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Introduction

1. Présentation

Echinococcus multilocularigLeuckart, 1863) est un ver plat hermaphroditeagite
naturel au stade adulte de l'intestin gréle dedmssauvages et au stade larvaire, du foie des
rongeurs. La présenceld’ multilocularischez ’lhomme a I'état larvaire est responsableé’u
maladie nommeée échinococcose alvéolaire. Sa difisib spatiale est limitée a 'hémisphere
nord. Cette espece se distinguE.dshiquicusrécemment décrit en Chine (Xiao et al. 2005),
d’E. granulosuspour lequel la taxonomie a été récemment ré\peée décrire actuellement
5 espécesH. granulosus sensu strigtg. felidis E. canadensiskE. equinuset E. ortlepp)
(Huttner et al. 2008; Lavikainen et al. 2006; Nalkaal. 2007), responsables chez 'homme
de I'hydatidose ou kyste hydatique,Ed’vogeli et E. oligarthrus espéces sub-tropicales

responsables des échinococcoses polykystiques.

La position taxonomique du parasite est donnée ldarableau 1
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2. Caracteres morphologiques et

biologiques du parasite adulte

Le parasite adulte mesure de 3 a 5 rigyre 1) et a une durée de vie de 3 a 4 mois
(Rausch & Schiller 1954). On distingue la téte colex, munie de 4 ventouses et de 2
rangées de crochets permettant la fixation a laususe intestinale de I'héte définitif (HD),
le cou (tissu prolifératif) et le corps ou strolzl@mportant 3 & 4 anneaux appelés proglottis ou
sont situés les organes génitaux males et femebeeproduction sexuée a généralement lieu
entre les organes males et femelles d'un mémeilvstagit alors d’'une autogamie. Un
croisement entre deux vers adultes peut se pro@Raesch 1985). On I'appelle hétérogamie
si la reproduction a lieu entre deux vers de pdjuia distinctes et géitonogamie si les deux
vers sont issus de larves provenant de la mémenlgsrasitaire (Lymbery et al. 1997).
Cependant le croisement entre les vers apparaimeoom événement rare et est de plus
indétectable dans le cas de la géitonogamie (Haalj €998; Nakao et al. 2003). Apres la
reproduction sexuée, I'anneau terminal gravide oourbitain, rempli d’ceufs embryonnés
(embryophores) de 30-40 um se sépare du strobile @me évacué avec les feces dans
'environnement. Les oeufs ainsi libérés dans lkemiextérieur (jusqu’a 200 ceufs émis par
segment mar) peuvent survivre plusieurs mois lasigs conditions sont favorables (85 a
95% d’humidité et 4 & 15°C) (Hanosset et al. 20@4t et al. 1995).

3. Caracteres morphologiques et
biologiques du parasite au stade
larvaire

Le cycle se poursuit aprés l'ingestion des ceufaupehéte dit intermédiaire (HI). Les
ceufs franchissent la muqueuse intestinale et reggoigla circulation sanguine. Apres avoir
atteint le foie, I';euf se développe en une larvaacestode, qui se multiplie de maniéere

asexuée par polyembryonie en formant de trés nambselogettes ou alvéoles qui donne un
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aspect tres compact au foie parasité, semblabpaiaud’épice. Il y a alors production par la
membrane interne de la larve (parenchyme proligggg)rotoscolex qui se développeront par
la suite en vers adultes aprés leur ingestion’d&r (Hanosset et al. 2004).

4. Le cycle biologique du parasite

Il s’agit d’'un cycle dixene impliquant deux typete mammiferes hoétes. Les
principaux HD sont le renardv@lpes vulped.innaeus, 1758), le chierCénis familiaris
Linnaeus, 1758) et, dans une moindre mesure le(Ekhas silvestrisSchreber 1775). Chez ce
dernier le parasite est peu ou pas fertile (Kapal.e2006). Les principaux HI en Europe sont
des micro-rongeurs appartenant aux gemkescola et Microtus (e.g. Arvicola terrestris
Linnaeus, 1761 Microtusarvalis, Pallas, 1778) (Vuitton et al. 2003).

Le cycle dE. multilocularisest présenté dansHégure 2. L'HD se contamine en ingérant des
protoscolex, qui aprés leur dévagination et lewatfon a la muqueuse intestinale se
développent en vers adultes dans l'intestin gréléD. Suite a la reproduction sexuée, le
dernier segment alors gravide, se détache etieshéldans I'environnement avec les féces
de I'HD. La colonisation d&. multilocularis chez I'HD est asymptomatique. L'HI se

contamine en consommant des végétaux souilléepadjections de I'HD.

Des HI aberrants peuvent étre impliqués dans Ik @ic parasite comme le sanglier (Boucher
et al. 2005). Le singe en captivité peut étre qoirié par un apport dans son alimentation de
végétaux souillés, fauchés a proximité du parc agique. La maladie présente alors une
évolution rapide, qui entraine le déces de l'anifBabck et al. 1997; Deplazes & Eckert
2001; Rehmann et al. 2003).
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Tableau 1 : Position taxonomique d’Echinococcus multilocularis.

Régne Animalia
Embranchement Platyhelminthes
Classe Cestoda

Ordre Cyclophyllidae
Famille Taeniidae
Genre Echinococcus
Espece multilocularis

Figure 1 : Le ver Echinococcus multilocularis : vue d’ensemble (A), scolex

(B), détails de la couronne de crochets (C) et ceuf (D).
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Contamination par ingestion geotoscolex

Cycle dEchinococcus
multilocularis

IMPASSE
PARASITAIRE

b“‘v\ /A’ -

Les hotes définitifs

oy

La larve métacestode

Le parasite adulte

Contamination par ingestionatufs

Figure 2 : Cycle du parasite Echinococcus multilocularis : les stades du parasite, ses différents hotes et leur mode

de contamination.
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5. La maladie humaine :
I’échinococcose alvéolaire

Lorsqu’il atteint 'hnomme, le parasite peut prouegq une maladie appelée
I’échinococcose alvéolaire (EA). L’homme constiders une impasse parasitaire car le cycle

evolutif du parasite est interrompkigure 2).

L’homme se contamine par l'ingestion d’ceufs présenta surface de végétaux (myrtille,
fraise, cresson, pissenlit, etc.), déposés surnsems apres contact avec de la terre
contaminée, ou avec le pelage d’animaux sauvagdeneéstiques parasités. L'organe cible
d’E. multilocularisest le foie dans 99% des cas (Eckert & Deplaz€4;2Bawlowski et al.
2002). Le parasite se développe généralement $gms clinique particulier. Les premiers
symptémes de la maladie sont souvent décrits 1® @n$ aprés la contamination. Le patient
présente alors une asthénie, des douleurs abd@wihaltes, une hépatomégalie palpable, et
dans les cas datteinte du systeme biliaire, uerect Le diagnostic se fera grace aux
explorations radiographiques et sérologiques. Laficoation se fait par I'examen
anatomopathologique, apres une laparotomie explogabu une biopsie (Bresson-Hadni et
al. 2005). L'identification du parasite par biolegnoléculaire constitue une méthode tres
fiable mais encore peu utilisée. Cette méthode eptésun intérét particulier face au

diagnostic des formes atypiques de la maladie.

Lorsque le diagnostic biologique d’échinococcosgéalhire est établi, un traitement

médicamenteux a base d’albendazole est généralemesscrit. Cette molécule est

parasitostatique, stoppant I'évolution du parasées toutefois le détruire. Cette thérapie est
dans la plupart des cas administrée a vie. La wuieu(hépatectomie partielle ou

transplantation) a longtemps été considérée comaesdule solution thérapeutique

satisfaisante. Quand elle apparait possible, @iterl'un des traitements de choix de
I'échinococcose alvéolaire. On parle désormais el’urapproche thérapeutique

médicochirurgicale (Bresson-Hadni et al. 2005).sSaaitement adapté, une échinococcose
entraine le décés du patient dans les 15 ans pésrde 100% des cas (Ammann & Eckert
1996; Charbonnet et al. 2004).

La survenue de la parasitose chez 'homme et I'ahirpose sur des événements de

rencontre et de compatibilité, parfaitement illéstipar le concept de filtres développé par
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Claude Combes en 1995 (Combes 1995). L’'héte giatasite doivent coexister dans la
méme aire géographique et y étre en contact. Edstre de rencontre. Une fois absorbé, le
parasite doit pouvoir se développer correctemens dlarganisme de I'hGte pour poursuivre
son évolution. C’est le filtre de compatibilité. |Gieci serait lié vraisemblablement a une
baisse de I'immunité (immunodépression) (Vuittoraket2006) et sans doute également a la

susceptibilité génétique de I'héte (Eiermann e1888).

6. Distribution géographique du
parasite

E. multilocularisest une espéce dont la distribution est restra@inigemisphere nord.
A T'heure actuelle, quatre grands foyers endémiques été décrits : la Chine, le Japon,
’Amérique du Nord et 'Europe. Si le parasite gsésent fréquemment chez les animaux
sauvages, le risque de survenue de cas humaitreestariable selon les foyers (Eckert et al.
2001b).

6.1. La Chine et I'Asie Centrale

La présence d’'un important foyer endémique a réoem étée décelée en République
Populaire de Chine. Trois foyers principaux sontrid€ actuellementRigure 3). lls sont
situés au Nord-Ouest du pays, (région autonomehourgdu Xinjiang), au Centre (provinces
du Qinghai, du Tibet, du Gansu, du Sichuan et cwgia) et au Nord Est (provinces de la
Mongolie Intérieure et du Heilongjiang) (Craig 200&es premiers cas humains ont été
décrits dés les années 1950, alors que les presrdémuvertes du parasite chez I'animal ne
datent que des années 1980. Des taux de prévalenevant atteindre 15 % de la population
humaine ont été décrits dans certaines zones suaalsein de ces principaux foyers (Craig et
al. 1992; Craig et al. 2000; Vuitton et al. 2008n large panel d’h6tes intermédiaires et
deéfinitifs est impliqué dans le cycle du parasite @Ghine (Craig et al. 1992; Eckert et al.
2001a; Vuitton et al. 2003). Les HD décrits sonrdaard roux Yulpes vulpes le renard
tibétain {ulpes ferrilatg, le renard corsad/( corsag, le chien domestiqueC@nis familiarig
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et le loup Canis lupuy Le réle du chien domestique est fortement suépeans la
transmission humaine du fait de sa proximité altemnime (Craig et al. 1992; Giraudoux et
al. 2006). Un large panel d’HI est impliqué dansclele dE. multilocularis : micro-
mammiféres (differentdicrotus), lievres [epusspp.), gerbilles Merionesspp.) et pikas
(Ochotonaspp.) (Giraudoux et al. 2006; Vuitton et al. 2003)

La contamination de 'homme dans le foyer chin@rag liee a une multiplicité de facteurs

incluant en particulier certaines pratigues agesofavorisant la prolifération des hotes
(déforestation/reforestation), un mode de vie retdé fait de posséder un chien (Craig et al.
2000; Giraudoux et al. 2006).

Une nouvelle espéce Eichinococcusa été recemment décrite en Chine dans le Comté de
Shiqu, sur le plateau tibétain (Xiao et al. 20@5@tte nouvelle espéce appeleeshiquicus
impliquerait le renard tibétain et le pika dans soycle de vie. D'un point de vue
morphologique, le parasite serait tres procte diultilocularis mais distinct par la taille de
ses crochets, le nombre de proglottis et la posili® ses pores génitaux. L'étude de I'ADN
mitochondrial a permis d'en faire une espéece a mmtiere. Cependant, aucun cas

d’échinococcose humaine causée par cette espeeacvee été identifié (Xiao et al. 2006).

Enfin, en Asie Centrale, la présenceEd'multilocularis a été récemment décrite sur le
territoire du Kazakhstan et des taux de prévaléngeaine allant de 1 a 10/100 000 ont été
rapportés (Shaikenov 2006; Vuitton et al. 2003).

6.2. La fédération de Russie

Le territoire de Il'ancienne URSS compte 33 régioasdémiques pourkE.
multilocularis (Bessonov 2002). Huit hoétes définitifs ont été dscrprincipalement
représentés par le renard roux, le renard polai@péx lagopuset le chien ainsi que plus de
30 hodtes intermédiaires comme le campagnol, lailgerbe lemming, le rat musqué et la
souris. En Sibérie les prévalences chez I'HD sambprises entre 25,6 et 76,2 % chez le

renard polaire et entre 22 et 29,3 % chez le renamd. Chez le campagnol des taux de
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prévalence de plus de 46 % ont été décrits darte cégion. Les cas d'échinococcose
alvéolaire humaine sont décrits de maniére prédamténdans les régions du Yakutia, du
Chuckotka, du Kamchatka (partie Est de la fedematb de I'Altai. Entre 1955 et 1986, plus
de 900 cas humains ont été documentés dans laaf@méde Russie (Bessonov 2002). Des
campagnes de dépistage par techniques immunolaganieété menées dans les années 1960
sur plusieurs dizaines de milliers de prélevemengelon les régions entre 0,2 et 14,7 % des
sujets ont présentés un résultat positif aux diffes tests sérologiques appliqués (Bessonov

2002).
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Figure 3 : Distribution des cas humains d’échinococcose alvéolaire en
République Populaire de Chine (ombrés rouges). Données de prévalences

humaines entre parenthéses. D’apres Craig et al. 2006.
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6.3. Le Japon

E. multilocularis aurait été introduit au Japon entre 1924 et 19861'de Rebun
depuis les Tles Kourile russes (Kamiya et al. 208s renards roux ont été introduits sur
I'lle lors de campagnes d'éradication visant le pagnol de SundevallC{ethrionomys
rufocanusSundevall 1846). La presque totalité de I'lle dddaido, au Nord du Japon est
actuellement reconnue comme endémique (Kamiya.e20dl7). Entre 1985 et 1997, 373
patients ont été opérées d’'une lésion die aultilocularis(Kamiya et al. 2007). Quelques cas
ont été diagnostiqués en dehors de la zone d’emgéaant suspecter la présence du parasite
dans d'autres sites (Doi et al. 2000). Des campmagieeluttes contre les hotes du parasite,
conduites apres la découverte des premiers casitsiraaaient €liminé pour un temps le
parasite d’Hokkaido. Cependant en 1966, lintroductnaturelle ou accidentelle d’hétes

définitifs infectés a entrainé le retour du pagasiir I'lle (Kamiya et al. 2007).

Actuellement le renard roux, mais également lercpigsentent des taux de prévalence de 10
a 30% (Kamiya et al. 2003; Morishima et al. 20Q&).chat et le chien viverrif\{/ctereutes
procyonoide} constituent aussi des hotes potentiels (Eckedl.eR001b). Les especes de
rongeurs impliqguées dans le cycle sont principateénhe campagnol de Sundevall ou plus

rarement le ratRattus norvegicyqIto et al. 1996; Okamoto et al. 1992).

6.4. Amérique du Nord

Le parasite est décrit au Canada (provinces dibdita, du Saskatchewan et du
Manitoba), dans le nord de la partie centrale dassBJnis d’Amérique (états du Dakota du
Nord et du Sud, de I'lowa, du Minnesota et du Maa)aEckert et al. 2000) et en Alaska (la
zone des Toundras sur le continent). En Amériqué&ldu, la présence H. multilocularis
chez le renard roux a été observée en 1964 ddvekieta du Nord, puis le parasite a été isolé
dans les états voisins, a la fois chez différearsid®s sauvages et chez les rongeurs. Des
prévalences de 75 % ont été décrites dans le Dako&ud chez le renard roux et le coyote
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(Hildreth et al. 2000) et de plus de 70 % chezeleard dans le Dakota du Nord (Rausch &
Richards 1971). Des taux plus faibles ont été tdans le Minnesota (5 %) (Leiby et al.
1970).

Le parasite semble occuper un vaste espace s'é@tedépuis I'état du Montana jusqu’a
I'Ohio. Cependant seuls deux cas humains ont @goréés sur le continent nord-américain,
en 1937 et en 1977 (Eckert et al. 2000). Une éwg&telogique a été menée chez 115
trappeurs du Sud Dakota. Par la technique ELISAuaues sujets de I'étude ne présentaient
de sérologie positive (Hildreth et al. 2000).

Le parasite a également été décrit dans le démiBéring, notamment sur I'lle de Saint

Laurent (Alaska) (Rausch & Schiller 1954; Rauschle1990) ou le cycle est entretenu par le
renard polaire et le chien de traineau, ainsi qredgférents rongeurs comme le campagnol
des toundrasMicrotus oeconomyset le campagnol boréaClethrionomys rutilus (Rausch

et al. 1990). Dans cette seule Tile, 53 cas hun@mih®té diagnostiqués entre 1947 et 1990

pour seulement un millier d’habitants (Schantzl.e1295).

Rausch et Schiller ont décrit en 1954 I'espEcenultilocularis sibiricensigVogel, 1957) sur
les Tles du détroit de Béring, qui se distingue photogiquement de la souche dite eurasienne
E. multilocularis multilocularispar des crochets plus petits. (Eckert & Thomps6881
Rausch & Schiller 1954). Les deux souches. dhultilocularisauraient divergées apres la

submersion du détroit de Béring (Lymbery 1995).

6.5. L’Europe

Le foyer historique européen est localisé au mardArc Alpin. Il comprend l'est et
le centre de la France, le sud de I'Allemagne (8ap)i la Suisse et la partie tyrolienne de
I'Autriche (Eckert et al. 2000). Au tournant desnéas 1990, la présence du parasite a été
décrite plus a I'est et au sud de Europigyre 4). Dix-huit pays européens sont actuellement
documentés sur la présencddmultilocularis (Tableau 2. Toutefois le foyer historique
présente encore actuellement les taux d’incideniceaine les plus éleves (Kern et al. 2003;
Piarroux et al. 2006; Schweiger et al. 2007).
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Actuellement, le parasite occupe un espace corgi@iendant, d’'Ouest en Est, depuis les
Ardennes francaises (Guislain et al. 2007) a lésorégrontagneuse des Tatras (Dubinsky et
al. 2006; Snabel et al. 2006) et, du Nord au SudDanemark (Saeed et al. 2006) aux Alpes

italiennes (Casulli et al. 2005).

En Europe, le cycle du parasite est principalereetrietenu d’une part, par le renard roux et
le campagnol terrestréAfvicola terrestrig et le campagnol des champdigrotus arvalis).
D’autre part les animaux domestiques (chiens efsglsant sporadiqguement touchés mais ne
semblent pas jouer un role majeur dans le cyclei@lelu cestode (Jenkins et al. 2005). Par
ailleurs, la présence du renard dans les zonesneshaécemment décrite et étudiée dans
différentes villes suisses (Deplazes et al. 2004¢Her et al. 2005; Hofer et al. 2000),
allemandes (Romig et al. 2006) et francaises (Rigbtagt al. 2008) pourrait augmenter les
risques de contamination humaine et impliquer @trsitement les animaux domestiques
dans la transmission du parasite (Deplazes e0@#h)2D’autres HD comme le chien viverrin,
originaire de I'est de I'Asie et introduit reccemmem Allemagne et en Pologne (Machnicka-
Rowinska et al. 2002), ou encore le rat musdqdéd@tra zibethicus(Hanosset et al. 2008)
pourraient constituer des réservoirs supplémerstgiogr le parasite. Le loup, le lynx, le chat
sauvage et le chat domestique semblent jouer enmdteur en Europe (Kapel et al. 2006;
Martinek et al. 2001). Des études épidémiologiquasmontré que la survenue de la maladie
chez 'lhomme en Europe était corrélée a la pratijuae activité en rapport avec la nature

(agriculture, chasse, cueillette, etc.) et audaiposséder un chien (Piarroux et al. 2006).

L’activité humaine peut également étre a l'origide I'apparition de nouveaux foyers
parasitaires. Par exemple, sur les iles de l'asthidu Svalbard, dans la mer de Barents
(Norvége), la présence concomitante de renardsr@slporteurs du parasite et d'un rongeur
(Microtus rossiameridionaljsimporté de maniere accidentelle depuis la Rudsies les
années 1960 a permis le développement d’'un cyadlasip@ire sur un territoire jusque la
indemne. Ainsi, le parasite a pu étre identifié mptau premiére fois sur ces iles en 1999
(Henttonen et al. 2001). Dans les années 2000astite du Grumant, de fortes prévalences
du parasite ont été observées chez le renard @@iir % de féces de renards positivds. a
multilocularis) et le rongeur (51 % de rongeurs positifs) (Fugteal. 2008; Henttonen et al.

2001), exposant en particulier les touristes dsgque de contamination important.
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D’'un point de vue épidémiologique, la distributispatiale dE. multilocularis en Europe

semble avoir évoluée depuis la fin des années ewatgt. Des études montrent que le
parasite est actuellement identifié dans des zprsegr'alors considérées comme indemnes.
En Europe de l'est, le parasite n'a été décrit quagtir des années quatre-vingt dix, lors
d’études menées sur la faune helminthique (Bruaitslet al. 2007; Snabel et al. 2006). Des
cas humains sont maintenant décrits depuis peu ates partie de I'Europe, évoquant une
vague de progression du parasite. En HollandegVeldppement d’'un modéele mathématique
a permis d’étudier I'extension spatiale du paragérs une nouvelle zone d’endémie. D’apres
les données de prévalence recueillies dans le syshys, le front de migration du parasite
vers le nord a été estimé par ce modele a 2,7 kpnadgession par an (Takumi et al. 2008).

Cependant, le nombre de cas humains ne connaficpad’heure d’augmentation drastique,

excepté en Suisse ou Alexander Schweiger et skedomdteurs viennent de signaler un récent
accroissement du nombre de diagnostics de cas hsrf&chweiger et al. 2007). La présence
du parasite en milieu urbain et la proximité avéorhme de la faune sauvage parasitée

suscite une attention particuliere (Deplazes €2G04).

Deux hypothéses peuvent étre avancées vis-a-via deogression constatée du parasite en
Europe. Il pourrait s'agir de I'émergence récentepdrasite depuis le foyer historique vers
des zones jusqu’alors indemnes ; le foyer anci@neaterait le foyer nouveau, dans un
systeme de transmission du parasite du type «naoitile ». En terme de diversité génétique,
le groupe colonisateur ne portant qu'une part okofmation génétique du foyer ancien, un
déséquilibre de diversité génétique pourrait éttseeové entre les deux zones (Templeton
2008). Une seconde hypothése est fondée sur ligéele parasite était déja présent en
Europe dans le réservoir sauvage avant la misevidenee des cas chez ’lhomme, mais que
ces cas humains seraient restés non détectéstdiefE méconnaissance de la maladie. La

diversité génétique observeée serait alors de iiéparplus homogene dans le foyer Européen.

Jusqu’a présent, le manque doutils de détectiofopeants, allié au manque de suivi
épidémiologique dans les zones ou le parasiteihj#a ou peu connu a pu aboutir & une sous

estimation de la fréquence de la maladie.

Le développement d'outils permettant de réalises éides épidémiologiques en Europe
apparait alors d’'intérét majeur pour mieux comprend circulation du parasite dans ce
foyer. Une démarche de génotypage pourrait étrdasti pour étudier la diversité génétique
d’E. multilocularisdans des zones de hautes et de basses endémigde daut de mieux

appréhender sa distribution spatiale.

- 40 -



Introduction

Figure 4 : Distribution spatiale du parasite E. multilocularis sur le territoire
européen avant 1990 (A), d'apres (Eckert et al. 2001b) et de nos jours

(B) d'apres les données récentes de la littérature (voir Tableau 2).
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Tableau 2 : Prévalence d’E. multilocularis chez le renard, le rongeur et

I’'homme en Europe.

Pays et régions

Prévalences chez
le renard
(positive/obs)

Périodes

étudiées Rongeurs

Cas humains

Références

Belgique
Nord
Wallonie

Ensemble du pays
Ensemble du pays
Pays-Bas
Groningen
Limburg (Sud)
Danemark
Luxembourg
France
Lorraine
ville de Nancy (centre
et périphérie)
Doubs
Haute-Savoie
Jura
Alsace
Cantal
Ardennes
Ensemble du pays
Allemagne
Nord et Est
Schleswig-Holstein
Mecklenburg-Vorp.
Brandenbourg
Saxe-Anhalt
Nord-ouest
Basse-Saxe
Rhénanie-duNord-
Westphalie
Centre
Hesse
Thuringe
Sud-ouest et Sud
Rhénanie-Palatinat
Sarre
Bade-Wurtemberg
Stuttgart ville
Baviéere
Ensemble du pays
Suisse
Zrich ville

1996-1999 1,7(4/237)
1998-2002 20,2(143/709)
2003-2004 24,55(243/990)
" 0,16(2/1249§
" 11,18(192/1718)
1996-20026,1(164/1018)
1996-2000 3
1996-1997 1,8(5/272)
1998-2000 9,4 (10/106)
2002-2003 8,15(15/184)
1997-2002 0,3(3/1040)

1990-1992 5,1(13/255)

1983-1987 21,8(112/513)
2004-2006 30(38/127)

1998-1999 63,6(13/22)
2007 61,4(35/58)
1990  23(34/150)
1981 8,3(7/84)
1985 4 (30/120)
1988 15(23/149)
2003-2005 53(79/149)
<1980-2005 258

1990-19940,4(3/699)
1991-1994 0,6 (21/3576)
1992-1994 4,1 (267/6529)
1992-1996 0,6(21/3344)

1991-199713,1(706/5365)

1993-1998 28,3(117/414)

1989-1990 29 (47/162)
1990-1995 18,3(1631/8923)

1996-199729,7(340/1145)
1994-1995 19,9(50/251)
1995-199837(2225/6013)
1995 16,8(83/492)
1988-1994 28(1128/3969)
<1980-2000 132

1996-1998 44,3(168/388)

(Vervaeke et al. 2003)
(Losson et al. 2003)
(Hanosset et al. 2008)

(Vervaeke et al. 2006)
(Kern et al. 2003)

(van der Giessen et al. 1999)
(van der Giessen et al. 2004)
(Vervaeke et al. 2006)
(Saeed et al. 2006)
(Eckert et al. 2001b)

(Aubert et al. 1987)
(Robardet et al. 2008)

(Raoul et al. 2001)
(com. perso)
(Petavy et al. 1990)
(Hanosset et al. 2004)

(Guislain et al. 2008)
(Piarroux et al. 2006)

(Nebel 1996)
(Eckert et al. 2001b)

(Eckert et al. 2001b);
(EurEchinoReg 1999)

(Ballek et al. 1992)
(Worbes 1992)

(Jonas & Drager 1998)
(Eckert et al. 2001b)
(EurEchinoReg 1999)

(Romig et al. 1999)

(Nothdurft et al. 1995)

(Kern et al. 2003)

(Hofer et al. 2000)
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Prévalences chez

Pays et régions Ztélﬂﬁgeeg le _rgnard Rongeurs Cas humains Références
(positive/obs)
(péri-urban) 1996-2001 62,9 (582 obs) (Hegglin et al. 2007)
(périphérie) " 39,5 )
(zone urbaine) " 16,5 "
7 cantons (Ouest CH) 1990-1995 30,1 (1142/3793 (Brossard et al. 2007)
Canton de Fribourg 1992-199347 (34/73) (Gottstein et al. 1996)
" 1993-1994 56(13/23) !
" 1993 39(11/28} "
" 1994 11 (5/44) "
" 1994 10 (2/20% "
Ensemble du pays 1956-2005 494 (Schweiger et al. 2007)
Liechtenstein 1990-1992 34,9(45/129) (Eckert et al. 2001b)
Autriche
(EurEchinoReg 1999); (Eckert et
(5/9 états fédéraux) 1989-19987,8(294/3778) al. 2001b)
Vorarlberg 1991 34,8(115/332) (Prosl & Schmid 1991)
Ensemble du pays 1892-1990 170 (Auer & Aspoéck 1991)
" <1980-2000 54 (Kern et al. 2003)
Tchéquie
(Eckert et al. 2001b); (Pavlasek
5/5 régions 1994-1998 14 (214/1528) 1998)
15 districts/4 régions 1994-199610,6(87/824) (Pavlasek et al. 1997)
1998 14 (214/1528) (Pavlasek 1998)
1979 1 (Slais et al. 1979)
Slovaquie
Est et ouest 1998  10,7(6/56) (Dubinsky et al. 1999)
Ensemble du pays 2001-200485 (149/426) (Dubinsky et al. 2006)
2005 6 (Snabel et al. 2006)
Pologne 1993-1998 2,6(76/2951) (Malczewski et al. 1999)
Nord-est " 11,8(36/306) "
Nord-ouest " 2,2(36/1620) "
Sud-est " 0,4(1/254) "
Sud-ouest " 0,4(3/771) "
18/43 districts 1995 120 (Malczewski et al. 1995)
Ensemble du pays 1986-2000 14 (Kern et al. 2003)
Gréce 1996-2000 1 (Kern et al. 2003)
Hongrie 2002 5 (5/100) (Sreter et al. 2003)
2008 1 (Horvath et al. 2008)
Estonie 2003 29,4(5/17) (Moks et al. 2005)
Lituanie 1999-2001 20(1/5)f (Mazeika et al. 2003)
2001-2004 57,7(118/206) (Bruzinskaite et al. 2007)
1997-2006 80 "
Italie
Trentin Haut Adige 2001-2004 9,96(24/241) (Casulli et al. 2005)
Norvege
Svalbard 2000 20(7/35) (Fuglei et al. 2008)
2004 60(135/224) "
1999 20,1%36/179F (Henttonen et al. 2001)
2000 51(23/45}% "
Slovénie
Sud et nord-est 2001-2005 9/1263 (Logar et al. 2007)

?rongeurs et insectivoreSrat musqué@ndatra zibethicus; “sérologies
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7. Techniques de biologie
moléculaire et bilan actuel de
I’étude du polymorphisme d’E.

multilocularis

Difféerentes techniques de biologie moléculaire été employées pour étudier la
diversité génétique du parasite. Elles prennent pdale 'ADN total du parasite, 'ADN
mitochondrial (ADNmt), majoritairement codant eADN nucléaire codant et non codant.
Certaines de ces cibles sont également utiliséasdedecter la présencekd’'multilocularisa
la surface de la muqueuse intestinal de I'HD, dasgréléevements de féces et pour identifier

I'étiologie d’'une Iésion humaine.

7.1. Techniques basées sur I'étude
de I'ADN total

7.1.1. La technique RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism ou polymorphisme de longueur de

fragments)

La technique RFLP consiste a étudier le polymanplei de longueur des fragments
d’ADN obtenus apres digestion enzymatique. Les pitsedde digestion de I'ADN sont
séparés par migration électrophorétique selon teille exprimée en paire de bases (pb).
Cette approche peu onéreuse permet d'étudier undgreombre d’échantillons. Cette
technique peut étre combinée a une amplification B&R (PCR-RFLP), associant
I'amplification d’'une cible donnée a la séparataens un champ électrique des fragments

apres une digestion enzymatique.
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7.1.2. L'’empreinte génétique (DNA fingerprinting)

La méthode d’empreinte génétique ou DNA fingeromon débute par la réalisation
d’'une digestion enzymatique de I'ADN. Les fragmemigsi obtenus sont séparés par
migration électrophorétique et transférés sur umembrane du type nitrocellulose par la
technique de Southern blotting (Southern 1975). biyteridation est réalisée en présence de
sondes marquées de di ou tri-nucléotides répétémratem. L'utilisation de cette sonde
oligonucléotidiqgue de type VNTRvdriable number of tandem repsabu répétitions en
tandem en nombres variables) ou encore ADN midigatgpermet de détecter des régions
hypervariables de 'ADN constituées de répétitisimaples chez la plupart des organismes
eucaryotes (Jeffreys et al. 1985a, b).

Les profils de bandes obtenus apreés la révélatibaralyse de I'hybridation sont spécifiques
d’'un individu donné. lls sont appelés « empreingénétiques ». La réalisation de cette
technique et sa reproductibilité exige une standatidn stricte. La multitude des bandes

générées rend I'analyse complexe et nécessite e logiciels de lecture adaptés.

Ces technigues de biologie moléculaire baséesADNI total nécessitent de séparer I'ADN
du parasite de celui de I'hote. En effet, lors’dutle de Iésions tissulaires 'ADN de I'hote et
celui du pathogéne sont extraits ensemble. Ladaiproductibilité entre laboratoires rend
ces outils d'utilisation délicate. lls ont néann®ipermis d’étudier le polymorphisme &e
multilocularis et E. granulosusau-dela des comparaisons morphologiques, longtemps
utilisées pour différencier les organismes entre €a PCR a remplacé progressivement ces

techniques.

7.2. Technique d'amplification de

cibles d’intéreét

L’ensemble des techniques d’amplification de I'AD#pose sur la méthode de

polymérisation en chaine ou PCR, basée sur cestaiamctéristiques de la réplication de
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'ADN et qui permet d'obtenir un grand nombre depies d'un fragment donné. La
sensibilité de la technique peut étre augmentéeaisant deux PCR successives, lors d’'une
PCR nichée ollested-PCR

7.2.1. La méthode PCR-SSCP (PCR-Single Strand
Conformation Polymorphism ou PCR-polymorphisme de

conformation de brins simples)

Apres la réaction en chaine de polymérisation el’'cible d’ADN donnée, les produits
d’amplification sont séparés dans un champ élaarign fonction de leur taille et de leur
conformation, et détectés en présence d'un in@mtatle 'ADN comme le bromure
d’éthidium. Les fragments sont alors dénaturésA8INl se présente sous la forme de simples
brins. Les profils de PCR-SSCP sont observés apvésation des bandes sur le gel aux ultra-
violets. L’ADN doit apparaitre sur le gel de migoat sous la forme d’'une bande unique.
Dans le cas de mutations, les profils peuvent ptéselusieurs bandes. Les substitutions
peuvent étre confirmées par le séquencage de clhanqae du profil, aprés leur isolement sur
gel d’agarose (Orita et al. 1989). La sensibilielal méthode dans la détection de mutations
pour des séquences de moins de 350 pb est de 99 &l(Lessa & Applebaum 1993;
Sheffield et al. 1993). Cette technique permet électionner les isolats nécessitant un

séquencage.

7.2.2. Le séquencgage de fragments nucléotidiques

La technigue de séquencage consiste en la rewiosti de la succession
nucléotidigue d'un fragment d’ADN donné. La méthodie Sanger ouChain
termination methodSanger et al. 1977) repose sur la réalisatiotiégaivalent d'une PCR
en présence de dNTP classiques, de ddNTP marquésd'uele seule amorce
oligonucléotidique. Cette PCR a pour matrice lesdpits d’une premiere PCR ciblée sur le
fragment a étudier. Les ddNTP sont marqués parluorachrome spécifique d’'une base
donnée et présentent un groupement hydroxyle &d'emnté 3'. L’ADN polymérase incorpore
de maniére aléatoire des nucléotides marqués etnmangués. L’élongation est stoppée
lorsqu’un ddNTP est ajouté au fragment en courodigation. Celui-ci empéche la formation
de la liaison phosphodiester, arrétant la syntk&slerin. Tous les fragments synthétisés sont
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séparés par électrophorése dans un champ électaguienction de leur taille. Une lecture

par colorimétrie détecte les fluorochromes et peérohe reconstituer la succession des
nucléotides de la séquence. Cette technique peutcéuplée a un clonage des produits de
PCR avant le séquencage pour augmenter encorerieraale copies de la séquence cible a
étudier. La technique de clonage repose sur I'pm@tion des fragments d’intérét dans un
plasmide. Ce dernier est ensuite introduit danshawtérie rendue compétente. Le fragment

est alors copié a I'identique par une colonie batée.

Le pyroséquencage est une technique récemmenbog@éel, qui a apporté une simplification
notable pour le séquencage de 'ADN (Ronaghi etl@B6). Cette technique se base sur
I'incorporation par I'ADN polymérase des nucléosdeles uns aprés les autres.
L’incorporation d’'un nucléotide provoque la libéost d’'un pyrophosphate (PPi). Une
ATPsulphurylase transforme le PPi en ATP, qui dstsacouplé a une luciférine. La
luciférase produit une oxyluciférine et un signainineux est généré. Ce signal est capté et
reproduit sous forme d’un pic sur le pyrogrammeopnstituant la succession de nucléotides

du fragment a étudier.

7.2.3. L'analyse de fragments

La technique d’'analyse de fragments ou analysiitle des fragments amplifiés par
PCR fluorescente repose sur I'étude de fragmemd®N' nucléaires de motifs répétés en
tandem (1 a 6 nucléotides). Cette classe d’ADN éaid répétitif est appelée ADN
microsatellite. La séquence cible est amplifiece &R a l'aide d’'un couple d’amorces
spécifiques s’hybridant dans les régions flanquatrés conservées du microsatellite (Wilder
& Hollocher 2001). L'une des deux amorces est maequar un fluorochrome spécifique. Les
produits de PCR sont séparés par électrophoréseutanhamp électriqgue en présence d’'un
marqueur de poids moléculaire, permettant de déternta taille des fragments séparés. Une
lecture colorimétrique détecte les signaux de #goence émis par 'amorce incorporée au
fragment. La position des signaux de fluorescesteaibrée a partir du marqueur de poids
moléculaire permettant de déterminer la taille amegpde bases des fragments amplifiés. Pour
une cible simple-locus, un ou deux signaux ou plesfluorescence peuvent étre détectés.
Lorsqu’un seul pic est détecté on parle alors ghtofil « homozygote » et quand 2 pics sont

observés, d'un profil « hétérozygote ».
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Cette technique simple est couramment utiliséeeseharche de filiation, en test de paternité
ou en médecine légale (Bulter 2007). Un grand nentd# cibles peuvent étre amplifiées
simultanément, c’est I'amplification en multipleklne dizaine de cibles présentant des
conditions d’amplifications similaires et des fragms amplifiés de tailles différentes peuvent

étre lues sur un méme électrophorégramme.

7.3. Les cibles étudiées pour le

génotypage d’'E. multilocularis

7.3.1. ADN total

La technique d’empreinte génétique a été emplpypée étudier la diversité génétique
d’isolats dE. multilocularisde I'lle endémique d’Hokkaido au Japon (n = 5fetl’ile de
Saint Laurent en Alaska (n = 1), prélevés sur dgeshintermédiaires différents (campagnol
roussatre, cochon, rat de Norvége et campagnolTdeadras) (Okamoto et al. 2007). La
sonde (CAQG) a été hybridée a 'ADN digérée par deux enzymesteCsonde présente un
taux de mutation chez 'homme de 0,001 par fragrd&kDN et par gamete (Nurnberg et al.
1989). Une grande homogénéité parmi les profildimgerprinting a été observée chez les
isolats japonais, alors qu’un profil Iégérementétdnt a été trouvé pour l'isolat de I'lle de

Saint Laurent, indiquant une origine génétique pecentre les parasites de ces deux foyers.

7.3.2. L'ADN mitochondrial et les cibles étudiées pour le

génotypage d’E. multilocularis

Chez les métazoaires, une mitochondrie possederepme génome. C’est un ADN
circulaire, haploide, présent en de nombreusesesatans la cellule. L'ADN mitochondrial
(ADNmt) étant transmis par la partie femelle, iexiste pas de recombinaison possible pour
ce génome et la transmission du patrimoine géretiqune génération a la suivante se fait de
maniere clonale. L'intérét majeur de I'étude deDMmt en génétique des populations est le
caractére évolutif rapide de ce type d’ADN, parpap a '’ADN nucléaire codant. D’aprés

I'étude de TADNmt chez différents primates (homns&jge rhésus et babouin) un taux de
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0,02 substitution par paire de bases et par milli@mnées a été décrit (Brown et al. 1979).
D’autre part le grand nombre de copies de 'ADNuamfére une haute sensibilité a la PCR et

permet d’obtenir des amplifications a partir déli@s quantités de matériel génétique.

Le génome mitochondrial B. multilocularis a été totalement séquencé par Fukunaga en
1998 (N° d'acces GenBank : AB018440) a partir dagolés parasitaires prélevées chez le
campagnol de SundevallClethrionomys rufocangs originaire de I'lle d’Hokkaido. Il
comprend 13738 paires de bases et comprend 36, gimdsl2 codants pour des protéines
impliquées dans la phosphorylation oxydative (APasus-unité 6ATP6, cytochromeb
(Cyb), cytochrome oxydase sous-unités 1 a px1-3 et la NADH deshydrogénase sous-
unités 1 a 6 et 4LIND1-6et4L), 2 codants pour la synthese d’ARN ribosomauxX2et@lants
pour la synthése d’ARN de transfert. Les génes sor@ngés de maniére compacte sans
intron et avec peu de nucléotides intergéniques.déaes sont tous transcrits dans le méme

sens. Deux régions non codantes ont été décriedsaf\et al. 2002b).

Le taux d’évolution relativement rapide de ’ADNen fait un outil de choix pour les études

phylogénétiques. Du fait de son caractere hapléédegénotypes sont appelés haplotypes.

Parmi les génes de TADNmt, les séquences nucligoid des trois genesx], ndl et atp6
sont couramment étudiées pour le génotypage dsifaf&edra et al. 2000; McManus 2006;
Okamoto et al. 2007; Yang et al. 2005).

Deux haplotypes M1 et M2 ont été décrits cRemultilocularis comprenant respectivement
2 nucléotides différents pour une partie de la sege Cox1 de 366 pb, et 2 nucléotides
différents pour une partie de la séquence ND1 deply, (Bowles et al. 1992; Bowles &
McManus 1993). L’haplotype M1 a été décrit pour deelats d'Alaska, de Chine,
d’Amérique du Nord (Bowles et al. 1992 ; Bowles &Manus 1993), de Suisse, de I'lle de
Saint Laurent, du Canada, du Japon, de FrancAdéniiagne (Haag et al. 1997). Le variant
M2 a été initialement trouvé chez un isolat allechéBowles et al. 1992). Des micro-variants
supplémentaires ont été décrits en Pologne chereatesadultes de renards, par I'étude de la
cible ND1 (Kedra et al. 2000), et en France (Iésibez le sanglier) et en Slovaquie (vers
adultes de renards) par I'étude de Cox1 (Bouchat. &2005; Snabel et al. 2006). Cependant
I'existence de ces variants ne peut pas étre exgsigpar I'isolement géographique. En effet
des échantillons polonais et japonais peuvent ptéséa méme séquence M1 et apparaitre

plus proches génétiquement que certains isolajfaiies de régions voisines.
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L’étude de la cible ATP6 a permis de mettre en éwvig d'importantes variations chez deux
isolats chinois provenant d’'une lésion humaine \iImee du Ningxia) et d’'un rongeur
(province du Gansu) présentant respectivement 5 reicléotides différents de I'’haplotype
M1 (Yang et al. 2005).

L’étude de I'ADN mitochondrial cheE. multilocularisrévele un polymorphisme différent
selon la cible étudiée. La cible ATP6 semble é&replus polymorphe parmi les genes

mitochondriaux étudiés sur un panel d’helmintheaki@t et al. 2007).

Le niveau d’'information génétique apporté par kgude 'ADNmt reste limité et ne permet
pas son emploi pour le génotypage d’isolats a whelle géographique locale ou régionale.
En revanche, son emploi en diagnostic permet dectigtspécifiquement le parasite quelque

Soit son origine géographique.

7.3.3. L’ADN nucléaire

Le génome nucléaire Ethinococcus multilocularisst diploide et comprend 9 paires
de chromosomes (2n = 18) (Rausch & Rausch 1981yeheme du parasite a été recemment
séquencé a partir de l'isolat allemand H59 (httpil.sanger.ac.uk/Projects/Echinococcus/)
et a été estimé par cytométrie de flux a 270 nmfli@le paires de bases. Cette banque de
données réunit des régions codantes et non coddmieSDN du parasite. Le séquencage du

génome du parasite a été réalisé par la technigpgrdséquencage.

7.3.3.1. Les cibles d’ADN nucléaires simple-locus

Les séquences nucléotidiques du gene codant potigéne B (AgB/1) et des introns
non-codants Actll et Hbx2 (da Silva et al. 1993spb & Ehrlich 1994) ont été étudiées par la
technique de PCR-SSCP (Haag et al. 1997), sur nel pi@ souches provenant de différents
foyers de I'hémisphere nord (Suisse, France, AlgkaSaint Laurent), Canada et Japon).
Seule la cible non-codante Hbx2 a permis de détecie délétion et une transversion dans la
séquence étudiée. Ces mutations ont conduit anglisti les isolats de I'lle de Saint Laurent

(Alaska) du reste du panel.

L’étude de cibles nucléaires a permis de détermimeéemps de divergence de l'espéte

multilocularis par comparaison &. granulosusEn considérant que le taux de substitution est
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constant chez une espéce donnée et que la populigigarasites connait une expansion
apres la colonisation d’'un nouvel héte, la divérgih nucléotides peut étre employée comme
un indicateur du temps de divergence (Rogers &eJ@a95). Ce temps peut étre calculé par
la formule T =1Y/2\ ou 1 est la diversité en nucléotides k®tla moyenne du taux de
substitution par million d’années, estimée posrdibles introns & = 3,7.10° (Nei 1987).
D’aprés I'étude des cibles Actll et Hbx2, la séparad’E. multilocularis multiloculariset
d’E. multilocularis sibiricensisdaterait de 0,1 M.A., alors que la divergence ettire

granulosussensu stricte@etE. canadensigaterait de 0,6 M.A. (Haag et al. 1997).

7.3.3.2. L’ADN nucléaire multilocus

7.3.3.2.1. L’ADN ribosomal

L’ADN ribosomal (ADNr) des eucaryotes fait partie la famille des multigenes. I
est composé de séquences d'unités répétées emmtafid@que unité comprend les genes
codants les sous-unités ribosomales 18S, 5,8SSt28s séquences appelées espaceurs ou
régions inter-géniques séparent ces parties calabie point de vue évolutif ces unités
répétées se dupliquent de maniére coordonnée auwl'sgie méme espece, provoquant une
homogénéisation entre séquences inter-géniquesraadiere indépendante entre especes. Ce
processus, appelé évolution concertée conduitdgtiaction de caracteres homologues entre

les individus d’'une méme espéce et de variatiotre espéces différentes (Gerbi 1986).

L’étude des deux régions inter-géniques ITS-1 &-2T (nternal Transcribed Spacgra
permis d'étudier la diversité génétique du geBmhinococcus Pour E. multilocularis la
comparaison de séquences ITS-1 entre un isolatgkal et un isolat eurasiatique a mis en
évidence une variation de composition nucléotidigeell,8% (110/935 pb), alors que la
comparaison de ces séquences ITS-1 pour des isbatgranulosugnontrait une variation
de 13,8% (van Herwerden et al. 2000). D’apres GasbezEchinococcudes mécanismes
d’évolution de ces unités répétées n'aurait pasnéane processus que celui décrit chez
certains invertébrés (Gasser et al. 1998). La poé&sdes unités répétées d’ADNr a différents
loci du génome du parasite pourrait conduire aoléwon par divergence de ces séquences
qui ne seraient alors pas sujettes au processomdipEenéisation et conduirait a I'appariation

de variants chez les différentes especes. Ceperaitd étude a été menée sur seulement 2
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isolats, ce qui peut mettre en doute la crédibitigé ces résultats. En effet, cette étude
contraste avec d’autres investigations portantiesicibles ITS-1 et ITS-2. Un panel de 13

échantillons d’Allemagne (n = 9), du Japon (n =efL)d’Alaska (n = 3) a été étudié par le

séquencage des cibles ITS-1 et ITS-2 (Rinder €1987). Seule une substitution A/G a été

détectée (1/1295 pb) entre, d’'une part les échamilallemands et Japonais et d’autre part les
isolats d’Alaska. Le résultat pourrait appuyer istidction faite par Rausch et Schiller entre

E. multilocularis sibiricensisd’Amérique du Nord etE. multilocularis multilocularis

d’origine eurasiatique (Rausch & Schiller 1954).

Une étude par PCR-RFLP de la séquence ITS-2, posian de nombreux cestodes de
différentes origines géographiques, dont 5 appaiteh aE. multilocularis (Allemagne, n =
1; Suisse, n = 3; lle de Saint Laurent (Aladktgts-Unis), n = 1) a révélé une grande
homogénéité de séquences entre les différentesess(@asser & Chilton 1995).

7.3.3.2.2. L’ADN microsatellite

Les microsatellites sont des séquences d’ADN mirdécomposées de motifs répétés
en tandem de 1 & 6 nucléotides. La présence desatetlites a été retrouvée chez la plupart
des organismes étudiés et ceux-ci semblent étgbdiss de maniére assez uniforme dans le
génome eucaryote. Les microsatellites sont deseségs d’évolution généralement neutre
qui peuvent occuper une grande proportion du génamsentiellement des organismes
eucaryotes. Chez I'homme les microsatellites regment 3 % du génome et plus d'un
million de loci. Des motifs de 1 a 6 nucléotide®léent dans le temps en extension ou en
contraction. Le nombre minimal de motifs répétéarpmnsidérer un microsatellite reste de
définition difficile. La connaissance des mécanismmnduisant a la naissance d'un
microsatellite ainsi que le taux de mutation estaractére essentiel a connaitre pour I'étude
de ces séquences. La genése d'une séquence nelitesatsulte essentiellement dans
I'apparition d’erreurs lors de leur duplication d&DN polymérase. Si I'on considere la
séquence suivante GTATGT, la substitution de A@arroduit la séquence GTGTGT, alors
considérée comme un microsatellite de motif GTét€3 fois et le futur siege de I'expansion
d’'un microsatellite. Différents mécanismes pernagtnt 'extension du microsatellite. Lors
de I'élongation, I'apparition de boucles au niveaubrin néoformé peut conduire a l'insertion
d’unités supplémentaires et au décalage du cadtectiere. L’apparition de boucles sur le

brin matrice est possible mais les mécanismes pleratton élimineraient la mutation. Des
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pauses lors de la réplication peuvent étre obseeliés conduisent a la formation des bandes
de bégayements visibles sur un électrophorégrarggm&ralement plus courtes que l'alléle
principal. Leur taille est alors un multiple de Hité répétée. Cependant les processus
mutationnels sont hétérogénes selon les loci, l@iFfsrépétés et les organismes considérés.
Ceci pourrait étre expligué par la localisation ducrosatellite dans I'ADN (sous
représentation dans les régions codantes et aawnies télomeéres), I'existence de géne de
transversion a leur proximité, de points de mutatia de recombinaison. Plus le motif répété
est complexe plus le taux de mutation sera impbrtdes séquences flanquantes
influenceraient également l'apparition des mutatiatans les séquences microsatellites
(Ellegren 2004).

Le grand intérét de I'étude de ’ADN microsatellitsside dans le haut polymorphisme de ces
séquences, qui peuvent varier d’'un individu a utrealEn effet le taux de mutation par
génération de ce type d’ADN est particulieremerngantant. Selon les organismes, le taux de
mutation serait de 6.10événements par locus et par génération Evesophilasp., pour

atteindre un taux de 0,02 chigégcherichia col(Hancock 1999).

Le gene Ul ARNsn — impliqué dans I'épissage de NARappartient a la famille des genes
multilocus. Il est répété en tandem dans 'ADN dasaryotes et espacé par des séquences
microsatellites de motifs pentamériques (GCGAGY¢tées en tandem une cinquantaine de
fois dans le génome. Ces séquences microsatelispmceurs du géene Ul ARNsn ont été
étudiées chekE. multilocularis(Bretagne et al. 1996; Bretagne et al. 1991).sHbleésentent
un polymorphisme di a un nombre de répétitionsabéei du motif pentamérique. Une
amplification par PCR, suivie d'une analyse de Idaipermet d'étudier les profils
électrophorétiques de ce microsatellite multilodRisisieurs pics ou alleles sont alors détectés
sur I'électrophorégramme. L’étude menée par Bredagf al. (1996) a porté sur un panel de
41 échantillons (lésions meétacestodes et vers emjulprovenant d’Europe (n = 30),
d’Amérique du Nord (Alaska et Montana) (n = 8) etdhpon (n = 3). Trois profils ont été
décrits. Un profil A représentait les échantilloesropéens, un profil B a été trouvé en
commun entre les échantillons japonais et d'Alaskaun profil C retrouvé parmi les
échantillons nord-américains. Ces résultats soefigr’intérét de I'étude des séquences
microsatellites dans la recherche de polymorphishez E. multiloculariset permettent de

mettre en évidence l'existence de liens génétiglassibles entre les parasites d’Alaska et du
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Japon. Cependant I'étude de ce microsatellite hoolts n'a pas permis d’établir une

discrimination entre des isolats provenant d’un méoyer.

La diversité génétique du parasite dans le foydiilded’Hokkaido a été étudiée a I'aide de
séquences microsatellites caractérisées a paninedbanque d’ADN génomique H’
multilocularis. Deux microsatellites simple-locus ont été étudid&&vimsl (N° d’acces
Genbank AB100031) et EMms2 (AB100032) (Nakao et28D3). Ces microsatellites dits
simple-locus, car uniques dans le génome. dhultilocularis présentaient des motifs de
trinucléotides, cing pour EMmsl1l [(CAC)YCGC) (CAC), (TAC), (TAT), et un pour
EMms2 [(CAC)]. Un panel de 104 échantillons, provenant de h&nds autopsiés (8 vers
isolés par renard) a mis en évidence quatre alpgdlas EMmsL1 et 2 alléles pour EMms2. Des
vers au profil identique ont été observés chezreeards différents, alors que des infections
mixtes, comprenant au moins 2 génotypes co-exisfagz un méme hdte ont été mises en
évidence chez 5 renards. Ce phénomene peut étiguexpar une intense activité de chasse
de rongeurs parasités et a l'accumulation de versgénotypes différents. Des taux
d’hétérozygotie ont été observés a 10,6 % et 7yégpectivement pour EMms1 et EMms2,
évoquant une possible recombinaison génétique eeseparasites de génotypes distincts.
Enfin, cette étude menée dans le foyer endémigHeldaido n'a pas permis d’établir de
corrélation entre les fréequences alléliques obssrvét la localisation géographique des

isolats.

7.4. Application au diagnostic

moléculaire

L’étude des cibles d’ADN nucléaires et mitochoats peut également étre appliquée
a la recherche du parasite dans différents prélemtsmbiologiques et permettre son

identification en complément du diagnostic morplgaiae (OIE 2004).

La détection moléculaire du parasite dans le n&tbilogique issu du grattage intestinal du
renard (Deplazes & Eckert 1996) ou dans le matéugrologique (Dinkel et al. 1998;
Monnier et al. 1996) a été récemment développée pwmitre au point des techniques de
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détection spécifiques du parasite, en vue de efatiss programmes de contréle efficaces
(Mathis & Deplazes 2006). En effet la simplicitdeegain de temps qu’offre ce diagnostic en
font un complément ou une alternative au diagnastigphologique (Thompson & McManus

2001) et immunologique (Fraser et al. 2002).

Le copro-diagnostic se base sur la reconnaissarmufsl de ténias trés semblables
morphologiquement. L'autopsie quant a elle estidesise, nécessite des mesures d’hygiéne
strictes et est consommatrice de temps. L'amélaratie la sensibilité des techniques de
détection et la possibilité d’'une alternative auttgsie passe donc par le développement

d’outils moléculaires hautement sensibles et spgmt (Craig et al. 2003).

Les techniques sérologiques (e.g. ELISA), ne sast ¢etaillées ici. Il est a noter que ces
techniques peuvent constituer un test de dépistagamont de la démarche de diagnostic
moléculaire, particulierement pour des études porsar un grand nombre d’échantillons

collectés dans des zones de basses endémies ¢Cahi@003; Mathis & Deplazes 2006).

7.4.1. Détection du parasite a partir de grattages

intestinaux

Cette démarche diagnostique est réalisée danst ld'&udier la faune helminthique
présente chez les carnivores sauvages et d'éVasi@harges parasitaires par comptage des
individus. Ces analyses procurent des données pamhedévaluer les risques de

contamination pour ’lhomme.

Le diagnostic d’espéce parasitaire apres autogsieneore tres largement baseé sur les criteres
morphologiques (WHO/OIE 2001). Néanmoins, la bi@ogoléculaire apporte une solution
efficace en terme d’identification.

L’étude de la séquence nucléaire pAL1 (Vogel etl@P0) a permis de mettre en évidence
deux cibles d'intérét pour le diagnostic du pamsit d’autres cestodes (Gottstein & Mowatt
1991). Les amorces BG1 et BG2, définies a partiladséquence pAL1 amplifiaient un
fragment de 2,6 kb spécifiqueEd’ multilocularis de 0,55 kb poufaenia saginatat de 0,6
kb pourT. taeniformis mais aucune amplification n'a été possible pgaugranulosusLa
séquence BG1/2 semble étre trés conservée Ehemultilocularis quelle que soit la
provenance géographique des isolats. Les amorcéseB8G3 ont permis une amplification

spécifigue du genr&chinococcusavec un fragment détecté de 0,3 kb. De plus, sidats
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suisses et d'Alaska présentaient des séquencefotidajues identiques. La sensibilité de ces
cibles a été définie & 50 pg d’ADN. L'intérét desagbles est majeur pour (1) I'identification

chez le patient du parasite issu d’'une piece opiéea¢t pour lequel se pose un probléeme de
diagnostic, (2) le diagnostic chez le rongeur pdas études épidémiologiques et (3) la

confirmation de l'identification de vers adultegl@ves sur la muqueuse intestinale de I'HD.

7.4.2. Détection de copro-ADN

La détection de 'ADN du parasite dans les fecesarnivores permet d’évaluer la

contamination environnementale et le risque destrassion au rongeur et a ’lhomme.

La séquence U1l ARNsn a été utilisée pour déte&tBN de I'ceuf du parasite dans les féces
de I'HD (Bretagne et al. 1993). Sa haute sensih{lit ceuf détecté dans 4 g de féces) et sa
haute spécificité (100 %, pas d’amplification chez autres ténias) en font un outil de choix

pour le copro-diagnostic du parasite.

La séquence du géene mitochondrial codant pour Ua-saité ribosomale ARNr 12S a été
étudiée par PCR-nichée en vue d’augmenter la sktgsde la technique (Dinkel et al. 1998).
La spécificité atteignait la aussi 100% avec unesibdité identique (1 ceuf détecté). Cette
méthode a été optimisée pour étre réalisée darseulntube réactionnel (van der Giessen et
al. 1999).

Une PCR multiplex a été élaborée a partir des sibdtochondriales ND1, Cox1 et de la
séquence codant pour la petite sous-unité de I'ARMNS. Cette technique a été mise au point
pour détecter la présence mixte de différents adeifsdnias, donE. multilocularisdans les
feces de carnivores (chien domestique et chierrruiygTrachsel et al. 2007). Des amorces
spécifiques de la classe des Cestodes, des egpauestiloculariset E. granulosusainsi que
du genreTaeniaspp. ont été congues pour permettre I'amplificatie fragments de tailles
spécifiques. Aprés séparation électrophorétique pleduits d’amplification de 'ADN .
multilocularis ont été nettement distingués de '’ADN T&eniaspp. et dE. granulosus

Une étude portant sur le gene mitochondrial cogant 'ARNr 12S a comparé la sensibilité

de la méthode de copro-PCR avec l'estimation dehi@arge parasitaire du renard aprés
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autopsie (Dinkel et al. 1998). La sensibilité dedpro-PCR a été testée sur le contenu rectal
de 250 renards allemands. La charge parasitailgainfnettement sur la sensibilité de la
méthode de corpo-diagnostic (1-10 vers: 78% desilgidité ; >1000 vers: 100% de

sensibilité).

Ces techniques permettent la mise en ceuvre d’étudeande échelle, incluant une quantité
importante d’échantillons a traiter. L'étape la pldélicate de cette approche réside dans
I'extraction de '’ADN a partir de matériel comprenade nombreux inhibiteurs de la PCR
(Moreira 1998). Le perfectionnement des troussemneercialisées pour I'extraction de
I’ADN a partir de matériel fécal a permis d’amééorcette démarche diagnostique (Mathis &
Deplazes 2006).

7.4.3. Diagnostic parasitaire au stade larvaire chez

I'homme et d’autres HI

Le diagnostic peut étre fait a partir de matépiatasitaire issu de pieces opératoires
humaines pour lesquelles I'examen anatomopathalegjgpse un probleme (Iésions extra-
hépatiques ou atypiques) ou avec un tableau cknjtficile (diagnostic immunologique
négatif). Le diagnostic moléculaire peut avoir piece de choix dans la détection du parasite
et ne nécessite que de faibles quantités d’ADNdddtification moléculaire du parasite a
partir de cibles nucléaires et mitochondrialesagissi une étape décisive dans I'évaluation du
mode de circulation &. multilocularisatteignant ’lhomme (Ito et al. 2007), par la reche

de variants génétiques.

Lors d’études rétrospectives sur le matériel ptaasifixé a I'aide de paraffine, TADNmt
apparait comme un marqueur pertinent pour la déteclu parasite. Lors d’'une extraction
d’ADN totale, ce matériel étant disponible en deéstnombreuses copies, la détection de
'ADNmt est alors possible méme sur du matériel&igue altéré (Schneider et al. 2007).
Cette qualité pourrait étre également retrouvée pADN microsatellite multilocus comme
on I'a vu pour la cible U1 ARNsn (Bretagne et &96).
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8. Les qualités des marqueurs

moléculaires

Le choix de l'outil moléculaire est un élément etétinant dans la détection et
I'identification d’'un agent pathogene. Un marquennoléculaire doit alors présenter
différentes qualités sensibilité (détection a partir de faibles quantités d’ADNpécificité
(amplification de I'ADN de l'espece ciblée, pas @actions d’amplification croisées avec
d’autres especes, qui réside essentiellement éacisoix de la cible et des amorces définies
pour son amplificationxeproductibilité (son analyse doit pouvoir étre réitérée dans téaut
laboratoires), répétabilité (un méme opérateur doit obtenir les mémes résullats
d’expériences espacées dans le tempsyvoir discriminant (polymorphisme de la
séquence d’ADN adapté au génotypage de I'organetodié et a la question posé&tbilité
dans le temps (horloge moléculaire de la cible compatible avess dttudes spatio-

temporelles).
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9. Problématique et objectifs de

travail

Cet ensemble de séquences d’ADN étudiées et Haitees de biologie moléculaire
déployées pour le génotypageed'multilocularisne permet en réalité de n’atteindre qu’un
faible niveau d’'information génétique chez cettpeee. L’'étude de la distribution spatiale du
parasite et la compréhension des facteurs ayardudoa cette disparité épidémiologique
entre les foyers endémiques de I'hémisphere n@ckssite de disposer d’outils moléculaires
de pouvoir discriminant supérieur. Jusqu'a préssetles les séquences microsatellites ont
présenté le plus grand pouvoir discriminant. Cfemirquoi elles ont été retenues dans notre
étude pour définir de nouvelles cibles permettdatt@indre un niveau de discrimination
suffisant pour décrire la diversité génétique diapide a différentes échelles spatiales.

Les travaux réalisés au cours de cette these énnénés dans le but de caractériser et de
valider des outils de biologie moléculaire nécessaa I'étude de la diversité génétique chez
E. multilocularis réunissant toutes les qualités décrites plus. hautecherche de marqueurs
génétiques a haut pouvoir discriminant a été débdads le cadre des travaux de thése du Dr
Jean-Mathieu Bart sur ’ADN microsatellite. Ce t@d\Jui fait directement suite. Une banque
d’ADN génomique a été réalisée a partir du paraBitegranulosuspour rechercher de
nouvelles cibles microsatellites. Les microsaedlitaractérisés ont été testés sur le paiasite
multilocularis. Trois d’entre eux, nommeés EmsJ, EmsK et EmsBpo&genté un important
polymorphisme. EmsB a été caractérisé comme unke citultilocus. Ce microsatellite
présentait un profil électrophorétique complexe, ajété caractérisé au cours de ce présent
travail. Son application pour le génotypag&.dmultilocularisa alors été considérée. Cet
outil a été appliqué a I'étude du foyer européedifiérentes échelles géographiques pour

décrire la dynamique spatiale du parasite et samhende dispersion.

Ces travaux de these ont conduit a la publicatien tiis articles dans des revues
internationales. Ces publications sont disponilidlass lesAnnexes de ce mémoire. Un

quatriéme article est actuellement en cours despagipn.
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Matériel et Méthodes

Isolement de cibles microsatellites polymorphes chez
E. multilocularis, EmsJ, EmsK et EmsB
a partir du criblage d’une banque d’ADN génomique

l

Caractérisation moléculaire de la cible
microsatellite EmsB

CARACTERISATION l
=>» Caractérisation du microsatellite
* localisation dans le génome
e nombre de copies du microsatellite
» agencement dans le génome du parasite

=> |dentification des qualités d’amplification
« sensibilité
* spécificité
* reproductibilité
* répétabilité
* stabilité
VALIDATION » application a la détection du parasite dans
les féces du renard

l

Comparaison du pouvoir discriminant
des cibles microsatellites sur un panel
mondial d’E. multilocularis

l

Application de I'outil microsatellite en
épidémiologie moléculaire a
différentes échelles spatiales

APPLICATION

= Echelle micro-locale (une pature)
= Echelle locale (900 km?, dans le Sud Est des Ardenn  es)
= Echelle continentale (le foyer Européen)
« Distribution spatiale du parasite a partir d’un panel
de renards géoréférencés
e Transmission d’E. multilocularis & I'hnomme et a
I'animal en captivité en Europe de I'Ouest

Présentation de la méthodologie
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1. Sélection des cibles

microsatellites

En amont de ce travail de thése, une banque d’gBhbmique avait été réalisée. Le
but de ce travail était de définir de nouvelledeshmicrosatellites exploitables pour I'étude
de la diversité génétique du cestddemultilocularis A l'issue du criblage de la banque
d’ADN génomique, 17 microsatellites avaient étéléso L'étude du polymorphisme de
chacune des cibles chdz multilocularis a permis de mettre en évidence 3 marqueurs
intéressants : EmsJ, EmskK, présentant des prddittréphorétiques simples (1 ou 2 alleles
trouvés en analyse de fragments) et considérés eodan microsatellites simple-locus, et
EmsB présentant en analyse de fragments un plefitréphorétique complexe, constitué de

plusieurs pics de fluorescence, séparés de 2 mucha

Les différentes étapes ayant conduit a l'identifcda de ces nouveaux microsatellites sont
résumées ci-dessous. Pour plus de détails, ilossilde de se référer a la Thése de J.M. Bart
(Bart 2004).

1.1. Réalisation d'une banque
d’'ADN génomique a partir de
protoscolex d’E. granulosus pour la

recherche de cibles microsatellites

L’ADN génomique a été extrait a partir de protdegad’E. granulosus sensu stricto
(souche G1) pour éviter une contamination de laktpar 'ADN de I'hGte. Le protocole

d’extraction est présenté dansrtadré 1
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Encadreé 1 : Protocole d’extraction de ’ADN du parasite :

L'’ADN total du parasite est extrait grace a lausse d’extraction High Pure PCR

Preparation (Roche, Mannheim, Allemagne).

Apres isolation de la Iésion ou du ver adulte gtayi25 a 50 mg de tissu parasitaire o
cestode entier sont incubés 1 h a 55 °C en présn260 ul de tampon de lyse tissulair
40 pl de protéinase K, puis pendant 10 min a 72fi(présence de 100 pl de tampor
liaison. La préparation est mélangée a 100 ul tdiso d’'isopropanol, puis transférée d
une colonne a filtre en silice, combinée a un tobiéecteur. Une premiere centrifugation
min a 8000 rpm ou 6800 g) est effectuée pour échasesolutions précédemment utilisé
L’ADN est alors retenu dans la colonne de sili€&ul de solution IRBIAhibition Remova
Buffer) permettant I'élimination d’inhibiteurs de PCR satéposés sur la colonne av
centrifugation (1 min a 8000 rpm). Deux étapes aeagde sont réalisées avec 500 p
tampon de lavage, suivies a chaque fois d’une ifegdtion (1 min a 8000 rpm). Pour reti
les résidus de solution de lavage, une centrifagadie 10 s a vitesse maximale est réal
Les colonnes sont installées sur des tubes del1]SADN ainsi purifié est récupéré par u
centrifugation (1 min & 8000 rpm) apres ajout de 2Dde solution d’élution préchauffée §

°C. L’ADN est stocké a -20 °C jusqu’a utilisation.

ule
e et
1 de
ans
1
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1.2. Construction de la
librairie de fragments et sélection

des microsatellites

Une quantité de 1 ug d’ADN génomique a été diggréel’enzyme de restriction
Sau3A Les fragments d’ADN ont été clonés dans le wecpasmidique pUC18 (Yanisch-
Perron et al. 1985), lui-méme inséré ensuite panstormation dans des bactéries
compétentes. Les colonies bactériennes positiieienoes sur milieu de culture Mueller-
Hinton (MH) ont été repiquées, repérées par un daderit sur la boite de culture et

conservées a 4 °C pour la suite de la démarcheldage.

Les colonies positives, comprenant des plasmidasmnbinés (voir protocole de clonadans
I’encadré § ont été transférées sur une membrane de nyloa.hybridation a été réalisée a
45°C dans une solution DIG Easy Hyb, en présencened’ solution de sondes
d’oligonucléotides en quantité eéquivalente [(I6) (TGho, (CACECA, CT(CCT),
CT(ATCT)s et (TGTAXTG], préparée a l'aide de la trousse DIG Oligonoiitke Tailing
(Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne). La dé&iaca été réalisée grace a un anticorps
anti-DIG et a un marquage non radioactif au NBTBCd'apres les recommandations du

fournisseur (Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne

Les colonies correspondant aux signaux d’hybridates plus intenses ont été reprises et
mises en suspension dans 1 ml d’eau distillée. @imgolitres de la solution ont été utilisés
comme matrice pour une PCR avec les amorces M1frééentes sur le plasmide de part et
d’'autre de la zone de ligature de linsert. La PE&Rté réalisée comme indiquée dans
I’encadré 2et leTableau 3 Les produits de PCR ont été séquencés en utilieEnmémes

amorces (voir protocole de séquencageadre 3.

Les fragments contenant au moins 5 répétitiongtitanalysés de maniere plus approfondie
et des couples d’amorces ont été définis dansélgisns flanquantes des microsatellites en
utilisant le logiciel Primer3 (Rozen & Skaletsky(®)).
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A l'issue de ce criblage, 17 microsatellites omdt gtlectionnés. Le polymorphisme de chaque
cible a été testé sur 2 isolat€dgranulosussensu latg(isolatsE. granulosus sensu stricto
539, d'origine algérienne d. canadensid 16, d’origine mauritanienne) et 10 isolat&d’
multilocularis (CH1, CH5, 32A, 33F, 36CH, 39CH, 40CH, 41CH, SL1GND) (voir
Tableau 4. Trois microsatellites ont été sélectionnés ecasg@ntant un polymorphisme chez
E. multilocularis: EmsJ (N° GenBank AY680845) de motif répété (CEMsK (AY680857)

de motif réepéeté (CA)et EmsB (AY680860) présentant 2 motifs repétes)(GR);.
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Tableau 3 : Amorces de séquences étudiées et leurs caractéristiques moléculaires chez E. multilocularis

Cibles Amorces Séquences des amorces Taille (pb) Répétitions Tm (°C) Origine de la description
EmsB A* 5'-GTGTGGATGAGTGTGCCATC-3'
209-241 (CA)i (GA); (AY680860)
EmsB C 5'-CCACCTTCCCTACTGCAATC-3'
EmsB Aext 5'-GATGGCACACTCATCCACAC-3'
lket0,2k au laboratoire
EmsB EmsB Bext 5-TCACCCCCTTTCTTCCTCTT-3' 60
EmsB G 5-GAGTGCGAGTTAGTGTCACTGG-3’
100 au laboratoire
EmsB H 5-GATGAGTGTGCCATCCA-3’
EmsJ A* 5'-GAACGCGCTAACCGATTG-3'
EmsJ 152-155 (CT) 54 (AY680845)
EmsJ B 5'-TTAGGAATGGGAAGGTGTCG-3'
EmsK A* 5'-CAGCTCAAAAGAACCCGAAG-3"
EmsK 248-250 (CA)s 54 (AY680857)
EmskK B 5'-CCAAACTTCCGCTCACTCTG-3'
NAK1 A* 5-GGTAGCCAATGCTGTGGTTT-3' (CAC) (CGC) (CAC)n
NAK1 189-201 60 Nakao et al., 2003 (AB100031)
NAK1 B 5-GCGAGGTCACGCAAATGTAT-3' (TAC)n (TAT)o
M13 M13f 5-GTAAAACGACGGCCAG-3' 165(plasmide / 55 Trousse TOPO TA cloning
M13r 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3' sans linsert) (Invitrogen)
atp6Em/F 5'-GGTTATTGTGAATGATTTTGGTTC-3'
ATP6 512 / 60 (& partir de AB018440)
atp6Em/R 5-AATGATCAATCGAAAAATCCAA-3’
NAD1 A 5'-AGATTCGTAAGGGGGCTAATA-3'
NAD1 486 / 45 Nakao et al., 2002 (AB018440)
NAD1 B 5'-ACCACTAACTAATTCACTTTC-5'
BG1 5'-TCATTCTGGTCACTCATTGTTCACC-3'
BG1/3 300 / 56 Gottstein et al., 1992
BG 3 5'-AGTAGATATTTGGAGGGTACTTGGG-3'

*amorce marquée par un fluorochrome
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Encadré 2 : Protocole d’amplification par PCR :

La réaction de polymérisation en chaine ou PER&tyfnerase Chain Reactippermet
d’obtenir une trées grande quantité de copies deeségps d’ADN. Elle est utilisée ici pour

I'étude du polymorphisme H. multilocularis La réaction de PCR nécessite la présence de

désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP), d’am®reens et anti-sens, définissant|les
extrémités du fragment a amplifier, ainsi que d&DN polymérase, catalysant
I'incorporation des nucléotides au brin en courssgiethése. Cette technique comprend 3
étapes : la dénaturation (94°C, 30 s), I'hybridafiempérature selon I'amorce (Tm), 30 s) et

I'élongation (72°C, de 30 s a 1 min).

Les réactions de PCR sont réalisées dans un vdimalede 25 pl. Le mélange réactionnel
contient 50 uM d’ADN extrait du parasite, 1 mM deaque dNTP (dATP, dCTP, dGTP |et
dTTP), 12,5 uM d’amorce sens marquée par un fllwamoe pour les cibles microsatellites
(PCR fluorescente) ou 20 uM d’amorce sens pourldees cibles, 20 uM d’amorce anti-
sens, 0,5 U d’ADN Polymérase (REDTaq DNA PolymeréSigma-Aldrich, Saint Louis,
MO) au Laboratoire de Parasitologie de Besancoan@&), AmpliTag DNA Polymerase gt
AmpliTag GOLD DNA Polymerase (Applied Biosystemgsker City, CA) a I'Institut de
Parasitologie de Berne (Suisse)). Les programmesnglification se déroulent sur un
thermocycleur de type Biometra thermocycleur (WlatBiometra, Goettingen, Allemagne).
Les couples d’amorces utilisés, la température lafidgtion des amorces (Tm) et les tailles
des fragments attendus pour chaque cible sontlldétdans le Tableau 3. Les produits|de

PCR sont stockés a 4 °C jusqu’a utilisation.

Les produits de PCR sont séparés selon leur tilleaire de bases (pb) sur un gel d’agarose
1,5 % (100 V, 1 h) en présence d’'un marqueur ddspmioléculaire (PM) (Ladder Bio Fidal
50 bp DNA GeneRuler, Fermentas Inc., Glen BurniB®) Mt révélés aprés marquage au BET

et lecture aux UV pour confirmer I'amplificationrcecte du fragment étudié.

-72 -



Matériel et Méthodes

Tableau 4 : Principales caractéristiques du panel mondial d’échantillons

d’E. multilocularis. Chaque isolat est donné avec son numéro de code,

I'abréviation de I'origine géographique et I'animal hote (petite lettre pour

I’'h6te intermédiaire, r: rongeur; h: homme; m: singe (pour monkey), et

en lettre capitale pour I’h6te définitif, F: renard (pour fox)).

Code isolat Espéce d’'hote Origine géographique Annéeleftent
1AL-r Microtus oeconomus Alaska (St Lawrence Island) 1996
2AL-r Microtus oeconomus Alaska (St Lawrence Island) 1996
3AL-r Microtus oeconomus Alaska (St Lawrence Island) 1996
AAL-r Microtus oeconomus Alaska (St Lawrence Island) 1996
5AL-r Microtus oeconomus Alaska (St Lawrence Island) 1996
B6AL-r Microtus oeconomus Alaska (St Lawrence Island) 1996
TAL-r Microtus oeconomus Alaska (St Lawrence Island) 1996
10AL-r Microtus oeconomus Alaska (St Lawrence Island) 1996
11AL-r Microtus oeconomus Alaska (St Lawrence Island) 1996
13AL-r Microtus oeconomus Alaska (St Lawrence Island) 1996
27AL-h Homme Alaska (St Lawrence Island) 1996
38AL-h Homme Alaska 1996
SL1-h Homme Alaska (St Lawrence Island) 1996
CND-r Rongeur Canada ND
2PRC-r Microtus limnophilus Chine (Tibet) 2001
5PRC-r Microtus limnophilus Chine (Tibet) 2002
6PRC-r Microtus limnophilus Chine (Tibet) 2002
7PRC-r Microtus limnophilus Chine (Tibet) 2002
9PRC-r Cricetulus kamensis Chine (Tibet) 2002
26J-h Homme Japon ND
E1J-F Vulpes vulpes Japon (Hokkaido) 2005

13J-F Vulpes vulpes Japon (Hokkaido) 2005
M4J-F Vulpes vulpes Japon (Hokkaido) 2005
N5J-F Vulpes vulpes Japon (Hokkaido) 2005
04J-F Vulpes vulpes Japon (Hokkaido) 2005

33F-h Homme France ND

R04131-1F-F Vulpes vulpes France (Ardennes) 2004
14CH-r Arvicola terrestris Suisse (Fribourg) 1995
15CH-r Arvicola terrestris Suisse (Fribourg) 1995
16CH-r Arvicola terrestris Suisse (Fribourg) 1995
17CH-r Arvicola terrestris Suisse (Fribourg) 1995
18CH-r Arvicola terrestris Suisse (Fribourg) 1995
19CH-r Arvicola terrestris Suisse (Fribourg) 1995
20CH-r Arvicola terrestris Suisse (Fribourg) 1995
21CH-r Arvicola terrestris Suisse (Fribourg) 1995
22CH-r Arvicola terrestris Suisse (Fribourg) 1995
23CH-r Arvicola terrestris Suisse (Fribourg) 1995
24CH-r Arvicola terrestris Suisse (Fribourg) 1995
36CH-h Homme Suisse 1982
37CH-h Homme Suisse 1990
39CH-h Homme Suisse 1980
40CH-h Homme Suisse 1994
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Code isolat Espéce d’'hote Origine géographique Annéeleftent
29CH-s Macaque Suisse (Zoo de Bale) 1997
31CH-m Macaque Suisse (Zoo de Béle) 2003
34CH-m Macaque Suisse (Zoo de Zirich) 1991
42CH-m Singe Vervet Suisse (Zoo de Zirich) 1989
43CH-m Singe Vervet Suisse (Zoo de Zirich) 1990
45CH-m Quistiti Suisse (Zoo de Lausanne) 2003
3CH-F Vulpes vulpes Suisse 2001-2003
52CH-F Vulpes vulpes Suisse 2001-2003
64CH-F Vulpes vulpes Suisse 2001-2003

35D-h Homme Allemagne ND
101D-F Vulpes vulpes Allemagne 2001-2003
116D-F Vulpes vulpes Allemagne 2001-2003
121D-F Vulpes vulpes Allemagne 2001-2003
126D-F Vulpes vulpes Allemagne 2001-2003
141D-F Vulpes vulpes Allemagne 2001-2003
32A-h Homme Autriche 1986
209A-F Vulpes vulpes Autriche 2001-2003
278A-F Vulpes vulpes Autriche 2001-2003
287A-F Vulpes vulpes Autriche 2001-2003
302PL-F Vulpes vulpes Pologne 2001-2003
310PL-F Vulpes vulpes Pologne 2001-2003
315PL-F Vulpes vulpes Pologne 2001-2003
392PL-F Vulpes vulpes Pologne 2001-2003
525CZ-F Vulpes vulpes République Tchéque 2001-2003
535CZ-F Vulpes vulpes République Tchéque 2001-2003
559CZ-F Vulpes vulpes République Tchéque 2001-2003
425SK-F Vulpes vulpes Slovaquie 2001-2003
435SK-F Vulpes vulpes Slovaquie 2001-2003
480SK-F Vulpes vulpes Slovaquie 2001-2003
402NL-F Vulpes vulpes Pays-Bas 2001-2003
420NL-F Vulpes vulpes Pays-Bas 2001-2003
500 Meriones unguiculatus Francé Mars 1991
501 Meriones unguiculatus Francé Mai 1991
502 Meriones unguiculatus Francé Février 1992

#ND, non documenté.
®|solats de la souche F AUB-2 maintenni@ivo au laboratoire par des passages successifdviinganes

unguiculatus
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Encadré 3 : Protocole de séquencage :

La technique de séquencage permet de connaitreudaession de nucléotid
composant une séquence d’ADN. Son obtention repasda méthode Sanger alhain
termination methodSanger et al. 1977). Une réaction de PCR esisé&akn présence (
dNTP et de ddNTP (didésoxyribonucléotides triphases$), ces derniers étant marqués
un fluorochrome et tronqués du groupement hydrogyle8’. L’ADN polymérase incorpor,
de maniére aléatoire des nucléotides classiqudssehucléotides marqués. L'élongation
stoppée lorsqu’'un ddNTP est ajouté au fragmentoemscd’élongation. Tous les fragmel
synthétisés sont séparés en fonction de leur tapler électrophorése sur gel
polyacrylamide. Une lecture par colorimétrie dé&echaque fragment marqué par
fluorochrome spécifique pour chacune des 4 baseSABN et un logiciel reconstitue I

succession des nucléotides de la séquence.

Une PCR classique est réalisée dans un premierstetrips produits sont purifiés grace 3
trousse EXoSAP-IT (Amersham pharmacia biotech Eyr@psay, France), comprenant de
enzymes : 'Exonucléase | et la Shrimp Alkaline §fttatase qui dégradent les amorces
exces et 'ADN simple brin et hydrolysent les dNTBn incorporés. Les enzymes ét
actives a 37 °C, le mélange est réalisé dans e gla ul d’ExoSAP-IT sont ajoutés a 5 pl
produit de PCR. Le mélange est alors placé dansh@mmocycleur pour un programn

réactionnel de 15 min a 37 °C et 15 min a 80 °Q piésactiver le couple d’enzymes.

Dans un tube réactionnel et pour un volume final@el, 3,5 pl de matrice d’ADN (produi

de PCR purifiés) sont additionnés a 2,5 pul d'ungdesamorce (20 uM) et 2 ul de prémijx,

comprenant le tampon, les dNTP, les ddNTP et I'APdlymérase (DTCS Quick Stg

114
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Master Mix, Beckman Coulter, Fullerton, CA). Le gramme de PCR de séquencage compte

40 cycles, comprenant 3 étapes : 20 s a 96 °C,a280s°C et 4 min a 60 °C. Les produits

séquencage sont stockés a -20°C avant I'étaperdiegtion.

de
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Les produits sont purifiés par précipitation aHaol. Sont ajoutés aux 10 pl de produits
séquencage 2 pl de la solution acétate-EDTA, Odeldlycogéne, permettant la visualisat

de

on

du culot d’ADN apres I'étape de precipitation reééé avec 40 ul d’éthanol 95 % (v/v). Le

mélange est agité vigoureusement a I'aide d’'unexoiuis placé 15 min dans la glace. Ap

une premiere centrifugation, (15 min a 13000 rpm16000 g), le surnageant est retire

res

I'aide d’'une pompe a vide. Une seconde centrifagab min a 13000 rpm) est effectuge

apres I'ajout de 100 pl d’éthanol 70 % (v/v). Lerageant est retiré comme précédemment.

Les résidus d’alcool sont évaporés a I'aide d’umepe a vide couplée a une centrifugeuse de

type Speed Vac (ThermoSavant, New York, NYC) pehd@amin. Les échantillons ains

séchés sont conservés a 4 °C pour une période rakexda 15 jours.

Les produits de séquencage purifies sont remisuspesision dans 40 pl de formam

désionisé (solution SLS). L'automate Beckman CEQO8Beckman Coulter, Fullerton, CA)

est utilisé pour réaliser la migration des produies séquencage. Suite a la migration

produits, des électrophorégrammes sont obtenu® grddogiciel Genetic Analysis Syste

de

des

m

8.0.5. Chaque pic de fluorescence est convertiumtéatide par le logiciel, permettant de

reconstituer la séquence nucléotidique.

Pour une cible donnée, les électrophorégrammesabtavec une amorce sont compa
avec ceux de I'amorce complémentaire grace aui@dsioEdit (Hall 1999) de maniere
lever toute ambiguité due a la technique (e.g. dmses présentes a la méme position

I'électrophorégramme).

Le séquencage est utilisé pour (i) caractérisepdlymorphisme de taille des fragmer

\rés
a

sur

nts

microsatellites et pour (ii) identifier TADN ampi¢ des organismes étudiés en comparant les

séquences ainsi obtenues avec la base de donnéetiqgés GenBan

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

K

-76 -



Matériel et Méthodes

2. Caractérisation de la cible
EmsB

2.1. Conditions d’amplification et

de lecture

Le microsatellite EmsB a été amplifieé par PCR &hsant les amorces EmsB A/C
(Figure 5) selon le protocole indiqué danericadré 2et les conditions exposées dans le
Tableau 3 Les produits de PCR ont été étudiés par analgstragments (voir protocole
dans lencadré 4. La séparation des produits de PCR par migrasan un gel de
polyacrylamide et la lecture des signaux de flumease ont été réalisées dans deux
laboratoires différents, sur les automates ABIMRr&L00 (Applied Biosystems, Foster City,
CA) au Département de Recherches Cliniqgues de B@unisse) et Beckman CEQ 8000
(Beckman Coulter, Fullerton, CA) au LaboratoireRlechimie de Besancon (France). Pour
chaque appareil, des profils électrophorétiquegtinbbtenus grace au logiciel Genotyper 3.7
pour l'automate Applied Biosystems et Genetic AsalySystem 8.0.5 pour l'automate
Beckman Coulter.

Les profils électrophorétiques d’EmsB sont conéstude séries de pics de fluorescence
espacés de 2 pb. Les premiers résultats d’analyseagments de la cible EmsB obtenus
apres l'isolement des microsatellites sont expdsés laFigure 6. La taille en pb de chaque

pic de fluorescence du profil est relevée, aing uhauteur de chaque pic (dans l'unité de
fluorescence des automates). Afin de s’affranchs dariations d’amplitude des pics d’'une

manipulation a l'autre, la hauteur de chaque pieasuite recalculée en effectuant le rapport
entre la hauteur du pic et la somme de I'ensembdehduteurs des pics composant le profil

électrophorétique. La somme des pics pondéréegjak a 1.

Lors du séquencage, le fragment microsatellite Etal lue indifferemment (CAJGA); ou

(CT); (GT) selon 'amorce EmsB A ou C utilisée.
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Figure 5 : Agencement et orientation des paires d’amorces EmsB A/C, EmsB A/B, EmsB G/H et les amorces

inversées EmsB Aext/Bext sur le fragment EmsB
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Figure 6 : Analyses de fragments de la cible EmsB réalisées a partir de
I’ADN de E. multilocularis (CH1), d’origine suisse, E. canadensis (116),
d’origine mauritanienne et E. granulosus sensu stricto (539), d’origine
algérienne, grace a l'automate ABI Prism 3100 (Applied Biosystems,

Foster City, CA).
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Encadré 4 : Protocole d’analyse de fragments poutdtude de 'ADN microsatellite :

Les microsatellites étant constitués de motif€té&p caractérisés lors de I'étape
criblage de la banque d’ADN, le polymorphisme d#etales fragments amplifiés est étug

pour déduire le nombre de répétions de ces motifs.

Dans une plaque de 96 puits a fond conique, 0,8euthaque produit de PCR marg
('amorce fluorescente étant incorporée lors danpéfication) est ajouté a 40 ul g
formamide désionisé (solution SLS) et a 0,5 ul degueur de poids moléculaire. Ce
plague, ainsi que le tampon de séparation des ppsode PCR sont installées dans
séquenceur automatique, de type ABI Prism 3100 l{ggpBiosystems, Foster City, CA) @
Beckman CEQ 8000 (Beckman Coulter, Fullerton, G&Jon le lieu d’expérimentation. L
tampon de séparation a été utilisé dans le buin@ariser et de dénaturer ’ADN en simf
brin pour faciliter sa migration. Les fragments tse@parés et lus par I'automate en fonct
de leur taille par électrophorese sur gel de poljyamide et détectés par colorimétrie grag
la présence du fluorochrome de I'amorce incorporé te la PCR. Par calibration avec
marqueur de taille présent lors de la migratioqpdsition du signal de fluorescence sur le

de migration permet de connaitre la taille du fragtramplifié.
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2.2. Caractérisation du motif

complexe

La caractérisation du microsatellite EmsB avait éffectuée avant la publication du
génome cE. multilocularis par I'Institut Sanger
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/Helminths/). Legpériences suivantes ont alors été
menées dans une démarche originale afin de dééinivature du profil électrophorétique
complexe de la cible EmsB, déterminer la localisatiu microsatellite dans I’ADN, estimer
le nombre de copies du microsatellite et compremelie arrangement dans le génome du
parasite. Cette caractérisation a par la suitevé@tiéée a partir de la publication du génome

d’'E. multilocularisen 2008.

La signification des pics composant les profilsc&lgphorétiques du microsatellite EmsB a
éte étudiee en isolant chaque pic du profil panad@ (voir la description du protocole de
clonage dans éncadré 5. Une amplification par PCR de la cible EmsB A/@ta réalisée
sur lisolat suisse CH1. Les produits de PCR oétmirifiés sur colonne de silice avec la
trousse QIAquick PCR purification (Qiagen SA, Cabdeuf, France) et séparés par clonage,
en insérant chaque fragment dans des plasmidesiebaiers ont été ensuite incorporés dans
des bactériegscherichia colirendues compétentes. Une PCR M13 r/f a été réapsér
vérifier la présence de I'insert (voir protocole ldePCR dans &ncadré 2et les détails des
amorces dans [€ableau 3. Une nouvelle PCR fluorescente EmsB A/C a éthsémaa partir
des différentes colonies bactériennes et I'inséteaétudié par analyse de taille de fragments

(protocole dans €ncadré 9 et séquencage (protocole damntadre 3.

Le microsatellite EmsB était constitué de 2 moii@A); (GA). En conséquence, des
fragments détectés avec la méme taille en analgsé&afyments pourraient présenter un
polymorphisme non détectable par cette technique pkEnoméne appelé homoplasie, ou
polymorphisme caché, a été étudié par séquencagiatgnents EmsB de méme taille pour
les isolats CH1, CND et SL1 (voir  Tableau 4.
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Encadreé 5 : Protocole de clonage de 'ADN :

La techniqgue de clonage est employée ici pouriskds produits de PCRia un
vecteur plasmidique qui est ensuite inséré dandbadeteries. Ce vecteur présente un gen
résistance a un antibiotique, I'ampicilline et, @veau d’'un site de restriction le gélaeZ
codant pour I'enzym@-galactosidase, dont le substrat libéré prend onéar bleue quand
est dégradé. Lorsqu'un fragment d’ADN est inséré@sdie vecteur, ce géne n'est p
fonctionnel. Les colonies bactériennes blanches alons considérées comme positives,
contenant le fragment d’intérét. La multiplicatiale ces bactéries permet I'obtention

I'identique d’'un grand nombre de copies de I'insert

- Préparation de l'insert :

Une amplification par PCR comme précédemment ae@@iicadré J est réalisée sur un
cible donnée. Les produits de PCR sont purifiéscelonne pour éliminer les nucléotides
amorces en exces dans le milieu réactionnel ael'dalla trousse QIAquick PCR purificati

(Qiagen SA, Courtaboeuf, France), selon les recamlatéons du fournisseur.

- Préparation de cellules compétentes :

Les bactériegscherichia coliDH5a sont mises en culture pendant 24 h dans une soldé
milieu nutritif Mueller-Hinton (MH) liquide & 37 °CLa culture est ensuite diluée au 1/1
dans un milieu MH liquide, en présence de sulfaemédgnésium de (MgSPa 20 mM. La
densité optique (DO) de la solution réactionnediereesurée a I'aide d’'un spectrophotomé
Les bactéries sont mises en culture lorsque la reeila DQgy est comprise entre 0,4 et C
(obtenue aprés 2 a 3 h de culture). Une premiargifteyation est réalisée (5000 g, 10 mi
4 °C) pour récupérer les bactéries. Le culot estigeen suspension dans une solut
contenant du chlorure de rubidium (RbCI) a 100 mktmettant par voie chimique de reng
les bactéries compétentes, en créant dans la paobérienne des pores transitoires.
nouvelle centrifugation est réalisée comme précédem. Le culot est remis en suspens

dans une solution de RbCl a 10 mM.

La préparation aliquotée est conservée a -80 °C.
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-Digestion plasmidique et ligature :

Un microlitre de plasmide circulaire pUC18 (Yanidearron et al. 1985), contenant le gé
de résistance a I'ampicilline est digéré par 1 jehdyme Smal Cette enzyme coupe

vecteur en bouts francs, au niveau du géae¥, codant pour la-galactosidase. L
préparation est incubée 24 h. Le vecteur est ditamti sa concentration est ajustée a
ng/ul. Une déphosphorylation est réalisée pour ptren I'incorporation des inserts. Ut
séparation des produits de digestion par électm@sioest réalisée pour vérifier la prése
d’'une bande a 2,7 kb correspondant a la taille ldsnpide. Une étape de ligature perr
I'incorporation de l'insert dans le plasmide. Pgeta, 10 ul d’insert (15 ng/ul) sont incub
pendant 12 h, en présence de 1 ul de vecteur 20)ng ul de tampon de I'enzyme, 15
d’eau distillée et 1 pl de ligase T4 DNAgase(TA Cloning, Invitrogen, Hollande).

- Transformation bactérienne

Les bactéries sont mises au contact de 5 pl deupisade ligature, puis placées 30 min dan
glace. Un choc thermique rend les bactéries competeCe choc thermique consiste en
passage rapide de 42 °C dans un bain-marie a 4af€ ld glace pendant 2 min. Chag
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produit de transformation est additionné de 1 mhulésu de culture coeur-cervelle et inCLté

1 h 30 & 37 °C sous agitation permanente. Les umiltee culture solides sont préparés al
300 ml de milieu MH préchauffé, 150 pl d’antibiateampicilline (0,1 g/ml) et 40 ul de >
gal (40 mg/ml), substrat de I'enzym@galactosidase; 50 et 100 ul de produits
transformation sont étalés de maniére homogéene sufi@ce du milieu de culture. L¢

bactéries sont mises en culture durant 24 h a 37 °C

- Analyse des produits de clonage

Les colonies blanches sont prélevées a l'aide diue-dent puis diluées dans 200 pl d’e
distillée stérile et stockées a -20 °C. L'étudel'desert est réalisée par PCR en utilisg
directement la suspension bactérienne chaufféeéalgble 3 min a 94 °C. Les amorces M
r/f sont utilisées pour vérifier la présence duyfment inséré dans le plasmideableau 3.

Ces séquences amorces sont présentes sur le padenhrt et d’autre du site de restrict

de telle sorte que l'insert soit totalement am@lifi
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2.3. Localisation de la séquence
EmsB dans le génome d’E.

multilocularis

La place du microsatellite EmsB dans le génomepaasite a été recherchée en
utilisant une sonde marquée, reconnaissant spgéeifignt le microsatellite dans I’ADN total
du parasite. La démarche nécessitait la digestien’ADN total par des enzymes de
restriction. Les produits de digestion ont été s&paar électrophorese, puis transférés sur
une membrane filtre par la technique de Southenttiby (Southern 1975). La sonde
complémentaire marquée a été mise au contact mernabrane et I'hybridation a été révélée

par immuno-détection.

Le but de cette démarche était d’établir si leseopu microsatellite étaient présentes sur un

méme fragment d’ADN ou réparties dans le génorie whultilocularis

- Préparation de la sonde

Une sonde marquée a la digoxigénine (DIG) a éetpapée en réalisant une PCR a partir de
I’échantillon CH1, avec les amorces EmsB GHRitj(ire 5). Ces amorces sont localisées dans
une des régions flanquant le microsatellite. Laigs® Roche (PCR DIG Probe Synthesis,
Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne) a étéséidans les proportions suivantes : pour
un volume final de 50 ul, 400 ng d’ADN ont été dgsua la solution tampon 1X, les amorces
EmsB G et H (20 uM chacune), la solution de nuaéstdUTP-DIG (1mM chacun) et 0,5 U

d’ADN de polymérase haute fidélité d’amplificatiofExpand High Fidelity, Roche

Diagnostics, Mannheim, Allemagne). Une PCR EmsB GdA marquée a été réalisée pour

obtenir le témoin positif de 'amplification, comneg&pliqué dans €ncadré 2

Les produits de PCR ont été séparés par électreph@ur gel d'’agarose 1 % - TBE 0,5X
(100 V), puis ont été marqués au BET et révelésliix

La séquence nucléotidique de la sonde a été \&rg@ séquencage (voir protocole de

séquencage dan®icadré J pour valider la spécificité de I'hybridation.
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- Digestion enzymatique

Une carte de restriction a été établie a partitadeéquence EmsB de I'échantillon CH1, a
I'aide du logiciel Restriction Mapper disponible kgne (http://www.restrictionmapper.org/).
Deux enzymes de restriction ne présentant padeldeicoupure dans la séquence EmsB A/C
ont été choisies. L’ADN total des isolats CH1, CNDableau 4), Taenia crassicep®t
Ascaris lumbricoideg¢Tableau 5 a été digéré séparément par les enzyihaiset Pstl. Dans

un volume final de 20 ul, 5 ug d’ADN ont été ajauée2 U d’enzyme. Le mélange a été placé
2ha37°C et conservé a -20 °C.

- Séparation des produits de digestion et tranparSouthern Blotting

Les produits de digestion ont été séparés parréfduirése sur gel d'agarose 1 % - TBE 0,5
% (100 V), en présence du standard de taille ADNindIll (Roche Diagnostics, Mannheim,
Allemagne) et révelés aux UV aprés marquage au BES produits ont été transférés sur une
membrane de nitrocellulose (Hybond-N, Amersham Bégence Inc, Arlington Heights, IL)
d’apres la technique de Southern blotting a I'alilane pompe a vide (5 Hg pendant 90 min).
Le gel contenant les fragments séparés a été redodwne solution NaOH 0,4 M, puis
pendant 10 min d’'une solution SSC 2X. Le bon démant du transfert sur la membrane a
étée contrélé par 'absence d’ADN visible sur le d&lgarose initial, par révélation aux UV
aprés un nouveau bain de BET. Une étape de fixaleolea membrane de nitrocellulose a

ensuite été réalisée sous vide a 80 °C pendanirB0 m

- Pré-hybridation

La membrane a été placée dans un tube a hybridatiorotation (10 rpm) dans un four du
type Mini Oven (Céro Labo, France) pendant 2 h 8&&n présence d’'une solution de preé-
hybridation (100 ml de SSC 5X, SDS 0,02 et DIG NixlAcid Detection 1 % (Roche

Diagnostics, Mannheim, Allemagne)).

- Dénaturation de la sonde

La sonde marquée DIG a été dénaturée 5 min a 95 {C de sonde et 200 ul de solution

d’hybridation identique a la solution de pré-hylatidn), puis placée dans la glace.
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- Hybridation et révélation

La solution de pré-hybridation a été remplacéelfaml de solution d’hybridation ajoutée au
205 pl de la solution contenant la sonde dénatur@éemembrane a été incubée a 68 °C
pendant 12 h, sous rotation permanente (10 rpm).

La solution d’hybridation a été retirée et conserae-20 °C. Celle-ci était chauffée 10 min a

68 °C pour une nouvelle utilisation.

La membrane a été placée dans une solution de ¥S68D5S 0,1 % a température ambiante
(2 x 5 min). Un bain de solution SSC 0,2X, SDS%, & ensuite été effectué (2 x 20 min).

La membrane a été lavée dans une solution de TlsaH0,1 M, NaCl a 0,15 M et pH 7,5
pendant 1 min sous agitation douce, puis dans 5@enslolution de blocage Tris HCI, NaCl,
DIG Nucleic Acid Detection 1 % pendant 30 min.

La solution d’anticorps (Anti-Digoxigenin, Rochedginostics) a été diluée au 1/5000 dans la

solution de blocage.

La membrane a été placée 30 min dans la solutiamtidorps, puis lavée 2 x 15 min dans la
solution de lavage et 2 min dans la solution deptamde détection Tris HCI 0,1 M, NaCl

0,1M, pH 9,6 pour équilibrer la membrane.

Dans l'obscurité 10 ml de solution de détectiomtenant 200 ul de solution de NBT/BCIP
(NBT/BCIP Solution Stock, Roche Diagnostics, Allegna) préchauffée a 37 °C et 10 ml de
tampon de détection ont été versés sur la membiasebandes du marqueur de taille ARN

Hindlll et les bandes d’hybridation devaient apjiaeaaprés 1 a 2 h d’'incubation.
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2.4. Estimation du nombre de
copies du microsatellite de Ia
séquence EmsB dans le génome d’E.

multilocularis

Le nombre de copies du microsatellite EmsB damg@feome ¢E. multilocularisa été
estimé par la technique de PCR quantitative, drpdittne gamme d’ADN. La réaction de
PCR a été réalisée a l'aide de la trousse Fast@tster SYBR Green | LightCycler (Roche
Diagnostics, Penzberg, Allemagne) et I'analyse ttaive grace a lI'appareil LightCycler
(Roche Diagnostics). L'efficacité de la PCR (E) & @éterminée grace a I'équation
E = 10%P*"™) La méthode consiste & comparer le nombre de sahidragment EmsB A/C
dans le génome du parasite a une solution contemanbmbre connu de copies de EmsB,
insérées dans un plasmide recombinant (Gourlaal. &@003; Whelan et al. 2003). Dans ce
but, une gamme de plasmides (1 & ddpies) a été amplifiée avec les amorces EmsB 2¢C.
nombre de copies d'EmsB dans le génome de I'édlmantCH1 a ainsi été estimé par

comparaison a la valeur du cycle seuil ou poimiftékion (Crossing point

2.5. Arrangement du microsatellite
EmsB dans le génome d’E.

multilocularis

L’hypothese d'un arrangement des séquences mietlites EmsB en tandem,
regroupés sur un méme fragment du génome plutotdguenaniere dispersée chéz

multilocularis a été avancée. Pour le démontrer, un couple d@eoEmsB A/B a été
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construit dans le sens inverse 3'-5’ par rapport@uple initial (EmsB A«/Bex) (Tableau 3.
La localisation et l'orientation de ces amorcestssthématisées dans FRgure 5. Une
amplification a été effectuée pour les couples dares EmsB A/B, EmsB &/Bex. Pour les

amorces externes, la PCR a été realisée avec s @élongation de 5 min.
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2.6. Confirmation des résultats
par la recherche des cibles
microsatellites Ems], EmsK, EmsB et
NAK1 dans le génome complet d’E.

multilocularis

Les précédents travaux pour la caractérisatiofadible EmsB ont été confrontés
posterioriau génome complet . multilocularis récemment séquencé et publié par I'Institut
Sanger. Les deux autres microsatellites EmsJ etKEmgi avaient été retenus apres le
criblage de la banque d’ADN et considérés commentesosatellites simple-locus ont aussi
été recherchés dans la base de données. Une séqummachacune des cibles microsatellite
EmsJ, EmsK et EmsB, issue de I'amplification dsolat CH1, a été comparée au génome
publié et soumis a un alignement de séquencesedaesce publiée par Minoru Nakao (N°
Genbank AB100031), issue de I'amplification de illlee EMms1 (renommée ici NAK1) et

considérée comme simple-locus a également été cémpa génome complet.
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3. Caractérisation de la technique
de typage basée sur le

polymorphisme d’EmsB

Les différentes qualités d’un marqueur moléculaird été évaluées pour la cible
EmsB au niveau de la sensibilité, de la spécifid&la reproductibilité, de la répétabilité et
de la stabilité dans le temps de I'amplificatio&lisB. Les qualités de la cible ont ensuite été
testées sur le matériel coprologique de renardssjiés et des féces collectées dans la zone
d’abattage des renards pour évaluer la faisalibtéa détection du parasite sur le terrain par

le marqueur EmsB.

3.1. Sensibilité de I'amplification

de la cible EmsB

Pour évaluer la sensibilité de la cible EmsB, temditions de PCR décrites
précédemmentBEncadré 2 ont été réalisées en présence d'un gradient d’Algkroissant
allant de 1 ng a 1 fg pour déterminer la quantitéimmale d’ADN nécessaire a I'amplification

du microsatellite.
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3.2. Spécificité de I'amplification

de la cible EmsB

L’amplification de la cible EmsB a été testée BADN extrait d’'un prélevement de
muscle et un de foie sain d’un renard, obtenusdase autopsie, d’un prélévement de tissus
hépatique humain et un de souris. Un panel de a@est¢l0 isolatEchinococcusspp., 7
Taenia spp., 1 Moniezia benedeni2 Anoplocephalaspp. et 2Mesocestoides coj)ti de
nématodes (1 isolat pour chaque espétexocarasp., Enterobius vermicularisAscaris
lumbricoides Ascaris suumSetaria equinaOllulanus tricuspiset Anisakis simplexet de
protozaires (1 isolat dBoxoplasmasp. etHaemondius contortygTableau 5 ont également
été testes.

L’amplification d’'EmsB a été realisée a partir ded 50 ng d’ADN de chaque échantillon.
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Tableau 5 : Panel d’helminthes et protozoaires testés pour I'amplification

la cible EmsB.

Code

Panel de parasites DNAthéque Année Classe
Echinococcus vogeli p2 1988 cestode
Echinococcus vogelColombie n21 ND cestode
Echinococcus granulosysheval) p6 1987 cestode
Echinococcus granulosysastor) n6 2000 cestode
Echinococcus granulosuSlauritanie M110-G6 2003 cestode
Echinococcus granulosuslgérie A314-G1 2003 cestode
Echinococcus granulosuithiopie E35-G1 ND cestode
Echinococcus multilocularigF5 n22 1999 cestode
Echinococcus multiloculariésouris) n25 1996 cestode
Echinococcus shiquicus 06QH02 2006 cestode
Taenia saginata p3 ND? cestode
Taenia saginata p9 1990 cestode
Taenia saginata pl0 1985 cestode
Taenia taeniformis p8 1988 cestode
Taenia crassiceps T1 (MOR13) 2007 cestode
Taenia pisiformis nl3 1996 cestode
Taenia ovis cysticescus n7 1983 cestode
Moniezia benedeni n3 1995 cestode
Anoplocephala perfoliata nl2 1996 cestode
Anoplocephala magn@veénile nl5 1996 cestode
Mesocestoides corti nl4 2006 cestode
Mesocestoides comiative nl9 2005 cestode
Toxocarasp. nl7 1999 nématode
Enterobius vermicularis n4 ND? nématode
Ascaris lumbricoides p7 1990 nématode
Ascaris suunmative n20 ND nématode
Setaria equina n9 2006 nématode
Ollulanus tricuspis nl10 2005 nématode
Anisakis simplex nll 1993 nématode
Toxoplasmasp. p4 1996 protozoaire
Haemondius contortus nl6 1994 protozoaire

D : non documenté
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3.3. Reproductibilitée et
répétabilite

Le test de reproductibilité de I'amplification ditSB a été réalisé entre deux
laboratoires, a I'Institut de Parasitologie de EBe(Buisse) et au Laboratoire de Parasitologie
de Besancon (France), en utilisant respectivenesnalitomates ABI Prism 3100 et Beckman
CEQ 8000. Trois échantillons ont été choisis aléatoent parmi un panel mondial &’
multilocularis: 1AL, 31CH et 116D (Cf. détails dafisbleau 4. Les isolats ont été étudiés
par PCR et analyse de fragments dans les conditiessdeux lieux d’expérimentation. Le
coefficient de corrélation de Pearson a été calaylértir des deux profils électrophorétiques
pondérés, obtenus entre les deux laboratoiresepoar chacun des 3 échantillons.

La répétabilité de I'amplification a été testéerentes deux automates sur un méme
échantillon, choisi au hasard parmi le panel mdnd@2PL. Cinq réactions de PCR ont été
réalisées dans des tubes réactionnels différeets.abalyses de fragments ont été réalisées
respectivement sur les deux automates ABI Prisn® @ EQ 8000. La déviation standard
(o) a été déterminée pour chaque appareil a pasiddgances euclidiennes calculées entre

les 5 profils pondérés.

3.4. Stabilité dans le temps

Pour permettre la détection et la comparaisonagiants dans un espace géographique
et une échelle de temps donnée, il est nécessadrdaqcible étudiée présente une certaine
stabilité temporelle. Celle-ci dépend de [I'horlogeoléculaire du marqueur (temps
d’apparition des mutations dans la séquence ciflefte qualité a été évaluée a partir de la
souche cE. multilocularis F AUB-2, maintenue pendant 7 mois par des inoicuriat
successives de métacestodes dans la cavité palgodé différentes gerbillesvieriones
unguiculatu$ (Eckert et al. 1983). Trois isolats ont été &adi500, 501 et 50T §bleau 4).

-93-



Matériel et Méthodes

3.5. Faisabilité de la détection
d’'E. multilocularis dans le matériel

coprologique

Nous avons ensuite souhaité évaluer la sensiliétéa méthode d’amplification de
I’ADN du parasite par la cible EmsB dans des cood# plus proches des celles retrouvées
dans la nature, comme dans les feces de renardandogs ou I'’ADN du parasite est
mélangé avec I'ADN de I'h6te et en tenant comptelal@résence possible d'inhibiteurs
d’amplification retrouvés dans le matériel copradpg. Pour ce faire, la sensibilité du
microsatellite EmsB a été testée sur une collectdencontenus rectaux prélevés apres
l'autopsie de renards parasités, de charge parasitannue et de féces issues d’'une collecte

sur le terrain.

3.5.1. Panel de renards et feces récoltées sur le terrain

Un panel de 62 renards a été constitué apresaleattage par des professionnels de
I'Office National de la Chasse et de la Faune Sgeventre mars et mai 2007 sur les cantons

de Maiche et Morteau (Département du Doubs, France)

Les individus ont été autopsiés au Laboratoire NMéée du Doubs (LVD 25). Les intestins
des renards ont été placés individuellement dagssdes et maintenus 3 semaines a -80 °C,
pour la décontamination des prélevements selorelsemmandations de I'OIE (OIE 2004).

Les intestins ont été décongelés 24 h avant détneipulés.

Entre juillet et aolt 2007, 31 féces (codées FBH bnt été récoltées sur les sites d’abattage
des renards (feces terrain). Les échantillons intlécontaminés dans les mémes conditions

gue pour les échantillons de contenu rectal.
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3.5.2. Grattage des intestins et prélevement du contenu

rectal

La charge parasitaire des renards a été évalués aptopsie et prélevement des
parasites a la surface de la muqueuse intesti@ae.prélevements ont été effectués par la
technique de sédimentation et comptage (méthode @C¥edimentation and Counting
Techniqug (Raoul et al. 2001).

Les intestins isolés et décontaminés ont été désoell disposés sur le plan opératoire pour
étre séparés en 5 a 6 morceaux. Les segmentsnatesbnt été ouverts longitudinalement et

étalés pour enlever les macroéléments présentie(cangeurs, parasites macroscopiguement
visibles, débris végétaux, etc.). Le contenu re(tab-féeces) a été placé dans des flacons

d’examen de 100 ml pour étre stockeé a -20 °C jusqtilisation.

Les segments intestinaux examinés ont été placeswtarécipient d'1,5 |, rempli au % d’eau.
Le contenu du récipient a été agité énergiquememiant 10 & 20 secondes. Chaque morceau
a été passé entre deux doigts pour permettre wraggadélicat des villosités intestinales. La
solution de grattage a été décantée pendant 1 hsutmageant a été retiré en vidant
délicatement le récipient. Pour enlever les maérnéhts restant, le culot a été passé sur un
tamis (mailles de 2 mm) et la solution a été rdbealans un récipient conique gradué. La
solution a été décantée a 4 °C pendant 1 h. Leageamt a été retiré et apres mesure du
volume, le culot a été placé dans des flacons diexa de 100 ml, pour étre conservé a -20
°C.

3.5.3. Lecture des culots de grattage, identification

morphologique et moléculaire

La prévalence du parasite chez le renard du Haubb (cantons de Maiche et
Morteau) a été évaluée par comptage des individns ¢e culot de grattage intestinal. Les
parasites étaient identifiés a I'esp@temultilocularisselon les critéres mentionnés dans le
manuel du WHO/OIE (WHO/OIE 2001). Pour une premiecture, 9 ml de solution de culot
ont été placés dans une boite de pétri carrée deml@e coté. Des reperes avaient éte
préalablement faits au fond de la boite pour f&eilia lecture. Sous la loupe binoculaire, les

vers adultes entiers ont été recherchés en inspeatantivement la fraction du volume du
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culot. Les individus (entiers ou scolex) ont ét@atabrés. Si apres estimation, le nombre de
parasites dépassait 100 individus dans le volurta, teeule une fraction de 10 % du culot
était lue. Une extrapolation au volume total éfaiite. Si les individus étaient peu hombreux

(< 10 individus dans ce premier volume examinégulet était lu dans son intégralité.

Apres l'identification morphologique du parasit@euconfirmation par biologie moléculaire a
été réalisée. Pour chaque renard, un ver a ét@ghad séquencage de la cible ND1 et par
analyse de fragments pour la cible EmsB (voir leggeoles d’extraction de 'ADN du ver
adulte, de PCR, de séquencage et d’analyse dedragmans lesncadrés 1, 2, 3 et)4

3.5.4. Extraction de I’ADN présent dans les pré-féces et

feces de renard

L’ADN présent dans les préléevements coprologicu@&sé extrait grace a une trousse
d’extraction d’ADN, spécifique de ce type de pré&ments, permettant une élimination

efficace des inhibiteurs et une concentration dténe génétique.

Environ 200 mg de feces ont été traités a l'aiddad&rousse QIAamp DNA Stool Mini
(Qiagen, Hilden, Allemagne) pour l'extraction deADN présent dans les échantillons
coprologiques, d’'apres les recommandations du fssenr. Ce mode d’extraction a été choisi
pour la facilité de son exeécution, la rapidité @enhéthode et I'étape de concentration
chimique des inhibiteurs permettant de les élimiaficacement (comprimés InhibitEX,
Qiagen, Hilden, Allemagne). L’ADN extrait a été gdaa -20 °C jusqu’a utilisation pour la
PCR.

3.5.5. Amplification et analyse des produits de PCR

L’ADN des pré-féces et des feces terrain a étéliiénpour la cible mitochondriale
ND1 et la cible microsatellite EmsB (voir protocal&amplification dans Bncadré 2et le
Tableau 3.

La cible BG1/3 a été étudiée en complément delie &iD1 pour le panel de féces terrains.
Les réactions de PCR ont été réalisées en présknatbumine sérique bovine (BSA pour
Bovine Serum Albumjra 0,1 pg/pl de volume final, dans le but d’amélide rendement de
la PCR (Mathis & Deplazes 2006).
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Les cibles ND1 et BG1/3 ont été séquencées d'dpréséthode SangeEfcadré 3. Les
séquences nucléotidigues ont été comparées adalbatonnées GenBank.

La cible EmsB a été étudiée par analyse de taglfigaymentsEncadré 4.

3.5.6. Recherche d’inhibiteurs dans le matériel

coprologique

Dans le cas d'un résultat de PCR négatif, la pEseal’inhibiteurs de PCR a été
recherchée en réalisant une PCR en présence & ldefd’extrait de feces trouvé négatif et
d’ADN d’E. multilocularis(voir conditions de PCR dan®ficadré 3.
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4. Validation de la cible EmsB :
comparaison de son pouvoir
discriminant avec des cibles de
nature microsatellite simple-

locus

L'étape de validation de la cible EmsB devait mposur la comparaison de son
pouvoir discriminant avec d’autres cibles de mératimre pour déterminer les limites de son

utilisation en génotypage.

4.1. Panel d’échantillons

Un panel de 76 isolats provenant d’Europe, de €hitu Japon et d’Amérique du
Nord a été sélectionné pour déterminer le pouv@crininant des cibles microsatellites
EmsJ, EmsK, EmsB et NAK1. La description des isost disponible dans Tableau 4
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4.2. Détermination des génotypes

et analyse cladistique

4.2.1. Les microsatellites simple-locus

Trois cibles ont été utilisées pour évaluer leyodudiscriminant des microsatellites
simple-locus. Il s’agissait de EmsJ et EmsK prég#dent isolés au laboratoire et NAK1 une
cible issue de la littérature. Cette cible compartee séquence microsatellite complexe,
composée de 5 motifs de trinucléotides répétésamtdem (CAC) (CGC) (CAC), (TAC),
(TAT), (Tableau 3 (Nakao et al. 2003).

Les cibles d’ADN microsatellite présentant un grefmple en analyse de fragments (1 ou
deux bandes ou pics de fluorescence) ont été dgcrén termes de génotypes
« homozygotes » (1 bande) ou « hétérozygotes arf@dds) en fonction de la taille (exprimée
en pb) du ou des fragments amplifiecs par PCR fhamete et visualisés sur

I'électrophorégramme.

4.2.2. Le microsatellite multilocus EmsB

Les profils électrophorétiques de la cible micteide multilocus EmsB ont été
étudiés par I'analyse de regroupement hiérarchilggdjaisons existant entre les isolats étant
visualisées sur un dendrogramme. La distance éewtid entre les isolats a été calculée par
la méthode des liens moyens ou UPGMA (Legendre §ebdre 1998). La force de liaison
des groupes constitués a été testée par une er@térations oubootstrapégale a 1000,
donnant un score aux branches du dendrogramme ¢8aira 2002, 2004). Les analyses ont
été réalisées grace au logiciel R version 2.6.Déwelopment-Core-Team 2005). Les calculs
de réitérations ont été effectués grace au packagast (Suzuki & Shimodaira 2005). Pour
définir les limites du regroupement et établir dssemblages de profils génétiques, la valeur
seuil de distance génétique, précédemment définparér de la souche F AUB-2 (cf.

Tableau 4) a été ajoutée a lI'analyse. Le seuil de distadrgtigue a été établi en rajoutant la
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valeur de trois déviations standard a la moyensed@#ances génétiques observée entre les 3

isolats de cette souche, pour éviter la sur-disnation des isolats.

4.2.3. L'indice de discrimination de Hunter et Gaston

Le pouvoir discriminant de chaque cible microdiiteh été testé grace a l'indice de
discrimination de Simpson (Simpson 1949), modiaé Hunter et Gaston (Hunter & Gaston
1988). Cet indice noté D se base sur la probabdig@ deux échantillons non liés
appartiennent a deux groupes différents. Un margneciéculaire présente un pouvoir
discriminant fort quand la valeur observée est plaghe de 1 que de 0. L'équation suivante

décrit cet indice :

1 <
n(n_l);_n](nj 1)

D=1-

n représente le nombre total d’isolats du panelthdiétllons,s indique le nombre total de

regroupements décrits mtreprésente le nombre d’isolats appartenaijt®uegroupement.
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5. Utilisation du microsatellite
EmsB dans une démarche

d’'épidémiologie moléculaire

La diversité génétique du paradidemultilocularisa été étudiée a différentes échelles
d’analyses spatiales en Europe, dans le but dexmestimer le mode de dispersion du

parasite et de définir la faisabilité de sa tra@a&bdans I'environnement.

5.1. Echelle micro-locale : etude
de parasites isolés de rongeurs d'un

méme champ

Un panel de parasites retrouvés chez des rongaptarés sur une zone restreinte a
guelques centaines de metres carrés a été étudEumpe ainsi qu'un panel similaire
provenant du foyer nord américain. Onze rongémscola terrestrisd’'un champ de 0,25
kmz2 pres de Fribourg en Suisse avaient été cofletteune période d’un mois. Le panel nord
americain comprenait 10 rongeWwscrotus oeconomyscollectés sur une période de 3 jours
sur une pelouse (100 m x 100 m) prés de la pistgedtissage de Savoonga, sur I'lle Saint
Laurent en Alaska. L’ADN des lésions parasitairéséextrait et etudié par 'amplification et
I'analyse de fragments (voir lemcadrés 12 et4) des cibles EmsJ, EmsK, EmsB et NAK1,
dans le but d’évaluer le polymorphisme des micelbts au sein de populations de parasites
géographiquement liées. La moyenne et la déviasiamdard des distances génétiques
observées entre les profils EmsB ont été calcydéas chaque panel.
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5.2. Echelle locale : étude de
parasites issus de renards collectés
sur 900 km?2

Un panel de vers adultes a été constitué aprépsiatde renards piégés ou victimes
d’accident de la circulation (n = 79). Les renands été collectés sur une zone géographique
de 900 km2 dans le Sud-Est du département des Aedeet de la Meuse voisine (France).
L’isolement des vers a été mené comme décrit pefngtent. Les charges parasitaires des
renards ont été évaluées dans le cadre de I'étubdiéép par Guislain et collaborateurs en
2008 (Guislain et al. 2008). Selon la charge, S \gravides ont été isolés pour des charges

parasitaires inférieures a 10000 vers et 10, pesictarges supérieures a ce seuil.

Le polymorphisme d. multilocularis a été étudié grace aux cibles EmsB et NAK1,

amplifiées par PCR fluorescente et étudiées erysmale fragments (voir lencadrés 2 et

4). Les alléles de la cible NAK1 ont de plus étéd@s par séquencage apres clonage des
produits de PCR (voir lesncadrés 3et 5). Les microsatellites ont été comparés a la cible
d’ADNmt ATP6 pour évaluer les liens génétiques &xits entre ces parasites par une

approche classique. Les conditions d’amplificaties cibles sont décrites dang lbleau 3

Les renards présentant des vers adultes de gésotypétérozygotes » ont fait I'objet
d’investigations plus poussées. Des vers supplé&itestont été étudiés chez ces renards pour
mieux connaitre la diversité génétique de leursagtas et disposer de matériel pour

permettre de dissocier les génotypes des ceufs eede adultes.

5.3. Echelle continentale : étude

du parasite a I’échelle de I'Europe
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L’identification moléculaire d&. multilocularispar la cible microsatellite EmsB a été
réalisée sur une collection de 653 isolats origazaide France, de Suisse, d’Allemagne,
d’Autriche, de Tchéquie, de Slovaquie et Pologne.p@nel européen comprenant 596 vers
adultes issus de renards piégés ou victimes dactide la circulationTableau 6), 50
|ésions parasitaires opérées chez des patientg€sibns prélevées apres I'autopsie d’animaux
en captivité (2 singes vervets, 3 macaques, lith@sil castor) Tableau 7).

Le protocole initial d’échantillonnage pour la congion du panel de vers adultes était le
suivant : dans les 7 pays européens (France, AdleeaSuisse, Autriche, Tchéquie,
Slovaquie et Pologne), il était demandé aux difftas équipes de travail (vdiableau 6) de
prélever 5 vers par renard sur un échantillon daef@rds par pays. Au final, le panel
comprenait 596 vers adultes isolés aprés l'autopsi@29 renards roux entre 2001 et 2005.
La technique de grattage intestinal a été empl¢{péplazes & Eckert 1996) pour isoler les

vers gravides. Les vers ont été conservés damafiét a 70% (v /v) avant toute utilisation.

L’ADN des parasites a été extrait d'apres le protedécrit dans €ncadré 1
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Tableau 6 : Panel de vers adultes issus de la collection de renards européens. Les

abréviations des sous-régions correspondent a :

Nord Au :

Nord Autriche ; Ouest

Tch : Ouest Tchéquie ; Arde : Ardennes ; Lor : Lorraine ; Bav : Baviére ; Souabe :

Jura Souabe ; Nord Pol : Nord Pologne ; Tatras : Est Slovaquie et Sud Pologne ; Cent

Slov : Centre Slovaquie.

Pays Origings No de vers So_us- Equipes
géographiques (No derenards) régions
Autriche  Oberdsterreich n15) Nord Au Département de
Niederdsterreich 27(7) Nord Au Parasitologie &
Zoologie, Vienne
République
Tcheque Prague 143) Ouest Tch Institut de Parasitologie,
Domazlice dist. 33 (7) Ouest Tch Kosice
Pilsen-South Ouest Tch
dist. 5(1)
Pilsen-North Ouest Tch
dist. 5(1)
Rokycany distr. 41) Ouest Tch
Prachatice distr. al) Nord Au
France Ardennes 796) Arde 2C2A, Boult-aux-Bois
Moselle 13(3) Lor AFSSA, Nancy
Doubs 72) Doubs LBE, Besancon
Meurthe et Lor
Moselle 5(1) AFSSA, Nancy
Allemagne Baviere 4810) Bav Institut de Zoologie,
Bade- Hohenheim
Wirttemberg 398) Souabe
Pomeranie Nord Pol Institut de Parasitologie,
Pologne  (Nord et Centre) 37 (8) Varsovie
Varmia et Nord Pol
Mazuria (Nord-
Est) 9(2)
Sud-Est 4810) Tatras
Slovaquie Nord 1@2) Tatras Département de
Nord-ouest 143) Cent Slov Biologie, Pielsen
Nord-Est 92) Tatras
Sud-Ouest 1¢4) Cent Slov
Sud-Est 143) Tatras
Suisse Canton de 84(19) Suisse Institut de
Zurich Parasitologie, Zurich
596(129)
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Tableau 7 : Panel de cas humains et d’animaux de parcs zoologiques d’origine suisse,

allemande, autrichienne et frangaise.

Code isolat Pays Région Détail origine Hote ,D?te de Profil EmsB
prélevement
Ouistiti Suisse Zoo de Servion IPA Berne ouistiti 020 P20
HP1357_h Allemagne Freiburg IPA Berne homme 2005 G20
HP1320_h Suisse Béle IPA Berne homme 2004 P5
HP1207_h Suisse Lausanne IPA Berne homme 2003 P19
HP1201_h France Rhone IPA Berne homme 2003 P8
HP1199 h Suisse Lausanne IPA Berne homme 2003 P20
HP1164_h Suisse Lausanne IPA Berne homme 2002 G12
HP1054_h Suisse Lausanne IPA Berne homme 2001 P15
Castor 2 Suisse Canton de Berne IPA Berne castor 2005 G23
45CH-s Suisse Zoo de Lausanne IPA Berne ouistiti 2003 P20
43CH-s Suisse Zoo de Zirich IPA Berne singe vervet 9019 G15
42CH-s Suisse Zoo de Zirich IPA Berne singe vervet 8919 G15
41CH-h Suisse ND IPA Berne homme 1986 P7
40CH-h Suisse ND IPA Berne homme 1994 P17
39CH-h Suisse ND IPA Berne homme 1980 P13
37CH-h Suisse ND IPA Berne homme 1990 P13
36CH-h Suisse ND IPA Berne homme 1982 P16
35D-h Allemagne ND IPA Berne homme ND G20
34CH-s Suisse Zoo de Zirich IPA Berne macaque 1991 G15
32A-h Autriche NG IPA Berne homme 1986 P8
31CH-s Suisse Zoo de Béle IPA Berne macaque 2003 P12
29CH-s Suisse Zoo de Béle IPA Berne macaque 1997 P13
29 France Doubs CHU Besangon homme 1989 G33
25 France Doubs CHU Besangon homme 1989 P10
24 France Doubs CHU Besangon homme 1989 G33
23 France Doubs CHU Besangon homme 1986 G20
22 France Ain Oyonax homme 1988 P8
21 France Doubs Damprichard homme 1988 P11
19 France Doubs CHU Besangon homme 1988 P10
18 France Haute-Sabdne Buvilliers homme 1986 G20
17 France Doubs Bouclans homme 1987 G20
16 France Haute-Sabdne Luxeuil homme 1987 G20
14 France Jura Lons-le-Saunier homme 1987 P10
13 France Haute-Sabdne Vesoul homme 1988 G20
11 France Doubs CHU Besangon homme 1988 P20
10 France Doubs CHU Besangon homme 1986 P18
9 Suisse Canton de Zirich Zdrich homme 1981 P14
6 France Doubs CHU Besangon homme 1988 P11
4 France Doubs CHU Besangon homme 1986 P9
(403) France Jura Lons-le-Saunier homme 2000 G20
(412) France Haute-Savoie Annecy homme 1997 P2
(413) France Moselle Sarreguemines homme 2001 G23
(415) France Doubs Besancgon homme 2001 G17
(416) France Val-de-Marne Maisons-alfort homme 1999 P4
(420) France Seine —Maritime CHU Besangon homme 2000 G28
(422) France Coéte-d'Or Montbard homme 2001 P8
(425) France Haute-Sabdne Gy homme 2004 P13
(426) France Doubs Pontarlier homme 2004 G15
(427) France Haute-Sadne Villersexel homme 2005 G21
(429) France Doubs Marchaux homme 2005 P6
(432) France Doubs Pierrefontaine-les-V. homme 2004 P3
(433) France Moselle CHU Besangon homme 2003 P1
(434) France Jura Salins-les-Bains homme 2005 P11
(435) France Jura Morbier homme 2006 P20
(436) France Jura Lons-le-Saunier homme 2005 P20
(437) France Doubs Le Russey homme 2006 G15
(431) France Ardennes Charleville Méziéres homme 2004 G26
(448) France Doubs Fontaine les Clerval homme 2006 P20

D : non documenté
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5.3.1. Localisation géographique des renards et

regroupement en sous-régions

La localisation géographique de chaque renaré algenue grace au travail de terrain
des difféerentes équipes européennes. Pour lesddseallemands, francais, polonais, slovaques
et autrichiens, le nom de la commune la plus pratthéeu d’abattage était disponible. Les
coordonnées du centre des communes ont été choisiase coordonnées géographiques du
renard. Les renards tcheques et suisses ont étgeigeencés par un appareil GPS.
L’ensemble des coordonnées a été converti dangsterse géodésique WGS84 avec l'aide

du logiciel Maplinfo version 6.5.

Les renards ayant été collectés a différents etsddans les pays étudiés, ils ont été regroupés
dans des sous-régions écologiquement et topogtaghignt similaires et graphiquement
disposés sur une carte a l'aide du logiciel R ver<.6.1 et des packages sp (Pebesma &
Bivand 2008), rgdal (Keitt et al. 2008), foreigngliRoy & Bivand 2008), maptools (Lewin-
Koh & Bivand 2008) et splancs (Rowlingson & Diggleé07). Les coordonnées WGS84 ont

été transformées en coordonnées UTM31.

Un minimum de 30 échantillons a été retenu poustituer une sous-région exploitable dans

cette étude.

Les localisations des renards francais, suissdsmahds et autrichiens ainsi que les
localisations des patients francais, suisses, albeis et autrichiens ont été placées ensemble
sur une carte. Les prélevements issus des rengads &té localisés a I'aide d'un GPS et pour
les lésions humains, simiesques et le castor umigoe par un découpage administratif du
territoire (le département, le canton, le Regieslnegirke ou le lander de domicile lors du
diagnostic), I'ensemble des données de géolocalisa été regroupé. Pour donner une
représentation unifiée de I'origine géographique déférents prélévements issus du renard,
de I'hnomme et de l'animal en captivité, I'échell®erespondant aux localisations des
départements et équivalents a été choisie. Lesugéges administratifs étaient pour la
France les 96 départements francais de métropola; |a Suisse les 26 cantons, pour
'Allemagne les 32 Regierungsbezirke et pour I'Aclie les 9 Lander. Les isolatsEHl’
multilocularis ont été reliés au territoire administratif d’origide I'animal ou du patient. Un
fond de carte a été créé a l'aide du logiciel Addlstrator. Le logiciel Philcarto a ensuite

permis de positionner les échantillons afin d'étakbine carte de la distribution des
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prélevements en fonction de leur type (prélevemésass d’hotes définitifs et d’hbtes

intermédiaires hommes ou animaux).

5.3.2. PCR, analyse de fragments et analyse cladistique

des parasites adultes et métacestodes

Le polymorphisme génétique du parasite a été €td@iprés la cible microsatellite
EmsB, amplifiée dans les conditions décrites dafsableau 3et I'encadré 2 Les produits

de PCR ont été étudiés par la technique d’analggeagmentsEncadré 4).

Les profils électrophorétiques ont été pondérés ncendécritpage 77 et les distances

génétiques existantes entre les isolats étudigameadécripage 99

L’ADN des isolats de métacestodes provenant desngsopérées chirurgicalement chez les
patients et les animaux a été extrait et amplité BCR EmsB Encadré 2. Les profils
électrophorétiques des 50 isolats de patientsset léchantillons des animaux en captivités

ont été intégrés dans une analyse cladistique amapt les 596 vers adultes génotypés.

5.3.3. Etude de la distribution spatiale des différents

génotypes identifiés

La richesse (nombre de profils EmsB) et la ditéréiombre et abondance relative de
profils EmsB) de la collection d’échantillons dersseadultes ont été testées dans le but
d’évaluer l'effort d’échantillonnage fourni pour afue sous-région, avec comme unité
d’échantillonnage le renard. L’analyse de rarétactle la richesse a été représentée par des
courbes, décrivant pour une sous-region, le nomerprofils obtenus en fonction du nombre
de renards étudiés. L'analyse de raréfaction di#iviersité a été étudiée pour chaque sous-
région par la réalisation de courbes décrivantlawr de I'indice de diversité de Simpson en
fonction du nombre de renards étudiés. Cet indiesume la probabilité que deux individus
sélectionnés au hasard appartiennent a la mémeeespaur un nombre donné de renards, si
la courbe observait un plateau, un nombre raisdandiisolats avait été échantillonnés, en
revanche si la courbe n’atteignait pas de plataadeosaturation, I'effort d’échantillonnage
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n'avait pas été suffisant pour atteindre la rickess la diversité génétique maximale existant
dans la sous-région considérée.

La structuration spatiale de la diversité a I'élhetontinentale a été étudiée par la
comparaison des distances euclidiennes entre tddspgénétiques EmsB et les distances
géographiques existant entre les isolats. L’hymehé&'un isolement par la distance a été
testée par I'analyse de Mantel (Mantel 1967), Sgjapt sur la comparaison de matrices de
distances (génétiques et géographiques) et leladlcaoefficient de corrélation r basé sur
1000 réplications, avec l'aide du logiciel R versi®.6.1 et le package pgirmess (Giraudoux
2006).
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Résultats

1. Sélection des cibles

microsatellites

A la suite du criblage de la banque d’ADN génomigréalisée a partir du génome
d’E. granulosus3 cibles ont été décrites comme présentant uméintians le génotypage

d’Echinococcus EmsJ, EmsK et EmsB.

La cible EmsB était la plus polymorphe, mais soofipélectrophorétique était complexe,
présentant une série de pics, probablement d’'@igmulti-allelique (voir la comparaison

entre les profils &. granulosu$39, 116 et . multilocularisCH1 dans l&igure 6).

La 1 partie de ce travail de thése avait pour but dactériser cette cible avant d’envisager

en 2 son application en génotypage et de réaliser e d’épidémiologie moléculaire.

Les premieres analyses de fragments ont été réslmsur les 3 cibles en testant 10 isolats
d’E. multilocularis et ont permis de mettre en évidence 2 génotypas lpocible EmsJ, 1
pour la cible EmsK et 7 pour la cible EmdBdures 19 et 21 (a)
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2. Caractérisation moléculaire de

la cible EmsB

2.1. Caractérisation du motif

complexe

L’isolement de chacun des pics de I'électrophaégne EmsB par le clonage des
produits de PCR EmsB A/C a permis de clarifieriggidication des profils multiples obtenus
avec cette cible. Un total de 110 clones a été@&fpal analyse de taille des fragments, isolés
dans les colonies bactériennes. Eigure 7 montre que l'addition des fragments obtenus
permet de reconstituer un profil électrophorétidieetaille des pics correspondrait au nombre
de copies de fragments de méme taille. Le coefficike corrélation entre les intensités de

fluorescence des profils initiaux et reconstitui@tt éle 0,74.

La composition nucléotidique de 16 fragments is@lé&sé déterminée par séquencage. Les
différences de tailles révélées par les pics diilpgrorrespondaient a des variations dans le

nombre de répétitions du microsatellite présensdaiséquence EmsB A/Cdbleau 8.

Le séquencage a de plus fait apparaitre que lempophisme de la cible était encore plus
important que ne le montrait la simple analyse alketdes fragments amplifiés. En effet,
pour les 3 isolats CH1, CND et SL1, quatre fragmegiguencés ont été comparés apres leur
alignement Figure 8). Chez SL1 deux fragments présentant la méme &&tidient constitués
d’un nombre de répétitions (GT)GT), difféerent. Ce polymorphisme caché chez EmsB, non

détectable par analyse de fragment démontre laxist du phénomene d’homoplasie.
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Figure 7 : Relation entre (A) le profil complexe EmsB obtenu par la PCR fluorescente EmsB A/C de I’échantillon
CH1 et (B) la répartition des pics EmsB isolés par clonage des produits de PCR EmsB A/C de I’échantillon CH1. (C)
le coefficient de corrélation de Pearson r comparant les données d’intensité de fluorescence du profil (A) avec la

répartition des 110 clones analysés.
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Tableau 8

d’amplification de I'échantillon CH1-h

Composition des séquences microsatellites EmsB isolées par clonage a partir des produits

Taille de fragments (pb) No du clone Composition du microsatellite Taille du microsatellite (pb)
215 7 (CA)7 (GA)4 GGTG (GA)2 30
217 5 (CA)8 (GA)4 GGTG (GA)2 32
221 2 (CA)10 (GA)4 GGTG (GA)2 36
223 11 (CA)8 (GA)4 GGTG (GA)5 38
225 5 (CA)10 (GA)4 GGTG (GA)4 40
227 13 (CA)10 (GA)4 GGTG (GA)5 42
229 8 (CA)11 (GA)4 GGTG (GA)5 44
231 6 (CA)11 (GA)5 GGTG (GA)5 46
233 11 (CA)14 (GA)4 GGTG (GA)4 48
235 15 (CA)14 (GA)4 GGTG (GA)5 50
237 5 (CA)15 (GA)4 GGTG (GA)5 52
239 5 (CA)15 (GA)5 GGTG (GA)5 54
241 10 (CA)15 (GA)6 GGTG (GA)5 56
243 1 (CA)16 (GA)6 GGTG (GA)5 58
245 2 (CA)18 (GA)5 GGTG (GA)5 60
247 4 (CA)20 (GA)4 GGTG (GA)5 62
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CH1-D : TCTCACCCTCTCTCTCTCACCTCTCTCTCTGIGIGTGTGTGTGIGTGTGT GTGTGTGTGTGAGCGTGAGTG
CH1-F : TCTCACCCTCTCTCTCTCACCTCTCTCTCTGIGT ------ GIGIGIGTGIGITGTGTGTGTGAGCGTGAGTG
CH1-L : TCTCACC CTCTCTCTCTCACCTCTCTCT- - GTGTI------ GIGIGIGTGIGIGITGTGITGTGAGCGTGAGTG
CH1-G : TCTCACCCTCTCTCTCT====mmmmmmmmmmmmmmm e GIGTGIGTGTGIGTGTGAGCGTGAGTG
CND-M : TCTCACCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT =====mm === GIGIGIGTGIGIGITGTGITGTGAGCGTGAGTG
CND-E : TCTCACCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT CT =============--- GIGTGIGTGTGIGTGTGAGCGTGAGTG
CND-N : TCTCACCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT -=============---- GIGIGITGTGTGTGTGTGAGCGTGAGTG
CND-H : TCTCACCCTCTCTCTCTCTCTCTCT- = ===m=mmmmmmmmmmem GIGIGIGIGITGIGTGTGAGCGTGAGTG
SL1-W : TCTCACCTCICTCTCTCACCTCICTCTCTCTICT === === - - - -~ GIGIGTGTGTGTGAGCGTGAGTG
SL1-H : TCTCACC CTCTCTCTCTCTCTCTCTCT -=-========mmmmmmmmem- GIGIGTGTGTGTGAGCGTGAGTG
SL1-O : TCTCACC CTCTCTCTCT CT ========mmmmmmmmmmeem GIGIGIGTGTGITGTGTGTGTGAGCGTGAGTG
SL1-G : TCTCACCCTCTCTCTCTCT - - - = = = = = =mmmmmmmmmmmmeoe oo GIGIGIGTGTGTGAGCGTGAGTG

Figure 8 : Alignement de fragments EmsB isolés par clonage et séquencés pour trois isolats (CH1 : lésion humaine
suisse ; CND : lésion de rongeur canadien ; SL1 : Iésion humaine, ile de Saint Laurent, Alaska). Les fragments

SL1-H et SL1-O présentent la méme taille mais des compositions de motifs (CT) et (GT) différentes.
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2.2. Localisation de la séquence
EmsB dans le génome d’E.

multilocularis

La sonde marquée a la digoxigénine EmsB G/H, epéelmour localiser la séquence
EmsB A/C dans le génomeEl’ multilocularisa été étudiée par séquencage avant d'étre
utilisée pour I'hybridation. Deux types de fragnmeaimplifiés étaient visibles sur le gel de
séparation Kigure 9a). Une séquence de 110 pb correspondant au fraganapitfié par les
amorces EmsB G/H et une séquence de 852 pb, coamprenfragment de 110 pb, les 2
régions flanquantes du microsatellite ou sont leéak les amorces, le microsatellite, une

séquence de 508 pb, et pour finir la région flamggi@n amont du microsatelliteéigure 10).

Les 2 bandes ont été isolées du gel d’agarose gragee trousse d’extraction spécifique
(lustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification KGE Healthcare, Buckinghamshire,
Angleterre). Une nouvelle sonde EmsB G/H marquée ®Eté réalisée a partir de cet extrait,
pour permettre une hybridation spécifique limitda aonde de 110 pb.

L’hybridation a été réalisée sur les deux proddésligestion des enzymAsul etPstl. Elle a
révélé pourE. multilocularis (CH1 et CND) une bande unique d’environ 600 pbrpau
digestion enzymatiqudélul et une bande unique d’environ 500 pb p®&stl (Figure 9b).
Aucune bande n’a été détectée pour les produitigdstion des ADN dé&. crassicepgt A.

lumbricoides
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PM CH1-DIG CH1

)

23130
9416
6557

4361

2322
2027

564

pb

CH1 CND T.cra Asc.lon

Alul Alul  Alul Alul
Pstl Pstl Pstl Pstl

(b)

Figure 9 : (a) Réalisation de la sonde EmsB G/H marquée DIG (CH1-DIG) et contrdle positif (CH1) (bande d’intérét
a 110 pb et bande atypique a 900 pb), a partir de l'isolat CH1; (b) Immunodétection de I’'hybridation de la sonde

EmsB G/H marquée a la digoxigénine avec I'’ADN d’E. multilocularis digéré par les enzymes Alul et PstlI (CH1 :

Suisse ; CND : Canada), d'un autre cestode (Taenia crassiceps) et d'un nématode (Ascaris lumbricoides) et

transféré sur une membrane par Southern blotting. PM : poids moléculaire.
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1
GATGAGTGTGCCATCCA TCACGCACACTGCACTGTCTGCCCAACGTCCATCAATGCACTCTGCTCCARCGCACCTGCT|
EmsB H ' 110
CAGCACAGGC4CAGTGACACTAACTCGCACTC
EmsB G

(@)

%TEKGBATGAGTGTGCCAT%TCACGCACACTGCACTGTCTGCCCAACGTCCATCAATGCACTCTGCTCCKGIZGCACCTGCT
CTGCA%)HE(BS'%JCAGTGACACTAACTCGCACTC ACTCACGCTCACACACACACACACACACACACACAGAGAAGAGAGAGAG
AGGGTGAGAGGATGACGCF;HEBA%AGGCATGGATGATGGCGGT(‘:’PGATTGCAGTAGGGAAGGTGG CGTGGTGCAGTTGGAG
CCAGGTGGAGGAGGGACAACTGGTGGAAGGCGGATGTGGTGTTGTGGTC,GIIEAmCSJE';I'(,:ATCATCACTACGCGCGTTGTCATGGGT

GATGGCGGGCAGAGAGGTGTGCAGCCATACACGGTGGCAGAGCAGCACTECTGAGCAGGATGTGGGCTGAGGCGGCGTC
CCGACGATAGCTCAGTTGGCAGAGCGGAGGACTGTAGTTGTGGGCTGCARGCAGTTATCCTTAGGTCGGTGGTTCAAATC
CGCCTCGTCGGAGTGGTGTGGTGGTGTCATTGCGTCACCCCCTTTCTTGCTTCCTCTCACAAACACAAGCACATCCTCGCCA
CTGGCACTGCTCCTCTCTACTGCCTGCCGAGCCACACCACACGTGCCCCCATCGGCATTATTGTGGTCGTGAGACTCTCAC
GTGCCGCCTCCCTGCAGCATGGGCGTGAGTGAGCACGCGAGTGTGAGGCTITAGTGGCGGCGATGGCGGTGTAGAGGC
GTGTGEATGAGTGTGCCATCCATCACGCACACTGCACTGTCTGCCCAACGTCCATCAATGCACTCTGCTCCABCGCACCTGC

EmsB A EmsB H >y 852
TCAGCACAGG(;CAGTGACACTAACTCGCACTC
|

EmsB G

(b)

Figure 10 : (a) Séquencage du fragment de 110 pb et (b) du fragment de
852 pb, tous deux obtenus lors de la conception de la sonde DIG EmsB
G/H. Les couples d’amorces G/H et EmsB A/C sont indiqués sur la figure.
Le sens de l'élongation du fragment est indiqué par une fléeche. La

séquence indiquée en rouge représente le microsatellite.
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2.3. Agencement du microsatellite
EmsB dans le génome d’E.

multilocularis

Les PCR réalisées au moyen des amorces EmsB AlBseamorces inversées EmsB
AexdBext ONt conduit a I'obtention de profils de bandeslsugel d’agarose. Ces bandes ont été
séquencees apres leur extraction du gel. Une badadk2 kb représentait la région « inter-
fragment », une de 0,6 kb correspondait au fragreemsB A/B contenant le microsatellite,
une de 1 kb contenait 2 régions « inter-fragmeett le fragment EmsB A/B et une de 1,4 kb
comprenait 2 microsatellites et une région «iftagment » comme représenté dans la
Figure 11 Le séquencage a permis de reconstituer I'agentedss cibles sur le génome
d’E. multilocularis Ces cibles, longues d’environ 800 pb seraiemtadiées en tandem dans le
génome du parasite. Les séquences nucléotidiqusesfrdgments sont rigoureusement

identiques a I'exception de la composition et diaiée du microsatellite qui y est insére.

2.4. Estimation du nombre de
copies du microsatellite EmsB dans

le génome d’E. multilocularis

La technigue de PCR quantitative a permis a paftine gamme de plasmides
recombinants contenants un seul fragment EmsB Ad§licher la présence approximative de

10" copies de la séquence EmsB dans le génoBemtiltilocularis
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EmsB A/B EmsB A,,/B.
PCR PCR ]
A. 1 2 3 4 MW 5 6 7 N MW
1.4kb o B S esesceceeces . b
_______________ C - e 1
0.6kb _:‘-“ 3 o R Gak - !
=N = in
i 1 T T
N i 0.2kb
B.
_02kb_  _06kb _____ _ 02kb_ _.06kb
B B
51 B!ext_> AI\ —> !ext_’ AI\ — !ext_’ 3’
+«—B A <+«—B A <+«—B
C C
............................ L KD reeeeerennencerneeennnnnaaanes
—_———— . — o = 1.4KD ++— s e = o —.. —
. Unité de répétition .
(0,8 kb)
Figure 11 : (A) Produits de PCR séparés sur gel d'agarose apres

amplification de I’ADN d’E. multilocularis par les couples d’amorces EmsB
A/B et EmsB Aext/Bext. 5 et 6:

multilocularis ; 3, 4 et 7 : E. granulosus, N : contrble négatif, Mw : pour

Lignes 1, 2, échantillons E.
Molecular weight ou poids moléculaire. (B) Interprétation des bandes de
PCR a partir des électrophoréses et de I'analyse des séquences. Le sens de
I’élongation du fragment est indiqué par des fleches. Le microsatellite est

situé entre A et C.
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2.5. Recherche des
microsatellites Ems], EmsK, NAK1 et
EmsB dans le génome d’E.
multilocularis publié par I'Institut

Sanger

Apres la publication du génomekd’multilocularis(a partir de l'isolat allemand H59)
par I'Institut Sanger en 2008, la présence et hagenent des microsatellites EmsJ, EmsK,

NAK1 et EmsB dans le génomekd’'multilocularisa été recherchée.

Les séquences des microsatellites EmsJ et EmsKténetrouvées pour chacun d’eux dans
un seul fragment publié. La région flanquante eal aw microsatellite d’EmsJ présentait 2
mutations Figure 12). Les régions flanquantes d’EmsK présentaient denkbmeuses
mutations et une insertion de 15 pb au niveau @aadrce en aval du microsatellitéigure

13). Le motif de chacun des microsatellites étaitseoné.

La séquence japonaise EMms1 (N° GenBank AB10008ahmmée dans notre étude NAK1
a été trouvée en un seul exemplaire. Une mutatiété arouvée par comparaison au génome
complet de lisolat H59. La séquence microsatelitenontré une grande différence de
composition dans les motifs répétés entre les segse Ces differences seront étudiées plus

tard dans cette partie.

La cible EmsB A/C, incluant le microsatellite es legions flanquantes a été comparée a la
base de données Sanger. La séquence N° 11811 tpeestams leé-igure 14 contenait 4
microsatellites répétés en tandem et 3 séquenicesrdragments » de 508 pb.

Onze séquences ont montré le plus d’homologie (%Pavec le fragment EmsB A/C issu de
l'isolat CH1. Entre 2 et 8 microsatellites EmsB @t trouvés parmi ces 11 séquences du
génome publié, constitués de 2500 a 20 000 pbotal pour le fragment EmsB A/C comparé

a la base de données, 44 microsatellites ont@igds au sein des onze séquences présentant

une grande homologie avec ce fragment.
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Les sites de restriction des enzynidsl et Pstl permettent d’expliquer les résultats de
I’hybridation de la sonde EmsB G/H (voir sites dstriction sur l&igure 14). Les fragments
contenant le microsatellite, obtenus par la restncAlul mesuraient environ 650 pb et par
Pstl environ 500 pb. Ces tailles de fragments corredgi@mt aux spots d’hybridation

retrouvés sur la membrane de Southern blotting poague enzymd-{gure 9b).

Cette démarche originale de caractérisation débla EmsB avait donc permis d’élucider la

nature complexe de ce microsatellite multilocug€tégn tandem.
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oo el o] ] o el
710 720 730 740 750

Conti g_4805 CGATCTGCGC CGCAAAAGGT GCGCTCGCCC TCGGGTGGGC AL
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760 770 780 790 800
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Figure 12 : Comparaison entre la séquence Ems] obtenue apres
amplification de lisolat CH1 et la séquence publiée N° 4805 (Institut
Sanger). Les séquences surlignées en rouge correspondent aux amorces
Ems] A/B. La séquence surlignée en rose correspond a la séquence du

microsatellite.
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Figure 13 : Comparaison entre la séquence EmsK obtenue apres
amplification de l'isolat CH1 et la séquence publiée N° 18680 (Institut
Sanger). Les séquences surlignées en rouge correspondent aux amorces
Ems] A/B. La séquence surlignée en rose correspond a la séquence du

microsatellite.
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n S0 1-000 1-.500 2000 2.500
- hzps  E— e ——— o ——— e ———

(@)

>Conti g 0011811 (2660 pb)
GTTTGTGAGAGGAAGAGGAAGAAAGGGGGTGACGCAATGACACCACTBCHBCGAGGCGGATTTGAAC
CACCGACCTAAGGATAACT AGCTCACAACTACAGTCCTGCGBACTGAGCTATCGTCGGAC
GCCGCCTCAGCCCACATCCT AGCTCAGTGCTGCTCTGCCAGIRITERACACCTCTCTGCCCGCC
ATCACCCATGACAACGCGCGTAGTGATGATAGTCATGACCACAATECGACATCCACCAGTTGTCCCTC
CTCCACTGGCTCCAACTGCACCATACCTTCCCTACTGCAATGACCGCCATCATCCATGCCTGTCTGCG
TCATGCTCTCACCCTCTCTCTCTCTCTETCTETETCTE TGTGTGAGUGAGEGCGAGTTAGTGTCACTGG
CCTGTGCTGAGCAGGTGCGCGTGGAGCAGAGTGCATTGATGGABGATBGEGCAGTGTGCGTGAIG
TGGCACACTCATCCAGBCCTCTACACCGCCATCGCCGCCACTACAACCGCCTCACACTCGIITACTC
GCcCATIAGGGAGGCGGCACGTGAGAGTCTCACGACCACRBASSTGGGGGCACGTGTGGTGTG
GCTCGGCAGGCAGTAGAGAGGAGCAGTGCCAGTGGCGAGGATATEGTEABAGGAAGAGGAAGAAAG
GGGGTGACGCAATGACACCACCACACCACTCCGACGAGGCGGAATTGASCTAAGGATAACTCIlIGCT
TCACAACTACAGTCCTCCGCTCTGCCAACTGAGCTATCGTCGGATGAGCCCACATCCTAETCA
CAGTGCTGCTCTGCCACCGTGTATGGCTGCACACCTCTCTGUUARII GACAACGCGCGTAGTG
ATGATAGTCATGACCACAACACCACATCCGCCTTCCACCAGTTG TUOATBTI GGCTCCAACTGCACCAC
GCCACCTTCCCTACTGCAANTGACCGCCATCATCCATGCCTGTCTGCG TCATCCTCTCACCCTATITCTC
CTCTGTCTCTETGTCTCTETETGTCTCTETETGTGTGAGCGTGAGEBEETAGTGTCACTGGCCTGTGC
TGAGCAGGTGCGCGTGGAGCAGAGTGCATTGATGGACGTTGGGGBBBTAEECGTGATSTGGCACA
CTCATCCACABCCTCTACACCGCCATCGCCGCCACTACAACCGCCTCACACTCGIUETACTLCCATG
G GGAGGCGGCACGTGAGAGTCTCACGACCACAATAATG GOGBIATETGTGGTGTGGCTCGGC
AGGCAGTAGAGAGGAGCAGTGCCAGTGGCGAGGATGTGCTTGTGAGRAPEMNGGAAGAAAGGGGGTGA
CGCAATGACACCACCACACCACTCCGACGAGGCGGATTTGAACORBGEATBACTGC GCTC
ACAACTACAGTCCTCCGCTCTGCCAACTGAGCTATCGTCGGACGAGGTTACATCCTG CTCAGT
GCTGCTCTGCCACCGTGTATGGCTGCACACCTCTCTGCCCGCCATRACTTIGCGCGTAGTGATGATAG
TCATGACCACAACACCACATCCGCCTTCCACCAGTTGTCCCTCC BIRAIAACTGCACCATRBCCT
TCCCTACTGCAARTGACCGCCATCATCCATGCCTGTCTGCG TCATCCTCTCACCCTUTABTIEICTC
TCTCTCTCTETGTGTCTCTETGTGTCTCTETETGTGTGAGCGTGBGBASITAGTGTCACTGGCCTGTG
CTGAGCAGGTGCGCGTGGAGCAGAGTGCATTGATGGACGTTGGBEBSBTUBABECGTGAGEIGGCAC
ACTCATCCACAGCCTCTACACCGCCATCGCCGCCACTACAACCGCCTCACACTCGUITACTBICCAT
GGGAGGCGGCACGTGAGAGTCTCACGACCACAATAATGGUGAIACGTGTGGCGTGGCTCGG
CAGGCAGTAGAGAGGAGCAGTGCCAGTGGCGAGGATGTGCTTGAGAGBARGAGGAAGAAAGGGGGTG
ACGCAATGACACCACCACACCACTCCGACGAGGCGGATTTGAAGTNGGEXTAACTG GCT
CACAACTACAGTCCTCCGCTCTGCCAACTGAGCTATCGTCGGACGAGGOCACATCCTG CTCAG
TGCTGCTCTGCCACCGTGTATGGCTGCACACCTCTCTGCCCGCONTEACAACGCGCGTAGTGATGATA
GTCATGACCACAACACCACATCCGCCTTCCACCAGTTGTCCCTCTBGTATTAACTGCACCATACC
TTCCCTACTGCAARTGACCGCCATCATCCATGCCTGTCTGCGTCATCCTGTCACCCTUDATBTIETC T
CTCTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

(b)

Figure 14 : (a) Séquence N° 11811 de 2660 pb publiée par I'Institut
Sanger, montrant 4 microsatellites EmsB répétés en tandem ; (b) les
séquences microsatellites (bleu) présentaient un nombre de copies
variables entre les deux motifs (CT) et (GT). Les amorces EmsB A et C
sont indiguées en vert. Les sites de restriction sont surlignés en rose pour
I'enzyme Alul (AG#CT) et en rouge pour Pstl (CTGCA#G), # étant le site

de coupure.
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3. Validation de la technique de
typage basée sur le
polymorphisme de la séquence
EmsB

3.1. La sensibilité de

I'amplification

L’amplification de la cible EmsB, réalisée avec gnadient d’ADN (1 ng a 1 fg) a
permis de déterminer que la quantité minimale rezges pour une PCR EmsB efficace était
de 1 fg d’ADN.

3.2. La spécificité de

I'amplification

L’ADN des hotes principaux du parasite (rongeusmime et renard) n'a pas été

amplifié avec les amorces EmsB A/C.

Les isolatsE. granulosusensu strictpE. canadensisE. vogeliet E. shiquicusont fourni des
résultats positifs pour I'amplification d’EmsBFifure 15). Pour le reste du panel
d’helminthes, un pic unique a été observé pouplais deTaenia saginat4233 pb pour les
échantillons p9 et p10) et l'isoldkenia crassicep@17 pb). Une série de pics comparables a

ceux dEchinococcuspp. a été trouvee pour un troisieme isolal deaginata(p3), ainsi que
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pour Taenia taeniformigp8). Aucun des nématodes et aucun des protozotestes n'a

montré d’amplification positive pour la cible EmsB.

3.3. Reproductibilité et

répeétabilite

La Figure 16 montre les électrophorégrammes de 3 échantilloBs multilocularis
(1AL : rongeur d’Alaska, 31CH : homme suisse et 16enard allemand), réalisés sur
lautomate CEQ 8000 (Beckman Coulter, Fullerton,)C& Besancon (France) et sur
lautomate ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, FwosCity, CA) a Berne (Suisse). Le
coefficient r a été calculé entre chaque pic derlacence constituant le profil et était
compris entre 0,92 et 0,99 € 0,001).

La répétabilité des techniques a été testée sswldi 302PL et amplifié dans 5 tubes
réactionnels différents. Aprés normalisation desfils; la déviation standardo] calculée
avec les distances génétiques de ces 5 répétitimitsdec = 3,1 x 10 pour les résultats
obtenus sur l'automate ABI Prism 3100 et 6,3 X pur 'automate Beckman CEQ 8000.
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Taille de fragments (paire dedsas
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Figure 15 : Electrophorégrammes des analyses de fragments de la cible
EmsB pour E. multilocularis (CH1 : Suisse, héte homme), E. canadensis
(M110 : Mauritanie, hote dromadaire), E. granulosus sensu stricto (A314 :
Algérie, hote ovin), E. shiquicus (06QHO02 : province du Qinghai, Chine,

hote pika) et E. vogeli (n21 : Colombie, hote rongeur).
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ille de fragments (paire de bases)

1AL

31CH

116D

209

213

217 —
221
225 —
229
233

237
241 —

Figure 16 : Comparaison entre les électrophorégrammes réalisés avec les
automates (a) Beckman CEQ 8000 et (b) ABI Prism 3100 pour 3 isolats

116D : isolat allemand, hote renard).
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3.4. Stabilité dans le temps

La souche &E. multilocularisF AUB-2, maintenue par des inoculations successive
chez différentes gerbilleSTébleau 4 a été testée en amplifiant la cible EmsB A/C p8ur
isolats prélevés sur un intervalle de 7 mois, darsit d’évaluer la stabilité du microsatellite
dans le temps. La comparaison des électrophorégeanties 3 Iésions est montrée dans la
Figure 17. La moyenne des distances génétiques entre lesolats, calculée aprés
normalisation du profil était de 0,0266 et la déwviastandard de 0,0177. Un seuil de distance
géneétique a été calculé a partir de ces résultaggoritant 3 déviations standard a la moyenne
des distances génétiques existant entre les 3sshla valeur seuil était alors a 0,08. Cette
valeur minimale a été retenue pour différencieridekats tres semblables. En dessous de ce
seuil les échantillons sont considérés comme saEtdimilaires soit identiques. Au-dela de ce

seuil, les échantillons sont considérés comme gpreghent différents.

3.5. Amplification par PCR des

pré-feces et feces terrain

Douze prélevements coprologiques rectaux ont téidiés parmi le panel de renards
collectés sur les plateaux de Maiche et Morteas. diBles EmsBet ND1 ont été étudiées
dans le but de tester leur sensibilité d’amplifmatpour la détection du parasite dans les feces
du renard. Les résultats des amplifications sorésgmtés dans |dableau 9 Neuf
prélévements de renards positifs (charges panasitaitestinales entre 2 et 680 vers adultes)
et trois pré-feces provenant de renards non pésasint été testés. La majorité des
prélevements effectués chez les renards positifsosg révélés positifs pour EmsB, a
I'exception du renard portant une charge de 2 Meascible ND1 n’a pu étre amplifiée que
pour 3 prélevements, a partir de charges parasstairpérieures ou égales a 170 individus.
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L’ensemble des féces prélevées sur le terrain testé pour les cibles ND1, BG1/3 et EmsB.
Un seul échantillon sur 31 féces terrain a étéviopositif pour les trois cibles (identifié
commeE. multilocularisa 98 % pour ND1 et 94 % pour BG1/3).

La persistance d’inhibiteurs de PCR a été misevategce pour 2 féces terrain négatives.

La Figure 18 reprend quelgques exemples de profils électropiypes obtenus par

amplification de la cible EmsB A/C sur des versltfy des pré-feces et féces terrain.
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Figure 17 : Test de stabilité dans le temps des profils électrophorétiques
du microsatellite EmsB. La souche F AUB-2 a été successivement inoculée
a différentes gerbilles et extraite sur une période de 7 mois (F AUB-2 :
(500) mars 1991, (501) mai 1991 et (502) février 1992. Le tracé
rouge correspond au marqueur de taille. Les électrophorégrammes ont été

réalisés sur I'automate CEQ 8000 (Beckman Coulter, Fullerton, CA).



Résultats

Tableau 9 : Panel de pré-feces étudiées par copro-PCR ND1 et EmsB chez

9 renards du Haut-Doubs parasités par E. multilocularis et 3 témoins non

parasités. La charge parasitaire comprend le nombre de vers estimé par

renard, (+) identification du ver E. multilocularis / résultat positif sur gel

d’agarose et confirmé par séquencage (pour le marqueur ND1) ou par

analyse de fragments (pour le marqueur EmsB), (-) pas de ver trouvé a la

surface de la muqueuse intestinale / amplification négative.

Charge Diagnostic Copro-PCR  Copro-PCR
Code renard parasitaire morphologique ND1 EmsB
RU1 0 ) ) )
RU2 0 ) ) ()
Gant Velage 7 0 () () )
RU4 2 (+) ) ()
MORS8 4 (+) Q) (+)
Gant Blanc 3 30 (+) ) (+)
Gant Velage 8 110 +) ) (+)
M7 170 (+) (+) (+)
M6 coupé 180 (+) () (+)
Gant Velage 4 410 (+) (+) (+)
Gant Velage 6 680 (+) ) (+)
M5 630 (+) (+) ()
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Taille des fragments (pb)
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Figure 18 : Analyses de fragments de la cible EmsB comparées entre un
ver E. multilocularis isolé (renard M5), 3 pré-feces (M5, M7 et Gant Velage
8) et une selle prélevée sur le terrain (F23). L'automate utilisé pour
réaliser I'analyse est indiqué a droite de la figure (ABI Prism 3100, Applied
Biosystems et CEQ 8000, Beckman Coulter).
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4. Comparaison du pouvoir
discriminant de différentes cibles

microsatellites

4.1. Les microsatellites simple-
locus Ems], EmsK et NAK1

L’analyse de fragments des microsatellites Em$&netK a mis en évidence 2 alleles
pour chaque cible, dans le panel mondial d'écHans| constituant des génotypes
« homozygotes » (alléles unique a 152 pb pour Eehs248 et 252 pb pour EmsK), et un
génotype « hétérozygote » uniquement chez EmsJ-1852pb) Figure 19). Le panel
européen était représenté par deux génotypes «Zygates » (EmsJ : 152 pb ; EmsK : 248
pb). Le génotype « hétérozygote » EmsJ a été nairpaur I'ensemble des isolats d’Alaska,
du Canada, de Chine et du Japon. Le génotype En¥0 b n'a été trouvé que chez un
isolat d’Alaska. Le reste du panel mondial présanten génotype EmsK a 248 pb. Le taux
d’hétérozygotie fourni par I'étude du marqueur Emmit de 33 %Tableau 10.

L’indice de discrimination de Hunter (D) était dg8D pour EmsJ, avec 2 groupes constitués

et 0,03 pour EmsK avec 3 groupes.

Un échantillon suisse n'a pas pu étre amplifié pawible EmsK.

Le microsatellite NAK1, issu de la littérature & éti étudié a partir d’autres amorces que
celles publiées en 2003 par Minoru Nakao et coliatenirs (Nakao et al. 2003). La définition
des amorces au Laboratoire de Besancon a étééeéaismnt cette publication, a partir des
séquences disponibles sur la base de données QernBenamplifications ont alors fourni

des tailles de fragments différentes de cellesitgdgoar I'équipe de Nakao. Une différence de

30 pb a été observée et correspondait a I'utibsaspécifique de nos amorces.
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Deux nouveaux alleles ont été décrits par I'étudepdnel mondial, portant & un total de 5
alleles pour ce microsatellité-igure 20). Cing génotypes « homozygotes » ont été décrit :
189 pb trouvé uniquement chez les échantillongaibg, 192 pb trouvé en Amérique du Nord
et en Suisse, 195 et 198 pb largement retrouvéawmigas échantillons et 201 pb trouvé
uniquement en Suisse. Deux génotypes « hétéroz/gatat eté décrits : 195-198 pb trouve
en Alaska et en Europe et 198-201 pb trouvé unigmé®n Pologne. Le taux d’hétérozygotie
calculé était alors pour la cible NAK1 de 5,88 Paljleau 10.

L’indice de discrimination de Hunter (D) était d&® avec 7 groupes constitués.

Un total de 7 isolats d’Alaska n’a pas pu étre aiiépmalgré l'utilisation de I'enzyme de
haute fidélité AmpliTaqg GOLD (Applied Biosystemsdter City, CA).
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Tableau 10 : Résultats de I'analyse de fragments des microsatellites Ems], EmsK et NAK1. Code pays = AL :
Alaska; CND: Canada; RPC : Chine; J: Japon; F: France; CH : Suisses; D: Allemagne; A: Autriche; PL : Pologne;
CZ: Tchéquie; SK: Slovaquie; NL: Pays-Bas. Animal héte = r : rongeur; h: homme; m: singe (monkey); F: renard

(fox). aNA : non amplifié.

Alléles EmsJ Alléles EmsK Alleles NAK1

Pays- No. Homoz. Hétéroz. Homoz. Homoz. Homoz. Homoz. Homoz. Homoz. Homoz. Hétéroz Hétéroz.
héte diisolats 152  152+155 248 255 NA 189 192 195 198 201  195+198 198+201 NA
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Taille de fragments (paire de bases)
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Figure 19 : Electrophorégrammes des loci d’'Ems] (152 et 155 pb) et EmsK
(248 et 250 pb), réalisés avec le séquenceur automatique ABI Prism 3100
(Applied Biosystems, Foster City, CA). A : génotype européen; B

génotype asiatique, d’Alaska et du Canada et C : génotype d’Alaska

(trouvé chez un seul isolat).
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Taille de fragments
(paire de bases)
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Figure 20 : Electrophorégrammes des loci NAK1 (192 a 201 pb), réalisés
avec le séquenceur automatique ABI Prism 3100 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Origines géographiques des isolats présentant les
génotypes A a G ; A : Chine ; B : Alaska, Canada et Suisse ; C : Alaska,
Japon, Suisse, Allemagne, Autriche, Tchéquie Pays-Bas ; D : Japon et

Europe; E : Suisse; F : Alaska, Suisse Autriche et G : Pologne.
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4.2. Le microsatellite multilocus
EmsB

La cible EmsB a été amplifiée avec succes poutotalité du panel. Un profil
électrophorétique complexe a été obtenu pour chesglet, fournissant un total de 17 alleles
(209 a 241 pb). Les profils électrophorétiques @paux retrouves parmi les isolats du panel

mondial sont donnés dansHagure 21a

Les données obtenues sur l'automate ABI Prism 3diti0été retenues pour construire le

dendrogramme des distances génétigbigie 21b).

La robustesse des regroupements a été testée @agitération de la construction de I'arbre
1000 fois. Le groupe extérieur constitué par 2 gtilhens d’E. granulosusa permis d’obtenir

une valeur maximale de 0,5 de distance génétique.

Le seuil de distance génétique, déterminé lorsédaluation de la stabilité des profils EmsB,
a été appligué au dendrogramme pour permettre stmglier des assemblages de profils.
Parmi I'ensemble des échantillons, 29 assemblaggwafils ont été distingués. L'indice de

discrimination de Hunter était alors de 0,94.

Trois grands groupes régionaux ont été définisrérle ce dendrogramme : Alaska, Asie et
Europe. A Tlintérieur de ces groupes regionaux,fédints profils se distinguaient.
L’assemblage A regroupait 12 des 13 échantillonalagka. Les assemblages B et C
représentaient le groupe asiatique (respectivetitggtain et japonais). Les assemblages D a
H représentaient les échantillons européens. Replication de la valeur de distance
génétique au dendrogramme, 23 assemblages ontig&Enngévidence parmi le panel des 51

isolats européengigure 21).
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Figure 21 : Regroupement hiérarchique des isolats du panel mondial d’E. multilocularis a partir des
résultats d’EmsB. (a) Exemple d'électrophorégrammes obtenus grace a I'automate ABI Prism 3100
; (b) dendrogramme réalisé grace aux données génétiques EmsB. Le pourcentage de réitérations
donnant cet agencement des isolats sont donnés aux noeuds de chaque branche. Les 3 rectangles
rouges montrent les isolats de I'lle St. Laurent (supérieur), les isolats d’Asie et d’Amérique du Nord
(moyen) et les isolats européens (bas). Les électrophorégrammes correspondent dans l'arbre au
profils (A) du Saint Laurent, (B) tibétain, (C) japonais, et (D) a (H) principaux européens. Isolats
500, 501 et 502 (souche F AUB-2) maintenues in vivo par passages successifs chez Meriones
unguiculatus. Groupe extérieur : E. canadensis (116, dromadaire, Mauritanie) et E. granulosus

sensu stricto (539, ovin, Algérie). Ligne rose : seuil de distance génétique (0,08).
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5. Etude de la diversité génétique
du parasite E. multilocularis a
difféeérentes échelles

géographiques

5.1. Echelle micro-locale :
étude de populations de parasites
isolées de rongeurs capturés dans

un méme champ

La diversité génétique a été étudiée entre déstssde métacestodes issus de rongeurs
spatialement liés. Les rongeurs du champ de Fripont présenté les mémes génotypes EmsJ
(152 pb), EmsK (248 pb) et NAK1 (195 plfigures 19 et 20). Dix lésions sur onze ont
présenté le méme profil EmsBigure 21). La moyenne des distances génétiques entre les
profils EmsB était de 0,05 et de 0,02. Par comparaison a cette situation rer@®ren
Europe, 10 lésions de rongeurs d'un champ présageddga ont été étudiées de la méme
maniére. lls présentaient tous le méme génotypel Eirs?-155 pb), 9 sur 10 présentait le
génotype EmsK (248 pb et 1 isolat a 255 pb). L'aficption de NAK1 n’a été possible que
pour 4 lésions, malgré l'utilisation de difféerent@BDN polymérases, I'emploi de différents
couples d’amorces et de conditions d’amplificatiliiférentes (données non montrées). Trois
isolats présentaient le méme génotype NAK1 (192tpbisolat & 195 pbJ-{gures 19et 20).
Sept lésions sur dix ont présenté le méme profsBifrigure 21). La moyenne des distances

génétiques entre les profils EmsB était de 0,0956dx 0,06.
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5.2. Echelle locale : étude d'une
population de parasites hébergés
par des renards des Ardennes

francaises

Cent quarante vers ont été isolés de 25 renanstia du panel initial des 79 renards
infestés pakE. multilocularis Vingt-et-un renards présentaient des chargesipairas basses
a moyennes et 4 de fortes chargéableau 11). Le renard R03056 présentait une forte
charge, mais seulement 5 vers entiers et gravideploétre isolés. L'ensemble des renards

étudiés portait une biomasse parasitaire totatE78897 vers.

5.2.1. Le microsatellite multilocus EmsB

Le panel dE. multilocularis présentait deux assemblages EmsB principaux A, et B
dont les électrophorégrammes sont présentés ddriguee 22a Ces deux assemblages ont
été identifiés par analyse de regroupement hiéiguelet présentaient entre eux une distance
génetique de 0,21F(gure 22b). Le seuil de distance génétique de 0,08 a été&qagpau
dendrogramme, permettant de différencier six soasges ou profils EmsB parmi les 2
assemblages A et B. Ces profils ont été nommeée, dans laFigure 22b et leurs effectifs
sont détaillés dans l@ableau 11 Deux sous-groupes appartenaient a l'assemblage A,
représentant 26,4 % du panel d’échantillons. Cefilprétaient caractérisés par un allele a
215 pb suivi d’'une série d’alleles de 225 a 239@matre profils appartenaient a I'assemblage

B (73,6 % du panel) et étaient caractérisés pasarie d'alleles rangés entre 225 et 235 pb.

Le profil d a été retrouvé chez 19 renards sur un total dadd¥sidus. Sept renards portaient
des vers correspondant aux 2 assemblages A et 8 renards hébergeaient des vers

appartenant a 2 sous-groupes d’un méme assemblagledu 171).
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Tableau 11 : Description et caractéristiques du panel de renards roux
ardennais et de leurs charges parasitaires respectives. Les codes des

renards soulignés représentent les charges parasitaires hautes (> 10000

vers).

Assemblages
Code Code Charge Date de  No.de EmsB Génotypes NAK1
renard régiorf Enf totale prélévement vers A B 195 198 201 198-201 NA
R02030 [55] 4247 24/02/2002 5 0 5° 0 5 0 0 0
R0O3056 [08] 18630 10/02/2003 5 0 5° 0 5 0 0 0
R03061 [08] 1290 09/03/2003 5 0 57 0 0 0 0 5
R03064 [08] 1797 04/04/2003 5 0 5° 0 4 0 0 1
R04126 [08] 1230 02/11/2004 5 3L 208 3 1 0 0 1
R04131 [08] 46 19/11/2004 5 0 5P:3 0 5 0 0 0
R04136 [55] 30 07/12/2004 5 0 57 0 0 0 0 5
R04138 [08] 190 18/12/2004 5 0 5° 0 4 0 0 1
R05147 [08] 16510 15/01/2005 10 & 283 0 10 0 0 0
R05149 [08] 14 30/01/2005 5 3t 2 3 2 0 0 0
R05151 [08] 1430 07/02/2005 5 0 5° 0 5 0 0 0
R05152 [08] 38 13/02/2005 5 0 5p:3 0 3 1 0 1
R05153 [08] 2470 14/02/2005 5 0 5° 0 5 0 0 0
R05154 [08] 4697 15/02/2005 5 1 4P 1 4 0 0 0
R05156 [08] 3522 16/02/2005 5 0 5P 0 5 0 0 0
R05157 [08] 420 17/02/2005 5 1 4p:3 1 4 0 0 0
R05161 [08] 1820 03/03/2005 5 % 3rd 2 3 0 0 0
R05163 [08] 26 07/03/2005 5 0 5° 0 5 0 0 0
R05164 [08] 18 10/03/2005 5 0 5° 0 0 5 0 0
R05167 [08] 6520 27/04/2005 5 5t 0 0 5 0 0 0
R05169 [08] 117 04/05/2005 5 0 5p:3 0 4 0 0 1
R05170 [08] 73380 13/05/2005 10 4 k3 0 0 4 6 0
R05172 [08] 4870 16/05/2005 5 0 5P:3 0 5 0 0 0
R05173 [08] 32520 10/06/2005 10 10%¢ 0 10 0 0 0 0
R05174 [08] 65 13/06/2005 5 0 5° 0 5 0 0 0

3Code région : [08] pour les Ardennes, [55] pouMause,"Em, E. multilocularis °NA,
amplification non réussieq, 3, V, 0, €, et pour les sous-groupes des assemblages EmsB A
et B.
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Figure 22 : (a) Electrophorégrammes des analyses de fragments de la cible EmsB
réalisées a partir du panel d’isolats de vers adultes des Ardennes, obtenues grace a
l'automate ABI Prism 3100. Les principaux profils représentent |'assemblage A pour
I’électrophorégramme du bas et I'assemblage B pour I’électrophorégramme du haut ; (b)
Dendrogramme des données génétiques d’EmsB analysées par regroupement
hiérarchique. Les pourcentages de réitération sont donnés a chaque nceud de l'arbre.
Groupe extérieur : E. canadensis (116, dromadaire mauritanien) et E. granulosus sensu
stricto (539, ovin algérien). Les isolats 500, 501 et 502 (souche F AUB-2 maintenue in
vivo chez Meriones unguiculatus) par différents passages successifs, ont permis d’obtenir
la valeur du seuil de distance génétique (0,08). Les 6 rectangles bleus en pointillé se

réferent aux sous-groupes des assemblages A et B (a, B, v, , € et 0).
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5.2.2. Le microsatellite simple-locus NAK1

L’amplification du microsatellite NAK1 n’a été psible que pour 125 vers sur les 140
au total ; les 15 échantillons non amplifiés étaisus d’assemblage B. Trois alléles
constituaient 3 génotypes « homozygotes » (195,e198)1 pb) et 1 « hétérozygote » (198-
201 pb) Tableau 11 et Figure 23). Seuls les vers présentant un assemblage EmsBt A o
présenté le génotype 195 pb, alors que les géroth@e et 201 pb ont été retrouvés pour les
2 assemblages EmsB. Le génotype « hétérozygot8-2AB pb a été trouvé uniqguement chez
le renard R05170, présentant la plus forte chasgasiaire (73380 vers). De plus, ce renard

était colonisé par des vees multilocularisde 3 profils EmsB différent§ @bleau 17).

Pour étudier la genese du génotype « hétérozyga?é nouveaux vers gravides ont été
etudiés pour le renard R05170. Le scolex et leglptiis ont été séparés par dissection sous la
loupe binoculaire Kigure 24). L’ADN des 2 parties a été extrait puis amplifiar PCR et
étudié par analyse de fragments de maniére sépRoge.chaque individu, le scolex et la
partie gravide présentaient le méme génotype NAKIE enéme assemblage EmsB. Vingt
vers disséqués ont présentés un assemblage EmsBrBgénotype NAK1 « hétérozygote »
198-201 pb, profil génétique déja trouve lors deudle des 10 vers entiers chez ce renard.
Cing vers présentaient un profil d’'assemblage Airetgénotype 201 pb, également trouvé
auparavant chez ce renard. Un ver a présenté umeaoumotif pour ce renard, avec un

assemblage B et un génotype 198 pb.

Le séquencage de chaque allele NAK1 a été rédlis eséquences nucléotidiques ont été
comparées aux alleles publiés dans la base GenBagkre 25. Deux vers ont été
séquencés pour NAK1 195 pb- EmsB A. Pour 198 plerS A et 5 vers B ont été étudiés.
Pour 201 pb, 1 ver pour A et 2 vers pour B ontaftéisis. Pour les vers ardennais et les
séquences publiées suisse (EU044716) et allemd&tide4d715), le polymorphisme de la
cible a été détecté au niveau du second tripletQCAes séquences publiées polonaise
(EU044717) et japonaise (AB100031) ont présentatéa sites de mutatiofigure 25).

Le phénomene d’homoplasie chez NAK1, suspecté pesiralleles partagés entre les 2
assemblages EmsB n’a pu étre mis en évidence. fen laf présence de mutations non
détectables en analyse de fragments aurait puuedigue ces alleles apparemment partagés

entre les deux assemblages EmsB représentaie@al@é des alleles différents.
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Taille de fragments (paire de bases)
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Figure 23 : Electrophorégrammes des loci NAK1 réalisés a partir des
isolats de vers adultes des Ardennes, grace au séquenceur automatique,
ABI Prism 3100. Les pics a 195, 198 et 201 pb représentent des
génotypes « homozygotes » et |'association des pics a 198 et 201 pb,

trouvés chez le renard R05170 constitue le génotype « hétérozygote ».
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Figure 24 : (A et B) Dissection de 2 vers adultes d’Echinococcus
multilocularis isolés chez le renard ardennais R05170. Le site de coupure a
été choisi au niveau du cou du parasite (entre le scolex (a) et le strobile
gravide (b)).
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Position des nucléotides

EU044716 (201 pb)
RO5170-4 (201 ph/A)
RO5164-4 (201 ph/B)
R05164-10 (201 pb/B)
EU0447172 (198 pb)

RO5147-3 (198 ph/A)
RO5147-1 (198 ph/A)
RO5147-8 (198 pb/A)
R05147-11 (198 pb/A)
RO5167-5 (198 pb/A)
R05147-10 (198 pb/B)
RO5151-4 (198 ph/B)
RO5156-3 (198 ph/B)
R03056-3 (198 ph/B)
R02030-3 (198 ph/B)
AB1000313 (195 ph)

EU044715% (195 ph)
RO5149-6 (195 ph/A)
RO5154-5 (195 ph/A)

1

75

CACCACOECCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTACTACTACTACTACTACTATTATTAT

C ACCACRCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACGECCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACGECCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACGSCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCAC-- TACTACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACRCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCAC-- TACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACRCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCAC-- TACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACOECCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACACCAG-- TACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACRCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACACCAG-- TACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACRCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACACCAG-- TACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACOECCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACACCAG-- TACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACOECCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACACCAG-- TACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACOECCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACACCAG-- TACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACGSCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCAC-- TACTACTACTACTACTACTACTATTAT
C ACCACGECCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCAC-- TACTACTACTACTACTACTACTATTAT

CACCACOECAECCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTACTAG----- TATTAT

C ACCACGSCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACAAG-----
C ACCACGSCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACAAG-----

TACTACTACTACTACTACTACTATTAT
TACTACTACTACTACTACTACTATTAT
TACTACTACTACTACTACTACTATTAT

Figure 25 : Alignement des séquences NAK1 obtenues a partir des isolats des Ardennes par le logiciel BioEdit.

Alléles NAK1 en pb / Assemblages EmsB : entre parentheses pour chaque isolat.

R: double pic G/A, non confirmé par clonage. Seul le pic G a été retrouvé apres séparation des fragments par

clonage.

Séquences de références d’origine 'suisse, *polonaise, *japonaise et “allemande.
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5.2.3. Génotypage de la cible mitochondriale ATP6

L’ADN de 32 isolats a été séquencé pour la ciblePB, a partir des 25 renards du
panel ardennais (1 ver par assemblage EmsB eepard). Les séquences nucléotidiques ont
été comparées a la séquence de référence (AB27{3@bBjeau 12. Trente isolats ont
présentés 100 % d’homologie avec cette séquenchkéeulSeuls 2 vers ont présentés 1
mutation. Ni les assemblages EmsB, ni les génotiffds1l n'ont pu étre distingués par ce

séquencage.
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Tableau 12 : Identification des mutations apres séquencage du gene
codant pour I’ATPase 6 déshydrogénase (N° d’accés GenBank AB027557),
d’aprés I'étude d’un ver par assemblage EmsB et par renard dans le panel

d’isolats des Ardennes.

No. renard Geéne ATPase 6 déshydrogenase
N AA N AA
63 22 376 120
A Ser G Ala
R05170-16 G Gly
R05172-3 A Thr
N: Nucléotide

AA: Acide aminé
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5.3. Echelle continentale : le

foyer européen

5.3.1. Etude de la distribution des génotypes d’E.

multilocularis dans un panel de renards européens

Les renards géoréférencés ont été regroupésradessbus-regions écologiquement et
topographiqguement semblables. Neuf sous-régionsoupgnt au minimum 30 verk.
multilocularis ont été décrites : les Ardennes, le Nord de I'ishe, la Suisse, le Jura Souabe,
la Baviere, le Centre de la Slovaquie, I'Ouestal@dhéquie, la région des Tatras (Est de la
Slovaquie et Sud de la Pologne) et le Nord de laghe Figure 26). L'ensemble de ces
sous-régions regroupait au total 571 vers adufiessi de 123 renards. Les vers issus des
renards du Doubs et de Lorraine n’ont pas été sndans les analyses de distribution spatiale
de la diversité génétique car I'’échantillon n'étms assez important (7 vers pour le Doubs et

18 pour la Lorraine).

5.3.2. La diversité génétique d’E. multilocularis en

Europe

Les profils électrophorétiques de la cible EmsBenbs pour les isolats européens ont
été étudiés grace a lanalyse de regroupement rbidgae. La réalisation d'un
dendrogramme a partir de ces données génétiquéapetication du seuil de distance
génétique ont permis de mettre en évidence 32 upgroents ou assemblages de profils au
sein de la collection d’échantillons des 9 sousergg) Figure 27). Ces assemblages de

profils regroupaient pour chacun entre 1 et 90.vers

La composition génétique des v&rsmultilocularisde 86 renards, pour lesquels un minimum

de 5 vers était disponible a été étudiée. Cinquamteenards (65% du panel) hébergeaient
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des versE. multilocularisappartenant a un seul profil EmsB et 30 renar8%o(8u panel)
présentaient une population mixte (2 a 3 profils).

Pour I'ensemble du panel, la distribution des fsqdar sous-région est listée dan3 &bleau

13 et graphiguement présentée dang-igure 28 Six profils ont été trouvés de maniére
dominante parmi I'ensemble des échantillons (pareodécroissant d’'importance relative
GO05, G23, G28, G07, G26 et G21). Entre 38 et 96 gwient regroupés parmi chacun de ces
6 profils, représentant 69 % du panel total. Lefip®26 n’a été retrouvé que dans la sous-
région des Ardennes alors que les groupes G05, G238, G07 et G21 ont été trouvés sur des
aires géographiques bien plus étendkégufe 28). Par exemple, le regroupement G05 a été
trouvé dans le Nord de I'Autriche, le Jura Soudeg,Ardennes, I'Ouest de la Tchéquie, la
région des Tatras et le Centre Slovaqui@ableau 13. Malgré une large distribution
géographique, les électrophorégrammes EmsB de @i @05 étaient particuliérement
similaires. La moyenne des distances génétiques # isolats de profil GO5 était de 0,039
et la déviation standard de 0,0123. Pour mémarepmparaison des électrophorégrammes
des 3 isolats de la souche F AUB-2, maintemugivo pendant 7 mois avaient fourni une

moyenne de distance génétique de 0,0266 et unatibévstandard de 0,0177.

La diversité génétique des populationE.dnultilocularisétait plus importante dans les sous-
régions situées au Centre de I'aire d’étude. Daasune des 4 sous-régions periphériques, un
profil dominant a été trouvé : G23 pour le Centiev&quie, G28 pour les Tatras, GO7 pour le
Nord Pologne et G26 pour les Ardennes, représeplastde la moitié des effectifs de ces
sous-régions. (Respectivement : 83%, 51%, 83% %) 5En revanche seule la sous-région
de la Baviere, dans la zone centrale était reptésgrar un profil dominant (G28, pour 52%

des isolats de la sous-région Bavierfigkleau 13.

Pour finir, 14 profils EmsB ont été décrits de néaaiendémique au sein des 9 sous-régions
considérées et parmi ceux-ci 7 ont été représelet@saniere unique (chez un seul ver) (G08,
GO09, G12, G13, G14, G16 et G32 dankilgure 28). La majorité de ces profils endémiques a
été retrouvée dans les sous-régions de la zonete(® profils EmsB sur les 7 retrouvés de

maniere unique).
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Pologne

Quest
Tchequie

Jura Souabe

Ardennes
Nord Autriche
.®. Baviere A

Suisse

Centre
Slovaquie

Figure 26 : Distribution spatiale du panel de renards européens. Les points
rouges représentent la localisation géographique des renards étudiés. Les
polygones représentent les limites des sous-régions, regroupant un
minimum de 30 vers adultes. La zone ombrée rouge correspond au foyer

central endémique d’E. multilocularis historiquement documenté.
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Figure 27 : Dendrogramme des analyses de fragments du microsatellite EmsB, réalisées
a partir du panel de renards européens. Le pourcentage de réitérations obtenant cet
agencement des isolats sont indiqués a chaque nceud de l'arbre. F AUB-2 correspond a la
souche d’E. multilocularis maintenue in vivo chez Meriones unguiculatus pendant 7 mois.

Groupe extérieur : E. granulosus. Le seuil de distance génétique permet de distinguer 32

assemblages de profils.
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Tableau 13 : Effectifs des échantillons de chaque profil EmsB par sous-
région européenne (Suisse : Canton de Zirich, Nord Au : Nord Autriche,
Souabe : Jura Souabe, Bav : Baviere, Arde : Ardennes, Ouest Tch : Ouest
Tchéquie, Nord Pol : Nord Pologne, Tatras : Est Slovaquie et Sud Pologne
et Cent Slov : Centre Slovaquie). Les nombres en gras représentent le

profil EmsB ayant le plus grand nombre de vers par sous-région.

Sous-régions
Profils Suisse Nord Au Souabe Bav Arde Ouest Tch Nord Pol Tatras Cent Slov

G1 0 0 0 6
G2 0 3 0 0
G3 0 1
G4 0 0
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G111
G12
G13
G14
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G16
G17
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Figure 28 : Distribution spatiale des assemblages de profils EmsB dans les 9 sous-régions définies présentant un minimum de 30 vers
(points rouges) et pour les isolats du Doubs et de la Lorraine (points bleus). Les localisations uniques ont été regroupées sur une seule
carte pour *la Tchéquie : G9(1 ver) et **la Suisse : G12(1)381), G14(1), G15(16), G16(1), G24(5), G29(6), (B3Q n : nombre de vers.
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5.3.3. Distribution géographique de la diversité

génétique

Les analyses de raréfaction de richesse et digeggnétique ont été réalisées pour
chaque groupe géographique, avec comme unité diéhhanage le renardFigure 29). La
richesse en profils EmsB n’a été atteinte pour ae@ous-région, ce qui signifie que I'effort
d’échantillonnage n’a pas été suffisant pour dédi@ansemble des profils génétiques présents
en Europe. La sous-region Suisse montrait la piute fpente pour une collection de 19
renards. La diversité génétique a atteint un platia saturation pour 'ensemble des sous-
régions périphériques. Seules deux sous-régiona dene centrale, Suisse et Jura Souabe
n’atteignent pas cette saturation.

Une comparaison a été réalisée par le test dusciilz nombre de profils EmsB trouvés dans
3 sous-régions isolées géographiguement et prédedes effectifs similaires (Suisse,
Ardennes et Tatras, chacun fournissant respectinefr® 6 et 8 assemblages de profils). La
sous-région Suisse présentait un nombre de psalsficativement plus important que les

deux autres sous-régions< 0,01).

Une analyse comparative entre la position géogeaehdes isolats et les données génétiques
a été meneée dans I'hypothése d’'un isolement pdistance, grace au test de Mantel (Mantel
1967). La comparaison des matrices de distancestigéas et géographiques a été conduite
sur 162735 paires de vers. Des classes de distamuigs de 50 km) ont été réalisées par le
regroupement des paires de vers, en prenant entediamplitude de la diversité génétique
existant entre les vers appari€glre 30). La valeur du coefficient de corrélation étaitrde
0,077 ¢ < 0,001), indiquant une corrélation positive em&i® matrices. Cependant une anova
réalisée a partir du modéle de régression linéaintre les distances génétiques et
géographiques n’expliquait seulement que 5%. detakilité totale.
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Analyse de raréfaction de la richesse Analyse de raréfaction de la diversité
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Figure 29 : Pour chaque sous-région européenne étudiée et en fonction du nombre de renards, le renard étant pris
comme unité d’échantillonnage, les graphiques représentent I'ensemble (a) des courbes de raréfaction de la

richesse génétique et (b) des courbes de raréfaction de la diversité génétique.
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5.4. Etude de la transmission d’E.
multilocularis chez 'homme et

I'animal de parcs zoologiques

Le regroupement géographique des isolats de nsttaless chez I’'homme, I'animal en
captivité et les renards francais, suisses, alleia@h autrichiens a été réalisé sur une méme
carte Figure 31). En plus des 571 vers étudiés précédemment elrenérd, les 25 vers issus

des renards du Doubs et de Lorraine, ont été imtans cette étude (voiiableau 6).

Les profils génétiques des isolats de métacestmute&té incorporés au dendrogramme réalisé
avec I'ensemble des renards européens. Les liemdtigées existants entre les isolats du
renard et de I'HI sont présentés sur un dendrogmarfrigure 32). Parmi les vers adultes
supplémentaires du Doubs et de Lorraine, 2 nouveanids ont été définis, le profil lorrain
G33 (n = 2) et le profil doubiste G34 (n = Ejdure 28). Quatre isolats lorrains ont présenté

le profil G26, précédemment décrit dans la souserédes Ardennes.

Neuf assemblages de profils européens, précédenuéénts lors de I'étude des parasites
adultes s’avéraient étre trés similaires a certalésions métacestodes humaines, simiesques
et du castorTableau 7). La Figure 33 montre les profils électrophorétiques trouvés cBez
isolats appartenant au profil G20, alors que aas profils correspondent a des prélevements
espacés dans le temps et dans I'espace (la 1€Si@3 Mu patient originaire du Doubs a été
opérée en 1986, la lésion HP1357 d’un patient atedren 2005, et le renard autrichien a été
autopsié en 2003). La moyenne des distances gaastantre les 3 isolats était de 0,058 et

de 0,016.
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Nombre de prelevements  Origine des prélévements

. 17 |:| Hotes intermédiaires : hommes
B Hotes intermédiaires : singes, castor
. 6 —] Hétes définitifs : renards

o

1
Fait avec Philcarto http://philgeo.club.fr

Figure 31 : Localisations géographiques des patients francais, suisses et
allemands (les localisations exactes du patient autrichien et du second patient
allemand, n’étant pas connues ils n‘ont pas été représentés ici), des singes
suisses, du castor bernois et des renards francgais, suisses, allemands et
autrichiens positionnés au niveau des départements (France), cantons (Suisse),
Regierungsbezirke (Allemagne) ou lédnder (Autriche). La carte a été réalisée

grace aux logiciels Adobe Illustrator et Philcarto.

- 164 -



Résultats

Parmi ces 9 profils déja décrits en Europalieau 19, les 4 profils G12, G15, G26 et G33
ont été retrouvés chez le renard de maniere locaes les sous-régions décrites
précédemment. lls présentaient des similitudegdoatec les Iésions parasitaires de patients
ou d’animaux provenant de la méme aire géographigaeexemple, le profil ardennais G26
a été retrouvé chez un patient résidant a ChddeMéziere dans les Ardennekapleau 7).

Les singes du zoo de Zirich présentaient quank deeprofil G15 retrouvé uniqguement chez

des renards originaires de ce méme canton.

Les profils G23 et G28 décrits comme transversautxété trouvés chez le castor bernois et
un patient francais de Seine-Maritime.

Le profil G20, retrouvé chez les renards francaigrichiens, suisses et tcheques représentait
le plus grand nombre de patients des 3 pays ét(rE8) Figure 34).

Vingt nouveaux profils EmsB ont été deécriiiableau 7). Parmi ceux-ci, la plupart ont été
trouvés dans des zones non couvertes par la cammbgchantillonnage des vers adultes,
comme les cantons suisses de Bale et de Vaudepestdments francais du Val-de-Marne, de
Haute-Savoie, de I'Ain, du Rhone et de Coéte d’Ce. nouveau profil P20 regroupait un
nombre important d’isolats (n = 7) issus des p#ieiln Doubs (Fontaine-les-Clerval), du Jura
(Lons-le-Saunier et Morbier), du canton de Vaudletanimaux des parcs zoologiques de
Lausanne et Servion (Canton de Vauey(re 34). Ce profil a été retrouvé chez des patients
opérés entre 1988 et 2006 (e.g. pour les patienBodibs N° 11 et N° 448Y&bleau 7).
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Figure 32 : Dendrogramme des distances génétiques entre les isolats de la collection de

Iésions chez les HI homme et animaux en captivité et les profils des vers adultes des

renards européens. Valeur des calculs de réitération a chaque noeud de I'arbre (%). G :

profils EmsB définis chez le renard, I'hnomme et I'animal HI, P : profils EmsB définis

uniquement chez I'HI.
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Tableau 14 : Localisations géographiques des 9 profils EmsB rencontrés a

la fois chez les renards européens, I'homme et I'animal en captivité.

Profils Localisation géographique (origine des renals)
G12 Suisse (Zirich)
G15 Suisse (Zurich)
G17 Allemagne (Bade-Wurtemberg, Baviére)

G20 Suisse (Zirich) ; Autriche (Ober Osterreich) ; France @lesDoubs) ;

Tchéquie
G21 Suisse (Ziirich) ; Autriche (Ober Osterreich) ; Allemagned¢Ba
Wurtemberg) ; France (Doubs) ; Tchéquie ; Slovaquie
G23 Suisse (Zirich) ; Autriche (Nieder Osterreich, Ober Osteln) ; Allemagne
(Bade-Wurtemberg) ; Tchéquie ; Slovaquie ; Pologne (Swt)}Edchéquie
G26 France (Ardennes, Moselle)
Suisse (Ziirich) ; Autriche (Ober Osterreich) ; Allemagnevi®&a) ; Pologne
G28 i :
(Sud-Est) ; Slovaquie
G33 France (Moselle)

- 167 -



Résultats

211
215—
219
223
227
231
235
239

Y WYLy
ISR

() (b)

Figure 33 : (a) Electrophorégrammes et (b) exemple de distribution du
profil EmsB G20 décrit chez le renard européen (ici le renard

autrichien 00 247, autopsié en 2003 : triangle rouge) et retrouvé par
exemple chez 2 patients allemand (HP1357 de Freiburg, opéré en 2005 :
triangle bleu) et francais (N° 23 du Doubs, opéré en 1986 : triangle bleu).
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Figure 34 : Histogramme des fréguences des profils EmsB rencontrés dans

la collection de métacestodes humains, simiesques et de castor d’Europe.
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Discussion - Conclusion

La réalisation d’études épidémiologiques portaunt la présence B. multilocularis
en Europe se heurte a I'absence d'outil permettiendifférencier les isolats de maniére
discriminante. On I'a vu, la recherche de polymdspte chezZ. multilocularis basée aussi
bien sur I'étude (i) de I'ADN total . multilocularispar la technique d’empreinte génétique
(Okamoto et al. 2007), (ii) sur I'étude de 'ADNmar le séquencage des cibles Cox1, ND1 et
ATPG6 (Boucher et al. 2005; Bowles et al. 1992; Bzswv& McManus 1993; Haag et al. 1997,
Kedra et al. 2000; Snabel et al. 2006; Yang e2@05), (iii) 'étude de I’ADN nucléaire par le
séquencage des cibles codantes comme AgB/1 etauamies Actll et Hbx2 par la technique
de PCR-SSCP (Haag et al. 1997) et I'étude des mégitter-géniques ITS-1 et ITS-2 par
séquencgage et PCR-RFLP (Gasser & Chilton 1995;eRiatal. 1997) n’ont permis de mettre
en évidence qu'un nombre limité de différences j§nés chez le parasite. Des variations
limitées sont observées essentiellement entreyler fde I'Alaska et le foyer eurasiatique,
rappelant la distinction faite sur caracteres molgdiques entre les sous-espedes
multilocularis sibiricensisE. multilocularis multilocularis(Rausch & Schiller 1954). A c6té
de ces différences minimes retrouvées au niveawialprie parasite dans le foyer européen

apparait trées monomorphe dans I'ensemble de cde<tu

Toutes ces approches tentées ont été mises ent,défdallait alors impérativement
développer de nouveaux outils de typage en recaetaes marqueurs d’évolution rapide, de
pouvoir discriminant supérieur aux cibles précédemnutilisées (Bart et al. 2003; Tibayrenc
1998). Les cibles polymorphes SNPSir(gle Nucleotide Polymorphigmargement utilisées
en génétigue humaine et présentant un polymorphssman nucléotide aurait sans doute pu
convenir (Li et al. 2008). Cependant leur étudeuie la recherche d’'un grand nombre de
sites de mutations au sein de 'ADN, ce qui nétedsiséquencage complet du génome pour
les identifier. Ce séquencage n’étant pas dispersiol moment de nos investigations, une
autre approche a donc été tentée. D’aprés les dendé la littérature, les premiers
microsatellites étudiés avaient permis d’atteindnemeilleur pouvoir discriminant que les
cibles préecédemment utilisées. La cible U1 ARNsmtenant plusieurs séquences d’ADN
microsatellite pentamérique permettait de décnrgalymorphisme au niveau mondial, sans
pour autant mettre en évidence des variations Eheniltilocularisau sein du foyer européen
(Bretagne et al. 1996). Les premiéres études postaries microsatellites EMmslet EMms2
révélaient un niveau de discrimination supériege&ui avait été décrit jusqu’ici (Nakao et

al. 2003). Cependant la caractérisation de ces<ihécessitait d’étudier un plus large panel
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d’échantillons pour mieux les caractériser. La ezche de microsatellites hautement
polymorphes a donc été poursuivie. Le criblage €’lbanque d’ADN génomique nous a alors
permis d’isoler et de caractériser la cible EmsBi, grésentait un profil complexe aprés
I'analyse électrophorétique des produits de PCRyjoe par fluorescence. Nous avons par la
suite montré qu’il s’agissait d’un ensemble de osatellites multilocus répétés en tandem
particulierement polymorphe. A notre connaissact@st la premiére fois qu’une telle cible,
recélant des milliers de microsatellites est @#disa des fins de typage. En conséquence, il
était impératif de caractériser au mieux ce noowl, en décrivant précisément sa structure
génétique, puis de valider le test de typage basd'&ude du polymorphisme de taille
d’EmsB sur différents panels de parasites.

- Caractérisation et validation du microsatelliteuttilocus répété en tandem EmsB cliez

multilocularis

La premiere partie de notre travail a permis derdées ambiguités sur la signification
des tracés électrophorétiques obtenus apres I'acagilbn de la cible EmsB. Le clonage des
produits de PCR a montré que chaque pic composanrtofil électrophorétique de la cible
correspondait a un ensemble de séquences sur éengédE. multilocularis L'analyse de
fragments des clones ne retrouvant qu'un seul m@cfldorescence, I'hypothese d'un
« bégaiement » de I’ADN polymérase lors de I'éldrayadu brin en cours de synthese en
particulier peut étre rejetée (Bulle et al. 2002teHet al. 1996; Schinde et al. 2003). La
génération d’'un nombre élevé de pics était due prémsence d’'un trés grand nombre de
séquences présentant de minimes variations de tégultant d’'un microsatellite polymorphe.
Nous avons aussi pu montrer que ces séquencegjirdier850 pb, étaient disposées en
tandem dans ’ADN du parasite. La publication réeetu génome &. multilocularis par
I'Institut Sanger, a montr& posteriori que les déductions faites de nos expérimentations
étaient pertinentes. Les régions flanquant les oeatellites étaient effectivement trés
conservées et le polymorphisme des profils élebogtiques était bien du a la variabilité du
microsatellite. D’apres I'évaluation du nombre apies du microsatellite et I'estimation de

la taille du génome, les fragments EmsB occupetraiers de 3 % du génome du parasite.
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S’agissant d’'un outil entierement innovant, il farticulierement important d’en établir les
caractéristiques en termes de sensibilité, spééificeproductibilité, répétabilité, stabilité

dans le temps et de pouvoir discriminant.

La sensibilité de la cible EmsB a été testée arpitine gamme de dilution d’ADN pur H.
multilocularis. L'amplification d’EmsB a été possible a partir tidg d’ADN. Cette quantité
minimale est inférieure a celles décrites pour tl&sI marqueurs, comme pour les cibles
BG1/2 et BG1/3, pour lesquelles 50 pg d’ADN puriiént nécessaires (Gottstein & Mowatt
1991). La quantité d’ADN contenue dans un cet. dhultilocularisétant estimée a 8 pg, une
guantité équivalente a 1/10000 du matériel généticontenu dans un oceuf pourrait donc

suffire pour obtenir 'amplification d’EmsB.

La sensibilité de I'outil a également été attestdele terrain par la détection du parasite dans
le matériel coprologique issu du renard. Deux tygegeces ont été collectés et testés. Pour
les feces issues du contenu rectal du renard aatdpsdétection du parasite a été possible
pour des charges parasitaires minimales de 4 alens, que la cible ND1 testée ne donnait de
résultats positifs qu’'a partir de 170 vers préselatss I'intestin du renard. Toutefois, pour
EmsB il n'a pas été possible de détecter la présencparasite chez un renard infesté par
seulement 2 vers. Il est également possible quyjilait pas eu d’excrétion d’ceufs dans les
féces a la période étudiée.

La détection du parasite par la cible EmsB semidsgnter de bons résultats pour ce type de
prélevement, non soumis aux conditions climatiquasprésence de bactéries, d’enzymes du
type désoxyribonucléase (ou DNase) et d’autres eésnsusceptibles de dégrader 'ADN
pourrait cependant compromettre les réactions difiogtion d’ADN par PCR. La petite
taille des fragments amplifies par EmsB A/C (enwiBD0 pb) et leur grand nombre sont de
nature a faciliter la détection de 'ADN du parasitians de telles conditions, défavorables a

sa conservation.

Parmi les 31 féces collectées dans la zone d'aeatthes renards autopsiés, un seul
échantillon s’était révélé positif pour les 3 cibketudiées. Dans cette zone géographique, la
prévalence du parasite chez le renard était pduetdimeée a plus de 60 % (Raoul et al. 2001).
L’ADN du parasite est sans doute rapidement dégcad#te tenu des conditions subies par
I'ceuf dans le milieu extérieur pendant la saisorcaléecte des feces (Veit et al. 1995). Les
féces récoltées dans I'environnement doivent dérecp@articuliérement fraiches pour réaliser

des études moléculaires sur ce type d’échantilldependant, si ’ADN du parasite n’est pas
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détecté dans les féces, son pouvoir infectant @eatmis en doute. La recherche préalable
des ceufs par une étape de concentration apresidittrdu matériel coprologique nous parait
donc incontournable (Mathis et al. 1996). Toutefoi€me ainsi, le caractére infectieux des
ceufs ne pourrait étre démontré (Raoul et al. 200#)travail préliminaire doit donc étre
complété en insistant sur la qualité des prélevésnde féces terrain, avant d’envisager
I'utilisation d’EmsB en diagnostic coprologique eh alternative a I'autopsie. Enfin, le
génotypage du parasite par le marqueur EmsB pouf@me envisagé en reéalisant
I'amplification de la cible sur TADN des ceufs igsl par filtration. La sensibilité de la cible
permet de réaliser des PCR sur des extraits issasdul ceuf. L'amplification simultanée de
différentes populations B. multilocularis pouvant étre présentes chez un renard (Nakao et

al. 2003) pourrait étre alors évitée.

L’étude portant sur la spécificité a montré quecilalle EmsB était présente sur différents
extraits d’ADN de parasites du genEehinococcusL’étude de cette cible chez d’autres
especes du genkechinococcugpourrait permettre par exemple de retracer laukton du
parasite dans I'environnement chez les différeatisuais du cycle (Bardonnet et al. 2003; Bart
et al. 2004; Maillard et al. 2007) ; Maillard, eréparation).

L’étude de la spécificité a aussi montré que lesraps étaient spécifiques des Taenidées et

n’amplifient ni '’ADN des nématodes, ni des protaizes, ni 'ADN de I'h6te.

T. saginata présentait un profil dans le méme spectre ddetajue E. multilocularis
Cependant ce parasite n'est pas présent chez krdreen revanchel. taeniformis
d’amplification EmsB positive et présent chez lenaml peut poser des problémes
d’interprétation des tracés, en cas d’infestatiom denard par les deux ténias simultanément.
Une amplification positive pour EmsB réalisée dipau matériel coprologique ne permettra
donc pas d’affirmer avec certitude une infectionrelniard paE. multilocularis Le défaut de
spécificité de la cible ne peut étre corrigé queljraventaire précis des profils respectifs de

E. multilocularisetT. taeniformis

La reproductibilité et la répétabilité de I'amptifition de la cible EmsB ont été testées pour
réaliser une comparaison des profils électroptquéds EmsB obtenus par différents
expérimentateurs et dans différents laboratoiress profils apparaissent trés semblables
d’'une expérience a l'autre. La reproductibilité ldetechnique a également fourni de bons

résultats. La similarité des profils EmsB obtenus des appareils différents indique que la
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méthode peut étre exportée dans d’autres labogat@n permettant le génotypage du parasite
par différentes équipes.

La stabilité de la cible EmsB a été testée damsiial’en étudier son évolution dans le temps.
La parfaite homologie des électrophorégrammes Edesisolats de la souche F AUB-2,
maintenuein vivo par des inoculations successives a différents @amnde laboratoire a
permis de souligner sa parfaire stabilité dansehlaps. Grace a cette stabilité, il devient
possible d’étudier la diffusion du parasite darenVironnement, ou encore de suivre les
évenements de contaminations humaines de manigospéctive. Ces expériences sur la
stabilité des résultats ont aussi permis de calauieseuil de distance génétique, appliqué a
'analyse de regroupement hiérarchique des isaldEs multilocularis La définition d’un
seuil permet d'éviter une sur-discrimination de$adtillons et de considérer des isolats
proches génétiquement comme appartenant au mérfiegeneétique. Pour le calcul de ce
seuil, le choix d’ajouter 3 valeurs de déviatioanstard a la moyenne de distance génétique a

éte fait afin de réduire le risque de différencies isolats semblables.

Aux vues des résultats obtenus a¥ecmultilocularis la cible multilocus EmsB
pourrait étre utilisée dans I'étude d'autres cessodoour lesquels les outils de biologie
moléculaire actuels posent des problemes de podiggriminant insuffisant. C’est le cas de
Taenia soliumagent causal de la cysticercose, rencontré ez AriAfrique et en Amérique
latine. Ce parasite infecte 'homme, seul hoéte rdiéfiet le porc, hdte intermédiaire. Les
cibles mitochondriales Cox1 et Cyb ont permis dainijuer 2 haplotypes, le premier étant
trouvé dans le foyer asiatique et le second danfoleers africain et nord-ameéricain (Nakao et
al. 2002a). Au sein de ces haplotypes, il n‘exptiqguement pas de variations génétiques.
Deux formes cliniques sont décrites pour cette di@Jdes formes neuronales de cysticercose
(NCC) et les formes musculaires et sous-cutanée€).a forme NCC serait prédominante
en Amérique latine, alors que dans le foyer asiati@ forme SCC coincide souvent avec la
forme NCC. La situation en Afrique apparait plusptexe encore, avec des foyers locaux ou
les deux formes peuvent co-exister par endroit @toal. 2003). Dans ce contexte
épidémiologique, il serait alors intéressant d’éealla faisabilité du typage des souched de
solium par la cible multilocus EmsB (Campbell et al. 2006a description de différents
profils génétiques pourrait ainsi permettre de mieomprendre le réle du parasite dans ces

différentes formes cliniques, d’obtenir une tratihdes souches retrouvées chez 'lhomme et
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I'animal, mieux appréhender sa transmission ou mena@aliser un suivi épidémiologique

dans les communautés exposées.

- Validation de la cible multilocus EmsB sur un pamondial d’échantillons

La derniere étape de notre travail de mise aut pl@na technique de typage basée sur
EmsB reposait sur la comparaison de son pouvoicridihant par rapport a d’autres
microsatellites. L’étude combinée des microsatdlgimple-locus EmsJ et EmsK permettrait
de discriminer les échantillons & une large échgdlegraphique. Cependant un faible pouvoir
discriminant et I'absence de correspondance easr¢alux d’hétérozygotie décrits dans notre
panel et les données de la littérature (Haag el 398; Nakao et al. 2003) limitent leur
utilisation en génotypage. De plus certains échiansi n’ont jamais pu étre amplifiés. On sait
maintenant, grace au séquencage complet du génore mhultilocularis qu’un
polymorphisme apparait au niveau des régions flamgs des cibles EmsJ et EmsK. Les
amorces devraient étre redéfinies dans des régmosis variables pour permettre

d’augmenter la sensibilité de I'amplification chiezmultilocularis

La caractérisation de la cible NAK1 a été poursuipar I'étude d’'un panel mondial. Les
résultats montrent qu’elle est susceptible de wifféier les foyers tibétains, d’Alaska et le
groupe européen et japonais. Certains alléles gette cible étaient cependant partagés entre
différents foyers, comme l'allele a 195 pb retrowré Alaska, au Japon et en Europe. Le
séquencage des alleles NAK1 a permis de mettreidaree le phénomene d’homoplasie. De
plus, les sites de mutations du microsatellite elteccible semblent changer selon I'origine
géographique des isolats. L'utilisation en typagece marqueur présente ainsi des limites qui
ne pourraient étre levées que par le séquencagehdreomene d’homoplasie a été également
décrit chez EmsB. Cependant la somme d’informatiapportée par le grand nombre
d’alleles amplifiés en une seule PCR compense tte e données due a I'homoplasie
(Estoup et al. 2002).

Les cibles simple-locus présentent l'avantage demetre I'étude des évenements de
recombinaison entre les vers adultes. En revarecleble EmsB ne permet pas d’étudier ces
évenements. Les fragments de chacun des vers paeaient alors confondus sur le profil

électrophorétique du parasite hybride.
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La cible multilocus EmsB a permis de déceler unartgmt polymorphisme au sein du panel
mondial dE. multilocularis Les isolats des foyers européens, asiatique€Giti Japon) et
nord américains (Alaska et Canada) ont été séplards des assemblages de profils distincts.
Dans le panel d’isolats européens, les isolats atasfies provenant des différents hétes
étudiés (renards, hommes, singes et rongeurs) anfbip présentés entre eux des profils
génétiques similaires. La variabilité génétique cesge par EmsB serait en faveur d’'une

spécificité géographique plutét que d’'une spéddid'hobte.

- Application du marqueur EmsB a I'étude du polypsme et de la dynamique spatiale

d’'E. multilocularisen Europe

L’'étude de la diversité génétiqueEd’ multilocularis dans le foyer européen a été

réalisée a différentes échelles spatiales.

Une premiére échelle spatiale a été choisie a weanimicro-locale (une pature de quelques
ares) pour évaluer le niveau de diversité généteyisgtant dans un cycle parasitaire perpétué
par quelques hétes protagonistes. Cette échellespumd au territoire d’un ou de quelques
renards. Les isolats étaient liés par une unitéed®s et d’espace. La forte similitude entre
les profils EmsB des isolats est en faveur d’urieciion des rongeurs par une méme source
de contamination. Cette situation a également é&téantrée pour les isolats du champ de
Savoonga en Alaska. Un méme renard porteur d’'upelption homogene de vers pourrait

étre a l'origine de cette contamination apparaissanmme clonale. A cette échelle la

diversité génétique est a son niveau le plus basyktle parasitaire est ici entretenu par une
communauté de rongeurs et un ou quelques renaads, apport extérieur de parasites
porteurs d’autres profils génétiques. Ce niveanaligse représenterait I'unité de structure de

la diversité dE. multilocularis

La diversité génétique du parasite a ensuitetéfiée a une échelle plus étendue, au
sein du panel de parasites portés par des rena@ggehtant une méme aire géographique,
limitée a une surface de 900 km? dans les Ardefmaegaises. La parfaite homologie des
séquences d’ADNmt ATP6, observées entres les ssotatfirme ’homogénéité des parasites

étudiés. Cette étude a prouvé que l'utilisatiommqueurs moléculaires adaptés permettait
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de relever une diversité génétique cBezanultilocularisa I'échelle locale. Quatre génotypes
NAK1 et 6 profils EmsB, eux méme regroupés au deideux assemblages EmsB A et B ont
été mis en évidence. Il n'a pas été possible diagpde maniere exacte les profils EmsB
avec les génotypes de la cible NAK1 et la faibleediité génétique existant entre certains
profils EmsB a rendu leur distinction parfois datee. Cette faible diversité observée au sein
des assemblages A et B laisse supposer soit ufégedifiation récente a partir d’'un profil
unique, soit une homogénéisation de la populatemdes recombinaisons génétiques, dans

une population alors considérée comme ancienne.

Ces six profils EmsB n’étaient pas distribués deniste homogéne parmi les renards. En
effet, 'un d’entre eux semblait prédominer, implgpt 19 renards sur 25 au total, alors que
les autres profils étaient retrouvés de maniérs pporadique. Ce déséquilibre pourrait étre
expliqué par lintroduction récente de profils pautiers dans les Ardennes, probablement

due a I'histoire des migrations des hotes défmitif

La co-habitation de parasites présentant différentdils était fréquente dans l'intestin du
renard (13 / 25 renards). Ce phénomene a déja itén@ chez des renards sur I'lle
d’Hokkaido (Nakao et al. 2003). Le renard roux amme plusieurs milliers de
micromammiferes par an (2000 a 7000) (Artois 198%audoux 1991). Malgré la faible
prévalence &. multilocularischez le rongeur en Europe de I'Ouest (Gottsteial.e1996;
Hanosset et al. 2008), le renard se réinfeste ctnagle des verg. multilocularisdans son
intestin. Cette co-habitation dans lintestin dnael de nombreuf. multilocularisissus de
proies différentes et présentant des profils gqoés différents pourraient faciliter la
survenue d’échanges génétiques. Cependant, sendnand a présenté un génotype NAK1
« hétérozygote ». Dans le cas d'une reproductiaisé€e entre deux vers génétiquement
distincts, il y aurait production d’ceufs hybridese distinguant génétiqguement du parent
porteur. L’étude complémentaire portant sur 26 gengplémentaires collectés chez le renard
porteur du génotype hétérozygote a montré queaisernent était antérieur a l'infestation de
ce renard, puisque scolex et strobile ont tous geagentés les mémes génotypes. On peut
donc supposer que la reproduction croisée aiteaeudhez un autre renard et que le parasite
hybride a ensuite été transmis au renard étudiger@ant, il est a noter que la détection de
deux pics de fluorescence sur un profil électroptigue ne démontre pas catégoriguement
I'existence d’un événement de recombinaison entrer® La mutation d’un alléle sur un seul
brin de I'ADN d'une cellule germinale peut condui I'apparition d'un parasite

apparemment hétérozygote puis par polyembryonteute une population de vers présentant
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cette mutation (Smyth & Smyth 1964). Cette dernigypothése serait alors en faveur de
I'évolution préférentiellement clonale du parasisgns lintervention de recombinaison
génétique. Les profils co-existeraient alors enatme dans le foyer ardennais, sans générer
d’échanges génétiques. De tels profils pourraiés&tre maintenus un certain temps, en

I'absence d’échange génétique entre les vers adulte

L'étude de la diversité génétique du parasiteéahielle continentale, a permis de
mieux comprendre la dynamique spatialeE.d’'multilocularis ainsi que le mode de
transmission du parasite en Europe, a une échefigujalors jamais étudiée pour un
helminthe. L'amplification de la cible EmsB et lagse cladistique ont permis de mettre en
évidence 34 génotypes parmi un panel de 596 verlgeadssus de I'autopsie de 129 renards.
La présence simultanée de différents profils Ents& de renard a été frequemment retrouvée
dans le panel étudié, soulignant la généralisadiophénomene sur I'ensemble des régions
observées. Six profils étaient majoritaires dangadeel de vers, représentant 69 % des
échantillons. Cing de ces profils ont été retroud@ss la plupart des sous-régions étudiees.
Nous les avons considérés comme des profils tresewe. Le sixieme était apparemment
endémique de la sous-région des Ardennes. D’aptadds n’étaient représentés que par un
ver unique. La diffusion de parasites de génotygéfrents en Europe pourrait alors
s’effectuer soit sur de larges distances, par éshile la dispersion des renards ou rester

géographiquement limitée, probablement par le liaifacteurs locaux.

La zone centrale du foyer européen, décrite comenéoyer endémique historique B’
multilocularis et représentée dans notre étude par I'est deatzc€r le sud de I'Allemagne, le
Canton de Zirich en Suisse, I'Autriche et I'ouestld Tchéquie, a présenté une diversité
génétique supérieure a la zone périphérique. D& phiude de la richesse et de la diversité
génétique indigue qu’un échantillonnage plus langdeurope conduirait a trouver d’avantage
de profils génétiqgues, notamment dans la zone aentta région présentant le plus de
diversité était située en Suisse, dans le cantodidieh. Cette zone comprenait la ville de
Zurich et des renards urbains ont été trés certeneinclus dans ce panel. Une étude récente
portant sur la diversité génétique des renardsinslike la ville de Zirich a montré I'existence
de deux populations urbaines ainsi qu'une nettergence entre les populations urbaines et
rurales (Wandeler et al. 2003). De plus les rengrésentaient de fortes prévalencel.d’
multilocularis (47 % de prévalence en zone urbaine et 67 % ea amale) (Hofer et al.
2000). L'existence de nombreux profils apparemmemiémiques du Canton de Zirich
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pourrait étre expliquée par I'ancienneté du foyaisraussi par I'implication du parasite dans
de nombreux cycles parasitaires locaux, véhicudéscps populations de renards limitées en

nombre et peu dispersées.

La zone périphérique, ou la présence du parasté eécemment documentée (les Ardennes
francaises, le centre de la Slovaquie, la régiomtagneuse des Tatras et le nord de la
Pologne) a présenté une diversité génétique moipsrtante que celle observée dans la zone
centrale. Les profils prédominants, décrit pourccime des sous-régions étaient pour la plus

part également trouvés dans la zone centrale, aaais celle-ci en plus faible effectif.

Un tel gradient de diversité entre le foyer centtala zone périphérique a précédemment été
décrit chez d’autres parasites comme cheishmania tropicaou l'origine historique du
parasite coincidait avec les aires géographiquestrard la plus importante diversité
génétique (Schwenkenbecher et al. 2006). On peut @genser que le foyer central aurait
pour réle d’alimenter les zones périphériques, centans un systeme « continent-ile », ce
qui aurait pour conséquence de créer un déséaqudins la diversité génétique observée. En
effet, si un petit nombre d’individus vient cologisune zone inoccupée par I'espéce, une part
seulement de I'information génétique du foyer atrabsera apportée. Ce phénomene appelé
effet de fondation aura pour conséquence qu’unilpiaridateur peut devenir prédominant
dans une zone nouvelle, alors qu’il ne I'était pass la population d’origine (Templeton
2008). C’est sans doute le cas pour les profilsigménants trouvés dans les régions de la
zone périphérique, comme il a été observé dan®oid Ne la Pologne ou un profil largement
présent en Europe mais cependant en faible efféati§ les autres sous-régions est retrouvée

de maniére prédominante dans cette zone geographiqu

D’aprés la comparaison des distances géographigjugénétiques par le test de Mantel, la
distance géographique ne serait qu'un des faceqpiquant la diversité génétique observée
en Europe. L’existence de facteurs locaux pouméitencer la sélection de certains profils et

créer une composition génotypique différente edes foyers voisins. Dans la sous-région
des Ardennes, l'existence d'un profil endémique paait étre expliqué par un isolement

géographique induit par des barriéres naturellesanthropiques, puisque des profils

largement retrouvés en Europe sont également peesams cette région. L'existence de

profils spécifiques de zones géographiques estaptement plus due a des différences dans
le cycle de vie du parasite d’'une zone a l'autr@nplication d’hétes particuliers pourrait
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expliqguer ce phénoméne. En effet dans cette pddg Ardennes francaises, le rongeur
Microtus arvalissemble étre prédominant (Guislain et al. 2007htreirement au massif du

Jura voisin otArvicola terrestrisest trouvé aveblicrotus arvalis(Viel et al. 1999).

L’ancienneté du phénoméne de dispersion du paresste ici a discuter a partir de nos
résultats et des données de la littérature. Laepogsde profils transversaux et de profils
endémiques sur I'ensemble de la zone étudiée indigful’existence d’'importants échanges
de parasites a une échelle géographique étendueor@aat est en contradiction avec une
émergence récente du parasite dans les foyers denta périphérique. D’aprés un modéle
mathématique réalisé dans une zone dite de nouwetiémie comme les Pays-Bas, le front
de migration dE. multilocularis progresserait de 2,7 km par an vers le nord dpays
(Takumi et al. 2008). Si I'on considere les débdés’émergence du parasite a 1990 en
Europe, le parasite n'aurait été véhiculé que sw ainquantaine de kilométres au plus
jusqu’a maintenant entre la zone centrale et lae zm#Tiphérique. La présence de profils trés
similaires entre des zones géographiquement disircomme la Suisse et la Pologne ne peut
étre due a une diffusion récente du parasite. Wtimation de I'ordre de plusieurs centaines

d’années pourrait étre avancée pour expliquerdaguce de ces profils similaires.

La superposition des données geneétiques obterezsles vers adultes des renards
européens et chez les lésions métacestodes dentpait animaux en captivité en Europe a
permis de poser des hypotheses quant au modendeniszsion du parasite. En épidémiologie,
la compréhension des événements ayant conduit@nkamination par un pathogéne est un
point essentiel dans le diagnostic, d'une part pdécrire le contexte de I'événement
infectieux et d’autre part pour évaluer les risqdestransmission a la population humaine.
Dans le cas de I'échinococcose humaine, maladieolliton lente, la rencontre avec le
pathogeéne et les premiers signes cliniques pewdtemiespacés de pres de 15 ans. Il apparait
alors souvent difficile de pouvoir retracer les @sments pouvant avoir causé cette rencontre.
De plus la multiplicité des facteurs de risque qgéjen zone d’endémie, activités agricoles,
consommation de fruits sauvages, pratique de lasehaux renards, etc.) ne simplifie pas
I'enquéte épidémiologique. La reconnaissance dhoggne par une signature moléculaire
pourrait aider a retracer I'histoire de la maladie.
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Les profils transversaux prédominants en Europerétaninoritaires chez 'homme et le

singe. Cependant, nous avons vu que la diversitéétiggie n’avait pas encore été
suffisamment appréhendée et qu’'un échantillonnge \@aste aurait aboutit a la description
de nombreux autres génotypes. Des profils déctiesz de parasite adulte de maniere
endémique ont été retrouvés infestant I'HI résiddahs la méme aire géographique.
L’existence de cycles du parasite spécialisés a airee géographique restreinte, par des
facteurs locaux peut alors étre une nouvelle feeaée pour expliquer I'existence locale de

certains profils géographiquement limités.

Les patients résidant en dehors de la zone d’'éadeenards européens ont présenté pour la
plupart des profils qui navaient pas été décriteezc le renard. La encore, un effort
d’échantillonnage plus important devrait permettegtainement de décrire d’avantage de
profils génétiques, particulierement dans ces zones couvertes. Néanmoins les
informations sur le mode de transmission du pargstivent étre tirées de I'observation faite
sur le panel d’hotes intermédiaires. Pour certdeses profils nouveaux, une transmission du
parasite a I'échelle locale pourrait étre décitar exemple, le profil P20 a été trouvé dans le
canton de Vaud et les départements francais fiergadu Jura et du Doubs. L’homme et les
animaux semblent étre tous deux atteints dans engtée restreint. Il serait alors pertinent
de reprendre I'échantillonnage chez I'hote définiie plus les relations épidémiologiques
existant entre ces différents hoétes pourraienté&trdiees, comme la fréquentation d’'un méme
lieu, en l'occurrence ici les environs d'un paroologique. La région parisienne, ou un
nouveau profil a été décrit devrait étre étudiaes @ttentivement. Si la présence d’'un cycle
parisien est avéré, une activité parasitaire ere agbaine pourrait présenter un risque de
contamination important pour la population humaipar, la proximité d’animaux parasités
avec les habitations et I'implication des animawmeéstiques comme le chien dans la

transmission du parasite a 'hnomme (Deplazes &08l4).

L’étude génétique de ce panel de lésions parasstamllectées sur plus de 25 ans, permet de
déduire que la cible EmsB est trés stable danentgs. En effet des profils trés similaires,
voir identiques ont été décrits chez des patiepérés dans les années 1980 et chez des
renards autopsiés 20 ans apres. Ce caractereefdioudii EmsB un marqueur performant

pour des études rétrospectives réalisées sur desisticonservées apres examen
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anatomopathologique, ainsi que le suivi de la trassion du parasite chez les différents
acteurs du cycle a une échelle géographique étendue

- Apport de I'étude génétique sur la compréhensiomode de reproduction du parasite

Ces travaux ont permis de mieux appréhender leendedreproduction du paraske
multilocularis, qui semble présenter une reproduction majoritaérg clonale par autogamie.
Cependant, la reproduction croisée est possible Ehenultilocularis (Rausch 1985). Pour
étre identifiable, il faut que le croisement sodc@mpli entre deux vers génétiquement
différents. Le faible taux de recombinaison obs&tve&zE. multilocularispourrait étre lié a la
répartition des vers dans l'intestin du renard.g@nt penser que les métacestodes absorbés,
provenant de différents rongeurs parasités colanigetestin du renard a différents points de
la muqueuse intestinale. Chez un renard présemtamauciparasitisme la probabilité de
croisement entre deux populations de parasiteérdiffes est alors faible. En revanche, dans
le cas de fortes charges, la promiscuité entraiiésrentes populations H. multilocularis
pourrait alors induire la production d’ceufs hybadAinsi ces évenements de recombinaison
n'ont une forte probabilité de survenir que loraird’hyperparasitisme. Cependant nous
n‘avons pratiguement jamais retrouvé de profilsélaygotes méme chez les renards
présentant de fortes charges parasitaires (> 1B@iMdus). La reproduction par autogamie
semble ainsi prédominer chez le parasite. Un telae reproduction chez un organisme
conduirait a une diminution de la diversité génétig un niveau local et a 'augmentation des
différences entre les populations de parasitegasofjéographiquement en I'absence de flux

géniques (Emelianov 2007), ou impliquées dans gyes< parasitaires particuliers.

La stabilité des profils génétiques du parasitergaitualors étre essentiellement due a ce
mode de reproduction clonale. Un parasite transonigsle grandes distances géographiques a
tres certainement subi au cours de sa diffusion ceéegaines voir des milliers de cycles
parasitaires et a ainsi été de nombreuses foiempgésence d’'autres parasites présentant des
profils génétiques différents. Cependant certaiofilp génétiques ont été trouvés de maniere
identiqgue d’'un bout a l'autre de I'Europe. Danschs d’'une reproduction exclusivement
clonale, la présence d’'un grand nombre de pro#iséfques dans le foyer européen serait
alors due essentiellement a I'apparition de mutatdans le génome du parasite produites sur

des centaines voir des milliers d'années. Cettduéwa clonale pourrait alors expliquer le
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faible niveau de polymorphisme observé lors deutiét des marqueurs mitochondriaux et

nucléaires simple-locus.

- Fonctionnement du foyer européen

Pour conclure, 'ensemble de ces travaux menésé&ude du polymorphisme H.
multilocularis en Europe par I'application de marqueurs molécegandaptés a permis de
poser des hypothéses sur le fonctionnement du fegdémique européen. L’étude de la
distribution de la diversité génétique du parasiteEurope a conduit a I'observation d’'un
ensemble de populations parasitaires juxtaposées)ant au sein de foyers interconnectés.
Ces échanges sont rendus possibles par la dispedeid’h6te définitif (Artois 1989). Le
parasite pourrait étre alors véhiculé d'un foyemaautre et ainsi connaitre une dispersion sur
de grandes distances. Cette dispersion en Eurogérselerait selon un systéme « continent-
ile », ou la région centrale alimenterait la zodeighérique. La colonisation de nouveaux
territoires peut étre suivie d'un effet de fondatiampliquant un petit nombre d’individus
dans le nouveau milieu. Les individus ne portaritimggl part de la diversité génétique du
foyer d’origine peuvent alors constituer des popoites de composition génétique différente
(Ricklefs & Miller 2005; Templeton 2008). L'extesi du foyer européen est alors possible
vers des territoires considérés comme indemneserCemt I'expansion du parasite se
déroulerait sur des dizaines voir des centainesnd’es. A coté de ce systeme général,
certaines populations E. multilocularispourraient évoluer de maniere locale par des dieste
locaux particuliers, comme par exemple I'existededarrieres montagneuses. Ce peut étre le
cas dans le massif des Grisons, dans les Alpesesuitaliennes, ou des populations de
parasites existeraient au sein de foyers séparégs dpa massifs montagneux et
d’interconnexions limitées (Tanner et al. 2006). dpecialisation de cycles locaux pourrait
également étre due a l'implication d’h6tes parteng, comme on l'a suspecté dans les
Ardennes (le rongeuMicrotus arvalig et dans le Canton de Zurich (le renard urbain)
(Deplazes et al. 2004; Guislain et al. 2007).
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- Perspectives pour I'application de la cible EmsB

La diversité génétique B: multilocularisdans le contexte des vallées des Grisons sera
étudiée pour mieux appréhender le mode de ciromat’un parasite dans un espace

géographique d’acces limité et ou des cas d’EAétiignalés depuis plusieurs années.

Le fonctionnement des autres foyers& dmultilocularis dans I'hémisphere nord nécessite
également d’étre étudié en tenant compte de leanticplarités. Par exemple, dans le foyer
chinois, un plus large spectre d’hotes définitifsirdermédiaires serait impliqué dans la
transmission du parasite, par comparaison au fayeopéen (Vuitton et al. 2003),

I'implication de ’lhomme dans la transmission dugsite (déplacements des hotes définitifs
parasités sur de grandes distances, comme le tbi&ain, la déforestation/reforestation

favorables a la prolifération des hétes, etc. (Gloux et al. 2006)) sont autant de facteurs
pouvant engendrer des différences dans le modéfdsion du parasite. On peut alors penser
que l'implication dans le cycle parasitaire de psoprésentant un phénotype particulier,
comme un pouvoir pathogéne plus important pouétig transmis de maniere locale, avec
I'intervention de chiens domestiques et puisse wowmada l'apparition de cas humains

d’échinococcose de maniere plus fréquente dansales géographiqguement limitées.
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GLOSSAIRE

ADN (Acide désoxyribonucléique) : une hélice en doutvie constituée de nucléotides (base
azotée, sucre = désoxyribose et phosphate) liésutess aux autres par des liaisons
phosphodiester. Les deux chaines nucléotidiguesmsamtenues ensemble par des liaisons
faibles entre les bases, appelées liaisons hydesgdliest la substance fondamentale dont
sont composes les genes.

ADNmt : ADN mitochondrial, circulaire et haploide, gei plique et se transcrit de maniere
autonome au sein de 'organite mitochondrie.

Alléle : I'une des différentes formes d’'un géne qui petexister au niveau d’'un méme locus
entre les chromosomes homologues.

Autogamie : croisement entre deux gametes issus du mémeadadi

Cytométrie de flux (FACS :Fluorescence Activated Cell Soretechnique de détection des
signaux specifiques de fluorescence, émis par desmosomes marqués contenus dans des
gouttelettes, qui sont activées par des déflectgursrépartissent les difféerents types de
chromosomes entre des tubes distincts.

Délétion : retrait d’'un fragment chromosomique dans un@eg@ge nucléotidique.
Diploide : un organisme possédant deux jeux de chromosdamsschacune de ses cellules.
Dixene: organisme nécessitant deux hétes successifssequerpétuer.

Effet fondateur : fluctuation importante des fréquences alléliqudns une nouvelle
population crée par la migration d’'un petit nomtiedividus a partir d’'une population mere.
Le plus souvent il y a réduction de la diversit@&@ue dans la population fille par rapport &
la population mere. La modification de fréquencede® au tirage aléatoire des migrants (et
donc de leur alléle) dans la population mere.

Effort d’échantillonnage standard : exercer la méme pression d’échantillonnage desis
communautés étudiées.

Electrophorese: une technique permettant de séparer les comigstnn mélange de
molécules (protéine, ADN ou ARN) dans un champtébpee qui passe au travers d’un gel.

Epissage: I'excision des introns et le raboutage des exopsartir du pré-ARN pour donner
au final TARN mature.

Evolution concertée: phénomene observé dans I'évolution des famithedtigéniques. A
I'intérieur d’'une méme espece les membres d’unell@multigénique tendent parfois a étre
trés similaires les uns par rapport aux autress @oe ces genes different fortement lorsqu’on
les compare a ceux d’autres especes.
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Flux génique: mouvement des alleles entre des sujets intarticappartenant a différentes
populations par la migration des individus.

Geéitonogamie: fécondation entre deux gameétes issus d’'indivdissncts mais appartenant a
une population clonale.

Gene: c’est l'unité fonctionnelle et physique élémerdade I'hérédité qui transmet
I'information d’'une génération a la suivante. Chag@éne occupe sur un chromosome donné
un emplacement défini appelé locus dont les vanatisont appelées alleles. C'est un
fragment d’ADN constitué d’'une région transcritedatne séquence régulatrice qui permet la
transcription.

Génotypage: discipline qui vise a déterminer l'origine d’'unariation génétique, a une
position spécifique sur le génome pour un indivadwin groupe d’individus donnés.

Géodésique (systeme) systeme de référence permettant d’exprimer lesitipns au
voisinage de la Terre. Repére tridimensionnel dé@m son centre O (défini a proximité du
centre de gravité de la Terre) et trois axes odhmBs (Ox, Oy, dans le plan équatorial de la
Terre et Oz, dans I'axe de rotation de la Terre).

Haploide: une cellule possédant un jeu de chromosomesnoorganisme constitué de ce
type de cellules.

Haplotype : alléle localisé a un locus d’ADN haploide comiMN mitochondrial.

Hétérozygote: individu diploide qui posséde deux versions deles différents pour le
méme gene.

Hétérogamie: croisement entre deux gametes issus d’indivittugopulations distinctes.

Homoplasie: se dit de sites présentant des états molécsilaentiques mais ayant subi
différentes étapes évolutives, différents typesndéations. La présence d’homoplasie conduit
a sous-estimer le nombre total de mutations s’@attuites au court du temps.

Homozygote: individu diploide qui posséde deux copies idgnds du méme gene.

Horloge moléculaire: hypothese selon laquelle les molécules d’'une enéclasse
fonctionnelle (ADN, protéines, etc.) évoluent régrgment dans le temps et a un rythme égal
dans différentes lignées. Pour 'ADN ce phénomestedé aux mutations aléatoires et a la
dérive génétique de variants moléculaires non séfees.

ITS (Internal Transcribed Spackr se référe a une partie de 'ARN non fonctionsiglié
entre les parties codant 'ARN ribosomal. Deux sfmes ITS sont comprises dans un
transcrit précurseur polycistronique (codant plusiechaines polypeptidiques distinctes)
contenant en 5’ et 3' des séquences transcritesreg (ou ETS pouExternal Transcribed
Sequencepuis les genes codants pour les sous-unitésambales (5’ETS, ARNr 18S, ITS1,
ARNr 5,8S, ITS2, ARNr 28S, 3'ETS).

Locus d’'un géne: endroit spécifique d’'un chromosome au niveaweéligst situé un géene.

- 206 -



Glossaire

Microsatellite (ADN) : séquence d’ADN répétée en tandem dont l'unitérépeétition est
comprise entre 1 a 6 pb.

Minisatellite (ADN) : séquence d’ADN de 1 a 5 kb contenant un nomlagable de
répétitions de 15 a 100 nucléotides. Encore app@®dR. Séquences étudiées par la
technique d’empreinte d’ADN.

PCR pourPolymerase Chain Reactiau réaction de polymérisationen chaine: technique
permettant d'amplifier des fragments spécifiquesADN, qui exploitent certaines
caractéristiques de la réplication de 'ADN.

PCR-nichéé (nested PCR: variant de la méthode de PCR pour laquelle deowples
d’amorces sont utilisées pour amplifier un fragmedr deux réactions successives. La
premiére PCR produit des fragments comme en PCssiglee et la seconde utilise ces
produits comme matrice et des amorces « nichépsuy, produire des fragments de plus
petite taille, centrés sur le fragment d’intérétadantage de la PCR nichée est une
augmentation de la spécificité.

Polyembryonie: production de deux ou de plusieurs individusaéipd'un seul oeuf, dont
les cellules, au cours du développement se séppoemtformer des embryons distincts qui
deviendront des jumeaux monozygotes (individu pnawe de la division d’'un oeuf unique).
Southern blot: technique de buvardage de Southern, réaliséarsyroduit de digestion
d’ADN fixé a une membrane et permettant de repées fragments nucléotidiques par
hybridation d’'une sonde spécifique marquée.

Simpson (indice de diversité de) cet indice mesure la probabilité que deux indigid
sélectionnés au hasard appartiennent a la mémeeespé

D= ZN;(N;— 1)/N(N — 1)
N; correspond au nombre d’individus de I'espéce deridN au nombre total d’individus

Sympatrie : caractérise la présence ou la formation d'espébterentes dans des aires
géographiques chevauchantes.

Télomere: extrémité d’'un chromosome.
Test de Mantel: ce test est utilisé pour calculer la corrélatiogaire entre deux matrices de
proximité (dissimilarité ou similarité). Il est seent utilisé en écologie pour tester si les
différences génétiques observées sur un échandliadividus peuvent étre corrélées a un
isolement par la distance géographique.

Transposon: fragment mobile d’ADN encadré par des séquengpétitives terminales, qui
porte généralement des génes codant des fonctolastansposition.

Transversion : substitution d’'une paire de nucléotides impliguée remplacement d’'une
pyrimidine par une purine ou inversement.
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Ul snARN: gene impliqué dans I'épissage de I'ARN, présgatmaniere répétée dans

I’ADN des eucaryotes (géne multilocus) et espacépa séquences microsatellites de motifs
pentameériques (GCGAG) appelées espaceurs, répgéesmdem une cinquantaine de fois
dans le génome.

UPGMA (pour Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Avg@a méthode qui
prend en compte la distance moyenne donnée paatiacen de distance pour élaborer une
paire de branches (cluster). Cette méthode impaoeeharloge moléculaire uniforme parmi
les marqueurs d’ADN employés.

VNTR (répétition en tandem en nombre variable): un locus chromosomique au niveau

duquel une séquence répétitive particuliere essemt@ en nombres différents chez des
individus distincts ou sur les deux chromosomesdiogues d’un organisme diploide.
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Abstract

In order to explore the genetic diversity within Echinococcus multilocularis (E. multilocularis), the cestode responsible for the alveolar
echinococcosis (AE) in humans, a microsatellite, composed of (CA) and (GA) repeats and designated EmsB, was isolated and characterized in view
of its nature and potential field application. PCR-amplification with specific primers exhibited a high degree of size polymorphism between E.
multilocularis and Echinococcus granulosus sheep (G1) and camel (G6) strains. Fluorescent-PCR was subsequently performed on a panel of E.
multilocularis isolates to assess intra-species polymorphism level. EmsB provided a multi-peak profile, characterized by tandemly repeated
microsatellite sequences in the E. multilocularis genome. This “‘repetition of repeats” feature provided to EmsB a high discriminatory power in
that eight clusters, supported by bootstrap p-values larger than 95%, could be defined among the tested E. multilocularis samples. We were able to
differentiate not only the Alaskan from the European samples, but also to detect different European isolate clusters. In total, 25 genotypes were
defined within 37 E. multilocularis samples. Despite its complexity, this tandem repeated multi-loci microsatellite possesses the three important
features for a molecular marker, i.e. sensitivity, repetitiveness and discriminatory power. It will permit assessing the genetic polymorphism of E.
multilocularis and to investigate its spatial distribution in detail.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: E. multilocularis; Tandem repeated multi-loci microsatellite; Genetic polymorphism; Molecular ecology

1. Introduction

Echinococcus multilocularis is the causative agent of
alveolar echinococcosis (AE), a mostly lethal infectious
disease in humans if remaining untreated. This parasite is
geographically widespread in the northern hemisphere,
including Central Europe, the whole North Asian continent
and North America (mainly including Canada, Alaska and a

* Corresponding author at: Parasitology Department, SERF team, Faculty of
Medicine, University of Franche-Comté, 19 rue Ambroise Paré, 25000
Besancon, France. Tel.: 433 3 63 08 22 36; fax: +33 3 63 08 22 32.

E-mail address: jmbart2000@yahoo.fr (J.M. Bart).

1567-1348/$ — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
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few US states) (Vuitton et al., 2003). Regional endemic areas
may include peculiarities in relation to e.g. human behaviour,
host immune response, host species variety, predator-prey
relationship or landscape characteristics (Eckert and Deplazes,
2004). Such parameters may significantly influence prevalence
in the hosts (humans, rodents and carnivores). The epidemio-
logical heterogeneity contrasts with the genetic homogeneity of
the parasite described to date (Haag et al., 1997). So far,
molecular studies have exhibited very little genetic variation
within E. multilocularis (Bowles et al., 1995; Gasser and
Chilton, 1995; Okamoto et al., 1995; Bretagne et al., 1996;
Haag et al., 1997; Rinder et al., 1997; Gasser et al., 1998;
von Nickisch-Rosenegk et al., 1999; van Herwerden et al.,
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2000; McManus, 2006). Irrespective of the methods used
(PCR-RFLP, fingerprinting or sequencing), the molecular
markers (coding mitochondrial or nuclear genes, ITS or any
other non-coding sequence) lacked of discriminatory power.

The precise molecular tracking of E. multilocularis-based
upon geographically or biologically relevant markers would be
helpful to support the risk management of AE. In order to
increase the level of resolution or sensitivity of the molecular
methods, another class of DNA markers should be explored. In
this regard, DNA microsatellites, small tandemly repeated
sequences (1-6 bp) widely dispersed in eukaryotic genomes,
could prove to be suitable for our purposes. Their high level of
polymorphism is due to the variability in the number of tandem
repeats caused by slippage of DNA strands during the cellular
replication process (Schlotterer, 2000). To date, microsatellite
analysis seems to be a suitable approach for detecting genetic
diversity in parasites (Tibayrenc, 1998; De Luca et al., 2002;
Monis et al., 2002). Nevertheless, only two studies have
explored the genome of E. multilocularis using this approach.
Employing a microsatellite upstream from the coding region of
the Ul snRNA gene, isolates from Europe, Japan and North
America could be discriminated, but no variation was found
within each of these geographic foci (Bretagne et al., 1996).
More recently, two microsatellite sequences allowed to detect
genetic variation among different isolates of E. multilocularis
adults, collected on Hokkaido Island, Japan (Nakao et al.,
2003). Additional polymorphic markers that could be used for
assessing the detailed genetic structure of the parasite
populations in relation to molecular epidemiological analyses
may be helpful. The aims of the present study were (i) to
characterize microsatellite sequences which are able to detect
genetic variation within the genome of E. multilocularis, (ii) to
test the reliability of the microsatellite(s) found, and (iii) to
assess the relevance of the microsatellite variations in view of
geno-tracking E. multilocularis isolates upon geographical and/
or biological clustering. For this purpose, an original panel of
parasites collected mainly from intermediate hosts from
Switzerland, controlled by various isolates from other
geographical areas, was used.

2. Materials and methods
2.1. Echinococcus isolates

The following isolates of Echinococcus spp. were used in
this study: first, microsatellite sequences were isolated from
protoscolex-DNA of Gl-strain Echinococcus granulosus
(collected from Algerian sheep). Secondly, to select the most
polymorphic microsatellite sequences, a first assessment of the
respective inter-specific variation was performed by using two
isolates of E. granulosus (Gl and G6 genotypes) and one of
E. multilocularis (Switzerland). Finally, to investigate the intra-
specific variation, a total of 35 E. multilocularis isolates were
analyzed, 27 from Europe (mainly from Switzerland), seven
from Alaska, and one from Canada. All the E. multilocularis
isolates, collected from naturally infected rodents or humans,
had been subsequently maintained in laboratory rodents by

serial passages every 4-6 months. To test the stability of the
microsatellite in relation to the asexual metacestode multi-
plication, two isolates (resulting from experimental infection
from two parasited French foxes), that had been continuously
maintained in vivo for 1 and 7 years, respectively, by serial
passage in mice every 4 months, were investigated at different
sampling times. The characteristics of the Echinococcus
isolates are summarized in Table 1.

2.2. Microsatellite isolation

2.2.1. DNA extraction

Genomic DNA was extracted from protoscoleces of
E. granulosus (Sheep Gl-strain) to avoid host DNA contam-
ination. The High Pure PCR Template Preparation kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), based on Proteinase K
digestion, was used.

2.2.2. Library construction

Approximately 1 pg of genomic DNA was digested
completely with Sau3A (Roche). The DNA fragments were
ligated into the pUC18 vector (Yanisch-Perron et al., 1985) that
had been digested with BamHI (Roche) and dephosphorylated
with alkaline phosphatase (Roche). The recombinant plasmid
was inserted into Escherichia coli DH5a competent cells by
heat shock. Transformed cells were plated on Mueller—Hinton
plates containing 100 pg/ml ampicillin, 40 pg/ml X-Gal (5-
bromo-4-chloro-3-indoyl-B-p-galactopyranoside) and 0.2 pl/
ml IPTG (isopropyl-beta-p-thiogalactopyranoside).

2.2.3. Library screening and sequencing

Colony lifts with nylon membranes, hybridization at 45 °C
in DIG Easy Hyb solution, and detection with anti-DIG
antibody and colorimetric reagents NBT/BCIP were performed
according to manufactures protocols (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). The probe was an equal mixture
of digoxigenin-labelled oligonucleotides [(TC)p, (TG)o,
(CAC)sCA, CT(CCT)s, CT(ATCT)¢ and (TGTA)gTG], pre-
pared using the DIG Oligonucleotide Tailing Kit (Roche).

2.2.4. Positive clones sequencing

Positive colonies were selected from plates and resuspended
in 1 ml of distilled water. Five microlitres of this solution were
used for the PCR mix containing 15 pmol of each Universal
primers (M13/pUC 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ and
M13/pUC reverse 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3), 2.5 pl
of 10X Buffer, 20 wmol of ANTP and 0.5 U of Taq polymerase
in a final volume of 25 1. PCR was performed using one step at
94 °C for 5 min, then 30 cycles with three steps at 94 °C for
1 min, 55°C for 1 min and 72 °C for 1 min and a final
elongation (72 °C for 5 min). PCR products were subsequently
purified and automatically sequenced by using the CEQ DTCS
Quick Start Master Kit (Beckman Coulter, CA, USA). For
sequenced clones exhibiting more than five repeats, primers
were designed from appropriate regions flanking the micro-
satellites, using the Primer3 software (Rozen and Skaletsky,
2000).
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Table 1
Main characteristics of the parasite isolates studied

Code number Parasite species Parasite stage

Geographical origin

Host origin

Collection date

1 E. multilocularis Metacestode
2 E. multilocularis Metacestode
3 E. multilocularis Metacestode
4 E. multilocularis Metacestode
5 E. multilocularis Metacestode
6 E. multilocularis Metacestode
7 E. multilocularis Metacestode
CND E. multilocularis Metacestode
14 E. multilocularis Metacestode
15 E. multilocularis Metacestode
16 E. multilocularis Metacestode
17 E. multilocularis Metacestode
18 E. multilocularis Metacestode
19 E. multilocularis Metacestode
20 E. multilocularis Metacestode
21 E. multilocularis Metacestode
22 E. multilocularis Metacestode
23 E. multilocularis Metacestode
24 E. multilocularis Metacestode
36 E. multilocularis Metacestode
37 E. multilocularis Metacestode
39 E. multilocularis Metacestode
40 E. multilocularis Metacestode
41 E. multilocularis Metacestode
44 E. multilocularis Metacestode
CHI E. multilocularis Metacestode
45 E. multilocularis Metacestode
29 E. multilocularis Metacestode
31 E. multilocularis Metacestode
34 E. multilocularis Metacestode
42 E. multilocularis Metacestode
43 E. multilocularis Metacestode
500* E. multilocularis Metacestode
501% E. multilocularis Metacestode
502% E. multilocularis Metacestode
504 E. multilocularis Metacestode
505% E. multilocularis Metacestode
12 E. multilocularis Adult

609 E. multilocularis Adult

220 E. multilocularis Adult

539° E. granulosus Metacestode
116°¢ E. granulosus Metacestode

St.
St.
St.

Lawrence Island
Lawrence Island
Lawrence Island
St. Lawrence Island
St. Lawrence Island
St. Lawrence Island
St. Lawrence Island
Canada

Freiburg (Sz)
Freiburg (Sz)
Freiburg (Sz)
Freiburg (Sz)
Freiburg (Sz)
Freiburg (Sz)
Freiburg (Sz)
Freiburg (Sz)
Freiburg (Sz)
Freiburg (Sz)
Freiburg (Sz)
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Lausanne (Sz)
Basel (Sz)

Basel (Sz)

Zurich (Sz)

Zurich (Sz)

Zurich (Sz)

France

France

France

France

France

Switzerland

Czech Republic
Austria

Algeria

Mauritania

P R R =S PN

—

Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Human

Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Human

Human

Human

Human

Human

Human

Human

Ouistiti (Callitrichidés)

Cercopitheque
Cercopitheque
Cercopitheque
Cercopitheque
Cercopitheque
Fox

Fox

Fox

Fox

Fox

Fox

Fox

Fox

Sheep

Camel

1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1995
1995
1995
1995
1995
1995
1995
1995
1995
1995
1995

2003
1997
2003
1991
1989
1990
1991
1991
1992
1997
2004
2001
2001
2001
2003
1998

 Isolates subcultivated in mice.
® Isolate genetically identified G1 (GenBank accession no. AF408686).
¢ Isolate genetically identified G6 (GenBank accession no. AF384099).

2.3. Microsatellite amplification

2.3.1. PCR

Each primer set was initially tested for amplification by PCR
in the following 25 .l reaction mixture: 2.5 pwl PCR Buffer 10X
(Sigma™, St. Louis, MO, USA), 20 pmol dNTP (dNTPset,
MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), 40 pmol of each primer
(Invitrogen Life Technologies™, Paisley, Scotland) and 0.5 U
Taq polymerase (REDTaq-polymerase™, Sigma) and 50 ng of
genomic DNA. The annealing temperature of primers was
optimized using a Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg,
Germany) from 50 to 60 °C, with the same steps described in
Section 2.2.4. The presence of PCR products was demonstrated
in a 2% agarose gel stained with ethidium bromide.

2.3.2. Fluorescent-PCR

The forward primer was subsequently 5'-(dyeD3)-fluores-
cent-labelled (Proligo, USA). PCR amplification was performed
in a 10 pl-reaction mixture including 1.5 pl PCR 10X Buffer
(Sigma™, St. Louis, MO, USA), 20 wmol dNTP (dNTPset, MBI
Fermentas, Vilnius, Lithuania), 0.5 pmol of labelled primer
(EmsB A 5-GTGTGGATGAGTGTGCCATC-3'), 1 pmol of
unlabelled primer (EmsB C 5'-CCACCTTCCCTACTGCAATC-
3"), 0.25 U Taq polymerase (REDTag-polymerase™, Sigma)
and 10 ng of genomic DNA. The amplification was carried out
using the following cycling conditions: 94 °C for 2 min, 30
cycles of 94 °C for 30 s, 60 °C for 30 s and 72 °C for 30 s and a
final extension step of 72 °C for 5 min. Half a microlitre of the
PCR product was mixed with 40 .l of formamide and 0.4 .l of
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Fig. 1. Nucleotides composition of the EmsB microsatellite obtained after cloning of the PCR products. The upper sequence has been obtained for after cloning of the
isolate CH1, (E. multilocularis from Switzerland). The lower sequence has been obtained for a clone of the isolate 539 (E. granulosus, G1 strain). The main
differences revealed between these both sequences were the variations in (CA) and (GA) repeats. The total homology percentage is 77%. The nucleotides, indicated

by arrows, correspond to the primers sequences used in this study.

labelled molecular weight markers. This mixture was loaded on a
CEQ™8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter).

2.4. Dendrogram construction

According to the nature of the EmsB fragment, we
established that the height of each peak was the consequence

of the number of repeats of this peak in the genome. Profiles
were normalized by dividing each peak height by the maximum
height value in the profile. Hierarchical cluster analysis was
computed using the Euclidian distance and an average link
clustering method. The uncertainty of clusters was calculated
by a multiscale bootstrap resampling (B = 1000) and given as
approximately unbiased p-values according to Shimodaira

10 11 12 13 14 15 MW

Fig. 2. Inter-specific variation of the EmsB sequence. 1-5: E. multilocularis, 6-10: E. granulosus G6, 11-15: E. granulosus G1. For each isolate, five annealing
temperatures were tested (52, 54, 56, 58 and 60 °C). N: negative control; My: molecular weight.
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(2002, 2004). Computing was done using R (R Development
Core Team, 2005) and the package pvclust (Suzuki and
Shimodaira, 2005).

2.5. Characterization of the EmsBmicrosatellite

2.5.1. Reproducibility and repeatability

PCR amplifications were processed in duplicate for all the
isolates by two independent manipulators, in order to avoid any
technical error. For three isolates (500, 502 and 505), PCR
conditions were tested by changing the number of cycles (20, 25
and 30) and by using two other Taq polymerases: the Jump Start
Taq polymerase (Sigma) and the diamond DNA polymerase
(Bioline). Finally, for three samples (12, 220 and 609), PCR
process was performed five times. The five profiles obtained for
each sample were compared and the standard deviation was
calculated.

2.5.2. Stability

The stability of the microsatellite was tested using eggs
of two E. multilocularis adult worms (both originating
from French foxes), which had been used to experimentally
infected mice and which had subsequently been maintained in
vivo for many years upon intraperitoneal transplantation from
mouse to mouse. The first respective isolate had been
cultivated for 1 year successively in three mouse passages,
including sample no 500 (time point 0), 501 (time point 3
months) and 502 (12 months). The second isolate had been
maintained for 7 years in mice, including sample no 504 (time
point 0) and 505(time point 7 years, with 19 passages
inbetween).

2.5.3. Specificity

PCR was carried out with genomic control DNAs isolated
from different host species (mouse and human). DNA
extraction procedure for mouse and human liver tissue was
the same as used for the Echinococcus samples.

2.5.4. Sensitivity

DNA extraction was performed from one single E. multi-
locularis adult tapeworm with the High Pure PCR Template
Preparation kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
DNA was eluted in 40 pl of elution buffer and 2 .l were used in
the PCR at concentration comprised from 1 ng to 1 fg.

2.5.5. Identification of the complex profile

2.5.5.1. PCR product cloning. In order to characterize the
fluorescent-PCR complex profiles, the PCR product of a
defined E. multilocularis human isolate (CH1) was cloned with
the TA Cloning Kit (Invitrogen) according to the recommenda-
tions of the manufacturer. The clones obtained were resuspended
in 1 ml of distilled water and used for the fluorescent-PCR and
for subsequent sequencing.

2.5.5.2. Southern blot. Ten micrograms of CHI total DNA
were digested with Alul and Pstl. DNA fragments were
electrophoresed on an 1% agarose gel and transferred to a
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Fig. 3. Dendrogram constructed from the EmsB profiles data. Hierarchical
cluster analysis was computed using the Euclidian distance and an average link
clustering method. The uncertainty of clusters was calculated by a multiscale
bootstrap resampling (B = 1000) and given as approximately unbiased p-values
(numbers on nodes, in percent) according to Shimodaira (2002, 2004). Dotted
boxes underline highly robust clusters (p >95%) on higher nodes. The
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ing 25 genotypes within the E. multilocularis panel. Computing was done using
R (R Development Core Team, 2005) and the package pvclust (Suzuki and
Shimodaira, 2005).
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nitrocellulose membrane (Amersham Biosciences) by the
method of Southern (1975). Hybridization was performed
with two different probes: EmsB A/C and EmsB G/H (one
110 bp flanking region of the microsatellite). Probes were
labelled with digoxigenin-dUTP (PCR DIG Probe Synthesis
Kit, Roche®™, Germany). Hybridization, subsequent washings
and NBT/BCIP signal detection were done according to the
manufacturer’s recommendations.

2.5.5.3. Long size PCR. To locate the repetitions of the
microsatellite fragment in the Echinococcus genome, two
sets of complementary primers were designed: EmsB A/B
(EmsB A (described above) and EmsB B 5-AAG AGG AAG
AAA GGG GGT GA-3') and their complementary EmsB
Ay (5’-GAT GGC ACA CTC ATC CAC AC-3') and EmsB B,y
(5-TCA CCC CCT TTC TTC CTC TT-3'). The tandem
repetitive nature of EmsB was thus investigated by performing
a PCR in the same conditions as described above (see Section
2.3.2). The elongation time (5 min) was the only modified
factor.

2.5.5.4. Estimation EmsB copies number. The number of
EmsB copies was assessed by the use of quantitative real-time
PCR using the LightCycler™ system (Roche Diagnostics) with
the Fast-Start DNA Master SYBR Green I LightCycler Kit
(Roche Diagnostics). PCR amplification efficiencies (E) were
determined according to the equation: E = 10""5°P® The
strategy was to compare the number of copies of the EmsB A/C
fragment in the parasite genome to a solution containing an
EmsB known copies number ligated in a recombinant plasmid
(Providenti et al., in press; Gourlain et al., 2003; Whelan et al.,
2003). For this purpose, a dilution of plasmid (from 1 copy to
10® copies) was amplified with EmsB A/C primers. By
comparison of the crossing point (CP) values, the number of
EmsB copies was estimated.
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3. Results
3.1. Microsatellite isolation

More than 5000 E. coli were transformed and hybridized
with the probe mixture. Seventeen positively hybridizing
colonies were detected and subsequently sequenced. All
containing microsatellite sequences were submitted to Gen-
Bank (accession nos. AY680844 to AY680860). Eleven
sequences represented tandem repeats of two nucleotides
[from (CA)6 to (CA)20(GA)25] and six trinucleotide repeats
[from (TGG)S5 to (TTC)12].

3.2. Amplification of microsatellites by PCR

3.2.1. Assessment of inter-specific polymorphism

After the design of specific primers, PCRs were carried out
for each of the 17 microsatellites to test the magnitude of
variation among isolates of E. granulosus Gl, G6 and E.
multilocularis. Based on agarose gel electrophoretic analyses,
the highest difference in fragment size was for the micro-
satellite designated EmsB (Figs. 1 and 2).

3.2.2. Assessment of EmsB intra-specific polymorphism

For microsatellite EmsB, amplification was effective for all
the 37 E. multilocularis isolates of the panel. The fluorescent-
PCR (EmsB A/C) products represented complex profiles. The
profiles possessed from 6 to 15 peaks ranging from 209 to 247
base pairs (bp), each separated by two bases. From the
hierarchical clustering, eight clusters, with approximately
unbiased p-values larger than 95%, were highlighted by dotted
rectangles (Fig. 3). Each sample located in these clusters was
seen closely related to the samples of the same cluster. The first
cluster, shown by the tree, contained all the St. Lawrence island
isolates, collected in the same field. All presented a major peak
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Fig. 4. Example of EmsB fragment analysis profiles. The patterns obtained for E. multilocularis from St. Lawrence Island rodents 3, 4 and 5 (respectively, Al, A2,
and A3) were strictly similar. They vary from those obtained for the E. multilocularis from Freiburg rodents 14, 15 and 16 (respectively, B1, B2 and B3) which are also
strictly similar between themselves. The genotypes obtained for samples 36, 41 and 42 (respectively, C1, C2 and C3) exhibited variations not only with A and B but
also between themselves. These variations are due to the presence or absence of peaks and to the importance of the peaks, which correspond to the occurrence of a

repetition-unit in the genome. The size of peaks is indicated in base pair.
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Fig. 5. Microsatellite stability test. For a same isolate, cultivated successively in
three mice [(A) March 1991 (500), (B) May 1991 (501) and (C) February 1992
(502)], three DNA extractions then three fluorescent-PCRs have been per-
formed. The three profiles obtained were identical. The same identical patterns
are observed for isolates 504 and 505 cultivated in two mice, respectively, in
May 1997 (D) and May 2004 (E).

at 209 bp, one peak at 211 bp and six peaks distributed between
219 and 229 bp (Fig. 4(A)). Among the European samples,
displaying peaks ranged from 215 to 247 bp, one main type of
profile was observed for 11 samples (samples 14—24) collected
in Switzerland from Arvicola terrestris all caught in the same
field within an area of 0.5 km? and within a time period of 1
month (Fig. 4(B)). A similar profile was found for two Swiss
monkeys (samples no. 29 and 31) coming from Basel. A third
group clustered three simian samples collected in Zurich
(samples no. 34, 42 and 43) and one human Swiss lesion (no.
39). The last simian sample (no. 45) was clustered with two
Swiss human samples (no. 36 and 40) (Fig. 4(C)). Three
clusters were represented by the three samples used to test the

repeatability of the method (see Section 3.3.1). The Canadian
sample was located between the St. Lawrence Island cluster and
the European samples.

Finally, the E. granulosus isolates (no. 539 and 116) were
easily identified with 13 peaks ranged from 281 to 301 bp for
the G1 sample and 14 peaks ranged from 253 to 273 and from
279 to 283 for the G6 isolate.

3.3. Characterization of the EmsB microsatellite

3.3.1. Reproducibility and repeatability

The same results (number, position, height and width of
peaks) were repeatedly displayed for a same isolate. Despite
the changes in the PCR cycle numbers (20, 25 or 30) and of the
source of DNA polymerase, the profiles did not vary. The three
samples, which were analyzed five times (no. 12, 220 and
609), presented exactly the same number of peaks, at the same
size, after each experiment (10 peaks for sample no. 12, nine
for sample no. 220 and six for sample no. 609). Moreover, for
each of theses samples, the height of each peak presented a
very low variability from an experiment to another. Indeed the
standard deviation ranged from 1.4 to 5.5% for the peaks of
sample no. 12, from 0.4 to 2.6% for those of sample no. 220
and from 2.7 to 6.5% for the peaks of sample no. 609.
Consequently, for each of the three samples, global profiles
remained extremely stable, with a genetic distance always less
than 0.11 between results of the five experiments (see Fig. 3).
Referring to the remarkable stability of the profiles, we could
fix a ““genotype definition threshold’ including a rather large
margin: two samples were considered to belong to different
genotypes when their genetic distance exceeded 0.2 (Fig. 3).
Using this threshold and despite the margin we adopted, 25
genotypes could be defined within the 37 E. multilocularis
samples. In addition, the two main clusters of samples which
exhibited an identical profile (with a genetic distance above
the threshold) corresponded to isolates collected from a same
closed area (a field near Freiburg in Switzerland and a field in
St. Lawrence Island, respectively).

3.3.2. Stability

The profiles obtained for the two E. multilocularis isolates
maintained in mice for 1 year (samples 500-502) and 7 years
(samples 504 and 505) also exhibited a very low variability,
with an apparent genetic distance inferior than 0.11 (Figs. 3 and
5). Therefore, the profiles were considered as remaining
identical despite the long period of the study.

3.3.3. Specificity/sensitivity

Amplification was specific for E. multilocularis DNA, since
no amplification was produced using rodent and human control
DNAs (data not shown). Moreover, the same profile was
observed for a PCR performed either with pure E. multi-
locularis DNA or with the same E. multilocularis DNA mixed
with an equal amount of host DNA (tested for both human and
mouse). Consequently, the presence of host DNA during
PCR performance did not influence the electrophoretic profile
(data not shown).
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Fig. 6. Relation between (A) the EmsB “‘complex profile” obtained with the CHI sample after fluorescent-PCR EmsB A/C and (B) the repartition of the EmsB
“simple peaks” PCR obtained after cloning of the EmsB A/C PCR product for the CH1 sample. (C) The R coefficient compares the fluorescence intensity data to the
repartition of the 110 clones analyzed. The microsatellite composition of each peak is described in Table 2.

PCR performed from pure parasite DNA extracted from a
single E. multilocularis adult worm allowed the amplification
of the EmsB target until 1 fg DNA (data not shown).

3.3.4. Strategy to document the complexity of the profile

The multi-peak profile obtained after fluorescent-PCR raised
the question of its structural signification. The cloning of the
EmsB A/C PCR product, followed by a fragment analysis,
showed the amplification of single peaks. This result indicated
the ability of the Taq polymerase to read the microsatellite
sequence without generating stutters. Fig. 6 shows graphically
the relation between the “complex profile” and the 110
“mono-peak” clones classified according to their size.
Sequencing of 16 clones as shown in Fig. 6 — representing

Table 2

the 16 fragment lengths — thus proved that the differences in the
size for each peak corresponded precisely to the variation
exhibited in the microsatellite composition (Table 2).

As the profile resulted of the repetition of different
microsatellite fragments, we wondered how these fragments
were divided in the Echinococcus genome. The Southern blot
performed either with total PCR product probe either with
microsatellite flanking region probe revealed only one band.
Thus, we hypothesized that the fragments are tandemly
repeated and not dispersed in the genome. A long-PCR
(5 min of elongation), performed with EmsB A/B primers and
their complementary (EmsB A../B.x), showed congruent
amplifications (Fig. 7) that are in favor of the hypothesis of
contiguous repetitions. The sequencing of these fragments

Composition of the microsatellite sequences isolated by PCR-product cloning of the CHI1 sample

Fragment size (bp) Clone number

Microsatellite nucleotides composition

Microsatellite size (bp)

215 7 (CAYT
217 5 (CA)8
221 2 (CA)10
223 11 (CA)8
225 5 (CA)10
227 13 (CA)10
229 8 (CA)11
231 6 (€A1
233 11 (CA)14
235 15 (CA)14
237 5 (CA)15
239 5 (CA)15
241 10 (CA)I5
243 1 (CA)16
245 2 (CA)18
247 4 (CA)20

(GA))4
(GA))4
(GA)4
(GA))4
(GA)4
(GA)4
(GA))4
(GA)S
(GA))4
(GA))4
(GA)4
(GA)S
(GA)6
(GA)6
(GA)S
(GA))4

GGTG (GA)2 30
GGTG (GA)2 32
GGTG (GA)2 36
GGTG (GA)5 38
GGTG (GA)4 40
GGTG (GA)5 42
GGTG (GA)5 44
GGTG (GA)5 46
GGTG (GA)4 48
GGTG (GA)5 50
GGTG (GA)5 52
GGTG (GA)5 54
GGTG (GA)5 56
GGTG (GA)5 58
GGTG (GA)5 60
GGTG (GA)5 62

See also Fig. 3 to observe the exact pattern of CH1 fluorescent-PCR product.
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Fig. 7. PCR patterns showing the tandem feature of the EmsB fragment. (A) The primers EmsB A/B amplify a 0.6 kb band (containing the microsatellite sequence)
and a 1.4 kb band, which contains two times the microsatellite sequence and the “inter-fragment region”” of 0.2 kb. This “‘inter-fragment” is amplified with the EmsB
Acxt/Bexts Which are the EmsB A/B complementary primers. The second band of 1 kb contains two times the “inter-fragment region” separated by the A/B
microsatellite sequence. Lanes 1, 2, 5 and 6 are E. multilocularis samples; 4, 5 and 7 are E. granulosus samples, N is the negative control, Myy is the molecular weight.
(B) Interpretation of the PCR bands thanks to the electrophoresis and the sequencing analysis. The sense of PCR elongation is indicated by arrows. The primer EmsB
C, used for genotyping the parasite, was also located. Microsatellite sequence is comprised between A and C.

definitively proved the tandem distribution of a 0.8 kb
repetition-unit. Its size varies due to the size of the
microsatellite sequence that composed in part this unit (Fig. 1).

Finally, the use of quantitative PCR allowed us to estimate
that the number of EmsB fragments is 10* copies (data not
shown). This result is in congruence with the sensitivity
threshold of the EmsB PCR that is 1fg, i.e. 10,000 times
downer that one Echinococcus genome size estimated around
10 pg (Gottstein and Mowatt, 1991).

4. Discussion

The microsatellite (EmsB), obtained by Echinococcus DNA
library screening, presented a complex profile after electro-
phoretic analysis of the fluorescent-PCR products. The strategy,
followed to characterize this profile, led us to think that this
pattern is the exact expression of the repetitive nature of the
microsatellite in the Echinococcus genome.

4.1. What is the molecular relevance of EmsB?

First, cloning carried out on PCR product, which had
complex patterns, allowed us to segregate the different peaks;
each transformed clone having only one insert. Furthermore,
when fragment analysis was performed for each clone, the
amplification of only single peaks was demonstrated. The
simple profile allowed to refute the hypothesis of an in vitro
slippage as a consequence of the Taq polymerase used. This

hypothesis concerned the “stutter” bands that could be
produced during the extension time of the PCR. The slippage
of the Tag DNA polymerase had led, in some cases, to the
expansion and/or deletion of repetition units of the micro-
satellite sequence (Hite et al., 1996; Bulle et al., 2002; Shinde
et al., 2003). In the present study, despite the use of different
DNA polymerases, different PCR annealing temperatures and
different cycle numbers, the profiles were always the same.

Then, sequencing of isolated peaks proved that size variation
of the fragments corresponded to the variation in nucleotide
composition of the microsatellite sequence. For some peaks of a
same size, differences in the nucleotide composition were
demonstrated (data not shown). This phenomenon can be linked
to size homoplasy. Estoup et al. (2002) proposed the term of
‘molecular accessible size homoplasy’ (MASH) because DNA
sequencing is useful to detect this type of information. The
same authors concluded that this phenomenon does not
represent a significant problem for many types of population
genetics analyses. The high variability in microsatellite loci
often compensates for their homoplasious evolution. Moreover,
because of the microsatellite dinucleotide variation that
continually causes a frame shift, there is high probability that
the sequences are located in non-coding regions of the genomic
DNA. Selective pressure is considered to be reduced, allowing a
higher variation and an increased informativeness (Rodrigues
et al., 2002).

We provided evidence that our DNA fragment is repeated in
the parasite genome. But how were distributed these repeti-
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tions? The Southern blot analysis combined with PCRs, able to
amplify large fragment DNA, indicated that the repetition-units
were clustered in tandem, at a defined location of the genome.
To resume, taking into account all the features of the fragment
studied, EmsB appeared to be the unit of a tandem repeats
region (a minisatellite-like), in which varies a microsatellite
sequence. This original pattern can be seen as a very complex
variable number tandem repeats (VNTRs).

4.2. What will be the utility of EmsB?

Different types of polymorphic marker analyses generate
different view-points, however, there is consensus about the
restricted genetic variation within E. multilocularis (Haag et al.,
1997; Bart et al.,, 2003). This relative homogeneity was
interpreted as the recent spread of the parasite from the Artic to
sub-Artic and temperate regions (Romig, 2002). In this
situation where, due to the relative recent divergence of the
species, the parasite population seems monomorphic, we
required a rapidly-evolving marker (Tibayrenc, 1998). Despite
the relatively small number of the E. multilocularis isolates
investigated in the present study, our molecular marker already
provided the ability to distinguish several genotypes. The group
from St. Lawrence Island can be differentiated from the group
from Europe. More than that, 20 genotypes have been exhibited
within the European samples. From the repeatability experi-
ment, a threshold has been defined to avoid over discrimination.
Without this threshold, two samples could be separated,
whereas their differences were only due to technical reasons.
By taking a threshold at 0.2 as genetic distance, which
corresponds to a large standard deviation, the risk to
differentiate samples that are similar is reduced. Hence,
parasites coming from the Freiburg’s field can be seen as very
closely associated parasites, whereas other Swiss parasites
clearly belong to different genotypes.

With regard to temporal aspects, we demonstrated a
respective stability of the marker by investigating two
independent isolates maintained in mice by serial passage for
a long time period. Results showed that the marker did not vary
for each of the isolates during the entire time period assessed.

Despite its complexity, this multi-loci microsatellite target
possesses the three important properties of genetics markers,
i.e. sensitivity, repetitiveness and discriminatory power. The
characterization of EmsB is a first step towards developing
tools to tackle and understand the molecular epidemiology of E.
multilocularis in the field. The question arises as to whether it is
suitable to track potentially e.g. the infection source of human
patients, or the temporal and spatial kinetics of dissemination
within fox or rodent populations. We plan to carry out such
investigations, especially on a large European panel of E.
multilocularis samples to assess the emergence or not of the
parasite in new detected foci.
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Alveolar echinococcosis (AE)—caused by the cestode Echinococcus multilocularis—is a severe zoonotic dis-
ease found in temperate and arctic regions of the northern hemisphere. Even though the transmission patterns
observed in different geographical areas are heterogeneous, the nuclear and mitochondrial targets usually used
for the genotyping of E. multilocularis have shown only a marked genetic homogeneity in this species. We used
microsatellite sequences, because of their high typing resolution, to explore the genetic diversity of E. mul-
tilocularis. Four microsatellite targets (EmsJ, EmsK, and EmsB, which were designed in our laboratory, and
NAKI1, selected from the literature) were tested on a panel of 76 E. multilocularis samples (larval and adult
stages) obtained from Alaska, Canada, Europe, and Asia. Genetic diversity for each target was assessed by size
polymorphism analysis. With the Ems]J and EmsK targets, two alleles were found for each locus, yielding two
and three genotypes, respectively, discriminating European isolates from the other groups. With NAKI1, five
alleles were found, yielding seven genotypes, including those specific to Tibetan and Alaskan isolates. The
EmsB target, a tandem repeated multilocus microsatellite, found 17 alleles showing a complex pattern.
Hierarchical clustering analyses were performed with the EmsB findings, and 29 genotypes were identified. Due
to its higher genetic polymorphism, EmsB exhibited a higher discriminatory power than the other targets. The
complex EmsB pattern was able to discriminate isolates on a regional and sectoral level, while avoiding

overdistinction. EmsB will be used to assess the putative emergence of E. multilocularis in Europe.

Echinococcus multilocularis is the causative agent of alveolar
echinococcosis (AE), a parasitic infection of humans that can
be lethal if not appropriately treated. In nature this zoonosis
involves different mammalian hosts: carnivores (in Europe
mainly foxes [Vulpes vulpes), dogs [Canis lupus familiaris], and
raccoon dogs [Nyctereutes procyonoides]) act as definitive hosts
(32), and a wide spectrum of rodents are intermediate hosts
(34). Humans who are accidentally infected serve as interme-
diate hosts and may develop AE after a long incubation period
(8, 33). Nonhuman primates, such as zoo gorillas (Gorilla spp.)
or macaque monkeys (Macaca spp.) can also serve as aberrant
intermediate hosts (7, 13, 25). The geographical distribution of
the parasite includes large parts of the northern hemisphere:
China, Central Asia (12), Hokkaido in Japan (20), Central and
Eastern Europe (21, 23, 26, 34), and some parts of North
America (14, 27). The extent of both infection and spatial
distribution depends on different factors, for example, (i) the
probability of a parasite-host encounter (encounter iris), de-
pending on the density of susceptible rodents and carnivores
and the human activities and behavior, and (ii) the balance
between the immune evasion capacity of the parasite and the
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host immune response (compatibility iris) (11). This interac-
tion implies a host-parasite arms race that may depend not
only on the genetic polymorphism of the host (11, 15, 16)
among other components but also on the genetic polymor-
phism of the parasite. For E. multilocularis, few genetic differ-
ences among isolates have been observed with classical nuclear
and mitochondrial targets (18). E. multilocularis has shown a
variability of at least 10 times less than that of Echinococcus
granulosus, the causative agent of cystic hydatidosis (5, 6, 18).
The use of more sensitive tools such as microsatellites—frag-
ments of nuclear DNA composed of 1 to 6 bp tandemly re-
peated—might provide more information about parasite DNA
polymorphism; they are already used for genotyping and spa-
tial distribution studies for other species of parasites, such as
Leishmania infantum (10). They could help to better identify
the spatial-temporal characteristics of the E. multilocularis
transmission pattern (3). Analyses performed on the spacers of
the UlsnRNA gene have shown three distinct genetic profiles
for European, North American, and Japanese isolates, but no
variability between individual samples of the respective foci
has been found (9). A Japanese team documented differences
in an adult worm panel collected from Hokkaido Island, but no
relationship between this sample panel and geographical po-
sition was demonstrated (22). These two publications high-
lighted the importance of microsatellite analyses in the explo-
ration of the genetic diversity of E. multilocularis. Recently, our
collaborative laboratory investigation identified 17 microsatel-
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TABLE 1. Primer sequences and characteristics of microsatellite loci in E. multilocularis

Fragment size

Annealing

Primer names® Primer sequence (bp) temp (°C) Repetition Source (accession no.)

EmsJ A*, EmsJ B 5'-GAACGCGCTAACCGATTG-3, 152-155 54 (CD), In-house (AY680845)
5'-TTAGGAATGGGAAGGTGTCG-3’

EmsK A*, EmsK B 5'-CAGCTCAAAAGAACCCGAAG-3', 248-250 54 (CA), In-house (AY680857)
5'-CCAAACTTCCGCTCACTCTG-3'

EmsB A*, EmsB C 5'-GTGTGGATGAGTGTGCCATC-3', 209-241 60 (CA),(GA), In-house (AY680860)
5'-CCACCTTCCCTACTGCAATC-3'

NAK1 A*, NAK1 B 5'-GGTAGCCAATGCTGTGGTTT-3, 189-201 60 (CCcA), Nakao et al. (AB100031)

5'-GCGAGGTCACGCAAATGTAT-3’

@ * primer labeled. Primers NAK1 A* and NAK1 B were designed from the sequence EMms1 (AB100031) available in GenBank before the paper by Nakao et al.

(4) was published.

lite targets (4). EmsB, a tandem repeated multilocus microsat-
ellite, was identified and characterized. This microsatellite not
only clearly demonstrated a high discriminatory power by iden-
tifying samples from different geographical origins (Alaska and
Europe) but it also found several similar clusters within the
European collection of isolates (4).

In the present investigation, in which the genetic polymor-
phism of E. multilocularis isolates from Europe, Alaska, China,
and Japan was studied, we compared the relevance of four
different microsatellite targets. Three of them were taken from
a previous work by Bart et al., published in 2006 (4), and a
microsatellite sequence published by Nakao et al. in 2003 was
used as an independent marker (22).

MATERIALS AND METHODS

Selection of microsatellite targets. We selected our microsatellite targets from
a series of 17 microsatellites published by Bart et al. in 2006 (4). In that study, by
using amplification and fragment size analyses, microsatellites were isolated from
E. granulosus in order to select markers which would show variations between E.
granulosus and E. multilocularis. Two E. granulosus strains were initially tested:
an Algerian sheep (strain G1) and a Mauritanian camel (strain G6) isolate; the
E. multilocularis Swiss isolate CH5-h (shown in Table 2 of the present study) was
also included. Seven microsatellites were subsequently selected and tested on 10
E. multilocularis isolates: CHI1-h, CHS5-h, 32A-h, 33F-h, 36CH-h, 39CH-h,
40CH-h, 41CH-h, SL1-h, and CND-r (included in Table 2 of the present study).
For our study, we selected the three most polymorphic targets: EmsJ (GenBank
accession no. GbR AY680845), EmsK (GbR AY680857), and EmsB (GbR
AY680860). We also selected an additional independent target, NAK1, from a
work published by Nakao et al. (target originally named EMmsl; GbR
AB100031) (22). For each of the four defined genomic regions, specific primers
were designed with Primer3 software (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3
/primer3_www.cgi). The respective characteristics are summarized in Table 1.

E. multilocularis isolates. The panel of 76 E. multilocularis isolates was com-
posed of purified single adult-stage worms obtained from definitive hosts and
hepatic metacestode tissue material, which was obtained from intermediate
hosts. The adult worms (29 isolates) were taken after necropsies of red foxes;
their geographic origins are specified in Table 2. In the metacestode collection
(47 isolates), 14 samples were from Alaska and Canada, including 10 specimens
obtained in 1995 from Microtus oeconomus originating from a field (of about
100 m by 100 m) just outside of Savoonga, Saint Lawrence Island, Alaska. These
particular samples were collected within a period of 3 days. Twenty-four samples
were from Switzerland, among them 11 specimens obtained from Amvicola ter-
restris, all caught in a field (of about 500 m by 500 m) in the Canton of Fribourg
over a 1-month period in 1994. Five metacestode tissue samples were isolated
from Microtus limnophilus and Cricetulus kamensis, caught in an area of 50 km?
in the vicinity of Tuan-Jie, a city located on the eastern Tibetan plateau (Shiqu
County in Western Sichuan, China). Sampling was carried out in July 2001 for
sample 2PRC-r and in July 2002 for the other Chinese samples. Fourteen sam-
ples were obtained from human AE patients residing in Japan, Alaska, Austria,
Switzerland, France, and Germany. Six parasitic lesions were collected from
monkeys in Swiss zoos, probably occurring after the animals were fed contami-
nated grass, mowed close to the zoo.

DNA extraction, PCR, and size polymorphism analysis. Total genomic DNA
was isolated and purified from approximately 50 mg of each of the 47 parasite
metacestode tissue samples and from the 29 single adult-stage worm samples,
using a DNA Easy tissue kit (QIAGEN, Switzerland). The procedure was carried
out according to the manufacturer’s protocol. Purified DNA was eluted with 200
wl of elution buffer (provided by the manufacturer) for metacestode samples and
50 pl for adult worms, in order to obtain optimal DNA concentrations. The DNA
concentrations were checked with a spectrophotometer apparatus (BioPhotom-
eter; Eppendorf AG, Hamburg, Germany). The DNA samples were then stored
at —20°C until use for PCR. Reproducibility of results was checked by perform-
ing PCR and fragment analysis in two different laboratories: one in Bern (Swit-
zerland) and the other one in Besangon (France). Amplification by PCR was
performed in a 30-pl reaction mixture containing 50 to 100 ng of DNA, 200 uM
of each deoxynucleoside triphosphate (GeneAmp dNTPs; Applied Biosystems,
Foster City, CA), 0.4 pM of fluorescent forward primer, 5'-labeled specific
fluorescence dye, 0.7 uM of classical reverse primers, and 0.5 U of AmpliTaq
DNA polymerase enzyme associated with GeneAmp 1X PCR buffer (10 mM
Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, and 0.001% gelatin) (Applied
Biosystems, Foster City, CA) in Bern and 0.5 U of REDTaq DNA polymerase
enzyme associated with 1X REDTaq PCR buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50
mM KCI, 1.1 mM MgCl,, and 0.01% gelatin) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)
for the method carried out in Besangon. The PCR amplification was achieved in
a Biometra T3 thermocycler (Whatman Biometra, Goettingen, Germany), under
the following conditions: 30 cycles with denaturation at 94°C for 30 s, annealing
at 54°C (EmsJ 1/2 and EmsK 1/2) or 60°C (EmsB 1/2 and NAK1 A/B) for 30 s,
and extension at 72°C for 30 s to 1 min. PCR products were studied in fragment
analysis, to assess the polymorphism of size using automatic sequencers. A
comparison was made between the two different systems used, in order to
evaluate and demonstrate the independent repeatability of the analyses: an ABI
Prism 3100 automatic sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA) was used
in Bern, and a Beckman CEQ 8000 (Beckman Coulter, Fullerton, CA) was used
in Besangon. Fluorescence signals generated by marked primers were read by
colorimetric analysis. Correspondences were established to assess the sizes of the
amplified fragments, by using Genotyper 3.7 software for the ABI apparatus and
Genetic Analysis System 8.0.52 software for the Beckman apparatus. To establish
this comparison, the Pearson correlation coefficient was calculated for each
sample between data sets obtained on the two systems. Stability of EmsB profiles
was checked by repeated testing (five times) of sample 302 PL-F, selected
randomly from the E. multilocularis panel.

Genotype determination and statistical analysis. Alleles from single-locus
microsatellite targets (EmsJ, EmsK, and NAK1) were plotted using the results of
fragment analyses and specified for homozygote or heterozygote genotypes. To
assess the genetic diversity provided by EmsB, the presence and the height of
each peak, basically corresponding to alleles, were recorded. Peaks below 10% of
the highest peak per run were classified as artifacts and removed from the
analysis. The height of each defined peak reflected the number of copies of the
microsatellite present in the parasite DNA (4). Because the intensity of signals
is dependent on the DNA concentration used for the PCR, normalization for an
EmsB profile was achieved by dividing each peak by the sum of all the peaks for
a given profile. This method of calculation is an improvement over the method
used by Bart et al., which divided each peak by the highest peak of a given profile
4).

Clusters for the EmsB target were identified by hierarchical clustering analysis,
using the Euclidean distance and the unweighted-pair group method using av-
erage linkages. The stability of clusters was tested by a multiscale bootstrap



TABLE 2. Main characteristics of E. multilocularis sample panel”

Isolate code

Host species

Geographical origin

Yr of isolation

1AL-r
2AL-r
3AL-r
4AL-r
SAL-r
6AL-r
TAL-r
10AL-r
11AL-r
13AL-r
27AL-h
38AL-h
SL1-h
CND-r
2PRC-r
SPRC-r
6PRC-r
7PRC-r
9PRC-r
26J-h
EU-F
13J-F
M4J-F
N5J-F
O4J-F
33F-h
R04131-1F-F
14CH-r
15CH-r
16CH-r
17CH-r
18CH-r
19CH-r
20CH-r
21CH-r
22CH-r
23CH-r
24CH-r
36CH-h
37CH-h
39CH-h
40CH-h
41CH-h
CHI1-h
CH5-h
29CH-m
31CH-m
34CH-m
42CH-m
43CH-m
45CH-m
3CH-F
52CH-F
64CH-F
35D-h
101D-F
116D-F
121D-F
126D-F
141D-F
32A-h
209A-F
278A-F
287A-F
302PL-F
310PL-F
315PL-F
392PL-F
525CZ-F
535CZ-F
559CZ-F
425SK-F
435SK-F
480SK-F
402NL-F
420NL-F
500

501

502

Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Microtus oeconomus
Human

Human

Human

Rodent

Microtus limnophilus
Microtus limnophilus
Microtus limnophilus
Microtus limnophilus
Cricetulus kamensis
Human

Vulpes vulpes
Vulpes vulpes
Vulpes vulpes
Vulpes vulpes
Vulpes vulpes
Human

Vulpes vulpes
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Anrvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Aprvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Arvicola terrestris
Human

Human

Human

Human

Human

Human

Human

Macaque monkey
Macaque monkey
Macaque monkey
Vervet monkey
Vervet monkey
Marmoset monkey
Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes
Human

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes
Human

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes

Vulpes vulpes
Meriones unguiculatus
Meriones unguiculatus
Meriones unguiculatus

Alaska (St.
Alaska (St.
Alaska (St.
Alaska (St.
Alaska (St.
Alaska (St.
Alaska (St.
Alaska (St.
Alaska (St.
Alaska (St.
Alaska (St.

Lawrence Island)
Lawrence Island)
Lawrence Island)
Lawrence Island)
Lawrence Island)
Lawrence Island)
Lawrence Island)
Lawrence Island)
Lawrence Island)
Lawrence Island)
Lawrence Island)

Alaska

Alaska (St. Lawrence Island)

Canada

China (Tibet)

China (Tibet)

China (Tibet)

China (Tibet)

China (Tibet)

Japan

Japan (Hokkaido)
Japan (Hokkaido)
Japan (Hokkaido)
Japan (Hokkaido)
Japan (Hokkaido)
France

France (Ardennes)
Switzerland (Fribourg)
Switzerland (Fribourg)
Switzerland (Fribourg)
Switzerland (Fribourg)
Switzerland (Fribourg)
Switzerland (Fribourg)
Switzerland (Fribourg)
Switzerland (Fribourg)
Switzerland (Fribourg)
Switzerland (Fribourg)
Switzerland (Fribourg)
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland (Basel zoo)
Switzerland (Basel zoo)

Switzerland (Zirich zoo)

Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Switzerland
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Austria
Austria
Austria
Austria
Poland
Poland
Poland
Poland
Czech Rep.
Czech Rep.
Czech Rep.
Slovakia
Slovakia
Slovakia

(Ziirich zoo)
(Ziirich zoo)
(Lausanne zoo)

The Netherlands
The Netherlands

France®
France®
France®

1996

1996

1996

1996

1996

1996

1996

1996

1996

1996

1996

1996

1996

ND?

2001

2002
2002
2002
2002

ND

2005

2005

2005

2005

2005

ND

2004

1995

1995

1995

1995

1995

1995

1995

1995

1995

1995

1995

1982

1990

1980

1994

1986

ND

ND

1997

2003

1991

1989

1990

2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
ND
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
1986
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
2001-2003
March 1991
May 1991
February 1992

“Isolate code abbreviations: code number, geographical origin of sample, and animal host (lowercase letter for intermediate hosts [r, rodent; h, human; and m,
monkey] and capital letter for definitive hosts [F, fox]). The sample collection contained 13 isolates from Alaska, 1 from Canada, 5 from China, 6 from Japan, 2 from
France, 27 from Switzerland, 6 from Germany, 4 from Austria, 4 from Poland, 3 from the Czech Republic, 3 from Slovakia, and 2 from The Netherlands.

? ND, not documented.

¢ Isolate maintained in vivo in laboratory by several passages in Meriones unguiculatus.
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Fragment size (base pa| r) detailed in Table 2). Thus, these three samples showed similar EmsB profiles.
These results were then used to calculate a genetic threshold, which enabled us
to identify the isolate clusters.

EmS‘J // EmSK The discriminatory power of each of the four microsatellites was assessed
T I . . . . o
5 i V4 é) ||D using Simpson’s mde'x (30), 1n'1proved by Hunter and Gaston (19), and is de
0 n S o scribed by the following equation:

1 s
D=1-— m}%n,(njfl)
j=

A where 7 is the total number of isolates of the sample panel, s is the total number
of groups described, and #; is the number of isolates belonging to the jth type.
This index is based on the probability that two unrelated strain samples from
a given panel will be placed in different typing groups. A genetic tool has a high
discriminating power when the observed value exhibits an index close to 1.
W B Nucleotide seq e accession bers. Nucleotide sequence data reported
in this paper are available in the GenBank database under the accession numbers
AY680845, AY680857, AY680860, and AB100031.

RESULTS

C EmsJ, EmskK, and NAK1 polymorphism. Both EmsJ and
EmsK loci exhibited two alleles: 152 and 155 bp and 248 and
FIG. 1. Electrophoregrams of EmsJ (152 and 155 bp) and EmsK 250 bp, respectively. These loci, forming three genotypes (A, B,
(248 and 250 bp) loci, performed with the automatic sequencer ABI and C) are presented in Fig. 1. Amplification for the EmsJ
Prism 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA). A, European ge- target was feasible for the entire sample panel (Table 3). For
notype; B, Asian, Alaskan, and Canadian genotypes; C, Alaskan ge- Emgsk, one isolate yielded no amplification, even though di-
notype (found for only one rodent). . . .-
ferent Taq polymerases and different running conditions were
used (data not shown). The target pair EmsJ and EmsK split
resampling (B = 1,000), resulting in approximately unbiased P values (28, 29). the panel into two clusters. The whole European panel presented
Dendrograms based on hierarchical clustering were constructed by using pvclust homozygote genotypes at 152 bp for EmsJ and 248 bp for EmsK
(31), available under the R Project (24). E. granulosus isolates were included in (Fig. 1A). The Asian, Alaskan, and Canadian isolates were char-
the analysis as outgroup controls (sample 539, a G1 Algerian sheep isolate, and acterized by heterozygote genotypes at 152 and 155 bp for EmsJ
sample 116, a G6 Mauritanian camel isolate [1, 2]). In previous experiments (4), dah " t 248 bp for EmsK (Fig. 1B). Onl
we determined reproducibility and repeatability of EmsB microsatellite analyses and a homozygote genotype a . p for tms ( 18- ) - only
by testing one isolate, which had been maintained in vivo in Meriones unguicu- one Alaskan Sample (COlleCted in the field close to Savoonga)
latus by serial passages at several-month intervals (samples 500, 501, and 502, differed for EmsK, with an allele at 250 bp (Fig. 1C). The rate of

TABLE 3. Results of fragment amplification for EmsJ, EmsK, and NAK1*

EmsJ alleles EmsK alleles NAKI alleles

Country-host  n?
Homoz. Heteroz. Homoz. Homoz. NA Homoz. Homoz. Homoz. Homoz. Homoz. Heteroz Heteroz. NA
152 152 + 155 248 255 189 192 195 198 201 195 + 198 198 + 201

10

AL-r 1
AL-h
CND-r
PRC-r
J-h

J-F
F-h
F-F
CH-r
CH-h
CH-m
CH-F
D-h
D-F
A-h
A-F
PL-F
CZ-F
SK-F
NL-F

—_
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SO DD ODDDDODDDOODOODOODOOOoOOODDOoDULNMOD OO
SO ODODODDDOODOODOR OO ODODODO =W
—_
HFOMNONONNRPROUNEFE R OOWOOoOOO -
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SO DD DD DODODDODDODOODDODOOD OO OO R

“ Geographical origins of samples: AL, Alaska; CND, Canada; PRC, China; J, Japan; F, France; CH, Switzerland; D, Germany; A, Austria; PL, Poland; CZ, Czech
Republic; SK, Slovakia; NL, The Netherlands. Animal hosts: r, rodent; h, human; m, monkey; F, fox). Homoz., homozygous; Heteroz., heterozygous; NA, no
amplification achieved.

> n, number of E. multilocularis isolates tested.
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FIG. 2. Electrophoregrams of the NAK1 (192 to 201 bp) locus,
performed with the automatic sequencer ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Genotypes A to G are shown, and a
representative sample of each genotype is indicated in parentheses: A,
Chinese samples (2PRC-r); B, Alaskan, Canadian, and Swiss samples
(2AL-r); C, Alaskan, Japanese, Swiss, German, Austrian, Czech, and
Dutch samples (14CH-r); D, Japanese and European samples (116D-
F); E, Swiss samples (CH5-h); F, Alaskan, Swiss, and Austrian samples
(32A-h); and G, one Polish sample (392PL-F).

heterozygosity observed was 33.3% for EmsJ and 0% for EmsK.
The index of discrimination (D) was 0.37 for EmsJ with two
groups and 0.03 for EmsK with two groups.

Amplification of the NAK1 target was basically in agreement
with previously published data (22). However, a slight size
difference of 30 bp was due to the use of primers NAK1 A and
NAKI1 B (Table 1), which were designed from the sequence
available in GenBank (GbR AB100031) before the paper by
Nakao et al. was published (22). In addition, two new alleles
were found with these primers. Overall, this target presented a
total of five alleles, with five homozygote and two heterozygote
genotypes (Fig. 2 and Table 3). Some of the Alaskan isolates
could not be amplified, despite the use of different sets of
primers and different conditions as described above. The in-
vestigation of metacestodes from the Chinese rodents yielded
one specific allele at 189 bp. An allele at 192 bp was found
predominantly in Alaskan and Canadian samples. Among the
European and Japanese samples, the 195- and 198-bp alleles
were predominant. The 201-bp allele was present only among
Swiss isolates. The rate of heterozygosity was 5.88%. The index
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of discrimination was 0.73 for NAKI, with seven different
groups.

Reproducibility of results was demonstrated by performing
the experiments independently at the two research laboratories
mentioned above.

EmsB polymorphism. EmsB amplification was successful for
the entire sample collection. The EmsB investigations resulted
in a complex profile pattern, yielding 17 different alleles (209
bp to 241 bp) as described by Bart et al. in 2006 (4). The
Pearson correlation coefficient was determined for each sam-
ple between data sets obtained on the Beckman CEQ 8000 and
on the ABI Prism 3100. It ranged between 0.92 and 0.99 (P <
0.001). Furthermore, patterns found with the Beckman CEQ
8000 were in agreement with those found with the ABI Prism
3100 as shown in the Fig. 3.

Repeatability was assessed by performing PCR and frag-
ment analyses of the Polish fox sample 302 PL-F five times with
both systems. After normalization of the profiles, standard
deviation (o) of the genetic distance between each repetition
was 3.1 X 1072 with the ABI system versus 6.3 X 10~ with the
Beckman system. The main EmsB profiles are shown in Fig. 4a.

ABI data were used to construct a dendrogram (Fig. 4b).
Robustness of nodes was tested by multiscale bootstrap resa-
mpling (B = 1,000), given an approximately unbiased P value.
The outgroup controls, composed of two E. granulosus sam-
ples, were distinguished from the other groups by a maximum
genetic distance of 0.5.

A genotypic threshold, based on the results given by the
cultivated isolates, was created to define the total number of
genotypes. This threshold was calculated according to the fol-
lowing formula: x + 30 (where x represents the average of the
genetic distance found between the three samples and o rep-
resents the standard deviation). The calculated average was
0.0266, and standard deviation was 0.0177. The calculated ge-
netic distance value was 0.08. With this method of classifica-
tion, the index of discrimination was 0.94 for this target, with
29 different groups.

The E. multilocularis panel was divided into three distinct
clusters. The Alaskan block was composed of isolates obtained
from rodents all caught in the same field and from two Alaskan
patients (profile A in Fig. 4). This cluster was genetically dis-
tinguished from the other isolates by a value of 0.48. The
Asia-Canada-Alaska group (profiles B and C) was clearly dis-
tinguishable from the European cluster by a value of 0.32. In
Fig. 4, five main European EmsB profiles (D, E, F, G, and H)
are shown. Their variations were due to the heights, the num-
bers, and the sizes of the peaks. For a given profile, variations
were caused only by the heights of the peaks. We were able to
differentiate several genotypes using our fixed genetic thresh-
old. Thus, 23 genotypes were identified out of the 51 European
samples. For example, the cluster formed by profile D was split
into four closed genotypes. Profile E was characteristic for the
parasites collected from rodents caught in the Fribourg field.
Profile F was found among E. multilocularis collected from
Swiss foxes, humans, and monkeys.

DISCUSSION

Previous studies (4, 9, 22) have tackled E. multilocularis
genetic variability by using microsatellite DNA targets. Micro-
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FIG. 3. Comparison between electrophoregrams performed with the automatic sequencers Beckman CEQ 8000 (a) and ABI Prism 3100 (b)
for three isolates arbitrarily selected from the present sample collection: 1AL-r, Alaskan rodent isolate; 31CH-m, Swiss zoo monkey isolate; and
116D-F, German red fox isolate. The Pearson correlation coefficient was determined for results obtained on the two systems and was 0.99 for AL-r,

0.96 for 31CH-m, and 0.99 for 116D-F (P < 0.001).

satellite sequences, due to their high power of discrimination,
seemed to be a suitable tool to search for genetic differences
not only between geographically distinct endemic areas but
also within the areas themselves (4, 22). In the present study,
we assessed and compared the discriminatory powers of dif-
ferent microsatellite targets by investigating a large panel of E.
multilocularis isolates originating from different endemic foci,
such as Saint Lawrence Island (Alaska), Central Europe, the
Tibetan Plateau, and Japan. The single-locus microsatellites
EmsJ and EmsK provided data about the parasites’ genetic
diversity that was relevant for discriminating samples over a
large geographical range. The European cluster could thus be
distinguished from the Alaskan, Canadian, and Asian cluster
by two distinctly different genotypes. This combination enabled
us to determine the global origins of the samples. Nevertheless,
these two microsatellites exhibited a weak discriminatory
power on a small scale, and we were unable to compare our
results with the heterozygosity previously described by Nakao
et al. (22).

With regard to NAKI, its higher level of discriminatory
power enabled us to determine genetic polymorphism between
the Tibetan, Alaskan, and European-Japanese clusters. On the
other hand, a strong similarity was depicted for samples col-
lected from the same field in Switzerland, indicating a possible
common origin of contamination by E. multilocularis in that
area, as there was also a spatial and temporal homogeneity
with regard to the sampling procedure. The same phenomenon
was observed for some Alaskan rodents, caught under similar
geographically restricted conditions. While these findings were
demonstrated with EmsB, they could not be confirmed with
the NAKI target, because these samples did not provide spe-

cific amplification products. The lack of amplification has not
been clarified, despite the redesign of several primer sets. No
reliable geographical or genetic structures were observed
among the other European samples with the NAKI target.
More isolates have to be investigated to document the poly-
morphism level of this target in different areas. The fairly high
rate of polymorphism of NAK1 may be linked to the mutation
rate which occurs faster in the NAKI region than in those of
the other two single-locus microsatellites. The heterozygosity
found by NAK1 in the present study was qualitatively in agree-
ment with results previously published by Haag et al. and
Nakao et al. (17, 22). However, the relatively low rate of
heterozygosity confirmed that cross-fertilization occurs in the
tapeworm, but to a much lesser extent than self-fertilization
17).

The EmsB target, referred to as a “tandem repeated mul-
tilocus microsatellite,” had a higher discriminatory power than
the conventionally used single-locus microsatellites. Indeed,
with the 17 alleles described, EmsB enabled us to discriminate
single isolates from the same geographic origin, even at the
“field” level. The extremely high discriminatory power of this
target did not prejudice our study, as only a small genetic
distance between samples from the same geographical origin
was found, i.e., in the field in Alaska and in the one in Swit-
zerland. When comparing single-locus microsatellites and
EmsB results, the hypothesis of a “clonal” contamination of
rodents living in the same field by, for example, one or several
foxes that were infected by the same parasite isolate is consid-
erably strengthened. In addition, an identical profile was found
for different Swiss hosts, as shown in Fig. 4. This result illus-
trates that the genetic variability exhibited by EmsB is linked to
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FIG. 4. E. multilocularis genetic classification according to EmsB results. On the left side (a), an example of electrophoregrams of EmsB loci
(209 bp to 241 bp), obtained using the automatic sequencer ABI Prism 3100. On the right side (b), a dendrogram based on EmsB genotypic data,
constructed by hierarchical clustering analysis (Euclidian distance, average link clustering method), with pvclust, under the R Project. The
approximately unbiased P values (numbers on nodes, in percent) were calculated with a multiscale bootstrap (B = 1,000). The three solid-line boxes
show St. Lawrence Island’s samples (upper box), the Asian-North American samples (middle box), and the European samples (lower box). The
electrophoregrams correspond to (A) the St. Lawrence Island profile in the genetic tree and the dotted-line boxes refer to (B) the Chinese rodent
profile, (C) the Japanese fox profile, and (D through H) the main European profiles. Samples 500, 501, and 502 represent a single isolate
maintained in vivo by several passages in Meriones unguiculatus. Sample 116 originating from a Mauritanian camel and sample 539 originating from
an Algerian sheep were E. granulosus samples and were included as outgroup controls.

2949



2950 KNAPP ET AL.

the geographical specificity and not to the host specificity of
samples.

Genetic studies using microsatellites are commonly based
upon multiplex analyses in which 10 to 15 targets are simulta-
neously amplified in the same PCR. These analyses are usually
carried out in forensic investigations or in filiation studies for
livestock animals. E. multilocularis is an organism with a par-
ticular reproduction pattern. The very low encountered het-
erozygosity rate indicates a predominantly self-fertilizing
breeding process. This organism does not follow the Hardy-
Weinberg principle, and multiplex studies are thus not appro-
priate. Thus, the EmsB microsatellite proved to be very useful
because it provided more information with a single PCR than,
for example, 10 single-locus microsatellites together. Further-
more, it yielded a high rate of positive analyses, with nearly
100% of output.

For the first time, a relevant tool is now available to study
the temporal and spatial development of the parasite within
different host populations, since the similarity between the
profiles of definitive and intermediate hosts can be demon-
strated.

Using this tool, the question of emergence or reemergence
of the infection in several regions of Europe can be addressed
(14). Tracking the spread of single genotypes spatially and
temporally may help to identify the source of the parasites in
recently described new areas of endemicity. Due to the long
incubation period of AE in humans, tracing the contamination
to its source has been nearly impossible so far. The next chal-
lenge will be to superimpose a genetic distribution map on
eco-epidemiological data and to construct a risk map for better
public health management.
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Echinococcus multilocularis is the causative agent of human Alveolar Echinococcosis (AE), and it is one of
the most lethal zoonotic infections in the Northern Hemisphere. In France, the eastern and central regions
are endemic areas; Franche-Comté, Lorraine and Auvergne are particularly contaminated. Recently,
several human cases were recorded in the French Ardennes area, a region adjacent to the western border
of the E. multilocularis range in France. A previous study in this focus described a prevalence of over 50% of
the parasite in red foxes. The present study investigated the genetic diversity of adult worms collected
from foxes in a 900 km? area in the Ardennes. Instead of a conventional mitochondrial target (ATP6), two
microsatellite targets (EmsB and NAK1) were used. A total of 140 adult worms isolated from 25 red foxes
were genotyped. After hierarchical clustering analyses, the EmsB target enabled us to distinguish two
main assemblages, each divided into sub-groups, yielding the differentiation of six clusters or assemblage
profiles. Thirteen foxes (52% of the foxes) each harbored worms from at least two different assemblage
profiles, suggesting they had become infected by several sources. Using the NAK1 target, we identified 3
alleles, two found in association with the two EmsB assemblages. With the NAK1 target, we investigated
the parasite breeding system and the possible causes of genetic diversification. Only one fox harbored
hybrid worms, indicative of a possible (and rare) occurrence of recombination, although multiple
infections have been observed in foxes. These results confirm the usefulness of microsatellite targets for
assessing genetic polymorphism in a geographically restricted local range.
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1. Introduction problem in many endemic areas in Central Europe (Vuitton et al.,

2003; Romig et al., 2006). Switzerland, France, Austria and

Alveolar Echinococcosis, a zoonosis which is life-threatening
to humans, is caused by infection by the larval stage of the fox
tapeworm Echinococcus multilocularis. The red fox (Vulpes vulpes)
acts as the main definitive host species and harbors the adult
stages (Thompson et al., 2006), and arvicolid rodents act as
intermediate hosts (Rausch, 1995). Humans can accidentally
ingest eggs released into the environment upon definitive host
defecation and subsequently develop a parasitic lesion (Bresson-
Hadni et al., 2005), which resembles tumor-like tissue. They
primarily infiltrate the liver and secondarily may metastasize in
other organs or sites. The E. multilocularis tapeworm is widespread
in the Northern Hemisphere and is a serious public health
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Germany have been recognized as historical endemic countries
(Eckertetal.,2000; Kern et al.,2003). In France, most human cases
have been recorded in the areas of Franche-Comté, Lorraine,
Auvergne and east of the Rhone-Alpes regions (Vuitton et al.,
2003), and these areas have been classified as endemic (Eckert
et al., 2000). A few years ago, ectopic cases appeared in regions
previously considered as non-endemic, and one was the French
Ardennes, which is in North-Eastern France (Piarroux et al., 2006),
on the western border of the French, and European, endemic area.
Here, E. multilocularis prevalence in foxes has reached 53%
(Guislain et al., 2008). However, it is not clear if the occurrence
of human cases in this area results from a recent western
extension of the endemic area, or if low noise transmission has
only recently been identified due to increased interest. Assess-
ment of the polymorphism of the parasite in this focus could help
to investigate the problem by showing either a homogeneous
population of parasites, mono- or oligoclonal, which would argue
in favor of the hypothesis of a recent introduction, or a genome-
wide polymorphism which could reinforce the hypothesis of an
old, undetected focus.
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Recently, microsatellite DNA tools — small tandemly repeated
sequences (1-6 bp) widely dispersed in eukaryote DNA - were
isolated and characterized from Echinococcus spp. total DNA. They
have exhibited a high power of discrimination in E. multilocularis
samples, isolated from geographically disparate areas (Bretagne
et al., 1996; Bart et al., 2003, 2006; Nakao et al., 2003); classical
nuclear and mitochondrial targets have failed to achieve this (Haag
et al.,, 1997). The tandemly repeated multilocus microsatellite
EmsB has proved to be a highly sensitive target for investigating
the genetic diversity of samples from different geographical
origins, at both continental and local focus levels (Bart et al,
2006; Knapp et al., 2007).

We assessed the genetic diversity of E. multilocularis in red foxes
sampled in a 900 km? area in the south-eastern part of the French
region of the Ardennes. Genotypes were studied by using the
tandemly repeated multilocus microsatellite EmsB, the single-
locus microsatellite NAK1 and the conventional mitochondrial
target ATP6.

2. Materials and methods
2.1. Collection of E. multilocularis samples

Intestines from 149 red fox carcasses (trapped or victims of road
accidents) were examined by the Sedimentation and Counting
Technique (SCT) as described by Raoul et al. (2001) between
January 2001 and August 2005 in a 900 km? (30 km x 30 km) area
in the south-eastern part of the French region of the Ardennes and
the neighboring Meuse region.

Fifty-three percent of foxes (ny = 79) harbored E. multilocularis
worms. Precise worm burden intensity was determined for all
foxes, and a variable number of worms were sampled for each fox
(from 2 to 50 adult worms) and stored in 70% (v/v) ethanol until
use.

Foxes were a posteriori classified into two worm burden
categories: foxes harboring under 10,000 adult worms (low to
medium worm burden, n =72 foxes) and foxes harboring more
than 10,000 worms (high worm burden, n = 7 foxes). According to
the number of worms available, up to 5 worms were selected from
each fox with a low to middle burden, and up to 10 worms from
each fox with a high burden. More samples were isolated from
foxes with high burdens in order to (i) assess the possibility of
colonization by different genotypes in the small intestine of foxes
as shown by Nakao et al. (2003) and (ii) screen for the presence of
heterozygosity, which may occur after mating between two worms
(Haag et al., 1998).

Upon microscopic examination of intestinal mucosa, single
worms exhibiting the presence of at least 3 intact proglottids, with
at least one gravid (with visible eggs) among them, were carefully
isolated.

We included in this study only foxes in which at least 5 gravid
adult worms were isolated.

Table 1
Primer sequences and characteristics of DNA targets

2.2. E. multilocularis DNA extraction

Each individual worm was separately processed by washing it
three times in sterile distilled water. Total DNA of each single
adult-stage worm was extracted and purified with the High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics, Penzberg,
Germany) according to manufacturer’s protocol. Purified DNA
was eluted in 50 pl elution buffer (provided by the manufacturer).
DNA concentrations were checked with a spectrophotometer
apparatus (BioPhotometer, Eppendorf AG, Hamburg, Germany).
DNA was stored at —20 °C before being used for PCR.

2.3. Investigation for E. multilocularis polymorphism and
recombination events by microsatellite targets

The genetic diversity of E. multilocularis was assessed by
fluorescent PCR, followed by fragment size analyses with the
tandem repeated multilocus microsatellite target EmsB (GenBank
accession no. AY680860). This target is composed of thousands of
tandemly repeated sequences, each of which contains two
repeated and juxtaposed motifs (CA); and (GA);, where i and j
are the number of repetitions (Bart et al., 2006). Due to the size
polymorphism of each sequence, a multipeak pattern is obtained
after a single PCR. This pattern may vary from one worm to
another, and different genotypes can thus be identified (Knapp
et al., 2007).

Because of its complex pattern, EmsB cannot be used to assess
the cross-fertilization status of E. multilocularis. Therefore,
genotyping of E. multilocularis was also carried out using the
single-locus NAK1, previously isolated and described by Nakao
et al. (2003). This target is composed of the following repeated
motifs: (CAC), (CGC), (CAC),, (TAC), (TAT),, where k, I, m, n and o
are the number of repetitions.

For each fox presenting at least one worm with a heterozygote
NAK1 profile, additional worms were isolated and tested. The
anterior scolex and the posterior gravid segment of these worms
were individually separated by dissection under a microscope and
isolated. Fragment size analyses were carried out for the two parts
using EmsB and NAK1 targets.

PCR was carried out in a 30 pl reaction mixture containing
between 20 and 50 ng of purified DNA of one whole single worm or
scolex/gravid segment for additional worms, 200 uM of each dNTP
(GeneAmp dNTP, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 0.4 pM
of fluorescent forward primer, 5’-labeled with specific fluorescence
dye, EmsB A* and 0.7 pM of classical reverse primers, EmsB C
(Table 1), 0.5 U of AmpliTaq DNA Polymerase enzyme, associated
with GeneAmp 1X PCR Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCl,
1.5 mM MgCl, and 0.001% gelatin) (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). The hot-start enzyme, AmpliTaq Gold DNA
Polymerase enzyme (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
was used for the NAK1 target to improve the amplification reaction
(Knapp et al., 2007).

Primer name* Primer sequence Fragment size (bp) Tm (°C) Repetition Designed origin

atp6Em/F 5'-GGTTATTGTGAATGATTTTGGTTC-3’ 512 60 / In-house (from AB018440)

atp6Em/R 5'-AATGATCAATCGAAAAATCCAA-3'

EmsB A* 5'-GTGTGGATGAGTGTGCCATC-3’ 209-241 60 (CA); (GA); In-house (AY680860)

EmsB C 5'-CCACCTTCCCTACTGCAATC-3'

NAK1 A* 5-GGTAGCCAATGCTGTGGTTT-3' 189-201 60 (CAC)y; (CGC); (CAC)m Nakao et al. (2003, 2007) (AB100031)

NAK1 B 5'-GCGAGGTCACGCAAATGTAT-3' (TAC),; (TAT),

M13 5'-GTAAAACGACGGCCAG-3’ 165 (without the insert) 55 / Provided by the TOPO TA cloning Kit
(Invitrogen)

M13r 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3’

@ Asterisk (*) indicates dye primers.
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The amplification reaction was performed in a Biometra ther-
mocycler (Whatman Biometra, Goettingen, Germany), under the
following conditions: a pre-amplification step at 94 °C for 13 min,
followed by 45 cycles with denaturing at 94 °C for 30 s, annealing
at 60 °C for 30 s and extension at 72 °C for 1 min, and for the final
elongation of DNA strands, an ending-extension at 72 °C for
45 min. Size polymorphism of PCR products was studied using an
automatic sequencer, type ABI Prism 3100 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Fluorescence signals generated by marked
primers were read by colorimetric analysis. Correspondences were
automatically established to assess size of the amplified fragments
using the Genotyper 3.7 software.

Stability of EmsB electrophoregrams was checked by repeated
tests (5 times) on two samples selected randomly from the E.
multilocularis panel and the standard deviation (o) was calculated
on the genetic distance values between each repetition.

In order to study the origin of the polymorphism, the NAK1
alleles were sequenced. Both strands of PCR products were
sequenced using Sanger’s method with the Genome Lab DTCS
Quick Start kit (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) and the
primers described above (Table 1), followed by detection with a
Beckman CEQ 8000 automaton (Beckman Coulter, Fullerton, CA,
USA).

For doubtful sequences, NAK1 amplification products were
studied following the cloning protocol. PCR products were inserted
into pCR4-TOPO plasmids, which were transformed into TOP10 E.
coli cells, using the TOPO TA Cloning Kit for sequencing (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. After
24 h of incubation on Mueller-Hinton medium containing 50 p.g/
ml kanamycin, the clones obtained were suspended in 200 pl of bi-
distilled water. PCR was performed under the same conditions as
NAK1 amplification, with 2 ul of the suspended solution and M13/
M13r primers, provided in the kit (Table 1). Sequencing reaction
was performed on positive PCR products.

2.4. Mitochondrial genotyping by ATPase 6 dehydrogenase

In order to compare the reliability of the microsatellite targets
to that of markers traditionally used for genotyping of E.
multilocularis, the protein-coding gene adenosine triphosphate
subunit 6 (atp6) was amplified for all samples. This gene exhibits a
higher polymorphism than all the other mitochondrial genes,
when discriminating between Echinococcus spp. (Nakao et al.,
2007) and within E. multilocularis (Yang et al., 2005). The primers
atp6Em/F and atp6Em/R, defined from the mitochondrial genome
(GenBank accession no. AB018440) (Nakao et al., 2002) were
designed to amplify a 512 bp fragment. PCR conditions were the
same as described above.

2.5. Genotype determination and cladistic analysis

For the EmsB target, electrophoregrams present a series of
peaks that correspond to alleles. The presence of peaks and their
heights were recorded as previously described (Bart et al., 2006;
Knapp et al, 2007). These data were used to distinguish
assemblages and clusters by hierarchical clustering analysis, using
the Euclidean distance and the UPGMA method (Legendre and
Legendre, 1998). Stability of clusters was tested by a multiscale
bootstrap resampling (B=1000), resulting in approximately
unbiased p-values (Shimodaira, 2002, 2004). Clustering analyses
were performed by using the R software (R Development Core
Team, 2005) and pvclust library (Suzuki and Shimodaira, 2005).

A genetic distance threshold, previously defined by Bart et al.
(2006) and Knapp et al. (2007) was applied to the dendrogram to
delineate genotypic clusters. This threshold was calculated as the
mean of samples no. 500, 501 and 502 (Knapp et al., 2007), which

were obtained from a single strain, maintained in vivo in Meriones
unguiculatus between March 1991 and February 1992 (Knapp et al.,
2007), after intraperitoneal metacestode transplantation (Eckert
et al., 1983).

Single-locus NAK1 microsatellite alleles were plotted according
to fragment analyses and specified for ‘homozygote’ or ‘hetero-
zygote’ genotypes.

NAK1 and ATP6 sequences were analyzed using the BioEdit
version 5.0.9 software (Hall, 1999) to locate the possible mutations.
NAK1 results were compared to the referenced sequences from
different origins (GenBank accession no. AB100031 (Japanese
isolate), EU044715 (German), EU044717 (Polish) and EU044716
(Swiss)).

3. Results
3.1. Isolation of gravid adult worms

One hundred and forty intact gravid adult worms were isolated
from 25 red foxes (part of the collection of 79 E. multilocularis-
infected foxes). For red foxes with low and medium worm burden
(n=21), 5 worms were isolated and for those with a high worm
burden (n = 4), 10 worms were isolated. Fox no. R03056 presented
a high worm burden (18,630 worms), but only 5 worms could be
isolated (Table 2). The total parasitic biomass was 175,897 worms.

3.2. Assessment of E. multilocularis polymorphism

3.2.1. The tandemly repeated multilocus microsatellite EmsB

EmsB amplification was successful for the entire sample
collection. The repeatability of the method was assessed by
performing PCR and fragment size analysis 5-fold on isolates
R05147-2 and R0O5151-4. The calculated standard deviation (o) was
4.4 x 1073 for R05147-2 and 3.5 x 102 for R05151-4, which is in
agreement with previous published data (Knapp et al., 2007).

The E. multilocularis panel presented two EmsB assemblages, A
and B illustrated by electrophoregrams (Fig. 1a). These two
assemblages were confirmed by cladistic analysis, which showed a
genetic distance of 0.21 between worm samples (Table 2 and
Fig. 1a). The genetic distance threshold of 0.08 was applied to the
dendrogram and six distinct clusters, or EmsB assemblage profiles
(a-¢ in Fig. 1b and Table 2), were identified. Two assemblage
profiles (26.4% of the sample collection), belonging to assemblage
A, were characterized by an allele at 215 bp, followed by a series of
alleles from 225 to 239 bp. The four assemblage B profiles (73.6% of
the sample collection) were characterized by a succession of alleles
from 225 to 235 bp. Seven foxes harbored worms from both A and
B assemblages and 13 foxes harbored worms with at least 2
different assemblage profiles. Two foxes harbored only assemblage
A profiles, and 16 foxes harbored only assemblage B profiles
(Table 2).

3.2.2. The single-locus microsatellite NAK1

Amplification of the NAK1 target was possible for 125 samples;
the 15 non-amplifiable samples were EmsB assemblage B. Three
alleles were found, showing three ‘homozygote’ genotypes (195,
198 and 201 bp) and one ‘heterozygote’ genotype (198-201 bp)
(Table 2 and Fig. 2). Only samples harboring EmsB assemblage A
had NAK1 genotype 195 bp, whereas NAK1 genotypes 198 bp and
201 bp were found in both assemblages. The heterozygote
genotype (198-201bp) was found only in worms from fox
R05170, which harbored the greatest worm burden (73,380
worms). In this fox, worms presented EmsB assemblage A and B
profiles.

To investigate the heterozygote patterns, another 26 gravid
worms were selected from fox R05170. For each individual worm,
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Table 2

Description and characteristics of the red fox panel and respective parasitic burdens
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Code fox Code region?® Sex Total EmP burden Date of sampling No. of worms EmsB NAK1 genotypes
assemblages
A B 195 198 201 198-201 NAC

R02030 [55] F 4,247 24/02/2002 5 0 5° 0 5 0 0 0
R03056 [08] F 18,630 10/02/2003 5 0 5° 0 5 0 0] 0
R0O3061 [08] F 1,290 09/03/2003 5 0 5% 0 0 0 0 5
R03064 [08] F 1,797 04/04/2003 5 0 5° 0 4 0 0 1
R04126 [08] F 1,230 02/11/2004 5 BEY 2 3 1 0 0 1
R04131 [08] M 46 19/11/2004 5 0 56:® 0 5 0 0 0
R04136 [55] M 30 07/12/2004 5 0 5% 0 0 0 0 5
R04138 [08] M 190 18/12/2004 5 0 5° 0 4 0 0 1
R05147 [08] M 16,510 15/01/2005 10 8¢ 28 0 10 0 0 0
R05149 [08] M 14 30/01/2005 5 3t 2° 3 2 0 0 0
R05151 [08] F 1,430 07/02/2005 5 0 5° 0 5 0 0 0
R05152 [08] F 38 13/02/2005 5 0 58 0 3 1 0 1
R05153 [08] F 2,470 14/02/2005 5 0 5 0 5 0 0 0
R05154 [08] M 4,697 15/02/2005 5 il 4P 1 4 0 0 0
R05156 [08] M 3,522 16/02/2005 5 0 58 0 5 0 0 0
R05157 [08] M 420 17/02/2005 5 1% 4P® 1 4 0 0 0
R05161 [08] M 1,820 03/03/2005 5 2 3v:® 2 3 0 0 0
R05163 [08] F 26 07/03/2005 5 0 5° 0 5 0 0 0
R05164 [08] F 18 10/03/2005 5 0 5° 0 0 5 0 0
R05167 [08] M 6,520 27/04/2005 5 S 0 0 5 0 0 0
R05169 [08] M 117 04/05/2005 5 0 58:0 0 4 0 0 1
R05170 [08] F 73,380 13/05/2005 10 4¢ (S 0 0 4 6 0
R05172 [08] M 4,870 16/05/2005 5 0 58:8 0 5 0 0 0
R05173 [08] F 32,520 10/06/2005 10 10°¢ 0 10 0 0 0 0
R05174 [08] M 65 13/06/2005 5 0 5° 0 5 0 0 0

Fox codes underlined represented individuals with high worm burden. «, B, v, §, ¢, and ¢ for EmsB assemblage profiles.

# Code region: [08] for Ardennes, [55] for Meuse.

> Em, E. multilocularis.
€ NA, no amplification achieved.

the scolex and the gravid segment presented the same EmsB and
NAK1 assemblage profiles. For the scolex as well as for the gravid
segment, 20 worms presenting EmsB assemblage B profiles
harbored the NAK1 heterozygote genotype at 198-201 bp. Five
worms presenting EmsB assemblage A profiles were homozygote
(NAK1 genotype 201 bp). One single worm presenting an asse-
mblage B profile was homozygote (NAK1 genotype 198 bp).
Sequencing was performed for each NAK1 allele. For the 195-bp
allele, 2 samples were studied. Sequencing of the 198-bp allele was
done for 5 EmsB assemblage A profile samples and 5 assemblage B
profile samples. For the 201-bp allele, 1 EmsB assemblage A profile
sample and 2 EmsB assemblage B profile samples were studied.
The alignment of the fragments was carried out with referenced
sequences from Switzerland, Poland, Japan and Germany (Table 3).
Differentiation between the NAK1 alleles was located on the
second triplet (CAC) for the French isolates and the reference
strains from Switzerland and Germany. The Polish and Japanese
reference sequences presented mutations on other triplets
(Table 3). For samples with EmsB assemblage A profiles and
NAKT1 alleles 198 bp or 201 bp, an overlapping was found in the
electrophoregrams at nucleotide position 8 in the (CGC) triplet
(data not shown), indicated by the letter R (Table 3). The PCR
products of samples R05147-3 and R05167-5 (EmsB assemblage A
profiles, NAK1 198-bp allele with the succession of motifs: (CAC),
(CRC); (CAC)y, (TAC); (TAT),) and as a control R05156-3 (EmsB
assemblage B profile, NAK1 198-bp allele with the succession of
motifs: (CAC), (CGC); (CAC); (TAC); (TAT),) were studied to
better understand the phenomenon of overlapping. For each
sample, after the cloning protocol twenty clones were sequenced
in order to test for artefact occurrence, which could have produced
overlapping in position 8 of the NAK1 fragments. No double signal
was detected on the cloned fragments from either EmsB
assemblage A or B (data not shown). For R05147-3 and R05167-
5, the isolated PCR products presented different numbers of

repetitions for the third motif (CAC),, (m = 10-15) and the fourth
motif (TAC), (n=6-8). For R05156-3 isolated PCR products, the
phenomenon also occurred at same positions (m =10-12; n = 6-8).

3.2.3. Mitochondrial genotyping by ATPase 6 dehydrogenase

The DNA from a total of 32 worms was sequenced for the ATP6
target, from the 25 foxes (1 worm per each EmsB assemblage, per
fox), and was subsequently examined (Table 4). Thirty sequences
presented 100% homology with the reference sequence (AB027557).
Only two worms (R05170-16, R05172-3) presented one mutation,
and neither the EmsB assemblages nor NAK1 genotypes could be
distinguished.

4. Discussion

The aim of our study was to assess the genetic diversity of E.
multilocularis in a local range by using two recently developed
typing tools, EmsB and NAK1, which have been proved to be more
discriminant than those previously available (Bretagne et al., 1996;
Nakao et al., 2003; Bart et al., 2006; Knapp et al., 2007). However,
the E. multilocularis genome is characterized by a restricted genetic
variation (Haag et al., 1997; Bart et al., 2003), which has been
interpreted as resulting from the recent spread of the parasite from
the Arctic to Subarctic and temperate regions (Romig et al., 2006).
Our results obtained with the ATP6 mitochondrial target
confirmed the genetic homogeneity of the sampled worms.
However, results also show that, by using appropriate tools, the
genetic diversity of E. multilocularis can be described, even within a
restricted geographical area such as the one in the present study.
We found four distinct genotypes using the NAK1 target, and 6
clusters or assemblage profiles using EmsB, even though it was not
possible to exactly match the EmsB assemblage profiles with the
NAK1 genotypes. This may be due to the high degree of similarity
between some of the EmsB profiles obtained in our study. The
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Fig. 1. (a) Electrophoregrams of EmsB loci, using automatic sequencer ABI Prism 3100. The main profiles are shown in two electrophoregrams (Assemblage A lower
electrophoregram; Assemblage B: upper electrophoregram). Peaks less than 10% of the highest peak were considered as artifacts. (b). Dendrogram drawn from EmsB
amplification data, by hierarchical cluster analysis. Approximately unbiased p-values in italics (numbers on nodes, in per cent), calculated with a multiscale bootstrap
(B =1000). Samples discriminated by a genetic distance of less than 0.025 were pooled, to simplify the tree. Sample 116 from a Mauritanian camel and sample 539 from an
Algerian sheep were E. granulosus samples and were included as an out-group control. Samples 500, 501 and 502 (strain repeatedly maintained in vivo in Meriones
unguiculatus by serial intraperitoneal passages) were used to calculate the genetic threshold. The 6 dotted-line boxes refer to discriminate clusters (, B, v, 8, € and {). The
solid-line boxes represent the 5-fold repetitions of R05147-2 and R05151-4 samples.

different clusters obtained for a given EmsB assemblage were
separated by a slight genetic distance (Fig. 2). This is in contrast
with a previous work by Knapp et al. (2007), in which EmsB
assemblage profiles were separated by a greater distance and
different regional profiles could thus clearly be distinguished.
However, in this previous paper, the study area was much larger,
including samples from Europe, Asia and North America.

In our study it was possible, by the sequencing of isolated NAK1
PCR products, to describe fragments with different compositions of
repeated motifs. To our knowledge, this is the first description of a
size homoplasy which occurred in NAK1 sequences; the event
occurred for the NAK1 195-bp allele in the French samples and the
Japanese sequence AB100031, and for the 198-bp allele in the
French samples and Polish sequence EU044717 (Table 3). The
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Fig. 2. Electrophoregrams of NAK1 loci, using the automatic sequencer, ABI Prism
3100. Peaks at 195, 198 and 201 bp represent homozygote genotypes and the
association of peaks at 198 and 201 bp, found in fox R05170 represents the
heterozygote genotype.

overlapping phenomenon of nucleotides observed in the third
triplet of the NAK1 sequence was studied using a cloning protocol;
we could not conclude that there was a hidden polymorphism,
because the cloning fragments obtained for a given allele were of
different sizes. Slipped strand extensions due to mistakes made by
the Taq polymerase enzyme could have generated aspecific
products (Shinde et al., 2003).

Results of the present study showed that the six EmsB
assemblage profiles were not homogeneously distributed among
the fox population. Assemblage profile § was found in 19 out of the
25 foxes examined (Fig. 1b and Table 2), whereas the other profiles
were more sporadically distributed. This imbalance of distribution

Table 3

Table 4

Mutations identified after sequencing of the ATPase 6 dehydrogenase gene
(GenBank accession no. AB027557) by investigation of one worm per EmsB
assemblage and per fox

Fox. no. ATPase 6 dehydrogenase gene
N AA N AA
63 22 376 120
A Ser G Ala

R05170-16 G Gly

R05172-3 A Thr

N: Nucleotide. AA: amino acid.

could be explained by a recent introduction of particular genotypes
into the Ardennes, probably due to migration history.

Results showed a high frequency of mixed infections in foxes,
which was demonstrated in 13 out of 25 foxes. The occurrence of
mixed parasite burdens caused by frequent ingestion of parasitized
voles has already been described (Nakao et al., 2003), and our study
shows that this event is not an exception. A fox generally eats
thousands of small mammals (2000-7000) per year (Giraudoux;
Artois, 1989). Even though E. multilocularis prevalence in small
mammals is generally low in Western Europe, i.e., less than 1%, a
repeated re-infection of a fox by two or more parasites with
different profiles is likely and may cause colonization in the small
intestine by a mixed parasite population. Some foxes may acquire
high worm burdens by parasitic accumulation. Three out of the
four highest burdens in our sampled fox population exhibited
worms belonging to 2-3 EmsB assemblage profiles, and we
observed that the more worms we analyzed from one fox, the more
profiles we detected with EmsB and NAK1 targets. Thus, a high
amount of eggs of several genotypes can be spread in the
environment within a single fox home range, possibly leading to
mixed infections in rodents.

Due to the occurrence of mixed infections in the intestines of
definitive hosts, we investigated recombination events that could
have resulted from cross-fertilization. Our study is in agreement
with previous works (Bart et al., 2006; Knapp et al., 2007). It was
not possible to identify hybrid worms in the EmsB assemblages
because of the complexity of the target. However, identification
was possible by using the single-locus microsatellite NAK1.

Alignment of NAK1 sequences by BioEdit software. NAK1 alleles in bp/EmsB assemblages: in parentheses for each sample

Nucleotide Position
EU044716" (201 bp)

RO5170-4 (201 bp/A)
RO5164-4 (201 bp/B)
R05164-10 (201 bp/B)
EU044717% (198 bp)

R05147-3 (198 bp/A)
RO5147-1 (198 bp/A)
RO5147-8 (198 bp/A)
R05147-11 (198 bp/A)

RO5167-5 (198 bp/A)
RO5147-10 (198 bp/B)
RO5151-4 (198 bp/B)
R05156-3 (198 bp/B)
R03056-3 (198 bp/B)
R02030-3 (198 bp/B)
AB100031° (195 bp)

EU044715° (195 bp)

RO5149-6 (195 bp/A)
R05154-5 (195 bp/A)

-G
G
G
G
G
ac
G

-G
G

R: double peak G/A. Referenced sequences from 'Swiss, 2Polish, >Japanese and “German isolates.
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Heterozygosity was detected for only one fox (R05170), which
presented the highest parasitic burden. In order to further
investigate the cross-fertilization hypothesis, we carried out a
genetic study on 26 new worms. DNA, extracted from scoleces and
proglottids, was amplified separately. No difference was observed
between scolex DNA and egg-containing proglottid DNA.
Mating could have occurred previously during colonization of a
fox intestine by worms harboring different NAK1 genotypes,
leading to recombinations transmitted and multiplied during the
parasite cycle. This hypothesis could explain what we observed in
fox R0O5170. It should also be kept in mind that a double peak
detected with fragment size analysis does not categorically
demonstrate a mating event. The mutation of an allele on one
strand, which occurs during the asexual stage, followed by
polyembryony, could lead to the production of a large population
of clones formed from a single mutation, and transmitted to the
fox (Smyth and Smyth, 1964). A possible surface contamination of
the scolex by male gametes could also be responsible for a bias in
the results, but our washing procedure (each worm was washed 3
times) makes this hypothesis unlikely. Even though mixed
parasite populations do occur frequently in foxes, we only
found one fox in the sample collection which harbored
worms presenting a possible heterozygote pattern. Cross-ferti-
lization, in any case, seems to be a rare event in E. multilocularis,
certainly due to co-habitation of different developmental stages,
and our findings provide lower scores than previously described
(Haag et al., 1998; Nakao et al., 2003). This raises the question of
the frequency of sexual exchanges within the genus Echinococcus
and of the viability of heterozygote parasites throughout
generations.

In conclusion, our results obtained with EmsB and NAK1 show
that they are complementary targets and their combined use
produces a relevant tool. EmsB was able to show infections with
parasites of multiple assemblage profiles in foxes, but was not
efficient in detecting heterozygosity. Because of the rarity, or
perhaps the absence of true genetic recombinations, the EmsB
target could be driven by clonal transmission, and thus remains
stable over time. This relevant tool could be used at different
spatio-temporal scales, in assessment of the distance migration,
the implication of peculiar intermediate species on the life cycle or
also in parasite colonization patterns in hosts, to study the E.
multilocularis transmission processes. These results underline the
complementary usefulness of microsatellite targets for subtyping
related isolates which are geographically close.
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Abstract In Romania, cystic echinococcosis is endemic
and affects, besides humans, various animal species in-
cluding sheep, cattle, and swine. As yet, no molecular-
genetic typing has been carried out to clearly identify the
putative strains being transmitted there. Parasite samples
(protoscoleces or germinal layers) were collected from
infected intermediate hosts and subsequently analyzed by
comparing the PCR-amplified DNA sequences of three
targets: one nuclear (BG1/3) and two mitochondrial (cox/
and nadl). Three strains were identified with the mito-
chondrial sequences: (i) the common sheep strain (G1)
which circulates between sheep and cattle and is infective
for humans, (ii) the Tasmanian sheep strain (G2) infecting
sheep and cattle, and (iii) the pig strain (G7) predominantly
found in swine. To our knowledge, this is the first report
which demonstrates the occurrence of the Tasmanian sheep
strain in cattle and the sympatric occurrence of these three
strains (G1, G2, and G7) in Europe.

Introduction

Echinococcus granulosus, the cestode responsible for cys-
tic echinococcosis (CE), can be found worldwide. Several
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molecular studies performed in some of the main foci
(Australia, South America, Africa, Asia, the Middle East)
of CE have found the sheep strain (G1 genotype) to be the
most widely spread strain (McManus and Thompson 2003).
In the European focus, this strain, highly infective for hu-
mans (Eckert and Thompson 1997), has recently been iden-
tified genetically in Bulgaria (Breyer et al. 2004). However,
studies dealing with strain typing of hydatid cysts extracted
from pigs and humans in Eastern Europe have demonstra-
ted the presence of the pig strain (G7 genotype) (Kedra et
al. 1999; Snabel et al. 2000; Turcekova et al. 2003). Another
genotype (G9) was found in Poland by Scott, but it has
never been detected in other foci (Scott et al. 1997).

In Romania, CE poses health, ecological, and economic
problems (Malczewski 2002). Livestock involved in the
transmission pattern in this country includes sheep (Ovis
aries), cattle (Bos taurus), and swine (Sus scrofa). Field data
collected in Timis District slaughterhouses from 1998 to
2003 showed active transmission in these hosts (Morariu
2004). For sheep, 674 carcasses out of the 11,543 that were
checked were positive (5.83%). For cattle, 8,783 carcasses
out of 39,272 were positive (22.36%). For pigs, 93,276
carcasses out of 2,157,600 were positive (4.32%) (Morariu
2004). The fertility rate was 10% for cattle, 30% for sheep,
and 60% for swine. These data confirmed the hyperendemic
circulation of E. granulosus in Romania. A survey per-
formed throughout Romania revealed prevalences ranging
between 33 and 40% in both sheep and cattle (Olteanu et al.
1997). The most recent studies on CE in humans having
undergone surgery in the hospitals in three of the districts
included in our study (Timis, Arad, Caras Severin) reported
505 adult cases from 1985 to 1995 (Iacobiciu et al. 1996). A
survey carried out in the Caras Severin district showed that
the surgical incidence rate reached 8.63/100,000 inhabitants
(Iacobiciu et al. 2003). In 2000, Junie et al. reported 250
surgical CE cases between 1994 and 1999, especially in
children. Investigations performed with other diagnostic
tools (ELISA or imaging examination) indicated slightly
higher prevalences (Malczewski 2002).

Characterization of the putatively E. granulosus strain(s)
involved in the epidemiology of CE in Romania could



provide useful information about the parasite transmis-
sion patterns. Morphological studies carried out on adult
E. granulosus of sheep, cattle, and swine origin have
defined three distinct strains for each of these hosts
(Morariu 2000; Morariu et al. 1999). But because parasite
morphology is plastic, results must be corroborated by
DNA studies, which are not influenced by the host envi-
ronment (Hobbs et al. 1990). The aim of our study was to
determine, by molecular-genetic strain typing, which E.
granulosus genotypes are present in intermediate hosts in
Romania. For the analysis, we used one nuclear (BG1/3)
and two mitochondrial (cox/ and nadl) sequences: these
markers have already been successfully applied for iden-
tifying E. granulosus strains in other areas (Bardonnet et al.
2003).

Materials and methods
Sample collection

During the summer of 2003, a total of 36 hydatid cysts were
collected in four different districts in western Romania
(Fig. 1). They were all checked under a microscope for the
presence of parasitic fertile elements (protoscoleces and
hooks) in the respective hydatid fluids. Cyst characteristics
are shown in Table 1. All samples (protoscoleces and ger-
minal layers) were preserved in 70% ethanol prior to lab-
oratory processing.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from protoscoleces obtained
from individual hydatid cysts using the High Pure PCR
Template Preparation kit (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) based on Proteinase K digestion. For nonfertile
lesions (i.e., cysts without protoscoleces), three cycles of
“freezing—defreezing” at —20°C were performed to sepa-
rate the germinal layer from the laminated layer. The ger-

Fig. 1 Study area and origin of samples
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Table 1 Main characteristics of the E. granulosus isolates analyzed
in this study

Sample number Host  Origin Parasited organ Fertility®
1 Sheep Timis Liver +
2 Sheep Timis Liver +
3 Sheep Timis Liver +
4 Sheep Timis Lung +
5 Sheep Timis Lung +
6 Sheep Timis Lung +
7 Cattle Timis Liver -
8 Cattle Timis Liver -
9 Cattle Timis Liver -

10 Cattle Timis Liver -
11 Cattle Timis Liver -
12 Cattle Timis Liver -
13 Cattle  Timis Lung -
14 Cattle Timis Lung -
15 Cattle Timis Lung -
16 Cattle Satu Mare Liver -
17 Cattle  Satu Mare Liver -
18 Cattle Satu Mare Liver -
19 Cattle  Satu Mare Liver -
20 Cattle Satu Mare Liver -
21 Cattle Satu Mare Liver -
22 Cattle Caras Severin Liver -
23 Cattle Arad Liver -
24 Human Arad Liver -
25 Human Timis Liver -
26 Pig Timis Liver +
27 Pig Satu Mare Liver +
28 Pig Satu Mare Liver -
29 Pig Satu Mare Liver -
30 Pig Satu Mare Liver +
31 Pig Satu Mare Liver -
32 Pig Caras Severin Liver +
33 Pig Caras Severin Liver +
34 Pig Arad Liver +
35 Pig Arad Liver -
36 Pig Timis Lung -

*Presence of protoscoleces

minal layers were subsequently minced and broken up into
three consecutive liquid nitrogen baths. Each sample was
incubated in lysozyme at 37°C, for 1 h. Then SDS was
added to Proteinase K and lysis buffer and incubated over-
night at 55°C. Manufacturer’s recommendations were care-
fully followed for the last part of the extraction process.

Molecular analysis

Each sample was amplified with three targets : cox/ (Bowles
etal. 1992), nadl (Bowles and McManus 1993), and BG1/3
(Gottstein and Mowatt 1991). For the mitochondrial targets,
some modifications in primer sequences were made to in-
crease the specificity of the PCRs. The new primers EgCOI
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1: 5'-TTT TTT ggC CAT CCT gAg gTT TAT-3’; EgCOI 2:
5'-TAA CgA CAT AAC ATA Atg AAA ATG-3',and EgNDI
1: 5'-AgT CTC gTA Agg gCC CTA ACA-3"; EgNDI 2: 5'-
CCC gCT gAC CAA CTC TCT TTC-3', derived from the
original primers, were redesigned from the complete mito-
chondrial genome G1 (GenBank number: AF297617). They
presented one to six different nucleotides compared to initial
primers. The PCR programs contained 40 cycles with, for
each cycle, a denaturation step (30 s at 94°C), a hybridiza-
tion step (30 s at 60°C for EgCOI 1/2 and 56°C for EgNDI
1/2 and BG1/3), and an elongation step (30 s at 72°C). For
each PCR reaction, 2 pul of genomic DNA was mixed with
2.5 uwl PCR buffer 10x (Sigma, St. Louis, MO, USA), 20 uM
dNTP (dNTPset, MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), 20 pmol
of each primer (Invitrogen Life Technologies, Paisley,
Scotland), and 0.5 U Tag polymerase (REDTaq-Polymer-
ase) in a 25-ul final volume. After confirmation of the
amplification in 1.5% agarose gel, 5 pl of each amplified
fragment was purified using 2 pl ExoSAP-IT enzyme
(Amersham Pharmacia Biotech Europe, Orsay, France). The
purified DNA was then sequenced using the DYEnamic ET
terminator cycle sequencing kit (Amersham Pharmacia
Biotech Europe GmbH, Freiberg, Germany).

Sequence analysis

The sequences were manually checked and then aligned
using the BioEdit software (Hall 1999).

The cox! and nadl sequences obtained for each geno-
type were added, and a dendrogram was calculated with
“fastDNAmI” software (version 1.2.2, January 3, 2000)
(Felsenstein 1981; Olsen et al. 1994). Subsequently,
TreeView (Page 1996), a drawing software, was used to
design the tree.

Results
DNA extraction

For sterile cysts, DNA was extracted from germinal layers.
The problem of inhibition, which was occasionally en-

countered with these cysts, was solved by discarding the
laminated layer which is composed of polysaccharides that
can inhibit PCR reactions (Kamenetzky et al. 2000). The
three different targets were applied successfully on these
DNA samples, proving that DNA extraction was of good

quality.

Molecular analysis
Nuclear target

A band of 298 bp was amplified for all the samples. Two
main genotypes were identified by sequencing this band.
The first genotype included the 26 human, sheep, and cattle
samples. Three samples (15, 25 and 26) had a 100% ho-
mology with the “sheep strain” reference sequence taken
from an Algerian sheep isolate (GenBank reference: AF40
8684). The rest of the 23 isolates were separated into three
subgenotype groups with one (AY 686554 and AY686555)
to two (AY686556) nucleotide substitutions (Table 2). The
second genotype (named “pig strain”) included 8 swine sam-
ples presenting 100% homology with a sequence previously
obtained from isolates collected in Mauritanian dromedaries
(AF408685). One isolate from Timis (sample 36, AY686
557) and one from Arad (sample 34, AY686558) exhibited,
respectively, a T and a T/C at the 205th nucleotide position,
instead of a single C, as in the other swine samples. As in
camel samples from a previous study (Bardonnet et al.
2003), a second band at 165 bp was observed for all the
swine isolates. Both strains presented a 98.3% homology.

mt targets

The redesign of E. granulosus-specific primers (EgCOI 1/2
and EgNDI 1/2) due to the publication of the complete
mitochondrion sequence (Le et al. 2002) improved the
quality of the sequences, especially for the G1 genotype
isolates sequenced for the nadl fragment. This improved
complementarity between the DNA matrix, and the primers
was demonstrated by the higher annealing temperature of
the nad1-PCR (from 45 to 56°C).

Table 2 Comparison of the
BG1/3 sequences obtained from
the intermediate hosts studied

Number  Hosts

of isolates

Origin

GenBank
(variant’s name)

BG1/3 GbR 408684
57 88 103 152 195 205 215 252

with a “sheep strain” reference T GC T T T cC A
sequence (GbR 408684)
2 Human #24/25 T a
1 Cattle #15 T AF408684 (SS)
6 Sheep T T a
14 Cattle T/SM/CS/A T AY686554 (SSA)
1 Cattle #11 T C AY 686555 (SSB)*
1 Cattle #16 SM C
1 Cattle #14 T A G AY 686556 (SSC)*
8 Pig SM/CS/A A T cC C T AY408685 (PS)*
] ] ) 1 Pig #34 A AT C CTT AY 686558 (PSA)?
2SS Sheep strain, PS Pig strain 1 Pig #36 T AT C T AY686557 (PSB)"

(A, B and C are variants)




coxl

Nucleotide sequences of the mt cox/ gene were obtained
for all 36 E. granulosus isolates (Fig. 2a and 3). In a cluster
containing the 26 human, sheep, and cattle isolates, two
strains were identified. Twelve cattle and sheep isolates had
a 100% homology with the common sheep strain (G1
genotype, AF297617). Three isolates, two human (G1 A/C,
AY686564/65), and one cattle (GIB, AY686562) pro-
duced one or two nucleotide differences when compared
to the above G1 genotypic sequence. Seven cattle and
sheep isolates exhibited a genotype (AY686559) pre-
senting a 100% homology with the Tasmanian strain (G2
genotype, M84663). Three isolates, two cattle (G2A/C, AY
686561/63), and one sheep (G2B, AY686560) produced
one or two differences when compared to the above G2
genotypic sequence. The G1 and G2 strains were separated
from two to three nucleotide variations. A third strain was
detected among the 10 cysts extracted from swine. The
sequences were exactly identical to the pig strain (G7
genotype, AF458876) for 7 isolates. The two pigs from
Caras Severin exhibited the same mutation (G7B, AY6865
67). A pig from Satu Mare had a T base instead of a G at the
307th position (G7A, AY686566). The genotypes G1/G2
and G7 presented a 92% homology.

nadl

Nucleotide sequences of the mt nadl gene were obtained
for the 36 E. granulosus isolates (Fig. 2b and 3). As for the
cox1 gene, the same 12 cattle and sheep isolates and 1 human
isolate had a 100% homology with the common domestic
sheep strain (G1 genotype, AF297617). The other human
and cattle samples (AY686569) had one mutation when
compared to the G1 genotype. The rest of the 10 cattle and
sheep isolates (AY686568) had the same Tasmanian strain
(G2 genotype, AJ237633). It presented two mutations when
compared to the G1 genotype. The third genotype found
was identical in the 10 swine samples. Its sequence pre-
sented a 100% homology with the nadl sequence charac-
terizing the pig strain (G7 genotype, AJ241223). Genotypes
G1/G2 and G7 presented an 85% homology.

To synthesize the mitochondrial data, the sequences ob-
tained for the cox/ and nadl genes were cumulated (812 bp
in total). Fig. 3 shows the genetic distances between the
eight G1/G2 and the three G7 haplotypes thus generated.
With the tree, we were able to distinguish the G1 genotype
from the G2 genotype, both differing from four to five
nucleotides.

Discussion

Above, we have presented data obtained from mitochon-
drial and nuclear markers investigated on E. granulosus
isolates collected in West Romania. The mitochondrial re-
sults demonstrated the presence of three E. granulosus
strains: the common sheep strain (G1), the Tasmanian sheep
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strain (G2), and the pig strain (G7). This is the first time to
our knowledge that these three genotypes, living in sym-
patry, have been genetically characterized in Central and
Eastern Europe.

The common sheep strain (G1) was detected in the sheep
and cattle samples collected in the four districts studied
(Timis, Satu Mare, Arad, and Caras Severin). This strain is
implicated in human CE cases: two human cysts typed iden-
tically. More data from patients will be needed to clarify the
role of this strain in the epidemiology of human CE. The
presence of the sheep strain in Eastern Europe has been
recently confirmed genetically in several intermediate and
definitive hosts in Bulgaria (Breyer et al. 2004), a country
bordering Romania.

The Tasmanian sheep strain (G2) was found in cattle and
sheep collected from Timis and Arad slaughterhouses. This
G2 genotype was detected for the first time in sheep from
the state of Tasmania in Australia (Bowles et al. 1992).
More recently, this strain has been identified in humans
and sheep in the Tucuman Province in Argentina (Rosenzvit
et al. 1999). However, this is the first time that this strain
has been found in cattle isolates. Further studies should be
carried out to identify the precise origin of this strain. Im-
port/export of living animals (especially of sheep) between
Europe and Australia may be a factor in explaining the
occurrence of this strain on both continents (Draganescu
1997).

The pig strain (G7) was found in all the pigs in our study.
Molecular analysis performed by several authors in Eastern
European countries such as Poland, the Slovak Republic,
and Ukraine, showed the presence of this genotype in
swine (Kedra et al. 1999; Scott et al. 1997; Snabel et al.
2000; Turcekova et al. 2003). This strain was also found in
Castor fiber, wild boar and cattle (Kedra et al. 1999; Kedra
et al. 2000; Turcekova et al. 2003).

Given the restrictive number of human samples available
for our study, we could not detect G7 in patients. However,
its involvement in human CE has been confirmed by sev-
eral authors (Pawlowski and Stefaniak 2003; Turcekova et
al. 2003).

As in other studies performed in South America and North
Africa (Bart et al. 2004; Haag et al. 2004; Kamenetzky et al.
2002), mitochondrial microvariants or haplotypes were
found. In the present study, they were specific for the Ro-
manian focus and were detected for the three G1, G2, and
G7 genotypes. These mutations were not found elsewhere
with the BLAST search. Due to the low number of samples,
no relationship could be drawn between these haplotypes
and biological factors such as infectivity, antigenicity,
virulence or sensitivity to treatment, or geographic origin.

When comparing mitochondrial and nuclear results,
there are some discrepancies which require explanation and
discussion. In mitochondrial analyses, the majority of the
G1 haplotypes belonged to sheep strain A variant (10 out of
12 samples), whereas the variants found with the nuclear
BG1/3 target were more complex (SSA, SSB, and SSC) and
thus did not match those of the mitochondrial haplotypes.
As can be seen in Table 3, the G1 samples (identified by
mtDNA) were divided into three different sheep strain
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nuclear genotypes (SS, SSA, and SSB). The same tricho-
tomy occurred for the G2 samples (divided among SS, SSA,
and SSC). Conversely, the “sheep strain A” samples belong
to six mitochondrial haplotypes (G1, G1B, G2, G2A, G2B,
and G2C). Thus, the Tasmanian strain could not be dis-
tinguished from other sheep strains with the nuclear data.
The failure to separate G1 from G2 with the nuclear marker
is in agreement with the findings of other studies that failed
to discriminate between them using nuclear markers such as
MDH, ITS1, or TREG (Kamenetzky et al. 2002; Rosenzvit
et al. 1999). The inconsistency between nuclear and mito-
chondrial DNA data has been well documented for gono-
choric organisms (Arnaud-Haond et al. 2003; Shaw 2002;

Fig. 2 Mitochondrial nucleotide A
sequence alignments for the £. 61

granulosus Romanian isolates zi’;
analyzed in the study. Partial s
cox! (a) and nadl (b) sequences a2

were organized according to gz:
the haplotypes shown in Fig. 3. gac
E.m. corresponds to E. multiloc- a7

ularis mitochondrial complete G7A
genome (AB018440). G6 corre- i;s
sponds to E. granulosus camel E.m
strain (AF408689 for nadl frag-

ment and AF408687 for o
cox] fragment) G1B

Gl 241 AGTGTTAATG TTAGTGATCC GGTTTTGTGA TGGGTTGTTT CTTTTATAGT GTTGTTTACG TTTGGGGC

GlA 241
G1lB 241 ..
GlC 241 ..
G2 241
G2A 241
G2B 241
G2C 241
G7 241 .
G7A 241 .
G7B 241 .
G6 241 .
E.m 241

Gl 321
GlA 321
GlB 321 ..

Boissinot and Boursot 1997). The most likely explanation is
interspecific hybridization (Lemaire et al. 2005). For
hermaphrodite organisms like Echinococcus, cross-fertili-
zation occurs less frequently, but this could explain the
nuclear rearrangements: They do not exist for the mito-
chondrial genome because of its clonal heredity.

In the countries which belonged to or were under control
of the former Soviet Union, CE in humans is now described
as a reemerging disease (Shaikenov et al. 2003; Torgerson
and Budke 2003). In Bulgaria, due to the decrease in con-
trol programs and the change in husbandry practices,
human and animal echinococcosis has reemerged in recent
years (Todorov and Boeva 1999). In Kazakhstan and

G TTACGGGTAT
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Kyrgyzstan, prior to independence, livestock farming was
organized on large state-run farms with slaughtering of
animals under close veterinary supervision. Nowadays,
livestock is divided into small herds and home; clandestine

T
T
..T
T
T
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or unregulated slaughtering is widespread (Torgerson et al.
2003; Torgerson et al. 2002). A similar pattern of hus-
bandry exists in Romania especially on pig farms (Morariu,

personal data).
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Sheep/Tasmanian
strains

G2C

G2B

G2
G2A

Gl
GIA
GIB
GIC
p—

G6

Pig strain

G7B

G7A

0.01
G7

Fig. 3 Genetic, host, and geographical E. granulosus haplotype
distribution. The cox/ and nadl sequences obtained for each
different haplotype were added, and their genetic distance was
calculated with “fastDNAmI” software (version 1.2.2, January 3,
2000) (Felsenstein 1981; Olsen et al. 1994). TreeView (Page, 1996)

The results of our molecular tracking study, combined
with human and animal epidemiological data, suggest (i)
that E. granulosus transmission occurs actively in Romania
and (i1) that sheep and swine could play a role in the human
transmission cycle. Complementary studies will have to be
performed to demonstrate the role of the Tasmanian and pig

Table 3 Table summarizing the nuclear vs mitochondrial data
conflict

Nuclear Sample number Mitochondrial
genotypes genotypes
SS 15 G2

25 Gl1A

26 G1C
SSA 2,3,4,17, 18, 19, 20, 21, Gl

22, 24

12 G1B

1, 6,7,8,10, 13 G2

9 G2A

5 G2B

23 G2C
SSB 16 Gl

11 G2
SsC 14 Gl
PS 27, 28, 30, 31, 35 G7

29 G7A

32,33 G7B
PSA 34 G7
PSB 36 G7

SS Sheep strain, PS pig strain (A, B, and C are variants)

Genbank Number of isolates

Haplotype cox1 nadl SM T A CS Hosts

Gl AF297617 6 4 1 1 Ca,Sh
GIA AY686564  AF297617 - 1 - - Hu
GIB AY686562  AY686569 - 1 - - Ca
GIC AY686565  AY686569 - 1 - - Hu
G2C AY686563  AY686568 - - 1 - Ca
G2B AY686560  AY686568 - 1 - - Sh

G2 AY686559  AY686568 - 8 Ca,Sh
G2A AY686561  AY686568 - 1 - - Ca
G7B AY686567  AJ241223 - - - 2 Pi
G7A AY686566  AJ241223 1 - - - Pi
G7 AF458876  AJ241223 4 1 2 - Pi

was used to draw the tree presented at the left side. In the right side,
the host (Hu human, Sh sheep, Ca cattle, Pi Pig) and geographical
(SM Satu Mare, T Timis, 4 Arad, CS Caras Severin) origin of the 36
Romanian isolates were described

strains in human disease. The sympatrical circulation of
three E. granulosus strains also needs to be investigated to
assess the possibility of crossbreeding.
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Abstract The taxonomic and phylogenetic status of Echi-
nococcus granulosus strains are still controversial and
under discussion. In the present study, we investigated the
genetic polymorphism of E. granulosus isolates originating
from three countries of Africa, including a region of
Algeria, where the common G1 sheep and the camel G6
strains coexist sympatrically. Seventy-one hydatid cysts
were collected from sheep, cattle, camels, and humans. Two
mitochondrial markers (cox! and nadl) were used for strain
identification. Two nuclear markers (actll and hbx2) were
used to study the possible occurrence of cross-fertilization.
Despite the heterogeneity observed among the G1 isolates,
they were all localized within one robust cluster. A second
strong cluster was also observed containing all of the G6
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isolates. Both strains appeared as two distinct groups, and
no cases of interbreeding were found. Thus, the attribution
of a species rank can be suggested. We also found the
Tasmanian sheep G2 strain for the first time in Africa.
Because of the slight variations observed between the
common sheep and the Tasmanian sheep strains, further
studies should be carried out to elucidate the epidemiolog-
ical relevance of this genetic discrimination.

Introduction

Cystic echinococcosis (CE), caused by the larval infection
with the Cestoda Echinococcus granulosus, is a highly
endemic zoonosis in the ruminant breeding areas of North
Africa. The parasite is mainly transmitted in a synan-
thropic cycle generally involving dogs (large stray
populations) and livestock animals (sheep, cattle, goats,
and camels; Thompson and McManus 2001). DNA-based
studies have shown that the species E. granulosus is
composed of heterogeneous groups of genetic variants,
defined as “strains” (McManus 2002). In various studies,
strains were often characterized after polymerase chain
reaction (PCR) amplification by sequencing mitochondrial
markers in cyfochrome c¢ oxydase 1 and nicotinamide
adenine dinucleotide (reduced form; NADH) dehydroge-
nase [ genes. Each identified haplotype, ranging from
genotypes | to 10, was associated with particular host
specificity and epidemiological patterns (Bowles and
McManus 1993; Bowles et al. 1992; Thompson et al.
1995; Eckert and Thompson 1997). For example, the
common sheep G1 strain is widespread and has been
mainly identified in Mediterranean and semiarid breeding
areas as being carried by sheep and cattle. In contrast, the
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camel G6 strain is often found in desert areas, carried by
camels. Most human infections are due to the common
sheep strain, whereas only a few cases have been attributed
to the camel strain. For some authors, the definition of all
the E. granulosus strains should be reassessed (Obwaller et
al. 2004; Thompson et al. 2005). It has not yet been
demonstrated that each strain forms a true clade (i.e. a
monophyletic taxon) with a real epidemiological relevance.
According to Tassy (1986), a taxon is a group of organisms
recognized as a unit at each level of classification. Besides
the differences in intermediate host specificity, geographic
distribution, and genetic profiles, reproduction processes
are also of importance in cladistics (Mayr et al. 1953). Up
to now, E. granulosus strains have been mainly investigated
by sequencing mitochondrial markers. Because of the
asexual transmission (matrilineal origin) of the mitochon-
drial genes and the nonreticulated trait of the mtDNA
molecules (Avise and Walker 1999), this method cannot be
used for investigation of heterozygote patterns which evoke
cross-fertilization.

In North and East Africa, two strains, the common sheep
and camel, are widespread (Sadjjadi 2005). The sheep
strain, the most infective for humans, has been described in
Morroco and northern Algeria (Bart et al. 2004), in Kenya
(Wachira et al. 1993; Dinkel et al. 2004), in Sudan (Dinkel
et al. 2004), in Tunisia (Tashani et al. 2002; Lahmar et al.
2004; M’Rad et al. 2005), in Egypt (Macpherson and
Wachira 1997), and in Libya (Tashani et al. 2002). In these
studies, the sheep strain has been found in sheep, cattle,
goats, pigs, and more rarely, in camels (some cases in
Algeria, Kenya, Libya, and Tunisia). The camel strain has
not often been identified in humans living in North Africa
except for Egypt (Azab et al. 2004) and Mauritania
(Bardonnet et al. 2002), where it has been presumed to
play an important role in the transmission of CE to humans.
According to the previously cited studies, this strain has
been found in Mauritania, Tunisia, Egypt, Sudan, and also
in nearby East Africa (Kenya) to be carried by livestock
hosts such as camels and sometimes, sheep, cattle, and
goats. On the northern border of the Sahara, including
Algeria, Tunisia, and Egypt, both strains have been
described in coexistence and sharing the same definitive
host (i.e., dogs). The hypothesis of a strain concept should
be tested by collecting samples in sympatric areas and
searching for heterozygote patterns using nuclear DNA
markers (Haag et al. 1999; Bartholomei-Santos et al. 2003;
Nakao et al. 2003) to prove cross-fertilization.

In the present work, 71 E. granulosus samples (meta-
cestode stage) were collected from slaughterhouses and
human hospitals from three different countries in North
Africa (Algeria, Mauritania, and Ethiopia). They were
typed by two mitochondrial DNA markers [cytochrome
¢ oxydase 1 (coxl), and NADH dehydrogenase 1 (nadl)

@ Springer

genes] and two nuclear DNA markers [actin II (actll) and
homeobox 2 (hbx2) genes]. Our first objective was to
identify the geographical, biological, and genetic variants
occurring in the regions. The second objective was to
search for heterozygotes in the sympatrically populated
“Touggourt-Ouargla” area of Algeria to document the
possible occurrence of cross-fertilizing processes.

Materials and methods
Sampling strategy

Echinococcus granulosus whole hydatid cysts were col-
lected from intermediate hosts either at slaughterhouses or
in human hospitals in three countries of North Africa:
Algeria, Mauritania, and Ethiopia (see characteristics in
Table 1). The 46 Algerian samples were collected by local
teams: 23 from the North (5 sheep and 13 cattle samples
came from slaughterhouses in eight different cities, and 5
human samples came from hospitals in four different cities)
and 23 from the more southern “Touggourt-Ouargla” region
(ten sheep, three cattle, and ten camel samples). Algeria
was of particular interest for this study due to the sympatric
coexistence of both common sheep and camel strains in the
Touggourt-Ouargla region (Bart et al. 2004). The two zones
were also of interest because they contrasted with regard to
climate, landscape morphology, human population density
(which probably impacts on the dog population density),
livestock herd composition and distribution, methods of
breeding, and disease control guidelines. The 20 Maurita-
nian samples came from the Nouakchott region (1 cattle, 17
camel, and 2 human samples). Cattle breeding used to be
Mauritania’s largest commercial activity; during the last
few decades, the livestock has been drastically reduced due
to chronic drought and the rapid advance of the desert.
These changes have brought many shifts in patterns of herd
management (ownership, composition, and movements)
and have increased the pressures on the land, also occupied
by sedentary farmers. The successive droughts have also
caused many changes in the methods used for the breeding
of camels (herds traditionally located in the drier north) and
for sheep (herds usually located throughout Mauritania).
The capital, Nouakchott, was a major refugee center during
the severe Saharan droughts of the 1970s and, thus, grew
very quickly. The city became a large commercial hub and
the center of large livestock migrations. The five Ethiopian
samples were collected as part of a study carried out by the
Institute of Parasitology of Bern (Switzerland) in the capital
Addis Ababa (four sheep samples) and in a nearby city,
Asela (one cattle sample). These sites were interesting
because they are located in the Ethiopian highlands, where
the highest concentration of livestock production can be
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Table 1 Characteristics of the Algerian (a), Mauritanian (b), and Ethiopian (c) samples used in this study

Host Origin coxl nadl actll hbx2 Mitochondrial genotypes  Nuclear genotypes
a.
Cattle Seétif (N) DQ341564 DQ341515 DQ341539 DQ341554 ml nl
Annaba (N) - - - - - -
Batna (N) - - - - - -
Jijel (N) - - - - - -
Constantine (N) - - - - - -
Ouargla (TOR) - - - - - -
El Eulma (N) DQ341570  — - - m2 -
Constantine (N) DQ341571  DQ341520 - - m3 -
- - - DQ341558 - n2
- DQ341521 - - m4 -
DQ341572 - - - m5 -
DQ341573  DQ341522 - - mé6 -
DQ341573 - - - m7 -
Sheep Constantine (N) DQ341566  DQ341517 DQ341541  DQ341552 ml nl
Touggourt (TOR)  — - - - - -
Ouargla (TOR) - - - - - -
Batna (N) DQ341574  DQ341523 - - m8§ -
Seétif (N) - DQ341526 - - m9 -
Ain M’lila (N) - DQ341527 - - ml0 -
DQ341577 DQ341528 - - mll -
Ouargla (TOR) DQ341577 DQ341528 — - mll -
DQ341577  DQ341528 - - mll -
Touggourt (TOR) — - DQ341545 — - n3
- - DQ341545 - - n3
Ouargla (TOR) - - - DQ341559 - n4
DQ341579 - - - ml2 -
- DQ341530 - - ml3 -
Dromedary  Touggourt (TOR) DQ341581  DQ341531 DQ341549 DQ341561 ml4 ns
- - DQ341535 - - ml5 -
Ouargla (TOR) DQ341535 - - M15 - -
DQ341535 - - M15 - -
Touggourt (TOR) — - DQ341546 - ml4 n6
- - - DQ341547 - - n7
Ouargla (TOR) - DQ341536  — - ml6 -
DQ341575 DQ341524 DQ341543  DQ341557 m8 nl
DQ341568  DQ341529 DQ341543  DQ341557 ml7 nl
Human Constantine (N) DQ341569 DQ341519 DQ341544 DQ341556 ml nl
Batna (N) - - - - - -
Tébessa (N) DQ341578 - - - ml8 -
Jijel (N) DQ341576  DQ341525 - - m8 -
b.
Cattle Nouakchott (M) DQ341580 DQ341533  DQ341548  DQ341560 ml4 n5
Dromedary ml4 n5

Nouakchott (M)

DQ341582

DQ341532

DQ341550

DQ341562
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Table 1 (continued)

Host Origin coxl nadl actll hbx2 Mitochondrial genotypes Nuclear genotypes
Human Nouakchott (M) ~ DQ341583  DQ341534 DQ341551 DQ341563 ml4 ns
- DQ341584  — - - ml9 -
c.
Cattle Assela (E) DQ341565 DQ341516 DQ341540 DQ341555 ml nl
Sheep Addis Ababa (E)  DQ341567 DQ341518 DQ341542 DQ341553 ml nl
- DQ341585 - - - m20 -
- - DQ341537 - - m21 -
- - DQ341538 - - m22 -

The parasitic material extracted from them was characterized with two mitochondrial and two nuclear markers (cox/, nadl, actll, and hbx2). The
GenBank accession numbers of the sequences from DQ341515 to DQ341585 are indicated (GenBank database, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
entrez). Mitochondrial genotypes were defined from the two mitochondrial markers; nuclear genotypes were defined from the two nuclear
markers. These genotypes were then used to draw dendograms based on the genetic distances between the sequences.

found. Up until now, only one study of molecular strain
identification has been carried out in Mauritania and none
in Ethiopia. The study in Mauritania showed that only the
camel strain was circulating and, thus, was playing a major
role in the transmission to humans (Bardonnet et al. 2002).
Despite the lack of studies specific to Ethiopia, studies
carried out in nearby East Africa suggest the presence of
both common sheep and camel strains in this focus
(Wachira et al. 1993; Dinkel et al. 2004).

Molecular and phylogenetic analysis
DNA extraction

The genomic DNA was extracted from hydatid tissue
(protoscoleces and/or germinal layer) using a High Pure
PCR Preparation Kit (Roche Diagnostics, Mennheim,
Germany). For the fertile cysts (presence of protoscoleces),
we carefully followed the manufacturer’s instructions
(digestion by proteinase K) except for the sterile ones,
where the samples were prepared as follows: (1) enucleated
cysts were “frozen—thawed” three times at —20/37°C to
separate the germinal layer from the laminated layer, (2) the
germinal layer was minced and broken in three consecutive
baths of liquid nitrogen, and (3) the samples were incubated
with lyzosyme for 1 h at 37°C and then incubated with
sodium dodecyl sulfate (SDS), proteinase K, and lysis
buffer overnight at 55°C.

@ Springer

DNA sequencing

The total DNA was subsequently used as a template for the
amplification of two mitochondrial markers (cox!, a 309-bp
portion of the gene coding for cytochrome ¢ oxydase 1; and
nadl, a 279-bp sequence of the gene coding for NADH
dehydrogenase 1) and two nonrepeated nuclear markers
(actll, an intronic 240-bp portion of the gene coding for
actin II; and Abx2, a mainly intronic 257-bp sequence
included in a homeobox gene). The PCR was performed in
a 25-ul volume containing 2 pl genomic DNA, 100 uM
each deoxynucleoside triphosphate (ANTP; MBI Fermentas,
Vilnius, Lithuania), 20 pmol each of primers (Invitrogen
Life Technologies, Paislay, Scotland) and 0.5 U DNA Red
Taq Polymerase in 2.5 pl reaction buffer x10 (Sigma, Saint
Louis, MO, USA). The characteristics of the four pairs of
primers used in the present work, the annealing temper-
atures they required for PCR, and the time chosen for
elongation according to the length of markers are shown in
Table 2. The amplification conditions were as follows: an
initial step of denaturation (30 s at 94°C) followed by 40
cycles of successive denaturation (30 s at 94°C), hybrid-
ization (30 s at the annealing temperature), and elongation
(30-75 s at 72°C), and then a final elongation of 5 min at
72°C. The specificity of amplications and the size of
products were assessed by electrophoresis in 1.5% (w/v)
Tris—acetate/EDTA (TAE) agarose gels. Using 1 pl of
ExoSAP-IT (USB Corporation, Cleveland, OH, USA), 2.5-ul
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Table 2 Primer sequences and PCR conditions for the amplification of the nuclear and mitochondrial markers

Targets Primers Length of the Annealing Elongation Reference
amplified temperature (°C) time (s)
fragment (bp)
Nuclear
actll  Forward 5-gTCTTCCCCTCTATCgTggg-3’ 266 60 75 Da Silva et al.
Reverse  5'-CTAATgAAATTAgTgCTTTgTgCgC-3' (1993)
hbx2  Forward 5-TTCTCCTCTAgCCAggTCCA-3' 331 56 45 Haag et al.
Reverse  5'-TATAgCgCCgATTCTggAAC-3' (1997)
Mitochondrial
cox]  Forward 5-TTTTTTggCCATCCTgAggTTTAT-3' 396 60 75 Bart et al.
Reverse  5-TAACgACATAACATAATgAAAATg-3' (2006)
nadl  Forward 5'-AgTCTCgTAAgggCCCTAACA-3' 488 45 30
Reverse  5'-CCCgCTgACCAACTCTCTTTC-3'

PCRproductswerethenpurified for 1 5minat37°Cand 1 5minat
80°C. For sequencing, 2 pl distilled water, 1 pmol forward or
reverseprimer,and2 ulDTCSQuickStartMasterMix(Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA) were added. The reaction con-
ditionswereasfollows:40cyclesof20sat94°C,20sat50°Cand
4minat60°C. Afteralcoholic purification, the migration ofthe
fragmentswasperformedinanautomaticsequencer(CEQ8000
Genetic AnalysisSystem,BeckmanCoulter).

Sequence analysis and phylogenetic reconstruction

The nucleotide sequences were subsequently examined by
aligning them with the Bioedit software and its application
ClustalW (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
Using another Bioedit application, basic local alignment
search tool (BLAST), the nucleotide sequences were also
compared to those in the GenBank database (http:/www.
ncbi.nlm.nih.gov), which serve as the references for
defining the E. granulosus common sheep (G1), Tasmanian
sheep (G2), and camel (G6) strains, and Echinococcus
multilocularis (GenBank references shown in Fig. 1). All
these sequences, either obtained or referenced, were then
used to draw dendograms using MEGA software (Molec-
ular Evolutionary Genetics Analysis 3.1, (http://www.
megasoftware.net). The neighbor-joining (NJ) method was
chosen because its heuristic-clustering algorithm is based
on the principle of minimum evolution, that is, the
minimum number of changes which can occur between
the sequences (Saitou and Nei 1987) and because it takes
into account the possible differences in their speeds of
occurrence. This method was corrected by the Kimura two-
parameter model (Kimura 1980), which includes the equal
base frequencies and the differences existing between the
rates of transversion (substitution of a purine for a
pyrimidine or vice versa) and transition (purine/purine or
pyrimidine/pyrimidine substitution). To assess the robust-
ness of the branches, a bootstrap test (Felsenstein 1985) of
1,000 repetitions was performed. Based on the statistical

inference and using our matrix of data, this technique
constructed a new set of sequences (lines) 1,000 times in
randomly selected nucleotide positions (columns) without
replacing them. A dendogram was drawn for each set with
the NJ method. In the analysis of these 1,000 repetitions,
the number of trees in which a genetic cluster appeared was
associated with its robustness. A clustering of genotypes
was considered relevant when its robustness was more than
70%.

Results

Sequence analysis

The sequences obtained by the characterization of the four
DNA markers chosen for this study are shown in Table 1. A
total of 34 different genotypes were identified in typing
coxl (11), nadl (14), actll (5), and hbx2 (4) markers. All
the sequences are available on GenBank, with accession
numbers from DQ341515 to DQ341585 (Table 1). The rate
of polymorphism indicated by these markers (i.e., their
power of discrimination) was higher for the mitochondrial
targets than for the nuclear ones (22 different genotypes vs
only 7, respectively). The detailed analysis of the 142
nuclear sequencing electrophoregrams did not reveal any
patterns suggesting the occurrence of cross-fertilization (as
did the G1/G5 SSCP profiles presented by Haag et al.
1999).

Mitochondrial markers

Among the mitochondrial sequences, we identified one set
defined by a homology of 99.4 to 100% with G1 and a
second one, defined by a homology of 89.1 to 89.4% with
G1 and identified as a cluster of G6 sequences. All of the
Algerian cattle, sheep, and human samples formed the G1
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Fig. 1 Comparison of the two dendograms drawn with the mitochon-
drial and nuclear genotypes identified in this study. These genotypes
were defined by combining the results obtained with the four different
typing targets (coxI, nadl, actll, and hbx2). The phylogenetic trees

cluster, whereas most of the Algerian camel samples
formed the G6 cluster. The coexistence of the common
sheep and the camel strains was confirmed in the
Touggourt-Ouargla region of Algeria. In addition, this
sympatry was underlined by the identification of the
common sheep strain in a camel from Ouargla, a host
usually infected by the camel strain. The so-called
“Tasmanian sheep” G2 strain was also found in our panel.
Until now, no study has reported its presence in Africa. The
G2 strain was identified in a human and a sheep from
northern Algeria and in a camel from Ouargla. When
investigating the potential polymorphism of all the 46
sequences identified in Algerian samples, a higher genetic
variability was observed in the G1 cluster than in the G6
cluster. The three Algerian samples carrying the Tasmanian
sheep strain showed the same G2 nucleotide sequence. The
Mauritanian samples showed a high homogeneity because
they all had the same G6 sequence; this particular sequence
was also identified previously in four of eight Algerian G6
camels. In addition, our study also confirmed the presence
of the common sheep G1 strain in Ethiopia: four different
G1 sequences were identified in the five Ethiopian
samples.

The clustering of sequences observed in Algeria was
also observed in the Mauritanian and Ethiopian data.
Indeed, despite the high heterogeneity of all the Algerian
and Ethiopian G1 sequences found in the present work,
they were all clustered in one set. In addition, the G6 cluster
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were drawn using the neighbor-joining method and the Kimura two-
parameter model of correction (MEGA software v. 3.1, http://www.
megasoftware.net)

from the Algerian samples was not disturbed when the
Mauritanian ones were added. In both genetic discrete
units, some microvariants were characterized: we identified
seven G1 and one G6 sequences for cox/, as well as nine
Gl and two G6 sequences for nadl. Compared to the
genotypes most frequently observed, these differed by 1 to
2 bp, and no one variant was found in more than four hosts.

Nuclear markers

Mitochondrial marker analyses were compared with those
of the nuclear markers in which two clusters were also
identified. The sequences of the first cluster exhibited a
99.7 to 100% identity with the combination of sequences
described as G1 by Bart et al. (2004) from Algerian
samples (rGB, AF528499 and AY129567), whereas the
second exhibited a 99.3 to 99.5% identity with the same
references and was linked with G6 sequences also
described in the work just cited (rGB, AF528500 and
AY129568). In contrast to the mitochondrial data, discrim-
ination between the Tasmanian sheep and common sheep
strains was not possible with the nuclear tools chosen for
this study. For the nuclear markers, some microvariants
were identified: one G1 and two G6 sequences for actll,
and two G1 but no G6 sequences for #bx2. Compared with
the genotypes most frequently identified, these micro-
variants differed by only 1 bp and were isolated from not
more than two different samples.
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Phylogenetic reconstruction

From the mitochondrial and nuclear data, two dendograms
were drawn (Fig. 1), and each of them showed two genetic
clusters, also named “discrete typing units” (DTUs)
(Tibayrenc 2003), corresponding to the common sheep G1
and camel G6 strains of E. granulosus. Both units had high
values in the bootstrap tests (from 98 to 100%), thus
showing a high robustness. In all of the sequences obtained
from our panel of samples, all G1 sequences formed the
first DTU, whereas all the other G6 sequences formed the
second DTU; this DTU distribution was the same in both
mitochondrial and nuclear dendograms. With regard to the
Tasmanian sheep strain, a distinct cluster formed by the G2
sequences had a high robustness (95%), but only in the
mitochondrial dendogram. Furthermore, whereas the diver-
gence observed between the G1 and G6 branches amounted
to 0.013 and 0.004 for the mitochondrial and nuclear trees,
respectively, the mitochondrial G2 DTU showed a genetic
divergence from the G1 DTU equal to 0.003.

Discussion

In the present study, the molecular characterization of 71 E.
granulosus samples by four DNA markers, selected from
the mitochondrial and nuclear genomes of the parasite,
led to the identification of 34 distinct genotypes. All of
them were clearly clustered in two sets, one formed by all
G6 samples and the other by all the G1 and G2 samples.
None of these samples exhibited evidence of genetic
exchanges between the two sets such as the specific
heterozygote profiles previously described by Haag et al.
(1999), Bartholomei-Santos et al. (2003), and Nakao et al.
(2003). For the first time in Africa, we also showed the
presence of genotype 2 attributed to the so-called
Tasmanian sheep strain. It was found in sheep, human,
and camel samples. Our results help to clarify the status
of these strains within E. granulosus species. Although
the coexistence of the common sheep and camel strains
along the Algerian northern border of the Sahara, in
agreement with the findings of Bart et al. (2004), and the
occurrence of a host spectrum overlap, both strains were
clearly distinct, and we found no case evoking a genetic
exchange between the two. In the mitochondrial and
nuclear dendograms, the strains were clustered in two
discrete units, both showing a high level of robustness.
Regarding the intermediate host spectrum, the two
clusters generally corresponded to two distinct life cycles,
that is, sheep/cattle/human vs camel. Finally, except for
all the samples originating from the Touggourt-Ouargla
region in Algeria, the two sets also corresponded to two
distinct geographical distributions, a desert area (camel

strain) and a more humid area (common sheep and
Tasmanian sheep strains).

Thus, the sympatric coexistence of the common sheep
and camel strains was confirmed for the Touggourt-Ouargla
region of Algeria. Contrary to the evidence for two separate
and distinct life cycles, we found two camels infected by
the two sheep strains (i.e., one with the common sheep
strain and the other one with the Tasmanian sheep strain).
The existence of such overlapping increases the possibility
of cross-breeding in the same geographical area within the
definitive host. With regard to specific genetic aspects, the
two strains were independent because (1) the DTUs
remained unchanged in the case of these overlapping
samples, and (2) according to the nuclear markers, no
heterozygote patterns were identified, indicating the ab-
sence of cross-fertilizing processes in our panel of 71
samples. However, these preliminary results should now be
more profoundly confirmed by sampling a larger panel of
appropriate specimens. Research on the interbreeding mode
selected by both common sheep and camel strains can
provide more information about their real status.

The Tasmanian sheep strain that was identified in
Algeria was first characterized in Tasmania from sheep
samples (Bowles et al. 1992). This genetic variant of E.
granulosus has been considered to be geographically
isolated in this island state of Australia because until now,
no other variants have been described. Genotype 2 was
characterized only by the use of the mitochondrial DNA
markers cox! and nadl. Surprisingly, G2 was also
discovered in sheep from Argentina (Rosenzvit et al.
1999; Kamenetzky et al. 2002), then in human samples
from the same area (Guarnera et al. 2004), and more
recently, in sheep and cattle from Romania (Bart et al.
2006). In these studies, the Tasmanian sheep strain was
described as cocirculating in sympatry with the common
sheep strain. In our mitochondrial dendogram, the G2
sequence showed a very low genetic divergence from the
G1 sequence. The identification of G2 was only made in
the present work because of the mitochondrial markers and
was not connected with any particular host spectrum or
geographical patterns. To date, the Tasmanian sheep strain
has been described in Tasmania, Argentina, Romania, and
Algeria. Thus, this variant of E. granulosus, much like the
common sheep strain, appears to be very widespread. The
two sheep strains share the same host spectrum, infecting
mainly sheep, but both are also able to infect other livestock
such as the camel, as described in this study.

The concept of strains is therefore controversial within
the species of E. granulosus. In our data, the mitochondrial
genetic distances observed between G1/G2 and G1/G6
were 0.7 and 11.6%, respectively, whereas an average of
13.5% was reported between G1 and E. multilocularis. In a
study conducted by McManus (2006), the values obtained
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with the same markers for G1/G4 (horse strain) and G1/G5
(cattle strain) were very similar to those observed for G1/
G6 in the present work. Separating the horse and cattle
strains from E. granulosus and assigning them their own
species level (i.e., Echinococcus equinus and Echinococcus
ortleppi) is accepted. The common sheep and camel strains
appear to be biologically distinct and as genetically
different from one another as they are from E. multi-
locularis. The taxonomic status given to all of the E.
granulosus strains should be progressively reevaluated. It
has been recently observed that the two cervid strains, G8
and G10, defined by geographical, morphological, and,
more recently, genetic criteria (Lavikainen et al. 2003),
seem to form, together with the pig (G7) and the camel
(G6) strains, a set presumed to be a species distinct from E.
granulosus (Thompson et al. 2005). The taxonomic name
of Echinococcus canadensis has been proposed.

In taxonomic research, the increasing number of phylo-
genetic studies can be explained by their capacity to solve
several of the problems previously encountered with other
reference methods such as morphological, behavioral,
physiological, or biochemical analyses (Kunz 2002).
However, genetic discrimination is not based on the
presence or absence of criteria; it involves a gradient of
differences and, thus, implicitly involves the choice of a
resolution level for the definition of a new relevant rank in
taxonomy. In addition, the selection of the markers is
important because they do not have the same discriminating
characteristics (for example, mitochondrial vs nuclear). To
avoid the risk of sub- or overdiscrimination, the definition
of all taxonomic ranks should include geographical,
epidemiological, and interbreeding patterns to reflect an
epidemiological relevance. The improvement of our knowl-
edge of taxonomic links and their evolution is not “merely
an academic exercise” (McManus and Bowles 1996): it is
primordial in the establishment of control or eradication
campaigns against cystic echinococcosis.
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RESUME

E chinococcus multilocularis est un parasite nécessitant pour survivre un passaccessif entre les carnivores,
comme le renard et les micro-mammiféres. Le paa&st responsable chez I'hnomme de I'Echinococcdagohaire,
une maladie mortelle si elle n’est pas prise emgehadUniquement décrit dans I’'hémisphére nord (€hiiapon, Europe et
Amérique du Nord), la distribution spatiale du e semble connaitre une évolution récente, notamhen Europe, ou
I'Arc alpin est décrit comme le foyer historiqueEd'multilocularis dans cette région. Le génotypage a été choisi pour
étudier la diffusion du parasite en Europe. Cepefjda manque d’outils de détection du polymorplasdu parasite
nécessitait la recherche et la caractérisationalgjueurs possédant un haut pouvoir discriminanteg\paractérisation et
validation de la cible EmsB multilocus répétée amdem, la diversité génétique du parasite en Eusopd étudiée a
différentes échelles spatiales d’analyse. A I'éehahicro-locale (rongeurs parasités d’une méme rpftles isolats
présentaient une faible diversité génétique entise évoquant une contamination des rongeurs parmgme source
infectieuse (e.g. les féces d’'un méme renard pgajagi I'échelle locale (900 km?), 140 parasites2ierenards ont été
étudiés. Les parasites présentaient une diverg@té@tigjue permettant de distinguer 6 profils EmsB. présence
simultanée de différents profils chez le renardéad&crite de maniéere fréquente, évoquant destatiess répétées des
renards. Un faible taux d’hétérozygotie a été téoahez le parasite, ce qui pourrait étre expligaé yn mode de
reproduction principalement clonal. A I'échelle tiorntale (9 sous-régions européennes de la zaléneque historique
et de la périphérie de celle-ci) la diversité giené et la structure spatiale du polymorphismeésététudiées a partir de
653 isolats (596 vers adultes isolés de 129 ren&ilgsions opérés chez des patients et des axnwnzant en captivité).
Une grande diversité génétique a été observée mpé&uavec la description de 54 profils EmsB. Dredils transversaux
ont été trouvés de part et d’autre de la zone d&talors que d’autres plus endémiques étaientédlinspatialement.
L'étude de la composition génétique au sein des-ségions européennes a permis de mettre en éeidercplus grande
diversité génétique dans le foyer historique pg@poat a sa zone périphérique, ou quelques prdfilsésentaient la
majorité des parasites. Cette distribution évogue dispersion du parasite a partir de la zone alentrers la zone
périphérique dans un systéme de transmission «eoitiile ». Chez I’homme et I'animal en captivités profils EmsB
décrits comme endémiques ont été trouvés sur plssennées, montrant une contamination de maroesdel par une
méme souche. Cette étude constitue la premiérécapph d’'un marqueur microsatellite multilocus pdétude de la
circulation d’un helminthe a I'’échelle continentale

Mots-clés : Echinococcus multilocularis, échinococcose alvéolaire, transmission, marqueunéculaires, ADN
microsatellite multilocus répété en tandem, EmsRivpir discriminant, tracabilité moléculaire.

ABSTRACT

chinococcus multilocularis is a parasite involving carnivores, as mainly tbe, and rodents, as the micro-

mammals in its life cycle. The human contaminatigrthe parasite causes the Alveolar Echinococcadisthal
disease when untreated. The cestode is only fonntthé Northern Hemisphere (China, Japan, Europe North
America). Its spatial distribution seems to knoweaent evolvement, notably in Europe, where thein&lpArch is
described as the mal multilocularis historical focus. The genotyping was chosen toysthe parasite dispersion in
Europe. However, the lack of relevant tools to Krggarasite polymorphism required the investigatiand
characterisation of markers with a high power adcdimination. After the characterisation and vdima of the
tandemly repeated multilocus microsatellite targetsB, the genetic diversity in Europe was assessedifferent
geographical scales. At the micro-local scale ét€d rodents from the same field), the isolatesgimed together a low
diversity, suggesting a common contamination oferdd by the same infectious source (e.g. faecas fnee infected
fox). At a local scale (900 km?), 140 parasitesnfr@5 red foxes were studied. The parasites harHoargenetic
diversity which allowed us to distinguish 6 EmsBfiles. The simultaneous presence of differentifeftogether in
fox was frequently observed and suggests repeafedtions of foxes. The low rate of heterozygosigs shown and
could be explained by a dominant clonally reprodurcipattern. At continental scale (9 European giems in the
historical endemic zone and new endemic zone$empéripheral area of the former), the geneticrdityeeand its spatial
signification were studied with 653 isolates (5%fula worms from 129 red foxes, 57 lesions surgjcatimoved for
humans and animals in captivity). A great variapivas observed in Europe, with the descriptiob4fEmsB profiles.
Transversal EmsB profiles were found on both siofethe European field of work. However, endemicfiee were
found geographically limited into the different stdgions. The study of genetic composition intodkferent European
sub-regions showed a bigger genetic diversity énHistorical focus compared to the peripheral zarere few profiles
represented almost all the genetic diversity irs¢heeripheral sub-regions. This distribution inthsaa dispersion of the
parasite from the central zone to peripheral zanes “mainland-island” system of transmission. Bhits dispersion
could have taken place on an important time sdade.human and animals in captivity, endemic Ems&filgs were
found during several years, highlighting a putativeal contamination by the same infectious strdinese findings
constitute the first application of a multilocusomtisatellite marker for the study of a helmintlaaontinental scale.

Keywords:Echinococcus multilocularis, Alveolar Echinococcosis, transmission, molecutarker, tandemly repeated
multilocus microsatellite, EmsB, power of discrimiion, molecular tracking.
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