) ou Trichinella spiralis (trichinellose). L’échinococcose (regroupant E. multilocularis
et E. granulosus) a également été classée par 'OMS parmi les 17 maladies tropicales négligées méritant le plus
de considération.

A l'image de I'Europe de I'ouest, E. multilocularis et E. granulosus sont historiquement présents en France.
Cependant, si la présence d’E. granulosus était décrite dans de nombreuses régions francaises avec des foyers
importants dans le sud (Soule, Fabien, and Maillot, 1989), celle d’E. multilocularis serait quant a elle restreinte
au nord-est du pays (Romig, Dinkel, and Mackenstedt, 2006) et a un foyer Auvergnat (Petavy and Deblock,
1983; Rey et al., 1977). Cependant en I'absence d’investigations et donc de données récentes, il est difficile de
rendre compte de I'évolution de ces parasitoses en France au cours des vingt derniéres années, alors méme
gue des modifications des zones d’endémies et des prévalences sont constatées en Europe. Dans ce contexte
et en vue d’adapter la lutte a la situation épidémiologique vis-a-vis de ces zoonoses d’intéréts, le ministere de
I’Agriculture via la Direction générale de I’Alimentation (DGAI), a décidé la création d’'un Laboratoire National
de Référence (LNR) pour Echinococcus spp. en 2006. Le laboratoire de la rage et de la faune sauvage de Nancy
(LRFSN) de I'Anses (Agence nationale de sécurité sanitaire), étudiant déja I'échinococcose alvéolaire depuis
environ 25 ans, a été nommé LNR en juillet 2006. Classiquement, aucune recherche spécifique et encore moins
analyse officielle pour les échinocoques n’est réalisée en France chez I'animal, ol les échinococcoses ne font
pas partie des maladies réglementées de catégorie 1 ou 2. A défaut de gérer un réseau de laboratoires agréés,
le réle du LNR Echinococcus spp. consiste en la réalisation d’études de surveillance épidémiologique et de
caractérisation des échinocoques en France au niveau animal afin de pouvoir disposer d’une vision globale
permettant de proposer des méthodes de luttes pertinentes. Cela nécessite également la mise au point de
méthodes d’analyses plus performantes, et leur mise a disposition aupres des laboratoires vétérinaires
départementaux (LVD) lorsque nécessaire.
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Arrivé au laboratoire en tant que chargé de projet dans les mois suivant la désignation en tant que LNR, les
travaux présentés dans cette these constituent une synthése des principales études sur les échinocoques que
j'y ai menées pendant dix ans en vue de la mise en ceuvre de ces principales missions. L’objectif général du LNR
et donc le mien était de définir la situation d’endémie actuelle de la France pour Echinococcus spp. en
identifiant les especes présentes, leurs zones de répartition géographique et leurs niveaux de prévalence. Pour
cela il était nécessaire de disposer de techniques de diagnostic et de dépistage fiables et adaptées, complétées
par des outils d’épidémiologie moléculaire permettant des investigations approfondies, afin de comprendre au
mieux la situation parasitaire actuelle. Une évaluation de différentes méthodes de controle était également
nécessaire dans la perspective de la lutte contre ces zoonoses.

L’état de I'art présenté dans ce manuscrit comporte une description générale des échinocoques avec une
évocation plus approfondie d’E. multilocularis et d’E. granulosus sensu lato (s.l.) qui constituent les espéces
d’intérét qui sont traitées ici. En amont de la présentation de mes travaux, les objectifs principaux sont
présentés afin de replacer les différentes thématiques qui seront abordées tout au long de ce manuscrit dans
un contexte stratégique plus large. La description de mes travaux sera réalisée en mentionnant a chaque fois le
contexte, I'échantillonnage, les méthodes utilisées et les résultats qui seront discutés directement a la suite.
Une discussion générale permettra de faire la synthése de mes travaux et d’en dégager des perspectives. De
par mon positionnement au sein du LNR, la France est donc au centre des études de surveillance et
d’épidémiologie présentées dans ce manuscrit. Toutefois, les collaborations internationales en Europe mais
aussi en Afrique ont permis d’enrichir la diversité des situations épidémiologiques étudiées et d’accéder a une
approche plus globale du monde des échinocoques. Les nouvelles données épidémiologiques rendues
disponibles par d’autres auteurs postérieurement a la publication de mes travaux ont été intégrées dans la
discussion de mes travaux lorsqu’elles étaient de nature a étoffer la discussion scientifique.
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2. Les échinocoques

2.1. Morphologie et cycle
2.1.1. Morphologie générale

2.1.1.1. Le stade adulte

Le stade adulte des échinocoques est sous la forme d’un ver plat de couleur blanche présentant une partie
antérieure, le scolex et une partie postérieure, le strobile composé de quelques segments ou proglottis (Figure
1). La courte taille du ver, de 2 mm a 1 cm, et le faible nombre de segments, sont des particularités du genre
Echinococcus au sein de la famille des Taeniidae, ou le stade adulte chez le genre Taenia peut atteindre
plusieurs métres et étre constitué de plusieurs centaines de segments. Le scolex est I'organe d’attachement du
ver et se compose de quatre ventouses au milieu desquelles se dégage un rostre doté d’une grande et d’une
petite couronne de crochets. Ce scolex correspond principalement au protoscolex et ne va pas se développer
une fois constitué, contrairement au strobile qui primitivement tres peu développé, va s’allonger pour former
un a cing segments selon I'espece concernée. Le ver étant hermaphrodite, dans chaque proglottis vont se
développer progressivement les organes génitaux male et femelle (testicules, utérus, ovaires, vagin). Aprées
fertilisation, le proglottis terminal renfermant les ceufs se détache du ver pour rejoindre le contenu intestinal et
étre éliminé via les feces. Si la fécondation croisée existe, I'autofécondation demeure extrémement
majoritaire. La morphologie du ver et sa taille sont les critéres principaux d’identification macroscopique a ce
stade parasitaire. Dans un second temps, I'observation microscopique des caractéristiques des crochets et la
position antérieure ou postérieure par rapport au proglottis du pore génital latéral ainsi que la forme de
I'utérus (sacciforme ou a sacculations latérales) permettent de compléter la diagnose au sein du genre
Echinococcus.

“

© LNR Echinococcus sp. Anses LRFSN

0,5 mm

Figure 1 : Stade adulte d’E. multilocularis avec présence d’un segment ovigere mature.

2.1.1.2. Le stade ceuf

Les ceufs ont une structure ovoide de 30 a 40 um de diametre. lls renferment un embryon hexacanthe (avec 3
paires de crochets) : I'oncosphére, qui correspond au premier stade larvaire. L'oncosphere est entouré par
plusieurs enveloppes dont la capsule extérieure, qui disparait rapidement une fois I'ceuf dans I'environnement
et surtout I'embryophore, une couche kératinisée trés résistante qui confére son aspect strié a I'ceuf (Figure 2).
A ce stade parasitaire, aucune distinction morphologique ne peut étre faite entre les genres de la famille des
Taenidae. Présent dans le milieu extérieur, il s’agit du seul des trois stades a ne pas nécessiter continuellement
la présence d’un hote. Lorsqu’ils sont libérés dans I'environnement, les ceufs sont extrémement résistants,
pouvant survivre plus d’'un an dans des conditions humides et a des températures basses (entre +4 et +15°C).
Les ceufs sont trés sensibles a la dessiccation, ne pouvant survivre que quelques jours dés que I'humidité
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descend en-dessous de 25 % (Lawson and Gemmell, 1983; Veit et al., 1995). Les ceufs sont également sensibles
aux températures chaudes, ne survivant pas plus de cing minutes a plus de 60°C (Veit et al., 1995). Par contre,
ils sont trés résistants aux températures froides, notamment a la température classique de congélation (-20°C).
Seule une exposition a des températures extrémement froides (-70°C) pendant plusieurs jours permet de tuer
les ceufs.

10 um

Figure 2 : Photo d’un ceuf d’Echinococcus spp. au microscope (x400, crédit LNR Echinococcus spp.).

2.1.1.3. Le stade larvaire

Le metacestode est constitué principalement d’une vésicule entourée d’'une membrane laminaire acellulaire
externe et d'une membrane germinative nucléée interne responsable du développement asexué par
bourgeonnement (Figure 3). A I'intérieur des capsules bourgeonnantes, rattachées a la membrane germinative,
se développent des protoscolex qui constitueront potentiellement les futurs vers. Parfois, des capsules se
détachent de la membrane germinative et sont alors appelées vésicules filles. La structure et le développement
de la phase larvaire différent grandement au sein du genre.

adventitial layer

laminated layer

germinal layer

Figure 3 : Schéma du stade larvaire d’E. granulosus d’aprés (Eckert, Deplazes, and Kern, 2011) a gauche et photographie de
protoscolex (X400, crédit LNR Echinococcus spp.) a droite.

2.1.2. Le cycle général des échinocoques

Les échinocoques nécessitent deux hotes mammiferes pour compléter leur cycle. Le stade adulte sous forme
de ver est retrouvé dans l'intestin de I’h6te définitif, alors que le stade larvaire se localise dans les organes
(principalement le foie) des hétes intermédiaires. Les ceufs présents dans I’environnement sont ingérés par les
hotes intermédiaires. L'oncosphére est alors libéré de I’'embryophore sous I'action des enzymes de I’'estomac et
des intestins (Figure 4). L'oncosphere traverse la paroi intestinale par les mouvements de ses crochets et
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possiblement aussi des secrétions. Lorsqu’il rejoint le systeme sanguin, il est transporté passivement jusqu’au
foie. Si la majorité des oncosphéres ont tendance a y rester, d’autres peuvent étre transportés jusqu’aux reins,
a la rate, au cerveau ou d’autres organes. Le développement de la phase larvaire a une durée variable selon
I’'hote et I'espéce parasitaire, la production de protoscolex pouvant prendre plusieurs mois. Le taux de fertilité
est variable selon les espéces d’échinocoques et les hotes intermédiaires attitrés. Toutefois, un développement
de kystes peut s’observer chez des espéces non-cibles avec ou sans production de protoscolex. Lors de la
consommation des visceres parasités d’'un hote intermédiaire par un hote définitif, les protoscolex vont étre
ingérés. Sous I'action de la pepsine dans |'estomac, les protoscolex vont se dévaginer dans l'intestin en réponse
a une acidification du pH, une exposition a la bile et une augmentation de la température. Chaque protoscolex
va pouvoir se développer, en 4 a 6 semaines selon I'espéce parasitaire, en ver adulte mature. Les ceufs produits
dans le dernier proglottis seront alors éliminés dans I’environnement avec les feces.

HOTE DEFINITIF

S~ )

(.

L ¥ P
b ot

Protoscolex dévaginé ‘

descendant activement
. .y RC)
entre les villosités

L)

Protoscolex invaginé
ingérés par un
hoéte définitif 2 g

Protoscolex dévaginés
descendant activement
entre les villosités

_ (Euf résistant contenant
(') T'oncosphére ingérée par
i = __un hoéte intermédiaire

. lOncosphére libéré de

I’embryophore dans I'estomac
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e
odee
S

.

-

Oncosphére pénétrant
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Figure 4 : Représentation schématique des différents stades d’Echinococcus spp. au cours du cycle parasitaire d’apres
(Thompson, 2017).

Les hotes définitifs sont des carnivores domestiques ou sauvages, principalement des canidés alors que des
félidés peuvent étre infestés par certaines espéces d’échinocoques. Un large spectre d’especes de
mammiferes, incluant ’homme, est capable de développer la phase larvaire du parasite. Toutefois, d’un point
de vue épidémiologique, il est important de distinguer les hotes intermédiaires qui jouent un réle dans la
perpétuation du cycle, et les hétes aberrants ou accidentels. Ces derniers ne participent pas au cycle parce qu'’il
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n’y a pas de métacestode fertile (absence de protoscolex) et/ou parce qu’ils ne permettent pas de compléter le
cycle en raison de I'absence de consommation de leurs visceres par un hote définitif. ’homme appartient donc
a ce groupe des hoétes aberrants pour toutes les especes d’échinocoques méme si le développement de
protoscolex est possible.

2.2. Taxonomie et phylogénie du genre Echinococcus

Au sein du régne animal, le genre Echinococcus (établi par Rudolphi en 1801) fait partie de I'embranchement
des Platyhelminthes, de la classe des Cestodes, de 'ordre des Cyclophyllidea et de la famille des Taenidae.
Parallélement a la reconnaissance de la distinction entre E. granulosus et E. multilocularis dans les années 1850
en Europe (Tappe, Kern, and Frosch, 2010), les espéces Echinococcus oligarthra puis plus tard Echinococcus
vogeli ont été découvertes en Amérique du Sud (Tappe, Stich, and Frosch, 2008). Plus récemment,
Echinococcus shiquicus a été découvert sur le plateau tibétain et le statut d’espece a été reconnu pour
Echinococcus felidis en Afrique (Huttner et al., 2008). Considéré jusqu’au début des années 2000 encore
comme une seule espéce mais divisée en souches puis génotypes (G1 a G10) (Eckert et al., 2001), E. granulosus
a été finalement reconnu comme un complexe de plusieurs espéces. Le genre Echinococcus est ainsi un petit
groupe taxonomique regroupant actuellement un complexe de neuf espéces cryptiques valides: E.
multilocularis, E. vogeli, E. oligarthra, E. shiquicus et le complexe d’espéces E. granulosus sensu lato (s.l.)
composé d’E. granulosus sensu stricto (s.s.), E. equinus, E. ortleppi, E. canadensis et E. felidis (McManus, 2013;
Nakao et al., 2013; Thompson and McManus, 2002) (Tableau 1).

Tableau 1: Récapitulatif de la taxonomie des espéces au sein du genre Echinococcus avec précision des précédentes
nomenclatures en termes de génotypes et de souches pour E. granulosus sensu lato.

Especes Génotypes Souches
) Gl mouton
Echmosceoncsc:zgir;r;ulosus G2 mouton de Tasmanie
G3 buffle
Echinococcus equinus G4 cheval
Echinococcus Echinococcus ortleppi G5 bovin
granulosus G6 chameau
sensu lato G7 porc
Echinococcus canadensis G8 cervidés américain
G9 variant porc
G10 cervidés de Fennoscandie
Echinococcus felidis / lion
Echinococcus multilocularis / /
Echinococcus shiquicus / /
Echinococcus vogeli / /
Echinococcus oligarthra / /

Cette taxonomie actuelle résulte des observations de terrain et de laboratoire, notamment celles réalisées
durant les 50 dernieres années, et qui ont révélé une large diversité phénotypique au sein du genre. A partir
des années 1980, le développement des nouvelles techniques de biologie moléculaire et plus particulierement
le séquencage, a permis d’accélérer considérablement I'établissement de la taxonomie actuelle. En effet, les
techniques de biologie moléculaire se sont avérées indispensables pour identifier des espéces au sein du genre
Echinococcus en raison du manque de caracteres morphologiques de diagnose différentielle tant pour le stade
adulte que larvaire, de descriptions taxonomiques inadéquates et d’'un manque de preuves de ségrégation
géographique ou écologique. De plus, la grande plasticité de développement larvaire chez les différents hotes
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intermédiaires et celle méme incompléte chez les hotes aberrants ont longtemps contribué a maintenir la
confusion en matiére d’identification des espéces concernées.

Le séquengage complet du génome mitochondrial a été d'une grande importance pour les études
phylogénétiques au sein du genre Echinococcus. La comparaison des génomes mitochondriaux d’E. granulosus
s.s., d’E. equinus (tous deux considérés a I'époque comme respectivement les souches ovine et équine de la
méme espece E. granulosus) et d’E. multilocularis a déclenché la révision taxonomique du genre. Ensuite, la
phylogénie de I’'ensemble des especes du genre a partir des génomes mitochondriaux complets fut obtenue par
Nakao et al. (2007) (Figure 5a), puis une analyse phylogénique a été réalisée a partir de genes nucléaires par
Saarma et al. (2009) (Figure 5b) puis par Knapp et al. (2011) (Figure 6). Les résultats sont cohérents entre les
différentes phylogénies méme si celle de Saarma et al. (2009) differe sur certains points, ce qui peut s’expliquer
par I'absence d’exogroupe et par I'utilisation de deux génes nucléaires contre trois pour Knapp et al. (2011). Les
résultats confirment le bien-fondé de la révision taxonomique et la validité des espéces E. granulosus s.s., E.
equinus et E. ortleppi. De plus, ils confirment |'existence d’un groupe monophylétique regroupant les
génotypes G6, G7 et G8 (G9 et G10 non utilisés). Les valeurs de divergence de nucléotides entres ces génotypes
se sont avérées suffisamment faibles pour les regrouper au sein de la méme espece nommeée E. canadensis.

(a) G6 (b) GB
G7 | E. canadensis G7 | E. canadensis
G8 =
G10
E. ortleppi E. ortleppi

E. equinus

E. granulosus s. s.

E. equinus E. felidis

E. felidis E. vogeli

E. granulosus s. s. E. oligarthrus

E. vogeli 1 E. shiquicus E
NT ]

E. oligarthrus i E. multilocularis

Figure 5 : Relations phylogénétiques au sein du genre Echinococcus (a) d’apres les séquences nucléotidiques de génes
mitochondriaux (Huttner et al., 2008; Nakao et al., 2007) et (b) d’aprés les séquences nucléotidiques de genes nucléaires
(Saarma et al., 2009). La translocation de taxons est indiquée par les lignes en pointillés d’aprés (Nakao et al., 2010b).
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E. multilocularis

exon ;94[ E. multilocularis 100
34 E. shiquicus ]
ILD test 62 E. shiguicus
(p=0.236) ﬂ': E. granulosus s.s.
E. felidis .
€0 — E. equinus
ﬁ': E. ortleppi
. 31
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E. equinus _g 50
o1 E. vogeli 92 | E. canadensis G7
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97
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gDNA 0.01 E. vogeli
99
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Figure 6 : Phylogénie du genre Echinococcus par I'analyse du maximum de vraisemblance de I’ADN génomique et d’exons.
T. mustelae est utilisé comme outgroup. Les valeurs a chaque nceud correspondent aux proportions de bootstrap (%).
L’échelle représente I'estimation du nombre de substitutions de nucléotides par site nucléotidique d’apres (Knapp et al.,
2011).

2.3. Particularités morphologiques et diversité génétique d’E. multilocularis et d’E. granulosus
s.L

Si la morphologie et le développement général des stades larvaire et adulte sont semblables au sein du genre
Echinococcus, des particularités spécifiques existent. Il en est de méme pour la diversité génétique, tres faible
pour E. multilocularis et évidement plus grande au sein du complexe d’espéce E. granulosus s.l. Ces espéces
seront les seules abordées ici car elles constituent les especes d’intéréts majeurs dans le contexte de ce
manuscrit.

2.3.1. Echinococcus multilocularis

Les vers d’E. multilocularis mesurent de 1,2 a 4,5 mm et sont composés de 4 a 5 segments. L'utérus est
sacciforme et le pore génital est antérieur a la moitié des segments matures et gravides (Figure 7). Le stade
larvaire est multivésiculaire et composé d’une structure de plusieurs petites vésicules intégrées dans un stroma
plus ou moins dense de tissus conjonctif. La masse larvaire contient généralement une matrice semi-solide
gélatineuse plutét que du liquide. Le metacestode consiste en un réseau de protrusions cellulaires
filamenteuses issues de la membrane germinative, qui sont responsables du développement invasif spécifique
de I'espece (Figure 8). De plus, la libération de cellules germinatives a partir de ces protrusions et leur
distribution a travers 'organisme par les systemes lymphatique et sanguin peut aboutir a de nouveaux foyers
métastatiques caractéristiques d’E. multilocularis, nommés échinococcoses secondaires.
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Figure 7 : Ver mature d’E. multilocularis. Les fleches indiquent la position du pore génital (d’aprés Eckert et al., 2011).

~ distant

metastatic
foci

E. multilocularis
Figure 8 : Schéma du stade larvaire d’E. multilocularis (d’aprés Eckert et al., 2011).

La diversité génétique d’E. multilocularis a été initialement estimée par I'analyse de séquences partielles de
deux génes mitochondriaux : la sous-unité 1 de la cytochrome oxydase (cox1) et la sous-unité 1 du
nicotinamide adénine dinucléotide (nad1) (Bowles, Blair, and McManus, 1992; Bowles and McManus, 1993).
Deux génotypes géographiques M1 (Europe) et M2 (Chine, Alaska et Amérique du Nord) ont été identifiés mais
a partir de seulement quelques sites de substitutions nucléotidiques. Cette classification a ensuite été
également retrouvée par I'analyse de génes nucléaires (Haag et al., 1997; Rinder et al., 1997). La diversité
génétique au sein d’E. multilocularis apparait donc relativement faible. L'utilisation des loci microsatellites
U1snRNA puis surtout par la suite EmsB a toutefois permis de démontrer la présence d’'un polymorphisme
géographique (Bart et al., 2006a; Bretagne et al., 1996). L'utilisation de séquences mitochondriales plus
longues de trois génes (cytochrome b, cox1, nad2) a permis des analyses phylogénétiques plus complétes
(Nakao et al., 2009). L’analyse des haplotypes a révélé une séparation géographique entre I'Europe, I’Amérique
du Nord et I'Asie. La coexistence des haplotypes asiatiques et nord-américains notamment sur I'lle Saint
Laurent en Alaska et la mer de Behring suggére un scénario évolutif dans lequel chaque population de parasites
dérive de refuges glaciaires ou elles ont été maintenues et diffusées par un cycle impliquant des hobtes
mammiféres indigénes. En comparaison avec I'Europe et I'Asie, seulement quelques cas d’échinococcose
alvéolaire ont été reportés en Amérique du Nord excepté I'Alaska, suggérant une pathogénicité moindre chez
I’'hnumain (Nakao et al., 2009).

2.3.2. Echinococcus granulosus sensu lato

2.3.2.1.Evolution de la taxonomie du groupe

De nombreux noms de sous-especes d’E. granulosus ont été proposés, généralement basés sur la morphologie
du stade adulte. Au début des années 1980, si un consensus existait autour d’E. granulosus, il apparaissait
évident que cette dénomination regroupait un nombre substantiel de variants présentant des différences
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morphologiques, de spécificité d’hote, de parameétres biochimiques, de développement biologique et de
distribution géographique. Ainsi, pour prendre en compte la réalité de cette diversité malgré I'absence de
distinction taxonomique, un systeme informel de désignation de souches’ intra-spécifiques a été
progressivement adopté (Romig, Ebi, and Wassermann, 2015). Il visait a permettre de décrire les variants
différant les uns des autres selon leur importance épidémiologique (Thompson and McManus, 2002). Ce
systéme comprenait 11 souches, faisant référence généralement aux hotes intermédiaires : mouton, mouton
de Tasmanie, buffle, cheval, bovin, chameau, porc, variant du porc ou porc-homme, cervidé américain, cervidé
de Fennoscandie et la souche lion. Initialement ce systéme de souches était basé sur des caractéres non
génétiques. Avec I'avénement de la biologie moléculaire, il fut possible d’utiliser des séquences génétiques
pour définir et identifier ces souches. Une contribution majeure fut la publication des séquences partielles des
génes mitochondriaux cox1 puis nad1 pour 7 des 11 souches (Bowles et al., 1992; Bowles and McManus, 1993).
Les données de séquences nucléotidiques obtenues correspondaient bien aux autres critéres définissant les
souches, ce qui a abouti a une nomenclature génotypique : G1/souche mouton, G2/souche mouton de
Tasmanie, G3/souche buffle, G4/souche cheval, G5/souche bovin, G6/souche chameau, G7/souche porc. Cette
nomenclature basée sur le numéro de génotype se substitua partiellement aux noms des souches. Bien que
pour chaque souche d’E. granulosus définie précédemment seuls quelques échantillons caractérisés
biologiquement ou par des critéres épidémiologique aient été génotypés, les termes de souche et de génotype
devinrent progressivement synonymes (Romig et al., 2015). Par la suite, trois autres génotypes furent ajoutés :
G8 pour la souche de cervidés américains (Bowles, Blair, and McManus, 1994), G9 pour la souche variant du
porc ou porc-homme (Scott et al., 1997) et G10 pour la souche des cervidés de Fennoscandie (Lavikainen et al.,
2003). Le manque de matériel biologique pour le séquengage n’a pas permis d’intégrer la souche lion dans ce
systéme de génotype.

Aprés deux décennies d’accumulation de données épidémiologiques, biochimiques et géographiques sur les
différentes souches d’E. granulosus, ainsi que grace a I’évaluation phylogénétique de séquences
mitochondriales et nucléaires de plus en plus longues (incluant le génome mitochondrial complet), les limites
et contradictions du systéme de génotypes/souches devinrent apparentes et nécessitaient une révision
taxonomique du genre Echinococcus (Romig et al., 2015). Les deux points majeurs étaient la paraphylie au sein
d’E. granulosus, certains génotypes semblant avoir une descendance liée a E. multilocularis notamment, et
également le fait que la distance génétique entre certains génotypes (G1 a G3 et G6, G7) les apparentait a des
micro-variants du méme taxon alors que d’autres (G4 et G5) étaient beaucoup plus distants. La premiére
révision taxonomique éleva E. granulosus equinus Williams et Sweetman, 1963 (correspondant a la souche
cheval, G4) au rang d’espéce et ressuscita Echinococcus ortleppi Lopez-Neyra et Soler Planas, 1943
(correspondant a la souche bovine, G5) sur la base de données écologiques, morphologiques et génétiques
(Thompson, 1995; Thompson and McManus, 2002). Le nom E. granulosus fut laissé aux génotypes G1 a G3
alors que la classification des souches chameau, porc, cervidés et lion demeura non résolue. Cing ans plus tard,
une seconde révision taxonomique basée sur le génome mitochondrial complet éleva E. granulosus canadensis
Webster et Cameron, 1961 au rang d’espéce en y incluant les génotypes G6 a G10 génétiquement trés proches
(Nakao et al., 2007). Puis finalement, Echinococcus felidis Ortlepp, 1937 put également étre reconnu comme
espéce sur la base de séquences mitochondriales obtenues a partir de vers adultes d’Afrique du Sud identifiés
par Verster et conservés pendant 40 ans (Huttner et al., 2008). La taxonomie actuelle du complexe d’especes E.
granulosus dénommés E. granulosus sensu lato (s.l.) comprend ainsi actuellement cinq espéces : E. granulosus
sensu stricto, E. equinus, E. ortleppi, E. canadensis et E. felidis. Néanmoins, cette redistribution taxonomique est
toujours en cours en raison du regroupement de plusieurs génotypes/souches au sein de lI'espéce E.
canadensis.

: Dans le contexte de la classification taxonomique d’E. granulosus, le terme souche (« strain ») est légérement différent du sens
biologique classique et correspond a un rang taxonomique inférieur a I'espéce qui se rapproche de la notion de variant.
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2.3.2.2. Description du stade adulte

Le complexe d’espéces E. granulosus s.l. regroupe des especes présentant des spectres hotes différents avec
des cycles parasitaires domestiques mais aussi sylvatiques. Les différences morphologiques pour le stade
adulte et le stade larvaire au sein d’E. granulosus s.l. étant relativement mineures, seule une description
globale sera réalisée. Le ver adulte varie entre 2 et 7 mm et est constitué de trois a quatre segments, voire
jusqu’a six (Figure 9). Le pore génital est situé sur la partie postérieure du proglottis mature et gravide. L'utérus
du proglottis gravide comporte des sacculations latérales contenant les ceufs. Le stade larvaire est composé de
vésicules uniloculaires remplies de liquide hydatique mais avec des communications possibles entre vésicules.
Les kystes sont constitués d’'une membrane germinative entourée d’une membrane laminaire rigide acellulaire
d’épaisseur variable, elle-méme entourée d’une membrane fibreuse produite par I’héte en réaction au
parasite. Les kystes ont une croissance concentrique avec une prolifération de la membrane germinative et des
vésicules filles entierement endogénes (Figure 3).

mm
Figure 9 : Ver mature d’E. granulosus. Les fleches indiquent la position du pore génital (d’apres Eckert et al., 2011).

2.3.2.3. Description des espéces d’E. granulosus s.l. et de leur diversité génétique

E. granulosus s.s. regroupe les génotypes G1, G2 et G3 qui ont démontré une tres forte similarité de séquences
entre eux en comparaison avec les autres génotypes/espéces. Cette nomenclature basée sur des génotypes a
été définie dans les années 1990 uniquement sur la base de la publication de courtes séquences des genes
cox1 et nadl (Bowles et al., 1992; Bowles and McManus, 1993). Actuellement, si la classification en génotypes
au sein de cette espece reste parfois utilisée, elle parait désormais peu pertinente car les divergences de
séquences mitochondriales entre « génotypes » apparaissent relativement faibles. De plus, la multiplication
des séquences publiées démontre I'absence d’homologie avec un des trois génotypes alors qu’elles
appartiennent bien au méme cluster” (Nakao et al., 2013; Romig et al., 2015). Il apparait donc plus raisonnable
d’utiliser le nom d’E. granulosus s.s., une distinction au sein de I'espéce pouvant étre faite par 'utilisation des
haplotypes mitochondriaux, qui s’aveére utile pour les analyses phylogéographiques et de populations
génétiques.

Il a été ainsi démontré par des analyses phylogéographiques récentes, une diminution progressive de la
diversité génétique d’E. granulosus s.s. du Proche-Orient et Moyen Orient vers I'Europe et I’Asie orientale, et
plus encore en Amérique du Sud ou elle s’avére particulierement faible. Cependant, les échantillons partagent
un haplotype mitochondrial commun dans toutes ces zones (Casulli et al., 2012; Nakao et al., 2010a; Yanagida
et al., 2012). Cela pourrait s’expliquer par la localisation du berceau de I'espece aux Proche et Moyen Orient,
puis un évenement de goulot d’étranglement (« bottleneck ») serait survenu, probablement causé par la
domestication des moutons qui a indirectement sélectionné cet haplotype commun devenu alors majoritaire.
La diversité génétique d’E. granulosus s.s. peut ainsi étre suivie indirectement par I’histoire de la domestication
des moutons.

2 ] L s . . cnf s s
: le terme cluster désigne en génétique un groupe formé sur la base d’une forte similarité génétique.
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La publication du génome mitochondrial complet par Le et al. en 2002 (Le et al., 2002) permit d’attribuer le
rang d’espece a E. equinus lors de la révision taxonomique d’E. granulosus (Thompson and McManus, 2002).
En I'absence de critéere morphologique spécifique, I'identification moléculaire est nécessaire car d’autres
especes d’E. granulosus s.l. peuvent également infecter les équidés (Boufana et al., 2014; Varcasia et al., 2008).
Peu de données moléculaires sont actuellement disponibles méme si elles deviennent plus nombreuses. Des
études phylogéographiques seraient pourtant nécessaires afin de clarifier les relations génétiques entre des
isolats d’'un méme espace géographique.

Initialement décrite par Ortlepp en 1934, E. ortleppi fut plus tard différenciée des souches équine et ovine par
Thompson et al. (1984a) qui prédirent sa reconnaissance taxonomique actuelle. Du fait du faible nombre de cas
diagnostiqués, la diversité génétique au sein de cette espece est encore relativement mal connue. La premiere
étude comparant des isolats provenant du sud et de I'est de I’Afrique avec d’autres de France et du Brésil a
confirmé une microvariance bien plus faible que pour E. granulosus s.s., sans parvenir a pouvoir expliquer la
diversité génétique observée au niveau des haplotypes (Addy et al., 2016).

Les analyses phylogénétiques de I'ensemble du génome mitochondrial des génotypes G6, G7, G8 et G10 d’E.
canadensis ont démontré qu’ils étaient trés proches génétiquement, formant un cluster a part par rapport aux
autres génotypes. Lors de la révision taxonomique ils furent ainsi regroupés au sein de la méme espece E.
canadensis (Nakao et al., 2007). Le génotype G9, a été décrit a partir de lésions d’un patient polonais par Scott
et al. (1997) qui demeure le seul échantillon pour ce génotype. Il semblerait sur la base d’analyses RFLP que ce
génotype soit plutét un microvariant du génotype G7 (Kedra et al., 1999), et n’ayant pas été décrit une seconde
fois il n’apparait plus distinctivement dans la taxonomie actuelle. Les particularités morphologiques,
biochimiques puis moléculaires trés semblables mises en évidence pour les génotypes G6 et G7 incitent
désormais a fréquemment les décrire sous I'appellation mixte E. canadensis G6-7. Au niveau taxonomique G10
semble étre plus proche de G6-7 que de G8 (Lavikainen et al., 2006; Moks et al., 2008; Nakao et al., 2013). Plus
récemment, Lymbery et al. (2015) proposerent de diviser ce cluster en trois espéces : E. intermedius (G6-7), E.
borealis (G8) et E. canadensis (G10). Cela serait en cohérence avec la phylogénie mitochondriale et permettrait
une reconnaissance formelle engendrant des conséquences importantes au niveau vétérinaire et de la santé
publique. Dans l'attente de la potentielle validation taxonomique de ces trois espéces et a l'inverse d’E.
granulosus s.s., il apparait nécessaire de juxtaposer au nom d’espece E. canadensis le génotype concerné, afin
de préciser au mieux le diagnostic (Nakao et al., 2013).

E. felidis a été longtemps considéré comme une sous-espece d’E. granulosus, puis comme la souche lion. Le
statut d’espéce ne lui fut reconnu que suite a sa caractérisation moléculaire a partir d’ceufs provenant de féces
de lion d’Ouganda et de vers précédemment décrits comme la souche E. felidis (Huttner et al., 2008). Cette
caractérisation récente et la difficulté d’acces aux échantillons, en raison de la nature et de I'environnement
de ces hotes, expliquent le peu de données actuellement disponibles.

2.4. Cycles parasitaires et distribution géographique des échinocoques

Les cycles parasitaires des échinocoques sont toujours basés sur la relation proie-prédateur entre mammiferes
carnivores et herbivores. Selon les espéces, les hotes définitifs et surtout les hotes intermédiaires varient avec
une forte spécificité hoéte/parasite reflétant une adaptation aux écosystémes présents au cours de I’évolution
parasitaire. Si des hoétes principaux permettent un maintien global des espéeces parasitaires, d’autres especes
ont une participation mineure voire insignifiante aux cycles, mais peuvent notamment jouer un réle majeur
dans la transmission zoonotique deés lors qu’il s’agit d’espéces animales domestiques.

2.4.1. Les especes non européennes : E. shiquicus, E. oligarthrus, E. vogeli, et E. felidis

E. multilocularis et E. granulosus s.l. (a 'exception d’E. felidis) sont les seules espéeces présentes en Europe
méme si leur distribution est bien plus large. Les quatre espéces E. felidis, E. shiquicus, E. vogeli et E. oligarthra
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ont des distributions géographiques plus restreintes en comparaison a E. multilocularis et E. granulosus s.l.
(Tableau 2). De plus, ces quatre espéces ont des cycles sylvatiques qui impliquent parmi leurs hotes des
especes de la faune sauvage potentiellement protégées, ce qui complique I’échantillonnage et donc les études
épidémiologiques. La caractérisation précise des cycles parasitaires pour ces quatre espéces est souvent encore
en cours.

Tableau 2 : Distribution géographique et hotes principaux des espéeces d’échinocoques non présents en Europe.

Espeéces Hotes intermédiaires Hotes définitifs Distribution géographique
. hien isson -
E. vogeli paca ¢ |.e des bws_so > Ameérique du sud et centrale
(chien domestique)
E. oligarthra agouti, paca cougar, jaguar Amérique du sud et centrale
N . renard tibétain e
E. shiquicus pika Plateau tibétain

(chien domestique)

a déterminer

E. felidis (phacochere, zébre)

lion (hyene) Afrique

2.4.2. E. multilocularis

Le cycle classique d’E. multilocularis est sylvatique et maintenu principalement par le renard roux (Vulpes
vulpes) et par plusieurs especes de micromammiféres en fonction des écosystemes (Figure 10). En zone
d’endémie la prévalence chez le renard peut dépasser les 50%, alors que la prévalence chez les rongeurs varie
énormément d’une zone a une autre : classiqguement estimée entre 0 et 0,1 %, elle peut s’élever jusqu’a 10 %
dans des zones trés contaminées considérées comme « points chauds » (ou « hot spots »). D’autres espéces
d’hotes définitifs sauvages tels que le renard arctique (Vulpes lagopus), le chien viverrin (Nyctereutes
procyonoides), le chacal (Canis aureus), le coyote (Canis latrans), le loup gris (Canis lupus), peuvent participer
au cycle a des degrés moindres selon leurs distributions géographiques. Les carnivores domestiques, chiens et
chats, peuvent participer a I'existence d’un cycle partiellement domestique mais considéré comme mineur,
d’autant que le réle du chat est incertain. La présence du stade larvaire d’E. multilocularis a été décrite chez de
nombreux mammiféres n’appartenant pas aux micromammiféres, notamment les rongeurs aquatiques
(ragondin, rat musqué, castor), les suidés, les primates qui sont considérés comme des hotes accidentels ou
aberrants.

Hotes définitifs

v -y

Stade adulte

S

- Stade larvaire Eufs
Protoscolex

Hétes intermédiaires

Figure 10 : Cycle parasitaire général d’E. multilocularis indiquant les hotes principaux en Europe et les différents stades
parasitaires.
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E. multilocularis est globalement présent dans toutes les régions froides et tempérées de I’"hémisphere nord
(Figure 11). Cependant, la connaissance de sa distribution a une échelle plus fine est incompléete en I'absence
de données pour de nombreuses régions notamment en Europe. Ainsi, si une expansion du parasite y est
observée depuis les années 1980, il est difficile de se prononcer quant a la présence antérieure ou non du
parasite. Toutefois, il a été observé en Europe une dispersion du parasite a partir du foyer historique autour
des Alpes vers la pluparts des pays du continent (Romig, 2009). Alors que la Fennoscandie semblait étre
épargnée, des infestations chez le renard ont été notifiées en Suede et sur I'lle de Svalbard en Norvege (Fuglei
et al., 2008; Osterman-Lind et al., 2011). L’'augmentation des populations rurales de renards a coincidé avec
I’adaptation de cet animal au milieu urbain. La densité de population peut y étre plus importante qu’en zone
rurale en raison de I'abondance de nourriture anthropogéne (Contesse et al., 2004). Si les prévalences chez le
renard en zone urbaine peuvent étre élevées, elles restent néanmoins inférieures a celles observées en zone
rurale périphérique probablement en raison d’une consommation moindre de rongeurs (Deplazes et al., 2004;
Jenkins, Romig, and Thompson, 2005).

Il Highly endemic [ Endemic [oc | Sporadic

Figure 11 : Distribution géographique mondiale approximative d’E. multilocularis avant 2010 (Torgerson et al., 2010).

2.4.3. E. granulosus sensu lato

2.4.3.1.E. granulosus sensu stricto

Le cycle d’E. granulosus s.s. est domestique avec pour hotes principaux le chien et le mouton (Figure 12).
L’espece ovine est la cause de la majorité des infestations chez les animaux de rente a travers le monde,
atteignant des taux de prévalence de plus de 70% chez les ovins notamment en Afrique et en Asie. Il s’agit de la
seule espece d’E. granulosus s.l. présente en Australie et la seule parasitant les ovins en Amérique du Sud et du
Nord (Cardona and Carmena, 2013). Un large spectre d’autres hotes intermédiaires est décrit parmi les
animaux de rente (bovins, porcins et caprins notamment) et les especes herbivores sauvages avec des
prévalences plus faibles que chez les ovins. Les kystes chez ces autres especes ne sont généralement pas
fertiles et ne participent donc que de fagon tres minoritaire voir insignifiante a la transmission du parasite.
Toutefois, en Afrique et en Asie un taux de fertilité similaire chez les bovins a celui retrouvé chez les ovins laisse
supposer un réle épidémiologique non négligeable.
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L'espece E. granulosus s.s. est ainsi présente a travers tous les continents, potentiellement grace aux
mouvements anthropogéniques des moutons et des chiens, d’abord avec I'expansion du pastoralisme en
Eurasie, puis avec I'expansion européenne et la colonisation en Afrique (Nakao et al., 2013).

Hoéte définitif

OIG

Stade adulte

Protoscolex

Stade larvaire
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Hotes intermédiaires

Figure 12 : Cycle parasitaire principal d’E. granulosus s.s.

2.4.3.2. E. equinus

E. equinus est présent en Europe (Royaume-Uni, Irlande, Allemagne, ltalie, Espagne) et en Afrique du Nord
(Tunisie et Egypte) par le biais d’un cycle domestique entre I'dne ou le cheval et le chien (Romig et al., 2015)
(Figure 13). En paralléle, un cycle sylvatique a été récemment décrit en Afrique (Namibie) entre le lion ou le
chacal a chabraque (Canis mesomelas) et le zébre (Wassermann et al., 2015). En dehors de cette distribution
géographique reposant sur des cas confirmés, on peut supposer la présence d’E. equinus en Afrique du Sud et
en Europe de I'est ou des cas d’infestation par Echinococcus spp. sont identifiés sur des équidés (zébre, cheval,
ane) sans toutefois qu’une diagnose d’espéce ait été réalisée.

Hoéte définitif

O

o Stade adulte .%
&

Protoscolex

Stade larvaire

P
Héte intermédiaire

Figure 13 : Cycle parasitaire principal d’E. equinus.
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2.4.3.3. E. ortleppi

E. ortleppi est quasi exclusivement inféodé aux bovins comme hotes intermédiaires et au chien comme hote
définitif (Figure 14). En paralléle, des cas sporadiques ont été décrits a travers le monde chez le porc, la chévre,
le mouton, le chameau et le buffle. Les kystes se situent exclusivement dans les poumons avec un taux de
fertilité extrémement élevé. La période prépatente chez le chien est plus courte que pour E. granulosus s.s. ce
qui doit étre pris en compte dans le cadre de protocoles de vermifugation canine (Thompson, Kumaratilake,
and Eckert, 1984b). Si cette espéce était auparavant commune en Europe centrale dans les années 1980, elle
est désormais considérée comme absente ou n’est détectée que sporadiquement (Romig et al., 2006). Ailleurs,
de rares cas ont été détectés en Afrique, en Inde, ou en Amérique du Sud (Romig et al., 2015).

Hote définitif

Stade adulte
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e
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Figure 14 : Cycle parasitaire principal d’E. ortleppi.

2.4.3.4. E. canadensis

La taxonomie de cette espéce fait toujours débat, en raison du regroupement de souches/génotypes
génétiquement trés proches mais qui ont des hotes parmi des especes animales tres différentes. Ainsi, si le
chien est I’hote définitif principal d’E. canadensis G6 et G7, les hotes intermédiaires sont respectivement les
camélidés et les suidés (principalement le porc mais aussi les sangliers), mais également aussi les caprins
(Figure 15). Par contre pour E. canadensis G8 et G10, il s’agit de cycles sylvatiques ou semi-domestiques entre
chiens, loups et cervidés (renne et élan) (Figure 15). Avec la disparition des chiens de travail, la présence d’E.
canadensis en Fennoscandie est a nouveau trés dépendante des loups, comme avant la domestication des
chiens (Oksanen and Lavikainen, 2015). Ces deux génotypes ne sont d’ailleurs observés que dans les pays du
nord et la Russie. A I'inverse, E. canadensis G6-7 est présent en Europe et en Amérique chez le porc, mais aussi
en Afrique chez les camélidés et également dans une moindre mesure les ovins et bovins. En Europe, la
prévalence est généralement faible (<5 %) alors qu’elle est plus élevée en Afrique (jusqu’a 60 %) (Cardona and
Carmena, 2013).
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Figure 15 : Cycle parasitaire principal d’E. canadensis G6-7 (a gauche) et G8-G10 (a droite).
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Figure 16 : Distribution géographique supposée d’E. granulosus s.l. en 2009 (Rodriguez-Morales, 2015)

2.5. Aspects médicaux et potentiel zoonotique

2.5.1. Les especes néotropicales : Echinococcus vogeli et Echinococcus oligarthra

De ces deux especes, E. oligarthra est la plus rare, seuls quatre cas humains ayant été rapportés actuellement
chez deux patients au Brésil, un patient au Venezuela et un autre au Surinam (D'Alessandro and Rausch, 2008;
Soares et al., 2013). Si une localisation hépatique a été observée chez un des patients, chez les autres il
s’agissait d’une localisation cardiaque et orbitale, sans que ces localisations singuliéres ne soient liées a une
infection concomitante ou secondaire d’une infestation. Le metacestode d’E. vogeli est polykystique,
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contrairement a celui d’E. oligarthra, qui est a kyste unique. E. vogeli apparait également comme |'espéce la
plus pathogene pour 'homme au sein du genre Echinococcus. Un recensement récent des cas a permis
d’évaluer le nombre de cas a plus de 170 (D'Alessandro and Rausch, 2008). Ce nombre a augmenté dans les dix
derniéres années au cours desquelles une centaine de cas ont été ajoutés. Si 12 pays sont concernés, 58 % des
cas sont originaires du Brésil. Deux cas francais ont été rapportés provenant de Guyane, |I'un chez un chasseur
(Knapp et al., 2009a) et I'autre chez un enfant (Debourgogne et al., 2017). Le nombre de cas d’échinococcose
polykystique est largement sous-estimé, toutefois une surveillance médicale particuliere au Brésil pourrait
aider a tendre vers un recensement plus complet.

2.5.2. Echinococcus shiquicus

Le potentiel zoonotique d’E. shiquicus reste indéterminé, alors que de nombreux cas d’échinococcose kystique
ou alvéolaire ont été diagnostiqués dans les populations tibétaines. Le passage du parasite chez le chien
pourrait faciliter la transmission a I'homme si I'espece s’avere zoonotique. Une attention particuliere est
désormais portée a E. shiquicus lors des programmes épidémiologiques sur le plateau tibétain, la détection des
cas d’échinococcose par échographie ne permettant pas de caractériser I'espece (Xiao et al., 2005).

2.5.3. Echinococcus multilocularis

E. multilocularis est I'agent causal chez 'homme de I’échinococcose alvéolaire. Le développement du
métacestode est similaire a une tumeur avec croissance invasive et destructive des tissus de I’héte induisant
potentiellement une maladie grave avec un taux de létalité élevé. Initialement le développement larvaire est
quasi-exclusivement localisé au niveau hépatique, il existe des formes exclusivement extra-hépatiques mais
elles sont rarement (2-4%) observées (Bresson Hadni et al., 2014). Les lésions peuvent mesurer de quelques
millimetres a 15-20 cm de diameétre. A partir du foie, le metacestode a tendance a se disperser vers les organes
adjacents mais aussi a des organes plus distants par infiltration ou par formation de métastases causées par la
diffusion de cellules germinatives dans le systeme lymphatique et sanguin.

Les études épidémiologiques ont démontré que la majorité des individus exposés au parasite manifestent une
résistance a la maladie caractérisée par une séroconversion et/ou par la présence de lésions abortives,
calcifiées et asymptomatiques (Gottstein et al., 2015). Chez les individus atteints d’échinococcose alvéolaire
« classique », le développement du parasite est controlé partiellement par le systeme immunitaire, alors que
chez les individus immunodéprimés, une hyper-prolifération incontrélée du parasite est observée. Une période
asymptomatique initiale de 5 a 15 ans caractérise les cas d’échinococcose alvéolaire et I’'age moyen du
diagnostic chez les patients se situe entre 45 et 70 ans. Les cas asymptomatiques résultant d’un diagnostic
fortuit sont en augmentation, représentant dorénavant un cas sur deux en France, du fait de 'augmentation de
la réalisation du nombre de scanners et d’échographies (Bresson Hadni et al., 2014). Chez les patients
symptomatiques, I'expression clinique est fonction de la localisation et de la taille de la masse parasitaire, se
traduisant soit par une Iésion volumineuse, soit par I'extension ou la compression des structures vasculaires ou
biliaires. Classiquement, une hépatomégalie (20% des cas), des douleurs abdominales (25-30%), un ictere (20%)
et dans les formes séveres et métastatiques, des atteintes pulmonaires, spléniques, cérébrales ou osseuses
peuvent étre observées (Bresson Hadni et al., 2014). Le diagnostic de I'’échinococcose alvéolaire est basé sur les
données cliniques et épidémiologiques, les techniques d’imagerie, principalement I’échographie abdominale, la
sérologie, I'histopathologie et potentiellement la biologie moléculaire (Brunetti, Kern, and Vuitton, 2010). Le
traitement nécessite une approche multidisciplinaire, ou la chirurgie radicale suivie d’un traitement
parasitostatique a 'albendazole est la méthode de choix dés lors qu’elle est possible. En cas de diagnostic plus
tardif, le traitement a I'albendazole en continu est devenu la norme et la transplantation hépatique est
réservée aux cas les plus extrémes (Brunetti et al., 2010).

Il pouvait étre attendu que I’échinococcose alvéolaire disparaisse en Europe & la fin du 20°™ siécle
conséquemment a I'augmentation considérable des mesures sanitaires vis-a-vis des risques alimentaires, a la
diminution des populations ayant une activité a risque liée a I'agriculture et a la progression de I'urbanisation.
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En fait, le nombre de patients en Europe augmente dans les pays historiquement endémiques et des cas sont
siecle (Vuitton et al., 2015). En
2010, une revue de la littérature a permis d’évaluer qu’environ 18 235 (ICqysy : 11 900-28 200) nouveaux cas
d’échinococcose alvéolaire sont diagnostiqués par an, dont 91% des cas provenant de Chine, et donc 1606 cas
hors de Chine (Torgerson et al., 2010). L'espérance de vie corrigée de I'incapacité3 (EVCI ou DALY en anglais)

eme

déclarés dans des pays ou la maladie n’était pas déclarée avant la fin du 20

due a I’échinococcose alvéolaire pour la population mondiale a ainsi pu étre estimée a 666 434 années
perdues par an. En Suisse, 'augmentation de l'incidence constatée chez 'Homme depuis les années 2000
coincide avec I'augmentation 10-15 ans auparavant des populations de renards, ainsi que cela est reflété par le
tableau de chasse. Ce délai correspond a la période asymptomatique de l'infestation chez ’'homme, ce qui
renforce cette corrélation (Schweiger et al., 2007). En France, le registre des cas diagnostiqués est tenu par le
Centre National de Référence de I'échinococcose alvéolaire (CNR EA) du CHU de Besangon. Ainsi de 1982 a
2013, 559 cas diagnostiqués ont été recensés (Grenouillet et al., 2013). Avec une moyenne de 23,6 nouveaux
cas par an pour la période 2003-2012, I'incidence a presque doublé par rapport a la décennie précédente
(Bresson Hadni et al., 2014). Si la majorité des cas font partie de la zone historique d’endémie connue, d’autres
se situent cependant en dehors de ces zones.

2.5.4. Echinococcus granulosus sensu lato

E. granulosus s.l. est I'agent étiologique de I'échinococcose kystique ou hydatidose. Le stade larvaire est
constitué par une structure kystique contenant le liquide hydatique au sein duquel se retrouvent les
protoscolex générés par les cellules germinatives. Environ 80 % des patients ont un seul kyste, majoritairement
retrouvé au niveau du foie. Toutefois, plusieurs kystes peuvent étre observés, fertiles ou non, dans le foie et/ou
les poumons ou bien encore d’autres organes (Brunetti et al., 2010). Les kystes peuvent grossir de 1 a 50 mm
par an, ou ne pas évoluer voire se rompre ou bien méme disparaitre pour des raisons encore non clairement
définies (Rogan et al., 2006). Les symptdmes apparaissent généralement lorsque les kystes compriment des
tissus voisins ou se rompent. Le diagnostic est réalisé par échographie ou par une méthode sérologique (ELISA
et Western blot). L’dge des patients peut énormément varier (de 1 a 75 ans), toutefois la majorité des cas se
situent bien avant 40 ans, donc chez des patients bien plus jeunes que dans le cas de I'échinococcose
alvéolaire. Pour le traitement, un consensus a été obtenu vis-a-vis d’'une approche basée sur la détermination
du stade d’évolution basée sur les techniques d’imagerie, afin de choisir 'une des quatre options suivantes :
traitement percutané, chirurgie, traitement antiparasitaire ou encore |'approche « watch and wait » pour des
kystes inactifs sans complications (Brunetti et al., 2010). En zones d’endémie, l'incidence annuelle de
I’échinococcose kystique varie de moins de 1 a 200 cas pour 100 000 habitants (Eckert et al., 2001). L'EVCI due
a I'hydatidose au niveau de la population mondiale a été estimée a environ 285 407 années perdues par an
(Budke, Deplazes, and Torgerson, 2006). En France, en I'absence de données animales récentes, il a été admis
de considérer comme importée (infestation hors de France) notamment du Maghreb une trés large majorité
voire la totalité des cas.

Le complexe E. granulosus s.l. regroupe cing espéces, mais celles-ci n’ont pas toutes le méme potentiel ni le
méme impact zoonotique. E. granulosus s.s. est responsable d’environ 88 % des cas d’échinococcose kystique,
avec une répartition mondiale (Alvarez Rojas, Romig, and Lightowlers, 2014). E. canadensis est I'autre espece
contribuant significativement au nombre de cas humains (environ 11%) mais cela est d( quasi-exclusivement a
des infestations par les génotypes G6 et G7. Seuls quelques rares cas ont été décrit pour E. ortleppi et E.
canadensis G8 et G10. Aucun cas humain n’a été décrit pour E. equinus, considéré comme non zoonotique,
alors que le potentiel zoonotique d’E. felidis demeure encore inconnu, méme si la forte proximité génétique
avec E. granulosus s.s. laisse suggérer une possibilité d’infestation humaine (Nakao et al., 2013).

® EVCI : Unité utilisée pour mesurer a la fois la charge globale de la morbidité au niveau d'une population et I'efficacité des
interventions en santé. Elle s’exprime en années de vie corrigée de |'incapacité (AVCI) qui correspond au nombre cumulé
d’années en bonne santé perdues a I’échelle de cette population.
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3. Techniques de diagnostic et/ou de dépistage chez I'animal

3.1. Présentation

Les méthodes de diagnostic/dépistage sont similaires pour un stade donné au sein du genre Echinococcus et
notamment pour E. multilocularis et E. granulosus s.l. Elles sont principalement axées sur des méthodes de
détection post-mortem chez les hotes définitifs et intermédiaires. Toutefois la recherche des ceufs ou plus
largement de I’ADN parasitaire dans les féces constitue une approche non-invasive de dépistage/surveillance
de plus en plus répandue grace a I'amélioration des techniques, notamment celles basées sur la biologie
moléculaire. Les techniques de diagnostic/dépistage utilisées se distinguent essentiellement selon le stade
parasitaire et donc le type d’héte, définitif ou intermédiaire, concerné.

Ainsi, pour E. multilocularis, le cycle est quasi-exclusivement sylvatique entre renards et rongeurs. La
prévalence de I'infestation vulpine étant toujours bien plus élevée (jusqu’a plus de 50 %) que celle observée
chez les rongeurs (estimée globalement a <1 %), le renard est généralement considéré comme I'espece cible
dans une perspective de surveillance. De plus, son statut de nuisible permet le prélevement par tir de nuit ou
piégeage par les personnes autorisées, ce qui facilite la logistique d’acces aux prélevements. En ce qui concerne
E. granulosus s.1., les cycles épidémiologiques étant principalement domestiques, la facilité d’accés aux visceres
(foies, poumons) des animaux de rente lors de leur passage en abattoir et le fait qu’ils présentent des taux de
prévalence nettement supérieurs (jusqu’a plus de 80 % en zone hyper-endémique) par rapport a ceux observés
chez le chien (de 1 a 10 % en zone endémique) conditionne une surveillance ciblant les hotes intermédiaires
domestiques. Néanmoins, que cela soit pour E. multilocularis ou E. granulosus s.s., les approches techniques
ciblant l'autre catégorie d’héte ne sont pas a négliger car elles demeurent trés utiles a des fins
épidémiologiques, afin de caractériser les cycles parasitaires et d’identifier d’éventuels hotes secondaires,
notamment ceux ayant un réle zoonotique potentiel.

3.2. Dépistage chez I'hote définitif

Les hotes définitifs d’E. multilocularis et d’E. granulosus s.l. sont des carnivores, principalement des canidés, et
regroupent des espéces sauvages et domestiques. L'infestation de ces hotes définitifs est asymptomatique et
cela, méme pour des individus tres fortement parasités. Le dépistage des infestations intestinales est basé sur
I'identification directe du parasite par |'utilisation de techniques morphologiques, immunologiques ou
moléculaires, généralement a partir d’intestins ou de féces (Conraths and Deplazes, 2015). Ces techniques
peuvent étre théoriquement employées chez les différentes espéces d’hotes définitifs, notamment le chien et
le renard. Néanmoins, il est indispensable de prendre en compte la variation des périodes prépatentes,
patentes, de la charge parasitaire et du développement des vers selon les espéces animales ciblées. La collecte
et la manipulation de ces échantillons de feces et d’intestins potentiellement parasités nécessite de prendre
des précautions de biosécurité. Ainsi, une décontamination est généralement réalisée par le biais d’une
surgélation a -70°C pendant plusieurs jours pour faciliter la manipulation lors des analyses (Veit et al., 1995).

3.2.1. Analyses du contenu intestinal

Ces analyses se réalisant post-mortem, leur faisabilité est conditionnée indirectement par les especes animales
cibles. Si de par leur statut de nuisible des cadavres de renards sont accessibles, il est plus rare de pouvoir
disposer de cadavres d’animaux domestiques tels le chien ou le chat, a moins de se situer dans des zones
géographiques ol la régulation de ces populations est pratiquée, notamment celle de chiens errants.
L’obtention de vers par ce biais permet de disposer d’'un matériel génétique parasitaire pour des investigations
en épidémiologie moléculaire, alors que les féces échantillonnées dans I'ampoule rectale constituent un
matériel de statut parasitaire intestinal connu (charge, stade de développement, polyparasitisme) qui se révele
tres précieux pour la mise au point et I’évaluation de nouvelles méthodes de dépistage et de diagnostic.
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Les méthodes de dépistage intestinal reposent sur l'identification morphologique des vers et sont
polyspécifiques, permettant I'observation quantitative de tous les helminthes et de leurs stades de
développement (prémature, mature et gravide) (Conraths and Deplazes, 2015). Concernant E. multilocularis et
E. granulosus s.l., les criteres d’identification reposent sur la taille du ver, la position du pore génital, la forme
de l'utérus et la longueur du segment mature (Thompson and McManus, 2002). De plus, E. multilocularis est
généralement situé majoritairement dans la partie postérieure de l'intestin alors qu’E. granulosus s.l. se situe
plutot dans la partie antérieure.

La SCT (Sedimentation and Counting Technique) est considérée par I'OIE (Office International des Epizooties)
comme la seule technique de référence pour les échinocoques avec une sensibilité estimée proche de 100 %
(Eckert and Deplazes, 2001). Brievement, cette technique consiste d’abord a inciser longitudinalement I'intestin
pour retirer les gros débris et réaliser une premiere observation des helminthes visibles macroscopiquement.
Apreés incision de l'intestin en plusieurs segments, ceux-ci sont ensuite transférés dans une bouteille contenant
1 litre de solution physiologique saline ou d’eau. Suite a un secouage énergique pendant quelques secondes, la
mugqueuse intestinale est ensuite décrochée par un pincement entre deux doigts au-dessus de la bouteille. Les
segments intestinaux sont éliminés et le contenu liquide obtenu est ensuite laissé a sédimenter plusieurs fois
en retirant a chaque fois le surnageant jusqu’a obtenir un culot clair. Le contenu obtenu est ensuite observé
sous la loupe binoculaire a un grossissement d’environ 120x par petites portions de quelques millilitres de
contenu dilué dans I'’eau ou de la solution physiologique.

La technique de secouage dans un flacon dont I'acronyme international est SVT (« shaking in a vessel
technique »), est une variante de la SCT. L’étape de sédimentation est remplacée par une filtration par le biais
d’un flacon fermé par un filtre et secoué pour éliminer le surnageant (Duscher, Prosl, and Joachim, 2005). Cette
technique peu répandue aurait une sensibilité égale a celle de la SCT, avec une méme durée de manipulation.
Apres la SCT, la technique de grattage la plus courante est I'IST (Intestinal Scrapping Technique). Le raclage
s’effectue a I'aide de lames de microscopes, a raison de généralement cing lames pour chaque tiers de
I'intestin. Cette technique est plus rapide mais sa sensibilité est évaluée a 78 % et 73 % en comparaison
respectivement de la SCT et de la SVT respectivement (Duscher et al., 2005; Hofer et al., 2000).

3.2.2. Analyses coprologiques

La détection microscopique des ceufs ou proglottis apres concentration d’échantillons de féces par des
méthodes coprologiques classiques souffre généralement d’une faible sensibilité. De plus, I'impossibilité de
distinguer morphologiquement les ceufs du genre Echinococcus de ceux du genre Taenia complique encore
cette approche. Il apparait donc indispensable de pouvoir disposer d’autres méthodes permettant I'analyse
non-invasive d’échantillons pour permettre d’estimer le taux d’infestation des populations de carnivores
notamment domestiques en pre-mortem ou bien encore d’estimer la contamination environnementale par la
collecte de féces directement dans I’environnement.

3.2.2.1.Détection de copro-antigénes

La détection de copro-antigénes des échinocoques par une technique ELISA (copro-ELISA) a débuté dans les
années 1990. Alors que des tests ont été initialement développés pour E. granulosus, des réactions croisées ont
été observées avec E. multilocularis et ils ont généralement une spécificité qui se limite au niveau du genre
Echinococcus. Des anticorps polyclonaux et monoclonaux dirigés contres des antigénes somatiques ou des
produits d’excrétion/sécrétion ont été utilisés (Craig et al., 2015). La sensibilité de ces copro-ELISA est estimée
entre 78 et 100 % pour E. granulosus chez le chien et 84% pour E. multilocularis chez le renard en comparaison
avec un dépistage intestinal (Allan et al., 1992; Benito and Carmena, 2005; Buishi et al., 2005; Deplazes et al.,
1999; Stieger et al., 2002). La sensibilité est corrélée avec la charge parasitaire, mais il est possible de détecter
des infestations pendant la période prépatente et pendant quelques jours apres la disparition des vers de
I'intestin (Al-Sabi et al., 2007; Deplazes et al., 1992; Deplazes et al., 1999; Jenkins and Romig, 2000; Kapel et al.,
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2006). Malgré I'utilisation d’anticorps monoclonaux, des réactions croisées peuvent étre observées avec des
parasites appartenant a d’autres espéces, notamment avec Taenia hydatigena (Craig et al., 2015).

Les copro-antigenes sont riches en carbohydrates et en glycoprotéines, ce qui leur confére une grande stabilité
a la dégradation dans I'environnement. Cette caractéristique permet leur détection pendant une longue
période aprés défécation et donc l'utilisation de feces collectées dans I'environnement indépendamment de
leur état de fraicheur. Cependant, actuellement, aucun test n’utilise des anticorps monoclonaux hautement
spécifiques du genre Echinococcus ni des anticorps polyclonaux dirigés contre des fractions antigéniques
définies, ce qui compromet la reproductibilité de ces tests a grande échelle et au fil du temps (Conraths and
Deplazes, 2015).

3.2.2.2. Détection de copro-ADN

Le principe du diagnostic par PCR (réaction de polymérisation chaine) chez les hotes définitifs repose sur la
détection dans les feces de copro-ADN parasitaire issu des ceufs, des proglottis ou des cellules parasitaires
(Mathis and Deplazes, 2006). Du fait de la forte résistance des ceufs, la matrice fécale peut étre collectée apres
plusieurs jours dans I'environnement puis étre conservée a des températures négatives (-20°C ou -80°C) ou
encore dans I'éthanol a 70° en vue de son analyse ultérieure (Conraths and Deplazes, 2015). Toutefois la
présence d’inhibiteurs de la PCR au sein de la matrice fécale nécessite généralement d’utiliser des petites
quantités (0,5 a 4g) voire ultérieurement une dilution des extraits d’ADN a amplifier. Une approche pour
contourner la limitation de quantité de matrice fécale consiste a recourir au préalable a une méthode de
concentration des ceufs (Mathis, Deplazes, and Eckert, 1996). Aprés une premiére filtration (maille de 100 um),
les ceufs sont re-suspendus dans une solution de chlorure de zinc (densité 1,42), avant deux filtrations
successives (maille 40 et 20 um) permettant ensuite d’observer les ceufs au microscope pour une premiére
sélection des échantillons a analyser. Si la distinction entre les genres Taenia et Echinococcus n’est possible que
par PCR, cette approche permet également lors de I'observation microscopique une diagnose morphologique
des autres ceufs d’helminthes présents.

3.2.3. Autres approches de dépistage

L’arécoline est un alcaloide utilisé comme antihelminthique. La purge a I'arécoline a été considéré pendant
presque 100 ans comme la technique de référence pour la détection de I'infestation canine car permettant la
mise en évidence directe « in vivo » des parasites, principalement E. granulosus s.l., a partir des chiens eux-
mémes (Craig et al., 2015). La réalisation de la purge a I'arécoline (2 mg/kg) nécessite I"accord du propriétaire
et est lourde au niveau logistique car elle requiert notamment le confinement de I'animal pendant le délai de
30 minutes a une heure requis pour I'expulsion des vers. L’examen microscopique basé sur la morphologie des
vers ou la mise en ceuvre d’un test moléculaire permet ensuite d’identifier le ver (Craig et al., 1995; de la Rue et
al., 2011). Si la spécificité de cette technique est élevée (proche de 100%), sa sensibilité s’avere relativement
faible (<40-75 % pour E. granulosus et 21 % pour E. multilocularis) en comparaison avec les méthodes de
détection intestinale post-mortem et plus particulierement pour les faibles charges parasitaires ou lorsque la
purge n’est pas complete (Craig et al., 1995; Gemmell, 1973; Lahmar et al., 2007; Ziadinov et al., 2008).
L'utilisation de la purge a I'arécoline est désormais considérablement limitée au vu du risque toxique potentiel
pour les chiens et n’est plus autorisée dans de nombreux pays.

Le dépistage sérologique de I'infestation canine fut considéré comme une voie prometteuse et une alternative
potentielle a la purge a I'arécoline (Craig et al., 2015). Pour E. granulosus s.l. la spécificité était supérieure a 90
%, quant a la sensibilité elle était généralement de 35-40 % seulement, valeur tres faible, surtout en
comparaison avec la sensibilité des techniques de détection des copro-antigenes (Craig et al., 1995; Gasser,
Zhu, and McManus, 1998). Cette approche se révéla également inadéquate pour E. multilocularis, en raison de
la faible corrélation entre la présence de vers et la détection de copro-antigenes. De plus, il est par ce biais
impossible de distinguer chez le chien une infestation intestinale classique en tant qu’héte définitif d’une
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échinococcose alvéolaire larvaire, certes peu fréquente, mais dont la fréquence de diagnostic chez les chiens
est en augmentation (Conraths and Deplazes, 2015; Staebler et al., 2006).

3.3. ChezI'hote intermédiaire

3.3.1. Diagnostic post-mortem

Le diagnostic d’une infestation par un parasite du genre Echinococcus chez I'h6éte intermédiaire est
majoritairement réalisé post-mortem, par I'observation macroscopique de lésions pathognomoniques du stade
larvaire lors de I'autopsie, car les signes cliniques sont généralement tres discrets et ainsi tres fréquemment
négligés (Eckert and Deplazes, 2001). Typiquement, pour E. granulosus s.I., le diagnostic est réalisé a I'abattoir
lors de l'inspection visuelle des carcasses, par palpation et/ou incision. La méthodologie consiste en la
recherche de kystes blancs sous pression, généralement uniloculaires, avec une localisation majoritairement
hépatique et/ou pulmonaire. Pour E. multilocularis, ce diagnostic est généralement réalisé lors de I'autopsie de
micromammiféres, avec la recherche de kystes blancs multivésiculaires, principalement sur le foie.

Cependant, le diagnostic basé sur la mise en évidence des kystes a un stade précoce s’avere difficile, tout
comme dans le cas de kystes atypiques ou calcifiés, conduisant a une diminution de la sensibilité de cette
approche morphologique. Inversement, lors de la recherche d’E. granulosus s.l., des kystes peuvent étre
observés qui sont en fait dus a des lésions parasitaires causées non pas par des échinocoques, mais par
d’autres parasites, notamment Taenia hydatigena ou d’autres espéces du genre Taenia mais aussi par Toxocara
spp. ou encore Fasciola spp. De plus, des lésions non parasitaires mais d’origine bactérienne ou induites par
I’hote lui-méme, comme des granulomes ou des |ésions congénitales, contribuent aussi a limiter la spécificité
du diagnostic morphologique (Cardona and Carmena, 2013; Eckert and Deplazes, 2001). Toutefois I'utilisation
de techniques complémentaires permet d’améliorer ce diagnostic. Le test PCR a partir de membranes kystiques
et/ou de protoscolex représente actuellement la méthode de choix, car il est désormais d’une grande
disponibilité, permet d’obtenir un résultat extrémement fiable aprés séquencage et offre également des
possibilités de caractérisation moléculaire associées. Plusieurs cibles moléculaires communes avec celles
employées pour les hotes définitifs peuvent étre utilisées selon le niveau de spécificité d’amplification
souhaitée (cf. détails dans 3.4 ci-dessous). L’histologie constitue une autre approche complémentaire au
diagnostic morphologique par la mise en évidence de structures membranaires pathognomoniques des
échinocoques et aussi potentiellement de protoscolex eux aussi caractéristiques du genre Echinococcus. Pour E.
multilocularis, la détection par immunohistochimie d’antigenes spécifiques du métacestode (Em2) est
également possible mais elle reste réservée a certains laboratoires spécialisés (Conraths and Deplazes, 2015).

3.3.2. Diagnostic pre-mortem

Le diagnostic sérologique chez des hotes intermédiaires a longtemps été considéré comme une approche
importante pour les études épidémiologiques mais aussi dans le cadre des programmes de contrle de
I’hydatidose (Craig, 1997; Lightowlers, 1990). Il est ainsi possible de détecter une réponse IgG pendant
plusieurs semaines chez des moutons infestés expérimentalement par E. granulosus s.s., et qui s’avere
spécifique puisque discriminante par rapport a des préparations antigéniques a base d’autres Taenia (Craig et
al., 2015). Toutefois, en cas d’infestation naturelle, le niveau d’anticorps varie grandement, et une baisse de la
sensibilité et de la spécificité est observée, malgré des améliorations dans la purification de I’antigéene,
autorisant au mieux une utilisation de tests sérologiques a I’échelle du troupeau (lbrahem et al., 1996). La plus
forte combinaison de sensibilité et de spécificité méme si elle reste modeste, respectivement 62,7 % et 95,8 %,
a pu étre obtenue avec un test basé sur un antigéne constitué par des extraits de protoscolex (Kittelberger et
al., 2002). Toutefois, des techniques de diagnostic sérologique développées chez ’'Homme comme le Western
blot ont pu étre transposés chez I’'animal (Craig et al., 2015). De la méme fagon, le diagnostic par échographie
s’est révélé tres intéressant chez I’'Homme, notamment pour le diagnostic de masse, et a ensuite été transposé
a I'animal et plus particulierement au mouton pour le diagnostic de I'échinococcose kystique. Chez les ovins la
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taille détectable des kystes est comprise entre 0,9 et 6 cm (Dore et al., 2014). Des résultats faussement positifs
peuvent étre obtenus en échographie en raison d’une confusion avec T. hydatigena. L'utilisation de

,,,,,,

méme supérieures a celles obtenues par la sérologie (Craig et al., 2015).

3.4. Cibles PCR: caractéristiques et applications

3.4.1. Les cibles PCR spécifiques d’especes

L'identification moléculaire des échinocoques par PCR a débuté dans les années 1990 par I'amplification
partielle de cibles répétées en tandem dans le génome nucléaire puis dans le génome mitochondrial d’E.
multilocularis afin de mettre a profit le nombre multiples de copies par cellule pour augmenter la sensibilité
(Bretagne et al., 1993; Dinkel et al., 1998). Un gain supplémentaire de sensibilité put étre obtenu par la
réalisation de PCR nichées (Dinkel et al., 1998; Monnier et al., 1996). Les premiéres PCR pour la détection d’E.
granulosus furent développées une dizaine d’années apres celles mises au point pour E. multilocularis. Une
stratégie identique ciblant les séquences répétées nucléaires ou celles du génome mitochondrial fit employée
(Abbasi et al., 2003; Cabrera et al., 2002; Stefanic et al., 2004). Ces PCR ciblaient initialement le génotype G1
d’E. granulosus s.s. Cependant, des études ultérieures ont mis en évidence un défaut de spécificité, car ce test
permettait également I'amplification d’autres espéces du complexe E. granulosus s. I. (Boufana et al., 2008).
Concernant le test permettant une détection plus large d’E. granulosus, regroupant les génotypes G1, G5, G6 et
G7 (Dinkel et al., 2004), une réaction croisée avec E. multilocularis fut ainsi démontrée (Boufana et al., 2008).

3.4.2. Les cibles PCR a spectre parasitaire large

Avec I'avenement de la PCR, plusieurs couples d’amorces ont été utilisés pour I'amplification des échinocoques
et 'obtention des premieres séquences nucléotidiques. Ces couples n’étaient pas spécifiquement dessinés
pour les échinocoques et permettaient I'amplification d’un large panel de parasites malgré la présence de
mésappariements potentiels au niveau des amorces de PCR. Le génome mitochondrial fut principalement ciblé,
étant donné qu’initialement ces couples d’amorces étaient utilisés a des fins phylogénétiques. Le génome
mitochondrial évolue plus vite que le génome nucléaire, est haploide et n’est pas soumis a des recombinaisons.
Des séquences conservées au cours de I'évolution des genes cox1 et nadl, ont été utilisées pour la mise en
place de la classification des génotypes d’E. granulosus (Bowles et al., 1992; Bowles and McManus, 1993). Ces
deux couples d’amorces permettent I'amplification de toutes les espéces d’échinocoques mais aussi d’un panel
tres large de cestodes dont les especes du genre Taenia, ainsi que des nématodes. Deux couples d’amorces
ciblant deux autres genes mitochondriaux (atp6 et nad3) furent également souvent utilisés pour leur large
spectre d’amplification. Ainsi, ces trois couples d’amorces sont régulierement utilisés pour la caractérisation
moléculaire d’E. granulosus s.l. ou encore dans le cadre de la diagnose des échinocoques pour l'identification
d’une espéce parasitaire. Cette approche présente I'avantage d’obtenir apres séquengage une séquence
nucléotidique sans forcément avoir a cibler spécifiquement I'espece ni méme le genre parasitaire a identifier.
Toutefois pour cette utilisation diagnostique, le large spectre d’amplification peut s’avérer problématique. En
cas de multi-infection par des espéces parasitaires différentes, une seule séquence nucléotidique sera
généralement obtenue, révélant uniquement la présence de I'espece parasitaire présente en plus grande
quantité (potentiellement peu ou pas pathogene) et masquant la ou les autres espéces présentes et
potentiellement zoonotique(s).

3.4.3. Les PCR multiplex

L’approche par PCR multiplex a permis de tester en une seule réaction la présence de plusieurs especes
parasitaires a partir de couples d’amorces spécifiques d’une seule espéce chacun. Ainsi un test de PCR
multiplex a été développé pour l'identification des ceufs de Taeniidae a partir de féces de carnivores (Trachsel,
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Deplazes, and Mathis, 2007). La distinction des genres Echinococcus et Taenia étant impossible
morphologiquement lors de I'observation microscopique des ceufs, cet outil s’avére extrémement utile pour le
diagnostic coprologique. Un autre systeme de PCR multiplex a été développé pour E. granulosus, permettant
I’'amplification d’'une séquence spécifique du genre Echinococcus, du complexe E. granulosus s.l. et des especes
E. granulosus s.s., E. equinus, E. ortleppi et E. canadensis (Boubaker et al., 2013).

3.5. Lutte contre Echinococcus spp.

La lutte contre les échinocoques demeure la finalité des études épidémiologiques afin de réduire le risque
zoonotique. Si une sensibilisation par la prévention peut étre réalisée pour toutes les espéces du genre, seuls E.
multilocularis, E. granulosus s.s. et dans une moindre mesure E. canadensis G6/7 sont réellement concernés
par la mise en place de programme de contréle car ces especes s’averent les plus répandues et sont
responsables de la trés grande majorité des cas humains. L’approche sera drastiquement différente selon qu’il
s’agisse d’un cycle sylvatique tel que pour E. multilocularis ou a l'inverse d’un cycle domestique tel que pour E.
granulosus s.s. et E. canadensis G6/7.

Des programmes de lutte contre I’échinococcose kystique ont déja été menés avec succés sur des périodes de
10 a 20 ans dés les années 1960 notamment en Nouvelle-Zélande, en Tasmanie, a Chypre, en Uruguay et en
Argentine (Craig and Larrieu, 2006). D’autres campagnes ont par contre échoué comme en Sardaigne mettant
en avant la nécessité d’un investissement sur une longue période et I'implication de la population humaine. La
vermifugation réguliere des chiens, notamment les chiens errants, et la réalisation d’un abattage contrélé
systématique avec saisie et élimination des viscéres parasités sont les deux leviers d’intervention en plus de la
prévention pour casser le cycle parasitaire.

Pour E. multilocularis, le renard constitue |'espéce cible tant pour une action directe sur le parasite mais aussi
en vue de la réalisation d’un suivi de I’évolution de la prévalence du parasite pour juger de I'effet de la stratégie
de controle choisie. Deux options sont envisageables : la vermifugation des renards par distribution d’appats
contenant du praziquantel et la régulation des populations de renards. Plusieurs programmes de vermifugation
ont déja été menés et ont prouvés leur efficacité mais leur réalisation sur le long terme et leur échelle
géographique de faisabilité ainsi qu’une analyse des colts et bénéfices restent a évaluer. Des campagnes de
régulations de populations renards ont été réalisées avec plus ou moins de succés, mais cela n’a jamais été
effectué dans le cadre de la lutte contre I’échinococcose alvéolaire, laissant planer le doute sur un effet
bénéfique ou non de ce type d’intervention d’un point de vue zoonotique.
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4. Objectifs principaux

La présence en France des espéces parasitaires que sont E. multilocularis et E. granulosus s.l. est connue depuis
plusieurs décennies. Le foyer historique d’endémie d’E. multilocularis dans I’est du pays est voisin des zones
d’endémie historiques européennes en Suisse, en Allemagne et en Autriche. Quant a E. granulosus s.1., il est
historiquement présent sur tout le territoire frangais avec des régions trés fortement endémiques dans le sud.
Alors qu’une expansion était constatée en Europe pour E. multilocularis et qu’en parallele la mise en place
progressive de mesures sanitaires devait contraindre le maintien du cycle parasitaire d’E. granulosus s.1., seules
quelques trés rares données ponctuelles et locales étaient disponibles quant a I’évolution de la présence de ces
échinocoques en France.

Les objectifs principaux de mes travaux au sein du LNR Echinococcus spp., alors fraichement créé par la DGAI,
visaient et visent toujours a remédier a ce déficit d’'informations. Il s’est donc agi de réaliser des études de
surveillance a large échelle géographique de ces espéces parasitaires afin de disposer d’une estimation
actualisée de la répartition géographique respective d’E. multilocularis et E. granulosus s.l. et des niveaux de
prévalence associés. En paralléle, il est nécessaire de pouvoir évaluer I'importance relative des différents cycles
parasitaires impliqués, en identifiant les différentes espéces animales pouvant servir d’hotes définitifs ou
d’hotes intermédiaires. Cela s’avere particulierement important pour E. multilocularis des lors que cela
concerne les carnivores domestiques qui, par leur proximité avec ’homme, peuvent potentiellement jouer un
role zoonotique important. Pour E. granulosus s.I., suite a la révision taxonomique et a la disponibilité des outils
moléculaires il s’agit de réaliser pour la premiere fois I'identification des especes du groupe d’E. granulosus s.l.
en France ainsi que d’identifier le role des especes animales d’hétes intermédiaires impliquées, pour aboutir a
une compréhension optimale des cycles parasitaires actifs.

La réalisation d’études épidémiologiques portant sur les échinocoques nécessite d’utiliser des techniques de
diagnostic/dépistage dédiées. Si les techniques de parasitologie classique notamment coprologiques ont
longtemps été trés utiles, le développement de nouvelles méthodes de diagnostic/dépistage notamment
moléculaire est apparu nécessaire afin de disposer d’'une meilleure sensibilité et d’une meilleure spécificité,
d’un débit d’analyses plus important mais aussi d’une approche non invasive. Le développement et la
disponibilité de ces outils doit permettre d’envisager de nouvelles perspectives dans la surveillance et
I’épidémiologie d’E. multilocularis et d’E. granulosus s.l. Le développement et I'utilisation de nouveaux outils
d’épidémiologie moléculaire doit quant a lui permettre I'obtention de données analytiques indispensables a la
compréhension de la dispersion géographique des parasites ou de la réalisation des cycles parasitaires.

Sachant que la période de réalisation de ces travaux s’étend sur 10 ans, ce manuscrit se focalise sur les aspects
qui ont abouti aux résultats les plus significatifs dans le contexte du LNR et/ou ceux pour lesquels ma
contribution a été la plus importante. De plus, afin de suivre la logique de progression des études
épidémiologiques menées, dont les objectifs de I’étude suivante découlent généralement des résultats de la
précédente, chaque article a été présenté de maniére complete (introduction, matériel et méthodes, résultats,
discussion) afin de faciliter la compréhension. La description du développement de méthodes ayant servi a la
réalisation des études épidémiologiques a été placé dans un encadré afin de différencier ces travaux des
autres.

Les deux premieres parties portant sur la description de mes travaux concernent respectivement la surveillance
et I'épidémiologie moléculaire d’E. multilocularis et d’E. granulosus s.I. Ces especes parasitaires ont été
dissociées dans deux chapitres distincts en raison de la densité des travaux réalisés pour chacune d’entre elles,
et ce bien que les objectifs des études épidémiologiques soient similaires. La troisieme partie dévolue a
I’exposé de mes travaux concerne la caractérisation des cycles parasitaires, et la quatrieme I'expérimentation
de différentes méthodes de lutte contre E. multilocularis. Enfin, une discussion globale conclut le manuscrit en
présentant le bilan de ces travaux et les perspectives futures qui en résultent.
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5. Surveillance et épidémiologie moléculaire d’E. multilocularis

La zone d’endémie connue d’E. multilocularis, historiguement située en Europe au nord de I'arc alpin, s’est
considérablement accrue durant les trois dernieres décennies. En France, seules des données concernant le
foyer historique de I'est étaient disponibles jusque dans les années 2000. Il était donc nécessaire de disposer
d’une observation la plus juste possible de la situation actuelle d’endémie. La nomination du LNR Echinococcus
spp., coincidant avec mon arrivée au laboratoire en 2006, a entrainé la mise en place d’études de surveillance
du parasite en collaboration avec différents partenaires nationaux et concernant notamment des zones
géographiques encore non étudiées. Ces recherches se sont accompagnées du développement de nouvelles
techniques de diagnostic/dépistage afin de disposer d’un panel de méthodes plus sensibles et plus spécifiques,
permettant de cibler les différentes matrices biologiques correspondant aux trois stades du cycle parasitaire.
L'acquisition de nouvelles données de surveillance a permis ensuite d’entreprendre des travaux
d’épidémiologie moléculaire basés sur une analyse par microsatellites. La maitrise de cet outil moléculaire au
laboratoire a engendré la mise en place de collaborations internationales permettant au LNR de contribuer a la
compréhension de I'épidémiologie moléculaire d’E. multilocularis en Europe.

5.1. Investigations sur la présence d’E. multilocularis en France

5.1.1. Définition des zones historiques d’endémie

Jusqu’aux années 2000, I'analyse d’intestins de renards avait permis de décrire une présence d’E. multilocularis
se limitant a I'est de la France de la Lorraine a la Savoie en passant par la Franche-Comté et notamment le
Doubs, qui constituait le foyer le plus important. La détection de campagnols et de renards infestés dans le
Massif Central avait également permis d’ajouter un foyer auvergnat sans pouvoir démontrer I'existence d’un
lien épidémiologique avec les autres zones d’endémie connues (Petavy and Deblock, 1983; Rey et al., 1977).
Par la suite, le diagnostic de trois cas humains d’échinococcose alvéolaire dans les Ardennes chez des patients
sédentaires a démontré pour la premiére fois la présence du parasite dans ce département (Depaquit et al.,
1998). La découverte de ces cas pouvait laisser supposer une expansion de la zone d’endémie connue de cette
parasitose.

La commercialisation d’un kit ELISA pour la détection de copro-antigénes d’E. multilocularis, basé sur un test
initialement mis au point par Deplazes et al. (1999) constitua une opportunité pour la réalisation d’'une étude a
large échelle géographique. L'ELIZ*, 'université de Franche-Comté (UFC) et I'Anses LRFSN organisérent une
collecte de feces de renards par les fédérations de chasseurs a travers plus de 30 départements du tiers nord-
est de la France (Tolle et al., 2005). Lors des périodes hivernales de 2000 a 2004, plus de 5000 feces furent
collectées dans les zones de prairies. Le choix de se restreindre a ce type de paysage était basé sur la relation
observée dans l'est de la France entre la prédominance de prairies, le risque de pullulation des
micromammiféres et 'augmentation de la prévalence de I'infestation vulpine par E. multilocularis (Giraudoux
et al., 2003). Un manque de fiabilité (reproductibilité, spécificité, sensibilité) du kit ELISA commercial fut
observé au fil des années. Cela entraina I'arrét de la production pendant 18 mois puis une nouvelle version
stoppée au bout de six mois scella définitivement la disponibilité d’un kit ELISA commercial pour E.
multilocularis. Ainsi, les résultats positifs obtenus en copro-ELISA se devaient d’étre confirmés, pour cela une
PCR ciblant le locus snRNA U1 fut réalisée (Bretagne et al., 1993). Malheureusement, cette cible moléculaire
s’avéra également peu spécifique compliquant l'interprétation des analyses. Toutefois, les résultats obtenus

* ELIZ : Entente interdépartementale de lutte contre les zoonoses. Crée en 1973, cette entité est financée par les conseils
généraux de la quarantaine de départements adhérents majoritairement situés dans la moitié nord-est de la France.
Initialement chargée des mesures de prophylaxie contre la rage, depuis 2000 d’autres zoonoses, dont I’échinococcose
alvéolaire, rentrent dans son champ de compétences, en faisant un partenaire privilégié du LNR Echinococcus de I'Anses
LRFSN pour I'organisation logistique de terrain.
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semblaient indiquer la présence d’échantillons positifs dans des zones ou le parasite n’avait jamais encore été
identifié. Si ces résultats se devaient d’étre interprétés avec grande précaution, des investigations hors des
zones historiques d’endémie parasitaire apparaissaient encore plus indispensables. La recherche du parasite
dans les zones au statut endémique inconnu ou incertain suite a I’étude copro-ELISA constitua ainsi I'axe
principal des travaux de surveillance que j’ai ensuite pu mener au sein du LNR et avec ses collaborateurs.

5.1.2. Expansion vers I'ouest de la zone d’endémie d’E. multilocularis en France

Combes, B., Comte, S., Raton, V., Raoul, F., Boué, F., Umhang, G., Favier, S., Dunoyer, C., Woronoff, N., & Giraudoux, P. (2012). Westward
spread of Echinococcus multilocularis in foxes, France, 2005-2010. Emerging Infectious Diseases, 18(12), 2059-2062.

Introduction :

La suspicion d’une expansion hors des zones historiques d’endémie en France a été renforcée par la présence
de cas humains sédentaires dans des zones supposées non endémiques (Grenouillet et al., 2010). Plus
globalement, une expansion de la répartition du parasite en Europe a été constatée ainsi que I'augmentation
des populations de renards et de leur prévalence d’infestation par E. multilocularis dans les zones d’endémie
connues (Deplazes et al., 2004; Romig et al., 2006). Une étude de surveillance de I'infestation par le parasite
chez le renard en France a été coordonnée conjointement par I'ELIZ, 'UFC et le LNR Echinococcus spp. de
I’Anses (Combes et al., 2012). Les Fédérations départementales des chasseurs (FDC) ont été les acteurs locaux
de la collecte de cadavres de renards par des opérations de tir de nuit et de piégeage. Des sessions de
formation ont été organisées par le LNR a destination des LVD afin de réaliser une sensibilisation
épidémiologique pour E. multilocularis et de pouvoir réaliser le transfert de la technique SSCT validé par le LNR
(Umhang et al., 2011)( encart 1) pour I'analyse des intestins.

Matériels et méthodes :

De 2005 a 2011, 44 départements de la moitié nord-est de la France ont été échantillonnés a raison d’environ
100 renards répartis de facon homogene par département. Apres prélevement, 3508 intestins ont pu étre
analysés par SSCT. Une confirmation de l'identification des vers comme appartenant bien a E. multilocularis
était proposée par le LNR. Cela pouvait se faire par la transmission de photographies, qui lorsque le cliché était
équivoque me permettait de rendre un avis fiable et rapide. Cependant, I’envoi de vers était demandé, ce qui a
permis de réaliser une observation macroscopique sur des vers provenant de 234 renards.

Résultats et discussion :

Des vers d’E. multilocularis ont ainsi été identifiés dans 36 des 44 départements concernés, avec une
prévalence trés variable comprise entre 0 (ICysy [0-5 %]) et 54 % (ICosy, [42-64 %)) (Figure 18). La prévalence de
I'infestation des renards dans la zone historique d’endémie a pu étre évaluée a 41 % (ICgss : [37-44 %]). Pour
cing départements (Meurthe-et-Moselle, Moselle, Jura Doubs, Bas-Rhin) pour lesquels des données de
prévalence étaient disponibles auparavant, la prévalence a quasiment triplé en 20 ans. L’augmentation de
I'intensité de transmission d’E. multilocularis est aussi reflétée par la premiére description du parasite dans 25
nouveaux départements. Une expansion vers |'ouest de la zone d’endémie est observée, atteignant la Manche
et le Calvados, et déplagant ainsi le front de la zone d’endémie connue d’E. multilocularis en Europe de
plusieurs centaines de kilométres. Cette expansion concerne également |'agglomération parisienne. Si
I’exposition en milieu urbain avait déja été décrite en Suisse mais aussi en France a Nancy (Deplazes et al.,
2004; Robardet et al.,, 2008), la densité de la population vulpine parisienne pourrait créer de nouvelles
conditions de transmission a 'hnomme. Cette actualisation de la présence et de la prévalence de I'infestation
par E. multilocularis en France appelle a une nécessité d’augmenter la prévention et a I’étendre sur tout le
territoire. De plus, il apparait indispensable de poursuivre ces travaux de surveillance épidémiologique
particulierement dans les départements frontaliers de ceux échantillonnés et pour lesquels aucune donnée de
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Encart 1 : Mise au point et validation de la technique de de sédimentation et de comptage par segments
(SSCT) pour le dépistage de I'infestation par E. multilocularis chez le renard

Umbhang, G., Woronoff-Rhen, N., Combes, B., & Boué, F. (2011). Segmental sedimentation and counting technique (SSCT): An adaptable
method for qualitative diagnosis of Echinococcus multilocularis in fox intestines. Experimental Parasitology, 128(1), 57-60.

Les principaux freins a la mise en place d’études de surveillance a large échelle de linfestation par E.
multilocularis sont relatifs a la nécessité de la collecte d’échantillons représentatifs, en nombre suffisant, et de
la disponibilité d’une méthode fiable et pouvant permettre I'analyse de tous les préléevements collectés dans un
temps raisonnable. En raison de I'absence de méthodes coprologiques robustes, la surveillance nécessitait le
dépistage intestinal du parasite chez le renard. La mobilisation des fédérations de chasseurs et des laboratoires
vétérinaires des départements adhérents a I'ELIZ a permis de disposer d’un réseau de collecte de renards par
tirs de nuit et piégeage ainsi que d’analyses des intestins prélevés. Si la SCT constitue la méthode de référence,
le caractére tres chronophage de I'examen sous loupe binoculaire de tout le contenu intestinal était
difficilement compatible avec le nombre d’échantillons requis pour une surveillance efficace, notamment en
zone de faible endémie. L’ADILVA (Association frangaise des Directeurs et cadres de Laboratoires Vétérinaires
publics d’Analyses) a initié la recherche d’'une méthode permettant le gain de temps requis en se basant sur la
répartition préférentielle des vers dans la partie postérieure de I'intestin (Thompson and Eckert, 1983). Le LNR
Echinococcus spp. a ensuite collaboré afin de réaliser la mise au point proprement dite puis la validation de
cette technique SSCT (Umhang et al., 2011).

La démarche de mise au point de la SSCT a consisté a déterminer les zones préférentiellement infestées en
divisant I'intestin en cing segments de taille égale lors de la réalisation d’'une SCT classique. A partir des 117
intestins de renards infestés par E. multilocularis, la meilleure sensibilité pour un segment unique a été
obtenue pour le segment 4 (S4), avec la confirmation de la répartition intestinale postérieure d’E. multilocularis
pour 94,3 % des échantillons (Tableau 3). Afin d’augmenter la sensibilité, 'analyse d’un second segment est
ajoutée. La sensibilité maximale obtenue avec la combinaison de deux segments atteint alors 98,3 % (ICss %
[93,4-99,7 %]) avec la combinaison des segments S4-S1 et S4-S2, certains intestins présentant parfois des vers
uniquement dans la partie antérieure.

Tableau 3 : Sensibilité de la SSCT pour chaque segment ou paire de segments en comparaison avec la méthode SCT d’aprés Umhang et al.

2011. Les lignes SCT et SSCT indiquent le nombre de renards ayant fourni des résultats positifs avec chacune des techniques en fonction du
segment ou de la paire de segments analysés. Cl- et Cl+ indiquent les bornes inférieures et supérieures de I'intervalle de confiance a 95 %.

Segment S1 S2 S3 S4 S5 S1+S2 S1+S3 S1+54 S1+5S5 S2+S3 S2+54 S2+5S5 S3 +54 S3+5S5 S4 +S5
SCT 117
SSCT 66 82 93 109 68 85 97 115 86 96 115 93 113 99 110
Sensitivity 56.4 70.1 80.3 93.2 58.1 72.6 83.8 98.3 735 82.9 98.3 79.5 97.4 85.5 94
Cl 46.94 60.81 70.82 86.55 48.64 63.5 74.59 93.35 64.4 73.64 93.35 70.83 90.96 76.51 87.62
crt 65.55 78.02 86.17 96.79 67.06 80.29 89 99.7 81.03 88.3 99.7 86.17 98.9 90.38 97.35
L’estimation de la charge parasitaire pour les 53 intestins analysés par le
Distribution moyenne (en % g , ann g 0
e m.:ha,gedsg,ymuﬂ,-,iw,a,},-s LNR et ayant fourni un résultat positif a permis d’obtenir une
par segment intestinal visualisation de la répartition intestinale des vers et de vérifier que la
50,0% . . o 7 . 7 ,
combinaison de segments choisis était également adaptée pour les
0,0% faibles (11 a 100 vers) et les trés faibles (1-10) charges parasitaires
2005 (Figure 17).
Figure 17 : Représentation de la distribution moyenne de la charge parasitaire pour les 53
20,0% intestins positifs pour E. multilocularis analysés par le LNR.
10,0% Les prévalences vulpines d’E. multilocularis étant généralement
o comprises entre 0 % et 50 %, la majorité des échantillons analysés sont
s1 s2 s3 sa s5 négatifs. La validation de cette technique SSCT permet ainsi un gain de

temps considérable pour ces échantillons négatifs en limitant I’'examen
du contenu intestinal a 40 % de sa longueur en comparaison avec une SCT. Concernant les échantillons ayant
fourni un résultat positif, deux approches peuvent étre possibles : soit stopper I'analyse dés I'observation du
premier ver pour une réponse qualitative, soit I’'obtention d’une réponse quantitative en réalisant I'observation
sur les 5 segments. Pour cette derniere approche, I'examen de seulement 20 % du contenu intestinal de
chaque segment une fois le premier ver observé peut permettre une estimation rapide et fiable de la charge
parasitaire. En comparaison des autres techniques de dépistage intestinal, la SSCT conserve la méme spécificité
car elle repose sur l'identification morphologique du stade adulte et une sensibilité plus forte ou similaire. Le
gain de temps est ainsi I'avantage principal par rapport aux autres techniques notamment la SCT et la SVT qui
nécessitent I'observation de lintégralité du culot intestinal. Cette technique apparait donc parfaitement
adaptée aux études de surveillance a large échelle géographique nécessitant I'analyse de nombreux
échantillons et tout particulierement dans des zones de faible prévalence ou au statut endémique inconnu.
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Figure 18 : Distribution des renards analysés dans les départements échantillonnés. Les renards infestés par E.
multilocularis sont en rouge et ceux non infestés en vert.

surveillance épidémiologique particulierement dans les départements frontaliers de ceux échantillonnés et
pour lesquels aucune donnée de présence du parasite n’est actuellement disponible. Dans ce cadre, I'analyse
d’intestins de renards en llle-et-Vilaine en 2012 (Combes et al., 2013) a permis d’ajouter ce département a la
zone d’endémie connue d’E. multilocularis en France. L’absence de résultats positifs pour E. multilocularis lors
de l'analyse d’environ 100 intestins de renards dans le Morbihan en 2012 puis a nouveau en 2015 laisse
supposer que la limite ouest actuelle de la zone d’enzootie se situerait dans I'llle-et-Vilaine.

5.1.3. Surveillance d’E. multilocularis par le biais d’investigations chez les rongeurs aquatiques

Umhang, G., Richomme, C., Boucher, J -M., Guedon, G., & Boué, F. (2013a). Nutrias and muskrats as bioindicators for the presence of
Echinococcus multilocularis in new endemic areas. Veterinary Parasitology, 197 (1-2), 283-287.

Introduction :

Classiquement la surveillance de l'infestation par E. multilocularis a une large échelle géographique requérait
I'analyse d’intestins de renards comme l'illustre ce qui a été réalisé précédemment en France (Combes et al.,
2012). Le développement des techniques moléculaires de PCR a permis d’envisager |'analyse d’autres types de
prélevements et le ciblage d’autres espéces. Ainsi, des investigations basées sur la recherche du stade larvaire
chez des hotes intermédiaires ont été facilitées. Les prévalences observées chez les micromammiferes, hétes
intermédiaires principaux du cycle parasitaire, sont extrémement faibles. Ces espéces animales ne pouvaient
donc convenir dans une perspective de surveillance hors zone de tres forte endémie car cela nécessiterait un
effort d’échantillonnage extrémement conséquent et lourd. De plus cela ne permettrait pas la mise en
évidence de différence significative de niveaux d’endémie. Cependant, d’autres especes telles les rongeurs
aquatiques que sont le ragondin (Myocastor coypus) et le rat musqué (Ondatra zibethicus), dont la durée de vie
est plus longue, pourraient éventuellement convenir a la surveillance du parasite. Ces espéces étant déja
reconnues comme hétes intermédiaires en France, aux Pays-Bas en Belgique et en Allemagne (Borgsteede,
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Tibben, and Van Der Giessen, 2003; Boussinesq et al., 1986; Frank and Zeyhle, 1981; Hanosset et al., 2008;
Romig et al., 2011), la question s’est posée de la pertinence de leur utilisation dans le contexte d’investigations
dans des zones de faible endémie ou potentiellement endémiques. Les populations en Europe de ces deux
especes invasives de rongeurs aquatiques originaires des Amériques ont considérablement augmenté dans les
années 1970 et 1980 (Abbas, 1991; Anonyme, 2013). Elles sont actuellement considérées comme nuisibles de
par leur impact négatif sur leur habitat et leur réle dans I'introduction et la dispersion d’agents pathogénes
(Barrat, Richomme, and Moinet, 2010). Etant tres présentes dans le grand ouest de la France, des campagnes
annuelles de piégeage y sont organisées afin de limiter leurs populations. En 2010, le LNR Echinococcus spp. a
profité de la mise en place d’un programme mené par Le réseau des Fédérations Départementales des
Groupements de Défense contre les Organismes Nuisibles (FDGDON) et des Fédérations Régionales de Défense
contre les Organismes Nuisibles (FREDON) du grand ouest sur la GEstion DUrable des VErtébrés déprédateurs
en milieu Rural (étude GEDUVER) pour ajouter I’échinococcose alvéolaire a la liste des agents pathogénes
zoonotiques recherchés chez ces espéces.

Matériels et méthodes :

La zone d’étude était constituée de douze départements de la Basse Normandie, de la Bretagne et des Pays de
la Loire. Trois départements (Manche, Calvados et Orne) étaient au moment de I'étude identifiés comme
endémiques pour E. multilocularis (Combes et al., 2012), mais le parasite a également été retrouvé les années
suivantes en llle-et-Vilaine (Combes et al., 2013). Les sept autres départements (Finistére, Cétes d’Armor, Loire-
Atlantique, Vendée, Maine-et-Loire, Mayenne et Sarthe) n’avaient jamais fait I'objet d’investigations
auparavant pour ce parasite. Dans chaque département, cing rivieres ou étangs ont été sélectionnés
aléatoirement pour le piégeage des rongeurs aquatiques de septembre a décembre 2010. Au total, 531
ragondins et 285 rats musqués ont été piégés. Lors de I'autopsie réalisée par les LVD, un prélévement était
réalisé des lors que la présence de kystes sur le foie était observée. Au LNR ces kystes ont été traités selon le
protocole mis en place pour ce type de lésions (encart n°2) permettant d’observer la fertilité du stade larvaire
ainsi que de pouvoir établir le diagnostic de I'espéce parasitaire concernée.

Résultats et discussion :

Des lésions hépatiques ont été observées lors de I'autopsie dans les LVD sur 21 ragondins et 104 rats musqués.
Aprés extraction de I'ADN a partir des Iésions, le séquencage du fragment du géne cox1 amplifié par PCR
(Bowles et al., 1992) a permis de diagnostiquer 98 cas d’infestation par T. taeniaeformis, 11 cas par T.
polyacantha, 12 cas par T. mustelae, un cas par T. martis et surtout quatre cas par E. multilocularis. Les
infestations par E. multilocularis concernaient deux rats musqués et deux ragondins dont un présentant une co-
infestation par T. taeniaeformis, ce qui avait auparavant été reporté uniquement pour Arvicola terrestris
(Pétavy, Tenora, and Deblock, 2003). D’ailleurs, parmi les quatre cas positifs, des protoscolex ont été retrouvés
seulement chez ce ragondin. Si ces deux especes de rongeurs aquatiques sont considérées comme des hotes
intermédiaires et peuvent donc participer biologiquement au cycle parasitaire, elles semblent y jouer un réle
tres minoritaire. En effet au niveau écologique, la prédation par des renards de rats musqués ou de jeunes
ragondins s’avere trés occasionnelle en raison de leur habitat aquatique et de leur taille. De plus, il est interdit
en France de laisser les cadavres des animaux sur le bord de la riviere aprés piégeage, ce qui limite la
consommation par des renards du foie des animaux piégés. Toutefois, en raison de leur régime alimentaire et
de leur sensibilité vis-a-vis du parasite, ces deux especes se révelent étre des bio-indicateurs pertinents pour la
présence d’E. multilocularis, méme dans des zones nouvellement endémiques et de faible prévalence chez le
renard.
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Encart 2 : Protocole de diagnose parasitaire par biologie moléculaire a partir du stade larvaire

La diagnose portant sur le stade larvaire des échinocoques était peu fréquemment réalisée au laboratoire
avant mon arrivée. La réalisation d’études sur la présence du parasite chez les hotes intermédiaires a nécessité
la mise en place d’un protocole de diagnose spécifique a ce stade parasitaire. Il a été défini un processus
d’analyse de ce type de lésions parasitaires, permettant non seulement de déterminer le statut d’infestation
vis-a-vis des échinocoques mais aussi de pouvoir identifier I’espéce concernée dés lors qu’il s’agissait d’un autre
genre parasitaire et plus particulierement du genre Taenia dans le contexte épidémiologique du LNR.

Les organes concernés sont généralement le foie mais aussi les poumons, voire de maniére plus sporadique
d’autres organes. La premiére étape consiste a prélever a I'aide d’une seringue le liquide kystique lorsqu’il est
présent (kystes non calcifiés ou caséeux) afin de réaliser une observation a la loupe binoculaire (grossissement
x200) pour I'observation potentielle de protoscolex. Une incision au scalpel est ensuite réalisée dans le kyste,
permettant un prélevement de membrane ainsi qu’une observation macroscopique de la structure
membranaire. A partir de 13, un statut macroscopique du kyste peut étre réalisé en classant la structure de la
Iésion parmi quatre catégories : calcifiée, caséeuse, stérile (présence de liquide mais absence de protoscolex) et
fertile (présence de protoscolex dans le liquide kystique). L'observation d’une structure alvéolaire ou d’une
double membrane peut ainsi déja orienter le diagnostic vers respectivement une échinococcose alvéolaire ou
une hydatidose, alors que la présence de protoscolex est caractéristique du genre Echinococcus et témoigne de
la fertilité du métacestode.

Une extraction d’ADN (manuelle sur colonne ou sur I'automate iPrep) est ensuite réalisée a partir d’un
fragment de membrane kystique. En cas de présence de protoscolex et/ou de membrane germinative, ces
matrices seront privilégiées afin d’optimiser la quantité d’ADN extraite. L'identification par PCR de I'espéce
parasitaire concernée est réalisée en utilisant le couple d’amorces JB3-JB4,5 ciblant une partie du géne cox1
(Bowles et al., 1992). Le large spectre d’amplification de cette réaction PCR permet l'identification de I'espece
parasitaire présente, apres analyse de la séquence de 396 pb obtenue, sans se limiter a un diagnostic de
présence/absence des échinocoques.

Dans le cas de la diagnose d’E. granulosus s.l., une seconde cible PCR a large spectre d’amplification est utilisée
pour obtenir des données supplémentaires de séquences nucléotidiques (cf. 3.4.2.). Il s’agit généralement
d’une réaction ciblant une portion du gene nad1 voir nad3 ou encore atpé6.

La prévalence apparente de I'infestation par E. multilocularis dans toute la zone échantillonnée est de 0,7 %
(ICos : [0,08-2,5]) pour les rats musqués et de 0,4 % (ICosy : [0,05—1,35]) pour les ragondins. A I'échelle
départementale, la prévalence chez les ragondins atteint 2,9% (ICosy: [0,1-14,9]) dans I'Orne (n=35), 4,0 %
(1Cosy : [0,1-20,3]) dans la Manche (n = 25) et 6,5 % (ICqsy: [0,8—21,4]) chez les rats musqués dans le Calvados
(n=31). Les faibles prévalences obtenues sont cohérentes avec les faibles prévalences observées chez les
renards dans ces départements. Entre 10 et 30 km séparent les lieux de piégeage des rongeurs aquatiques
infestés par E. multilocularis et les lieux de tir des renards positifs. Ces distances sont compatibles avec celles
connues pour correspondre au territoire d’un renard (Artois, 1989; Henry, 2004) et ces résultats soulignent le
fait que I'ensemble de ces trois départements doit étre considéré comme contaminé par des ceufs d’E.
multilocularis. La détection d’'un cas d’infestation chez un ragondin dans I'Orne démontre la possibilité
d’utilisation des rongeurs aquatiques a des fins de surveillance méme dans des régions de trés faible endémie.
Toutefois, I'absence de résultats positifs chez les rongeurs aquatiques dans les neufs autres départements
échantillonnés ne peut étre considérée comme une preuve inconditionnelle de I'absence du parasite. En effet,
I"'absence d’identification de cas en llle-et-Vilaine, pourtant identifiée comme endémique quelques années plus
tard par le dépistage d’intestins de renards, laisse supposer une probabilité de détection plus aléatoire chez les
rongeurs aquatiques en situation de trés faible endémie. Un diagnostic d’infestation par E. multilocularis peut
facilement étre réalisé sur ces animaux par un examen morphologique du foie, potentiellement complété par
un diagnostic moléculaire. En tant que nuisibles, ces deux espéces de rongeurs aquatiques sont régulierement
la cible de campagnes de piégeage qui peuvent aisément étre mutualisées avec une surveillance du parasite
lorsque cela est pertinent d’un point de vue épidémiologique.
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5.1.4. Identification de zones d’endémie d’E. multilocularis non précédemment détectées par
analyses rétrospectives de feces de renards

Umhang G., Comte S., Hormaz V., Boucher JM., Raton V., Favier S., Raoul F., Giraudoux P., Combes B., Boué F. Retrospective analyses of
fox feces by real-time PCR to identify new endemic areas of Echinococcus multilocularis in France. Parasitology Research, 2016a, 115,
4437-4441.

Introduction :

L’expansion de la zone d’enzootie d’E. multilocularis a été constatée en France a I'image de celle observée en
Europe (Combes et al., 2012; Combes et al., 2013). Cette expansion s’est faite vers I'ouest jusqu’a I'llle-et-
Vilaine mais aussi vers le sud avec l'identification de renards infestés en Isére et en Savoie. En I'absence de
données antérieures dans ces départements nouvellement décrits comme enzootiques il n’est pas possible de
savoir si la colonisation de ces zones par le parasite est récente ou plus ancienne. Cependant, I'analyse de feces
par un test de détection de copro-antigénes d’Echinococcus (multilocularis et granulosus s.l.) au début des
années 2000 (voir 5.1.1) n’avait pas mis en évidence le parasite en Isere et en Savoie, mais des feces ayant
fourni un résultat positif avaient été identifiées dans les Hautes-Alpes (Tolle et al., 2005). Toutefois, le manque
de fiabilité de ce test copro-ELISA commercial ne permettait pas de pouvoir en déduire la présence certaine du
parasite. Le développement récent de nouveaux outils moléculaires pour I'analyse de féces a ouvert la
possibilité d’obtenir rétrospectivement des données dans des départements qui n’ont pas été concernés par la
recherche d’E. multilocularis dans les intestins de renards. Dans ce contexte, une étude a été menée a mon
initiative dans le cadre de mes activités au LNR par I'analyse rétrospective de feces de renards par PCR en
temps réel dans quatre départements au statut enzootique inconnu pour E. multilocularis mais limitrophes de
départements enzootiques.

Matériel et méthodes :

Les départements de I’Allier, de la Seine-Maritime, de la Drome et des Hautes Alpes ont été retenus car ils
étaient concernés par I'étude réalisée au début des années 2000 pour analyse de féces par copro-ELISA mais
n‘ont pas été inclus dans la zone d’étude par analyses d’intestins de renards (Combes et al., 2012). Deux
départements enzootiques, le Doubs et la Cote d’Or, avec des taux de prévalence d’infestation parasitaire chez
le renard par SSCT respectivement estimés a 53 % et 21 % (Combes et al., 2012) ont été ajoutés afin de pouvoir
vérifier la pertinence de I'utilisation de la gqPCR sur les féces dans des territoires ou la prévalence de
I'infestation vulpine par le parasite est connue. Les feces de renards avaient été collectées et géolocalisées par
les agents de I'office national de la chasse et de la faune sauvage (ONCFS) et les fédérations de chasseurs des
départements concernés entre décembre 2000 et mars 2004. La collecte avait été réalisée uniquement dans les
zones avec plus de 35 % de prairies en se basant sur des données de paysage (CORINE land cover). Cela avait
pour but d’optimiser la détection d’échantillons avec résultats positifs en se basant sur la relation observée
dans I'est de la France entre la proportion de prairies, le risque de pullulation de rongeurs et I'augmentation de
la prévalence chez les renards (Giraudoux et al., 2003). L'identification des feces de renards a été réalisée en
tenant compte de leur aspect, de leur taille, de leur odeur et de la présence de résidus alimentaire (notamment
d’os de rongeurs). En cas de doute sur leur origine, les feces étaient éliminées. Seuls ces prélevements étant
disponibles pour les quatre départements au statut endémique inconnu, ils ont donc été analysés en tenant
compte du fait qu’il s’agissait d’un échantillonnage de convenance. La taille de I’échantillonnage théorique
pour chaque département n’avait pas été choisie pour une détection optimale de faibles taux de prévalence,
méme si I'orientation de I'échantillonnage dans les zones de prairies devait partiellement tenter de compenser
cela. Pendant plus de 10 ans entre la collecte et I'analyse moléculaire, les feces ont été conservées congelées a
-20°C au laboratoire. L’analyse par PCR temps réel (ou qPCR) a été réalisée en duplicat a partir de 500 mg de
féces selon Knapp et al. (2014) (encart 2). Le contrdle interne utilisé était un ADN plasmidique obtenu par
construction artificielle et amplifié avec les mémes amorces que pour E. multilocularis. Tous les résultats
positifs ont été confirmés par le séquencage partiel du géne cox1 par pyroséquencage (Umhang et al., 2015).
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Encart 3 : Mise au point d'un test PCR temps réel pour la copro-détection d’E. multilocularis

Knapp J., Millon L., Mouzon L., Umhang, G., Francis Raoul, R., Said Alia Z., Combes B., Comte S., Gbaguidi-Haore, H., Grenouillet F., &
Giraudoux P. Real time PCR to detect the environmental faecal contamination by Echinococcus multilocularis from red fox stools.
Veterinary Parasitology, 2014, 201, (1-2) 40-47.

Les féces de renards constituent la matrice responsable de la contamination environnementale par E.
multilocularis. La détection d’E. multilocularis dans les féces est classiquement réalisée par observation d’ceufs
de Taeniidae aprés concentration par flottaison (Mathis et al., 1996), suivie d’'une diagnose d’espece par PCR
(Trachsel et al., 2007). Par cette approche méthodologique, les taux fécaux d’infestation par E. multilocularis
obtenues a partir de feces de renards sont généralement tres inférieurs a ceux obtenus par analyse d’intestins
de renards sur une méme zone et a une méme période. Cette différence peut trouver différentes explications.
D’un point de vue épidémiologique, on peut évoquer I'absence d’ceufs pendant les 28 premiers jours de la
période prépatente et I'émission discontinue d’ceufs en fin d’infestation (Al-Sabi et al., 2007). Des raisons
techniques contribuent également a cette différence, notamment le manque de sensibilité des étapes de
filtration mais aussi des phénomenes potentiels d’inhibition des tests PCR.

Afin d’augmenter la sensibilité du diagnostic coprologique de I'infestation par E. multilocularis, le CNR EA de
Besangon a développé en collaboration avec le LNR un test qPCR pour la détection et la quantification d’E.
multilocularis, couplé a un contrdle interne afin d’évaluer la présence potentielle d’inhibiteurs (Knapp et al.,
2014). Une cible moléculaire couplée a une sonde d’hydrolyse a été choisie sur un géne mitochondrial de la
large sous-unité ribosomique (rrnL) qui présente un fort polymorphisme chez les échinocoques (Nakao et al.,
2007). L'ADN est extrait a partir de 500 mg de feces de renards a I'aide d’un kit dédié. Une souche d’un
champignon pathogene de plante, Geotrichum candidum, est utilisée comme contréle interne en ajoutant
200 spores au début de I'extraction d’ADN. Les échantillons considérés comme contenant des inhibiteurs sont
testés aprés dilution (1/10°™, 1/100°™, 1/1000°™). La limite de détection de cette cible gPCR a été estimée 3
5x10° ng/ul, obtenue avec 38 cycles de quantification (Cq). Au-dela de 38 cycles, I’ADN est considéré comme
détectable mais pas quantifiable. En considérant une efficacité d’extraction de 100 %, la détection d’un seul
ceuf (8 pug d’ADN) est donc théoriquement possible. La confirmation expérimentale a été apportée par la
détection d’un ceuf (Cq : 37,6), de dix ceufs (Cq: 34,0) et d’'un segment ovigere (Cq : 28,0), lorsqu’ils ont été
ajoutés a 500 mg de feces. La spécificité a été testée a partir d’ADN d’E. granulosus s.l. et de Taenia sp.
présents chez les canidés. Aucune des espéces de Taenia n’a pu étre amplifiée alors que E. equinus et E.
ortleppi ont pu I'étre trés tardivement. Ces deux espéces sont toutefois tres rares en Europe et ne sont
présentes que chez le chien et pas chez le renard. Cette technique de qPCR a été évaluée avec du matériel
biologique fourni par le LNR et constitué de 57 féces de renards prélevées dans le rectum lors de I'analyse de
I'intestin par SSCT (Umhang et al.,, 2011). Deux féces provenant des 28 intestins ayant fourni un résultat
négatif ont été détectés comme positifs en qPCR, alors que seuls trois feces provenant des 29 intestins ayant
fourni un résultat positif n’ont pu permettre une amplification. Toutefois, cela ne concernait que des féces
provenant d’intestins avec des faibles charges observées au LNR (5 vers non gravides, 15 et 20 vers gravides),
et de maniere non systématique, car des détections pour des charges de 1 a 14 vers ont pu étre observées.
Une corrélation significative a pu étre mise en évidence entre la charge parasitaire intestinale et la
concentration d’ADN quantifiée dans les feces, démontrant la pertinence de cette technique pour la détection
d’E. multilocularis dans les feces de renards. Des collectes de féces de renards ont été réalisées en vue de
comparer les prévalences fécales d’E. multilocularis par gPCR avec les prévalences obtenues dans les mémes
zones par SSCT. Les résultats négatifs obtenus pour 14 féces de renards polaires collectées au Danemark ont
confirmé son statut indemne supposé. La collecte de 50 feces dans deux cantons de Sadne-et-Loire considérés
comme étant en zone de faible endémie (prévalence SSCT : 1,4 %, 1Cqs: [0-3,2 %]) a abouti a une estimation
de la prévalence par copro-qPCR a 10,41 % (1Coss : [3,9-23,4 %]). En paralléle, la prévalence obtenue a partir de
50 feces provenant d’une zone de forte enzootie dans un canton du Jura (prévalence SSCT : 71,2 %, Cqgss : [59-
83%)) a été de 42 %, (ICqs: [27-57 %]). Les différences entre les prévalences obtenues par SSCT et par copro-
gPCR peuvent s’expliquer par des possibles variations au cours du temps (collecte de féces 2-3 ans apres
I’échantillonnage de renards) et/ou par la possibilité d’analyse de plusieurs féces provenant d’'un méme
renard (quatre des cing échantillons ayant fourni un résultat positif en Sadne-et-Loire étant agrégés, avec
moins d’un kilometre de distance entre eux). Toutefois, I’estimation de la prévalence par copro-gPCR permet
de confirmer sans équivoque les deux cantons de SaGne-et-Loire comme correspondant a une zone de faible
enzootie et le canton du Jura comme une zone de forte enzootie.

Cette approche, basée sur I'estimation de la contamination environnementale, s’avere plus adaptée pour
évaluer |'exposition des hotes intermédiaires et de ’homme que celle basée sur I'évaluation de la prévalence
d’infestation des populations vulpines, réalisée généralement a une plus large échelle spatiale et temporelle.
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Résultats et discussion :

Pour les deux départements témoins, 100 feces ont été sélectionnées de maniére aléatoire dans les zones de
prairies retenues pour les analyses alors que pour les quatre autres départements toutes les féces disponibles
ont été retenues. Quatre féces du département de la Cote d’Or ont été considérés comme inhibées en
I'absence d’amplification du contrdle interne malgré des dilutions au 1/10°™ et au 1/100°™ de I’ADN extrait. La
fréquence d’infestation des échantillons par le parasite dans les zones échantillonnées des deux départements
témoins a été estimée a 4,2 % en Cote d’Or et a 12,0 % dans le Doubs (Tableau 4). Trois des quatre feces ayant
fourni un résultat positif en Cote d’Or étaient regroupées dans la partie sud-ouest ou aucun renard infesté
n’avait été précédemment identifié alors que la quatrieme provenait d’une zone ou un renard infesté avait été
diagnostiqué (Figure 19a). Les féces du Doubs a résultats positifs étaient réparties a travers tout le
département, correspondant approximativement aux zones de plus fortes prévalences vulpines pour E.
multilocularis (Figure 19b). Les taux d’infestation dans les échantillons estimés par copro-qPCR plus faibles en
comparaison de ceux obtenus par analyse des intestins par SSCT peuvent s’expliquer par la nature de la matrice
biologique utilisée pour chacune des deux méthodes et par des périodes d’échantillonnage différentes.

Aucun échantillon n’a fourni de résultat positif dans les départements de I'Allier et de la Drome (Figure 19b et
d). Ces deux départements sont limitrophes de départements a statut inconnu ou a trés faible niveau
d’enzootie, avec des prévalences d’infestation intestinale chez le renard inférieures a 2 % (Combes et al. 2012).
Des taux d’infestation bien plus faibles ont été obtenus par copro-qPCR en comparaison avec les prévalences
obtenues dans ces mémes départements par SSCT malgré le fait d’avoir ciblé les zones de prairies ou il était
considéré que le parasite était plus présent. Cela souligne que s’il a été possible de détecter le parasite dans
deux départements, I'échantillonnage de convenance utilisé ne permet pas d’affirmer avec certitude que le
parasite est absent dans les départements oU aucun échantillon positif pour E. multilocularis n’a été identifié
par copro-gPCR. De futures études doivent y étre menées en tenant compte lors de I'échantillonnage des
faibles prévalences potentiellement attendues afin de préciser avec un meilleur degré de certitude la situation
épidémiologique de ces zones pour E. multilocularis.

Tableau 4: Taux d’infestation par E. multilocularis dans les féces de renards analysés par PCR temps réel pour les
échantillons des deux départements témoins et ceux des quatre départements, sans données antérieures relatives a la
présence du parasite.

Endemic control areas No previously investigated areas
Cote d'Or Doubs Hautes-Alpes Drome Allier Semne-
(21) (25) (05) (26) (03) Maritime
(76)
No. analyzed 100 100 120 72 112 85
Inhibited 4 0 0 0 0 0
No. E. 4 12 3 0 0 3
multilocularis
positive
E. multilocularis 4.2 % 12 % 25 % 0% 0 % 35 %
prevalence [1.1- [6.4— [0.5-7.1 %] [0.0— [0.0— [0.7—
(IC 95 %) 10.3 %] 20.0 %] 5.0 %] 3.2] 10.0]

L'ADN d’E. multilocularis a été identifié dans trois feces des Hautes-Alpes (2,5 %) et de la Seine-Maritime
(3,5 %) (Tableau 4, Figure 19c et d). La mise en évidence du parasite pour la premiére fois en Seine-Maritime
était attendue en raison de sa présence dans les départements limitrophes de la Somme, de I'Oise et du
Calvados, ou la prévalence de I'infestation chez le renard est d’environ 10 % (Combes et al., 2012). Par contre,
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I'identification de féces a résultats positifs pour E. multilocularis dans les Hautes-Alpes repousse plus au sud la
limite de la zone d’enzootie connue en France, précédemment située dans le foyer historique du Cantal (Petavy
and Deblock, 1983; Rey et al., 1977) et au sud de I'lsére (Combes et al., 2012). Si le taux d’infestation obtenu
par copro-gPCR dans les échantillons des Hautes-Alpes est faible, cela est concordant avec le faible niveau
d’enzootie des départements avoisinants.

La limite sud de la zone d’enzootie d’E. multilocularis en Europe est considérée comme stable, au moins en
Suisse et en ltalie (Conraths and Deplazes, 2015). Guerra et al. (2014) ont proposé que I'absence de M. arvalis
au-dela de cette limite constitue un facteur limitant pour la dispersion du parasite dans les Alpes. L’échantillon
a résultat positif collecté au nord-ouest des Hautes-Alpes est situé dans une zone ou une expansion
géographique d’Arvicola terrestris a été observée durant les 25 dernieres années (Halliez et al., 2015). Cette
espece de rongeur est connue pour jouer également un role clé dans la transmission d’E. multilocularis dans les
zones de forte enzootie de I'Est de la France (Houin, Deniau, and Liance, 1980; Viel et al., 1999). M. arvalis est
présent dans la partie nord-est du département ol a été collecté le second échantillon a résultat positif.
Néanmoins, ces especes de rongeurs prairiaux ne sont pas présentes dans le sud du département ou le
troisieme échantillon a résultat positif a été identifié. Dans cette partie du département, seul Microtus
duodecimcostatus est considéré comme une espéce de rongeurs de prairies sensible a E. multilocularis.
Cependant, comme dans la partie nord du département, des rongeurs forestiers tels que Myodes glareolus,
Microtus multiplex et Apodemus sp. sont également des hoétes intermédiaires potentiels d’E. multilocularis
(Quere and Le Louarn, 2011), en plus des marmottes (Callait, 2003). Toutefois, en raison du climat
méditerranéen chaud et sec, la survie des ceufs d’E. multilocularis pourrait constituer un facteur plus limitant
pour le maintien du cycle parasitaire.

27
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Figure 19 : Localisation des féces de renards collectées dans les six départements échantillonnés (cercle vert si négatif en
gPCR pour E. multilocularis, cercle rouge si positif) dans le contexte des départements limitrophes enzootiques (triangle
rouge pour renard ayant fourni un résultat positif, triangle vert pour renard ayant fourni un résultat négatif) d’apres
Combes et al. (2012). a Les deux départements témoins de la Cote d’Or (21) et du Doubs (25). b Département de I'Allier
(03). c Département de la Seine-Maritime (76). d Départements de la Dréme (26) et des Hautes-Alpes (05).
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Cette étude rétrospective compléte les données de surveillance d’E. multilocularis précédemment obtenues en
France (Combes et al.,, 2012; Combes et al., 2013; Umhang et al., 2013b) et confirme non seulement une
expansion vers |'ouest mais aussi vers le sud de la zone d’enzootie connue. Deux nouveaux départements
enzootiques ont été mis en évidence, apportant également la preuve que le parasite y était présent des le
début des années 2000. Cette période est cohérente avec celle supposée de la colonisation du nord et de
I'ouest de la France il y a plusieurs décennies déduites d’une analyse par microsatellite EmsB (Umhang et al.,
2014d) (cf. 5.2.1). Face a I'observation de I'expansion d’E. multilocularis en France et au risque zoonotique
associé, il apparait indispensable de poursuivre la surveillance afin de pouvoir connaitre la zone d’enzootie
réelle du parasite en France. Actuellement, le statut pour E. multilocularis est inconnu pour environ 40 des 96
départements frangais. Ces derniers sont a défaut généralement considérés comme indemnes bien que
certains soient limitrophes de départements endémiques. L’absence de données disponibles dans ces zones a
pour conséquence une absence d’informations et de mesures préventives contre I'échinococcose alvéolaire a
destination de la population mais aussi du secteur vétérinaire et médical.

L’expansion du parasite constatée dans les autres pays européens (Duscher et al., 2006; Karamon et al., 2014;
Romig et al., 1999) démontre le besoin de mise en place d’'un programme de surveillance a large échelle avec
un protocole standardisé. Dans cette optique, cette étude démontre que |'utilisation de féces de renards pour
analyse par copro-qPCR a prouvé son efficacité pour identifier de nouvelles zones d’enzootie méme avec des
prévalences supposées faibles. L'utilisation d’une méthode non-invasive témoignant de la contamination
environnementale a laquelle est exposé I’homme peut constituer un argument solide pour convaincre les
décideurs. Cette approche peut sembler plus acceptable pour la population que d’abattre des renards.

5.2. Apport de I'épidémiologie moléculaire pour E. multilocularis

Le développement des outils moléculaires a permis des applications directes au diagnostic de I'infestation par
E. multilocularis, en facilitant Iidentification des trois stades parasitaires (ceuf, métacestode, ver).
L’augmentation des données moléculaires obtenues par différentes méthodes a démontré de trés faibles
variations génétiques au sein d’E. multilocularis (Bowles et al., 1992; Bowles, Blair, and McManus, 1995; Haag
et al., 1997; McManus, 2006). Cela contraste notamment avec la trés grande hétérogénéité constatée au
niveau du panel d’hétes intermédiaires et définitifs connus. L’exploration de la diversité génétique nécessitait
donc le développement d’un outil moléculaire plus discriminant afin de pouvoir dépasser le stade de la simple
diagnose d’espece et de bénéficier des apports de I'épidémiologie moléculaire. Dans cette optique, la
recherche de séquences microsatellites menée par I'UFC et le CHU de Besangon a permis de caractériser le
microsatellite multilocus EmsB en 2006 (Encart 3). Les premieres années, seule I'équipe de Besancon réalisait
les analyses basées sur ce microsatellite. Par la suite, quelques équipes européennes (Italie et Allemagne) ont
réalisé ponctuellement des analyses a I'aide de ce marqueur. A partir de 2010, la réalisation des analyses a été
transférée de Besangon au LNR en raison de I'impossibilité pour Besangon de disposer d’un séquenceur pour
réaliser de I'analyse de fragments et de la volonté du LNR de disposer de cette méthode. La disponibilité de cet
outil au LNR a facilité la mise en place d’analyses a finalité épidémiologique. La collaboration étroite avec
Besangon et le statut de quasi-monopole pour ce type d’analyse a conduit le LNR a I'analyses d’échantillons
d’origines géographiques trés diverses, ce qui a permis d’une part d’étoffer la collection de profils EmsB et
d’autre part de progresser dans la compréhension de I'épidémiologie de linfestation par le parasite,
notamment concernant son expansion récente constatée en Europe.
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Encart 3 : Caractérisation et utilisation du microsatellite EmsB

Valot B., Knapp J., Umhang G., Grenouillet F., Millon L. (2015) Genomic characterization of EmsB microsatellite loci in
Echinococcus multilocularis. Infection, Genetics and Evolution, 32, 338-341.

La recherche de séquences microsatellites a partir d’une librairie de fragments d’ADN génomique de
protoscolex d’E. granulosus s.s. menée par I'UFC a permis d’identifier plusieurs microsatellites dont EmsB, qui a
présenté un polymorphisme trés important (Bart et al., 2006a). L'utilisation de ce microsatellite a démontré
une trés bonne reproductibilité, répétabilité, sensibilité et spécificité et ce marqueur a manifesté une tres
faible variabilité dans le temps (Knapp et al., 2007). La récente publication du génome d’E. multilocularis a
offert la possibilité au CHU de Besangon en collaboration avec le LNR d’explorer plusieurs années aprés la
structure de ce microsatellite (Valot et al., 2015). 40 copies du microsatellite (39 complétes et une partielle) ont
été décrites, toutes localisées sur le chromosome 5 et réparties dans deux répétitions en tandem (Figure 20).
Le génotypage de la souche JAVA ayant servi au séquencgage du génome complet d’E. multilocularis a permis de
vérifier que la hauteur des pics était en relation avec le nombre de copies. La caractérisation de la structure
génétique du microsatellite EmsB obtenue dans cette étude laisse entrevoir des possibilités d’optimisation
méthodologique de I'utilisation de cet outil. Ainsi, en vue d’'une démocratisation de son utilisation, il apparait
désormais plus simple d’obtenir une construction synthétique de ce microsatellite permettant de servir de
témoin dans d’autres laboratoires et de calibrer les analyses, tant 'amplification par PCR que la migration sur le
séguenceur.

( Chromosome 5 | )

12475260, 8691322 8701885

8648663 8666569’

Figure 20 : Structure des microsatellites EmsB chez E. multilocularis ou chaque fleche indique la présence d’une copie du microsatellite et
les traits entre les fleches correspondent a la séquence conservée entre les microsatellites.

Le profil EmsB généré est caractérisé par la taille de chaque pic et par le nombre de copies amplifiées (hauteur
des pics). Une normalisation des profils permet de s’affranchir de la quantité d’ADN utilisée en retirant les pics
dont la hauteur est <10 % du pic le plus grand et en divisant ensuite la hauteur de chacun des pics restants par
la somme de la hauteur de tous les pics retenus. La distance euclidienne entre les profils de chaque échantillon
est calculée par la méthode des liens moyens et visualisée sur un dendrogramme. Une valeur seuil de distance
génétique (0,08) a été calculée a partir de la variation observée pour une méme souche, suite aux passages in
vivo successifs chez des gerbilles en laboratoire. Les échantillons ayant une distance génétique entre eux
inférieure a celle du seuil sont considérés comme appartenant au méme profil EmsB (ou génotype).

L'utilisation de panels d’échantillons provenant d’Alaska, Chine, Japon et d’Europe a permis de mettre en
évidence une discrimination au niveau continental (Bart et al., 2006a). De plus, la complexité du profil EmsB
rendait possible la discrimination des échantillons a I'échelle régionale et méme locale contrairement aux
autres microsatellites classiques pour E. multilocularis (Knapp et al., 2007; Knapp et al., 2008). Le fort pouvoir
discriminant du microsatellite (supérieur a la combinaison de dix microsatellites classiques) s’explique surtout
par la grande variation de taille des amplicons (209 a 253 pb) obtenus a partir de chaque copie, ce qui confére
la structure si particuliere des profils. Un polymorphisme corrélé a I'origine géographique a ainsi pu étre
observé indépendamment du type d’héte. De plus, la complexité du profil EmsB a rendu possible la
discrimination des échantillons a I’échelle continentale, régionale et méme locale, contrairement aux autres
microsatellites classiques pour E. multilocularis (Knapp et al., 2007; Knapp et al., 2008). La dispersion spatiale et
temporelle d’E. multilocularis en Europe a été étudiée par le biais du microsatellite EmsB par Knapp et al.
(2009a). Le foyer historique au nord de I’arc alpin (Suisse, nord de I’Autriche, sud de I’'Allemagne, ouest de la
République Tchéque) a présenté la plus grande diversité et la plus grande richesse génétique en comparaison
aux zones périphériques étudiées (Ardennes, Pologne et Slovénie). Un systeme fle-continent de transmission
du parasite a été décrit avec une dispersion des profils EmsB gouvernée par des évenements fondateurs du
foyer historique vers les zones périphériques. Par la suite, I'observation de la faible diversité génétique d’E.
multilocularis en Hongrie a démontré son appartenance aux zones périphériques d’endémie, tout en
confirmant son lien avec le foyer historique européen (Casulli et al., 2009). A une échelle plus régionale,
I’'absence de correspondance entre les génotypes observés au nord de I'ltalie avec ceux décrits en Europe
soutient I’'hypothese d’un foyer autochtone (Casulli et al., 2009). Cet argument génétique est renforcé par
I’enclavement des massifs ol les renards ont été échantillonnés. Ce microsatellite certes complexe apparait
actuellement comme le seul outil moléculaire disponible pour I'épidémiologie moléculaire d’E. multilocularis.
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5.2.1. Proposition d’un scénario spatio-temporel de I'expansion d’E. multilocularis en France

Umhang G., Knapp J., Hormaz V., Raoul F. & Boué F. (2014a) Using the genetics of Echinococcus multilocularis to trace the history of
expansion from an endemic area. Infection, Genetics and Evolution, 22, 142-149.

Introduction :

A I'image de I'Europe, une expansion vers I'ouest de la zone d’endémie d’E. multilocularis a été constatée en
France (Combes et al., 2012; Combes et al., 2013). Dans ce contexte, la réalisation d’une étude d’épidémiologie
moléculaire basée sur I'utilisation du microsatellite EmsB apparaissait trés pertinente pour la compréhension
de ce phénomene d’expansion. Cet outil moléculaire avait permis précédemment de décrire la transmission du
parasite en Europe sur la base d’un systéme fle-continent régi par des événements fondateurs dans les zones
périphériques en provenance du foyer historique (encart 3 et Knapp et al., 2009b). En France, I'utilité au niveau
local du microsatellite EmsB avait été vérifiée dans les Ardennes, mais les autres zones d’enzootie n’avaient
jamais été explorées. Une étude a donc été menée pour estimer la diversité génétique dans les zones
historiques d’enzootie ainsi que dans les zones nouvellement identifiées comme enzootiques afin de proposer
un scénario spatio-temporel de I’expansion d’E. multilocularis en France.

Matériels et méthodes :

Les échantillons d’ADNs nécessaires a I'étude ont été obtenus a partir des vers d’E. multilocularis qui ont été
envoyés au LNR par les LVD pour confirmation de l'infestation des renards dans le cadre de I'enquéte de
surveillance menée chez cette espéce par I'ELIZ, 'UFC et le LNR (Combes et al., 2012; Combes et al., 2013)
évoquée précédemment (cf. 5.1.2). Un maximum de cing vers par renard a été retenu. Le panel final a été
composé de 383 vers provenant de 128 renards, collectés entre 2007 et 2012 et provenant de 15
départements regroupés en cing zones (Figure 21).
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Figure 21 : Distribution a travers les cing zones des renards dont les vers ont été sélectionnés pour I’étude. La taille des
cercles est proportionnelle au nombre de vers analysés (1 a 5). Les départements échantillonnés sont identifiés par leur
numéro sur la carte de France encadrée.
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Figure 22 : (a) Electrophorégrammes des loci d’'EmsB pour les deux profils majoritaires P04 et P17. (b) Dendrogramme
construit a partir des données EmsB, ou les vers provenant d’un méme renard et avec le méme profil EmsB ont été

regroupés. Deux échantillons d’E. granulosus s.s. ont été utilisés comme outgroup. Les valeurs p sont indiquées en rouge et
ont été calculés avec 1000 répétitions.
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EmsB profiles

AREAS

Historical focus Lorraine Champagne-Ardennes MNarth Wiest Mo of worms Mo of départements

Jura Savoie  Doubs  Ain Moselle  Meurthe Aube  Ardennes Marne Nord  Som Oise Calvados  1lle-et- Manche {No of foxes) with the profile

{39) (73) (23) (1} (57} -t~ (10} 8) (31} (59} (80) 4} Vilaine (507

Moselle 135)
(34}
POl 5 1"
PO2 2 34 4 3
PO3 2 1=
PO 20 3 4 1 11 5 1 5 1 9
P05 4 2 a9 3
POG n 2 1 3
PO7 1 1=
POE 3 5 12 3
PO9 5 1 1 5 4 2 [}
o 12 1 2
P11 1 1 2
P12 1 1"
P13 [ 1"
P14 3 3 2 3
P15 2 1"
P16 [ (] 1 3
P17 36 1 9 13 2 5 1 2 1] 9
P18 22 1=
e 2 4 2=
F20 1 1 2
F21 1 1=
P22 46 1"
Mo of worms 142 (44) 9(3) 8(4) 26(8) 6720} 12(7 7(3) 8(2) 30(9) 44 2(2) 17(6) 4(12) 7 (3) 1(1)
(Mo of foxes) 185 (59) 79 (27) 45 (14) 23(12) 51(16)

Total of EmsB 13 (15,98) 10 {12.96) G (6) 5 (691} 6 (7.96)

5.13 382 465 297 25

(1-D)n=23

Tableau 5 : Détails de I’échantillonnage pour chacune des régions et départements. Les profils endémiques d’une seule

érisque.
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Résultats :

Au total, 22 profils EmsB différents ont été décrits, regroupant de un a 82 vers (Figure 22 et Tableau 5). En
paralléle, des courbes d’accumulation de profils ont été réalisées pour chacune des zones, démontrant que
I'asymptote était obtenue pour la Champagne-Ardenne et qu’elles y tendaient pour les autres régions. Cela
démontre que l'effort d’échantillonnage a été suffisant et est représentatif pour les différentes zones. Les
profils PO4 et P17 sont les plus représentés, regroupant 33,9 % des vers. Ce sont les deux seuls profils présents
dans les cing zones d’étude, a I'exception du nord, ou le profil P04 n’a pas été retrouvé. Deux profils (P08 et
P09) sont présents uniquement en Lorraine, Champagne-Ardenne et dans le nord, alors que six profils
seulement ont été détectés dans le foyer historique et une autre région : la Lorraine (P10, P11, P14), le nord
(P16) et I'ouest (P02, P20). Les douze autres profils ne sont retrouvés que dans une seule région et sont
généralement peu représentés. Un profil dominant est présent uniquement dans le nord (P08) et dans I'ouest
(P0O6), représentant respectivement 52,2 % et 59,5 % des vers de la zone concernée. A partir de la richesse en
profils de chacune des zones, I'extrapolation du nombre de profils attendus et I'estimation de la diversité
génétique (indice de Simpson a partir de la taille minimum échantillonnées de 23 vers) ont été calculées
(Tableau 5). Ces données suggerent une forte richesse de profils dans le foyer historique, une richesse
moyenne en Lorraine et une plus faible richesse dans I'ouest, le nord et la Champagne-Ardenne. Cela est
légerement différent concernant la diversité génétique qui est la plus élevée dans le foyer historique et
diminue progressivement en Champagne-Ardenne puis Lorraine pour atteindre les valeurs les plus faibles dans
le nord et I'ouest. L’analyse des assemblages de profils au sein de chaque région (diversité-p estimé par l'indice
de dissimilarité de Bray-Curtis) a été représentée sous la forme d’un dendrogramme (Figure 23). Le foyer
historique et la Lorraine (10 profils communs) sont regroupés, tout comme la Champagne-Ardenne (3 profils
communs) et le nord. Par contre, la région ouest est plus proche génétiquement du groupe formé par le foyer
historique et la Lorraine que de celui groupant les deux autres régions.

Tableau 6 : Nombre de profils observés et extrapolés ainsi que la diversité génétique (indice de Simspon calculée sur la base
de 23 vers, correspondant a la plus faible taille d’échantillon) pour chacune des régions.

Region No. of  No. of Total no. of profiles Simpson
worms observed  estimated (Jackknife 1st diversity
profiles order and std. error)
West 51 6 7.96 (1.39) 2.50
North 23 5 6.91 (1.35) 277
Champagne- 45 6 6.00 (NA) 4.65
Ardenne
Lorraine 79 10 12.96 (1.71) 3.82
Historical 185 13 15.98 (1.72) 513
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Figure 23 : Dendrogramme basé sur la distance génétique entre les assemblages de profils des différentes régions.
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Discussion :

Le statut du foyer historique d’endémie en France a été confirmé par I'observation de la plus forte diversité
génétique et de la plus grande richesse de profils. Les valeurs de ces deux parametres génétiques diminuent
des lors qu’on s’éloigne de cette région. La présence de profils dominants dans le nord et I'ouest témoigne de
la colonisation plus récente de ces deux régions. Néanmoins, bien que ces deux régions soient
géographiquement proches, elles n’apparaissent pas liées génétiquement, ce qui milite en faveur de
I’hypothese d’une colonisation de ces régions par deux processus différents et qui pourraient étre
contemporains vu leur diversité génétique similaire.

Sur la base de toutes ces données fournies par la génétique, il est possible de proposer un scénario spatio-
temporel de I'expansion d’E. multilocularis en France. A partir du foyer historique, I'expansion du parasite
aurait débuté par la Lorraine pour atteindre la Champagne-Ardenne et finalement le nord. Une deuxiéme
expansion a partir du foyer historique réalisée en parallele serait a I'origine de la présence du parasite dans
I'ouest (Figure 23). Néanmoins, la possibilité de la colonisation de la Lorraine, de la Champagne-Ardenne et du
nord par des renards infestés provenant des pays frontaliers notamment du sud de la Belgique et du nord de
I’Allemagne n’est pas a exclure. Si ces deux régions sont considérées comme enzootiques depuis les années
1990, les niveaux de prévalence chez le renard y sont faibles (Romig et al., 1999) et aucune donnée de profil
EmsB n’est disponible. L'échelle de temps associée a la dispersion du parasite d’une zone a une autre peut étre
évaluée grace au développement récent de modéles mathématiques. Des valeurs similaires de vitesse de
dispersion du parasite, autour de 3 km/an, ont été obtenues par des études menées en Allemagne et aux Pays-
Bas (Denzin et al., 2014; Takumi et al., 2008). L’identification dans I'ouest ou le nord du méme profil EmsB que
dans le foyer historique, distants de plusieurs centaines de kilomeétres, démontrent que la colonisation du
parasite est due a la migration de proche en proche de renards infestés il y a déja plusieurs décennies. La
détection tres récente du parasite dans le nord et I'ouest s’expliquerait alors par une recherche plus active du
parasite, qui était effectivement inexistantes auparavant, plutot que par une migration récente.

Si la diversité génétique présente dans les régions étudiées différe, la présence de profils communs démontre
les interconnections entre ces régions. La présence de ce gradient de diversité génétique et de profils communs
entre les zones sont similaires a ceux décrits au niveau continental, avec une transmission basée sur un
systeme ile-continent. La France fait partie intégrante de ce systéeme avec son foyer historique qui est rattaché
au foyer historique européen, les autres régions faisant figure de zones périphériques. Cing des profils (P01,
P03, P04, P08, P09) identifiés dans cette étude ont ainsi été identifiés précédemment en Europe (Knapp et al.,
2009a).

Les études de surveillance menée dans différents pays notamment en Europe sont désormais souvent
associées a I'exploration de la diversité génétique et participent ainsi a la multiplication des données de profils
EmsB. La mise en place d’une centralisation de ces données dans une base de données accessible
publiquement apparait nécessaire pour obtenir une vision la plus exacte possible de la transmission d’E.
multilocularis. En France, l'intégration totale d’une analyse d’épidémiologie moléculaire par le microsatellite
EmsB apparait indispensable dans la perspective de nouvelles études de surveillance dans les départements
échantillonnés précédemment et dans les départements périphériques, afin de mieux comprendre la
dynamique d’expansion d’E. multilocularis a travers toutes les zones d’endémies actuellement identifiées.
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Figure 24 : Distribution des deux profils majoritaires P04 et P17. En rouge est indiqué la succession des étapes d’expansion
d’E. multilocularis a travers les différentes régions.

5.2.2. Analyse de la diversité génétique d’'E. multilocularis en Suede et au Danemark

Knapp J., Umhang G., Enemark L.H., , Juremalm M., Agren E., Al-Sabi M. N.S, Wahlstrom Helene. Genetic diversity of Echinococcus
multilocularis in red foxes from two Scandinavian countries: Denmark and Sweden. In preparation.

Introduction :

Au cours des derniéres décennies, une expansion d’E. multilocularis de I'Europe centrale vers les pays voisins a
été décrite (Romig, 2009). Le parasite a notamment été identifié dans des pays scandinaves, le Danemark puis
la Suéde. Au Danemark, la premiére mise en évidence du parasite a été réalisée en 2000 (Saeed et al., 2006),
mais une surveillance n’a été mise en place qu’a partir de 2011 (Enemark et al., 2013). Des renards infestés ont
été identifiés jusqu’a présent dans trois zones : la périphérie de Copenhague (2000), Hojer, (2011) et Grinsted
(2014) (Wahlstrom et al., 2015). La surveillance d’E. multilocularis a été initiée en Suede dés 2000 a la suite de
la premiére détection au Danemark, puis a été intensifiée lorsque le premier cas d’infestation vulpine fut
découvert en 2011 (Wahlstrom et al., 2011; Wahlstrom et al., 2012). Actuellement le parasite a été identifié
dans quatre régions en Suede : Vastra Gotaland, Sédermanland, Dalarna and Kronoberg (Miller et al., 2016;
Wahlstrom et al., 2011). La prévalence de l'infestation dans la population vulpine a I’échelle nationale en Suede
et au Danemark demeure faible, avec respectivement environ 0,1 % et 1 % (Wahlstrom et al., 2012; Wahlstrém
et al., 2015).Toutefois, dans certaines régions la prévalence peut atteindre 1 % en Suéde et jusqu’a 30 % au
Danemark. Il est actuellement impossible de savoir si la présence du parasite dans ces deux pays est ancienne
ou si celui-ci n’a été que nouvellement introduit et si donc une évolution de sa présence pourrait impacter
I’exposition humaine. Le génotypage par microsatellite EmsB a ainsi été choisi afin de tenter de mieux explorer
la dynamique de la présence du parasite dans ces deux pays en se basant sur les précédentes études réalisées
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en Europe (Casulli et al., 2009; Casulli et al., 2010; Knapp et al., 2008; Knapp et al., 2009b; Knapp et al., 2012;
Umhang et al., 2014d).

Matériel et méthodes :

Des vers d’E. multilocularis isolés lors d’analyses par SCT (Eckert et al. 2001) a partir d’intestins de 9 renards
collectés entre 2012 et 2014 dans le cadre de la surveillance au Danemark ont été utilisés. Pour la Suéde, les
vers des 7 renards trouvés infestés par E. multilocularis de 2011 a 2013 ont été inclus dans cette étude. Pour
chacun des renards un minimum de cing vers a été sélectionné pour le génotypage par EmsB réalisé
classiquement par le LNR (Knapp et al., 2007; Umhang et al., 2014d). Une collection européenne de référence a
été utilisée pour réaliser les comparaisons avec les profils obtenus des vers provenant de Suede et du
Danemark. Cette collection était constituée de 1058 vers isolés a partir de 269 renards isolés en France
(nombre de vers = 566; nombre de renards= 162), Suisse (84; 19), Allemagne (87; 18), Autriche (98; 22),
Slovaquie (63; 14), Pologne (94; 20) et République Tcheque (66; 14) (Knapp et al., 2007; Knapp et al., 2008;
Knapp et al., 2009a; Umhang et al., 2014d). Les analyses de raréfaction et de richesse ainsi que d’estimation de
la diversité génétique ont été réalisées comme précédemment par Knapp et al. (2009a).

Tableau 7 : Description des échantillons d’E . multilocularis analysés provenant du Danemark et de Suéede ainsi que des
profils EmsB obtenus. H: Hgjer; G: Grindsted; VG: Vastra Gotaland, D: Dalarna, S: Sédermanland.

Pays Province , Anrlwée Code du Profils EmsB
d'échantillonnage renard (nombre de vers)

Danemark H 2012 DK1H P4(1)
Danemark H 2012 DK2H P4(4)
Danemark H 2012 DK3H P4(2)
Danemark H 2013 DK4H P4(3)
Danemark H 2013 DK5H P4(5)
Danemark H 2013 DK6H P4(5)
Danemark H 2014 DK7H P4(6)
Danemark G 2013 DK8G P1(6)
Danemark G 2014 DK9G P5(6)
Suéde VG 2010 SE1VG P6(5)
Suéde VG 2011 SE2VG P6(1)
Suéde VG 2012 SE3VG P6(7)
Suéde VG 2012 SE4VG P6(2)

Suéde D 2011 SE5D P2(1); P3(2)

Suéde S 2011 SE6S P1(5); P2(2)
Suéde S 2013 SE7S P1(2)

Résultats :

Un total de 65 vers provenant de 16 renards ont pu étre génotypés : 38 vers provenant de neuf renard danois
et 27 vers provenant de sept renards suédois (Tableau 7). Pour le Danemark, seul un ver fut écarté car
fournissant un profil EmsB considéré comme aberrant, alors que sept vers provenant de deux renards le furent
pour la Suéde. A partir du dendrogramme (Figure 25), six profils EmsB différents ont pu étre décrits dont un
seul (P1) commun aux deux pays (13 vers provenant de deux renards de Suede et d’un du Danemark). Au
Danemark, trois profils EmsB différents ont été identifiés. Tous les 26 vers échantillonnés sur les 7 renards de la
région de Hojer présentant le méme profil (P4). Deux profils différents (P1 et P5) ont été retrouvés pour la
région de Grinsted. En Suede, quatre profils EmsB différents ont été décrits. Tous les vers des quatre renards
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échantillonnés dans la région de Vastra Gotaland présentaient le méme profil (P6). Les profils P1 et P2 furent
identifiés pour respectivement sept et deux vers provenant de deux renards prélevés dans la région de
Sodermanland. Les profils EmsB P2 et P3 ont été obtenus pour respectivement un et deux vers du méme
renard originaire de la région de Dalarna.

Tous les six profils EmsB identifiés dans cette étude correspondaient a des profils précédemment décrits en
Europe (Tableau 8). Les profils européens G05, GO7 et G23 (Knapp et al., 2009a) correspondant respectivement
aux profils P2, P3 et P4 décrits dans cette étude sont trois des plus importants profils en Europe, représentant
42,9 % du panel de la collection. La courbe de raréfaction obtenue pour la Suéde et le Danemark atteint un
plateau signifiant qu’un nombre suffisant de vers a été analysés pour décrire correctement la diversité
génétique exprimée par le nombre de profils EmsB. Ces résultats sont cohérents avec les analyses d’estimation
de richesse qui indiquent exactement le nombre de profils observés dans chacun des deux pays.
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Figure 25: Dendrogramme construit a partir des données EmsB des vers provenant de Suede et du Danemark. Deux
échantillons d’E. granulosus s.s. ont été utilisés comme outgroup. Les valeurs p sont indiquées en rouge et ont été calculés
avec 1000 répétitions.

Tableau 8 : Comparaison des profils EmsB identifiés chez les vers provenant de Suéde et du Danemark avec ceux
précédemment identifiés en Europe. A : Allemagne, F: France, PL: Pologne, RT : République Tcheque, SL : Slovénie, SW :
Suisse.

Versissus des Vers issus des
Correspondance avec la

) renards de renards du . s .
Profil R collection de référence Origine des
Suede Danemark ,
EmsB européenne correspondances
(nombre de (nombre de
(nombre de renards)
renards) renards)
P1 7(2) 6 (1) 88 (28) Europe sauf SW
P2 3(2) 0 (0) 45(26) Europe sauf SW, SL
P3 5(2) 0 (0) 130 (45) Europe
P4 0(0) 26 (7) 148 (64) Europe
P5 0(0) 6 (1) 48 (24) F, A, RT
P6 15 (4) 0 (0) 121 (50) Europe sauf PL
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Discussion :

L'identification de six profils EmsB précédemment identifiés dans des pays européens (Knapp et al., 2007;
Knapp et al., 2009a; Umhang et al., 2014d) suggére un lien épidémiologique entre la Suede et le Danemark
avec le foyer historique européen. Ce résultat ne peut toutefois pas attester avec certitude de I'ancienneté ou
du caractere récent de la présence du parasite dans ces pays, méme si le faible nombre de profils identifiés en
Suede et au Danemark s’apparente aux situations observées dans des zones nouvellement identifiées comme
enzootiques (Knapp et al., 2009a; Umhang et al., 2014d). S’il s’agit d’une introduction récente, les facteurs de
risque les plus probables d’introduction seraient la migration de renards ou le déplacement de chiens par le
biais de voyages dans un pays d’enzootie. Au Danemark, aucune obligation de vermifugation des chiens
n’existe et la migration de renards en provenance de I'Europe n’est entravée par aucune barriere artificielle ou
naturelle. Au contraire en Suede, la migration de renards ne peut se réaliser qu’en provenance de la Norvege et
de la Finlande qui sont deux pays ou E. multilocularis est considéré absent (Oksanen et al., 2016). Par contre,
I'obligation de vermifugation des chiens a I'entrée en Suede est moins stricte depuis 1995 et le risque
d’introduction d’E. multilocularis par des chiens infestés est considéré comme ayant augmenté (Wahlstrom et
al., 2011). Uidentification d’un seul profil commun entre la Suéde et le Danemark suggére que la présence du
parasite dans ces deux pays ne peut étre expliquée que par la transmission de I'un a I'autre méme si une
connexion potentielle n’est pas a exclure. Au niveau national, des profils généralement différents sont
identifiés dans chaque région laissant penser a I'absence de connexion des foyers. La poursuite de ces analyses
d’épidémiologie moléculaire dans le cadre de la surveillance du parasite chez le renard dans ces deux pays
apparait nécessaire afin d’améliorer la compréhension de la situation épidémiologique.

5.2.3. Exploration par la génétique des origines de I'expansion d’E. multilocularis en Pologne

Umbhang G., Karamon J., Hormaz V., Knapp J., Cencek T. & Boué F. Investigation of genetic diversity of Echinococcus multilocularis by
EmsB microsatellite through low to high endemic provinces of Poland. Infection, Genetics and Evolution, In press.

Introduction :

Le premier cas vulpin décrit d’infestation par E. multilocularis en Pologne a été observé en 1994 (Malczewski et
al., 1995). Une premiere étude de surveillance s’en est suivie de 1995 a 2000 sur 10 des 16 provinces du pays,
aboutissant a la mise en évidence de taux de prévalence compris entre 0 et 7,3 % en fonction des provinces, a
I’exception des 18 % de renards infectés dans la province de Warminsko-Mazurskie (WM) au nord-est du pays
(Machnicka-Rowinska et al., 2002; Malczewski, Gawor, and Malczewska, 2008; Ramisz et al., 1997; Rocki,
Malczewski, and Eckert, 1999). Au cours des années 2000, la prévalence vulpine du parasite a augmenté dans
toutes les provinces jusqu’a y atteindre plus de 35 % dans certaines d’entre elles (Borecka et al., 2007; Borecka
et al., 2008; Karamon et al., 2011; Pacon et al., 2006). Une étude dans le cadre de la surveillance nationale mise
en place de 2009 a 2013 a mis en évidence la présence du parasite dans 15 des 16 provinces polonaises avec
des valeurs de prévalence comprises entre 2 et 50 % (Karamon et al., 2014). Toutefois, il apparait une nette
différence de la présence du parasite au niveau géographique avec des provinces de faible enzootie a I'ouest
(de 2 a 5,7 %) et de forte enzootie a 'est (11,8 a 50,0 %). Depuis, les fortes valeurs de prévalence atteintes a
I’est suite a une forte augmentation se sont maintenues alors que le niveau d’enzootie commence a augmenter
lentement également a I'ouest (Karamon et al., 2015).

Cette évolution de la présence du parasite en Pologne nécessite une surveillance réguliere mais incite
également a tenter de I'expliquer. Seule une faible corrélation entre les niveaux de prévalence et la structure
paysagere (zone d’agriculture et forestieres) a pu étre obtenue (Karamon et al., 2014). Si la population de
renards a quadruplé durant les 10-15 derniéres années au niveau national, pouvant contribuer aux fortes
prévalences actuelles, cela ne peut pas étre retenu comme un facteur absolu car cela aurait d( impacter
indifféremment les provinces a I'est et a I'ouest. Afin de tenter de comprendre cette évolution de la présence
d’E. multilocularis en Pologne, la disponibilité d’'un panel de vers isolés chez des renards de tout le pays
constituait un échantillonnage de choix pour explorer la diversité génétique du parasite. Le microsatellite EmsB
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avait déja permis de comprendre la transmission fle-continent au niveau du foyer historique européen (Knapp
et al., 2009a), mais également de mieux comprendre I'expansion du parasite en France par la proposition d’un
scénario spatio-temporel (Umhang et al., 2014d) (cf. 5.2.1).
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Figure 26 : Localisation des différentes zones échantillonnées a travers la Pologne et leurs prévalences vulpines d’E.
multilocularis (d’aprés Karamon et al., 2014)

Matériel et méthodes :

La surveillance nationale d’E. multilocularis chez le renard réalisée de 2009 a 2013 (Karamon et al., 2014), a
permis d’isoler 301 vers provenant de 87 renards prélevés dans les 15 provinces enzootiques du pays. Un
maximum de cinq vers par renard a été pris en compte. Le faible nombre de renards infestés et donc de vers
disponibles dans les provinces faiblement enzootiques a nécessité de les regrouper afin d’obtenir un nombre

de vers et de renards estimé suffisant pour objectiver la diversité génétique présente tout en tenant compte de
la proximité géographique des provinces entre elles ainsi que d’un niveau d’enzootie similaire. Trois groupes
ont été créés: le groupe Nord-Ouest incluant les provinces de Zachodniopomorskie (ZP) et de Pomorskie PM, le
groupe Centre représentant les provinces Kujawsko-Pomorskie (KP), Wielkopolskie (WP), et le groupe Ouest
regroupant les provinces de Lubuskie (LB) et Dolnoslgskie (DS). Les neuf autres provinces du pays tddzkie (LD),
Slaskie (SL), Matopolskie (MP), Swietokrzyskie (SW), Podkarpackie (PK), Warmirisko-Mazurskie (WM),
Mazowieckie (MZ), Podlaskie (PD), and Lubelskie (LU) ont été considérées individuellement en raison d’un
nombre de vers élevé pour chacune d’entre elles (Figure 26).
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Le protocole d’analyse a été le méme que celui utilisé précédemment (Umhang et al., 2014d), (cf. 5.2.1).
L'ensemble des profils EmsB obtenus a partir des vers a permis la réalisation d’'un dendrogramme pour
déterminer le nombre de profils EmsB ainsi que le nombre de vers pour chacun des profils. Une comparaison
de chacun des profils EmsB identifiés en Pologne avec les échantillons précédemment génotypés en Europe a
été réalisée. La base de données européenne regroupait 1094 échantillons d’E. multilocularis : France (nombre
de vers = 592; nombre d’hotes définitifs ou intermédiaires = 177), Suisse (84; 19), Allemagne (87; 18), Autriche
(98; 22), Slovaquie (63; 14), Pologne (94; 20) et République Tcheque (66; 14), Estonie (10; 2) (Knapp et al.,
2007; Knapp et al., 2008; Knapp et al., 2009a; Laurimaa et al., 2015; Umhang et al., 2014d; Umhang et al.,
2016c). Les échantillons de Pologne précédemment génotypés ne concernaient que trois provinces situées
dans le nord de la Pologne (WM), et la chaine de montagnes des Tatras (MP et PK) (Knapp et al., 2009a).
L'effort d’échantillonnage dans chaque zone a été estimé par la réalisation de courbes d’accumulation. La
courbe atteignait I'asymptote quand I'échantillonnage était suffisant pour atteindre le nombre de profils EmsB
de la zone. Si I'asymptote n’était pas atteinte, alors I'estimation du nombre de profils théoriques par zone a été
évalué (Magurran, 2003). La diversité génétique (a) a été estimée a I'aide de I'indice de Simpson (1/D) en
tenant compte du nombre minimum de vers échantillonnés (n=29). L’analyse de la diversité B (partage de
profils EmsB entre zones) a été réalisée avec I'indice de dissimilarité de Bray-Curtis (Legendre and Legendre,
1998).
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Figure 27 : Dendrogramme construit a partir des données EmsB, ou les vers provenant d’'un méme renard et avec le méme
profil EmsB ont été regroupés et leur nombre représentés par des astérisques. Deux échantillons d’E. granulosus s.s. ont été
utilisés comme outgroup. Les valeurs p sont indiquées en rouge et ont été calculés avec 1000 répétitions.

Résultats :

L’analyse microsatellite des 301 vers a permis de décrire 29 profils EmsB différents, dénommés Pol01 a Pol29
(Figure 27). Les profils Pol02 a Pol17, représentant 24,9 % des vers sont exclusivement originaires de la moitié
Est du pays (provinces WM, Mz, PD, LU, PK, MP, SW and SL), alors que les profils Pol25, Pol27 et Pol28 (2,7 %
des vers) uniquement de la moitié ouest (groupe Nord-Ouest, Ouest et Centre) et les 10 autres profils (72,4 %
des vers) sont partagés entre les deux moitiés du pays (Tableau 9). Le profil Pol19 est le plus représenté avec
135 vers (44,9 % de I’échantillonnage quand les autres profils comptent de 1 a 9 vers), et il est présent dans
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I’ensemble des 8 zones. Ce profil Pol19 est dominant dans toutes les zones a I'exception de la province MP. Les
sept profils EmsB les plus représentés (au moins 10 vers : Pol01, Pol06, Pol10, Pol17, Pol19, Pol24, Pol29) sont
généralement partagés par des zones voisines et absent des autres.

Tableau 9 : Distribution du nombre de vers en fonction des profils EmsB et des zones d’échantillonnage.

Western half Eastern half Nb of
w C Nb of provinces
EmsB | N-W LD| WM PK PD MZ MP LU SW SL|worms with the
profile |ZP/PM LB/DS WP/KP foxes i
profile
PolO1 2 2 6 4 5 19 6 5
Pol02 5 5 1 1
Pol03 6 6 2 1
Pol04 1 1 1 1
PolO5 1 1 1 1
Pol06 8 5 2 2 17 5 4
Pol07 2 2 1 1
Pol08 5 1 6 3 2
Pol09 1 1 1
Pol10 4 3 4 2| 13 6 4
Pol1l 3 3 1 1
Pol12 1 1 1 1
Pol13 1 1 1 1
Pol14 1 1 1 1
Pol15 1 1 1 1
Pol16 1 1 1 1
Pol17 9 1 4 1 15 7 4
Pol18 2 2 4 2 2
Pol19 5 1 13 2| 17 16 24 20 21 11 5| 135 38 12
Pol20 1 1 2 2 2
Pol21 1 2 3 3 2
Pol22 1 1 2 2 2
Pol23 2 5 7 2 2
Pol24 5 5 2 12 3 3
Pol25 1 5 6 2 2
Pol26 5 5 1 1
Pol27 1 1 1 1
Pol28 1 1 1 1
Pol29 5 7 10 4 3] 29 8 5
“(;‘:CE’:: 14 18 17 13| 45 42 36 33 13 29 18 23| 301
goombre | 4 5 5 4|15 12 9 10 4 7 6 6
d“f;::fr”es 6 5 4 41 12 6 4 5 4 4 4 7

Dix-huit des 29 profils observés en Pologne avaient déja été identifiés en Europe, notamment dans les mémes
provinces du nord de la Pologne précédemment échantillonnées (Tableau 10). Les profils Pol08 et Pol23 sont
ceux qui ont le plus de correspondance avec les échantillons des différents pays européens mais ils ne sont que
peu représentés en Pologne. A I'inverse, le profil majoritaire polonais Pol29 n’a été identifié que dans trois pays
européens, dont déja la Pologne. Parmi les 11 profils de Pologne non précédemment identifiés, dix ne
concernent que quelques vers (1 a 6) ce qui confirme la faible fréquence de ces profils, alors que Pol01 (19
vers) est le troisieme profil le plus représenté en Pologne. Les six autres profils les plus représentés en Pologne
ont déja été précédemment décrits mais ne constituent pas des profils majeurs. Les huit profils EmsB
précédemment obtenus en Pologne en 2001-2005 (Knapp et al., 2009a) ont tous été a nouveau décrits en
2009-2013. Ces profils sont toujours globalement présents dans les mémes zones géographiques (nord ou sud
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du pays) sauf Pol18 qui est passé du nord au sud et Pol23 qui semble avoir disparu du nord tout en restant
présent au sud mais sans étre identifié dans la province PK comme précédemment. Le profil Pol19 est
désormais majoritaire alors qu’il était présent au nord et au sud mais n’était que faiblement représenté
auparavant.

Tableau 10 : Comparaison des profils EmsB obtenus en Pologne avec ceux précédemment identifiés en Europe.

European countries and Polish provinces animaux | Echantil-| Nombre de,vers
(DH/IH) -lons | dans cette étude
Pol01 aucun / / 19
Pol02 France 5 8 5
Pol03 aucun / / 6
PolO4 France 4 6 1
Pol05 aucun / / 1
Pol0O6 Suisse, Pologne (PK), France 5 11 17
Pol07 France 2 2 2
Pol08 France, Autriche, République Tchéq.ue, Allemagne, Pologne 61 126 6
(PK), Slovaquie
Pol09 aucun / / 1
Pol10 France 12 18 13
Pol11 aucun / / 3
Pol12 aucun / / 1
Pol13 aucun / / 1
Pol14 France 1 1 1
Pol15 France, POL (WM, PM) 7 18 1
Poll6 France, République Tcheque, Suisse 13 20 1
Pol17 France, Suisse, Pologne (PM, WM), Estonie, République 16 33 15
Tcheque
Pol18 Pologne (PM), Estonie 2 4 4
Pol19 France, Estonie, Pologne (PM, WM, PK) 17 44 135
Pol20 France, Estonie 4 10 2
Pol21 France, Estonie, AIIeFr:j;g)gs;F({s\E)l\L;Il?lFi’?\:;e Tchéque, Autriche, 15 33 3
Pol22 aucun / / 2
Pol23 Autriche, RésgIl:;lig?}ie(x:ﬂé'qpuz,PS“L/Jli)slssel,of/;aqnucie;, Allemagne, 32 94 7
Pol24 France 3 7 12
Pol25 aucun / / 6
Pol26 France 6 12 5
Pol27 aucun / / 1
Pol28 aucun / / 1
Pol29 Slovaquie, France, Allemagne 19 31 29

70



Le nombre de profils observés est généralement en accord avec les estimations de richesse de profils et les
courbes d’accumulation (Tableau 11), permettant de considérer comme correct I’échantillonnage des vers pour
I’évaluation de la diversité génétique par le microsatellite EmsB, a I’exception des provinces du Nord-Ouest et
WM. La différence entre le nombre de profils observés et estimés pour ces deux zones étant forte, il serait
nécessaire de disposer d’un nombre de vers supérieur pour une estimation plus juste de la diversité génétique.
A partir des différentes zones, quatre groupes différents émergent du dendrogramme obtenu par analyse de la
diversité B (Figure 28). Le premier groupe est composé des provinces du sud (MP, LD, SL), le second de celles de
I'ouest (groupe Ouest et Nord-Ouest), le troisieme de celles du nord-est (PD, MZ, LU, WM) et le quatriéme
regroupe les provinces du Centre et du sud (PK, SW). Les deux derniers groupes sont trés proches alors que les
deux autres sont génétiquement plus éloignés des deux autres et entre eux. Un gradient de diversité génétique
peut étre observé a l'intérieur de ces groupes avec généralement des valeurs plus élevées pour les provinces
frontalieres et plus faible pour celles a I'intérieur du pays.

Tableau 11 : Index de diversité génétique et nombre de profils EmsB observés et estimés dans chacune des zones.

Areas or No. of No. of No. of Index of
provinces worms observed profiles genetic
profiles estimated diversity
(std. error)
North-West 14 6 9.7 (1.9) 3.6
West 18 5 5.9 (0.9) 3.8
PK 42 6 7.0 (1.0) 3.5
SW 18 4 4.9 (0.9) 2.3
Center 17 4 5.9 (1.3) 1.7
SL 23 7 8.0 (1.0) 5.0
LD 29 4 5.0 (1.0) 2.8
MP 13 4 4.9(0.9) 33
WM 45 12 17.9 (2.4) 4.2
MZ 33 5 6.9 (1.4) 2.3
PD 36 4 4 (NA) 2.1
LU 29 4 5.0(1.0) 1.8
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Figure 28 : Dendrogramme basé sur la distance génétique entre les assemblages de profils des différentes régions.
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Discussion :

L’association du génotypage par EmsB a la surveillance d’E. multilocularis a déja démontré qu’elle permettait
d’obtenir des informations épidémiologiques pertinentes quant a dynamique de la circulation et de I'expansion
au sein de pays européens (Casulli et al., 2009; Casulli et al., 2010; Umhang et al., 2014d). Le partage avec
I’'Europe de 18 des 29 profils observés en Pologne confirme a nouveau I'appartenance de la Pologne au foyer
d’E. multilocularis d’Europe centrale (Knapp et al., 2009a). La précédente étude a I'échelle nationale ayant
permis d’analyser la diversité génétique du parasite par le microsatellite EmsB avait déja été réalisée dans un
pays de I'Europe de I'Est, la Hongrie, et avait mis en évidence 14 profils EmsB (Casulli et al., 2010). Un profil
dominant avait également été identifié (regroupant 55,5 % des vers) mais différent du Pol29. La présence d’un
profil dominant pourtant peu représenté en zone historique d’enzootie européenne confirme le statut de la
Pologne comme zone périphérique dans le systeme de transmission fle-continent d’E. multilocularis en Europe
(Knapp et al., 2009a). L’existence d’un unique profil dominant rarement identifié ailleurs peut étre expliquée
par un événement fondateur lorsqu’un profil parasitaire envahit un nouveau territoire (Templeton, 2008).

Ce profil n’était pourtant dominant que dans une seule des trois provinces précédemment étudiées. Entre-
temps, la prévalence vulpine d’infestation par E. multilocularis a fortement augmenté dans les provinces MP et
PK, passant respectivement de 0,6 % a 28,6 % et de 7,2 % a 47,2 % (Karamon et al., 2014). La poursuite du
génotypage par EmsB dans le cadre de la surveillance du parasite en Pologne apparait utile pour étudier la
progression du parasite en observant I'évolution de la distribution des profils EmsB et notamment le profil
Pol19 devenu majoritaire. La distribution des six autres profils majoritaires démontre que chaque profil n’est
pas dispersé a travers tout le pays mais présent que dans des provinces voisines, soulignant leurs connexions.
La distance géographique n’est considérée que comme un facteur mineur parmi ceux susceptible d’intervenir
dans la distribution génétique du parasite (Casulli et al., 2010; Knapp et al., 2009a). La distribution
préférentielle des profils EmsB démontre un rdle écologique important du renard dans la dispersion du parasite
car elle résulte de la dispersion des renards infestés. L'étude des facteurs climatiques (pluviométrie annuelle)
et paysagers (proportions de zones forestiéres et agraires) avait démontré séparément leur absence de relation
avec la différence de prévalence d’infestation du renard par E. multilocularis observée entre les deux moitiés
du pays (Karamon et al.,, 2014), démontrant la nécessité d'une approche multifactorielle pour la
compréhension des facteurs de risque de transmission du parasite.

Les connexions préférentielles entre certaines provinces voisines sont également mises en évidence par les
guatre groupes du dendrogramme. Si des connexions peuvent également exister entre des provinces en dehors
de ces groupes, elles semblent toutefois d’'une importance moindre. Le gradient de diversité génétique observé
dans ces groupes tend a montrer une influence des pays voisins, soulignant des influences multiples pour la
circulation du parasite en Pologne. Les profils EmsB disponibles dans les pays voisins (Allemagne, République
Tchéque, Slovaquie) ont été retrouvés dans les provinces frontalieres correspondantes, tendant a confirmer ces
influences étrangéres. Les niveaux de prévalence dans ces pays frontaliers sont tres variables et il en résulte
donc des pressions d’infestation différentes, pouvant contribuer a expliquer les différences de prévalence en
Pologne. Les faibles prévalences observées a I'ouest du pays coincident avec celles observées au nord de
I’Allemagne. L’absence de données de prévalence parasitaire dans les autres pays frontaliers (Biélorussie,
Ukraine, République Tchéque et Russie baltique), a I'exception de la Lituanie et de la Slovaquie (Oksanen et al.,
2016), empéche de préciser l'influence de ces pays, bien qu’il soit généralement supposé I'existence d’une
forte prévalence. Toutefois une analogie peut étre faite avec la récente analyse d’haplotypes de génes
mitochondriaux (cob, cox1, nad2) réalisée en Pologne (Karamon et al., 2017). Parmi les 15 haplotypes observés,
un haplotype dominant est également présent a travers tout le pays, avec aussi une observation de I'influence
probable des pays voisins a I’est et a I'ouest. Ainsi, un haplotype du clade asiatique a été plusieurs fois identifié
dans le nord-est du pays, reflétant la réalité d’'une expansion depuis I’Asie vers I'Europe comme le souligne
également l'identification d’haplotypes asiatiques en Russie Occidentale (Konyaev et al., 2013). Le manque de
données de profils EmsB provenant des pays d’Europe de I'est est tres préjudiciable a la compréhension globale
du foyer d’E. multilocularis d’Europe centrale alors que I’'hypothése de sa connexion avec les zones enzootiques
de I'Ex-URSS avait déja été posée il y a 30 ans (Frank, 1987). L’accumulation dans la base de données actuelle
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de nouveaux échantillons provenant des pays de I'Europe de I'est apparait comme la prochaine étape dans les
études d’épidémiologie moléculaire pour la compréhension de la dispersion du parasite en Europe et la
potentielle prédiction des futures expansions.
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6. Surveillance et épidémiologie moléculaire d’E. granulosus sensu
lato

L’absence pendant prés de vingt ans de données épidémiologiques concernant E. granulosus en France ans
justifiait la mise en place d’études de surveillance par le LNR. L’évolution de la taxonomie du complexe
d’espéces E. granulosus s.l. et la maitrise des outils moléculaires de diagnostic permettaient de pouvoir obtenir
plus d’informations sur les différents cycles parasitaires assurant le maintien supposé du parasite en France.
Les résultats intéressants des premiéres enquétes régionales réalisées a mon initiative ont permis d’aboutir a la
mise en place d’une surveillance nationale du parasite en abattoir pendant un an. L’expertise épidémiologique
et moléculaire du LNR acquises au cours de ces études a permis d’initier des collaborations internationales
dans des zones d’hyper-endémie en Europe et en Afrique du Nord. Enfin, des travaux ont été réalisés afin de
disposer d’un nouvel outil d’épidémiologie moléculaire permettant d’approfondir les informations acquises par
une investigation plus fine de la diversité génétique.

6.1. Surveillance et caractérisation d’E. granulosus sensu lato en France

6.1.1. Introduction : contexte épidémiologique

Historiqguement présent a travers toute la France, E. granulosus était d’abord confiné aux zones rurales
d’élevage ou la présence de chiens errants et la mauvaise gestion des visceres ainsi que la transhumance dans
certaines régions ont permis le maintien du cycle parasitaire. Dans les années 1970-1980, la présence du
parasite s’est ensuite étendue également en zone péri-urbaine et urbaine notamment en raison des coutumes
d’abattage rituel hors abattoirs (Soule, 1994). Ces opportunités accrues de réalisation du cycle parasitaire ont
entrainé une augmentation des cas humains d’échinococcose kystique dans les foyers les plus importants du
sud-ouest, sud-est et de la Corse mais aussi dans d’autres régions telle que la région Parisienne ou des cas
isolés ont été signalés (Soule et al., 1989). Ainsi, I'incidence de I'échinococcose kystique, longtemps
uniquement considérée comme une zoonose d’importation en provenance des pays du pourtour
méditerranéen, a été estimée dans les années 1980 a 300 cas humains par an. Alors que 53 % avait pour
origine I’Afrique du Nord, plus de 37 % représentaient désormais des cas autochtones a la Corse et a la région
Provence-Alpes-Cote d’Azur (Soule, 1994).

Face a ces changements dans I'épidémiologie de linfestation par E. granulosus en France, une enquéte
nationale en abattoir a été menée en 1989 par le ministére de la santé (Direction Générale de la Santé), le
ministére de I'agriculture et de la forét (service vétérinaire de la DGAI) et le ministére de I'intérieur (Bureau de
la Prévention et de la Protection Sociale). Lors de l'inspection vétérinaire a I'abattoir, le nombre d’animaux
présentant des kystes hydatiques devaient étre reporté par département tout au long de cette année. Partant
du principe que les cas d’infestation sur des jeunes animaux étaient rares, seuls les animaux adultes étaient
concernés. Il s’agissait des bovins, ovins, caprins, et porcins. Les équidés avaient été écartés car déja a cette
époque il avait été observé que I'actuelle espéce E. equinus n’était pas zoonotique. Le diagnostic était basé
uniguement sur des critéres d’observation macroscopique sans distinction de la localisation hépatique et/ou
pulmonaire des kystes et de leur fertilité. Les prévalences nationales en abattoir avaient été estimées a 0,13 %
chez les bovins adultes, 0,42 % chez les ovins-caprins et 0,009 % chez les porcins (Soule et al., 1989). Des
différences régionales ont pu étre mises en évidence avec un large foyer ovin dans le sud (des Pyrénées-
Atlantiques aux Hautes-Alpes), dans le nord et la Bretagne pour les bovins, alors que pour les porcins le sud et
le Centre de la France étaient concernés (Figure 29). Quelques rares études régionales ont ensuite été
réalisées, notamment en Midi-Pyrénées avec une prévalence estimée a 0,31 % chez les bovins (Bichet and
Dorchies, 1998). Ainsi, lors de mon arrivée au laboratoire, le LNR ne disposait d’aucune donnée récente sur la
présence d’E. granulosus en France. Il convenait donc de mener des études épidémiologiques permettant
également d’acquérir les premieres données moléculaires.
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Figure 29 : Répartition des départements en fonction des niveaux d’infestation pour E. granulosus observés lors de
I’enquéte nationale de 1989 (Soulé et al. 1989).

6.1.2. Actualisation des données de prévalence de l'infestation par E. granulosus sensu lato dans le
Sud de la France

Umbhang, G., Richomme, C., Boucher, J. -M., Hormaz, V., & Boué, F. (2013). Prevalence survey and first molecular
characterization of Echinococcus granulosus in France. Parasitology Research, 112(4), 1809-1812.

Introduction :

Depuis 1989, seules quelques rares données sur la présence d’E. granulosus étaient disponibles en raison de
I'absence d’obligation de déclaration des cas observés en abattoir. Seul le motif de présence de kystes est
suffisant pour justifier de la saisie des organes parasités sans avoir a préciser un diagnostic plus précis. Ainsi
aucun cas d’infestation par E. granulosus n'était reporté annuellement a I’AESA (Autorité Européenne de
Sécurité Alimentaire) par la France. Malgré cette absence de données, la France était toujours communément
considérée comme endémique, avec le sud comme hautement endémique (Eckert et al., 2001). Toutefois au
plan national, cette absence de cas a progressivement laissé supposer a une absence du parasite en France
d’autant que les cas humains identifiés étaient quasi-exclusivement considérés comme des cas importés
(infestation du patient hors de France). A mon initiative, le LNR Echinococcus spp. a décidé de pallier a ce
manque de données pendant 20 ans par la mise en place d’une enquéte de surveillance de la présence du
parasite, qui a été réalisée en 2009-2010 dans le sud de la France (Umhang et al., 2013c).

Matériels et méthodes :
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Le sud de la France a été choisi comme zone d’étude car il avait été observé précédemment comme la zone de
plus forte endémie. Aprés avoir mené une enquéte téléphonique aupres des vétérinaires responsables des
abattoirs pour chacun des départements, j’ai sélectionné ceux qui avaient pu observer des suspicions de cas
d’échinococcose kystique au cours des derniéres années et pour lesquels la mise en place de la collecte de
préléevements était possible. Ainsi, 24 abattoirs de 10 départements ont été concernés par cette enquéte d’un
an (Figure 30). Au niveau des abattoirs, lors de I'inspection des carcasses tout kyste hydatique ou kyste suspect
situé sur les visceres (principalement foie, poumons) des bovins, ovins, caprins et porcins inspectés devait étre
collecté. Les kystes étaient ensuite conservés dans I’éthanol a 70° ou bien congelés jusqu’a expédition au LNR.
Au laboratoire, les prélevements étaient traités selon le protocole dédié afin de déterminer la fertilité et de
réaliser le diagnostic parasitaire a I'aide d’'une PCR ciblant le géne cox1 (Bowles et al., 1992) puis le géne nadl
(Bowles and McManus, 1993) en cas d’infestation par E. granulosus s.l. (cf. encart n°2). L'identification des
séquences nucléotidiques était réalisée par comparaison avec des séquences de référence des espéces et
génotypes d’E. granulosus s.l. et par la réalisation d’un BLAST dans GenBank.

Résultats et discussion :
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Figure 30 : Répartition géographique des départements concernés (en gris) par I'enquéte de surveillance d’E. granulosus. Le
nombre de cas positifs pour chaque espece animale est indiqué ainsi que les génotypes d’E. granulosus s.s. observés.

Des kystes hydatiques provenant de 31 animaux ont ainsi pu étre mis en évidence. Il s’agissait de 27 ovins
abattus dans les Alpes-de-Haute-Provence, de trois bovins de Haute-Savoie et d’un bovin de I'Hérault (Figure
30). Seule I'espéce E. granulosus s.s. était concernée alors que les trois génotypes (G1, G2, G3) qui la
composent dans I'ancienne taxonomie étaient représentés. Ces résultats indiquaient une prévalence apparente
a I'abattoir d’E. granulosus s.s. de 4 cas pour 100 000 ovins abattus (ICqsy : [3-5]) et de 3 cas pour 100 000
bovins abattus (ICqesy : [1-7]). Comme seuls trois départements étaient concernés par des cas, les prévalences
départementales sont plus élevées: 6 cas pour 100 000 chez les ovins dans les Alpes-de-Haute-Provence et
respectivement 13 (ICqsy : [4-37]) et 25 (ICqsy : [4-141]) cas pour 100 000 chez les bovins en Haute-Savoie et
dans I'Hérault. Si la présence du parasite a ainsi été confirmée dans le sud qui était considérée comme la plus
forte zone d’endémie, les prévalences observées sont bien plus faibles que celles observées lors de I'enquéte
nationale de 1989 (Soule et al., 1989) : prés de 40 fois chez les bovins et de 100 fois pour les ovins. A I'échelle
régionale, le foyer ovin du sud-est semble persister alors que I'absence de cas dans les Pyrénées incite a
réaliser une nouvelle étude sur une zone plus large avant de pouvoir conclure a la disparition de ce qui était un
des foyers majeurs 20 ans auparavant. Cette étude a également permis de mettre en ceuvre la premiere
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caractérisation moléculaire d’E. granulosus en France. L’absence de disponibilité d’outils moléculaires lors des
études précédentes et I'évolution de la taxonomie n’ont pas permis, méme a posteriori, de caractériser avec
certitude les especes concernées au sein d’E. granulosus s.l. La présence d’autres espéces qu’E. granulosus s.s.
pouvait étre suspectée, notamment chez les bovins et porcins, au regard des prévalences élevées obtenues lors
de I'enquéte de 1989. L'absence de kystes fertiles chez les cas bovins et le fort taux de fertilité observé chez les
cas ovins (81,4 %) est conforme a ce qui est relevé pour E. granulosus s.s., pour lequel les bovins ne sont que
des hotes accidentels ne participant pas au cycle parasitaire entre chiens et ovins. L’exploration d’autres zones
d’endémie apparait donc indispensable suite a I'obtention de ces résultats afin de disposer d’une vision plus
complete de la présence du parasite et des espéces concernées.

6.1.3. Actualisation de la présence d’E. granulosus sensu lato en Corse

Umhang, G., Richomme C., Hormaz V., Boucher J-M. & Boué, F. Pigs and wild boar in Corsica harbor Echinococcus
canadensis G6/7 at levels of concern for public health and local economy. Acta Tropica, 2014, 133, 64-68.

Umhang G, Richomme C, Boué F. L'hydatidose porcine en Corse : épidémiologie et caractérisation moléculaire. Bulletin
Epidémiologique, Santé Animale et Alimentation, 2012, (48), 6-9.

Introduction :
Dans la foulée de I'enquéte dans le sud de la France, j’ai initié des contacts afin de réaliser la mise en place

d’une étude similaire en Corse et pouvoir évaluer les especes d’E. granulosus s.I. potentiellement présentes et
estimer leur niveau de prévalence (Umhang et al., 2014f). L'lle était précédemment considérée comme un
foyer important d’infestation par E. granulosus en France avec une incidence de 10 cas pour 100 000 habitants
et des prévalence chez les ovins de 46 % en 1960 et toujours encore de 15 % vingt ans plus tard (Deschiens,
1960; Dumon et al., 1981). Lors de I'enquéte nationale de 1989, des infestations n’avaient été observées que
chez les bovins en Corse, mais seuls des résultats partiels ne permettant pas de disposer d’une vision correcte
de l'infestation avaient été obtenus de cette région (Soule et al., 1989). La proximité avec la Sardaigne, distante
de 15 km, qui constitue un foyer tres fortement endémique d’E. granulosus s.s., amenait a penser que l'lle
puisse encore constituer un foyer enzootique pour cette espéce 20 ans plus tard. Au bilan, a I'image du constat
fait pour la France continentale, localement les données de prévalence chez les animaux de rente comme chez
I’Homme étaient trés défaillantes.

Matériels et méthodes :

En collaboration avec les DDPP (Direction Départementale de protection des Populations) des deux
départements de I'lle, une enquéte sur la présence de kystes hydatiques en abattoirs a été menée d’octobre
2009 a avril 2010. Les espéces animales concernées, le protocole de collecte des kystes a I’abattoir et d’analyse
au laboratoire étaient identiques a I'enquéte menée dans le sud de la France (Umhang et al., 2013c) (cf. 6.1.2.
et encart n°2). Toutefois en Corse-du-Sud, seule une surveillance opportuniste basée sur plusieurs visites
durant la période d’enquéte a pu étre réalisée dans les trois abattoirs existants de Cuttoli, de Bastelica et de
Cozzano en Corse-du-Sud. La surveillance exhaustive réalisée dans I'unique abattoir de Haute-Corse (Ponte-
Leccia) a permis I'examen de 5970 ovins, 2527 porcins, 2431 bovins et 1860 caprins. En parallele, une
surveillance de la présence de kystes hydatiques chez des sangliers tués a la chasse dans la région du Bozio en
Haute-Corse a également été menée d’octobre 2010 a janvier 2011.

Résultats :

Au cours de cette enquéte a I'abattoir, 180 porcs (dont 148 en Haute-Corse) ont été diagnostiqués comme
présentant des kystes hydatiques tous localisés au niveau du foie. Aucune infestation des autres especes
d’animaux de rente n’a pu étre observée. La présence d’au moins un kyste fertile a été relevée chez 30 % des
porcs infestés. Parmi les 101 sangliers examinés, quatre présentaient des kystes hydatiques sur le foie dont un
pour lequel des protoscolex ont été observés. L'analyse moléculaire des génes mitochondriaux cox1 et nadl a
permis d’identifier E. canadensis G6-7 comme la seule espéce responsable des infestations chez les porcs et les
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sangliers. Les séquences nucléotidiques de deux geénes mitochondriaux supplémentaires (nad3 et atp6) ont été
obtenues d’aprés Lavikainen et al. (Lavikainen et al., 2006) a partir de 19 échantillons provenant de sangliers et
de porcs originaires des deux départements de I'lle. Au final, 'observation de deux haplotypes pour coxl
(correspondant aux séquences de référence des génotypes G6 et G7), d’un haplotype pour nadl (séquence
mixte entre G6 et G7), de trois haplotypes pour nad3 et de quatre pour atp6 a abouti a I'identification de
quatre variants génétiques : G6/7A, G6/7B, G6/7C and G6/7D. Ces variants se situent entre les génotypes G6 et
G7 justifiant la désignation E. canadensis G6-7 désormais couramment employée dans la taxonomie d’E.
granulosus s.l. (Figure 31).

E. canadensis Gb
a5 — G6/7A
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100 E. canadensis G7
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E. granulosus s.s.

8 L———E. equinus

E. multilocularis
Figure 31 : Relations phylogénétiques entre les quatre variants observés chez les porcs et sangliers en Corse (G6/7A, G6/7B,
G6/7C and G6/7D) avec les espéces du groupe E. granulosus s.l. a partir des séquences nucléotidiques des génes
mitochondriaux cox1, nadl, nad3 et atp6. Les valeurs de bootstrap (%) sont indiquées a chaque nceud. E. multilocularis a
été utilisé comme exogroupe.

La prévalence abattoir chez les porcs en Haute-Corse a pu étre estimée a 5,9 % (ICqsy : [5,0—6,8]). Au moins un
cas d’hydatidose porcine a été détecté dans 61,8 % des 89 cheptels passés a I'abattoir, représentant presque la
moitié des communes échantillonnées (49,1 % ; n=55). Lorsque le parasite était présent, la prévalence dans les
différentes communes du département variait de 0,4 a 80,0 %. Dans la majorité des 28 communes dans
lesquelles aucun cas d’hydatidose n’a été observé parmi les porcs abattus, seuls quelques animaux (de 1 a 21,
moyenne de de 8,5) sont passés a I'abattoir durant la période de surveillance. Une prévalence similaire a celle
des porcs a été observée chez les sangliers avec 4,0 % (ICqss : [1,1-9,8]).

Discussion :

Les résultats obtenus dans cette étude permettent de disposer de données actualisées sur la présence d’E.
granulosus s.I. en Corse. En plus de la disponibilité de ces données de prévalence, I'identification moléculaire
réalisée pour la premiere fois sur I'lle apporte une information supplémentaire avec l'identification d’E.
canadensis G6-7. |l s’agit de la seconde espece d’E. granulosus s.l. présente en France suite a I'identification
d’E. granulosus s.s. dans le sud (Umhang et al., 2013c). Si cette espéece a été retrouvée uniquement chez les
suidés, il est intéressant de constater I'absence d’identification d’E. granulosus s.s. dans cette zone historique
de haute endémie. Au regard des données précédentes de forte prévalence chez les ovins et bovins, il pouvait
étre attendu d’identifier E. granulosus s.s. chez les ovins et avec des infestations « accidentelles » de bovins.
D’ailleurs, en Sardaigne les porcs sont plus infestés par cette espece que par E. canadensis G6-7 (Varcasia et al.,
2006). En Corse, les ovins, bovins et caprins sont élevés dans des zones plus éloignées des fermes et donc des
chiens que les porcs, ce qui peut expliquer une probabilité d’infestation moindre. De plus, une tres faible
proportion de bovins, ovins et caprins sont abattus officiellement avec une inspection sanitaire, car ils sont
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rarement élevés pour la production de viande a I'exception des jeunes animaux. L'absence d’infestation
d’autres espéeces animales que les suidés et I'absence d’identification d’E. granulosus s.s. doit ainsi étre
interprétée avec précaution. En effet, 75 % des bovins abattus au cours de I'’étude était des veaux et tous les
ovins et caprins avaient moins de deux mois, laissant une trés courte période pour l'infestation et le
développement larvaire potentiel. Au contraire, les porcs sont abattus autour de 18 mois en raison du faible
taux de croissance de la race locale et dans le but de les laisser consommer les chataignes et glands a
I'automne.

Seule une localisation hépatique des kystes hydatiques a pu étre observée chez les suidés. Cela avait déja été
décrit pour E. canadensis G6-7 en Sardaigne et en Lituanie avec un taux de fertilité similaire (Bruzinskaite et al.,
2009; Varcasia et al., 2006). Des infestations pulmonaires ont été décrites mais le taux de fertilité des kystes est
inférieur de moitié (20 % contre 44 %) a celui observé sur le foie (Mwambete, Ponce-Gordo, and Cuesta-
Bandera, 2004).

La prévalence apparente d’E. canadensis G6-7 chez les porcs obtenue en Corse est légérement plus faible que
celle observée dans d’autres pays européens concernés que sont la Roumanie (0,96-10,12 %), la Lituanie (13,2
%) ou la Sardaigne voisine (9,4 %) (Bruzinskaite et al., 2009; Morariu et al., 2011; Varcasia et al., 2006). Si pour
des raisons logistiques la prévalence de I’hydatidose n’a pu étre déterminée qu’en Haute-Corse, on peut
envisager un niveau de prévalence similaire en Corse-du-Sud, en raison d’une géographie des paysages
identique et des mémes pratiques d’élevage. Les différences de prévalence au niveau communal s’expliquent
uniqguement par la différence des effectifs abattus durant la période de I’étude. Depuis 2005, un décret
ministériel rend obligatoire I'abattage officiel en abattoir des porcs. Pourtant, en Corse, une tres grande partie
des porcs sont encore abattus en dehors de tout contréle officiel, notamment en raison des difficultés d’acces
aux abattoirs. La prévalence réelle d’infestation par E. canadensis G6-7 pourrait donc encore étre supérieure a
celle obtenue uniqguement a 'abattoir. La trés grande différence des valeurs de prévalence d’infestation par E.
granulosus s.l. entre la Corse et le sud de la France s’explique par cet abattage hors contréle sanitaire mais
aussi par le mode d’élevage. Le parcours libre pratiqué sur I'lle pour les porcs est beaucoup plus favorable a
I’entretien du cycle parasitaire que le paturage classiquement pratiqué sur le continent notamment pour les
ovins et bovins, alors qu’une grande partie de I'élevage porcin y est pratiqué hors-sol. Seule la transhumance
pratiquée dans les Alpes se rapproche de ce qui est fait en Corse et constitue d’ailleurs un facteur important
dans la contamination parasitaire par E. granulosus s.!.

L’échantillonnage effectué chez les sangliers a permis de réaliser la premiére identification moléculaire d’E.
granulosus s.l. dans la faune sauvage en France. Cela a permis de démontrer que les sangliers étaient
concernés comme les porcs par un cycle parasitaire chiens-suidés ol se mélent faune sauvage et espéces
domestiques pour les hotes intermédiaires. Potentiellement d’autres espéces de la faune sauvage insulaire
pourraient étre infestées par E. granulosus s.I., telles que le mouflon, le cerf et le renard comme héte définitif.
Cela semble toutefois peu probable, hors contamination accidentelle, car ces hotes intermédiaires sauvages ne
partagent pas les mémes écosystémes que les especes domestiques. Le renard peut étre infesté par E.
granulosus s.I. (Eckert et al., 2001; Seimenis, 2003) et la consommation de carcasses de porcs par cette espece
a déja été observée en Corse lors de I'identification de cas de trichinellose (Richomme et al., 2010). Cependant,
son role potentiel d’héte définitif semblerait négligeable en comparaison du chien, en raison de la proximité de
ce dernier avec les élevages et les espéces sauvages lors des activités de chasse.

Les figatelli, saucisses fabriquées a partir de foie de porc (et occasionnellement de sanglier), représentent une
partie importante de la charcuterie traditionnelle Corse (Casabianca, 1996). A notre connaissance I'impact de la
saisie en abattoir des foies parasités sur la production de figatelli n’a pas été estimée mais il parait évident au
regard de la forte prévalence de I’hydatidose que cela doit constituer une préoccupation économique. De plus,
il est reconnu que l'infestation par E. granulosus diminue le rendement et la qualité de la viande et retarde la
croissance (Torgerson, 2003). Ces conséquences indirectes de l'infestation parasitaire sont généralement
négligées par les éleveurs alors qu’elles pourraient constituer un élément intéressant a considérer dans la
perspective d’une lutte intégrée.
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En dépit de I'existence de cas humains d’échinococcose kystique en Corse, aucune donnée moléculaire n’est
disponible. Si quelques données sont disponibles en France continentale, E. canadensis n’a jamais été identifiée
a partir de cas humains. Pourtant, si E. granulosus s.s. est I'espéce responsable de la majeure partie des
infestations humaines dues a E. granulosus s.I. (88,44 %) dans le monde, E. canadensis G6-7 apparait comme la
seconde espece (11,07 %) la plus zoonotique du groupe (Alvarez Rojas et al., 2014). En plus de I'impact
économique sur la production de figatelli, 'impact zoonotique de la présence d’E. canadensis a un niveau élevé
de prévalence doit donc également constituer un élément d’alerte, du fait de son impact potentiel en santé
publique. Dans ce contexte, une identification moléculaire systématique des cas humains en France semble
apparaitre comme une recommandation pertinente pour compléter les données épidémiologiques au niveau
animal et obtenir une vision plus compléte de la surveillance d’E. granulosus s.I. en France. Malheureusement
en dépit de nombreux cas humains d’échinococcose kystique chez des patients originaires de Corse, aucune
analyse moléculaire n’a pu étre réalisée. Il est donc a I’'heure actuelle impossible de caractériser le role
zoonotique d’E. canadensis G6-7 au niveau de I'lle. Il semble également indispensable d’y caractériser le cycle
parasitaire d’E. canadensis G6-7 en réalisant des enquétes au sein de la population canine de I'lle et plus
particulierement des chiens en contact étroit avec les élevages de porcs et impliqués dans les activités de
chasse.

6.1.4. Plan de surveillance nationale d’E. granulosus sensu lato

Umhang G., Hormaz V., Peytavin C., Boucher JM., Itié-Hafez S., Danan C., Boué F. (2014d) Epidémiosurveillance
d'Echinococcus granulosus a |'abattoir : résultats du plan de surveillance 2012. Bull. Epidémiologique, Santé Animale et
Alimentation, (62), 8-12.

Grenouillet F., Umhang G., Arbez-Gindre F., Mantion G., Delabrousse E., Millon L., Boué F. Echinococcus ortleppi infections
in humans and cattle, France. Emerging Infectious Disease, 2014, 20, (12), 2100-2102.

Introduction :

Les enquétes de surveillance de I'infestation par E. granulosus s.l. menées dans le sud de la France et en Corse
ont permis de mettre en évidence pour la premiére fois en France deux espéces d’E. granulosus s.I. et d’estimer
leurs prévalences actuelles a I'abattoir (Umhang et al., 2013c; Umhang et al., 2014f). Bien que ces prévalences
soient bien inférieures a celles observées lors de la derniere enquéte nationale en 1989 (Soule et al., 1989), la
persistance du cycle parasitaire a incité la DGAI a mettre en place en 2012 un plan de surveillance nationale de
la contamination des visceres d’animaux de boucherie. Ce plan de surveillance d’un an a I’abattoir était destiné
a préciser la prévalence de I'échinococcose kystique animale en France et la répartition du parasite a I'échelle
nationale, et a réaliser une caractérisation moléculaire systématique des cas d’hydatidose.

Matériels et méthodes :

L’ensemble des abattoirs frangais (départements et régions d’Outre-Mer inclus) ont été concernés via les DDPP
pour la collecte d’échantillons. Comme pour les enquétes précédentes, il convenait de faire parvenir au LNR
tous les kystes suspects a localisation principalement hépatique et pulmonaire. En amont, une aide au
diagnostic différentiel a été réalisée sur la base de photographies de kystes afin que les kystes clairement
identifiés comme dus a T. hydatigena (kyste a paroi flasque, rosé et translucide) ne soient pas transmis. Les
espéces animales concernées étaient les ovins, les bovins, les porcins, les caprins mais aussi les équins, afin de
couvrir tous les hotes intermédiaires domestiques potentiels des différentes espéeces d’E. granulosus s.I. En
paralléle a la saisie et a I'’envoi, il était demandé de transmettre les informations d’identification permettant de
connaitre le dernier lieu d’élevage pour les ovins et les porcins ainsi que les différentes exploitations ou
I’'animal avait séjourné pendant au moins six mois pour les bovins. Les prélevements ont été analysés au
laboratoire selon le protocole dédié du LNR (Umhang et al., 2013b; Umhang et al., 2014c) (encart n°2). Il
s’agissait d’un examen macroscopique initial pour évaluer la fertilité des kystes puis de la réalisation d’une
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extraction d’ADN suivie de I'amplification de génes mitochondriaux (cox1, puis également de nadlen cas
d’identification d’E. granulosus s.l.) (Bowles et al., 1992; Bowles and McManus, 1993).

Résultats:

De janvier a décembre 2012, 94 abattoirs répartis dans 57 départements ont fait parvenir au moins un kyste
permettant la collecte au total de 1237 échantillons. Pour 41 animaux, des kystes provenant du foie et des
poumons ont été prélevés. L'échantillonnage total a représenté 1196 animaux différents provenant
principalement de bovins (71 %), mais aussi d’ovins (20 %), de porcins (8 %) et dans une proportion moindre de
caprins (<1 %). Aucun préléevement d’équin n’a été transmis au cours de I'année d’enquéte. Les kystes recgus
provenaient majoritairement du foie (92,6 %) en comparaison avec la localisation pulmonaire (12,9 %) alors
que des kystes d’autres organes de la cavité abdominale étaient minoritaires (0,5 %). Le nombre total de
prélevements regus a été conforme a celui estimé initialement (1000 prélevements) et basé sur les faibles
prévalences attendues indépendamment de I'espece animale et de la possible confusion avec d’autres |ésions.
Toutefois la répartition départementale montre une grande disparité de collecte puisque 61 % des échantillons
ne proviennent que de dix départements (Allier, Hautes-Alpes, Cotes d’Armor, Loire, Maine-et-Loire, Nord,
Sarthe, Sadne-et-Loire, Vendée, Haute-Corse), qui ne drainent pourtant que 26 % du cheptel envoyé a
I'abattoir, toutes espéces confondues. La répartition géographique de I’échantillonnage chez les bovins est
relativement comparable a celle des effectifs abattus, mais ce n’est pas le cas pour les ovins, ou de nombreux
départements ayant des effectifs abattus élevés n’ont transmis aucun échantillon (Figure 32). De méme pour
les caprins, méme si les effectifs abattus sont faibles, seuls quatre départements ont transmis des échantillons.
Pour les porcins, seuls quatre départements continentaux ont transmis des prélevements, les deux
départements de Corse constituant 87 % des effectifs échantillonnés pour cette espece.

Au total, seuls 14 % des échantillons envoyés correspondaient a des infestations par E. granulosus s.l. Les
analyses moléculaires ont permis d’identifier trois espéces : E. granulosus s.s., E. ortleppi et E. canadensis. Des
prévalences abattoir a I’échelle nationale et départementale ont pu étre établies a partir des effectifs abattus.
Il est a noter que ces prévalences abattoir ne constituent qu’un proxy de la prévalence du parasite sur le plan
géographique, partant de I’hypothése que les abattoirs ont principalement une zone de chalandise autour de
leur implantation. La prévalence précise au plan géographique n’a pas pu étre établie en I'absence de la
collecte des informations sur les départements de chalandise des abattoirs. Il convient donc d’interpréter ces «
prévalences géographiques » avec prudence, et comme reflétant une certaine tendance géographique. En
revanche sur le plan qualitatif, la connaissance du département et de la commune d’élevage des cas identifiés
grace aux données de la base de données nationale d’identification (BDNI) gérée par la DGAL permet d’avoir
une représentation de la diversité des zones infestées.

Des parasites autres qu'E. granulosus ont pu étre identifiés car les couples d'amorces PCR utilisés pour la
caractérisation moléculaire permettaient [I'amplification d'un large spectre d'espéces parasitaires
principalement axé sur les cestodes (cf. 3.4.2.). Ainsi, 85 cas de cysticercose a T. hydatigena ont été identifiés,
toujours sur le foie, chez les 4 especes hotes (Tableau 12). Chez les ovins, les 65 cas identifiés se répartissent
sur 24 départements, les abattoirs du Nord (20 ovins infectés) et de la Vienne (13 ovins, 2 bovins) ayant fait
remonter le plus de cas.

Tableau 12: Nombre de cas de T. hydatigena par espece animale.

Espéces animales Efgif::: Norr;k;ze de Cas pour 100 000
ovins 4300957 65 1,5
bovins 4 816 595 10 0,2
porcins 23834331 8 0,03
caprins 816 995 2 0,2
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Figure 32 : Répartition par département des prélevements et des effectifs abattus en fonction des especes animales.
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Trois cas d’infestation par Taenia ovis ont également été détectés sur 3 foies d’ovins abattus a Challans
(Vendée) et provenant d'un méme élevage. Deux cas de distomatose dus a la grande douve (Fasciola hepatica)
ont également été détectés par biologie moléculaire et concernaient 2 bovins, abattus respectivement dans le
Finistere et dans le Maine-et-Loire.

L'espéce E. granulosus s.s. a été mise en évidence chez les ovins, les bovins et les porcins avec une prévalence
nationale en abattoir respective de 1,53, 0,83 et 0,04 cas pour 100 000 tétes abattues. Chez les ovins, seul sept
départements sont concernés. La plupart des 66 cas diagnostiqués positifs ont été identifiés dans le sud-est,
avec 74 % en provenance de I'abattoir de Sisteron (Alpes-de-Haute-Provence) et 14 % de celui de Carpentras
(Vaucluse), les cing autres départements (Dordogne, Haute-Garonne, Haute-Loire, Nord, Vendée) présentant
chacun un a trois cas au maximum. Au vu des effectifs abattus, les prévalences abattoirs départementales
varient donc de 0,8 a 3,1 cas pour 100 000, hormis pour les départements des Alpes-de-Haute-Provence, du
Nord et du Vaucluse, ou elles atteignent respectivement 10,4, 11,9 et 83,6 cas pour 100 000 (Tableau 13).

Tableau 13 : Nombre de cas et prévalence abattoir de I'infestation par E. granulosus s.s. chez les ovins au niveau
départemental et national.

Départements Effectifs Nombre Prévalence abattoir
abattus de cas (cas pour 100 000)
Alpes-de-Haute-Provence (04) 470 810 49 10,4
Dordogne (24) 123162 1 0,8
Haute-Garonne (31) 53613 1 1,9
Haute-Loire (43) 31822 1 3,1
Nord (59) 25297 3 11,9
Vaucluse (84) 10 770 9 83,6
Vendée (85) 157 030 2 1,3
Niveau national 4300957 66 1,5

Plus de la moitié des ovins infestés (58 %) présentaient une double infestation foie/poumons, alors que des
kystes pulmonaires exclusifs n’ont été identifiés que sur trois animaux. Des kystes fertiles ont été retrouvés
dans 42 % des cas. L’analyse des données a partir des ovins trouvés infestés a permis de localiser 35 élevages,
principalement dans le sud-est de la France (89 % des ovins trouvés infestés) (Figure 33). De plus, dix élevages
présentaient au moins deux animaux infestés avec un maximum de sept individus infestés dans deux fermes.
Des infestations ont été mises en évidence chez les bovins dans 20 départements, avec un maximum de sept
cas en Sabne-et-Loire. Les prévalences a |’abattoir pour ces départements s’échelonnent de 0,3 a 5,8 cas pour
100 000, excepté pour I'Ariege et le Jura ol elles atteignent respectivement 10,8 et 13,2 cas pour 100 000
(Tableau 14). Ll'infestation chez les bovins concernait principalement le foie (83 %) avec aucune double
infestation foie/poumon. En revanche, le taux de fertilité est extrémement faible, des protoscolex n’ayant été
retrouvés que chez deux animaux, soit 5 % (foie pour I'un et poumon pour I'autre). Contrairement aux ovins,
les élevages infestés se répartissent de maniére relativement homogene sur I’'ensemble du territoire frangais
(Figure 33). Chez les porcs, un seul cas d’infestation par E. granulosus s.s. a été identifié, a I'abattoir de
Mauléon-Soulé dans les Pyrénées-Atlantiques, indiquant une prévalence apparente abattoir dans ce
département de 0,2 cas pour 100 000. De nombreux kystes ont été retrouvés sur le foie et les poumons de cet
animal mais aucun n’était fertile.
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Tableau 14 : Nombre de cas et prévalence abattoir de I'infestation par E. granulosus sensu stricto chez les bovins au niveau
départemental et national.

Départements Effectifs Nombre Prévalence abattoir

abattus de cas (n cas pour 100 000)
Allier (03) 117 845 4 3,4
Ariége (09) 9285 1 10,8
Cotes-d'Armor (22) 345 889 1 0,3
Dordogne (24) 208 724 3 1,4
Finistere (29) 187 125 1 0,5
Haute-Garonne (31) 35298 1 2,8
Gers (32) 28221 1 3,5
Jura (39) 15101 2 13,2
Loire (42) 229331 2 0,9
Loire-Atlantique (44) 61719 1 1,6
Maine-et-Loire (49) 191 607 3 1,6
Moselle (57) 134 349 3 2,2
Pas-de-Calais (62) 57 194 2 3,5
Pyrénées-Atlantiques (64) 25528 1 3,9
Sadne-et-Loire (71) 146 547 7 4,8
Sarthe (72) 144 880 2 1,4
Seine-Maritime (76) 17 231 1 5,8
Deux-Seévres (79) 97 606 1 1,0
Vendée (85) 166 187 1 0,6
Yonne (89) 49 634 2 4,0
Niveau national 4 816 595 40 0,8

L'espéce E. ortleppi a été identifiée pour la premiére fois en France chez I'animal, et a été trouvé chez sept
bovins abattus dans cinq départements. Une prévalence nationale en abattoir de 10 cas pour 100 000 bovins a
pu étre estimée, mais qui est localement supérieure a 20 cas pour 100 000 dans |'Ariege et le Loir-et-Cher
(Tableau 15). Les kystes ont été observés uniquement sur les poumons avec un taux de fertilité élevé (86 %).
Les sept cas de bovins trouvés infestés par E. ortleppi peuvent étre regroupés en deux zones, I'une dans le
centre de la France (2,1 cas pour 100 000), I'autre au niveau des Pyrénées (8 cas pour 100 000) (Figure 33).

Tableau 15 : Nombre de cas et prévalence abattoir de I'infestation par E. ortleppi chez les bovins au niveau départemental
et national.

Départements Effectifs Nombre Prévalence abattoir

abattus de cas (cas pour 100 000)
Ariége (09) 9285 2 21,5
Gers (32) 28 221 1 3,5
Indre (36) 17 501 2 11,4
Loir-et-Cher (41) 3868 1 25,9
Vendée (85) 166 187 1 0,6
Niveau national 4 816 595 7 0,1

L’espece E. canadensis (G6-7), associée classiquement en Europe a un cycle chien-porc, a été identifiée chez 68
échantillons de porcs originaires des deux départements de Corse, avec une prévalence a |'abattoir tres
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importante de 882 cas pour 100 000 tétes abattues, soit voisine de 1 % (Tableau 16). Il s’agit pour I'ensemble
des cas d’une localisation uniquement hépatique. Le taux de fertilité des kystes est de 47 % a I'échelle de la
région avec une différence importante mais toutefois non-significative entre les deux départements, avec 40 %
(ICys9 : [27,6 ; 54,2]) en Haute-Corse et 82 % (ICqosy : [48,2 ; 97,7]) en Corse-du-Sud. La donnée concernant
I’élevage d’origine n’étant pas toujours disponible, les localisations précises des élevages contaminés n’ont pas
pu étre cartographiées.

Tableau 16 : Nombre de cas et prévalence abattoir de I'infestation par E. canadensis chez les porcins au niveau
départemental et régional

Effectifs Nombre de

Département abattus cas Prévalence abattoir
Corse-du-Sud (2A) 5129 11 0.2%
Haute-Corse (2B) 2583 57 2,2%
Niveau régional 7712 68 0,9%

@ E. granulosus bovin
() E. granulosus ovin
@ E. granulosus porcin
@ E. ortleppi bovin

@ E. canadensis porcin

Effectif
> 1
( 2-4

& ;-7

Figure 33 : Localisation des élevages infectés par E. granulosus sensu lato (bovins y ayant vécu au moins six mois).
Concernant les cas d’infestation par E. canadensis porcins en Corse, seule une localisation départementale a été possible.

Discussion :
L'ancienneté de la derniere étude en abattoir a I'échelle nationale et des résultats régionaux obtenus
précédemment par le LNR dans le sud et en Corse justifiaient I'organisation d’un plan national de surveillance
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afin d’actualiser les zones et les niveaux de présence du parasite et d’objectiver le risque zoonotique actuel lié
a ce parasite, longtemps négligé. Ce plan de surveillance de l'infestation par E. granulosus s.l. constitue par
ailleurs une premiere a I'échelle européenne de par son envergure nationale et en raison de la caractérisation
moléculaire systématique des échinocoques.

Les données d’étiologie obtenues ici quant a I'espece d’appartenance des kystes confirment qu’un diagnostic
de certitude sur des bases macroscopiques est difficile a réaliser a I'abattoir. En effet, en dehors des kystes
pathognomoniques d’hydatidose avancée (vésicules opaques blanches a paroi ferme, nettement globuleuses
renfermant un liquide sous pression) la confusion est possible entre une infection hydatique récente et
d’autres infections parasitaires notamment a T. hydatigena ou F. hepatica. Les kystes caractéristiques
d’hydatidose correspondent souvent a des kystes fertiles, qui indiquent un cycle parasitaire actif dans I'élevage
d’origine de I'animal. Ainsi, la mise en place d’une surveillance a I'abattoir méme basée uniquement sur la
notification des kystes caractéristiques permettrait d’obtenir des informations épidémiologiques intéressantes
a moindre co(t et possiblement de détecter des foyers non identifiés jusqu’a présent. De plus, cela permettrait
de répondre a l'obligation réglementaire annuelle de transmission de données a I’AESA de maniére plus
compléete et moins ponctuelle qu’actuellement.

Cette surveillance nationale a permis de mettre en évidence E. granulosus s.l. chez des animaux n’ayant vécu
que sur le territoire frangais et donc de confirmer que le parasite est toujours présent a travers la France
métropolitaine. La répartition des lieux d’élevage des animaux infestés montre que I'ensemble du territoire
frangais est concerné. De maniére générale, les prévalences observées en 2012 sont trés inférieures a celles
observées en 1989 (Soule et al.,, 1989). Toutefois, il faut prendre en compte un biais de sélection des
prélevements suspects envoyés lié aux différences de sensibilisation des agents des abattoirs au plan de
surveillance et de formation des inspecteurs, ainsi qu’aux variations de cadence des chaines d’abattage. Le
foyer ovin actif d’infestation par E. granulosus s.s. identifié dans les Alpes correspond seulement a une partie
de la zone d’infestation ovine décrite en 1989 qui couvrait une zone plus large du sud de la France avec deux
foyers trés importants, I'un a I’est dans les Alpes (de I'lsére aux Bouches-du-Rhéne) et I'autre a I'ouest dans les
Pyrénées (Pyrénées-Atlantiques et Hautes-Pyrénées) (Soule et al., 1989). Ce dernier foyer ancien correspondait
a des sites de transhumance intra-départementale au sein des Pyrénées, alors que la transhumance alpine est
caractérisée par un brassage intense d’animaux d’origine départementale et régionale variées (Bichet and
Dorchies, 1998). Cette différence de gestion des troupeaux de transhumance peut expliquer en partie la
probable disparition du foyer pyrénéen et la persistance actuelle du foyer alpin. La mise en place de nouvelles
mesures sanitaires semble étre la principale cause de la réduction de la zone géographique du foyer alpin ainsi
gue la diminution de la prévalence dans cette zone.

Trois especes différentes d’E. granulosus s.I. ont été identifiées, avec la premiere détection nationale
d’E. ortleppi chez I'animal. L’espéce animale infestée par le stade larvaire d’E. granulosus s.s. est importante,
car elle détermine grandement la possibilité de poursuite du cycle parasitaire selon la production ou non de
protoscolex. Chez les ovins, les kystes d’E. granulosus s.s. observés sur foie et/ou les poumons sont le plus
souvent fertiles, contribuant a la persistance du parasite, alors que les kystes chez les bovins sont rarement
fertiles pour cette espéce parasitaire (Thompson, 1986). Cela s’est vérifié au cours de la présente enquéte, avec
un taux de fertilité des kystes de 42 % chez les ovins et de seulement 5 % chez les bovins, qui doivent alors étre
considérés comme des hotes accidentels, et peuvent servir de sentinelles de la présence dans I’environnement
de cette espéce parasitaire. La distribution spatiale des cas ovins, trés majoritairement groupés dans le sud-est,
n’'est pas corrélée avec la distribution spatiale plus large des cas bovins. Les cas ovins détectés dans le
département du Nord démontrent I'existence possible de cas sur d’autres zones du territoire frangais, et
tendent a confirmer qu’en raison d’un échantillonnage ovin incomplet, des cas n‘ont pas pu étre mis en
évidence. De plus, I'impossibilité de recenser le nombre d’ovins originaires de chaque département pénalise la
compréhension de la distribution spatiale du parasite car la seule représentation par département d’abattage
est faussée en raison notamment de la transhumance. Le trés faible taux de fertilité des bovins pour E.
granulosus s.s. en France ne peut expliquer a lui seul le maintien du cycle parasitaire, principalement réalisé
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entre chiens et ovins. Des investigations plus approfondies sont nécessaires pour identifier les pratiques a
risque dans les élevages ovins permettant le maintien du cycle parasitaire. En parallele, des investigations sur le
role de la transhumance alpine seraient importantes a conduire, notamment pour la connaissance du statut
parasitaire des chiens conduisant les troupeaux en alpage.

La présence d’E. ortleppi indique la persistance d’un cycle parasitaire chien-bovin. En effet, pour cette espéce
et contrairement a E. granulosus s.s., les bovins sont les hotes intermédiaires majeurs du parasite. Les kystes
ont une localisation exclusivement pulmonaire et un taux de fertilité généralement trés important (Thompson,
1986). Six des 7 poumons des bovins infestés ici étaient effectivement fertiles et présentaient un nombre trés
important de protoscolex. L'ensemble des cas est distribué en 2 foyers, un dans le centre de la France qui
s’étend sur 130 km et le second dans les Pyrénées qui s’étend sur pres de 160 km. Le fait qu'au sein des zones
de foyer certains élevages concernés par des cas soient trés proches, tend a confirmer que le parasite se
maintient localement par I'infestation réguliere de chiens a partir des viscéres de bovin. Les bovins infestés
abattus officiellement ne pouvant pas contribuer a la dynamique du cycle, la source de I'infestation canine peut
s’expliquer par un déficit d’équarrissage ou bien par un abattage en dehors des structures officielles,
permettant dans les deux cas I'accés du chien a des poumons infestés. En 2011, un premier cas humain
d’infestation par E. ortleppi a été diagnostiqué par le CHU de Besangon chez un patient de 63 ans originaire du
Jura (Grenouillet et al., 2014). L’année suivante un second cas a été identifié chez une patiente de 39 ans
originaire de Vendée. Le diagnostic de ces cas inhabituels fut difficile en raison de I'obtention d’un résultat
négatif pour E. granulosus en ELISA car basé uniquement sur E. granulosus s.s. L’accumulation de preuves par
histopathologie puis finalement par PCR suite a une intervention chirurgicale a permis d’obtenir un diagnostic
de certitude. Une forte proximité géographique avec des élevages de bovins a été identifiée dans les deux cas,
laissant supposer I'existence d’une source locale d’infestation, méme si aucun cas n’a été identifié chez des
bovins a proximité. L’analyse de séquences nucléotidiques des génes cox1 et atp6 a permis de démontrer une
identité totale de ces séquences nucléotidiques chez les parasites d’'un des deux patients avec ceux issus des
sept cas bovins (Umhang et al., 2014c) alors que seule une mutation ponctuelle sur cox1 différenciait celles-ci
de celles issues du second patient. La localisation géographique des deux patients ne correspond pas du tout
avec les deux foyers bovins identifiés en France, ce qui pourrait signifier I'existence d’autres foyers bovins que
ceux déja détectés. Ces deux cas humains d’infestation par E. ortleppi démontrent le potentiel zoonotique de
cette espece. Toutefois, il ne s’agit que des neuvieme et dixieme cas rapportés dans le monde. En Europe, un
seul cas humain au Pays-Bas et un cas bovin en Suisse avaient été diagnostiqués depuis 1984. Si elle est tres
présente chez I'animal en Amérique du Sud voire en Afrique, cette espéce était considérée comme en voie
d’extinction en Europe (Romig et al., 2006). La découverte de ces cas humains et bovins en France argumente
en faveur d’une persistance de foyers en France. Le maintien de la surveillance en abattoir dans les deux foyers
bovins en 2013 et 2014 n’a toutefois pas permis d’identifier de nouveaux cas.

La présence d’E. canadensis semble quant a elle spécifique a la Corse et directement liée a son mode d’élevage
en parcours libre aboutissant a une prévalence élevée. Les résultats sont trés similaires a ceux obtenus
précédemment sur I'lle (Umhang et al., 2014f). Le taux de fertilité observé en Corse-du-Sud est deux fois plus
élevé qu’en Haute-Corse (différence non significative), alors que la prévalence y est a I'inverse 10 fois plus
faible. Ces différences contradictoires pourraient s’expliquer par un biais d’échantillonnage, notamment du fait
gue les kystes non fertiles sont généralement moins développés et peuvent ne pas étre vus a I'inspection. Alors
que les porcs représentent 70 % des effectifs d’animaux de boucherie abattus en France, aucun cas
d’infestation par E. canadensis n’a été diagnostiqué en France continentale. L’absence supposée de ce parasite
s’explique le plus vraisemblablement par le type d’élevage hors-sol pratiqué majoritairement sur le continent.
L’existence d’un cycle chiens-porcs ne semble pas avérée en dehors de la Corse. Toutefois, comme précisé plus
haut, vu le faible nombre d’échantillons porcins envoyés par les abattoirs de France continentale, cette
absence de cas devra étre confirmée notamment par une surveillance des élevages porcins en systeme
extensif.
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La mise en place d’une surveillance nationale de I'hydatidose a |’abattoir a permis d’actualiser les données
d’infestation observées a |'abattoir pour les différentes espéces d’hotes intermédiaires domestiques. Afin de
pouvoir établir des comparaisons avec des données plus anciennes pour lesquelles la distinction taxonomique
parasitaire n’était pas réalisable, il est nécessaire de cumuler les prévalences pour les trois différentes espéces
d’E. granulosus observées (Tableau 17).

Tableau 17: Prévalences abattoir d’E. granulosus s.I. a I’échelle nationale (en cas pour 100 000) en fonction des espéeces

animales.
Complexe
despaces ou E. granulosus E. ortleppi E. canadensis E. granulosus  E. granulosus

P . sensu stricto ' pp ' s.l. s.l.en 1989
especes
bovins 0,83 0,1 - 0,94 130
ovins 1,53 - - 1,53 420
porcins 0,004 - 0,29 0,29 9

*En 1989, les cas ovins et caprins étaient fusionnés pour aboutir a une seule valeur de prévalence.

Les prévalences observées en 2012 sont concordantes avec celles estimées en 2009-2010 : 4 cas pour 100 000
chez les ovins et 3 cas pour 100 000 chez les bovins dans le Sud et 5,4 % chez les porcs en Corse (Umhang et al.,
2013c; Umhang et al., 2014f). En revanche, elles sont tres inférieures a celles observées en 1989 (Soule et al.,
1989) : 130 fois pour les bovins, 270 fois pour les ovins et 30 fois pour les porcins. A noter de plus qu’en 1989
ovins et caprins étaient regroupés, or aucun cas sur caprins n’a été recensé ici. Nous pouvons donc penser que
la diminution de la prévalence ovine est encore plus importante que celle observée. Pour les porcins, aucune
donnée n’avait été obtenue en Corse en 1989 ; aussi, si nous excluons les cas corses du plan de surveillance
2012, seul un cas porcin a été identifié. Cette nette diminution des prévalences en France peut s’expliquer par
I'amélioration de I’état sanitaire global des élevages au cours des 20 dernieres années (Seimenis, 2003),
permettant de fait aussi des avancées dans le contréle d’E. granulosus en France.

Aucun foyer important d’infestation de bovins par E. granulosus sensu stricto n’a été mis en évidence lors de
cette surveillance 2012. Or en 1989, les bovins infestés se répartissaient, en plus des départements concernés
par la zone d’infestation ovine du sud, majoritairement dans les départements d’élevage a forte prédominance
bovine, dans I'ouest et dans le nord (Soule et al., 1989). Les 2 foyers d’E. ortleppi identifiés ici ne correspondent
pas a ces zones d’infection bovine précédemment identifiés.

L’acquisition de toutes ces données sur la présence d’E. granulosus s.l. chez 'animal en France interpelle sur le
risque zoonotique associé. En effet, si par le passé les cas humains étaient certainement sous-estimés et
considérés comme importés et non autochtones, la présence toujours actuelle de foyers actifs chez les
animaux de rente et leur large répartition spatiale soulevent la question de I'existence probable de cas
d’échinococcose kystique humains autochtones en France. Ces données récentes devraient permettre
d’identifier les liens épidémiologiques entre les cas humains et I'infestation chez I'animal et d’évaluer I'impact
zoonotique réel d’E. granulosus s.I. en France.

6.2. Situations d’hyper-endémie

Dans le cadre de collaborations internationales, le LNR a mis a disposition ses infrastructures et son expertise
pour étudier des situations d’hyper-endémie en Moldavie, au Maroc et en Algérie.
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6.2.1. En Europe : la République de Moldavie

Umbhang G., Chihai O., Boué F. Molecular characterization of Echinococcus granulosus in a hyperendemic European focus,
the Republic of Moldova. Parasitology Research, 2014, 113 (12), 4371-4376.

Chihai O., Umhang G., Erhan D., Boué F., Talambuta N., Rusu S., Zamornea M. Slaughterhouse survey of cystic
echinococcosis in cattle and sheep from the Republic of Moldova. Journal of Helminthology, 2016, 90 (3), 279-283.

Introduction :

En 2011, le LNR initia une collaboration avec l'institut de zoologie de I'académie des Sciences de la République
de Moldavie afin d’améliorer les connaissances relatives a |'épidémiologie de I'hydatidose, considérée comme
un probléme de santé publique prioritaire dans ce pays. La premiére mention publiée de la maladie chez
I'Homme y avait été faite dans le cadre de la recension de 448 cas humains des la période 1946-1954 (Covaly,
1960; Logvinsky, 1952), laissant supposer une situation de forte endémie de I'hydatidose. Les études récentes
décrivent une incidence comprise entre 4,3 et 4,7 cas pour 100 000 habitants (Lungu, 2012; Prisacari and
Lungu, 2014). La majorité (90 %) des patients infestés vivent en zone rurale, qui représente 73 % du territoire
d’apres la FAO. Concernant l'infestation des animaux de rente, durant la période 1986-1990, la prévalence dans
des districts du sud du pays était de 72,6 % chez les ovins, 49,1 % chez les bovins et de 18,2 % chez les porcins
(Bondari, 1992). Ces données de prévalence chez les animaux de rente avaient été obtenues uniquement par
diagnostic macroscopique a I'abattoir et aucune donnée moléculaire n’était disponible. Le premier objectif de
la collaboration était de bénéficier de I'expertise du LNR en biologie moléculaire pour la caractérisation
moléculaire d’E. granulosus s.I. afin d’identifier les espéces parasitaires concernées et ainsi en déduire les
cycles parasitaires impliqués (Umhang, Chihai, and Boue, 2014a). Ensuite, il s’agissait de produire des données
récentes de prévalence de I’hydatidose pour les espéces animales concernées (Chihai et al., 2016).

Matériel et méthodes :

Les especes animales concernées étaient les ovins, bovins et porcins. Les échantillons d’E. granulosus s.l.
nécessaires a la caractérisation moléculaire ont été collectés en 2011 dans deux abattoirs au centre du pays :
ceux de la ville d’Orhei et de la capitale Chisinau. L'étude de prévalence a été réalisée de janvier a décembre
2012 mais uniquement dans I'abattoir d’Orhei pour des raisons logistiques. Tous les ovins et bovins abattus
durant cette période ont été inclus dans I'enquéte. Les animaux provenaient de fermes collectives rattachées
au service public ainsi que de fermes du secteur privé, alors que les porcins provenaient tous de complexes
industriels pratiquant I'élevage intensif. Les fermes collectives pratiquent I'élevage intensif d’environ une
centaine d’animaux, toujours d’une seule espéce. Au contraire, dans le secteur privé, I'élevage extensif est
pratiqué, avec des effectifs d’animaux plus réduits et un mélange de plusieurs especes.

Le diagnostic de la présence de kystes hydatiques a été réalisé lors de I'inspection sanitaire. Les carcasses et
organes internes (foie et poumons principalement) des animaux abattus ont été examinés par inspection
visuelle et palpation. La fertilité des kystes a été déterminée par la présence de protoscolex dans le liquide
hydatique. Pour la caractérisation moléculaire, les kystes ont été congelés pour envoi au LNR afin d’étre
analysés selon le protocole mis en place au laboratoire (encart n°2), si ce n’est qu’en complément de cox1 le
séquencage du gene nad3 a été réalisé a la place de celui de nadl, car considéré comme plus polymorphe. Un
réseau d’haplotypes mitochondriaux basé sur les séquences concaténées des deux genes coxI+nad3 (701 pb) a
été réalisé a I'aide du logiciel TCS (Clement, Posada, and Crandall, 2000) pour évaluer la relation entre les
différents haplotypes présents.

Concernant I’étude de prévalence, un échantillon de 100 foies infestés et de 100 poumons infestés provenant
de bovins et d’ovins a été utilisé pour évaluer le niveau d’infestation reflété par la proportion de I'organe qui
est infestée par des kystes parasitaires. L'index a été considéré comme faible si un quart ou moins de I'organe
était infesté par des kystes hydatiques, modéré si un quart a la moitié de I'organe était affecté et fort si plus de
la moitié de I'organe était concernée. Une étude de morphométrie a été réalisée a l'institut de Zoologie de
Chisinau par un examen macroscopique et microscopique des organes infestés. Un échantillon de 332 kystes
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dont 189 issus de bovins (129 a localisation hépatique et 60 a localisation pulmonaire) et 143 issus d’ovins (102
kystes hépatiques et 41 pulmonaires) a été prélevé. Le diametre des kystes a été mesuré pour étre réparti en
trois catégories : petit (<2 cm), moyen (2 a 5 cm) et gros (>5 cm). L’age des animaux a été obtenu aupres des
registres des abattoirs.

Résultats :

Caractérisation moléculaire :

Au total, 71 kystes hydatiques ont été analysés (a raison d’un par organe infesté) provenant de 33 ovins et de
15 bovins. E. granulosus s.s. a été systématiquement identifié pour tous les échantillons. Le taux de fertilité
était de 40% pour les ovins et de 20% pour les bovins, alors qu’aucune relation significative entre I'organe
infesté et la fertilité n’a été mise en évidence (26 % pour le foie contre 43 % pour les poumons). Pour cing
échantillons, des séquences n’ont pu étre obtenues que pour I'un des deux genes. Les analyses de séquences
ont permis d’identifier 13 haplotypes pour le géne cox1 et 13 pour nad3. La concaténation des séquences des
deux genes a abouti a 23 haplotypes différents avec 21 points de mutations observés. Les haplotypes H1 et H13
étaient les deux plus représentés avec respectivement 30,3 % et 13,6 % des échantillons. A l'inverse, 14
haplotypes (21,2 %) n’étaient représentés que par un seul échantillon, alors que les autres haplotypes
rassemblaient au moins deux échantillons provenant d’au moins deux animaux différents. Huit haplotypes ont
été identifiés chez les bovins et 21 pour les ovins, dont 6 sont retrouvés chez les deux especes. Concernant les
infestations a localisation hépatique et pulmonaire pour un méme animal, la présence de deux haplotypes
différents a été observée pour 17 des 21 ovins et pour les deux bovins concernés. Le réseau d’haplotypes
mitochondriaux présente une structure complexe avec les haplotypes H1 et H13 formant chacun le centre de
deux configurations en étoile connectées entre elles (Figure 34).

:a;s@ﬁ;
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Figure 34 : Réseau d’haplotypes mitochondriaux (coxI1+nad3) obtenus a partir de 66 échantillons d’E. granulosus s.s. La
taille des cercles indique approximativement le nombre d’individus (indiqué entre parentheses lorsque différent de 1) et

chaque mutation est représentée par une ligne et un point blanc.
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Etude de prévalence :

Au total, 1525 bovins, 5580 ovins et 12700 porcins ont été concernés par la surveillance d’E. granulosus a
I'abattoir d’Orhei en 2012. Aucun cas d’infestation n’a été observé chez les porcins alors qu’une prévalence de
59,3 % chez les bovins et de 61,9 % chez les ovins a été obtenue (Tableau 18). La fréquence d’infestation
augmente avec I'age pour les deux espéces animales (Tableau 19). La prévalence chez les ovins et bovins agés
de plus de cing ans est significativement supérieure a celle des animaux dont I’age est compris entre 2 et 5 ans
et celle des animaux de moins de 2 ans (P<0,001). Une double infestation hépatique et pulmonaire a été
observée chez 51,8 % des ovins et 51,2 % des bovins. La localisation exclusivement hépatique (41,6 % chez les
ovins et 36,9 % chez les bovins) des infestations était plus fréquente que la localisation exclusivement
pulmonaire (11,9 % chez les ovins et 6,6 % chez les bovins).

Tableau 18 : Prévalence de I'infestation par E. granulosus chez les bovins et les ovins en fonction du type d’élevage. N
correspond au nombre d’animaux examinés et Cl a I'intervalle de confiance a 95 %.

Private Collective
Global households farms
Host species N %o CI %o CI %o CI
Cattle 1525 59.3 56.8—-61.8 65.5 62.8-68.1* 25.0 19.7-31.2
Sheep 5580 61.9 60.6-63.2 80.0 78.4-81.5*% 45.0 43.2-46.8

*Correspond to a chi-square test with a P value << 0.01.

Tableau 19 : Prévalence de I'infestation par E. granulosus en fonction de I’age pour les 1525 bovins et 5580 ovins. N
correspond au nombre d’animaux examinés et IC a I'intervalle de confiance a 95 %.

Host age

<2 years 2-5 years =5 years
Host species N Yo CI N Y CI N % CI
Cattle 76 9.2 41-18.6 564 38.5 34.5-427 885 67.6 64.4-70.6
Sheep 152 15.1 10.0-22.1 2090 71.0 69.0-72.9 3338 86.0 84.8-87.2

Les animaux élevés dans les fermes privées étaient significativement plus fréquemment infestés que ceux des
fermes collectives (P<0,001) (Tableau 20). Dans les fermes du secteur public, une tendance a la diminution de
la prévalence a été observée parallelement a I'augmentation du niveau de I'index d’infestation (Tableau 20).
Par contre, dans les fermes privées la prévalence augmente, a |'exception des infestations pulmonaires des
bovins. Le niveau d’infestation était généralement supérieur dans les fermes privées.

Tableau 20 : Prévalence de I'infestation par E. granulosus selon la localisation hépatique ou pulmonaire chez les ovins et les
bovins en fonction du type d’élevage. N correspond au nombre d’animaux examinés.

Liver Lungs
Host species Type of breeding N Low Moderate Severe N Low Moderate Severe
Sheep Collective farms 43 37.2 48.8 14.0 19 47.4 31.6 21.1
Private households 57 7.0 24.6 68.4 81 12.4 38.3 494
Cattle Collective farms 21 81.0 143 4.8 32 68.8 21.9 9.4
Private households 79 13.9 29.1 57.0 68 51.5 294 19.1

La majorité des kystes hydatiques avaient un diametre inférieur a 2 cm quel que soit le type d’organe ou
I’espece animale concernée (Tableau 21). Les kystes de plus de 5 cm de diametre étaient peu fréquents. Le taux
de fertilité chez les bovins était de 1,1 % avec des protoscolex retrouvés uniquement dans les kystes de deux
animaux. Chez les ovins, le taux de fertilité était plus bien plus élevé (47,6 %) avec des taux similaires quel que
soit I'organe infesté.
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Tableau 21 : Prévalence de l'infestation par E. granulosus chez les ovins et les bovins en fonction de la taille des kystes. Le
nombre d’organes examinés est indiqué entre parenthéses.

Cattle Sheep
Liver Lungs Liver Lungs
Cyst size (cm) %o %o %o %
<2 56.6 (73) 85.0 (51) 539 (55) 68.3 (28)
2-5 34.9 (45) 15.0 (9) 42.2 (43) 26.8 (11)
=5 8.5 (11) 0(0) 3.9 (4) 49 (2)
Total 100 (129) 100 (60) 100 (102) 100 (41)

Discussion :

Si la lutte contre I'hydatidose constitue une priorité de santé publique en Moldavie, peu de données étaient
disponibles sur le plan épidémiologique chez les animaux de production. De plus, cela concernait
principalement les bovins alors qu’ils représentent des hotes intermédiaires compétents uniquement pour E.
ortleppi, dont la présence en Europe est trés rare (Grenouillet et al., 2014; Romig et al., 1999). Ainsi, la
collaboration avec le LNR avait pour but d’étoffer les données disponibles sur la présence du parasite chez
I’'animal en identifiant les espéces parasitaires et animales impliquées dans le maintien du cycle, mais aussi de
disposer d’une estimation de la prévalence. La situation d’hyper-endémie du pays vis-a-vis d’E. granulosus a été
confirmée, compte tenu des tres fortes prévalences obtenues chez les ovins et les bovins, nettement
supérieures a celle décrites par ailleurs en Europe, généralement inférieures a 10 % (Cardona and Carmena,
2013). L'identification d’E. granulosus s.s. comme seule espéece responsable des infestations permet de statuer
sur I'existence d’un cycle chien-ovin responsable du maintien du parasite. Si des haplotypes correspondant aux
génotypes G1 et G3 ont été identifiés, certains haplotypes appartenant a I'un des deux génotypes (selon la
position de trois mutations sur le géne coxl, voir 2.3.2.1) sont génétiquement plus proches de Il'autre
génotype. La réalisation de cette premiere caractérisation moléculaire en Moldavie confirme aussi le réle
insignifiant des bovins car présentant un taux de fertilité trés faible comme cela est systématiquement observé
en Europe (Cardona and Carmena, 2013). L’absence de cas chez les porcins peut apparaitre plus surprenante
car ils sont sensibles a E. granulosus s.s. et peuvent développer des kystes fertiles. L'origine exclusivement
intensive des porcs examinés dans cette étude explique tres certainement cette absence de cas d’infestation.
Par contre, I'élevage extensif de porcs en extérieur est également pratiqué pouvant laisser supposer des
risques d’infestation. L’échantillonnage de ce type d’animaux pourrait conduire a la détection d’E. canadensis
(G6-7), dont les porcs sont les hotes intermédiaires principaux. Cela est d’autant plus probable que cette
espece parasitaire a été identifiée chez les porcs en Roumanie (Bart et al., 2006b; Neghina et al., 2010), pays
frontalier de la Moldavie.

L’appartenance des élevages au secteur public ou privé est un élément essentiel dans I'épidémiologie d’E.
granulosus s.s. en Moldavie. L'élevage intensif pratiqué dans le secteur public aboutit a une réduction de
I’exposition au parasite, alors que dans le secteur privé le paturage et I'élevage en plein air sont
majoritairement pratiqués. De plus, dans les fermes collectives, I'abattage est réalisé sous contréle vétérinaire
alors que dans les fermes privées 'abattage est généralement pratiqué a la ferme. Les viscéres sont alors
enterrées ou données au chien comme le veut une tradition trés répandue, ce qui contribue a perpétuer le
cycle parasitaire, particulierement avec la situation de surabondance de chiens errants ou divagants. La chute
de I"'URSS a permis a la Moldavie d’acquérir son indépendance en 1991. La proportion des animaux élevés dans
le secteur public et privé s’est completement inversée dans les dix années qui ont suivi, avec actuellement 95 %
des animaux dans le secteur privé. On peut ainsi supposer que la prévalence de I'infestation par E. granulosus
s.s. en Moldavie a probablement augmenté depuis les 20 derniéres années et qu’elle est actuellement encore
sous-estimée car basée uniquement sur la minorité des animaux passant a l'abattoir. L'observation
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d’haplotypes tres proches suggere des populations non différenciées et coincide avec I'hypothése d’une
augmentation récente de la prévalence. La présence de nombreuses fermes privées tout autour des fermes
collectives peut aussi expliquer la présence du parasite dans ces structures malgré I'application de mesures de
controdle sanitaire.

Malheureusement, nous n’avons pas pu obtenir le détail des informations concernant les animaux concernés
par I'analyse macroscopique des kystes : proportion de I'organe infesté et taille (en cm) des kystes. L’absence
de ces informations est d’autant plus frustrante que cela empéche de répondre a certaines questions rarement
étudiées telles que l'influence de I'age de I'animal sur la taille des kystes. Toutefois, |a forte proportion de
I'organe infestée par des kystes parasitaires observée dans le secteur privé correspond a des infestations
massives qui résultent probablement d’événements successifs d’infestations. La preuve moléculaire
d’infestations par deux haplotypes sur le méme organe ou deux organes différents issus du méme animal,
observées dans cette étude, avait déja été décrite précédemment chez les ovins et bovins (Boufana et al.,
2014; Casulli et al.,, 2012; Umhang et al., 2013c). Cependant, I’échantillonnage et I'analyse moléculaire de
plusieurs échantillons de kystes hydatiques issus d’'un méme animal et encore plus d’'un méme organe infesté
sont rarement réalisés. La disponibilité d’un outil moléculaire plus discriminant devrait permettre de pouvoir
explorer plus en détail cette origine des kystes afin d’en déduire des fréquences d’évenements d’infestation.

La tres forte prévalence de l'infestation par E. granulosus s.s. observée chez les ovins et les bovins suggére une
forte contamination environnementale pouvant expliquer les fortes incidences de cas humains décrites, dont le
nombre augmente de prés de 5 % chaque année (Erhan, 2010). Les pratiques d’élevage et plus
particulierement celles du secteur privé trés largement majoritaire expliquent le maintien du cycle parasitaire
et probablement I'augmentation de la prévalence depuis le début des années 1990. Si E. granulosus s.s. est
actuellement la seule espece du complexe décrite dans le pays, la présence d’E. canadensis (G6-7) chez le porc
peut-étre fortement soupgonnée. Cette espéce ayant un impact zoonotique non négligeable (Alvarez Rojas et
al., 2014), elle doit constituer 'une des cibles des futures enquétes épidémiologiques, afin de disposer des
informations épidémiologiques nécessaires a I'amélioration du niveau sanitaire vis-a-vis de cette parasitose.

6.2.2. En Afrique du Nord : Algérie et Maroc

El Berbri I., Petavy AF., Umhang G., Bouslikhane M., Fassi Fihri O., Boué F., Dakkak A. Epidemiological investigations on
cystic echinococcosis in North-West (Sidi Kacem Province) Morocco: Infection in ruminants. Advances in Epidemiology,
2015, Article ID 104025, 1-9.

Zait H., Kouidri M., Grenouillet FE., Umhang G., Millon L., Hamrioui B., Grenouillet F. Molecular characterization of
Echinococcus granulosus sensu stricto and Echinococcus canadensis in humans and livestock from Algeria. Parasitological
Research, 2016, 115(6):2423-2431.

Introduction :

L’échinococcose kystique est présente a un niveau fortement endémique dans tous les pays de I'Afrique du
Nord qui constituent le Maghreb : Algérie, Maroc, Tunisie et Libye (Dakkak, 2010). Cette zoonose y constitue a
la fois un probléme majeur de santé publique et un probléme économique majeur. Plusieurs facteurs
environnementaux et socioculturels ont été décrits comme associés a un fort risque zoonotique : I'existence de
communautés de bergers en zone rurale, I'absence d’inspection sanitaire en abattoir, le nourrissage des chiens
avec les viscéres des animaux de rente, la mauvaise élimination des carcasses, le nombre élevé de chiens
errants ou divagants et la faible connaissance de la maladie par le public (Carmena and Cardona, 2013). Dans ce
contexte d’hyper endémie, le LNR a collaboré avec I’Algérie via le CNR de Besangon et avec le Maroc dans le
cadre du projet ICONZ (Integrated Control of Neglected Zoonoses) financé par le 7éme Programme Cadre de
Recherche et Développement. La prévalence chez les hotes intermédiaires en Algérie est comprise entre 8 et
26 % chez les dromadaires, 5 a 26 % chez les bovins, 4 a 22 % chez les ovins, 2 a 11 % chez les chévres et 6 %
chez les chevaux d’apreés les précédentes études réalisées (Bardonnet et al., 2003; Hamrat et al., 2011; Kouidri
et al., 2012; Kouidri et al., 2013; Ouchene et al., 2014). Au Maroc, la prévalence d’infestation par E. granulosus
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s.l. atteint 49 % chez les bovins, 32 % chez les ovins, 2 % chez les chévres, 11 % chez les dromadaires et 8 %
chez les équidés (Azlaf and Dakkak, 2006; Azlaf et al., 2007; Dakkak, 2010; Pandey, Ouhelli, and Ouchtou,
1986). Les cas humains sont nombreux, 1627 en 2012 au Maroc (soit 5,2 cas pour 100 000 habitants), et
estimés a plus de 700 en Algérie alors qu’aucun systéme d’enregistrement n’est disponible. L’étude réalisée au
Maroc avait pour but de fournir des données de prévalence ainsi que de caractérisation moléculaire du
parasite chez les animaux de rente a I'abattoir dans la province de Sidi Kacem, considérée comme fortement
endémique mais pour laquelle aucune donnée n’était disponible. En Algérie, I’étude menée a consisté a réaliser
la caractérisation moléculaire des especes d’E. granulosus s.l., principalement chez 'Homme.

Matériel et méthodes :

La province marocaine de Sidi Kacem (3095 km?) située au nord-ouest du pays est une zone agricole
regroupant 1,6 % de la population du Maroc. Elle comporte 10 abattoirs, dans lesquels la présence de kystes
hydatiques chez les ruminants notifiée pendant 4 ans (avril 2009 a mars 2013) a été utilisée pour les besoins de
I’étude. Un total de 2090 animaux (652 bovins, 1302 ovins et 136 caprins) a été examiné visuellement et par
palpation pour détecter la présence de kystes hydatiques. La fertilité a été déterminée pour 1272 kystes
sélectionnés aléatoirement sur les poumons et le foie de bovins (913 kystes) et d’ovins (359 kystes). En
paralléle, 114 kystes sélectionnés aléatoirement ont été prélevés a I'aide de papier FTA (cf. encart 4) afin de
déterminer I'espece d’E. granulosus s.l. concernée a partir du séquencage partiel du géne cox1 réalisé au LNR
comme décrit précédemment (Umhang et al., 2013c).

Des kystes hydatiques issus de 54 patients algériens provenant principalement du foie et des poumons mais
aussi de localisations plus atypiques (os, maxillaire, rate, coeur et diaphragme) ont été collectés. Ces
échantillons provenaient de 31 adultes et de 23 enfants. En parallele, 16 kystes provenant d’ovins (n=7), de
bovins (n=4), de caprins (n=3) et de dromadaires (n=2) ont été ajoutés. L’ADN de I’ensemble de ces échantillons
a été extrait afin de pouvoir réaliser I'amplification partielle des genes cox1 et nad1 (Bart et al., 2006b) au CHU
de Besancgon. En cas d’absence de résultats d’amplification pour le géne nad1 avec les amorces optimisées pour
E. granulosus s.s., les amorces originellement décrites par Bowles et McManus (Bowles and McManus, 1993)
ont été utilisées. Un réseau d’haplotypes mitochondriaux basé sur les séquences concaténées des deux genes
coxl+nadl (884 pb) a été réalisé par le LNR a l'aide du logiciel TCS (Clement et al., 2000) pour évaluer la
relation entre les différents haplotypes présents.

Résultats :

Pour la période couvrant les quatre années de surveillance, la prévalence d’E. granulosus aux abattoirs de Sidi
Kacem a été de 11,0 % (ICqsy : [9,4-12,8]) chez les ovins, 42,9 % (ICqsy, : [39,2-47,6]) chez les bovins, et de 1,5 %
(ICosy : [0.4-5.2]) chez les caprins. Une nette augmentation des taux de prévalence a pu étre mise en évidence
chez les bovins et les ovins (p<0,001). La fertilité des kystes étaient légerement supérieure chez les ovins en
comparaison des bovins, alors que les kystes des deux seuls chévres infestées étaient calcifiés ou stériles. Les
analyses moléculaires ont permis de déterminer que seule I'espéce E. granulosus s.s. était responsable des
infestations des animaux de rente examinés dans le contexte de cette étude.

En Algérie, 'examen des kystes hydatiques provenant des bovins, ovins et caprins a abouti a 'identification de
la méme espéce parasitaire : E. granulosus s.s. A I'exception d’'une chévre et d’un bovin, le méme haplotype
pour les genes cox1 et le nadl a été mis en évidence. Cependant, I'espéce E. canadensis (G6-7) a été identifiée
dans les deux échantillons de kystes fertiles issus de dromadaires, avec le méme haplotype pour le géne cox1
mais deux haplotypes différents pour nadl. Cette méme espéce s’est également révélée étre a I'origine d’'une
infestation fertile chez une patiente touareg de 60 ans vivant dans la région désertique de Tamanrasset au sud
de I'Algérie. En revanche, I'ensemble des 53 autres échantillons d’origine humaine, correspondait a I'espéce
parasitaire E. granulosus s.s. Parmi ces échantillons d’E. granulosus s.s. identifiés chez I’'Homme et I’animal, 10
haplotypes pour chacun des deux génes ont été obtenus avec a chaque fois un haplotype dominant
représentant 76 % des échantillons humains et correspondant a ce qui était considéré comme le génotype G1.
Au total, le taux de fertilité des kystes d’E. granulosus s.s. chez I'Homme était de 93,6 %.
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Encart 4 : Utilisation du papier FTA pour I'échantillonnage du stade larvaire d’E. granulosus s.I. en vue
d’analyses moléculaires

Boué F., El Berbri |.,, Hormaz V., Boucher J.-M., Bezeid A., Traore A., Petavy AF., Dakkak A., Umhang G. Use of FTA card
methodology for sampling and molecular characterization of Echinococcus granulosus sensu lato in Africa. Experimental
Parasitology, 2017, 173, 29-33.

E. granulosus s.l. est hyper-endémique et enzootique en Afrique, cependant peu de données moléculaires
sont disponibles. Le diagnostic se limite généralement a I’observation macroscopique de kystes hydatiques sur
les animaux de rente a I'abattoir. Cependant si la spécificité de ce type d’analyse est variable dés lors qu’il
s’agit de kystes non caractéristiques, la distinction au niveau de I'espéce dans le complexe E. granulosus s.I. ne
peut étre réalisée qu’avec des méthodes de biologie moléculaire. Or, si E. granulosus s.s. et E. canadensis (G6-
7) sont présents de facon majoritaire en Afrique, E. ortleppi et E. felidis sont aussi décrits dans la faune
sauvage. Cette absence de données est liée a la difficulté de réalisation, de conservation et de transport de
prélevements dans un climat généralement chaud et humide, ainsi qu’a I'absence de laboratoires de biologie
moléculaire a proximité. Dans ce contexte, l'utilisation de la carte FTA est apparue comme une alternative
pertinente car permettant de conserver les acides nucléiques a température ambiante pendant des années
sur un papier buvard. Ces cartes FTA avaient déja été utilisées avec succes pour des bactéries et des virus mais
étaient quasiment ignorées pour les parasites. Dans le cadre d’une collaboration avec plusieurs pays africains,
le LNR a mis en place une étude de validation de cette méthode d’échantillonnage en laboratoire puis sur des
prélevements réalisés a |'abattoir en Afrique sur des ovins, bovins, caprins et chameaux.

Soixante-seize prélevements de kystes parasitaires a localisations hépatique ou pulmonaire, provenant
d’animaux de rente (ovin, bovin, porcin) ou d’espéces sauvages (rat musqué, ragondin, sanglier) ont été
échantillonnés au laboratoire a I'aide des cartes FTA. Tous ces kystes avaient déja été diagnostiqués au
préalable par le LNR a I'aide de I'analyse d’une portion du gene cox1 (encart n°2). Les prélevements sur la
carte FTA ont été réalisés en imprégnant le papier pendant 20 secondes sur la membrane interne du kyste
apres incision au scalpel, puis en laissant sécher 24 heures a température ambiante. Dans les abattoirs au
Maroc, au Mali et en Mauritanie, 217 kystes d’animaux de rente ont été échantillonnés avec cette méthode.
Une surface d’environ 1 cm? de papier FTA a été prélevée et découpée en plus petits morceaux pour réaliser
une extraction d’ADN. Une PCR amplifiant une partie du géne cox1 (encart n°2) a été réalisée pour identifier
I’'espece parasitaire impliquée apres séquencage.

Un résultat conforme a celui attendu a été obtenu pour I'ensemble des 76 échantillons réalisés au laboratoire,
permettant l'identification d’especes au sein des deux genres Echinococcus et Taenia. 80 % des échantillons
prélevés a I'abattoir ont permis d’obtenir un résultat (Tableau 22). Cela a permis la premiére caractérisation
moléculaire d’E. granulosus s.l. au Maroc avec l'identification d’E. granulosus s.s. Au Mali, seuls T. hydatigena
et F. gigantica ont pu étre identifiées avec un taux de succes du diagnostic de seulement 69 %. En Mauritanie,
seuls des chameaux ont été échantillonnés, aboutissant a I'identification d’E. canadensis G6-7 a partir de 44 %
des préléevements seulement.

Tableau 22 : Résultats des diagnostics par PCR a partir des échantillons prélevés sur papier FTA en abattoir.

. . . Taux
. .. E canadensis  E. granulosus Taenia  Fasciola . , .
Pays Espéce héte (G6-7) sensu stricto  hydatigena gigantica négatif  d'amplification
(%)
Bovins 87 1 15 88/103 (85%)
Maroc ——
Ovins 46 1 1 5 48/53 (91%)
Bovins 2 6 4 8/12 (67%)
Mali Ovins 15 7 15/22 (69%)
Caprins 8 3 8/11 (73%)
Mauritanie Camélidés 7 9 7/16 (44%)

Les échecs d’amplification constatés sur les prélevements d’abattoir peuvent s’expliquer par un non-respect
du protocole de prélevement, notamment du fait de temps de contact et de séchage trop courts. Cela peut
aussi s’expliquer par le type de kyste, I’ADN étant moins présent dans les kystes calcifiés, mais aussi par la
nature du kyste qui peut s’avérer étre d’origine bactérienne et donc ne pas correspondre au spectre
d’amplification de la cible PCR. Cette méthode d’échantillonnage par le papier FTA a démontré sa capacité a
permettre d’obtenir un diagnostic moléculaire sur un panel d’hotes intermédiaires domestiques mais aussi
sauvages. La possibilité d’obtenir des échantillons de kystes hydatiques malgré des conditions difficiles de
prélevement, de conservation et de transport devrait faciliter I'obtention de futures données moléculaires.
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La concaténation des séquences nucléotidiques des genes cox1 et nadl (884 pb) a révélé 18 haplotypes
différents pour E. granulosus s.s. sur la base de 26 sites de mutation (Figure 35). La relation entre ces
haplotypes a été représentée par un réseau d’haplotypes mitochondriaux, ou I'on observe un haplotype
dominant HL1 (71,6 % des échantillons). Les autres haplotypes ne sont représentés que par un seul échantillon,
a I'exception de H9 et H18 pour lesquels deux échantillons sans lien épidémiologique ont été obtenus. Les
haplotypes HL19 et L20 correspondaient a E. canadensis (G6-7), et étaient issus des trois échantillons
provenant de la méme zone géographique du sud de I'Algérie. L’haplotype HL19 correspond aux parasites
identifiés chez la patiente touareg et chez un dromadaire.

Figure 35 : Réseau d’haplotypes mitochondriaux (cox1+nad1) obtenus a partir de 67 échantillons d’E. granulosus s.s. La
taille des cercles indique approximativement le nombre d’individus (indiqué entre parentheses lorsque différent de 1) et
chaque mutation est représentée par une ligne et un point blanc.

Discussion :

Malgré le statut hyper-endémique du Maghreb, les résultats de ces deux études ont permis d’obtenir des
données originales tant au niveau de la surveillance que de I'épidémiologie moléculaire, soulignant la nécessité
de produire des données épidémiologiques pour tendre vers une perspective de lutte. Dans les deux pays et a
I'image de I’Afrique et du monde, I'espéce E. granulosus s.s. s’avere la plus représentée au sein du complexe E.
granulosus s.l., chez les animaux de rente comme chez les humains. Les prévalences obtenues chez les animaux
de rente dans la province de Sidi Kacem sont légérement supérieures a celles obtenues dans les autres régions
du pays (Azlaf and Dakkak, 2006). Cela pourrait s’expliquer au moins en partie par les résultats d’'une enquéte
menée dans la région, et qui avait révélé que les espaces de paturages y sont tres fréquentés par les chiens, qui
sont présents en trés grand nombre et ont un acces régulier aux visceres des animaux de rente, notamment via
les abattoirs (El Berbri et al., 2015). La relation entre I'dge et le taux d’infestation est conforme a ce qui est
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classiquement décrit et s’explique principalement par I'augmentation de I’exposition a la contamination
environnementale par les ceufs d’E. granulosus s.s., permettant d’accroitre la probabilité d’infestation ou de ré-
infestation. De plus, comme entre 4 et 13 mois sont nécessaires pour que les kystes hydatiques atteignent
quelques millimetres de diameétre, les infestations trés récentes peuvent ne pas étre diagnostiquées a
I'abattoir, accentuant la différence entre les individus jeunes et les individus agés, qui ont une plus forte
probabilité d’avoir des kystes plus développés. Au Maroc, les bovins sont généralement abattus plus vieux que
les ovins, ce qui est susceptible de contribuer a expliquer la plus forte prévalence observée chez les bovins. De
plus contrairement a I'Europe mais a I'image de toute I’Afrique, le taux de fertilité des kystes d’E. granulosus
s.s. chez les bovins est similaire a celui des ovins. Les bovins font donc partie intégrante, en tant qu’héte
intermédiaire, du cycle d’E. granulosus s.s. au Maroc, comme les ovins et doivent donc étre également ciblés
par les mesures de lutte. Le réle des chevres dans la transmission d’E. granulosus s.s. est insignifiant. Les
prévalences sont trés faibles (0-2 %) contrairement a celles observées chez les bovins et ovins dans les mémes
zones. La chevre est un hote intermédiaire connu d’E. canadensis (G6-7) mais cette espece parasitaire n’est
généralement présente en Afrique que par I'existence d’un cycle entre chiens et dromadaires. De fait, les deux
dromadaires porteurs de kystes et originaires du sud de I'Algérie étaient infestés par E. canadensis (G6-7).
Cette espece est minoritaire par rapport a E. granulosus s.s. en Algérie comme dans toute I'Afrique. Sa
présence est généralement liée aux zones désertiques en raison de la présence de dromadaires. L’existence de
cas humains, notamment dans les populations Touaregs, incite a ne pas la négliger, d’autant que son potentiel
zoonotique est avéré. E. canadensis (G6-7) est responsable de 11,07 % (ICqse, : [9,6-12,7]) des cas humains
d’hydatidose dans le monde, certes loin derriére E. granulosus s.s. mais bien devant les autres especes du
complexe E. granulosus s.l. qui représentent en cumulé moins de 0,4 % des cas. Il s’agissait ici de la premiere
description d’un cas humain d’E. canadensis en Algérie.

L'utilisation de séquences nucléotidiques de génes mitochondriaux s’avere tres utile pour la diagnose d’espéce
au sein d’E. granulosus s.l., laquelle est indispensable a la connaissance des cycles parasitaires impliqués.
Cependant, la comparaison avec des données moléculaires issues de pays voisins ou d’autres continents est
limitée par l'utilisation de génes ou portions de genes différentes dans les différentes études. Si le géne cox1
apparait le plus utilisé, il ne s’agit pas toujours des mémes portions de séquences, et les séquences ciblées sont
plus ou moins longues, allant de 396 pb au géne entier (1600 pb). D’autres génes amplifiés seuls ou en
complément de cox1, sont ainsi souvent utilisés, tels que nad1, nad3 ou encore atp6 ou I'’ARN ribosomal 12S.
Un consensus sur le choix de genes permettrait de faciliter les comparaisons, a moins que le développement
d’un nouvel outil moléculaire plus discriminant puisse remplacer cette approche basée sur la comparaison de
séquences nucléotidiques d’un seul géne ou d’un nombre limité de génes.
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7. Caractérisation des cycles parasitaires d’E. multilocularis et d’E.
granulosus

A I'exception du stade ceuf libre dans I'environnement, les deux autres stades parasitaires du cycle de vie des
échinocoques requiert des hotes définitifs ou intermédiaires pour leur survie. Les espéces de mammiféeres
doivent étre des hétes compétents pour le développement du parasite mais aussi s’intégrer dans une relation
proie-prédateur afin de permettre le passage du stade larvaire au stade adulte. Généralement, un seul des
deux types d’hoétes est principalement concerné par la surveillance, a savoir le renard pour E. multilocularis et
les animaux de rente pour E. granulosus s.I. Toutefois I'identification de I'autre type d’hote intervenant dans le
cycle est nécessaire pour assurer une meilleure compréhension de la réalisation du cycle parasitaire. Ainsi, la
forte proximité avec I’homme des carnivores domestiques nécessite de disposer de données épidémiologiques
pour connaitre leur potentiel zoonotique. Des études ont ainsi été menées en zone de forte endémie d’E.
multilocularis pour le chien et le chat, alors qu’une confirmation du chien en tant qu’hdote définitif d’E.
canadensis (G6-7) en Corse a été recherchée.

7.1. Role des carnivores domestiques dans I'épidémiologie d’E. multilocularis

7.1.1. Role du chien

Umhang, G., Raton, V., Comte, S., Hormaz, V., Boucher, J -M., Combes, B., Boué, F. Echinococcus multilocularis in dogs
from two french endemic areas: No evidence of infection but hazardous deworming practices. Veterinary Parasitology,
2012, 188(3-4), 301-305.

Umhang G., Comte S., Raton V., Hormaz V., Boucher JM., Favier S., Combes B., Boué F. Echinococcus multilocularis
infections in dogs from urban and peri-urban areas in France. Parasitology Research, 2014, 113 (6), 2219-2222.

Karamon J., Samorek-Pierég M., Kochanowski M., Dabrowska J., Sroka J., Gotab E., Umhang G. & Cencek T.. First detection
of Echinococcus multilocularis in dogs in a highly endemic area of Poland. Folia Parasitologica, 2016, 63, 1-5.

7.1.1.1. Surveillance épidémiologique

Introduction :

Dans les pays européens historiquement endémiques, la prévalence de l'infestation canine par E. multilocularis
est généralement inférieure a 1 % mais peut localement atteindre 7 % en zone de trés forte endémie (Deplazes
et al., 1999; Dyachenko et al., 2008b; Gottstein et al., 2001; Sager et al., 2006). Cependant aucune donnée
n’était disponible en France. Deux études ont ainsi été menées par le LNR en collaboration avec I'ELIZ dans des
zones de forte endémie, a différentes échelles géographiques et avec des niveaux d’urbanisation différents.

Matériels et méthodes :

Afin de disposer d’'un nombre suffisamment élevé d’échantillons de féces pour une évaluation robuste de la
prévalence, une collaboration a été menée avec les cabinets vétérinaires des zones échantillonnées. Cela
permettait de couvrir un large territoire et un grand nombre de chiens en quelques mois tout en essayant
d’étre le plus représentatif de la population canine existante. Chaque client possédant un chien se voyait
proposer un vermifuge contenant du praziquantel. En échange, il devait rapporter la premiére crotte apres
vermifugation, accompagnée d’un questionnaire de renseignements sur le chien et sa fréquence de
vermifugation.

Une étude a été réalisée dans I'ensemble du département de la Meuse en 2008 puis dans celui de la Haute-
Sadne en 2010 (Umhang et al., 2012). Ces deux départements ruraux sont considérés comme fortement
endémiques avec une prévalence d’infestation par E. multilocularis chez le renard dépassant les 35 % (Combes
et al.,, 2012). La collecte de féces s’est déroulée au printemps (mars a juin) car cette période est estimée plus
propice a I'infestation canine en raison de la plus forte prévalence chez les rongeurs. Une autre étude a été
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menée a |'échelle des communautés de communes d’Annemasse (74) et de Pontarlier (25) en milieu urbain et
péri-urbain (Umhang et al., 2014b). A I'échelle départementale, la Haute-Savoie et le Doubs sont considérés
comme tres fortement endémiques avec des prévalences autour de 50 % chez le renard (Combes et al., 2012).
Dans cette étude, la collecte des féces a été réalisée quatre fois par an de 2006 a 2008.

Résultats :

La participation quasi-unanime des vétérinaires en Meuse et en Haute-Saéne a permis de couvrir I'ensemble
des deux départements, aboutissant a la collecte de 860 féces de chiens. Une observation microscopique a
permis d’identifier la présence d’au moins une espéce parasitaire (ankylostome, T. vulpis, Toxocara sp.,
Capillaria sp., Taenia sp., Mesocetoides sp., larves de nématodes) dans 171 des féces (19,9 %). Des ceufs de
Taenidae ont été observés dans sept feces. Cing infestations a T. crassiceps ont été identifiées. Malgré des
essais répétés, la présence d’inhibiteurs pour deux échantillons n’a permis d’identifier I'espece de Taenidae
impliquée. En I'absence de feces positives pour E. multilocularis, la prévalence apparente de I'infestation dans
la population canine a été estimée inférieure al % en Haute-Sadne et inférieure a 0,75 % dans la Meuse. Parmi
les 860 chiens échantillonnés, 320 étaient des chiens de chasse (37,2 %), 76 des chiens de ferme (8,8 %) et 464
(54,0 %) des chiens de compagnie. Les chiens de chasse étaient quatre fois plus parasités que les chiens de
ferme et cing fois plus que les chiens de compagnie (odd-ratio 1Cqsy : chiens de chasse 1, chiens de ferme 0,26
[0,18-0,37], chiens de compagnie 0,2 [0,09-0,44]). La prévalence parasitaire globale n’était pas différente
entre les chiens vermifugés au minimum une fois par an (n=715, 20,5 %, 1Cqss : [9,8 — 35,3 %]) et ceux jamais
vermifugés (n=44, 18, 7 %, 1Cosy, : [15,9 — 21,8 %]). Aucune différence significative concernant le type de chien
(p=0,53) ou la fréquence de vermifugation (p=0,52) n’a été observée en relation avec la suspicion de prédation
rapportée chez 37 % des chiens. En Haute-Sadne, les propriétaires avaient été interrogés sur leur connaissance
de la prédation de rongeurs par leur chien. Les propriétaires dont le chien consommait des rongeurs étaient
par contre deux fois moins conscients de I'utilité d’un antihelminthique efficace contre E. multilocularis (odd-
ratio = 0,48, 1Cqsy : [0,24 — 0,97]) que les propriétaires n’observant pas la consommation de rongeurs par leur
chiens. Parmi les sept chiens infestés par des ceufs de Taenidae, quatre étaient des chiens de chasse dont deux
avec une prédation de rongeurs reconnue.

Les trois années de collecte sur les communautés de communes d’Annemasse et de Pontarlier ont permis
d’obtenir 817 feces provenant de chiens différents. Dans chacune des deux zones, deux feces positives pour E.
multilocularis ont été identifiées, conduisant a des prévalences similaires de 0,4 % a Annemasse et 0,6 % a
Pontarlier. La prévalence globale de I'infestation par E. multilocularis chez le chien a été estimée a 0,5 % (ICqsy, :
[0,1 — 1,3 %]). En paralléle, huit infestations par Taenia spp. ont été observées : T. crassiceps n=(5), T. serialis
(n=2) et T. polyacantha (n=1). En raison du faible nombre de chiens de ferme (n=20), seulement deux
catégories de chiens ont été retenues : les chiens de chasse et les autres. Globalement, les chiens de chasse
étaient tres significativement (p<0,001) plus infestés par E. multilocularis et Taenia sp., méme si cela n’était pas
le cas en considérant uniquement E. multilocularis (p=0,457). De plus, les chiens de chasse étaient moins
souvent vermifugés au moins deux fois par an (p=0,010), et plus souvent jamais vermifugés (p=0,028) en
comparaison des autres chiens.

L’analyse de 980 féces de chiens provenant de cabinets vétérinaires en France dans le cadre d’une étude
concernant plusieurs pays européens n’a conduit a la détection d’aucun animal fournissant une réponse
positive pour E. multilocularis (Dyachenko et al., 2008b). Cependant, I'absence de toute donnée sur la catégorie
de chiens et surtout sur leur provenance géographique (zone d’enzootie ou non) a rendu difficile
I'interprétation des résultats de cette étude, réalisée par un laboratoire allemand. Que cela soit en zone
urbaine, péri-urbaine ou en zone rurale, cette étude confirme que le réle du chien dans le maintien du cycle
parasitaire et la contamination environnementale est trés largement minoritaire en comparaison avec le renard
(Hegglin and Deplazes, 2013). Toutefois, le risque zoonotique n’est pas a négliger, la possession d’un chien
ayant été identifiée comme un facteur de risque de développement chez 'lhomme d’une échinococcose
alvéolaire (Kern et al., 2004; Piarroux et al., 2013). Dans les deux études menées par le LNR, les chiens de
chasse ont été identifiés comme plus parasités et moins souvent vermifugés que les autres chiens. Alors que la
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chasse a été précédemment identifiée comme un facteur de risque pour I'échinococcose alvéolaire (Kreidl et
al., 1998), la possession d’un chien de chasse semblerait donc étre un facteur de risque supplémentaire dans ce
contexte. Ces résultats sont révélateurs d’'un manque majeur de sensibilisation et de connaissances sur
I’échinococcose alvéolaire, notamment par les chasseurs, pourtant proches du milieu de la faune sauvage. Cela
aboutit a des situations aberrantes, telle qu’une fréquence de vermifugation plus faible chez les chiens dont les
propriétaires ont conscience qu’ils consomment des rongeurs en Haute-Sadne. Or, la connaissance de cette
attitude de prédation devrait engendrer une vermifugation plus fréquente mais faute de connaissance
suffisante concernant le parasite, il n’y a pas de lien établi avec un risque zoonotique. Il est également a noter
que les chiens analysés au cours de ces deux études font partie de populations canines sous surveillance
vétérinaire et ne sont donc pas représentatifs de I'ensemble de la population canine, laquelle inclut des chiens
peu ou pas médicalisés. Malgré le fait qu’il soit plus difficile d’accéder a des populations de chiens ne
fréquentant pas les cabinets vétérinaires, il apparait vraisemblable que ces populations pourraient étre encore
plus a risque et mériteraient d’étre concernées au cours des études futures.

En France, la fréquence de vermifugation communément préconisée est de deux fois par an et elle est
appliquée dans plus de 70 % des cas. Toutefois, cette fréquence ne semble pas étre suffisante pour avoir un
effet sur l'infestation parasitaire. En zone d’endémie d’infestation par E. multilocularis, une vermifugation
mensuelle est recommandée pour les chiens prédateurs de rongeurs afin d’éviter I'excrétion d’ceufs dans les
féces (Eckert and Deplazes, 1999). Cette fréquence serait certainement difficile a accepter par tous les
propriétaires concernés notamment en raison du colt associé. Par contre, cibler les populations canines les
plus exposées pourrait constituer un point de départ intéressant pour la prévention de I'échinococcose canine.

7.1.1.2. Intérét des différentes approches de dépistage coprologique chez le chien

Si aucun cas d’infestation canine n’a pu étre identifié dans les deux départements ruraux de Meuse et de
Haute-Sadne, les quatre cas positifs observés a Annemasse et Pontarlier constituent les premiers cas
diagnostiqués chez le chien en France par une approche moléculaire. Des niveaux de prévalences similaires de
I'infestation par E. multilocularis ont été retrouvés chez le chien en Europe (Carmena and Cardona, 2013).
Récemment, I'expertise du LNR dans ce type d’étude a été mise a contribution pour la réalisation d’une étude
en Pologne par l'institut national de recherche vétérinaire de Pulawy. La collecte de 148 féces de chiens au
printemps 2015 dans une région de forte endémie dans le sud-est du pays a permis de mettre en évidence
pour la premiére fois une infestation de chiens par E. multilocularis (Karamon et al., 2016). Deux féces,
correspondant a une prévalence de 1,4 % (ICgsy : [0,4 — 4,8 %]) ont été détectées positives par PCR. Toutefois,
ces prévalences ont été obtenues en ayant recours a des protocoles différents de dépistage coprologique. Le
choix du protocole de dépistage est d’autant plus important qu’il a un impact direct sur la sensibilité de
détection, tres importante pour ces études ou une faible prévalence est attendue. Le dépistage final étant
désormais systématiquement réalisé par PCR, I'importance de la spécificité est moindre car une confirmation
par séquencage est devenue systématique.

Lors des études menées par le LNR en France, la premiére étape aprés flottaison consiste en une flottaison
adaptée de la méthode développée par Mathis et al. (Mathis et al., 1996). Cinq grammes de féces sont
homogénéisées dans de I'eau distillée puis filtrée avec une maille de 250 um afin d’éliminer les gros éléments.
Aprés centrifugation, le surnageant est éliminé et le culot repris dans une solution de chlorure de zinc a 42 %.
Aprés centrifugation, le surnageant est filtré sur maille de 20 um qui retient les ceufs de parasites. Le filtre est
alors rincé pour obtenir un culot contenant les ceufs de parasites. L'observation au microscope de cette
solution permet ensuite d’identifier les ceufs de Taenidae. Les ceufs des genres Echinococcus et Taenia étant
morphologiquement identiques, un dépistage par PCR se doit ensuite d’étre réalisé pour l'identification de
I'espece parasitaire concernée. Cette approche classique a été utilisée pour I'étude en Meuse et en Haute-
Sadne (Umhang et al., 2012), alors que pour I'étude sur Annemasse et Pontarlier (Umhang et al., 2014b) il avait
été choisi de réaliser apres flottaison une extraction d’ADN sur tous les échantillons suivie d’'un dépistage de la
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présence de Taenia sp. et d’E. multilocularis par PCR multiplex (Trachsel et al., 2007). Si I'observation
microscopique systématique permet de limiter le nombre d’échantillons a traiter en PCR et de disposer d’une
observation polyspécifique des especes parasitaires présentes, I'analyse PCR systématique avait I'avantage
d’augmenter la sensibilité de détection pour les échantillons contenant une faible quantité d’ceufs et surtout
pour ceux qui ne contenaient potentiellement pas d’ceufs mais uniquement de 'ADN d’E. multilocularis. Si
cette seconde approche se révele étre plus longue et plus couteuse, l'identification de cas positifs pour E.
multilocularis tend a argumenter en faveur d’une meilleure sensibilité, en considérant I'existence de contextes
épidémiologiques similaires dans les deux études.

La disponibilité de meilleurs kits d’extraction d’ADN et surtout de tests PCR plus sensibles et spécifiques a eu
pour effet d’abandonner le criblage par flottaison et de réaliser une extraction directe a partir de feces. Cela
permet de ne pas étre dépendant de la sensibilité de la flottaison et de I'observation au microscope. Toutefois,
cette approche directe est en butte a la présence potentielle d’inhibiteurs de PCR. Une des solutions consiste a
diluer I'extrait d’ADN pour utilisation en PCR. Un tel phénomene n’avait pas permis d’obtenir une amplification
pour deux des sept feces présentant des ceufs de Taenidae en Meuse et Haute-Saéne (Umhang et al., 2012).
Lors de I'étude menée en collaboration avec la Pologne (Karamon et al., 2016) il a été décidé de réaliser
systématiquement I"amplification d’un échantillon d’ADN dilué au 1/10°™ et non dilué. Le résultat positif pour
E. multilocularis a partir de 'une des deux féces positives a été obtenu par les deux tests PCR utilisés mais

eme

uniqguement avec un échantillon d’ADN dilué au 1/10™", confortant I'intérét de I'utilisation de cette pratique.
La disponibilité de techniques de PCR en temps réel pour le dépistage d’E. multilocularis (Dinkel et al., 2011;
Knapp et al., 2014) (cf. encart n°2) a fini d’orienter le choix des protocoles vers une analyse directe des feces
sans étape préalable a I'extraction d’ADN. Cette nouvelle approche plus sensible permet également un
couplage a un contréle interne, qui permet d’observer la présence d’inhibiteurs potentiels. Ce dispositif
constitue donc une approche trés pertinente dans le cadre des enquétes de dépistage de I'infestation par E.
multilocularis chez les carnivores domestiques, afin de disposer de données plus précises pour évaluer le réle

de ces animaux dans le risque de contamination de 'Homme.

7.1.2. Réle du chat : prévalence et potentiel zoonotique

Umhang G., Forin-Wiart M-A., Hormaz V., Caillot C., Boucher J-M., Poulle M-L., Boué F. (2015) Echinococcus multilocularis
detection in the intestines and feces of free-ranging domestic cats (Felis s. catus) and European wildcats (Felis s. silvestris)
from northeastern France. Veterniary Parasitology, 214(1-2):75-79.

Introduction :

Comme le chien, le chat est un carnivore domestique constituant un hote définitif potentiel pour E.
multilocularis. Sa proximité avec I'homme lui a valu d’étre lui aussi identifié comme un facteur de risque pour
I’échinococcose alvéolaire (Kern et al., 2004; Kreidl et al., 1998) mais son réle demeure pourtant ambigu. En
effet, beaucoup d’études d’infestations expérimentales du chat par E. multilocularis ont été réalisées (Crellin,
Marchiondo, and Andersen, 1981; Jenkins and Romig, 2000; Kamiya, Ooi, and Ohbayashi, 1986; Rausch and
Richards, 1971; Thompson and Eckert, 1983; Thompson, Deplazes, and Eckert, 2003; Vogel, 1957) et
contrairement au renard et au chien, les résultats d’études d’infestations expérimentales récentes semblent
montrer que le chat ne jouerait pas un role significatif dans I'épidémiologie de I'échinococcose alvéolaire
(Kapel et al., 2006; Thompson et al., 2006). Ainsi, la réceptivité du chat aux infestations expérimentales varie
d’un état apparemment réfractaire a celui de fortement réceptif, mais cette appréciation prend uniquement en
considération la charge parasitaire sans tenir compte du stade de développement des parasites (Jenkins and
Romig, 2000). Or, le développement des vers est retardé, avec une excrétion tres faible d’ceufs (Kapel et al.,
2006; Thompson et al., 2006). Seulement deux études récentes ont exploré la période patente, si essentielle
pour I’évaluation du potentiel zoonotique, en analysant de maniere quantitative la présence du parasite dans
les feces et les intestins jusqu’a 90 jours post-infestation (Kapel et al. 2006, Thompson et al. 2006). En paralléle,
plusieurs cas d’infestation naturelle du chat ont été décrits en Amérique du Nord (Leiby and Kritsky, 1972;
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Wobeser, 1971), au Japon (Kamiya et al., 1986) et en Europe (Deblock et al., 1989; Eckert, Muller, and
Partridge, 1974; Zeyhle, 1982) et ces descriptions sont importantes pour confirmer ou nuancer les conclusions
obtenues par les infestations expérimentales. De plus, les chats forestiers (Felis s. silvestris) et les chats
domestiques en Europe ont une forte activité de prédation de rongeurs (Forin-Wiart, 2014; Germain, Ruette,
and Poulle, 2009) et, comme les populations de chats domestiques sont plus importantes que celles des
renards (Hiby, Eckman, and MacFarlaine, 2014; Ruette, Stahl, and Albaret, 2003), le réle des populations de
chats comme hote définitif d’E. multilocularis mérite d’étre évalué trés précisémment. Dans ce contexte, le LNR
Echinococcus spp. a voulu obtenir des informations sur I'infestation naturelle par E. multilocularis chez le chat.

Matériels et méthodes :

Une collaboration avec le plateau technique du CERFE de I'Université de Reims Champagne-Ardenne a permis
d’obtenir des féces de chats domestiques représentatifs d’une population de 61 chats vivants en extérieur et
de 81 chats de ferme, ainsi que des intestins de chats domestiques et de chats forestiers tués par des accidents
de la route. Les feces provenaient de trois sessions de collecte (juin-juillet 2011, novembre-décembre 2011 et
mars 2012) dans deux communes rurales des Ardennes, zone de forte endémie parasitaire atteignant
localement jusqu’a 53 % d’infestation des renards (Combes et al., 2012; Guislain et al., 2008). L’origine féline
des féces avait été confirmée par des analyses moléculaires dans la perspective d’une autre étude concernant
le régime alimentaire (Forin-Wiart, 2014). Le dépistage de I'infestation par E. multilocularis a été réalisé par
gPCR a partir d’un échantillon de 500 mg de feces (Knapp et al., 2014). Tous les résultats positifs en qPCR ont
ensuite été confirmés par pyroséquencage ciblant un segment de la séquence du géne cox1, avec comparaison
a une séquence de référence pour E. multilocularis. De plus, pour tous les échantillons dans lesquels la
présence d’E. multilocularis avait été confirmée, la présence d’ceufs de Taenidae a été vérifiée par un protocole
de flottaison (Umhang et al., 2012). En cas de présence d’ceufs de Taenidae, une qPCR était a nouveau réalisée
pour confirmer qu’il s’agissait bien de ceux d’E. multilocularis. En I'absence de résultat positif a cette qPCR, un
dépistage de I'espéce de Taenia sp. impliquée était réalisé par une PCR spécifique du genre (Trachsel et al.,
2007). Les intestins ont été collectés de février 2011 a mars 2014 puis analysés par la méthode SSCT (Umhang
et al., 2011), la charge parasitaire étant estimée par le comptage de 20% de chacun des cing segments pour les
échantillons ayant fourni un résultat positif.

Résultats :

Parmi les 321 féces de chats disponibles pour analyse, la présence d’E. multilocularis a pu étre confirmée a
partir de 10 féces (3,1 %, ICqss : [1,5-5,7]). Aprés flottaison, la présence d’ceufs de Taenidae n’a pu étre
observée que pour un seul échantillon. Les analyses moléculaires ont démontré qu’il ne s’agissait pas
d’E. multilocularis mais de Taenia (Hydatigera) taeniaeformis. Parmi les 19 intestins de chats domestiques et
les cing intestins de chats forestiers analysés, des vers d’E. multilocularis ont pu étre observés dans un
échantillon de chacune des deux especes. La prévalence de I'infestation par le parasite a ainsi pu étre estimée a
5 % chez le chat domestique avec une charge parasitaire évaluée a 7040 vers pour le seul intestin infesté. Des
vers d’E. multilocularis (environ 680) ont été observés pour un seul des cing intestins de chats forestiers. La
faible taille d’échantillonnage pour les deux espéces ne permet pas de donner des intervalles de confiance
pertinents. Chez les deux chats infestés, seulement des vers immatures ont pu étre observés (<1,5 mm),
correspondant au mieux au scolex et aux deux premiers segments. Le méme profil EmsB a été identifié chez les
vers des deux chats.

Discussion :

La prévalence intestinale de I'infestation par E. multilocularis chez le chat domestique est comprise entre 0 et
5,5 % dans des zones variées d’endémie (Eckert et al., 2011). La forte prévalence obtenue dans notre étude
peut étre expliquée par le faible nombre d’échantillons analysés ainsi que par un échantillonnage réalisé dans
une zone géographique de faible superficie en zone hautement endémique qui n’est trés probablement pas
représentatif de la région et surtout pas de la France. Compte tenu du manque de représentativité de
I’échantillonnage, il apparait difficile de réaliser une comparaison de prévalence. Toutefois, les deux
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infestations permettent de relever des observations intéressantes quant a la charge parasitaire et au stade de
développement des vers. Les charges parasitaires obtenues lors d’infestations expérimentales varient de
I'absence de vers jusqu’a plus de 3000 vers mais avec un faible ratio (3,2 %) de protoscolex inoculés se
développant en vers (Jenkins and Romig, 2000; Kapel et al., 2006). Lors des infestations naturelles, les charges
parasitaires sont généralement faibles, avec par exemple une charge moyenne de neuf vers pour les trois chats
infestés précédemment décrits en Haute-Savoie et dans I'Ain (Petavy et al., 2000) et de 3 a 50 au Canada
(Wobeser, 1971). Comme les fortes charges observées dans cette étude étaient uniquement des vers
immatures, il peut étre considéré qu’aucun ou peu de vers auraient atteint leur stade final de développement
avec la production d’ceufs. Une si forte diminution du nombre de vers a déja pu étre observée durant les dix
premiers jours de l'infestation lors d’infestations expérimentales de chats (Kamiya et al., 1986).

Les taux d’infestation’ des féces par E. multilocularis chez le chat en Europe n’excédent pas 0,77 % lors de
détection par copro-ELISA ou flottaison avec confirmation systématique par PCR (Deplazes et al.,, 1999;
Dyachenko et al., 2008a). Le fort taux d’infestation obtenu dans cette étude pourrait résulter de I'utilisation
pour la premiére fois de la qPCR pour le dépistage d’E. multilocularis chez le chat. Néanmoins, cela correspond
uniquement a la détection de 'ADN du parasite sans observation d’ceufs d’E. multilocularis, alors que
justement les autres méthodes sont généralement basées initialement sur I'observation microscopique des
ceufs. La détection de I’ADN d’E. multilocularis par qPCR en |'absence d’ceufs, démontre la possibilité de la
détection d’une infestation prépatente par cet outil comme cela avait déja été démontré par copro-ELISA et
par PCR conventionnelle aprés flottaison (Al-Sabi et al., 2007; Deplazes et al., 1999; Deplazes, Dinkel, and
Mathis, 2003). Toutefois, cette détection ne semble pas étre systématique en cas d’infestation, car dépendante
du nombre de vers. Ainsi, aucun signal n’avait pu étre obtenu par Knapp et al. (Knapp et al., 2014) pour le seul
échantillon de féces provenant d’un renard infesté par cing vers non gravides. L'utilisation d’outils moléculaires
pour la détection de l'infestation par E. multilocularis chez le chat doit ainsi étre systématiquement associée a
une recherche a posteriori des ceufs de Taenidae pour les échantillons ayant fourni un résultat positif afin
d’éviter des conclusions épidémiologiques inappropriées en raison de I'absence générale ou de la faible
excrétion d’ceufs. Cette absence d’ceufs dans les feces laisse supposer que la plupart (voire la totalité) des vers
se décrocheraient dans le contenu intestinal avant d’étre totalement développés, expliquant la présence d’ADN
détectable par qPCR dans les feces. Il ne peut pas étre exclu que la présence d’ADN dans les féces pourrait
aussi provenir directement de la digestion de la phase larvaire du parasite suite a la prédation d’un rongeur
parasité, méme si la détection se ferait sur une période plus courte comparée a celle de vers qui se
décrocheraient.

Les résultats obtenus dans cette étude confirment que le chat domestique et le chat forestier semblent jouer
un réle insignifiant dans la transmission d’E. multilocularis, méme en région fortement endémique. Le potentiel
biotique d’E. multilocularis chez le chat est extrémement faible en comparaison du chien et du renard, qui
doivent étre considérés comme les deux especes prioritaires pour la mise en ceuvre des mesures de controle
d’E. multilocularis. Ces données d’infestation naturelle apparaissent comme trés similaires a celles obtenues
lors des infestations expérimentales chez le chat avec un développement difficile des vers aboutissant a une
excrétion minimale d’ceufs, estimée a seulement 0,76 ceufs excrétés par ver. De plus, les ceufs produits par le
chat se sont révélés non infectieux aprés infestation par voie orale chez la souris (Kapel et al., 2006; Nonaka et
al., 2008). Cependant, bien que non observée dans cette étude, la présence d’ceufs totalement développés
dans des féces de chats infestés naturellement a déja été décrite avec jusqu’a 440 ceufs par gramme (Nonaka
et al., 2008). D’autres études seraient nécessaires pour clarifier totalement le réle potentiel du chat comme
une source d’infestation pour ’'homme. A I’heure actuelle, cette absence de clarification empéche d’écarter
totalement tout risque zoonotique, méme si il doit étre considéré comme trés faible (Deplazes et al., 1999;
Nonaka et al., 2008; Thompson et al., 2003). Pour cela, il serait intéressant d’évaluer chez la souris le potentiel
infectieux d’ceufs obtenus par des chats infestés naturellement.

5 . . . e N " . . . . \ a
Il est ici fait référence a la notion de taux d’infestation et non de prévalence car plusieurs féces provenant d’'un méme
individu ont été analysés en raison de la réalisation de I’échantillonnage sur deux communes de petite taille.
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7.2. Cas particulier des animaux captifs : surveillance d’E. multilocularis dans un parc
animalier

Umhang, G., Lahoreau, J., Nicolier, A., & Boué, F. (2013b). Echinococcus multilocularis infection of a ring-tailed lemur
(lemur catta) and a nutria (myocastor coypus) in a french zoo. Parasitology International, 62(6), 561-563.

Umhang G., Lahoreau J., Hormaz V., Boucher J-M., Guenon A., Montange D., Grenouillet F., Boué F. (2016) Surveillance
and control of Echinococcus multilocularis in a wildlife park. Parasitology International, 65(3), 245-250.

Introduction :

Au cours des deux dernieres décennies, de nombreux cas d’infestation d’animaux captifs par E. multilocularis
ou d’autres especes d’échinocoques ont été décrits. Cela concerne principalement les primates, dont plusieurs
especes de singes (Gorilla gorilla, Macaca sylvanus, Macaca fascicularis, Macaca nigra, Macaca fuscata,
Cercopithecus diana) et de |émuriens (Varecia rubra, Lemur catta) (Boufana et al., 2012; Deplazes and Eckert,
2001; Kondo et al., 1996; Yamano et al., 2014). En zone d’endémie d’E. multilocularis, cela peut constituer une
réelle menace notamment pour des espéces habituellement non confrontées a ce parasite. Au zoo de Bale, un
épisode groupé ayant affecté cinqg macaques et un gorille a été décrit alors qu’en Allemagne 24 macaques de
trois espéces ont également été diagnostiqués comme infestés (Rehmann et al., 2005; Tappe et al., 2007). Si
ces cas ont un intérét clinique et une importance écologique des lors qu’ils concernent des especes menacées,
ils ont aussi une grande importance épidémiologique car ils constituent des indicateurs de la présence locale du
parasite dans I'environnement et donc un risque zoonotique potentiel (Deplazes and Eckert, 2001).

En avril 2011 dans un parc animalier, I'autopsie d’un ragondin mort suite a plusieurs morsures des autres
individus de son enclos révéla que la cause de la mort était une septicémie. Cependant, la présence de lésions
hépatiques conduisit la vétérinaire du parc ou I'animal vivait en captivité depuis sa naissance a réaliser un
prélevement afin d’établir un diagnostic a partir de cette Iésion. Le LNR Echinococcus spp. fut contacté pour la
prise en charge de I'analyse de ce prélevement. La suspicion macroscopique fut confirmée par la mise en
évidence d’une séquence nucléotidique du gene cox1 (Bowles et al., 1992) identique a celle présente chez E.
multilocularis (Umhang et al., 2013a). En paralléle, des analyses histologiques réalisées par le laboratoire Vet
Diagnostics confirmerent le diagnostic moléculaire et permirent également I'identification de protoscolex. Le
LNR proposa la mise en place d’une surveillance de la présence du parasite dans le parc animalier suite a la
mise en évidence de ce cas d’échinococcose alvéolaire chez un animal captif. Le but était d’évaluer la présence
du parasite dans la faune sauvage autour et a l'intérieur du parc ainsi que chez les animaux captifs, afin de
pouvoir caractériser le(s) cycle(s) parasitaire(s) en place et tenter d’en déduire I'origine de l'infestation
(Umhang et al., 2016c).

Matériel et méthodes :

Le parc animalier est situé en Moselle, département considéré comme en zone de forte endémie avec 34%
(ICyse : [25-44]) des renards infestés par E. multilocularis (Combes et al., 2012). Les 120 hectares du parc sont
situés en zone rurale entourée de champs et de foréts. La présence de simples grillages délimitant la zone du
parc permet le passage de renards, observés de temps en temps a I'intérieur du parc. Les animaux captifs sont
dans des grands enclos avec barriéres naturelles et sont principalement issus de la faune sauvage européenne.

La recherche de la présence du parasite dans la faune sauvage a été réalisée chez les hotes principaux que sont
le renard et les rongeurs. Pour I’h6te définitif, une collecte de féces de renards a été réalisée dans un rayon de
4 km autour du parc en février 2012 par I'équipe du LNR. A l'intérieur du parc, les feces observées par le
personnel du parc de février 2012 a janvier 2014 ont été collectées. Lorsque cela a été possible, des tirs de
renards qui s’étaient introduits dans le parc ont été réalisés afin d’éliminer si possible les individus observés
mais aussi afin d’entretenir leurs craintes vis-a-vis de ce territoire pour dissuader de nouvelles intrusions. Lors
des tirs réussis, les intestins ont été collectés. Concernant les hotes intermédiaires, un piégeage de rongeurs a
été réalisé dans 21 zones du parc (forét, prairie, haie) d’avril a mai 2012, a I'aide de pieges de type INRA (34
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pieges sur 100 m) durant quatre nuits consécutives. Lors de l'autopsie des rongeurs, toutes les Iésions
suspectes présentes sur le foie ont été prélevées et congelées.

La surveillance chez les hotes définitifs potentiels parmi les animaux captifs a été réalisée par la collecte
mensuelle de feces, de décembre 2011 a avril 2012, dans les enclos de tous les carnivores : un renard roux (V.
vulpes), trois chats forestiers (F. s. silvestris), trois lynx (Lynx lynx), quatre genettes (Genetta genetta), une
meute de sept loups blancs arctiques (Canis lupus tundrarum), deux meutes de sept loups gris d’Europe (Canis
lupus lupus), quatre ours bruns (Ursus arctos) et quatre ratons laveurs (Procyon lotor). Une collecte
supplémentaire a été réalisée pour les loups de novembre 2012 a avril 2013. Comme un échantillonnage
individuel n’était souvent pas possible a réaliser, un nombre de féces correspondant au nombre d’animaux
présents dans I’enclos a été collecté mensuellement (échantillonnage des feces le méme jour avec prélevement
de feces d’animaux différents lorsque I'observation de la défécation est possible). Pour les hotes intermédiaires
captifs, la surveillance consistait en I'observation systématique de la présence de lésions hépatiques lors de
I"autopsie d’animaux morts au parc.

Aprés décontamination par passage d’une semaine a -80°C, toutes les feces furent analysées par flottaison
suivie d’'une observation microscopique pour rechercher la présence d’ceufs de Taenidae (voir (Umhang et al.,
2012) dont la diagnose d’espece a été réalisée par PCR multiplex (Trachsel et al., 2007). Le diagnostic de
I’étiologie des Iésions observées chez les hotes intermédiaires a été réalisé par PCR sur le géne cox1 (Bowles et
al., 1992). Les intestins de renards ont été analysés par la technique SSCT (Umhang et al., 2011). Une analyse
génétique par le microsatellite EmsB a été réalisée a partir de cing vers pour chacun des renards positifs et a
partir des Iésions des hotes intermédiaires infestés par E. multilocularis.

Résultats :

Renards a I'extérieur et a 'intérieur du parc :

Parmi les 97 feces de renards collectées autour du parc, la présence d’ceufs de Taenidae a été observée dans
37 féeces avec identification d’E. multilocularis pour 20 d’entre eux (20,6 %, 1Cgs : [13,1-30,0]). A l'intérieur du
parc, le parasite a été dépisté dans 8 des 45 feces collectées (17,8 %, ICqsy : [8,0-32,1]), les autres infestations
étant liées a T. polyacantha, T. crassiceps et T. (Hydatigera) taeniaeformis. Le dépistage de l'infestation des
hotes définitifs sauvages a été complété par la recherche de la présence de vers d’E. multilocularis chez trois
des cing renards tirés dans le parc. L’analyse de 194 feces provenant des carnivores captifs lors de la premiere
année de surveillance a conduit a I'observation de nombreux ceufs de Taenidae dans une des feces de loups
gris, avec confirmation de la présence d’E. multilocularis. Lors de la seconde année de surveillance, le parasite
n’a plus été mis en évidence chez les loups.

Rongeurs et _hodtes intermédiaires captifs :

Au total, 227 rongeurs ont été piégés dont majoritairement des campagnols avec 135 Myodes glareolus et 16
Microtus agrestis. Sur les 21 rongeurs présentant des lésions, sept d’entre elles chez M. glareolus et une chez
M. agrestis ont identifiées comme causées par E. multilocularis, soit une prévalence d’infestation par E.
multilocularis chez les rongeurs de 3,5 % (ICqsy : [1,5-6,8]) et de 5,3 % (ICgss : [2,3-10,2]) si I'on ne considére que
les campagnols. La présence de protoscolex a été confirmée chez deux M. glareolus parmi les trois seuls
animaux présentant des lésions tres développées (Figure 36). Les autres infestations ont été diagnostiquées
chez des rongeurs comme étant causées par T. (Versteria) mustelae. De plus, un rat (Rattus norvegicus)
retrouvé mort dans une annexe du parc présentait aussi des lésions qui ont été confirmées par PCR comme
causées par E. multilocularis.

En aolt 2012, lors de l'autopsie d’un maki catta (Lemur catta) arrivé 16 mois auparavant dans le zoo et
retrouvé noyé dans I'eau entourant son ile, des lésions multivésiculaires massives ont été observées sur
plusieurs lobes hépatiques. A nouveau, les analyses moléculaires et histologiques ont confirmé toutes deux
I'infestation par E. multilocularis (Umhang et al., 2013a). A la suite de ce cas, un diagnostic sérologique et par
imagerie a été mis en ceuvre chez I'ensemble des |émuriens dans une perspective de lutte contre E.
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multilocularis, dont les composantes seront développées dans le chapitre correspondant (8.4). Un second maki
catta est décédé en septembre 2014 apres avoir manifesté une baisse de forme et une apathie marquée.
L’autopsie a révélé la présence d’un fluide crémeux au niveau abdominal, dG a la rupture d’un abceés sur le foie.
Plus de 75 % du foie avait été remplacé par le développement de kystes partiellement calcifiés et nécrosés. La
présence de protoscolex a été observée par examen histologique ainsi qu’une péritonite et une hépatite
granulomateuse sévere. La diagnose moléculaire a confirmé a nouveau la présence d’E. multilocularis. Enfin, un
troisieme maki catta a été euthanasié quatre mois plus tard en raison d’un fort élargissement de I'abdomen
causant des difficultés respiratoires et motrices. L'autopsie a révélé une hépatomégalie sévere, le poids du foie
représentant plus de 40 % du poids total de I'animal (Figure 36). D’autres lésions au niveau du diaphragme et
du mésentére ont également été observées et toutes ont permis de confirmer la présence par PCR d’E.
multilocularis.

Figure 36 : Lésions hépatiques fertiles d’échinococcose alvéolaire (cercle rouge) chez un M. glareolus piégé au sein du parc
animalier (a gauche) et un L. catta (a droite) (Umhang et al., 2016c).

Le génotypage avec le microsatellite EmsB a pu étre réalisé pour 15 vers provenant des 3 renards infestés ainsi
gue pour tous les hotes intermédiaires captifs ou sauvages diagnostiqués comme atteints, a I'exception d’'un M.
glareolus. Parmi les six profils EmsB obtenus, trois profils ont été identifiés chez les animaux captifs (trois
Iémuriens et le ragondin). Des échantillons provenant de la faune sauvage (renards, rongeurs) obtenus a
I'intérieur du parc ont également été testés avec observation de chacun de ces trois profils (Figure 37). Le
parasite issu du ragondin partage le méme profil que six vers collectés chez deux renards. Le premiers cas de
Iémurien (Lemur_1) a donné lieu au méme profil EmsB que celui obtenu a partir de deux rongeurs piégés a
plusieurs centaines de metres des enclos voisins des [émuriens et des ragondins. Le méme profil EmsB a été
identifié pour les parasites provenant des deux autres Iémuriens (Lemur_1, Lemur_2) et de deux rongeurs
capturés a I'opposé du parc, ainsi que pour huit vers provenant des trois renards sauvages tirés dans le parc.
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Figure 37: Dendrogramme construit a partir de données obtenues par le génotypage EmsB des échantillons d’E.
multilocularis provenant des animaux captifs (ragondin et Iémuriens) du parc ainsi que de la faune sauvage environnante
(renards et rongeurs). Les valeurs de bootstrap (%) calculées avec 1000 répétitions sont indiquées a chaque nceud. Deux
échantillons d’E. granulous s.s. ont été utilisés comme exogroupe.

Discussion :

Au cours de cette surveillance de l'infestation par E. multilocularis dans le parc animalier, le parasite a été
identifié dans le parc a la fois chez des hotes intermédiaires et définitifs, qu’ils soient sauvages ou captifs. La
prévalence d’E. multilocularis dans les féces de renards est similaire a I'intérieur et a I’extérieur du parc avec
des valeurs conformes a ce qui pouvait étre supposé, compte tenu des niveaux connus de prévalence au niveau
départemental. Cela est cohérent avec I'observation de renards infestés qui s’introduisent dans le parc.
Néanmoins, la densité de renards et de feces étant moindre dans le parc, il en résulte une contamination
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environnementale probablement plus faible qu’a I'extérieur. Si les renards peuvent s’infester a I'extérieur du
parc, la forte prévalence observée chez les rongeurs piégés au sein du parc milite fortement en faveur d’une
infestation concernant également les rongeurs vivant a l'intérieur. Tous ces éléments montrent qu’il est
potentiellement possible qu’un cycle totalement sylvatique se réalise au sein méme du parc. Dans ce contexte,
la population de rongeurs constitue une bonne sentinelle de la contamination en ceufs d’E. multilocularis dans
le parc. En I'absence dans le parc des deux espeéces principales de rongeurs généralement impliquées dans la
transmission du parasite que sont Arvicola shermann et Microtus arvalis, une forte prévalence d’infestation a
été observée chez des especes d’importance habituellement trés mineure, M. glareolus et M. agrestis. La
présence de protoscolex chez deux M. glareolus confirme pourtant son réle d’hote intermédiaire potentiel
dans le parc et contribue a souligner la nécessité de la réévaluation de la sensibilité vis-a-vis d’E. multilocularis
de plusieurs especes de rongeurs (Woolsey et al., 2015).

L'infestation de loups gris d’Europe par E. multilocularis avait déja été décrite (Bagrade et al., 2009; Martinek et
al., 2001) mais il s’agit du premier cas chez un animal captif. Cela est d’autant plus intéressant que
classiquement les cas décrits d’animaux captifs ne concernent quasi exclusivement que des hoétes
intermédiaires infestés suite a la consommation d’ceufs microscopiques. En effet, la contamination d’un héte
définitif nécessite la consommation du stade larvaire du parasite, c’est-a-dire généralement la prédation d’un
rongeur infesté. Dans le cas du parc, I'enclos des loups gris est en bordure d’une zone forestiere ou des
rongeurs infestés ont été observés. Comme les enclos des autres carnivores du parc sont potentiellement aussi
accessibles aux rongeurs, le risque d’infestation potentielle des autres hotes définitifs captifs potentiels est a
prendre en compte méme si il apparait comme rare.

Suite a l'infestation d’un ragondin, tous les autres cas chez les hotes intermédiaires captifs ont été observés
chez des maki catta. Curieusement, aucune des deux autres espéces de |émuriens (Eulemur rubiventrer et
Varieca rubra) n’a été infestée alors qu’ils vivent tous sur la méme fle et sont tous arrivés au parc la méme
semaine. Si les maki catta apparaissent comme extrémement sensibles au parasite avec des infestations tres
étendues notamment en comparaison du gorille ou de 'Homme (Kondo et al., 1996), aucune donnée
comparative n’est disponible avec les autres espéeces de lémuriens. Si un cas d’'E. equinus chez un V. rubra a été
décrit au Royaume-Uni (Boufana et al., 2014), la majorité des cas rapportés d’infestation par des échinocoques
ou méme des especes du genre Taenia concerne des maki catta (Boufana et al., 2014; De Liberato et al., 2014;
Deplazes and Eckert, 2001; Kondo et al., 1996; Luzon et al., 2010; Palotay and Uno, 1975; Shock et al., 2010).
Cela pourrait s’expliquer par le fait qu’il s’agit de I'espéce de Iémurien la plus répandue dans les zoos et parc
animaliers en Europe, cependant dans le cas de ce parc deux autres especes de |émuriens avec la méme durée
d’exposition étaient présentes. Une autre hypothése pouvant étre avancée est que les maki catta sont I'espece
qui passe le plus de temps au sol, méme en liberté, et ont donc un comportement plus propice a la
contamination par les ceufs d’E. multilocularis.

7.3. Caractérisation du cycle d’E. canadensis (G6-7) en Corse

S. Grech-Angelini, G. Umhang, C. Richomme, O. Maestrini, C. Peytavin de Garam, J.-M. Boucher, D. Van Cauteren, F.
Grenouillet, F. Casabianca, F. Boué. Echinococcose kystique en Corse : identification d’Echinococcus canadensis chez le
chien. Bulletin Epidémiologique, Santé Animale et Alimentation, 2015, (69), 27.

Introduction :

Les précédentes études de surveillance d’E. granulosus s.I. menées en Corse avaient révélé une prévalence
importante d’E. canadensis (G6-7) chez les porcs (5,4 %) et les sangliers (4,0 %) (Umhang et al., 2014f). Cette
espéce parasitaire n’a pas été identifiée sur le reste du territoire national, alors que la présence pourtant
suspectée d’E. granulosus s.s. en Corse n’a pas été confirmée (Umhang et al., 2013c; Umhang et al., 2014c). La
forte présence d’infestation des suidés par E. canadensis sur I'ile s’explique par le mode d’élevage en parcours
libre de ces animaux ainsi que par la fréquence de I’abattage en dehors des abattoirs reglementaires entrainant
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une disponibilité potentielle des viscéres infestées (Umhang et al., 2014c). Le maintien du cycle parasitaire
nécessitant l'intervention d’'un hote définitif, une étude a été mise en place en collaboration avec I'INRA de
Corte afin d’échantillonner des féces de chiens de chasse supposés étre les principaux responsables de la
contamination environnementale et d’estimer la prévalence insulaire d’E. granulosus s.].

Matériel et méthodes :

Une campagne de collecte des feces de chiens s’est déroulée de septembre 2013 a mars 2014, dans 30
communes concernées par I'élevage porcin, situées en Haute-Corse et Corse-du-Sud dans un rayon d’une
vingtaine de kilometres autour de Corte. Hormis les chiens de compagnie vivant exclusivement en ville, la tres
grande majorité des chiens ayant un contact potentiel avec des porcs et des sangliers sont des chiens de
chasse, jouant pour certains également le réle de chien de ferme. Les selles ont été collectées majoritairement
dans les chenils des chiens de chasse mais aussi en cliniques vétérinaires lorsque les animaux étaient
hospitalisés suite a des accidents de chasse. Dans la perspective de pouvoir mettre en évidence E. granulosus
s.s. et E. canadensis (G6-7), une PCR multiplex temps réel pour la détection de ces deux espéces a été mise au
point au LNR. A chacune des espéces correspondait un couple d’amorces et une sonde de type TAQMAN avec
un fluorochrome spécifique. En plus, un contrdle interne de I'amplification sous la forme d’un plasmide
contenant une séquence amplifiée par les amorces d’E. granulosus s.s. mais avec une sonde spécifique était
également ajoutée a cette qPCR multiplex. En parallele, la présence de parasites du genre Taenia sp. a été
recherchée a I'aide de la PCR simplex dédiée Cest4-5 (Trachsel et al., 2007).

Résultats et discussion :

Au total, 259 chiens ont été échantillonnés, 86 % étaient des adultes (age supérieur a un an) et 60 % des males.
Les chiens de chasse représentaient 96 % de I'échantillonnage, 4 % des chiens étant exclusivement des chiens
de ferme, et 19 % vivaient sur le site d’une exploitation porcine. La présence de 'ADN d’E. canadensis (G6-7) a
été mise en évidence dans les selles de trois chiens de chasse corses (1,2 %, 1Cqsy : [0,2-3,3%]) dont un vivant
sur une exploitation porcine. Des infestations a T. ovis et T. hydatigena ont été identifiés dans un échantillon
chacune et aucun cas d’infestation par E. granulosus s.s. n’a pu étre observé. Cette étude est la premiére a
fournir un génotypage d’E. granulosus s.I. chez le chien en France, et plus précisément en Corse. Compte tenu
du faible nombre de chiens ayant fourni un résultat positif, la recherche de facteurs associés a la présence d’E.
canadensis chez le chien n’a pas été possible, mais des entretiens réalisés aupres des propriétaires ont montré
gue certaines pratiques d’élevage étaient clairement a risque, s’agissant de I'entretien du cycle parasitaire. En
effet, 33 % des chiens échantillonnés étaient nourris avec une alimentation contenant des abats de porcs ou de
sangliers, 60 % n’étaient vermifugés au mieux qu’une fois par an et 68 % des propriétaires de ces chiens
abandonnent régulierement les carcasses de porcs ou de sangliers chassés dans la nature. Etant donné la
relative homogénéité de la prévalence de I'hydatidose porcine observée sur I'lle (Umhang et al., 2014c;
Umhang et al., 2014f), il n’est pas interdit d’envisager que la prévalence canine soit comparable dans des zones
d’élevage porcin non échantillonnées, mais présentant des pratiques similaires d’abandon dans la nature des
déchets d’abattage de porcs et sangliers (voir ci-apres).

Aucune infestation par E. granulosus s.s. n’a été observée chez les chiens de I'étude, étayant les données
précédemment obtenues qui n'ont pas permis d'observer la présence dans I'lle de cette espece parasitaire chez
les hotes intermédiaires alors qu’elle est majoritaire en France continentale et en Sardaigne (Umhang et al.,
2013c; Umhang et al., 2014f; Varcasia et al., 2006). Le chien et le renard (Vulpes vulpes) sont les deux
carnivores hotes définitifs potentiels d’E. granulosus s.l., présents en Corse. Le renard est décrit comme un
hote définitif possible uniquement pour E. granulosus s.s. (McManus, 2013), le chien apparait donc bien ici
comme I'héte définitif, trés certainement principal (voire exclusif), dans le cycle d’E. canadensis en Corse. En
I’état actuel de nos connaissances sur I'épidémiologie de l'infestation par E. granulosus s.. en Corse, la
recommandation d’une vermifugation plus fréquente des chiens (au moins quatre fois par an), et surtout une
limitation stricte de I'acces des chiens aux visceres d’animaux (notamment par le passage systématique des
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porcs en abattoir), restent les deux conditions nécessaires pour envisager une diminution de la présence du
parasite sur l'ile.
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8. Expérimentation de méthodes de lutte contre E. multilocularis

Les données de prévalence obtenues pour E. granulosus s.l. en France ne démontrent pas la nécessité de
mettre en place une lutte contre ce parasite, hormis en Corse ol la prévention auprés des propriétaires de
chiens et des éleveurs porcins pourrait déja faire chuter drastiquement le niveau d’endémie. Par contre
s’agissant d’E. multilocularis, les fortes prévalences observées et le fait que le cycle soit principalement
sylvatique limitent grandement I'effet de la prévention au niveau de la contamination environnementale. Ainsi,
en collaboration avec I'ELIZ et 'UFC, le LNR a pu expérimenter deux méthodes de lutte contre E. multilocularis
ciblant le renard mais par deux approches différentes : une approche médicale, le traitement antihelminthique
et une approche sanitaire, la régulation de la population par abattage. Un autre aspect de la lutte consiste
également dans la mise en place d’un traitement ciblant des hotes intermédiaires, et qui peut se justifier dés
lors qu’il s’agit d’espéces particuliéres, notamment en captivité.

8.1. Vermifugation des renards en zone urbaine : résultats contrastés dans deux villes de taille
moyenne

Comte, S., Raton, V., Raoul, F., Hegglin, D., Giraudoux, P., Deplazes, P., Favier, S., Gottschek, D., Umhang, G., Boué, F.,
Combes B. Fox baiting against Echinococcus multilocularis: contrasted achievements among two medium size cities.
Preventive Veterinary Medecine, 2013, 111(1-2), 147-155.

Introduction :

Des études ont démontré en France et en Suisse I'existence d’un gradient croissant de prévalence d’infestation
par E. multilocularis chez le renard, des zones urbaines de faible enzootie aux zones rurales de forte enzootie
(Fischer et al., 2005; Hegglin et al., 2007; Robardet et al., 2008). La présence du parasite en milieu urbain et
péri-urbain dans des zones de forte densité humaine ol le contact avec le parasite est plus probable, a
nécessité le développement de méthodes de lutte contre E. multilocularis (Deplazes et al., 2004; Reperant et
al.,, 2007). Pendant plusieurs années, des études ont été menées sur la vermifugation des renards par la
distribution d’appats contenant du praziquantel, en se basant sur le succés des campagnes antirabiques. Des
résultats prometteurs ont été obtenus suite aux premiéres campagnes réalisées a grande échelle en Allemagne
(Schelling et al., 1997; Tackmann et al., 2001). Par la suite, des tests concluants ont été réalisés en Suisse et au
Japon a une échelle géographique réduite correspondant a quelques villages ou petites villes (Hegglin, Ward,
and Deplazes, 2003; Hegglin and Deplazes, 2008; Inoue et al., 2007). Aucune étude n’avait été réalisée dans des
villes de taille moyenne (moins de 100 000 habitants) pourtant tres répandues, sans intervention périphérique
plus large. A cette échelle, I'interaction entre les populations vulpines, urbaines et rurales, est plus importante
qgue dans les grandes villes et elle peut augmenter la fréquence de re-contamination des renards, ce qui risque
de diminuer I'efficacité de cette stratégie thérapeutique. De plus, aucune des études précédentes n’avait
estimé le codt financier de telles opérations de vermifugation par distribution d’appats, alors que I'analyse du
rapport colit/bénéfice parait indispensable aux preneurs de décisions pour la mise en place de telles mesures.

Matériel et méthodes :

Zones d’étude :

Les deux communes d’Annemasse (74) et de Pontarlier (25) ont été choisies en raison de leur nombre
d’habitants et de leur situation en zone de forte enzootie vulpine (autour de 50 %). Bien que les deux zones
d’études présentent une forte densité de constructions immobilieres au centre entourées par une plus faible
densité de quartiers résidentiels et commerciaux, la surface des constructions couvre 46 % de la superficie
totale pour Annemasse et seulement 18 % pour Pontarlier. Les zones de prairies, qui constituent les biotopes
préférentiels pour les hotes intermédiaires du parasite, sont faiblement représentées a Annemasse (2 %), étant
principalement constituées de petites zones disséminées. Au contraire, la commune de Pontarlier est entourée
de grands prés et prairies (18 %) se prolongeant bien au-dela de la zone traitée.
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Distribution et suivi de la consommation des appats :

Durant 32 mois, d’aolt 2006 a mars 2009, 14 campagnes de distribution d’appats ont été réalisées suivant un
planning basé sur I'écologie des hotes et du parasite. Chaque année, deux campagnes ont été réalisées en aolt
et septembre avant le début de I'immigration des renardeaux. Deux autres campagnes ont eu lieu en janvier et
mars afin de limiter le niveau de contamination environnementale au printemps, lorsque les populations de
rongeurs commencent a augmenter. Une cinquieme campagne annuelle a eu lieu en juin, lorsque les
renardeaux commengaient a prendre leur indépendance pour la prédation de rongeurs. Les zones traitées
correspondaient dans chaque commune a 33 parcelles agglomérées de 1 km? centrées sur la partie urbaine de
la ville en essayant d’éviter autant que possible les zones forestieres (Figure 38). A chaque campagne, 40
appats par parcelle étaient distribués en voiture ou a pied de la fagon la plus homogene possible, a raison de 4
jours par commune. Un suivi de la consommation des appats a été réalisé sur deux parcelles par commune,
une en zone urbaine et l'autre en zone péri-urbaine. Un relevé de la présence/absence des appéts aprées
distribution a été effectué et des pieges photos ont été utilisés pour identifier les especes animales concernées.

Pontarlier Annemasse
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Figure 38: Localisation des parcelles d’échantillonnage des feces de renards. Les lignes pleines correspondent aux
10 parcelles de 1,5 km de coté de la zone traitée. Les lignes en pointillés correspondent aux 10 parcelles de 4 km de coté
servant de controle et réparties autour de la zone traitée.

Suivi de la prévalence d’E. multilocularis a partir de I’analyse par copro-ELISA de féces de renards :

Le niveau de contamination environnementale par les ceufs d’E. multilocularis a été suivi par la collecte puis
I'analyse de feces de renards au printemps et en automne 2006 (avant la distribution d’appats) jusqu’a avril
2009, durant 7 campagnes de collecte (Figure 39). Dix parcelles de 1,5 km de c6té ont été définies dans les
zones traitées des deux communes. Cingq feces ont été collectées dans chacune de ces parcelles a chaque
campagne. Cing féces ont également été collectées dans des parcelles de 4 km de c6té au sein de zones
contrdle non traitées, en zone rurale périphérique de la zone de traitement et composée majoritairement de
terrains ouverts et de foréts (Figure 38). A chacune des campagnes de collecte, 100 feces étaient analysés par
copro-ELISA a l'institut de parasitologie de l'université de Zirich (Deplazes et al.,, 1999). Cette méthode
d’analyse avait déja été utilisée avec succés pour démontrer la présence de gradients de contamination
environnementale a I’échelle régionale et locale (Pleydell et al., 2004; Raoul et al., 2001; Stieger et al., 2002),
ainsi que pour déterminer I'efficacité de campagnes de traitement au praziquantel par distribution d’appats en
milieu urbain (Hegglin and Deplazes, 2008). De plus, cette méthode d’analyse non invasive n’a pas d’impact sur
la population de renards au contraire des méthodes classiques d’analyse d’intestins.
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Figure 39 : Evolution de la prévalence d’infestation par E. multilocularis estimée a partir de I'analyse par corpo-ELISA de
féces de renards a Annemasse (a gauche) et Pontarlier (a droite). Les zones traitées sont représentées par des cercles gris et
les zones de contrdle par des carrés noirs avec les intervalles de confiance respectifs représentés par les barres verticales.
Les périodes de distributions des appats sont représentées par les fleches noires, les collectes de feces par les triangles gris,
la période de suivi de consommation des appats par piege photo avec des rayures en diagonale et par observation directe
par des rayures horizontales.

Résultats :

Le taux de consommation d’appats était élevé, de 93,6 % (IC : 86,4-100) en zone péri-urbaine et 78,9 % en zone
urbaine (ICysy : 77,2-100%). Les renards étaient I'espéce la plus photographiée et aussi les consommateurs
principaux des appats avec la fouine, responsable chacun de la consommation de 40 % des appats.

En comparaison avec la zone de contréle, la prévalence dans la zone traitée a Annemasse a diminué suite au
traitement pour se stabiliser autour de 5 % jusqu’a la fin de I’étude (Figure 39). Une comparaison avant/apres
traitement de la prévalence fécale a Annemasse suggére une diminution de la contamination printaniere de
13,3 % en 2006 a 2,2 % sur la période 2007-2009. Au contraire a Pontarlier, aucun effet significatif du
traitement n’a pu étre observé, avec une évolution similaire au cours du temps de la prévalence entre les deux
zones pour une prévalence globale de 9,1 %.

Discussion :

La consommation moindre des appats en zone urbaine par rapport aux zones péri-urbaine peut s’expliquer par
la plus grande disponibilité de nourriture d’origine anthropogénique en ville (Contesse et al., 2004). Cependant,
les taux de consommation, la densité des appats (40/km?) et leur distribution homogéne semblent bien
adaptés a des communes de taille moyenne. Afin d’évaluer I'efficacité du traitement, la comparaison de la
prévalence de lI'infestation par E. multilocularis entre les zones traitées et non-traitées doit étre relativisée en
tenant compte de facteurs de confusion (densité d’hotes, conditions de survie des ceufs...). Différentes études
en milieux rural et urbain ont démontré I'impact de la diminution de la densité des renards ou des rongeurs
(principalement A. terrestris et M. arvalis) sur la diminution de la prévalence d’E. multilocularis. A partir des
tableaux de chasse de la période concernée, une diminution de la population de renards a été observée a
Annemasse alors qu’elle est restée stable a Pontarlier. De plus, une plus forte présence de rongeurs autour de
Pontarlier laisse supposer I'existence de conditions plus favorables pour le cycle d’E. multilocularis (Raoul et al.,
2003; Raoul et al., 2010). La plus forte densité de rongeurs observée a Pontarlier notamment sur des vastes
zones de prairies qui s’étendent au-dela de la zone traitée ainsi que la plus faible taille de la ville de Pontarlier
pourraient expliquer la présence de renards non traités au sein de la zone urbaine traitée. Le maintien du
parasite serait alors facilité, ce qui pourrait expliquer au moins en partie I'absence d’impact des campagnes de
vermifugation sur la prévalence.

Seule une collecte de feces et donc des données de prévalence d’infestation par E. multilocularis avant
traitement sont disponibles. La variation saisonniére et interannuelle de la prévalence d’infestation par le
parasite pourrait remettre en cause I'efficacité de la vermifugation a Annemasse. Toutefois, la diminution
observée au printemps 2006 et I'absence de pics saisonniers en de 2007 a 2009 comme observé dans la zone
contrble argumente en faveur d’une efficacité du traitement.
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Le colt d’une telle opération de prophylaxie envers un parasite responsable d’'une zoonose grave apparait
souvent comme |'élément principal de décision par les autorités sanitaires. Les résultats de cette étude
démontrent que le controle du parasite est possible mais nécessite d’étre adapté a chaque situation. Le co(t a
été estimé a 117 895 € par commune mais peut étre réduit de 40 % si du personnel technique local (employés
communaux par exemple) réalise la distribution des appats, qui ne nécessite pas de connaissances techniques
particuliéres. Une autre option peut consister a se focaliser uniquement sur la prophylaxie, sans collecte ni
analyse de féces, pour atteindre un co(t de 52 754 € par commune, correspondant a une somme de 114 € par
km? traité. Ces dépenses sont a mettre en paralléle avec le colt de traitement moyen d’un patient atteint
d’échinococcose alvéolaire estimé en Suisse a 108762 € (IC: 48302-178 568€). Le but final des
expérimentations de vermifugation est de réduire les risques de contamination humaine par le parasite. Il est
donc nécessaire de considérer ce rapport colit-bénéfice pour la société associé a la réduction du nombre de cas
humains dans la zone considérée. Cependant, il est a noter que seul est connu le lieu de résidence des cas
humains qui ne correspond pas forcément aux zones de contamination.

8.2. Régulation de la population vulpine

Comte S., Umhang G., Raton V., Raoul F., Giraudoux P., Boué, F., Combes B. Echinococcus multilocularis management by
fox culling: an inappropriate paradigm. Soumis a Preventive Veterinary Medecine en octobre 2016.

Introduction :

La menace grandissante représentée par I'échinococcose alvéolaire en Europe a conduit a une amélioration des
techniques de diagnostic et de traitement des cas humains. Cependant, il apparait nécessaire d’envisager la
mise en place de méthodes de lutte afin d’interrompre le cycle parasitaire. Si les ceufs sont le stade infectieux
pour 'homme, ils ne peuvent constituer la cible d’'une action de lutte a grande échelle, tout comme les
rongeurs, en raison de la trés faible prévalence chez ces micromammiferes et de la dispersion géographique
des hotspots (Giraudoux et al., 2002). Ainsi, le renard, hote définitif principal et espece majoritairement
responsable de la contamination environnementale (Hegglin and Deplazes, 2013), constitue la cible prioritaire
de la lutte contre E. multilocularis.

Plusieurs études ont démontré I'efficacité de la distribution d’appats pour vermifuger les renards mais la
prévalence de l'infestation chez cette espece tend a retrouver rapidement son niveau initial des lors que le
traitement est interrompu (Hegglin and Deplazes, 2008; Romig et al., 2007). Dans ce contexte, la régulation
sanitaire des populations de renards est une solution souvent utilisée pour lutter contre I'échinococcose
alvéolaire, notamment par les associations de chasseurs. Des effets défavorables de cette approche comme
I’'augmentation de la dispersion des individus et I'obtention d’une éradication locale non représentative de la
réalité de I'éradication des renards a I'échelle de la zone réellement infectée ont pu étre constatés lors de
I’épizootie de rage dans les années 1990. Par contre, une diminution soudaine de la population vulpine due a
un empoisonnement indirect (effet collatéral du contréle des populations de rongeurs par l'utilisation de la
bromadiolone) avait alors permis d’observer une forte diminution de la prévalence d’infestation par
E. multilocularis chez le renard (Raoul et al., 2003).

La mise en évidence de renards infestés en zone urbaine dans la Communauté Urbaine du Grand Nancy (CUGN)
(Robardet et al., 2008) a alerté la population et les autorités locales sur I’existence d’un risque zoonotique. Une
régulation de la population vulpine a été souhaitée par les autorités de la CUGN. Afin de pouvoir évaluer
I'efficacité d’un tel dispositif, une collaboration entre le LNR, I'ELIZ et 'UFC a été mise en place pour proposer
un projet de régulation sanitaire de la population vulpine afin de lutter contre E. multilocularis, ce qui n’avait
jusqu’a présent jamais été testé ailleurs a une telle échelle.

Matériel et méthodes :

La ville de Nancy (15 km?, 430 000 habitants) se situe en zone de forte enzootie pour E. multilocularis, avec une
prévalence départementale estimée a 54 % chez le renard (Combes et al., 2012). Une zone d’étude a été
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délimitée par un cercle de 20 km de rayon autour du centre de la ville. Cette zone a été divisée en deux parties,
nord et nud, par l'autoroute A31 et le canal de la Marne au Rhin. Au nord, une régulation intense de la
population vulpine a été réalisée alors qu’au sud aucune modification sur les activités de chasse et de piégeage
ne I'a été. Une grille d’échantillonnage (carré de 3x3 km) a été superposée sur cette zone, aboutissant a 77
parcelles au nord et 65 au sud (

Figure 40).

En France, le renard est considéré comme une espece nuisible et peut donc étre chassé toute I'année. Les
chasseurs et piégeurs concernés de la zone nord ont été contactés afin d’augmenter leur effort de de
prélevement alors que les lieutenants de louveteries et les agents de I'ELIZ ont eu I'autorisation administrative
d’y réaliser des tirs de nuit. D’octobre 2008 a avril 2012, chaque renard tué devait étre ramené au LNR,
identifié par son numéro de parcelle afin d’étre pesé et sexé et d’étre soumis a une estimation de I'dge par une
analyse de coupe de dents. Aucune consigne particuliére sur I'age ou le sexe des renards n’avait été donné,
permettant de considérer que I'échantillonnage obtenu était représentatif de la population. Le suivi de la
prévalence d’E. multilocularis a été réalisé durant I'hiver (octobre a avril) par I’analyse des intestins de renards
par la technique SSCT développée par le LNR (Umhang et al., 2011). Dans la zone nord, le premier renard tué de
chaque parcelle a ainsi été analysé, alors qu’un renard par parcelle a été prélevé dans la zone sud afin de
pouvoir établir les comparaisons. Le niveau d’abondance relative des renards au cours des quatre années a été
estimé par la réalisation de quatre sessions de comptage aux phares dans chacune des deux zones.

]
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Figure 40 : Représentation de la zone d’étude avec les différentes parcelles dans les zones nord (gris clair) et sud (gris
foncé). La présence de zones forestiéres est indiquée dans la plus sombre nuance de gris. Les deux tracés noirs
correspondent aux circuits des comptages aux phares réalisés dans les deux zones. Chaque point noir correspond a un
renard abattu dans le cadre de I'étude.

Résultats :

Au total, 827 renards ont été tués dont la majorité par tir de nuit (89,3 %). La faible activité de piégeage et de
chasse (8,7 %) démontre le peu d’intérét des acteurs locaux et s’est avérée stable tout au long de I'étude,
aboutissant a considérer uniquement les 776 renards tués en tirs de nuit comme correspondant a I'effort de
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régulation. Aucun effet significatif de la régulation sur les niveaux de populations de renards n’a pu étre mis en
évidence entre les zones et au cours du temps a partir des données de comptage aux phares.

Pour le suivi de la prévalence d’infestation vulpine par E. multilocularis, une moyenne annuelle de couverture
de 84 % des prélevements a pu étre obtenue par rapport au nombre attendu et les résultats ont été analysés
sur les deux zones. La premiere année correspondait au niveau initial de la prévalence avant la régulation et
aucune différence significative (chi-deux=0,5; p=0,7267) de prévalence entre la zone régulée (39,7 %, 1Cos :
27,1 %-53,4 %) et la zone contrdle (44,6 %, 1Cqsy, : 31,3 %-58,5 %) n’a été observée. Durant les trois années qui
ont suivi, aucune variation (p=0.9289) n’a eu lieu dans la zone de contrdle, avec une moyenne de 42,1 % (ICqsy, :
35,5 %-48,9 %) de renards infestés. Concernant la zone régulée, la prévalence d’infestation par le parasite a été
stable durant la seconde et la troisieme année (chi-deux=0,9; p=0,3414) avant de significativement augmenter
la derniere année (chi-deux=8,6; p=0,0034) pour atteindre 55,4 % (ICosy : 42,5 %-67,7 %). Comme
précédemment décrit, la charge parasitaire des renards infestés a été extrémement variable (de 1 a 123 300
vers), avec trois des renards représentant prés de la moitié de la charge parasitaire globale (47,6 %). Les
renards juvéniles étaient parasités par 2,59 fois plus de vers que les renards adultes.

Discussion :

Dans cette étude, non seulement la prévalence d’infestation par E. multilocularis chez le renard n’a pas
diminué mais elle a méme augmenté durant la derniére année. Malgré I'utilisation de tous les moyens
disponibles (piégeage, chasse, tirs de nuit) pour éliminer des renards, aucune diminution de la population
vulpine n’a pu étre constatée. Dans le contexte actuel de restrictions économiques, il parait peu envisageable
de déployer une activité plus importante de régulation a cette échelle géographique, ce qui serait pourtant
indispensable afin de pouvoir juger d’un effet potentiel d’une diminution de la population de I’'h6te définitif sur
la prévalence d’infestation par le parasite. De plus, un effort de régulation plus important pourrait aussi poser
des questions éthiques.

La régulation des renards laissant libres certains territoires y a probablement entrainé I'immigration de renards
provenant de I'extérieur de la zone d’étude mais a aussi pu faciliter la dispersion des jeunes renards de la zone.
Etant donné le fort impact de cette catégorie de population sur la contamination environnementale en raison
de leur forte charge parasitaire, cela pourrait expliquer en partie le maintien de la prévalence d’infestation par
E. multilocularis voire I'augmentation lors de la derniere année.

Les résultats obtenus dans cette étude démontrent la difficulté de la mise en place d’une régulation de la
population vulpine et les effets contraires que cela peut provoquer sur la prévalence d’infestation des renards
par E. multilocularis. A 'image des échecs systématiques de cette approche sur le long terme pour I'éradication
de la rage, la lutte contre I'échinococcose alvéolaire ne doit pas constituer un argument pour justifier une
régulation de la population vulpine. A ce jour, la prévention et la distribution d’appats pour vermifuger les
renards constituent les solutions de lutte les plus envisageables.

8.3. Lutte et traitement d’hotes intermédiaires captifs

Umhang G., Lahoreau J., Hormaz V., Boucher J-M., Guenon A., Montange D., Grenouillet F., Boué F. Surveillance and
control of Echinococcus multilocularis in a wildlife park. Parasitology International, 2016, 65(3), 245-250.

Introduction :

En aolt 2012, 16 mois apres la découverte d’un ragondin captif infesté par E. multilocularis au parc de Sainte-
Croix, I'autopsie d’'un maki catta (Lemur catta) avait révélé également la présence d’une infestation par ce
parasite (Umhang et al., 2013a). L’'ensemble des |émuriens du parc (11 L. catta, 4 Varieca rubra et 3 Eulemur
rubiventer) résidant tous sur la méme file furent intégrés a la surveillance d’E. multilocularis mise en place. Les
précédents cas décrits d’infestation par des échinocoques ou des espéces du genre Taenia chez des primates et
des |émuriens avaient démontré un fort développement parasitaire trés handicapant pour I'animal infesté, au
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point d’étre fatal (Kondo et al., 1996; Rehmann et al., 2005; Tappe et al., 2007; Yamano et al., 2014). Afin de
prévenir au plus vite les effets d’'une potentielle infestation des |émuriens, un protocole de suivi particulier a
été mis en place grace a la collaboration du CNR échinococcose alvéolaire du CHU de Besangon pour son
expertise sur le diagnostic et le traitement du stade larvaire du parasite acquis chez I’humain.

Matériels et méthodes :

Premiérement, tous les |émuriens du parc ont été soumis a une palpation abdominale par la vétérinaire afin de
détecter un potentiel élargissement au sein de 'abdomen. Ensuite, de décembre 2012 a janvier 2013, les 11
maki catta ont été transportés vers un cabinet vétérinaire spécialisé afin de pouvoir réaliser une échographie
abdominale. Les autres |émuriens ont été soumis au méme examen en juillet 2013. De novembre 2012 a février
2014, une surveillance sérologique des lémuriens a été mise en place. Une analyse rétrospective de sérums
prélevés a I'arrivée au parc des [émuriens en mai 2011 ainsi qu’en février 2012, a été incluse afin de pouvoir
estimer la période de séroconversion. L'analyse sérologique a été basée sur celle réalisée chez 'Homme en
utilisant le test ELISA E. granulosus (Bordier Affinity) avec confirmation par un western blot commercial (LDBio
Diagnostic). Seule une légere modification a été apportée, et qui a consisté a utiliser comme conjugué la
protéine non spécifique A/G alcaline phosphatase en raison de I'absence d’antiglobulines spécifiques aux
Iémuriens.

En fonction des résultats obtenus, les [émuriens suspectés d’étre infestés (Iésions observées par échographie et
sérologie positive) ont recu un traitement a 'albendazole par voie orale a raison de 10 mg/kg/jour, en deux
doses, déposées sur un morceau de banane. Les niveaux de sulfoxyde d’albendazole ont été suivis par une
méthode HPLC (chromatographie en phase liquide a haute performance) pour tous les animaux traités, en
utilisant les sérums un an aprés le début du traitement et 4 heures aprés administration.

26-28
kDa =

18 kDa meii
16 kDa =g B8

il

Figure 41 : Analyse par western blot des sérums de |émuriens en utilisant la protéine A/G comme conjugué. Bandelette 10 :
controdle positif (sérum d’un patient humain). Bandelette 12 et 15 : sérum de maki catta avec une échinococcose alvéolaire.
Bandelette 18 : sérum de maki catta non infesté par E. multilocularis.
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Résultats :

Des résultats fortement positifs ont été obtenus en ELISA chez le cas index ainsi que quatre autres maki catta.
Une confirmation a été obtenue en western blot pour tous les cing animaux avec la présence d’au moins trois
bandes positives (bandes a 7 kDa et a 26-28 kDa pour tous les animaux, associées avec des bandes soit a 16-18
kDa soit a 17 kDa) (Figure 41). L’échographie abdominale des quatre maki catta encore en vie et séropositifs a
mis en évidence la présence de pseudo-tumeurs et de pseudo-lésions hépatiques caractéristiques de
I’échinococcose alvéolaire. L'analyse rétrospective des sérums de ces cing maki catta lors de leur arrivée au
parc s’est révélée négative, démontrant que la séroconversion avait eu lieu durant leur séjour au parc. Un autre
maki catta était positif en ELISA mais ne fournissait qu’une faible bande a 26-28 kDa en western blot. Aucune
Iésion n"avait pu étre observée pour cet animal a I'’échographie.

Un traitement albendazole a été mis en place pour les quatre Iémuriens infestés ainsi que pour cet autre maki
catta. Toutefois, aprés un an de traitement a |'albendazole de ce cinquieme |émurien, le traitement a été
stoppé car les analyses sérologiques (ELISA et western blot) sont devenues négatives. La sérologie des quatre
autres Iémuriens n’a pas varié durant cette année de traitement. Le suivi du traitement a I'albendazole a
démontré que |'absorption était optimale avec des niveaux de sulfoxyde d’albendazole compris entre 3,8 et
13,7 umol/l. Aucun effet secondaire (hépatotoxicité ou alopécie) n’a été observé. Toutefois, en dépit de ce
traitement, un des quatre maki catta a été retrouvé mort en septembre 2014 aprés avoir présenté une trés
nette baisse de forme et une apathie marquée. Les diagnostics moléculaire et histologique ont confirmé la
présence du parasite qui s’était développé de fagon extrémement massive (cf. 7.2, Figure 36).

Discussion :

Les résultats de la surveillance globale d’E. multilocularis ainsi que ceux obtenus par I'analyse sérologique
rétrospective des sérums de Iémuriens ont permis de prouver que l'infestation avait eu lieu dans le parc,
confirmant les résultats des analyses microsatellites EmsB. Des mesures de prévention ont été prises pour
restreindre I'accés de I'lle des |émuriens aux renards sauvages et pour ne pas nourrir les animaux avec des
branches ayant été trainées sur le sol, ce qui était précédemment réalisé. En plus de la prévention, la lutte s’est
également basée sur la mise en place d’un traitement individualisé a I'albendazole. Une bonne absorption de
I'antiparasitaire a été constatée chez les |émuriens, avec des taux comparables a ceux observés chez I’'humain
(Brunetti et al., 2010). Les Iémuriens n’ont pas eu d’effets secondaires apparents et le mode d’administration
choisi via une tranche de banane a permis de rendre facile la prise du traitement. Toutefois, deux lémuriens
sont morts durant la phase de traitement avec pour cause majeure les effets du développement larvaire d’E.
multilocularis. En effet, les lémuriens et particulierement 'espéce maki catta (Lemur catta) apparaissent
comme trés sensibles a I'infestation. Si le diagnostic et le traitement sont possibles, il apparait indispensable
d’anticiper le risque d’infestation lors de I'introduction de Iémuriens dans des zoos ou parcs animalier en zone
d’enzootie.
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9. Discussion générale : bilan et perspectives

Au début des années 2000, on disposait d’une connaissance tres partielle de la présence des différents
échinocoques en France, avec peu de données obtenues a partir d’'un nombre restreint d’études ponctuelles et
a une échelle géographique généralement réduite. La désignation par la DGAI du LRFSN en tant que LNR
Echinococcus spp. en 2006 a été déterminante pour batir une stratégie de reconquéte de cette thématique a
laquelle j’ai pu activement participer en tant qu’unique chargé de projet et responsable technique pour cette
thématique.

L’absence de réelle surveillance des échinocoques avant cette date avait alors abouti a une situation similaire
de forte méconnaissance des zones d’enzootie pour E. multilocularis et E. granulosus en France. Cela conduisait
a des hypothéses quasi-opposées quant a la situation épidémiologique et aux enjeux de santé publique. Ainsi,
une forte réduction supposée de la zone et du niveau d’enzootie pour E. granulosus laissait envisager un risque
zoonotique moins présent voire désormais absent sur le territoire. Inversement, s’agissant d’E. multilocularis,
I’expansion constatée en Europe et également suspectée en France nécessitait absolument de pouvoir disposer
d’informations fiables et actualisées afin d’évaluer le risque zoonotique dans les différentes régions.

La stratégie mise en place a consisté a mener des études de surveillance a une large échelle géographique pour
déterminer les zones et les niveaux d’enzootie, tout en progressant en parallele dans le domaine de
I'identification et de la caractérisation des différents cycles parasitaires existants, afin de mieux comprendre les
facteurs de leur maintien. La mise au point de nouveaux outils de dépistage/diagnostic en parasitologie et en
épidémiologie moléculaire a facilité la réalisation de ces études. Cela s’est concrétisé par |'obtention de
données francaises inédites relatives a la prévalence chez différents hotes ainsi qu’a la présence de différentes
especes parasitaires du complexe E. granulosus s.l. mais aussi par une meilleure appréhension des facteurs
sous-jacents a la dynamique d’expansion ou de maintien des espéeces d’échinocoques présentes en France.

9.1. Principaux apports sur le plan des données épidémiologiques

9.1.1. Surveillance de I'infestation par E. multilocularis

La zone d’enzootie actuellement connue pour E. multilocularis en France compte désormais 39 départements,
alors qu’au début des années 2000 seule une dizaine était identifié comme enzootique. Les études de
surveillance réalisées ont démontré une large expansion de la répartition du parasite, qui s’étend du foyer
historique du grand est vers les départements du nord, de I'llle-et-Vilaine et des Hautes-Alpes (Figure 42)
(Combes et al., 2012; Combes et al., 2013; Umhang et al., 2016b). Des études de 'ampleur de celle réalisée en
France par analyse des intestins de renards (Combes et al., 2012), ont rarement été menées dans d’autres pays.
Si la Pologne et la Hongrie ont réalisé plus récemment une étude nationale de ce type (Casulli et al., 2010;
Karamon et al., 2014) cela n’a jamais été mis en ceuvre dans d’autres pays d’Europe de I'ouest, notamment en
Allemagne ol les données de prévalence de I'infestation vulpine par E. multilocularis sont toujours manquantes
au nord du pays. Cette étude paraissait d’autant plus pertinente que la limite ouest de la zone d’enzootie
connue en Europe du parasite se situait en France. L'observation de cette expansion de la zone d’enzootie d’E.
multilocularis en France (Combes et al., 2012; Umhang et al., 2016a) a été notamment possible grace a la
mobilisation du réseau de départements adhérents a I'ELIZ, permettant d’explorer pour la premiére fois des
zones non précédemment connues comme enzootiques.
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Figure 42 : Représentation des départements concernés par la surveillance d’E. multilocularis en France.

La mise en évidence de cette expansion d’E. multilocularis en France a posé plusieurs questions, notamment
celle de savoir quelles sont réellement les limites des zones d’enzootie et aussi depuis quand le parasite s’est
propagé en dehors du foyer historique de I'est.

Il est difficile de répondre quant aux zones réelles d’enzootie parasitaire actuelles en France. Une expansion
aussi loin a l'ouest n’était pas attendue, avec un déplacement de pres de 500 km par rapport a la situation
d’enzootie précédemment connue, englobant de plus des zones plus urbanisées, telle que la région parisienne.
En outre, les prévalences d’infestation vulpine obtenues dans les départements de la Manche et du Calvados se
situent autour de 15 %, ce qui correspond a un niveau de prévalence considéré comme supérieur a un faible
niveau d’endémie (<5 %), et de plus avec une répartition relativement homogene des renards infestés sur le
territoire départemental. Les cas ayant fourni un résultat positif situés en llle-et-Vilaine et constituant
actuellement la limite ouest connue de la zone d’enzootie sont tous regroupés dans le quart est du
département, a la frontiére de la Mayenne, département non exploré jusqu’a présent. Malgré une surveillance
réalisée dans le Morbihan avec I'analyse de prés de 200 renards depuis 2011, aucun cas n’a été mis en
évidence (Combes et al., 2013), ce qui peut suggérer que I'on a probablement atteint la limite occidentale
actuelle de la zone d’enzootie. Toutefois, le fait que seule une centaine de renards aient été analysés par
département exige de rester prudent car une telle taille d’échantillonnage ne permet pas de garantir une
détection systématique d’au moins un cas (>ICqsy) pour des prévalences inférieures a 5 % (Cannon and Roe,
1982). Ainsi, aucun renard n’avait été détecté comme infesté apres I'analyse de 97 renards dans le
département de I’'Yonne, alors que la poursuite de la surveillance a permis par la suite d’identifier des cas
d’infestation vulpine. L'obtention d’un échantillonnage de cadavres de renards repartis de fagcon homogene se
heurte a des contraintes logistiques fortes en lien avec le caractere sylvatique du cycle. Malgré cela nous
sommes parvenus a obtenir une centaine de cadavres répondant a cette exigence et ce protocole
d’échantillonnage apparait donc adapté et satisfaisant des lors que |'objectif est de pouvoir détecter la
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présence du parasite dans des zones ou les niveaux de prévalence deviennent plus préoccupants pour la santé
publique.

La surveillance effectuée par le LNR dans I'ensemble du grand ouest par le piégeage et le dépistage de
I'infestation des rongeurs aquatiques en 2010, semble par ailleurs confirmer cette limite ouest de la zone
d’enzootie. Les cas de rongeurs aquatiques infestés par E. multilocularis provenaient exclusivement de
départements précédemment identifiés comme enzootiques par I'analyse d’intestins de renards. Si aucun cas
de rongeur aquatique infesté par E. multilocularis n’a été identifié en llle-et-Vilaine, cela semble s’expliquer par
un effort de piégeage tres faible (uniquement sept ragondins) dans la zone Est d’enzootie vulpine connue dans
ce département.

Parallelement a cette importante expansion du parasite vers I'ouest, une expansion vers le sud certes moins
importante a également été mise en évidence. Si le dépistage de renards infestés pouvait étre attendu en
Savoie en raison de la description ancienne du parasite en Haute-Savoie, un cas positif a également été mis en
évidence au sud de I'lsere (Combes et al., 2012). L’identification rétrospective de la présence de 'ADN d’E.
multilocularis dans des feces de renards collectées dans les Hautes-Alpes a ensuite confirmé cette expansion au
sud du massif alpin (Umhang et al.,, 2016a). Les prévalences d’infestation vulpine obtenues dans ces
départements du sud sont relativement faibles et ont été obtenues a chaque fois dans le cadre d’une seule
étude. Il apparait donc difficile actuellement de pouvoir statuer avec certitude sur la limite réelle de la
présence du parasite au sud de la France.

Concernant la chronologie de I'expansion d’E. multilocularis, un scénario spatio-temporel obtenu grace a une
analyse génétique a permis d’estimer a au moins plusieurs décennies la présence du parasite dans I'ouest et
dans le nord (Umhang et al., 2014d). S’il n’a pas été possible d’intégrer dans cette étude des échantillons
permettant de statuer sur la limite sud, I'identification rétrospective de l'infestation de féces collectées au
début des années 2000 semble corroborer I’hypothese d’une présence plus ancienne, sans toutefois pouvoir
préciser davantage la chronologie de cette expansion.

9.1.2. Surveillance de I'infestation par E. granulosus sensu lato en France

Face a l'incertitude quant a la présence d’E. granulosus sensu lato a travers la France a la fin des années 2000,
le LNR s’est d’abord attaché a confirmer la persistance du parasite dans deux régions considérées comme
fortement enzootiques 20 ans auparavant. Ainsi des cas ont été identifiés dans le sud du pays chez les animaux
de rente a I'abattoir avec des prévalences estimées a 4 cas pour 100 000 chez les ovins et 3 cas pour 100 000
chez les bovins (Umhang et al., 2013c). L’enquéte menée en Corse a permis de constater que seul les porcins
semblaient infestés mais avec une forte prévalence atteignant 5,9 % (Umhang et al., 2014f). Parallelement a
I'acquisition de données récentes confirmant la présence du parasite en France, ces deux études ont également
fourni pour la premiére fois des données moléculaires permettant de pouvoir caractériser précisément les
especes en cause au sein du complexe E. granulosus sensu lato. Cette identification précise de I'espece a
permis de définir le r6le de chacun des hétes intermédiaires infestés et de connaitre les cycles parasitaires
existants. Ainsi seul E. granulosus s.s. a été identifié dans le sud alors qu’a I'inverse seul E. canadensis (G6-7)
semble avoir perduré en Corse.

Suite a I'obtention de ces nouvelles données épidémiologiques, un plan de surveillance national de I'infestation
par E. granulosus s.l. a 'abattoir a pu étre réalisé en 2012 grace au support de la DGAI (Umhang et al., 2014c).
Une étude épidémiologique d’une telle ampleur constitue une premiere en Europe pour E. granulosus,
d’autant plus qu’un diagnostic moléculaire systématique des cas observés a |'abattoir était ensuite réalisé par
le LNR. Cette étude a en outre permis de montrer que la présence d’E. granulosus s.s. ne se limite pas au sud
mais s’étend a tout le pays, méme si les prévalences sont plus faibles en dehors du foyer majeur du sud des
Alpes. Le foyer pyrénéen pourtant encore tres important il y a vingt ans semble avoir quasiment disparu, seul
des cas sporadiques ayant été reportés. La prévalence nationale demeure faible avec 1,53 cas chez les ovins et
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0,83 cas chez les bovins pour 100 000 tétes abattues. L'existence a travers le pays de nombreux cas bovins,
pourtant infestés par des kystes non fertiles d’E. granulosus s.s., en I'absence de cas ovins a proximité interroge
sur I'exhaustivité de I'enquéte au niveau des abattoirs pour I'identification des cas ovins, notamment en lien
avec une inspection moins exhaustive des carcasses ovines.

Aucune identification d’E. canadensis G6-7 n’a été réalisée en dehors de la Corse, ou elle se confirme étre a
priori la seule espéce d’échinocoque présente. Lors de I'enquéte nationale de 1989, seuls des résultats tres
partiels et concernant qu’une faible proportion des animaux abattus avaient été obtenus pour la Corse. Des cas
d’hydatidose n’avaient alors été décrits que chez les bovins. L’absence de cas chez les porcs en 1989 ne permet
pas de préjuger de la présence ou non chez cette espéce d’E. canadensis G6-7 a cette époque en raison du
caractere tres partiel des données obtenues alors sur cette espéce. L'infestation actuelle par E. canadensis G6-
7 ne se limite par ailleurs pas aux porcins car des taux d’infestation similaires ont été observés chez les
sangliers tués a la chasse, suggérant fortement une implication importante de la faune sauvage dans un cycle
classiquement domestique (Umhang, Richomme, and Boué, 2014e). L’identification en France d’une troisieéme
espece, a savoir E. ortleppi, a été plus surprenante, car elle est considérée comme en voie d’extinction en
Europe en raison des désormais rares opportunités de transmission du parasite entre bovins et chiens (Romig
et al., 2006; Thompson et al., 1984b). Les deux foyers situés dans le Centre et dans les Pyrénées ne
correspondent pas a la localisation des deux cas humains diagnostiqués en paralléle par le CNR (Grenouillet et
al.,, 2014). La persistance de cette espece dans le contexte de I'abattage obligatoire des bovins en abattoir
suppose a priori un acces des chiens aux visceres de bovins au niveau de I'élevage, soit du fait d’abattages
réalisés hors structure officielle, soit suite a la mort d’'un animal, en attente d’évacuation par I'’équarrissage.

9.1.3. Expertise a I'international

Le développement des travaux du LNR et leur valorisation sous forme de publications a permis au LNR de
progressivement construire un réseau de collaborations internationales afin notamment de faire profiter
d’autres pays de l'expertise scientifique et techniques acquise dans le cadre de la surveillance et/ou
I’épidémiologie moléculaire relative aux échinocoques. Concernant E. granulosus, il s’agit de contribuer a la
surveillance de I'infestation par le parasite dans des foyers de forte enzootie, tout en faisant profiter du savoir-
faire moléculaire pour I'identification des especes présentes. Pour la premiére fois, des données moléculaires
ont ainsi été obtenues en Moldavie, permettant d’identifier E. granulosus s.s. chez les ovins et bovins avec de
tres fortes prévalences se situant autour de 60 % (Umhang et al., 2014a). De plus, il a été démontré que la
privatisation des élevages constituait un facteur important d’entretien du cycle parasitaire en raison de
I'absence d’inspection sanitaire dans le secteur privé et de la fréquente possibilité de consommation des
visceres par les chiens (Chihai et al., 2016). L’autre collaboration majeure pour E. granulosus a été effectuée
avec le Maroc, ou, bien que le pays soit reconnu comme fortement endémique et enzootique depuis tres
longtemps, peu de données notamment moléculaires, sont disponibles. La réalisation d’une large étude de
prévalence de I'infestation par E. granulosus a |'abattoir a permis de compléter les données épidémiologiques
existantes en confirmant I'omniprésence d’E. granulosus s.s (El Berbri et al., 2015).

Les collaborations pour I'étude épidémiologique de l'infestation par E. multilocularis sont quasi-uniquement
européennes car elles s’inscrivent dans une volonté de compréhension de la transmission du parasite en
Europe réalisée a partir des données obtenues par I'utilisation du microsatellite EmsB. Ponctuellement, le LNR
peut collaborer a des études de surveillance, comme lors d’'une enquéte portant sur la présence du parasite
chez le chien en Pologne (Karamon et al.,, 2016). |l s’agit alors d’apporter une expertise technique dans le
dépistage, tant au niveau de la stratégie que de l'interprétation des résultats. Toutefois, les collaborations ont
majoritairement été réalisées dans le cadre d’études d’épidémiologie moléculaire afin de fournir des éléments
de compréhension quant a la présence et a I'expansion du parasite dans ces pays. Ainsi, la description récente
d’E. multilocularis au Danemark puis en Suéde a soulevé la question de I'origine de I'introduction du parasite au
nord de I'Europe (Knapp et al. in prep). L'identification de six profils EmsB correspondant uniquement a ceux
retrouvés en Europe infirme I’hypothése d’un foyer autochtone. Seule une connexion tres limitée au niveau de
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la transmission du parasite entre les deux pays nordiques semble exister car seul un profil EmsB est commun.
L’existence d’une frontiere terrestre avec I'Allemagne peut expliquer la présence du parasite au Danemark. Le
statut de la Suéde frontaliere de pays non enzootiques que sont la Norvege et la Finlande, interroge quant a
I'introduction du parasite via un cycle sylvatique, et conduit a envisager la possibilité d’installation du cycle
suite a I'arrivée de chiens domestiques infestés. L'intérét principal de I'’étude menée en Pologne a résidé dans
la tentative d’élucider les raisons de I'augmentation de la prévalence de I'infestation vulpine constatée dans la
moitié est du pays, alors qu’elle est demeurée stable a un faible niveau d’endémie dans la moitié ouest.
L’analyse des profils génétiques a montré une absence de lien épidémiologique entre ces deux zones qui sont
soumises a des influences d’origines différentes, pouvant contribuer a expliquer partiellement cette différence
de niveau d’enzootie (Umhang et al. 2017).

9.1.4. Caractérisation des cycles parasitaires

En I'absence de données concernant l'infestation du chien par les échinocoques en France, le LNR a réalisé
plusieurs études qui permettent actuellement de disposer d’éléments pour une meilleure appréhension du réle
du chien en tant que facteur de risque potentiel de transmission d’E. multilocularis mais aussi d’E. canadensis
(G6-7) a 'Homme. La prévalence d’infestation par E. multilocularis du chien en zone de haute endémie vulpine
en France a pu étre estimée entre 0 et 0,5 % (Umhang et al.,, 2012; Umhang et al., 2014b). La prévalence
d’infestation canine obtenue en Corse pour E. canadensis (G6-7) est de 1,2 % (Grech-Angelini et al., 2015).

Ces valeurs de prévalence canine sont similaires alors que le chien est I’'hote définitif principal d’E. canadensis
en Corse et seulement un héte ponctuel pour E. multilocularis en France. Toutefois, ces données concordent
avec celles classiquement décrites chez le chien pour E. multilocularis et E. granulosus s.l. (Carmena and
Cardona, 2013). En effet malgré le statut du chien d’hote définitif principal pour E. granulosus, les valeurs de
prévalence décrites en zone de forte enzootie sont inférieures a 25 % en Europe et 35 % en Amérique, Asie et
Afrique, hormis quelques exceptions (Carmena and Cardona, 2013). A l'inverse pour E. multilocularis, si les
prévalences canines sont inférieures a 7 % en Europe et ne dépassent que rarement 20 % en Asie, les
prévalences chez I'h6te définitif principal, le renard, sont beaucoup plus élevées. En zone de forte enzootie, les
prévalences vulpines sont supérieures a 50 % en Asie, Europe et aux Etats-Unis (Carmena and Cardona, 2014).
Par exemple en France, la prévalence dans la zone historique d’enzootie de I'est a été estimée a 47 %, cette
zone incluant trois départements (Doubs, Meurthe-et-Moselle, Jura) avec une prévalence supérieure a 50 %
(Combes et al., 2012).

Ces différences de niveau de prévalence entre E. multilocularis et E. granulosus s.l. se constatent également
chez les hotes intermédiaires et dans des proportions encore beaucoup plus importantes. En zone de forte
enzootie, les prévalences ovines pour E. granulosus s.s. sont généralement comprises entre 40 et 60 %,
atteignant jusqu’a 70-80 % dans des foyers hyper endémiques comme en Chine, en Italie ou au Pérou (Cardona
and Carmena, 2013). S’agissant d’E. multilocularis, les prévalences chez les micromammiféres sont trés faibles
(<0,1 %) en dehors des hot spots ou la prévalence peut atteindre 10 % mais se limitant alors a une zone
géographique tres restreinte. Ces différences de prévalences chez les hotes définitifs et intermédiaires sont le
résultat de I'adaptation des especes parasitaires aux écosystemes de leurs hotes. La durée de vie supérieure
des animaux de rente en comparaison a celles des rongeurs augmente leur période d’exposition a la
contamination environnementale et contribue ainsi grandement a expliquer ces prévalences plus élevées. Les
faibles prévalences d’E. multilocularis observées chez les micromammiféres sont compensées par une tres forte
fréquence de prédation par le renard. La fréquence d’accés aux viscéres d’animaux de rente pour le chien
s'avere plus limitée méme si cela peut étre facilité par lintervention de I'homme dans des structures
d’abattage ou les viscéres ne sont pas correctement éliminés.

Un autre parameétre révélant une adaptation directe de I'espece parasitaire a son hote est la durée de la
période patente chez I'h6te définitif. En I'absence de données exactes, celle-ci semble étre toutefois plus
longue pour E. granulosus avec des vers devenant sénescent entre six et 20 mois mais pouvant atteindre plus
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de deux ans (Schantz, 1982). Pour E. multilocularis, la durée de vie des vers est estimée autour de 80 a 120
jours et jusqu’a six mois dans le cas de trés fortes infestations (Kapel et al., 2006). Contrairement a E.
multilocularis, aucune donnée récente d’infestation expérimentale par E. granulosus n’est disponible.
L'infestation de renards et de chiens avec 20 000 protoscolex d’E. multilocularis a permis de différencier les
dynamiques d’excrétion des ceufs et de survie des vers dans l'intestin (Kapel et al., 2006; Thompson et al.,
2006). Le potentiel biotique du chien (279 910 ceufs) s’avére inférieur a celui du renard (346 473 ceufs) car
moins de vers se développent mais ces vers ont une plus grande longévité que ceux observés chez le renard, ce
qui rappelle la plus longue durée de l'infestation par E. granulosus chez le chien. De plus, le fort déclin du
nombre de vers est observé chez le renard apres 90 jours post-infestation qui serait a interpréter comme une
optimisation du nombre d’ceufs produits et libérés dans I’environnement en favorisant la disponibilité pour les
infestations suivantes, qui peuvent étre tres fréquentes chez le renard. A 'inverse la longue durée de la période
patente d’E. granulosus chez le chien peut permettre un maintien du cycle parasitaire en dépit d’une faible
fréquence d’infestation. Cet élément semble d’ailleurs constituer un facteur important dans la compréhension
de I'existence de foyers isolés d’E. granulosus s.s. a travers la France dans un contexte sanitaire ou I'accés des
chiens aux viscéres semble tres occasionnel et avec des taux de prévalences chez les hétes intermédiaires
extrémement faibles.

Parallelement aux variations de la période patente chez les hotes définitifs, la variation des taux de fertilité des
hotes intermédiaires apparait également comme un facteur clé dans la réalisation des cycles parasitaires. Des
travaux récents sur l'infestation expérimentale de différentes espéces de rongeurs ont pu démontrer des taux
d’infestations tres supérieures chez M. arvalis proie préférentielle du renard en comparaison de M. glareolus
(Woolsey et al., 2015; Woolsey et al., 2016). Pour E. granulosus s.s., les taux de fertilité sont généralement
compris entre 20 et 60 % chez les ovins. Chez les bovins une absence quasi systématique de protoscolex est
observée en Europe alors qu’en Afrique des taux similaires a ceux des ovins sont décrits sans que les causes de
cette fertilité aient pu étre identifiées (Cardona and Carmena, 2013). Pour E. ortleppi, le taux de fertilité est
extrémement élevé chez les bovins ce qui pourrait s’expliguer comme une sélection ou une adaptation du
parasite a la faible fréquence de consommation de poumons de bovins par les chiens notamment en Europe
(Grenouillet et al., 2014).

L'infestation d’un chien correspondant a un risque zoonotique réel, le LNR s’est attaché a identifier les
éléments favorisant ce parasitisme canin. Les chiens de chasse ont été identifiés comme plus a risque d’étre
infestés par E. multilocularis. En Corse, cette catégorie a été trés majoritairement ciblée par I'enquéte car
représentative de la population canine rurale. L’activité de chasse favorise la présence de chiens non tenus en
laisse dans un milieu oU la possibilité de prédation de rongeurs ou d’accés a des viscéres d’animaux sauvages,
notamment des sangliers en Corse, est plus importante. Pour les deux espéces parasitaires, une tres faible
fréquence de vermifugation a été constatée au cours des études. Il n’y a généralement pas de prise en compte
du risque zoonotique lié aux échinocoques par les propriétaires dans le protocole de vermifugation des chiens,
par manque de connaissance du parasite et des modes d’infestation du chien et de 'homme. Il en résulte
I'utilisation de vermifuges non efficaces et/ou a une fréquence insuffisante, ne serait-ce que pour réduire
réellement le risque de contamination humaine. L’activité de chasse étant propice a la prédation de rongeurs
ou de visceres d’animaux sauvages, cela souligne un manque global d’information quant au mode d’infestation
des chiens et du risque zoonotique associé.

A partir de cas d’infestation naturelle du chat par E. multilocularis, il a été possible de corroborer les résultats
des infestations expérimentales qui avaient tendu a montrer que ce carnivore domestique n’est pas un bon
hote définitif pour le parasite (Umhang et al., 2015). Le développement retardé des vers ainsi que I'absence
d’ceufs dans les feces témoignent d’une possibilité d’infestation mais ne permettant pas la poursuite du cycle
parasitaire. S’il n’est pas exclure totalement que des ceufs infectieux d’E. multilocularis puissent étre émis dans
des feces de chats, le role de ce dernier dans le cycle du parasite est actuellement considéré comme
insignifiant. Cette étude a également permis d’identifier le premier cas d’infestation chez un chat forestier dont
la réceptivité vis-a-vis du parasite semblerait étre tout aussi faible.
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9.2. Développement de nouvelles méthodes de diagnostic et dépistage

Parmi les méthodes d’analyses en parasitologie « classique », la technique du SCT est considérée comme la
référence pour lidentification d’E. multilocularis chez le renard. Toutefois dans la perspective d'une
surveillance a large échelle géographique nécessitant I'analyse de plusieurs centaines voire milliers d’intestins
de renards, l'utilisation d’'une méthode plus rapide apparaissait indispensable. En collaboration avec les
laboratoires vétérinaires départementaux et I’ADILVA, le LNR a pu valider la méthode SSCT, variante du SCT,
mais basée sur la localisation préférentielle des vers dans la partie postérieure de I'intestin (Umhang et al.,
2011). L'important gain de temps obtenu dans la réalisation de cette analyse sans que ce soit au détriment de
sa spécificité et de sa sensibilité, a permis au LNR de mettre cette méthode a la disposition des laboratoires
vétérinaires départementaux. La réalisation de cette méthode par le LRFSN a été reconnue en 2012 par une
habilitation du comité frangais d’accréditation (COFRAC 1SO17025). De plus, le LNR a vocation a démocratiser
cette méthode a I'étranger. La Suéde a adopté trés rapidement cette méthode pour la surveillance chez le
renard de l'infestation par E. multilocularis, ce qui a abouti a l'identification des premiers cas d’infestation
vulpine dans le pays (Osterman-Lind et al., 2011). Depuis, la Belgique a également adopté cette méthode pour
mener cette surveillance, et elle a aussi été utilisée ponctuellement en Norvege (Davidson et al., 2013).

Le développement de méthodes de dépistage/diagnostic moléculaire constitue un des acquis et atouts majeurs
du LNR. Dans cette optique il a pu mettre a profit sa collaboration étroite avec le CNR échinococcose alvéolaire
de Besancon pour mettre au point plusieurs méthodes de PCR temps réel permettant principalement de
faciliter I'analyse de feces des hotes définitifs avec une approche non invasive. L'utilisation de la PCR temps réel
permet principalement de réaliser des analyses avec de I’ADN directement extrait a partir de féces sans avoir a
réaliser une étape en amont de concentration des ceufs, qui est lourde et chronophage. De plus, I'ajout d’un
contrble interne permet de controler la présence potentielle d’inhibiteurs qui peut se révéler tres fréquente
dans les feces, sans avoir recours a une analyse supplémentaire. Ces éléments ont été déterminants pour la
mise en place de nouvelles études réalisables uniquement parce qu’il devenait possible de disposer de feces
collectées en grand nombre, contrairement aux intestins, dont I'utilisation comme prélevement n’est par
ailleurs pas envisageable pour réaliser des études chez les carnivores domestiques (Grech-Angelini et al., 2015;
Knapp et al., 2016; Umhang et al., 2015). Toutefois, il est important de préciser que si les tests de PCR temps
réel offrent une meilleure sensibilité, il s’agit de détection de ’ADN du parasite, ce qui n’indique pas forcément
sa présence sous une forme viable et infectieuse. L’exemple de la mise en évidence de ’ADN d’E. multilocularis
dans les feces de chats malgré I'absence d’ceufs (Umhang et al., 2015) illustre parfaitement la nécessité de
garder a I'esprit cette distinction afin de ne pas tirer des conclusions épidémiologique erronées.

La mise au point de la gPCR pour la détection d’E. multilocularis (Knapp et al., 2014) pose désormais la question
de son utilisation dans le cadre de la surveillance de I'infestation par le parasite qui est actuellement réalisée
principalement par I’analyse d’intestins de renards. Cet outil s’est avéré doté d’une sensibilité suffisante pour la
détection de feces infestées, méme dans des zones a priori de faible enzootie, comme la Seine Maritime et les
Hautes-Alpes (Umhang et al., 2016a). En utilisant un test gPCR différent, la Suede a également mis récemment
en avant l'intérét de cette méthode pour la surveillance de l'infestation de feces par le parasite dans un
contexte de tres faible enzootie (Isaksson et al., 2014). Si des études complémentaires sont a mener pour juger
de la pertinence de I'utilisation de cet outil dans le cadre de la surveillance, il ne faut cependant pas négliger les
différences associées a la réalisation pratique de la collecte des échantillons. Ainsi, si souvent les mémes
acteurs sont concernés par la collecte, a savoir principalement les chasseurs, ceux-ci pourraient étre moins
motivés pour la collecte de feces que pour le tir de renards.

L’extraction d’ADN directement a partir de féces permet d’identifier simultanément la ou les espece(s)
parasitaire(s) et I'espece animale ayant émise les feces. En effet, le développement de la qPCR multiplex
carnivores permet une l'identification précise et fiable de I'espéce animale concernée (Knapp et al.,, 2016).
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L’identification morphologique étant loin d’étre infaillible, il apparait également important de ne pas tirer des
conclusions épidémiologiques basées sur des données morphométriques erronées. Par exemple, les taux de
prévalence d’infestation par E. multilocularis different grandement entre le renard et les carnivores
domestiques. La détection de Toxocara sp. par qPCR a également été développée, permettant un multiplexage
avec E. multilocularis (Knapp et al., 2016). Ce parasite ubiquitaire est intéressant, car il est transmis a I’homme
comme E. multilocularis par ingestion d’ceufs émis par les féces de carnivores infestés. Il peut donc
indirectement constituer un bon indicateur d’un risque de contamination fécale a partir d’'un carnivore, et le
multiplexage avec E. multilocularis permet la détection de ces parasites en une seule analyse. La volonté
d’enquéter sur la présence d’E. granulosus s.l. chez le chien en Corse a entrainé le développement par le LNR
d’une gPCR multiplex pour la détection d’E. granulosus s.s. et d’E. canadensis G6-7. Cet outil incluant un
contrble interne a permis d’analyser de maniére trés rapide et trés sensible 259 feces de chiens, dont trois
présentaient de I’ADN d’E. canadensis G6-7.

Le développement de ces outils de qPCR est essentiellement destiné a I'analyse de féces plutét qu’a celle de
prélevements de métacestodes. La détection d’ADN parasitaire a partir de kystes ne requiert pas de maniére
indispensable le seuil de détection plus faible qu’apporte la gPCR en comparaison a la PCR classique, en raison
des grandes quantités d’ADN parasitaire présentes. De plus, 'utilisation de la qPCR facilite I'obtention des
résultats, car elle ne nécessite pas le recours a une étape d’électrophorése sur gel d’agarose pour visualiser les
résultats.

Dans certaines situations, ce n’est pas la méthode de détection qui constitue un frein mais la collecte
d’échantillons. Dans des contextes de forte température coincidant avec la difficulté de disposer de moyens de
congélation des prélévements, les cartes FTA se sont révélées comme une excellente alternative pour la
collecte d’ADN de kystes parasitaires et notamment hydatiques (Boué et al., 2017). Le LNR a développé et
validé cette méthode de collecte d’échantillons afin de faciliter I'obtention d’échantillons biologiques
permettant de produire des données moléculaires d’E. granulosus s.l. chez les hétes intermédiaires qui sont
cruellement manquantes alors qu’il s’agit généralement de zones fortement enzootiques. La disponibilité de
ces données doit permettre de mieux déterminer les especes concernées et d’affiner les connaissances
épidémiologiques en vue de pouvoir proposer des actions de lutte efficace. De plus, cela permet de faciliter
I’échantillonnage dans des zones tres difficiles, notamment en vue d’explorer I'implication de différentes
especes animales de la faune sauvage lorsque les hotes intermédiaires des cycles parasitaires ne sont pas
encore totalement identifiés, comme c’est le cas actuellement pour E. felidis (Huttner et al., 2008).

Le microsatellite EmsB permettant des études d’épidémiologie moléculaire pour E. multilocularis n’a pas été
développé par le LNR mais par le CNR EA (Bart et al., 2006a; Knapp et al., 2007). Cependant, face a
I'impossibilité technique de continuer a réaliser des analyses EmsB a Besangon, le LNR s’est organisé dés 2010
afin de disposer d’un séquenceur et de pouvoir réaliser ce type d’analyses a Nancy, dans le cadre de sa
collaboration avec le CNR. Cette acquisition de méthode était également motivée par le souhait de valoriser
I’échantillotheque de vers collectés dans les différents départements au cours de la vaste étude menée par
I’'ELIZ (Combes et al., 2012; Combes et al., 2013). Ainsi, méme si quelques rares autres équipes européennes
(Italie, Allemagne) ont réalisé ponctuellement des analyses EmsB, le LNR a tres largement contribué jusqu’a
présent a étoffer le nombre d’échantillons analysés au cours de différentes études qu’il a menées en France ou
dans le contexte de collaborations internationales. Il a aussi participé avec le CNR a la caractérisation
génomique de ce microsatellite en déterminant le nombre exact de copies et leur localisation sur un méme
chromosome (Valot et al., 2015). Suite a la description de la transmission du parasite en Europe par un systeme
fle-continent (Knapp et al., 2009a), le LNR a participé a la réalisation d’études d’épidémiologie moléculaire en
France (Umhang et al., 2014d) puis en Suéde et au Danemark (Enemark et al., 2013; Knapp et al. in prep), ainsi
gu’en Estonie (Laurimaa et al.,, 2015). Par la suite, le LNR a développé lui-méme ses collaborations en
s'impliquant dans les programmes de surveillance d’E. multilocularis chez le renard en Belgique mais aussi a
travers toute la Pologne (Umhang et al. 2017) dans le but de compléter les données de profils EmsB en Europe.
La récolte de I'ensemble de ces données permet d’affiner chaque fois un peu plus la compréhension de la
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transmission du parasite en Europe et de son expansion. A une échelle plus locale, 'utilité de cet outil
moléculaire a déja été prouvée (Knapp et al.,, 2008). L'observation des profils EmsB communs chez les
échantillons provenant d’animaux captifs et sauvages du parc animalier a ainsi constitué un argument
irréfutable pour statuer sur I'origine autochtone de I'infestation des [émuriens (Umhang et al., 2016c).

9.3. Adéquation des travaux réalisés avec le role du LNR

La désignation du LRFSN comme LNR Echinococcus spp. a coincidé avec la période de mon arrivée au
laboratoire. En tant que chargé de projet, mes travaux avaient donc vocation a remplir les missions du LNR,
notamment dans le cadre du développement de méthodes d’analyses et de la surveillance nationale de
I'infestation par les échinocoques. Si les travaux menés ont évolué au cours de ces dix années, ils sont toujours
restés en adéquation avec le role du LNR, tout en étant complétés par des études internationales et par
d’autres études a orientation plus cognitive.

Le développement, I'optimisation et la validation de méthodes constituent ainsi un socle nécessaire pour
disposer de méthodes d’analyse fiables. En fonction des méthodes déja publiées, il a été choisi soit de les
mettre en place au laboratoire soit d’en développer de nouvelles lorsque les méthodes existantes ne
convenaient pas. En parasitologie classique, la méthode SCT, méthode de référence pour la détection d’E.
multilocularis dans I'intestin, a longtemps été utilisée avant de s’orienter vers une modification de celle-ci pour
aboutir a la méthode SSCT grace a la forte collaboration avec les LVDs (Umhang et al., 2011). La volonté
d’obtenir un gain de temps significatif dans le cadre d’une surveillance de grande ampleur, avec des analyses
réalisées par les LVDs, avait motivé ce développement de méthode. Une fois la validation effectuée par le LNR,
une formation pratique a été proposée a tous les LVDs participant a I’étude de surveillance du parasite, afin de
pouvoir y étre appliquée de maniére uniforme (Combes et al., 2012; Combes et al., 2013). Cette méthode SSCT
a d’ailleurs été ensuite validée par le COFRAC. Concernant I'analyse de feces, le LNR s’est d’abord appuyé sur le
protocole de flottaison/filtration précédemment développé pour la concentration des ceufs (Mathis et al.,
1996). Cette méthode permettait ensuite la réalisation d’'une PCR classique pour la détermination de I'espéce
impliquée. Dans ce cadre de dépistage moléculaire, le LNR a contribué en collaboration avec I'Université de
Salford (Angleterre) a la fourniture d’échantillons et a la validation de deux tests PCR pour la détection d’E.
multilocularis et d’E. granulosus (G1), notamment a partir de féces (Boufana et al., 2013). L’avénement de la
gPCR a incité au développement d’outils de dépistage non invasifs particulierement utiles pour I’épidémiologie
des échinocoques car permettant de faciliter la recherche de l'infestation chez les hotes définitifs et en
particulier les carnivores domestiques, avec un test plus rapide et plus sensible qu’auparavant. Des tests pour
la détection d’E. multilocularis, d’E. granulosus s.s., d’E. canadensis G6-7 mais aussi Toxocara sp. ainsi que pour
I'identification de I'espéce de carnivore ayant émis les féces (Grech-Angelini et al., 2015; Knapp et al., 2014;
Knapp et al., 2016) constituent désormais un panel d’outils qPCR permettant de disposer de méthode moins
contraignantes, plus spécifiques et sensibles, particulierement pour le dépistage de l'infestation des hotes
définitifs. La validation des cartes FTA pour I’échantillonnage d’ADN de kystes parasitaires s’inscrit également
dans cette démarche de facilitation d’acquisition d’informations fiables. Mon travail au sein du LNR a donc ainsi
permis d’améliorer la gamme de méthodes disponibles pour les études épidémiologiques, que ce soit en
simplifiant les méthodes d’analyse mais aussi en facilitant la collecte des prélévements.

Le LNR se doit aussi d’animer son réseau de laboratoires méme si dans ce cas il ne s’agit pas de laboratoires
agréés, car il n’y a pas d’analyses officielles pour les échinocoques. Les LVDs ont été placés au centre de la
partie opérationnelle lors de I'étude de surveillance de l'infestation par E. multilocularis. En plus de la
formation a la méthode SSCT accompagnée de rappels sur les échinocoques, le LNR réalisait la confirmation de
I’'espece de vers identifiés en premiere intention par les LVDs. Dans le contexte du plan de surveillance d’E.
granulosus a I'abattoir, le LNR a également sensibilisé les agents des DDPP au diagnostic de I'échinococcose
kystique et a réalisé la confirmation moléculaire systématique a partir des kystes identifiés en premiere
intention. Cet accompagnement du LNR s’est aussi réalisé auprés des LVDs, en proposant un diagnostic de
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confirmation des cas suspects d’échinococcose larvaire constatés lors des autopsies, afin d’étoffer les données
disponibles. Cela a notamment permis de confirmer plusieurs cas d’infestation par E. granulosus s.s. dans la
faune sauvage (Umhang et al., 2014e).

Parmi toutes ces missions du LNR, la surveillance apparait comme la plus importante. Les travaux menés ont
permis de redéfinir complétement la zone d’enzootie connue de l'infestation par E. multilocularis, qui
correspond désormais mieux a la distribution des cas humains. En effet, si la majorité des cas humains
demeure localisée dans le foyer historique d’endémie de I'Est de la France, la recrudescence de cas hors de
cette zone laissait penser que le parasite pouvait y étre présent méme a des niveaux de prévalence
d’infestation vulpine plus faible. Le scénario spatio-temporel obtenu par analyse génétique suggere d’ailleurs
une présence du parasite dans le nord et I'ouest datant d’au moins plusieurs décennies (Umhang et al., 2014d),
et pouvant donc expliquer les premiers cas humains détectés hors de la zone historique d’enzootie. La
surveillance de l'infestation par E. multilocularis menée en France par le LNR a été réalisée par différentes
approches au niveau du choix de I’hote ciblé, qu’il soit définitif ou intermédiaire, et sans se limiter aux hotes de
la faune sauvage de ce cycle classiqguement sylvatique, mais en enquétant également chez les carnivores
domestiques pouvant jouer un réle zoonotique potentiel. Cette surveillance diversifiée a aussi nécessité la
maitrise de plusieurs méthodes d’analyses. Le renard a été la cible principale car il est I’'h6te définitif principal
du cycle sylvatique du parasite. Les études menées en France chez le chat et le chien ont permis de mettre en
évidence des taux de prévalence bien plus faibles chez ces hotes domestiques que ceux observés dans les
mémes zones chez le renard. En prenant en compte le potentiel biotique pour E. multilocularis et les
estimations de populations pour chaque espéce d’hote définitif (renard, chien et chat), le renard a été décrit
comme le contributeur majoritaire de la contamination environnementale par les ceufs du parasite (Hegglin
and Deplazes, 2013). Cette différence de prévalence au sein d’'une méme zone géographique, entre le renard et
les autres carnivores domestiques ou sauvages comme le chien viverrin, s’'observe également a travers toute
I’'Europe (Casulli et al., 2015). Parmi les hotes intermédiaires, seuls les rongeurs aquatiques constituent une
alternative pertinente dans une optique de surveillance de I'infestation par E. multilocularis, dés lors que la
zone d’étude constitue un milieu favorable a la présence de ces espéces comme cela a pu étre démontré dans
I'ouest de la France (Umhang et al., 2013b).

La surveillance de I'infestation par E. granulosus s.l. a été entreprise plus tardivement et a la seule initiative du
LNR soutenu par la DGAI. La possibilité d’identifier des cas en abattoir facilite grandement la mise en place des
protocoles d’échantillonnage. Dans ce contexte, le plan national de surveillance de 2012 apparait comme une
avancée majeure pour I'étude de la répartition épidémiologique d’E. granulosus s.I. en France. Les foyers
principaux selon les espéces du complexe E. granulosus sont désormais bien identifiés alors que
précédemment I'absence de technique de diagnostic moléculaire ne permettait pas d’avoir une appréhension
correcte de la situation épidémiologique. L’observation a I'abattoir du maintien de cas bovins d’infestation par
E. granulosus s.s. a travers presque tout le pays a été tres surprenante. A nouveau, l'identification de I'espéece
et la confirmation de I’absence de fertilité chez ces bovins met en avant une faille dans la maitrise de I'abattage
actuel des ovins au niveau de I'élevage, qui permettrait ponctuellement I'infestation des chiens. Tous ces
éléments transmis a la DGAI devront permettre au LNR d’explorer désormais plus précisément les raisons du
maintien du cycle parasitaire en France. En outre, il semble important de signaler que la disponibilité de ces
nouvelles données de présence d’E. granulosus s.l. en France a interpellé I'Insitut de Veille Sanitaire (devenu
Santé Publique France). Dans ce contexte, une étude rétrospective nationale a ainsi été menée en collaboration
avec le CHU de Besancon, sur la période 2005-2014 afin de déterminer I'incidence des cas d’échinococcose
kystique par région (van Cauteren et al., 2016). A défaut de I'existence d’une déclaration obligatoire des cas
humains, une extraction des données de la base de données du programme de médicalisation des systemes
d'information (PMSI) a été utilisée pour identifier indirectement les cas humains. Les incidences les plus
élevées ont été décrites en Corse (1,76 cas pour 100 000) et dans la région Provence-Alpes-Cote d’Azur (0.85
cas pour 100 000) ce qui coincide avec les deux principaux foyers décrits chez I'animal par le LNR. Cette
sensiblisation accrue des pouvoirs publics a la problématique de la circulation d’E. granulosus s.l. au sein de
cycles autochtones en France a conduit a I'élargissement du mandat du CNR échinococcose alvéolaire qui
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englobe également, depuis son renouvellement en 2017 I’échinococcose kystique en plus de I’échinococcose
alvéolaire. Un des objectifs du CNR consiste d’ailleurs désormais a combler le manque d’informations sur les
cas humains par la création d’un observatoire francgais des cas d’échinococcose kystique.

L’expertise du LNR a été reconnue au fil des différentes études menées. Ce statut a permis notamment au LNR
d’intégrer un projet européen financé par I’AESA portant sur la réalisation a partir des données actuellement
disponibles de revues systématiques sur la présence d’E. multilocularis chez I'animal. En parallele, plusieurs
collaborations internationales ont pu étre mises en ceuvre. Il s’agissait d’apporter une expertise et une
compétence technique, comme par exemple la validation de tests PCR (Boufana et al., 2012), ou pour I'étude
de la présence d’E. multilocularis chez le chien en Pologne (Karamon et al., 2016) ou afin de mener des analyses
EmsB avec la Pologne (Umhang et al., 2017), I'Estonie (Laurimaa et al., 2015), la Suede et le Danemark (Knapp
et al. in prep). L'autre type de collaborations menées par le LNR consiste a fournir une aide a des pays ne
disposant pas des moyens nécessaires pour mener les études. Il s’agit alors pour le LNR de mettre en place une
étude, généralement de surveillance, afin de permettre aux collaborateurs étrangers de disposer
d’informations scientifiques et pertinentes quant a la présence du parasite. Ce type de collaboration a été
mené par le LNR au Maroc et en Moldavie, deux zones de trés forte endémie et enzootie d’infestation par E.
granulosus, qui pourtant ne disposaient pas d’informations sur les especes d’E. granulosus s.I. impliquées ni
d’une estimation précise des niveaux de prévalence actuelle. La collaboration avec ces partenaires a pour but
de produire des résultats scientifiques en vue de la mise en place ou de I'adaptation des moyens de lutte.

9.4. Perspectives

Au fil des études menées sur les échinocoques au niveau national, la France s’est avérée constituer un terrain
épidémiologique trés intéressant, car hébergeant plusieurs espéces du genre Echinococcus, avec une
répartition spécifique pour chacune d’elle. La diversité de climats et de paysages ainsi que la variété d’espéces
animales domestiques et sauvages explique cette diversité de cycles parasitaires impliquant différentes
espéces d’échinocoques. De plus, la surveillance de I'évolution spatio-temporelle de la présence d’E.
multilocularis et d’E. granulosus apparait comme tres intéressante car elle a révélé respectivement une
expansion et une régression de leurs aires de répartition avec la prédominance de foyers majeurs. Les
informations épidémiologiques disponibles actuellement permettent ainsi d’envisager de nombreuses
perspectives relatives a une meilleure connaissance des zones d’enzootie, au réle des différentes especes
animales dans le maintien des cycles parasitaires mais aussi au développement de nouveaux outils en vue
d’une nouvelle approche principalement moléculaire.

9.4.1. Perspectives de surveillance de I'infestation par E. multilocularis et E. granulosus

Dans le Centre de la France, le foyer auvergnat d’infestation par E. multilocularis décrit depuis la fin des années
1970 (Petavy and Deblock, 1983; Rey et al., 1977) reste surprenant car il apparait isolé. Cependant, aucun des
départements voisins n’a jamais encore été échantillonné. La question se pose donc de savoir s’il s’agit d’'un
foyer autochtone ou non. Avec 9% de renards infestés, la prévalence d’infestation vulpine reste bien inférieure
a celle du foyer historique de I'est de la France (Combes et al., 2012). Des cas d’infestation de renards sont
surtout présents au nord et au centre du département mais aussi a I'est et a I'ouest, juste a la frontiere des
départements de la Haute-Loire (43), de la Lozere (48), du Puy-de-Dome (63) et du Lot (46) (Figure 43). La mise
en place d’une future étude dans cette région permettrait de juger du statut enzootique des départements
voisins et donc de mieux cerner la situation épidémiologique de la région. L’analyse par microsatellites EmsB de
I’ADN de vers et/ou de lésions de rongeurs de cette région constituerait un moyen pertinent pour juger du
statut autochtone ou non de ce foyer comme cela a pu étre précédemment réalisé pour le foyer alpin italien
(Casulli et al., 2009).
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Figure 43 : Situation épidémiologique actuelle pour E. multilocularis dans le Cantal (15) et les départements voisins
enzootiques (en rouge : 18, 71, 42, 69) ou non (en noir : 23, 03, 63, 19, 43, 46, 12, 48) d’aprés Combes et al. (2012).

Suite au cas d’infestation d’un renard en Isere mais situé a I'extrémité sud du département, s’est posée la
question du statut des autres départements alpins voisins pouvant offrir un contexte climatique favorable au
parasite. L’analyse rétrospective de feces de renards provenant de la Dréme et des Hautes-Alpes a été réalisée
dans cette intention de pouvoir identifier le cas échéant des cas d’infestation plus au sud (Umhang et al.,
2016a). L'identification du parasite dans les Hautes-Alpes a donc permis de repousser plus au sud la zone
d’enzootie connue en France. Toutefois, I’échantillon a résultat positif situé autour de Gap pose la question des
hotes intermédiaires impliqués en I'absence de M. arvalis. De futures études dans cette zone apparaissent
nécessaires pour caractériser le cycle parasitaire, principalement au niveau des hotes intermédiaires qui y sont
régulierement piégés, d’autant que le climat méditerranéen de la zone devrait supposément jouer un réle au
moins aussi important dans la survie des ceufs dans I’environnement.

Depuis 2016, une nouvelle étude de surveillance de I'infestation par E. multilocularis chez le renard a été initiée
par I'ELIZ pour ses départements adhérents, en collaboration avec le LNR et I'Université de Franche-Comté.
Aucun nouveau département ne s’est ajouté par rapport a I’étude précédente (Combes et al., 2012; Combes et
al., 2013), en revanche plusieurs autres ont décliné leur participation. Il en résulte malheureusement que la
couverture géographique sera moins importante que pour I'étude précédente. Environ 10 ans aprés I'étude
précédente, il est tout de méme probable que de nouveaux départements s’ajouteront a la liste actuelle des 39
départements enzootique. En effet, en zone de trés faible enzootie (<5 %), I'analyse de 100 renards peut ne pas
étre suffisante pour exclure la présence du parasite. De plus, il a également été constaté au cours des 20
derniéeres années (1984-1987 a 2006-2010) une forte tendance a l'augmentation des taux de prévalence
d’infestation vulpine dans les zones historiques d’enzootie en France. Dans un contexte européen similaire
d’augmentation de la prévalence d’infestation vulpine (Karamon et al., 2014; Karamon et al., 2015; Konig et al.,
2005), I'observation de I’évolution en France constitue certainement le point épidémiologique d’intérét majeur
de I'étude. Le protocole d’échantillonnage et d’analyse des intestins par SSCT (Umhang et al., 2011) sera le
méme, ce qui facilitera les comparaisons des niveaux de prévalence. Toutefois, I"échantillonnage des renards
étant souvent réalisé majoritairement sur une année, il sera nécessaire de prendre en compte l'effet de
potentielles variations interannuelles qui demeurent encore actuellement inconnues. Une nuance importante
dans le protocole consistera cette fois dans le fait que le LNR sera amené a recevoir des vers de tous les
renards ayant fourni un résultat positif au cours de I'étude. En plus de la confirmation du diagnostic, il s’agira
de pouvoir disposer du matériel biologique nécessaire pour réaliser une étude génétique plus compléte avec le
microsatellite EmsB, afin de conforter ou revoir le scénario spatio-temporel précédemment décrit (Umhang et
al., 2014d).
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La présence d’échinocoques chez les hotes définitifs a été étudiée par le LNR chez le renard, le chien et le chat
mais d’autres carnivores sauvages présents en France tels le loup, le chat forestier et le chien viverrin peuvent
étre potentiellement infestés. Dans le cadre d’une collaboration avec 'ONCFS, le LNR envisage donc d’aller
explorer la présence du parasite chez ces especes afin de pouvoir disposer d’une évaluation globale de leur réle
épidémiologique respectif mais aussi a une échelle plus locale. L'infestation du chat forestier a déja été
abordée par I'analyse des intestins de cinq individus collectés dans les Ardennes et semble étre similaire a celle
du chat domestique (Umhang et al., 2015). L’analyse de nouveaux échantillons permettra d’affiner les
connaissances actuellement rares sur le potentiel biotique de cette espéce pour E. multilocularis. Les effectifs
de populations de chien viverrin sont tres réduits en France (Léger and Ruette, 2014). Pourtant, le chien
viverrin devrait voir ses effectifs augmenter dans les prochaines décennies du fait de I'expansion de son aire de
répartition constatée en Europe de I'est depuis I'ex-Union Soviétique. Les infestations expérimentales ont
démontré qu’il a un trés bon potentiel biotique pour E. multilocularis. Les informations provenant d’Allemagne
(Schwarz et al., 2011) et d’Europe de I'est démontrent que les prévalences sont toutefois plus faibles chez cette
espece que chez le renard au sein d'une méme zone. Son expansion prévue en France en provenance de I'est
coincide d’ailleurs avec la zone historique d’enzootie de l'infestation par E. multilocularis, ou les prévalences
sont les plus fortes actuellement. La mise en place d’une surveillance alors que les effectifs de cette espéce
sont encore faibles apparait intéressante afin de pouvoir suivre I'évolution de leur prévalence avec les
augmentations de densité de population. En raison de sa proximité génétique avec le chien et de son régime
alimentaire pouvant aller du chevreuil au rongeur en passant par le mouton, le loup apparait comme un hote
définitif potentiel a la fois pour E. granulosus s.s. et pour E. multilocularis. Une analyse moléculaire
actuellement en cours des féces de loups collectées dans le cadre de I'évaluation des effectifs de populations
dirigée par I'ONCFS devrait pouvoir permettre d’obtenir des informations quant a la fréquence d’infestation de
ce carnivore par E. granulosus. La collecte des féces est basée sur des criteres morphologiques qui ne sont pas
infaillibles. Afin de s’assurer de I'espéce animale concernée, une analyse moléculaire permettra de distinguer
les feces de loup de celles de chiens ou encore de renard. Ainsi, il sera possible d’évaluer le réle du loup dans
I’épidémiologie d’E. granulosus mais aussi celui du chien dans les méme zones. L'étude de I'infestation des
chiens principalement dans les zones d’alpages n’a pu encore étre réalisée en raison des difficultés logistiques a
collecter en grand nombre des féces et constituera donc une donnée inédite. L’analyse des intestins des loups
tués accidentellement ou dans le cadre du protocole de régulation de la population permettra de compléter
ces données.

La présence de cas d’infestation par E. granulosus s.l. a travers toute la France a été trés surprenante dans le
contexte sanitaire actuel de I'abattage obligatoire des animaux de rente a I'abattoir. Il apparait ainsi intéressant
de pouvoir identifier les raisons précises et actuelles du maintien du cycle parasitaire dans les élevages. A partir
de zones regroupant plusieurs élevages présentant des cas d’infestation par E. granulosus s.s. ou E. ortleppi, Le
LNR envisage de mener une enquéte épidémiologique intégrant les différents acteurs que sont les éleveurs, les
agents des abattoirs, les vétérinaires ainsi que la DGAI. Le but sera d’identifier les différentes failles potentielles
dans le systeme sanitaire actuel conduisant a la consommation des viscéres parasités par les chiens qui
constituent I'étape clé de la lutte contre E. granulosus s.l.

A l'international, les collaborations actuelles se poursuivent, notamment pour |'expertise des analyses EmsB
concernant E. multilocularis de maniere ponctuelle, mais aussi dans le cadre d’études plus globales. Ainsi, a
I’échelle européenne, la transmission d’E. multilocularis a été précédemment décrite a partir du foyer
historique (sud de I'Allemagne, Suisse, est de la France, Autriche) (Knapp et al., 2009a). Cependant les
nouvelles données obtenues a partir du microsatellite EmsB dans des pays de I'Europe de I'est comme la
Pologne (Umhang et al. 2017) et I'Estonie (Laurimaa et al., 2015) posent question quant a I'existence de
I'influence d’un autre foyer plus a I’est, vers la Russie et I'Asie, ou le foyer chinois est trés important. Les
données de type EmsB de I'Europe de I'est disponibles actuellement ne permettent pas de confirmer ou
d’infirmer I'existence et le réle éventuel de la connexion avec un second foyer. J’ai ainsi initié une étude
concernant les pays endémiques de I'Europe de I'est afin de pouvoir statuer sur I'influence du foyer historique
de I'Europe de I'ouest et sur I'existence d’un second foyer. Une meilleure compréhension de la transmission du
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parasite permettrait d’interpréter de maniere plus juste I'expansion et l'laugmentation des prévalences
d’infestation vulpines constatées dans ces pays.

Les collaborations portant sur E. granulosus ont pour principal sujet I'épidémiologie de l'infestation par le
parasite dans le pays concerné. Ainsi, une étude en cours avec la Moldavie va explorer la présence d’E.
granulosus s.l. chez les porcs élevés en extérieur. L'examen de 12 700 suidés provenant de I'élevage intensif
n’avait pas permis lors des études précédentes l'identification de cas (Chihai et al., 2016). Les porcs sont
sensibles a E. granulosus s.s. hyper endémique en Moldavie (Umhang et al., 2014a) et a E. canadensis G6-7, qui
a notamment déja été identifié en Roumanie voisine (Morariu et al., 2011). Ces deux especes sont celles ayant
le plus gros impact zoonotique au sein du complexe E. granulosus s.l. (Alvarez Rojas et al., 2014).
L'identification moléculaire a partir de kystes hydatiques provenant de porcins mais aussi de cas humains
devrait permettre de disposer d’une vision plus précise de la présence potentielle d’E. canadensis G6-7 en
Moldavie afin de pouvoir adapter au plus juste les mesures de lutte nécessaires. En paralléle, 'initiation d’'une
collaboration avec le laboratoire de parasitologie-mycologie médicale et moléculaire de Monastir en Tunisie a
pour but initial de réaliser une surveillance en abattoir des cas d’infestation par E. granulosus a travers tout le
pays afin de disposer d’une vision de la situation épidémiologique du pays qui ne soit pas fondée uniquement
sur les cas humains. Dans un second temps, il est aussi convenu de contribuer au développement d’outils
d’épidémiologie moléculaire pour I'identification d’E. granulosus.

9.4.2. Développement de méthodes d’analyses : de la parasitologie classique a I'épidémiologie
moléculaire

La méthode SSCT de dépistage d’E. multilocularis a été validée par le LNR uniquement chez le renard. Pourtant,
dans un nombre grandissant de pays européens, le chien viverrin constitue également une cible potentielle de
la surveillance de linfestation par ce parasite. Le LNR envisage donc de valider cette technique pour ce
carnivore afin de faciliter les analyses qui, en I'absence de validation du SSCT, doivent s’effectuer par SCT, et
donc nécessiter le grattage et I'observation de 'ensemble du contenu intestinal. L'infestation expérimentale de
chien viverrins devrait permettre de comparer les données avec celles obtenues pour le renard, afin de pouvoir
proposer une combinaison de segments intestinaux réduisant le temps d’analyse sans nuire a la sensibilité
requise.

Afin d’acquérir des données nouvelles quant a la transmission du parasite a 'homme, le LNR a pour
perspectives de développer des méthodes permettant d’identifier la présence du parasite a partir de matrices
environnementales telles que le sol, I'eau, les fruits et légumes. Cette démarche n’a été initiée que trés
récemment pour les échinocoques alors que des méthodes pour la détection dans ces matrices d’autres
parasites tels que Toxocara sp. et T. gondii ont été décrites précédemment. Dans le cadre de la réalisation
d’une these sur les risques de contamination parasitaire dans les potagers (RISKOJARDIN), le sol a été la
matrice choisie par le LNR pour la premiére mise au point de méthodes. Une technique de flottaison/filtration a
été retenue pour la concentration des ceufs afin de permettre, aprés extraction de I’ADN du culot obtenu, une
identification moléculaire par PCR temps-réel (Umhang et al. 2017). Le développement de méthodes a partir
des autres types de matrices environnementales va se poursuivre. La disponibilité de ce type de données
devrait permettre d’affiner la connaissance des facteurs de risque de contamination humaine dont la recherche
est actuellement basée uniquement sur la collecte d’informations aupres de patients infestés par le parasite.

Actuellement I'épidémiologie moléculaire d’E. granulosus ne s’effectue que par I'analyse de séquences de
génes ou de portions de génes principalement d’origine mitochondriale. En plus d’une tres faible diversité
génétique fréquemment observée, cette approche s’avere fastidieuse. Tirant profit de I'expérience accumulée
avec EmsB, le LNR en collaboration avec le CNR a choisi de développer des outils microsatellites pour explorer
la diversité génétique d’E. granulosus s.s. principalement. Contrairement a EmsB, il s’agissait cette fois
d’obtenir des microsatellites classiques (simple locus) a partir d’'une recherche in silico dans le génome d’E.
granulosus récemment publié (Tsai et al., 2013; Zheng et al.,, 2013). L'utilisation de microsatellites doit
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permettre de mettre en évidence une diversité génétique potentiellement plus importante et ce, de maniere
plus rapide et moins lourde en comparaison du séquencage classique de génes mitochondriaux ou nucléaires
classiquement utilisé. Ainsi deux cibles microsatellites ont déja été identifiées et s’averent extrémement
discriminantes, pouvant laisser envisager leur utilisation pour étudier la variabilité génétique intra-individuelle
présente au niveau d’un hote, actuellement peu abordée et ce, uniquement par I'analyse de séquences
partielles de génes mitochondriaux (Umhang et al. en préparation). L'accés a cette diversité génétique accrue
pourra étre mise a profit dans le but d’améliorer la compréhension de la dispersion du parasite a une échelle
locale mais aussi potentiellement plus large au niveau national et continental.
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10. Conclusion

Les travaux que j'ai pu mener pendant dix ans au sein du LNR et avec ses collaborateurs ont grandement
contribué a améliorer les connaissances épidémiologiques sur E. multilocularis et E. granulosus s.I. en France.
Ces travaux ont porté sur des études de surveillance du parasite avec une couverture géographique tres
largement supérieure a celles réalisées auparavant, mais ils ont aussi été complétés par I'exploration de
différents hotes et matrices biologiques. Les études d’épidémiologie moléculaire menées ont permis
d’améliorer la compréhension de la dynamique d’expansion d’E. multilocularis en Europe, et d’obtenir les
premiéres identifications des espéces d’E. granulosus s.l. en France afin de caractériser les cycles parasitaires

actuellement actifs.

Ces études ont entrainé le développement et la maitrise de plusieurs méthodes de diagnostic/dépistage et
d’épidémiologie moléculaire, a la pointe de ce qui est réalisé dans le domaine des échinocoques dans le
monde, permettant désormais au LNR de disposer d’un statut reconnu sur le plan de I'expertise ainsi que de
collections biologiques (ADN, féces, vers, kystes) précieuses pour de nouvelles études. Les collaborations
nationales ou internationales du LNR qui se sont largement développées au cours des derniéres années ont été
indispensables pour mener une approche multidisciplinaire, mélant principalement parasitologie,
épidémiologie, écologie et biologie moléculaire, afin d’obtenir une exploitation maximale des données
recueillies. Tout cela s’est notamment matérialisé par une valorisation des travaux du LNR a travers plus de 30
publications scientifiques dans des revues internationales a comité de lecture entre 2011 et 2016. Ainsi, le LNR
n’a eu cesse d’accroitre sa crédibilité en tant qu’interlocuteur aupres de la DGAI mais aussi de I’AESA, du
laboratoire de référence européen des parasites de Rome et de ces divers autres partenaires.

La disponibilité de ces nouvelles données épidémiologiques a permis d’aboutir a une meilleure appréhension
du risque zoonotique lié aux échinocoques en France principalement dans les zones ou le niveau de prévalence
devient préoccupant, ce qui a conduit a des actions de santé publique basées sur la diffusion d’informations
concernant les zones et le niveau d’enzootie, mais également du risque zoonotique lié aux carnivores
domestiques. Les travaux menés de front sur les hotes intermédiaires et définitifs d’E. multilocularis et d’E.
granulosus s.l.ont permis de souligner les similitudes et les différences au niveau écologique et biologique dans
leurs stratégies de transmission. La fréquence d’infestation potentiellement plus faible des hotes défintifs pour
E. granulosus, car liée a un cycle domestique, est compensée par une période patente beaucoup plus longue
ainsi que par une durée d’exposition des hotes intermédiaires également tres supérieure, par rapport au cycle
sylvatique d’E. multilocularis. Ainsi, il est intéressant de souligner que certaines caractéristiques de la relation
hote parasite semblent persister au-dela de I'espéce parasitaire infestante concernée. La durée supérieure de
la période prépatente d’E. multilocularis chez le chien par rapport au renard peut étre mise en relation avec
celle trés longue d’E. granulosus s.s. chez le chien. Pour chacune des especes parasitaires E. granulosus et E.
multilocularis, une espéce de carnivore est clairement identifiée comme hote défintif principal et une espece
ou souvent un groupe d’espéces de mammiferes consituent les hotes intermédiaires principaux. Cela peut étre
considéré comme la résultante de I'optimisation de I'évolution de ces especes d’échinocoques en vue de la
perpétuation des cycles parasitaires. Toutefois le spectre d’hotes est beaucoup plus large, impliquant d’autres
espéces animales, mais celles-ci ont un potentiel biotique souvent moindre voire inexistant et/ou une
probabilité de contribution a la perpétuation du cycle trés faible. Cette diversité d’especes au niveau de
I'infestation témoigne en tout état de cause de la plasticité d’adaptation des échinocoques, surtout au niveau
du metacestode, qui a pu conduire a la diversité actuelle des hotes.

Si la lutte contre les échinocoques en France ne consiste pas une des missions principales du LNR, des
évaluations de I'efficacité de méthodes de lutte contre E. multilocularis ont été réalisées. Le LNR apparait
comme un interlocuteur privilégié dans I'éventualité de nouvelles expérimentations. Les données acquises sur
I'infestation des hotes définitifs et intermédiaires pourront étre complétées prochainement par des données

134



nouvelles concernant l'identification du parasite dans des matrices environnementales, notamment la terre.
L’exploitation de ces données de contamination des hotes et de I'environnement devrait contribuer a une
meilleure connaissance de I'épidémiologie des échinocoques et des sources d’infestation pour I'homme ainsi
gu’a une meilleure caractérisation des risques pour ce dernier.
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Abstract:

Among parasites, Echinococcus species are of major public health importance due to their worldwide
distribution and the potential severity of the diseases they cause. In Europe, the endemic species are E.
multilocularis, which has a sylvatic lifestyle, and E. granulosus spp., which the hosts are mainly domestic
species. When the Echinococcus spp. NRL was created in France in 2006, few data were available on the
distribution of these parasitic species. The implementation of health measures made it possible to consider a
marked reduction of the endemic level and geographical distribution of E. granulosus and consequently a
reduced or inexistent zoonotic risk. With regard to E. multilocularis, the parasite spread already observed in
Europe was also suspected in France. The development of classical parasitology and molecular techniques for
diagnosis and epidemiology has helped improve understanding of the distribution of these parasitic species in
France.

A large-scale surveillance study in foxes, using the SSCT method validated by the NRL, led to the description of
significant westward and northward expansion from E. multilocularis’s historical endemic focus, which was
estimated, using a spatio-temporal scenario deduced by EmsB microsatellite analysis, to have begun several
decades ago. Molecular analyses of various types of animal samples confirmed its westward expansion in
aquatic rodents. Its extension southward was confirmed thanks to fecal samples of foxes.

Surveillance studies of E. granulosus at the slaughterhouse confirmed its presence in southern France and in
Corsica. The first molecular characterization of this parasite in France resulted in the identification of E.
granulosus sensu stricto in southern France and E. canadensis G6-7 in Corsica. The presence of E. granulosus
s.s. throughout continental France was then observed on the basis of a national surveillance study at the
slaughterhouse. The prevalence level of infection by E. granulosus s.s. estimated per million was 15.3 cases in
sheep and 8.3 cases in cattle which was much lower than that described 20 years ago. The two main endemic
foci — the Alps for E. granulosus s.s. and Corsica for E. canadensis G6-7 — still exist, while the identification of E.
ortleppi confirmed maintenance of this species despite its current rarity in Europe.

In France, the low prevalence of E. multilocularis infection in dogs and cats was ascertained, confirming the
minor contribution of these hosts to the lifecycle. The zoonotic role of the cat appears to be negligible based on
observations of natural infection cases and on data obtained from experimental infection. The regular and
adapted deworming of dogs, especially hunting dogs, appears to be necessary. This deworming
recommendation is also relevant against E. canadensis G6-7 in Corsica where access to viscera of pigs and wild
boar adds a sylvatic component at this lifecycle.

An acknowledgment of the NRL’s expertise led to several international collaborations which in turn contributed
to the diversity of the epidemiological situations studied. Thus, the study of the genetic diversity of E.
multilocularis by EmsB microsatellite led to a better understanding of the parasite’s expansion dynamics
throughout Europe. The study of foreign foci of E. granulosus led to characterization of the endemic parasitic
species and of their prevalence levels in intermediate hosts, which made it possible to plan appropriate control
measures. The NRL participated in the testing of control methods against E. multilocularis, including deworming
of foxes and population regulation, which demonstrated the complexity of the conditions required for these
methods to be effective.

The epidemiological data obtained over ten years of studies has led to a better understanding of the current
zoonotic risk associated with the Echinococcus species in France.
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Titre : Surveillance et épidémiologie moléculaire d’Echinococcus multilocularis et d’Echinococcus granulosus
sensu lato

Mots-clés : Echinococcus multilocularis, Echinococcus granulosus sensu lato, zoonoses, surveillance,
épidémiologie moléculaire.

Résumé :

Parmi les parasites, les échinocoques revétent une importance majeure en santé publique de par leur
distribution mondiale et les maladies potentiellement trés graves qu’ils occasionnent. En Europe, les especes
présentes sont E. multilocularis, qui a un cycle sylvatique et E. granulosus spp., dont les hotes sont
essentiellement domestiques.

En France, peu de données étaient disponibles quant a la distribution de ces espéces parasitaires lors de la
création du LNR Echinococccus spp. en 2006. Une forte réduction supposée des zones et du niveau d’enzootie
pour E. granulosus laissait envisager un risque zoonotique moindre voire désormais absent. S’agissant d’E.
multilocularis, I'expansion constatée en Europe était également suspectée en France. La modification des
techniques de parasitologie classique ainsi que le développement d’outils moléculaires par le LNR ont
contribué a l'actualisation et a une meilleure connaissance de la distribution des espéces parasitaires en
France.

Une large étude de surveillance menée chez le renard avec la méthode SSCT validée par le LNR a révélé une
expansion de la zone d’enzootie d’E. multilocularis jusqu’en llle-et-Vilaine. L'analyse par microsatellite EmsB a
permis d’estimer a plusieurs décennies la dispersion du parasite vers 'ouest et le nord a partir du foyer
historique de I'est. Cette expansion a été confirmée a l'ouest chez des rongeurs aquatiques et
rétrospectivement au sud chez le renard.

Des études de surveillance d’E. granulosus en abattoir ont confirmé sa présence dans le sud de la France et en
Corse. Les caractérisations moléculaires ont permis d’identifier E. granulosus sensu stricto dans le sud et E.
canadensis G6-7 en Corse. Un plan de surveillance national en abattoir a ensuite montré la présence d’E.
granulosus s.s. a travers I'ensemble du territoire continental. Les niveaux de prévalence d’infestation par E.
granulosus s.s. estimés chez les ovins a 15,3 et chez les bovins a 8,3 cas pour 1 million de tétes abattues sont
trés inférieurs a ceux décrits il y a vingt ans. Deux foyers majeurs constitués par les Alpes pour E. granulosus s.s.
et la Corse pour E. canadensis G6-7 demeurent, alors que I'identification d’E. ortleppi confirme le maintien de
cette espece zoonotique pourtant désormais rare en Europe.

Les niveaux de prévalence d’infestation par E. multilocularis chez le chien et le chat en France confirment leurs
importances mineures dans le maintien du cycle parasitaire. Le role zoonotique du chat semble négligeable
d’apres les observations d’infestations naturelles, corroborées par les données obtenues lors d’infestations
expérimentales. La vermifugation réguliere et adaptée des chiens, en particulier des chiens de chasse, apparait
nécessaire. Cette recommandation de vermifugation canine s’applique également pour E. canadensis G6-7 en
Corse, ou I'acces aux viscéres des porcs et des sangliers implique un volet sylvatique dans le cycle.

La reconnaissance de I'expertise du LNR a permis d’initier des collaborations internationales qui ont en retour
enrichi la diversité des situations épidémiologiques étudiées. Ainsi, I'étude de la diversité génétique d’E.
multilocularis (microsatellite EmsB) a contribué a une meilleure compréhension de la dynamique d’expansion
du parasite en Europe (Pologne, Suede, Danemark). L'étude des foyers d’hyper enzootie d’E. granulosus
(Moldavie, Maroc, Algérie) et la caractérisation des especes présentes et de leurs niveaux d’infestation chez les
hotes intermédiaires a permis d’envisager des actions de lutte adaptées. Le LNR a participé a I'expérimentation
de méthodes de lutte contre E. multilocularis, ce qui a démontré la complexité des conditions requises pour
leur efficacité tant par la vermifugation des renards que par la régulation de leur population. Au bilan, les
nouvelles données épidémiologiques obtenues au cours des dix années de travaux ont permis d’aboutir a une
meilleure appréhension du risque zoonotique actuel lié aux échinocoques en France.
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