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Introduction

Les oiseaux (Aves) sont une classe de vertébrés comportant une pluralité d’espéces, que I'on
peut diviser en trois groupes interconnectés : les oiseaux sauvages qui ne sont pas en relation
avec les étres humains, les oiseaux sauvages vivant a proximité de I'Homme, ainsi que les
oiseaux élevés par 'Homme. Les espéces sauvages vivant librement sont susceptibles de
véhiculer des agents pathogénes et de les transmettre aux especes d’élevage, qui vivent dans
des conditions de forte concentration et sont potentiellement plus sensibles a ces agents. La
transmission de ces agents de maladies peut ainsi avoir un impact sanitaire, économique et
zoonotique important. A linverse, les actions humaines sont susceptibles de perturber les
conditions de vie des espéces sauvages, notamment au travers des infrastructures qui concentrent
des oiseaux en état de captivité, comme les zoos ou les centres de soin. Le stress induit peut
moduler leur résistance aux maladies et leur capacité de retransmettre des infections acquises aux
populations libres, une fois relachés dans leur milieu naturel. C’est au coeur de ces problématiques
de sensibilité et de transmission que 'immunité joue un role clé. La compréhension du systéme
immunitaire aviaire est un atout pour concevoir des stratégies préventives afin de protéger les
oiseaux et les Hommes.

Le systéme immunitaire est un ensemble coordonné d’éléments biologiques permettant la
défense de I'organisme vis-a-vis des agents infectieux. On connait en détail ce systéme chez les
mammiferes, en revanche celui des oiseaux présente encore des inconnues. Les investigations
menées pour mieux comprendre ce systéme conduisent a développer de nouveaux outils d’étude
et de diagnostic. En particulier, les recherches qui concernent I'avifaune sauvage ont pour dessein
de préserver la faune menacée, mais aussi de lutter contre la transmission de maladies a
'Homme. Quels moyens sont employés pour approfondir les connaissances actuelles du
systéme immunitaire aviaire dans I’objectif de prévenir les infections en avifaune sauvage ?

En premiére partie, nous détaillons les éléments structuraux qui composent le systéme
immunitaire des oiseaux, ainsi que les interactions qui établissent les réponses immunitaires. En
particulier, nous nous focalisons sur les points qui distinguent le systéme aviaire de celui des
mammiferes.

La deuxieme partie fait état des outils permettant d’étudier 'immunité aviaire, a la fois sur
le plan structurel et fonctionnel. On dispose actuellement de moyens d’évaluation quantitatifs et
qualitatifs de limmunocompétence, permettant de comparer les réponses immunitaires
interindividuelles et interspécifiques. En outre, on connait des facteurs qui influencent les
réponses immunitaires, dont il faut tenir compte dans les activités de comparaison.

Enfin, nous présentons en troisieme partie des champs d’application de la recherche
effectuée dans le domaine de I'immunologie chez les oiseaux sauvages. Nous insistons d’abord
sur l'importance d’approfondir les connaissances dans ce domaine pour protéger la santé
publique. Nous précisons ensuite I'implication de 'immunité dans 'augmentation de la sensibilité
aux maladies pour les oiseaux sauvages qui se retrouvent en captivité. Nous évoquons enfin le
développement de moyens préventifs afin de préserver les espéces aviaires sauvages, en
particulier la vaccination.
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Premiere partie : présentation du systeme
immunitaire aviaire

Dans cette partie, nous faisons état des connaissances concernant la structure du systéme
immunitaire chez les oiseaux, sa mise en place et ses modalités d’action.

1. Structure du systéme immunitaire aviaire

Le systéme immunitaire des oiseaux présente des similarités avec celui des mammiféres, car tous
deux ont évolué a partir dun méme ancétre commun reptilien. L'accent est mis sur les
particularités aviaires en comparaison des mammiféres.

A. A l’échelle des organes et des tissus

A linstar du systéme immunitaire des mammiféres, celui des oiseaux est composé d’organes
lymphoides primaires et secondaires. Olah et al. (2014) ont explicité les structures et les rbles de
chacun d’entre eux. La figure 1 montre la localisation anatomique des principaux organes
lymphoides.

Figure 1 : Schéma et dissection d’un poulet montrant I’emplacement des principaux
organes lymphoides (Schéma personnel ; photographies : Davison, 2014)

Schéma et photographies : le thymus (a) se trouve le long de la veine jugulaire et au-dessus du jabot ; la rate (b) est
visible sous le proventricule a proximité de la vésicule biliaire ; les tonsilles caecales (c) se situent aux extrémités
proximales des caeca prés de la jonction iléo-caecale ; la bourse de Fabricius (d) est dorsale au cloaque.

Schéma uniquement : la glande de Harder (e)est une structure infra-oculaire ; la moélle osseuse (f) est une
composante lymphoide.
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a. Organes lymphoides primaires

Le thymus est I'organe siége de la production des lymphocytes T. De chaque c6té du cou
des oiseaux, 7 a 8 lobes séparés s’étendent parallélement aux veines jugulaires internes, de la
troisieme vertébre cervicale aux premiers segments thoraciques. La structure histologique est
comparable a celle des mammiferes.

La bourse de Fabricius est un organe propre aux oiseaux, dans lequel a lieu la production
et la maturation des lymphocytes B (qui sont produits dans la moelle osseuse chez les
mammiferes). Il s’agit d’'un sac situé entre le cloaque et le sacrum, relié au proctodeum par un
conduit, recouvert d’une épaisse couche musculaire et d’'une séreuse. A lintérieur, la bourse est
organisée en une quinzaine de feuillets longitudinaux dont I'apex est orienté vers la lumiére de
'organe. Chaque feuillet est constitué de follicules (ou lobules) formant deux couches séparées
par un septum conjonctif et vasculaire, recouverts par un épithélium de revétement. Les structures
conjonctivo-vasculaires sont reliées a celles de la couche muqueuse, qui tapisse la musculeuse.
Un follicule comprend une corticale (cellules réticulaires fibroblastiques et macrophagiques,
capillaires sanguins) et une médullaire (cellules réticulaires épithéliales et macrophagiques,
lymphoblastes) ; il contient les lymphocytes B produits et des plasmocytes. L’histologie
topographique de I'organe est illustrée par la figure 2.

Siraiies |

Musculeuse

Muqueuse

Feuillet longitudinal

Septum conjonctif et
vasculaire

Follicule

Epithélium de
revétement

Médullaire

Coupe transversale de bourse de Fabricius Corticale

Feuillet longitudinal

Figure 2 : Histologie topographique de la bourse de Fabricius (Montage Iégendé personnel ;
lames : Cordonnier, 2019)

A gauche, la coupe transversale montre la structure interne de l'organe a I'échelle tissulaire. On visualise les feuillets
longitudinaux dont I'apex est orienté vers la lumiére, entourés par la musculeuse et la séreuse.

L'image de droite permet de visualiser en détail la structure d’'un feuillet. Cet élément comporte plusieurs follicules
formant deux couches autour d’un septum, entourés par un épithélium.
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b. Organes lymphoides secondaires

Contrairement aux mammiféres, la majorité des oiseaux ne posseédent pas de véritables
nceuds lymphatiques, qui sont remplacés par des « nceuds lymphatiques muraux » associés aux
vaisseaux lymphatiques et n’interrompant pas le flux lymphatique. Quelques espéces aquatiques
font exception, comme le cygne (Cygnus sp.) et le canard (Anas sp.) qui possédent des sortes de
nceuds lymphatiques. Histologiquement, les sinus lymphatiques aviaires ne comportent pas de
systéme de filtre, tandis que chez les mammiféres ce rdle est assuré par des fibres réticulaires et
des macrophages. Les lymphocytes qu’ils contiennent sont majoritairement de type B, tandis que
la proportion en lymphocytes T est plus importante dans les nceuds lymphatiques de mammiféres.
La figure 3 détaille la structure des noeuds lymphatiques muraux en microscopie électronique.

Figure 3 : Visualisation de nceuds lymphatiques muraux au microscope électronique
(Olah et al., 2014)

On percoit trois groupes de nceuds lymphatiques qui correspondent probablement a différents stades de développement
Type 1: simple accumulation lymphoide (L) sur le bord d'un vaisseau lymphatique (Lv), faiblement entourée
d’adipocytes et traversée de vaisseaux sanguins. Vue en coupe transversale en A, en coupe longitudinale en B.

Type 2: accumulation lymphoide plus grande, comportant quelques centres germinatifs (GC) et de nombreux
érythrocytes épars, partiellement encapsulée. Visible en C.

Type 3: tissu lymphoide dense produisant des sinus ramifiés et contenant de nombreux centres germinatifs,
partiellement encapsulé. Visible en D.

La rate joue un réle lymphoide important chez les oiseaux du fait de I'absence de nceuds
lymphatiques et d’'un systéme vasculaire lymphatique peu développé. Elle repose dorsalement et
sur la gauche du proventricule. Sa structure histologique est comparable a celle de la rate des
mammiferes, en revanche la circulation sanguine y est fermée tandis qu’elle est ouverte chez les
mammiferes. De plus, elle n’a pas la fonction de réservoir de globules rouges contrairement a celle
des mammiféres.
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Les oiseaux possédent, comme les mammiferes, un tissu lymphoide associé aux
muqueuses, en particulier dans les bronches, le tube digestif (plaques de Peyer de lintestin,
amygdales caecales), ainsi que dans certaines structures péri-oculaires (conjonctive, glande de
Harder) et dans la glande pinéale.

La moelle osseuse joue un réle comparable a celui de la rate chez les oiseaux, tandis que
c’est le site majeur de formation d’anticorps chez les mammiféres.

Le sang peut contenir de fagon transitoire des leucocytes migrant vers les tissus.

B. A I’échelle cellulaire

L’'immunité des oiseaux implique certains leucocytes sanguins (Fairbrother et al., 2004) :

e Les lymphocytes : cellules B et T (immunité spécifique), cellules Natural Killer (immunité
non spécifique).

e Les monocytes : précurseurs des macrophages et des cellules dendritiques (immunité non
spécifique).

e Les granulocytes : hétérophiles, éosinophiles et basophiles (immunité non spécifique). A
linstar de ceux des mammiféres, les éosinophiles attaquent les parasites, tandis que les
basophiles libérent des médiateurs de l'inflammation. Chez les oiseaux, les hétérophiles
sont les homologues des neutrophiles des mammiféres, qui constituent la premiére ligne de
défense contre les bactéries. lls comportent 2 a 3 lobes nucléaires et des granules
cytoplasmiques rouges a roses. Des exemples de granulocytes sont visibles dans la figure 4.

Ces cellules interagissent entre elles et avec les agents pathogénes grace a des récepteurs de
surface.

Figure 4 : Frottis sanguins montrant des leucocytes aviaires (Campbell, 2015)

Granulocytes éosinophiles (fleches) et hétérophiles (tétes de fleches) sur des frottis sanguins de chouette rayée (Strix
varia) a gauche, et d’aigle royal (Aquila chrysaetos) a droite, en coloration de Wright-Giemsa.
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C. A I’échelle moléculaire

Nous abordons a présent les constituants moléculaires de l'immunité aviaire, a savoir les
récepteurs membranaires impliqués dans la reconnaissance antigénique, les facteurs humoraux
aux rbles divers, ainsi que le complexe majeur d’histocompatibilité qui communique avec les
lymphocytes de type T en leur présentant les antigénes.

a. Récepteurs membranaires

Concernant I'immunité innée, les Toll Like Receptors (TLR) s’activent quand ils
reconnaissent un motif relatif a un type particulier d’agent infectieux, déclenchant alors la
production de peptides anti-microbiens. D’aprés Juul-Madsen et al. (2014), le répertoire de ces
récepteurs identifi¢ chez le poulet (Gallus gallus domesticus) inclut au moins une molécule
ressemblant a un TLR humain (TLR1, TLR6 ou TLR10), certains homologues a des récepteurs de
mammiféres (TLR2, TLR4, TLR5 et TLR7), d’autres trouvés uniquement chez I'oiseau (dénommés
TLR15 et TLR21).

Concernant 'immunité adaptative, le T Cell Receptor (TCR) permet a un lymphocyte T de
reconnaitre un peptide antigénique associé aux chaines du complexe majeur d’histocompatibilité.
Smith et Gobel (2014) ont indiqué qu’il s’agit d’'un complexe formé d’'un hétérodimeére et de
composants signalétiques. A l'instar de celui des mammiféres, le TCR aviaire se compose de deux
chaines d'immunoglobulines o et B (ou y et §), chaque chaine étant formée d’'une partie constante
et d'une partie variable. La transduction du signal, qui lance la formation du cluster d’activation
supramoléculaire, est effectuée par le complexe CD3. Chez les mammiferes, le complexe CD3
comporte les diméres (C, ye et 3. Chez le poulet, on retrouve un dimere CC, en revanche il existe
seulement un géne CD3e¢ homologue a celui des mammiferes et un géne CD3y/d qui est la
combinaison des CD3y et CD36 mammaliens (probablement issue de I'évolution génétique au sein
des vertébrés). La transduction du signal n’a pas été étudiée en profondeur, mais semble similaire
a celle observée chez les mammiféres. Le B Cell Receptor (BCR) est localisé a la surface de la
membrane plasmique des lymphocytes B pour reconnaitre I'antigéne. Sayegh et al. (2000)
affirment que chez le poulet, il est structurellement et fonctionnellement équivalent a celui des
mammiferes. Le BCR comporte une immunoglobuline de type M et une région de transduction du
signal (immunoglobulines o et B) homologue au CD79 mammalien. La structure du BCR et du TCR
est illustrée en figure 5.

Le Fc Receptor (FcR), localisé sur les cellules effectrices du systéeme immunitaire,
reconnait la partie constante des immunoglobulines. Le FcR sert ainsi de lien entre 'immunité
humorale du systéme immunitaire adaptatif représentée par les anticorps, et les cellules du
systéme immunitaire inné. Chez le poulet, cinqg protéines de type FcR ont été décrites (Hartle et
al., 2014) : le récepteur polymérique gg-plgR, un homologue du FcRn mammalien (appelé FcRY),
une protéine de type FcR a laquelle il manque la liaison aux immunoglobulines (Ig) de type Y
(FcRL), et deux récepteurs capables de lier les IgY (ggFcR et CHIR-AB1).

La majorité des mammiféres (dont ’'Homme) générent une grande part de leur diversité de
récepteurs antigéniques en rassemblant des segments génétiques selon plusieurs combinaisons.
Chez les oiseaux, cette diversification se fait surtout par un processus de conversion génétique :
comme le montre la figure 6, de courtes séquences de génes sont remplacées par des segments
provenant de pseudogénes (Murphy et Weaver, 2016a).
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B-cell receptor complex

light chain =——heavy chain

Figure 5 : T et B Cell Receptors chez les oiseaux et les mammiféres (Murphy et Weaver, 2016 ;
Smith et Gobel, 2014)

La structure du TCR et du BCR des mammiferes est schématisée a gauche.

Celle du TCR des oiseaux est présenté a droite. On peut voir qu’il comporte deux chaines d’immunoglobulines o et 8
comme celui des mammiféres. En revanche le complexe CD3, acteur de la transduction du signal, est différent. Il est
constitué d’'un dimére (-C et de deux dimeres ¢-y/8, car le géne CD3y/d aviaire combine les genes CD3y et CD35 des
mammiferes.

Le BCR aviaire, non représenté ici, est structurellement semblable a celui des mammifeéres.

Pseudogénes Geénes
& 2. R

vDJ, c,

Craine ourte. —{3 75— NI — I
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Lymphocytes B immatures

Expression d’'une méme immunoglobuline
de surface qui induit une prolifération

vDJ, c,
Conversion EI- B —i-— . Création d’une variété de
génétique V4 G récepteurs

Muttples L3¢ —s—a-{ I

conversions VJ, C,

Diversification du
répertoire antigénique

Figure 6 : Diversification des B Cell Receptors par conversion génétique (Montage personnel ;
schémas : Murphy et Weaver, 2016)

Chez les oiseaux, des séquences pseudogénétiques sont introduites dans les génes codant pour les chaines lourdes et
légéres du BCR. C’est ainsi que, par de multiples conversions génétiques, les lymphocytes B acquiérent une diversité de
récepteurs spécifiques d’antigénes différents.
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b. Facteurs humoraux

Les facteurs humoraux sont des protéines solubles. Les peptides anti-microbiens, les protéines
sériques et le complément agissent dans I'immunité innée. Les cytokines jouent un réle dans les
réactions innées et acquises.

Les peptides anti-microbiens agissent en formant des pores dans la membrane
bactérienne ou fongique pour provoquer la mort cellulaire. D’aprés Juul-Madsen et al. (2014), deux
classes de peptides anti-microbiens ont été identifiées chez le poulet : des protéines cathélicidine-
like et des défensines. On reconnait quatre peptides cathélicidine-like (CATH-1, CATH-2, CATH-3,
CATH-B1) provenant d’'un géne ancestral commun avec celui des cathélicidines des mammiféres
contenues dans les granules neutrophiliques. Les protéines CATH-1 et 2 s’expriment dans la
moelle osseuse, CATH-2 s’exprime également dans les hétérophiles. Ces protéines ont une
activité cytotoxique en se liant au lipopolysaccharide (LPS). Elles permettent ainsi de bloquer
également I'expression de génes pro-inflammatoires induits par le LPS bactérien. Les défensines
aviaires sont des pB-défensines (sous-famille la plus ancienne parmi les trois existantes) ; quatorze
sont connues et localisées sur le méme chromosome. Elles s’expriment dans les hétérophiles (rble
important du fait du manque de mécanismes oxydatifs dans ces cellules) et les surfaces
muqueuses des tractus respiratoire, intestinal et uro-génital. Elles sont actives contre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni, Salmonella enterica subsp. enterica Enteritidis et S. Typhimurium.

La protéine C-réactive a chez les oiseaux le méme réle que chez les mammiferes. Elle se
lie aux polysaccharides bactériens, fongiques ou parasitaires pour activer le systeme du
complément et la phagocytose. (Juul-Madsen et al., 2014)

Le systeme du complément sert a améliorer les différentes réactions visant a éliminer
l'agent pathogéne (phagocytose, inflammation, réponses cellulaires B et T, cytolyse) et a la
clairance des immun-complexes. L’activation des protéines plasmatiques du complément se fait en
cascade. La molécule C3 est une protéine-clé retrouvée dans le sérum du poulet, mais également
dans le jaune d’ceuf. Elle comprend une chaine o et une chaine B, son clivage par la C3-
convertase génére un petit fragment (anaphylatoxine C3a) et un grand fragment C3b. Les
anaphylatoxines C3a et C5a sont des molécules pro-inflammatoires importantes (Juul-Madsen et
al., 2014). La cascade du complément est illustrée en figure 7.
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Figure 7 : Cascade du complément (Juul-Madsen et al., 2014)

Le clivage de la protéine C3 par la C3-convertase génére des anaphylatoxines impliquées dans l'inflammation ou la
phagocytose de I'agent pathogene.

Les cytokines sont des molécules de régulation sécrétées ou positionnées en surface

cellulaire, produites par les cellules immunitaires ou agissant sur elles. Elles modulent les
réponses inflammatoires et immunitaires. Il s’agit des interleukines (IL), des interférons (IFN), du
transforming growth factor-f (TGF-B), du tumor necrosis factor (TNF), des colony-stimulating
factors (CSF) et des chimiokines. Kaiser et Staheli (2014) ont détaillé les cytokines connues chez
les oiseaux.

Quatre membres de la famille des IL-1 ont été clonés et caractérisés chez le poulet : IL-1p,
IL-18, IL-1RN (receptor antagonist), IL-36RN (aussi appelé IL-1F5). Cependant, le génome
du poulet code pour 'ensemble des récepteurs de la famille d’IL-1 que I'on connait chez les
mammiféres. Cela suggére que d’autres ligands membres de la famille d’IL-1 du poulet
restent a découvrir. Par ailleurs, les génes codant pour les interleukines activant la
prolifération des lymphocytes T ont été identifiés et caractérisés chez le poulet (IL-2, IL-
15, IL-21). Concernant les interleukines Th1, le rOle biologique de I'lL-12 du poulet est
similaire a celui des mammiféres. On connait aussi les IL-23 et 27 chez les mammiféres ; il
existe un récepteur a I'lL-23 chez le poulet donc son ligand reste probablement & découvrir.
En revanche, pour les interleukines Th2, c’est chez le poulet que I'on a identifié une
cytokine non décrite chez les mammiféres (KK34) en plus de I'ensemble des ligands
présents chez oiseaux et mammiféres (IL-3, 4, 5, 13 et GM-CSF). Au sein de la famille des
IL-10, le poulet posseéde quatre membres (IL-10, 19, 22, et 26) contre six chez 'homme et
cing chez la souris. Cing membres de la famille des IL-17 parmi les six identifiés chez
'humain sont connus chez le poulet (IL-17A, B, C, D et F), pour lesquels il serait
intéressant de découvrir la fonction pour savoir si le poulet posséde des cellules Th17

Page 18




comme I'humain et la souris. Enfin, d’autres cytokines n’appartenant pas a des familles
multigéniques et présentes chez les mammiféres sont caractérisées chez le poulet : IL-6,
IL-9, IL-16, IL-34 plus un récepteur a I'lL11.

e Trois sous-groupes d’interférons de type | ont été identifiés chez le poulet (autant que chez
les mammiféres) : IFN-a, IFN-f et IFN-A. Les IFN-a et  ont une activité antivirale, les IFN-
A induisent la production de nitrates dans la lignée cellulaire HD11 de type macrophagique
et une protection antivirale dans les cellules embryonnaires du poulet. De méme, I'lFN-y
présent chez les mammiféres (interféron de type Il) a été identifié chez le poulet, sa
fonction étant liée aux réponses de type Th1 orientées contre les pathogénes
intracellulaires.

e Les TGF-B sont considérés comme étant au nombre de trois (bien que quatre génes aient
été identifiés) : les TGF-B2 et 3 des oiseaux sont orthologues de ceux des mammiféres,
tandis que le TGF-B4 des oiseaux correspond au TGF-$1 mammalien.

e Au sein de la superfamille des TNF, les membres considérés comme des cytokines sont le
TNF-a, les lymphotoxines (LT) o et B, le B cell-activating factor (BAFF). Chez le poulet,
certains membres ont été identifiés avec leurs récepteurs, notamment le BAFF qui module
la survie des lymphocytes B. D’autres membres sont manquants mais pour quelques-uns
on a trouvé les récepteurs (en particulier celui du TNF-a). L’absence de preuve concernant
I'existence de géne LT pourrait expliquer I'absence de nceuds lymphatiques aviaires.

e On compte trois types de CSF chez les oiseaux comme chez les mammiféres :
macrophage (M-CSF ou CSF1), granulocyte macrophage (CM-CSF ou CSF2) et
granulocyte (G-CSF ou CSF3). lls modulent le développement des cellules myéloides a
partir des cellules souches hématopoiétiques pluripotentes.

e Les chimiokines sont divisées en deux catégories : les homéostatiques (d’expression
constitutive) qui dirigent la circulation physiologique des leucocytes, et les inflammatoires
(inductibles) qui régulent leur recrutement aux sites d’infection. Des génes aviaires codant
pour les chimiokines des groupes XC (lymphotactines), CX3C (fractalkines), CC (14 genes)
et CX (5 génes) ont été trouvés.

c. Complexe majeur d’histocompatibilité aviaire

Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) a pour role de lier et présenter les peptides
antigéniques aux lymphocytes T. Il détermine ainsi I'acceptation ou le rejet d’'une cellule ou d'un
organe étranger au soi. On distingue deux classes : le CMH de classe | présente un antigéne
extracellulaire par voie exogéne au lymphocyte T auxiliaire (CD4+), le CMH de classe Il présente
un antigéne intracellulaire par voie endogene au lymphocyte T cytotoxique (CD8+).

Kaufman (2014) explique que par rapport a celui des mammiféres, le CMH aviaire est plus
petit, plus simple et organisé difféeremment, ce qui semble jouer sur la force de I'association aux
maladies. Le CMH des mammiféres est grand et complexe, car il est issu d’'une famille
multigénique. Il accorde une protection contre la plupart des agents pathogénes, d'ou une
association faible avec les maladies infectieuses. Chez les oiseaux, les molécules de classe | et |l
a expression dominante de leur CMH petit et simple, conférent soit résistance soit susceptibilité a
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un pathogéne particulier. Cela conduit a une association forte avec les maladies infectieuses.
Cette notion est illustrée par la figure 8.

-7
RERRRR R

—] 1+
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Figure 8 : Association du complexe majeur d’histocompatibilité avec la sensibilité et la
résistance aux agents infectieux (Kaufman, 2014)

Le haut de la figure représente un agent pathogéne (a gauche) protéolysé en peptides (a droite).

Les six molécules de classe | humaines (issues de trois locus hétérozygotes) ont plus de chances de lier un peptide
antigénique qui confére une protection, que les deux molécules de classe | du poulet (provenant d’'un seul locus
hétérozygote). Le CMH aviaire est ainsi plus fortement associé aux maladies infectieuses.
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Les bases architecturales communes entre oiseaux et mammiféres témoignent de leur évolution
a partir d’'un ancétre commun. Le tableau | résume les composants du systéme immunitaire

aviaire. Les différences observées chez les oiseaux concernent :

e La zone de production des lymphocytes B : la bourse de Fabricius est un organe propre

aux oiseaux.

e Les nceuds lymphatiques : de type mural chez la majorité des oiseaux, c’est-a-dire
associés aux parois des vaisseaux lymphatiques, et dépourvus de systéme de filtre.

e Un type de granulocytes: les hétérophiles sont fonctionnellement analogues aux
neutrophiles des mammiféres, mais morphologiquement différents en raison de la
présence de granules dans le cytoplasme.

e Un type de récepteur membranaire : le T-Cell Receptor aviaire posséde un complexe
responsable de la transduction du signal constitutivement différent de celui des

mammiféres.

e Le complexe majeur d’histocompatibilité : celui des oiseaux est plus petit et plus
simple que celui des mammiferes et se trouve plus fortement associé aux maladies

infectieuses.

Tableau | : Récapitulatif des éléments structuraux du systéme immunitaire des oiseaux
(Montage personnel ; lame : Campbell, 2015 ; figure : Smith et Gobel, 2014)

Echelle tissulaire

Echelle cellulaire

Echelle moléculaire

Organes lymphoides primaires :
thymus (a) & bourse de Fabricius (d)

Leucocytes : lymphocytes B et T,

Organes lymphoides secondaires :
nceuds lymphatiques muraux, rate (b),
tissu lymphoide associé aux
mugqueuses (c,e), moelle osseuse (f)

cellules NK, monocytes, granulocytes
hétérophiles (»), basophiles et
éosinophiles (==g=)

Récepteurs membranaires : TLR,
BCR et TCR (A) => reconnaissance
antigénique

Facteurs humoraux : peptides
antimicrobiens, CRP, complément,
cytokines (IL, IFN, TGF-B, TNF, CSF,
chimiokines)

CMH de classes | et Il =>
présentation antigénique

(A)

Le tableau synthétise les composants du systéme immunitaire aviaire aux différentes échelles.

Page 21




2. Développement et évolution

Les organes producteurs de lymphocytes sont, chez les oiseaux, le thymus pour les lymphocytes T
et la bourse de Fabricius pour les lymphocytes B. Le développement du thymus étant comparable
a celui connu chez les mammiféres, seul celui de la bourse de Fabricius est précisé dans cette
partie. Les anticorps aviaires sont produits de la méme facon que chez les mammiféeres,
cependant on leur reconnait quelques particularités chez les oiseaux. Il existe une modulation
endocrine de I'immunité.

A. Développement de la bourse de Fabricius

Le développement de I'organe responsable de la production des lymphocytes B chez les oiseaux
est décrit par Fellah et al. (2014)

La bourse de Fabricius comporte environ 12 000 follicules, dont la corticale est d’origine
mésodermique tandis que la médullaire provient de I'ectoderme, séparés par une couche tissulaire
riche en collagéne de type |. La formation de cet organe peut étre scindée en trois étapes, que I'on
retrouve dans la figure 9.

o Etape 1: formation de la couche épithéliale au sein du mésenchyme du bourgeon caudal
(du 4°™ au 10°™ jour d’incubation).

e Etape 2 : colonisation du mésenchyme de la bourse par des cellules hématopoiétiques ;
migration de cellules issues du sang dans I'épithélium de la bourse pour initier la formation
des follicules (du 11°™ au 14°™ jour d’incubation).

o Etape 3 : formation du cortex folliculaire ; différenciation de I'épithélium associé au follicule
(aprés 14 jours d’incubation).

Ensuite les lymphocytes se différencient au sein des follicules et migrent hors de I'épithélium,
tandis que la corticale grandit.

Etape 1 Etape 2 Etape 3

Figure 9 : Développement des follicules de la bourse de Fabricius
(Fellah et al., 2014)

Les trois étapes du développement des follicules bursaux sont illustrées sur ce schéma.

BSDC : bursa secretory dendritic cells ; bm : basement membrane ; DC : dendritic precursor cells

ECM : extracellular matrix ; Ep : epithelium ; Erc : epithelial reticular cell ; FAE : follicle-associated epithelium
L : lymphocyte ; Mes : mesenchyme ; M® : macrophages ; Mrc : mesenchymal reticular cell
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B. Particularités des anticorps aviaires

Les immunoglobulines (Ig) sont des glycoprotéines capables de se lier spécifiquement a un
antigéne donné, ce qui correspond a la fonction d’anticorps. Elles sont produites par les
lymphocytes B (apres leur différenciation en plasmocytes) dans le cadre de I'immunité adaptative.
Elles sont sécrétées dans le sang, la lymphe et les tissus vascularisés des vertébrés a machoires.
Elles comprennent deux chaines lourdes (H) et deux chaines légeres (L), chaque chaine
possédant une partie constante (C) et une partie variable (V).

Chez les mammiféeres, on reconnait cinq classes d'immunoglobulines : IgM (pentameére),
IgA (dimére), IgG, IgD, et IgE qui se distinguent par leurs chaines H (respectivement y, a, v, d et
¢). D’aprés Hartle et al. (2014), les oiseaux possédent trois classes : des IgM, des IgA et des IgY.
Les IgM aviaires sont structurellement et fonctionnellement homologues de celles des
mammiferes, produites de fagon prédominante en cas d’exposition a un nouvel antigéne. Il en est
de méme pour les IgA aviaires, retrouvés dans les sécrétions, en particulier la bile. Enfin, les IgY
présentent des similarités avec a la fois les IgG et les IgE des mammiféres. L’isotype IgY est le
plus actif lors d’infections, mais peut aussi sensibiliser les tissus chez les oiseaux. La chaine H est
plus longue que celle des IgG, comme on peut le voir sur la figure 10 (Le Roux, 2017). Il s’agit
probablement du prédécesseur évolutif des IgG et des IgE. Les canards (et peut-étre d’autres
ansériformes), possédent des isoformes d’lgY, ayant des chaines plus longues ou tronquées. Les
IgM prédominent dans les réponses humorales primaires, tandis que ce sont les IgY lors des
réponses secondaires. Le tableau |l précise les caractéristiques des trois classes
d’immunoglobulines en prenant 'exemple du poulet.

\ 4

IgY aviaire IgG humaine

Figure 10 : Modélisation d’une IgY aviaire et comparaison avec une IgG
humaine (Le Roux, 2017)

On distingue les chaines lourdes (H) et légéres (L) de l'immunoglobuline, ainsi que les parties constantes (C) et
variables (V). Le domaine Fc est reconnu par les Fc Receptors des cellules immunitaires. Le domaine Fab se lie a
I'antigéne. Par rapport aux IgG des mammiféres, les IgY aviaires possédent des chaines lourdes plus longues.
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Tableau Il : Caractéristiques des immunoglobulines du poulet (Gallus gallus domesticus)
(Hartle et al., 2014)

Propriété lgY IgM IgA
Poids moléculaire (kDa) 165-206 820-950 Sérum : 170-200
Intestin : 300-500
Bile : 350-900
Demi-vie sérique (jours) 3-4 1-7 2
Concentration (mg/mL) 5-7 1-2 0.35-0,65

dans I’albumine vitelline

Configuration Monomeére Tétramére/pentamére Monomére/trimére/tétramére

Le tableau indique les propriétés de chaque classe d'immunoglobuline.

Comme pour les mammiféeres, il existe un transfert d’anticorps maternels chez l'oisillon,
assurant une protection en attendant que sa propre immunité adaptative soit efficace (Hartle et al.,
2014). Le processus est schématisé en figure 11. Les IgY de la mére sont sécrétés depuis la
circulation vers le vitellus, proportionnellement a la concentration présente dans le sérum, grace a
un mécanisme de transport actif. Lorsque I'ceuf fécondé passe dans l'oviducte, les IgM et les IgA
de la mére sont sécrétés dans I'albumen. Puis ils passent dans le vitellus et le fluide amniotique
lors du développement embryonnaire, sans étre transférés a la circulation. A dix jours d’incubation,
'embryon absorbe le liquide amniotique ; des IgA et des IgM sont ainsi présents dans l'intestin a
I'éclosion. Environ 10% des IgY sont absorbés a travers la membrane vitelline vers la circulation
embryonnaire. A un ou deux jours de I'éclosion, le vitellus vide son contenu dans l'intestin du
jeune, assurant une protection locale précoce. L'oisillon dispose alors d’'une protection passive
globale durant dix a vingt jours. La production endogéne d’anticorps débute a 10 jours d’age chez
le poulet.

Blood capillar
Egg white
IgM
gy
IgA = | mg/mL
pg/mL

Figure 11 : Transfert maternel d’anticorps dans I’ceuf (Ferreira Junior et al., 2018)

Les IgY du sang maternel sont transférés vers le vitellus du follicule ovarien, tandis que les IgM et les IgA sont déposés
dans I'albumen en passant a travers I'épithélium de I'oviducte.
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Chez certaines espeéces, il existe des moyens de protection complémentaires pour
intestin des jeunes. Ainsi les pigeons (Columba sp.), les manchots (Spheniscus sp.) et les
flamand-roses (Phcenicopterus roseus) produisent une sécrétion dénommeée « lait de jabot »,
destinée a nourrir les oisillons, riche en protéines et en graisses (mais dépourvue de lactose) et
contenant des IgA en majorité et quelques IgY (Hartle et al., 2014).

C. Modulation endocrine de Pimmunité

Les cellules du systéme immunitaire possédent des récepteurs aux molécules a rdle endocrine
telles que les hormones de stress, métaboliques et sexuelles. Ces derniéres ont donc un effet sur
limmunocompétence (Koutsos et Klasing, 2014). La figure 12 résume les effets hormonaux.

Un stress aigu active le systeme immunitaire tandis qu’un stress chronique entraine une
transition vers un état anti-inflammatoire et une immunosuppression. Ainsi I'exposition de
lymphocytes et d’hétérophiles aux corticoides provoque dabord une augmentation de
'expression d’ARN messager pour les cytokines pro-inflammatoires et les chimiokines, alors
qu’une exposition prolongée aux corticoides conduit a une diminution de cette expression (Shini et
al., 2010). Cette immunosuppression induite par le stress chronique peut étre expliquée par deux
raisons : d’une part un emballement du systéme immunitaire causerait des dommages tissulaires
avec une perte de fonction, d’autre part il serait colteux en énergie au détriment des autres
fonctions importantes en termes de fithess (croissance, reproduction, migration, évitement des
prédateurs).

Hormones sexuelles

— =
/ Androge

/ ndrogénes

J &

Corticoides (+) CEstrogénes
/—\ A
Stress aigu
Immunité
Stress chronique | Hommone de

\ b4 croissance
—

) Leptine
Hormone

Ve 0
1,': ———//’/Q thyroidienne

; . Hormones du métabolisme
Mélatonine

Figure 12 : Influence hormonale sur le systéme immunitaire (Schéma personnel)

Une molécule a fonction endocrine peut stimuler, inhiber ou bien affiner I'activité immunitaire.
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Les hormones sexuelles ont des effets variables sur le systéeme immunitaire, difficiles a
interpréter du fait de leur relation avec de nombreux autres paramétres (espéece, environnement,
autres hormones...). Les femelles seraient globalement plus résistantes que les males aux
maladies infectieuses, a cause d’une différence d’effet entre les androgénes et les cestrogénes sur
Fimmunité.

Concernant les hormones du métabolisme, I'hormone thyroidienne a une action directe
sur les leucocytes et un effet sur la croissance du thymus et le nombre de lymphocytes circulants,
qui varie selon I'age et I'espéce. L’hormone de croissance influence la croissance du thymus et la
maturation des lymphocytes T, mais ce sont les macrophages qui possédent le plus grand nombre
de récepteurs. La leptine augmente la réponse inflammatoire.

Enfin, la mélatonine, hormone répondant a I'environnement (rythme circadien), module
'implication des différents types de réponse immunitaire, en coordination avec d’autres hormones
(glucocorticoides, thyroxine, androgénes). Ses effets sont plutdt marqués en début de vie.

Page 26



nthése 1.2 : dével men dvolution

e La mise en place du systtme immunitaire aviaire passe par la croissance des
organes producteurs de lymphocytes, a savoir le thymus et la bourse de Fabricius.
Cette derniére, que seuls les oiseaux possédent, se développe en trois étapes au
cours de l'incubation. Elle constitue I'organe de production des lymphocytes B qui,
apreés différenciation en plasmocytes, sécrétent les anticorps spécifiques des antigénes
rencontres.

e A la différence des mammiféres, les oiseaux possédent seulement trois classes
d’immunoglobulines : les IgA, les IgM, ainsi que les IgY qui sont les probables
prédécesseurs évolutifs des IgG et des IgE mammaliens. Les oiseaux ont développé,
comme les mammiferes, un processus de transfert des anticorps maternels a la
descendance, assurant une protection a la naissance avant le début de la production
endogéne d’anticorps par l'oisillon.

e Les cellules immunitaires sont réceptives aux hormones, qui présentent des effets
variables en matiére de modulation de I'activité immunitaire. Cette activité est abordée
fonctionnellement dans la description des interactions entre les différents acteurs du
systéme immunitaire.

Ces informations sont résumées en figure 13.
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ingérées par le poussin
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Figure 13 : Production d’immunoglobulines et transfert a la descendance (Montage personnel)

La bourse de Fabricius produit les lymphocytes B, a l'origine de la sécrétion des anticorps, pour lesquels une
transmission verticale est possible.
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3. Déroulement des réponses immunitaires

Le systéme immunitaire aviaire agit selon le méme principe général que celui des
mammiféres. La stimulation antigénique initie une réponse qui implique une coopération
cellulaire entre macrophages et lymphocytes B et T, illustrée en figure 14. Les macrophages leur
présentent I'antigéne, les lymphocytes B se transforment en plasmocytes pour produire des
anticorps (immunité humorale), tandis que les lymphocytes T se différencient en plusieurs sous-
populations (immunité cellulaire). Leur action est modulée par les lymphokines elles-mémes
sécrétées par les cellules immunitaires (Sharma, 1991).

Antigen (Ag) Helper cell (Th) Sol“bh.“"
Extracellular Ag @
TCR/CD4
. Lysosome }
Intnoellulaan L g: s~ -
complex
P R e k
Class Il _/' / Cytokines
e 4

Proteasome -T,-. /
. 101&:3 [ ¥ 5 Differentiation
. MHC /
Epitope /

TCRICDS y y
cmm ’ @) y
@ Soluble BCR

body
Cytotoxic cell (CTL) producing cell

Figure 14 : Interactions entre cellules immunitaires lors de stimulation antigénique
(Ferreira Junior et al., 2018)

La cellule sentinelle, aprés digestion de la protéine antigénique, devient une cellule présentatrice d’antigéne pour les
lymphocytes T, selon deux voies en fonction de la localisation de I'agent pathogene (intra- ou extracellulaire). Les
lymphocytes T deviennent cytotoxiques ou auxiliaires selon la voie de présentation. Les lymphocytes B reconnaissent
directement I'antigéne avec le BCR et se différencient en plasmocytes qui sécrétent des immunoglobulines spécifiques.

Plus précisément, daprés Ferreira Junior et al. (2018), les cellules sentinelles
(macrophages et cellules dendritiques) reconnaissent les motifs moléculaires associés au
pathogéne (PAMPs) grace a leur récepteur de reconnaissance (Toll-like receptor) et stimulent la
réaction inflammatoire. Elles digérent la protéine antigénique, par la voie du protéasome pour les
pathogénes intracellulaires, par voie lysosomale pour les pathogénes extracellulaires. Cette
dégradation est a l'origine de la génération d'un épitope apprété par un complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe | pour la voie du protéasome, de classe Il pour la voie
lysosomale. La cellule sentinelle devient alors une cellule présentatrice d’antigene (CPA) pour les
lymphocytes T.

Ces derniers se lient aux molécules du CMH grace a leur complexe récepteur de I'antigéne,
le T Cell Receptor (TCR), et les reconnaissent grace a des récepteurs complémentaires, CD8 pour
le CMH de classe |, CD4 pour le CMH de classe Il. Selon la classe du CMH reconnu, les
lymphocytes T deviennent cytotoxiques (TCD8) ou auxiliaires (TCD4). Les lymphocytes TCD4
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produisent des cytokines, protéines de signal orchestrant 'immunité humorale, de profil Th1
(interféron gamma) lorsque les agents pathogénes sont intracellulaires, Th2 (interleukines 4 et 13)
lorsqu’ils sont extracellulaires. En particulier, ces cytokines régulent I'expression des différentes
classes d'immunoglobulines (Degen et al., 2005).

Par ailleurs, les lymphocytes B sont capables de reconnaitre I'antigéne grace a leur
propre récepteur, le B Cell Receptor (BCR), et ne sont pas restreints au CMH contrairement aux
lymphocytes T activés. lls démarrent une expansion clonale, les cellules se différenciant par la
suite en plasmocytes qui produisent les anticorps dirigés contre I'agent pathogéne, trés sensibles
et spécifiques de son antigéne (Ferreira Junior et al., 2018). D’aprés Ratcliffe et Hartle (2014), il
semblerait que, comme chez les mammiféres, les lymphocytes B procédent également a une
présentation antigénique par leur propre CMH de classe Il. Lorsque ces épitopes sont reconnus
par les lymphocytes TCD4, ces derniers amplifient la prolifération des lymphocytes B.

Au niveau fonctionnel, on n'observe pas de différence majeure entre les réponses cellulaires
et humorales des oiseaux avec celles des mammiféres. Une coopération cellulaire active des
voies d’interactions adaptées a la localisation des agents pathogénes.

Bilan de la premiére partie

Le systéme immunitaire aviaire ressemble en de nombreux aspects structuraux et fonctionnels a
celui des mammiféres. On constate néanmoins quelques différences aux échelles tissulaire,
cellulaire et moléculaire, qui sont souvent le reflet de I'évolution phylogénétique.

Aprés avoir détaillé la structure et le fonctionnement de I'immunité des oiseaux, nous abordons a
présent les outils qui permettent de les étudier.
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Deuxieme partie : moyens et méthodes
d’étude actuellement utilisés

Cette partie détaille les outils d’investigation du systéme immunitaire aviaire, en particulier chez les
oiseaux sauvages. Les protocoles d’étude sont limités en avifaune sauvage en comparaison des
rongeurs, mais on utilise quelques protocoles analogues: histologie, comptages, tests
fonctionnels.

1. Outils d’étude de la structure immunitaire

L’immunocompétence est la capacité d’'un individu de se défendre contre les agents infectieux.
Elle est évaluée d'un point de vue structurel par des méthodes utilisant certains indicateurs et par
I'étude des variations de son organisation.

A. Evaluation d’indicateurs structurels de 'immunocompétence

Les éléments structurels du systéme immunitaire (organes, tissus, cellules) sont exploités afin
d’obtenir des informations concernant la compétence immunitaire des individus. Les différents
moyens d’évaluation sont détaillés par Fairbrother et al. (2004).

a. Autopsie et histologie

Les organes au sein desquels ont lieu la maturation lymphocytaire (thymus, bourse de Fabricius)
et les réactions immunitaires (rate) sont les premiers indicateurs structurels de
'immunocompétence qu’il est possible d’exploiter de différentes maniéres.

Tout d’abord I'analyse macroscopique des organes donne un certain nombre
d’'informations. Il est ainsi possible de mettre en évidence une modification de la taille
(splénomégalie, atrophie...), des zones de nécrose ou de dégénérescence, ou encore des indices
de stimulation (nodules d’hyperplasie). La pondération des organes immunitaires est également un
indicateur simple mais peu sensible. A titre d’exemple, une étude morphométrique des organes
lymphoides menée chez le poulet dans le cadre d’'une thése (Khenenou, 2008) montre I'évolution
diamétrale de la bourse de Fabricius et I'évolution pondérale du thymus et de la rate en fonction de
I'age, que I'on peut voir en figure 15.

Ensuite on peut homogénéiser les organes pour séparer les cellules lymphoides des
cellules structurelles. Un hémocytométre permet alors de procéder au comptage des cellules
lymphoides, a I'aide d’un colorant vital (le bleu de trypan).

Par ailleurs des coupes sont effectuées au sein des organes pour analyse histologique.
La mise en place de ce type d’examen est simple, cependant I'analyse est limitée par une faible
quantité d’outils en dehors des colorations. L’histologie classique (coloration hémalun-éosine-
safran) permet d’étudier I'organisation générale des tissus. De cette fagon, il est possible de
détecter I'impact d’'un événement biologique sur une population cellulaire (localisation différente
des lymphocytes B et T, modification de morphologie des macrophages). Si on souhaite obtenir
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une information plus précise, on doit recourir a I'immunohistochimie, mais on est limité par la
disponibilité en anticorps reconnaissant spécifiquement des tissus aviaires. En plus d’'une analyse
qualitative, on peut pratiquer des analyses quantitatives sur lames digitalisées. Plus rarement, on
recourt a des analyses de caractéristiques biochimiques ou fonctionnelles (apoptose, nécrose,
prolifération, expression de marqueurs cellulaires).

Les illustrations suivantes (figures 15 et 16) permettent de distinguer [I'aspect
macroscopique et microscopique d’organes lymphoides sains (Hérin, 2015; Khenenou, 2008).
La figure 17, issue de la thése de Khenenou (2008), montre I'évolution de la taille des follicules
lymphoides bursaux en fonction de I'age chez le poulet, a partir de mesures faites sur des images
de lames.
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Figure 15 : Aspect macroscopique des organes lymphoides et évolution dimensionnelle
fonction de I’dge chez le poulet (Khenenou, 2008)

La mesure du diametre a été effectuée sur trente-deux individus, celle du poids sur vingt-huit individus.

Le diamétre bursal est obtenu a 'aide d’un bursametre ; la figure du haut montre une phase de croissance, suivie d’une
phase de plateau et d’'une phase d’involution a la maturité sexuelle.

On observe sur la figure du milieu une croissance thymique précoce, suivie d’une involution rapide puis lente a la
puberté. Sur la figure du bas on voit une phase de croissance splénique rapide, suivie d’'une phase stationnaire.
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Figure 16 : Lames histologiques d’organes lymphoides sains d’oiseaux (Hérin, 2015)

Bourse de Fabricius : la lame de gauche montre un follicule lymphoide sur lequel on distingue la corticale foncée et la
médullaire pale, ainsi que I'épithélium de surface de type pseudostratifié de la muqueuse bursale. Sur la lame de droite,
on peut apercevoir les lymphocytes et les plasmocytes, un macrophage et la vascularisation.

Thymus : la lame de gauche montre un lobule dont I'architecture est comparable a celle des mammiféres. Celle de
droite permet de distinguer un corpuscule de Hassal, moins structuré et moins kératinisé que ceux des mammiféres,
ainsi que des cellules myoides éosinophiles, rencontrées uniquement chez les oiseaux et les reptiles.

Rate : sur la lame de gauche, on constate qu’il existe une ébauche de pulpe blanche chez les oiseaux, au niveau de
gaines périvasculaires et de nodules lymphoides. Celle de droite permet de distinguer I'armature réticulinique trés
apparente autour des nodules lymphoides ; ces nodules sont peu structurés chez les oiseaux.
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Figure 17 : Taille des follicules bursaux fonction de I’dge chez le poulet (Khenenou, 2008)

Les mesures ont été effectuées sur vingt-huit individus, par analyses d’images de coupes de bourse de Fabricius. On
observe une croissance des follicules lymphoides jusqu’a I'age de dix semaines, puis une involution lente qui s’achéve a
la maturité sexuelle.

b. Comptage des leucocytes

Les cellules immunitaires (lymphocytes, monocytes, granulocytes) font 'objet de comptages. Une
numération totale est effectuée par hémocytométrie, puis un comptage différentiel est réalisé a
l'aide d’'un frottis sanguin. Il est possible de différencier les types leucocytaires avec le diluant de
Natt et Herricks. Cependant, l'interprétation de ces comptages est difficile en I'absence d’autres
informations, car ils sont influencés par de nombreux facteurs. Par exemple, en cas de stress, le
nombre de granulocytes hétérophiles augmente sous I'effet des glucocorticoides.

Par exemple, Annonciade et al. (2022) ont étudié I'impact du pathotype viral de la maladie
de Gumboro sur le profil leucocytaire sanguin. Les numération-formules sanguines révélent une
quasi-disparition des lymphocytes de type B dans les deux a quatre jours qui suivent I'infection,
quelle que soit la pathogénicité virale, cohérente avec le fait que le virus cible ces cellules
produites dans la bourse de Fabricius. Elles montrent aussi dans les deux jours une diminution de
la concentration en lymphocytes de type T, d’autant plus marquée que la pathogénicité est
importante, probablement associée a un recrutement au niveau de la bourse de Fabricius
enflammée ou a une rétention dans les organes lymphoides secondaires. Aussi, les données
obtenues indiquent une thrombocytopénie marquée pour les virus les plus virulents, compatible
avec les hémorragies musculaires chez les animaux malades.

Des anticorps monoclonaux ont été développés chez le poulet pour détecter des
marqueurs cellulaires de surface de maniére a identifier les populations de cellules immunitaires
(Stewart et al., 2013).
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c. Concentrations en protéines sériques ou plasmatiques

L’analyse des protéines du sérum ou du plasma est rarement utilisée pour les oiseaux sauvages. Il
s’agit de mesurer la concentration en protéines totales par réfractométrie, puis de mesurer de
fagon différentielle les concentrations en albumine et globulines alpha/béta/gamma aprés
électrophorése et densitométrie. Lors d’inflammation, on observe une augmentation de la
concentration en globulines de type alpha et béta, associée a une diminution de la concentration
en albumine. Lors de réponse immunitaire, il y a augmentation de la production d’anticorps qui
sont situés dans la fraction des gammaglobulines.

B. Moyens d’étudier la variabilité intra- et interspécifique

Il existe des différences d’organisation a I'échelle moléculaire des acteurs du systéme immunitaire
d’'une espéce a l'autre, et méme entre individus de méme espéce. En particulier, le complexe
majeur d’histocompatibilité et les immunoglobulines aviaires sont étudiés avec des techniques
de biologie moléculaire, afin de mettre en évidence les dissimilarités et établir des liens de
phylogénie entre les espéces. Connaitre les variations du systéeme immunitaire entre individus et
entre espéces au niveau moléculaire est intéressant pour mieux comprendre la pathophysiologie
des infections, ainsi que produire des outils de diagnostic adaptés, voire des moyens d’action
ciblés pour limiter le développement des maladies infectieuses.

a. Variabilité du complexe majeur d’histocompatibilité

Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) présente le peptides antigénique, issu de la
dégradation de I'agent pathogéne par une cellule sentinelle, aux lymphocytes T. Le polymorphisme
de ce complexe qui existe entre les espéces, lié a une évolution génétique, pourrait étre a l'origine
de variations de capacité a rejeter le non-soi et lutter contre I'agent infectieux. Ces différences de
structures expliqueraient alors en partie les variations de sensibilité aux maladies infectieuses
entre espéces. Les exemples détaillés ci-dessous présentent diverses techniques de biologie
moléculaire qui ont été employées chez plusieurs espéces aviaires, essentiellement au sein des
passereaux (Passeriformes), pour caractériser la structure du CMH.

Edwards et al. (1995) ont utilisé des amorces dégénérées pour amplifier des portions du
gene codant pour le site de liaison a I'antigéne, I'exon 2, au sein de la chaine béta des génes de
classe Il du CMH chez cing espéces de passereaux. Au sein des séquences amplifiées et clonées,
des substitutions nucléotidiques a I'origine d’'un polymorphisme indiquent que les génes de classe
Il B des oiseaux sont soumis aux mémes pressions de sélection que ceux des mammiferes.
Comme ces amorces amplifient seulement une partie du site de liaison a I'antigéne, elles peuvent
servir a générer des clones spécifiques d’espéces.

Dans une autre étude, Edwards et al. (1999) ont employé la technique de Southern chez
des passereaux, révélant une grande diversité de génes codant pour le CMH de classe Il. Certains
genes sont polymorphes, d’autres ressemblent plus a des pseudogénes. Leur structure est
similaire a celle des génes du poulet, malgré des introns de longueur intermédiaire entre celle du
poulet et celle des mammiféres. Les auteurs pensent que I'évolution des génes de classe Il B chez
les oiseaux correspondrait a un mélange de plusieurs modéles d’évolution des familles
multigéniques connus chez les mammiféres, comme I'homogénéisation, la duplication et la
formation de pseudogénes.
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Wang et al. (2013) ont utilisé la réaction de polymérisation en chaine (PCR) pour
caractériser des locus du CMH de classe Il B chez l'aigrette de Chine (Egretta eulophotes). Dix-
neuf alléles de I'exon 2 ont ainsi été isolés a partir de quarante-huit individus de I'espéce.

D’aprés Balasubramaniam et al. (2016), il existe des différences significatives dans la
structure du CMH entre les lignages de passereaux et ceux des autres ordres aviaires, ces
derniers possédant moins de locus et un niveau moindre de polymorphisme. Les auteurs se sont
interrogés sur l'origine évolutive de ce polymorphisme, car peu d’études se sont focalisées sur les
lignages de base au sein de I'ordre des passereaux. lls ont donc étudié la diversité du CMH dans
sept espéces basales de passereaux, issues de quatre familles (Climactéridés, Maluridés,
Pardalotidés, Méliphagidés), a 'aide du séquengage 454 et du séquencage de Sanger. lls ont
identifié cent-soixante-dix-sept alléles pour I'exon 2 du CMH de classe Il 3, avec une variation
dans le nombre d’alléles entre individus et entre espéces. lls ont prouvé l'existence de locus
multigéniques, de pseudoalléles, de polymorphisme trans-spécifique et d’une haute diversité
alléligue dans les lignages basaux. Le CMH des lignages basaux comporte plus de similarités
avec le CMH décrit chez les lignages dérivés de passereaux qu’avec le CMH simple des autres
ordres aviaires, indiquant une origine évolutive précoce des locus de CMH polymorphes chez les
passereaux. La reconstruction phylogénétique des lignages aviaires basée sur les séquences de
'exon 2 de la classe Il B du CMH suggére fortement un regroupement monophylétique des
espéces de passereaux de base et dérivées.

Cruz-Lopez et al. (2020) ont développé de nouveaux marqueurs du CMH chez le pluvier
neigeux (Charadrius nivosus) pour amplifier 'exon 3 du CMH de classe | et 'exon 2 du CMH de
classe Il, au sein d’échantillons issus de huit populations. L’étude a montré I'existence de sept fois
plus d’alléles pour le CMH de classe | que pour le CMH de classe Il, comme on peut I'observer sur
la figure 18 qui indique leur répartition sur le continent américain. Les individus portent jusqu’a sept
alléles différents pour la classe |, ce qui est compatible avec une amplification de quatre locus par
les marqueurs, contre un maximum de deux alléles compatibles avec un unique locus pour la
classe Il. La diversité était plus importante dans la région codant pour le site de liaison a I'antigéne,
suggérant une sélection balancée, c’est-a-dire qui favorise la coexistence de plusieurs alléles a
des fréquences supérieures a celles attendues de la dérive génétique seule. Le locus du CMH de
classe | montre plus de signes de sélection positive ou négative que le locus du CMH de classe II.
La difféerence dans les modéles de sélection entre les locus de classe | et Il est cohérente avec
I'hypothése que des mécanismes différents modulent I'évolution des génes de CMH | et Il

Page 36



“;—, T oS
e -l
il ‘ < N ,Ta

¢ DB

\! a

Figure 18 : Répartition géographique des alleles des CMH | et Il chez le pluvier neigeux
(Cruz-Lépez et al., 2020)

Les marqueurs employés pour amplifier des exons du CMH de classe | et Il du pluvier neigeux (Charadrius nivosus) ont
permis d’identifier sept fois plus d’alleles pour la classe | que pour la classe Il dans cette espece. Des mécanismes
différents seraient responsables de I'évolution des génes codant pour ces deux classes du CMH.

b. Epitopes partagés entre immunoglobulines aviaires

De méme, les immunoglobulines aviaires, produites par les plasmocytes apres différenciation des
lymphocytes B, présentent des différences structurales d’une espéce a l'autre, notamment au
niveau de leur chaine légére. Or on dispose de peu d’outils sérologiques spécifiques pour
diagnostiquer les maladies aviaires. Le développement d’outils reconnaissant des épitopes
communs aux chaines légéres d'espéces distinctes permettrait d'étendre les possibilités
diagnostiques a un plus grand nombre espéces. Ainsi Bencina et al. (2014) ont recherché des
épitopes communs entre les chaines légéres d’immunoglobulines de différentes espéces
aviaires.

Des essais immuno-enzymatiques utilisant des anticorps monoclonaux (3C10 et CH31)
ont servi a analyser la réactivité croisée entre les sérums d’espéces appartenant a neuf ordres
aviaires, en reconnaissant la chaine légere (L) des immunoglobulines. Au sein de l'ordre des
Galliformes, les anticorps 3C10 et CH31 ont réagi avec les sérums de poulet (Gallus gallus), dinde
(Meleagris gallopavo), faisan (Phasianus colchicus), faisan de Lady Amherst (Chrysolophus
amherstiae), faisan cornu (Tragopan). Seul I'anticorps CH31 a réagi avec le sérum de paon (Pavo
cristatus). C310 et CH31 ont aussi reconnu les chaines L du vautour fauve (Gyps fulvus,
Falconiformes) et du moineau domestique (Passer domesticus, Passeriformes). Les auteurs n’ont
pas obtenu de réaction avec le sérum de pintade (Numida meleagris, Galliforme) ni de perdrix
(Perdix perdix, Galliformes). Cette analyse au Western blot est illustrée en figure 19. Les anticorps
3C10 et CH31 ont ensuite été utilisés pour reconnaitre des anticorps dirigés contre quatre agents
pathogénes aviaires majeurs au sein des sérums de poulet, dinde, faisan, tragopan, paon, pintade
(Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Ornithobacterium rhinotracheale) et vautour
fauve (Newcastle disease virus).
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Par ailleurs, au sein des Galliformes, on a déterminé les séquences génétiques codant
pour la région constante de la chaine L chez le faisan, la dinde et la perdrix pour ensuite les
comparer a celle du poulet. La séquence en acides aminés du faisan est la plus proche de celle du
poulet (97% de similarité). Celles de la dinde et la perdrix ont plus de similarité entre elles (89%).

A mAb 3C10 B mAb CH31
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Mw 1 2 3 4 56 7 8 9
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Figure 19 : Analyse au Western blot de la réactivité croisée des anticorps 3C10 et CH31
avec les sérums de neuf espéces de I'ordre des Galliformes (Benéina et al., 2014)

Les anticorps monoclonaux 3C10 et CH31 ont été mis en présence de sérums appartenant a des individus de neuf
espéces de Galliformes : 1 = poulet (Gallus gallus) ; 2 = dinde (Meleagris gallopavo) ; 3 = vautour fauve (Gyps fulvus) ;

4 = pintade (Numida meleagris); 5 = paon (Pavo cristatus); 6 = perdrix (Perdix perdix); 7 = faisan (Phasianus
colchicus) ; 8 = faisan de Lady Amherst (Chrysolophus amherstiae) ; 9 = faisan cornu (Tragopan sp.).

Les deux anticorps monoclonaux ont réagi de fagon similaire chez les neuf espéces, sauf pour la chaine Iégére du paon
qui a été reconnue par I'anticorps CH31 uniquement.

o Le systéme immunitaire peut étre évalué a I'échelle macroscopique, 'autopsie des
organes lymphoides apportant un bon nombre d’informations. Ces organes sont
ensuite analysés au niveau tissulaire grace a des examens histologiques. Les
techniques sont plutét simples a mettre en place, hormis certaines analyses poussees
qui nécessitent des réactifs dont on manque chez les oiseaux. Il est possible de
pratiquer des analyses qualitatives et quantitatives sur les prélévements. L’évaluation
de I'immunocompétence passe €galement par la numération des cellules immunitaires
circulantes, ou encore des mesures de concentrations en protéines sériques.

e Au niveau moléculaire, des variations structurales entre espéces et entre individus sont
susceptibles d’influencer les réponses immunitaires, d’'ou I'emploi de techniques de
biologie moléculaire pour étudier plus en détail des éléments comme le complexe
majeur d’histocompatibilité aviaire ou les chaines légéres des immunoglobulines. La
connaissance plus précise de ces constituants aide a comprendre leurs modalités
d’évolution et les relations phylogéniques entre les espéces.
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2. Outils d’étude de la fonction immunitaire

Aprés avoir exposé les moyens d’étudier I'organisation de I'immunité aviaire, nous abordons a
présent ceux qui évaluent son efficacité. Plusieurs moyens sont employés dans les études pour
mesurer la réponse immunitaire des oiseaux. Son évaluation vise a apprécier la résistance des
individus aux pathogenes et a déterminer les facteurs qui modulent cette aptitude

A. Tests fonctionnels d’immunocompétence

Les tests fonctionnels d’immunocompétence mesurent la capacité du systéme immunitaire a
répondre a un stimulus appliqué par les investigateurs.

a. Mesure de la réponse immunitaire innée

Plusieurs tests in vitro servent a mesurer la phagocytose des macrophages. Il est possible de
comptabiliser le nombre de cellules ingérant une quantité de particules a 'aide de la cytométrie de
flux ou avec des lecteurs de microplaques a fluorescence. De plus, en ingérant des particules, les
macrophages libérent des dérivés réactifs de 'oxygene pour les détruire. Ce métabolisme oxydatif
peut aussi étre mesuré par cytométrie de flux (Fairbrother et al., 2004).

L’haptoglobine est une protéine de la phase aigué qui se lie a I'hémoglobine libre
circulante pour I'empécher de constituer un nutriment pour les agents pathogénes et pour inhiber
son activité oxydative. Sa libération est régulée par le foie ; elle circule normalement a faible
concentration mais cette derniere augmente rapidement en situation inflammatoire, lorsque la
membrane des érythrocytes se trouve déstabilisée ou que la concentration en cytokines de la
famille des interleukines 1 augmente en début d’infection. On peut doser ce paramétre de
limmunité innée dans le sang des oiseaux pour les études comparatives en immunologie (Matson
etal., 2012).

On peut également utiliser la mesure ex vivo de la capacité bactéricide du sang ou du
plasma pour révéler la capacité de l'organisme a éliminer un agent pathogéne gréce a ses
premieres lignes de défense (agents de phagocytose, anticorps naturels, complément, protéines
de phase aigué). Le test consiste a faire pousser des germes exposés (par incubation) ou non
exposés a I'échantillon de sang ou de plasma sur des plaques de gélose, puis a dénombrer le
nombre de colonies (par exemple avec des lecteurs de microplaques a absorbance). On détermine
la capacité de I'échantillon a tuer les microorganismes par comparaison des plaques a échantillon
avec celles de référence. Cette méthode de mesure de I'immunité innée est plus intégrée que
d'autres méthodes qui se focalisent sur des composants isolés (comme la prolifération
lymphocytaire) ou des réponses a des antigénes relativement artificiels (comme la
phytohémagglutinine). Une variété de microbes peut étre utilisée pour tester la réponse
fonctionnelle de différents composants immunitaires spécifiques. Les microorganismes
frequemment utilisés sont Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans. La
procédure ne requiert pas d'anticorps spécifiques et le test n'est pas spécifique d’espéce donc
adaptable. Cependant, il s’agit dune méthode de mesure chronophage et qui présente une
variation significative entre espéces et entre individus d'une méme population, car elle dépend de
plusieurs facteurs (sexe, age, charge parasitaire). Il convient d'optimiser les dilutions des
échantillons et des germes avant de conduire le test (French et Neuman-Lee, 2012).
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b. Mesure de la réponse immunitaire spécifique
Il existe des tests in vivo et in vitro de 'immunité spécifique, présentés par Fairbrother et al. (2004).

Le test cutané a la phytohémagglutinine est un indicateur de I'immunité permise par les
lymphocytes T. Il s’agit d'une lectine dérivée du haricot qui stimule des types cellulaires
spécifiques en se liant aux glycoprotéines des surfaces cellulaires, a I'origine d’une prolifération et
de la différenciation de lymphocytes T. Ces derniers relarguent des cytokines créant une réponse
inflammatoire, qui se traduit par un épaississement de la peau maximal au bout de douze a vingt-
quatre heures. On peut aussi utiliser la phytohémagglutinine dans les tests in vitro mais on mesure
alors seulement I'activation et la prolifération des lymphocytes T. Le test est applicable a plusieurs
espéces aviaires de laboratoire ou sauvages, mais il implique de garder l'oiseau en captivité
pendant au moins vingt-quatre heures.

Le test d’hémagglutination sur globules rouges de mouton est un bon indicateur de
immunité humorale qui a 'avantage d’étre visualisable et de s’adapter facilement a toute espéce,
contrairement aux tests ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays) qui nécessitent des
anticorps spécifiques des immunoglobulines de I'espéce. Les hématies sont mises en présence du
sérum, si ce dernier contient des anticorps agglutinants qui se fixent sur les antigénes
membranaires des hématies, il y a agglutination. Pour évaluer 'immunité antivirale, on utilise plutét
le test d’inhibition de I’hémagglutination si le virus posséde des hémagglutinines sur son
enveloppe. On met le sérum en présence de I'antigéne viral, si le sérum contient des anticorps
dirigés contre I'hémagglutinine virale, il y a formation d’'un complexe immun qui empéche
I'agglutination des hématies introduites en second temps.

Il est possible d’avoir un apercu du développement et de la maturation des lymphocytes B
et T en prélevant des cellules lymphoides, soit depuis le sang périphérique si on souhaite une
méthode peu invasive, soit depuis les organes lymphoides (rate, thymus, bourse de Fabricius).
L’isolement et la purification des lymphocytes et monocytes sanguins sont plus difficiles a réaliser
chez les oiseaux que chez les mammiféres. Pour stimuler la prolifération lymphocytaire in vitro,
on a recours a des agents mitogenes. Certains sont spécifiques de populations lymphocytaires
(phytohémagglutinine et concanavaline A pour les lymphocytes T, lipopolysaccharide bactérien
pour les lymphocytes B) ; d’autres stimulent les deux types lymphocytaires (agent mitogene de
phytolaque). Cependant, la mitogenése se heurte a une grande variabilité génétique au sein des
groupes d’étude chez les oiseaux. On peut utiliser comme alternative les lymphocytes d’un individu
génétiquement différent pour stimuler la prolifération des lymphocytes T. Enfin, il est possible de
mesurer in vitro des événements postérieurs a la prolifération lymphocytaire au cours de la
réponse immunitaire. Par exemple, les analyses de la cytotoxicité a médiation cellulaire
permettent de déterminer la capacité des leucocytes a attaquer et lyser des cellules-cibles.

c. Mise a I’épreuve de la résistance de I’héte

Des infections volontaires peuvent étre pratiquées (Fairbrother et al., 2004) pour mettre en
évidence une immunosuppression au sein d’'une population, qui se traduit par une diminution de
la résistance aux infections. Cependant, la plupart de ces tests se focalisent sur un seul agent
pathogéne, ce qui implique qu’on ne peut appliquer les conclusions sur la résistance de I'héte qu’a
la maladie entrainée par cet agent. De plus, I'effet d’'un contaminant étant montré en conditions de
laboratoire, il n’est pas représentatif de I'effet en conditions réelles, c’est-a-dire lorsque I'animal est
confronté a des facteurs de stress multiples. Aussi, on ne peut pas établir de conclusion absolue
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concernant 'effet des contaminants étudiés sur 'immunité : un contaminant qui n’a pas d’effet sur
la susceptibilité de I'héte a un agent pathogéne peut en réalité affecter une certaine partie du
systeme immunitaire et augmenter la susceptibilité de I'animal a un autre type de pathogéne.
Enfin, les périodes de présence des oiseaux et de I'agent pathogéne sur un site peuvent différer ;
dans ce cas on ne peut pas démontrer une augmentation de la prévalence de la maladie chez les
hétes immunosupprimés. Il s’avére donc essentiel de conduire les infections expérimentales en
parallele des tests de fonction immunitaire.

B. Détermination de facteurs d’influence de 'immunité aviaire

L’étude de la fonction immunitaire des oiseaux sauvages passe également par la détermination
des facteurs qui la modulent. Ces facteurs sont inhérents a I'individu ou bien a son environnement.

a. Facteurs individuels

Certaines caractéristiques propres a l'individu (période d’incubation, age, rythme de vie, flore
digestive) jouent un role dans les réponses immunitaires.

o Durée du développement embryonnaire

Une étude comparative de terrain portant sur douze espéces de passereaux coexistant dans le
méme environnement (Palacios et Martin, 2006) a testé I'hypothése d’'un systéme immunitaire plus
performant chez les espéces ayant un développement embryonnaire prolongé. Les oiseaux
constituent un bon groupe pour étudier la fluctuation des périodes de développement car ces
derniéres different d’'une espéce a l'autre et sont faciles a mesurer sur le terrain. Ceci est
particulierement vrai en ce qui concerne la durée du développement embryonnaire, c’est-a-dire la
période d’incubation. Cette derniére a été évaluée pour chaque espéce au travers d’'une étude de
population, en la définissant pour chaque nid comme lintervalle entre la ponte et I'éclosion du
dernier ceuf.

La réponse immunitaire a médiation cellulaire a été estimée chez les oisillons en utilisant le
test cutané a la phytohémagglutinine (PHA), c’est-a-dire en calculant la différence d’épaisseur du
voile de l'aile mesurée avant et aprés injection de PHA. Ce test constitue bon indicateur de terrain
car met en jeu la réponse a un nouvel antigene plutét qu’a un véritable agent pathogéne, ce qui
évite des biais de confusion en cas d’exposition passée inconnue. Toutes les mesures ont été
effectuées par les mémes chercheurs pendant une période d’étude relativement courte. Des
analyses de régression ont été menées aprés avoir pris en compte ou contrélé I'absence
d’influence de divers facteurs (masse corporelle, taux de prédation des nids, durée de la période
au nid, age auquel le test a la PHA est effectué, taille de ponte, type de nid).

Les résultats obtenus vont a I'encontre de I'’hypothése, car les espéces ayant des périodes
d’incubation plus longues ont présenté des réponses plus faibles a la PHA. Ainsi une longue
durée du développement embryonnaire n’augmenterait pas I'immunocompétence. Ces
longues périodes d’incubation pourraient résulter d’'une mauvaise attention portée au nid,
responsable d’'une température d’incubation insuffisante et d’'un retard de développement de
'ensemble des systémes.
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e Age
Une longévité importante est observée essentiellement chez les oiseaux de mer, certaines
espéces pouvant vivre une trentaine d’années. On trouve des espéces de courte durée de vie
dans de nombreux habitats, notamment celles qui nichent au sol (cailles, canards) ou dans les
arbres (passereaux). On se demande si les oiseaux qui vivent plus longtemps sont capables de
retarder le processus de vieillissement grace a une immunité forte, a l'origine d’une moindre
sensibilité aux maladies. Des études ont montré que les oiseaux ayant une longue durée de vie
ont la capacité de retarder les dommages cellulaires dus au stress oxydatif, ainsi que les
pathologies associées a I'dge que I'on rencontre plus souvent chez les oiseaux ayant une courte
durée de vie (Gorham et Ottinger, 1986; Holmes et Ottinger, 2003; Ogburn et al., 2001; Pamplona
et al., 2005).

Une autre interrogation concerne I'existence d’'une modification de la réponse immunitaire
lice au vieillissement au sein d’'une méme espéce. Une étude menée sur le modeéle de la caille
japonaise (Coturnix japonica), une espéce de vie courte, a testé la réponse a la mise a I'épreuve
du systéme immunitaire en fonction de I'dge (Ottinger et Lavoie, 2007).

Dans un premier temps, la réponse inflammatoire a lymphocytes T est évaluée par
le test cutané a la phytohémagglutinine (PHA) comme mesure de I'immunité a médiation cellulaire
chez des oiseaux jeunes et agés. Les oiseaux agés montrent des réponses plus faibles que les
adultes reproducteurs. Des résultats similaires ont été obtenus pour d’autres espéces dans une
autre étude utilisant le test a la PHA (Haussmann et al., 2005) : combattants, hirondelles bicolores,
diamant mandarin, pétrel tempéte.

Ensuite, un test d’hémagglutination est utilisé pour analyser la réponse humorale.
Les oiseaux jeunes présentent alors une réponse moins importante que les adultes, tandis que les
oiseaux ageés présentent une réponse a peine plus faible.

Enfin, un virus influenza est inoculé pour tester la durée et la sévérité de l'infection.
Les oiseaux ages ne sont pas plus vulnérables tandis que les oiseaux pubertaires présentent plus
de difficultés a guérir de l'infection. Cependant les oiseaux agés ont une mémoire immunitaire plus
faible face a une seconde infection, ce qui suggére que les facteurs de stress environnementaux
pourraient réduire la résistance des oiseaux agés aux infections. Dans les populations sauvages,
les facteurs environnementaux et les maladies représentent un défi significatif et les oiseaux qui
parviennent a vieillir et combattre les infections sont naturellement sélectionnées.

Cette étude montre qu’il existe un changement relatif a I’age dans les aspects
qualitatifs de la réponse, les oiseaux agés ayant une immunité cellulaire moins efficace tout en
conservant une bonne capacité de réponse humorale.

e Rythme de vie

Tieleman et al. (2005) ont étudié la relation entre I'activité bactéricide du sang total, qui est un
composant de 'immunité innée, et le métabolisme de base, qui est indicateur du rythme de vie, en
se basant sur douze espeéces tropicales. lls ont obtenu une corrélation négative entre I'activité
bactéricide et le métabolisme ajusté par rapport a la masse, qui suggére que les espéces ayant un
rythme de vie plus lent ont développé un systéme immunitaire inné plus robuste. Cela va dans le
sens de I'hypothése que les espéces a longue espérance de vie, qui ont un mode de vie plus
lent, investissent davantage dans la fonction immunitaire dans son ensemble pour se garantir
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des opportunités futures de reproduction. Toutefois cette observation va a I'encontre de celle de
Lee et al. (2008) qui ont mesuré et mis en rapport I'activité du complément avec la taille de couvée
chez soixante-dix espéces tropicales. Les grandes couvées sont en relation avec un rythme de vie
rapide. La corrélation positive entre les facteurs évalués est en faveur de I'idée que les especes a
rythme de vie rapide se reposent plutét sur des défenses de type inné, c’est-a-dire a moindre codt.
Au contraire, les espéces a mode de vie lent, associé a une durée de vie plus longue, font face a
un plus grand nombre d’infections et peuvent rencontrer plusieurs fois le méme agent pathogéne.
Elles ont donc plus d’intérét a investir dans une immunité de type adaptatif.

e Microbiote digestif

Le réle du microbiote intestinal envers le systéme immunitaire est bien connu chez les
mammiferes : il influence le codt, le développement et I'efficacité des réponses systémiques et
locales au niveau des muqueuses. En revanche peu d’informations sont disponibles en ce qui
concerne les oiseaux. Kohl (2012) décrit ce qui est connu : deux principaux phylums bactériens ont
été mis en évidence chez les oiseaux avec les analyses de séquences d’ARN 16S, les Firmicutes
et les Bacteroidetes. On a aussi trouvé quelgues membres du domaine des Archées dans le
microbiote intestinal aviaire.

Roéle des microorganismes vis-a-vis de I'immunité humorale :

Le développement des lymphocytes B se fait dans la moélle osseuse chez les
mammiferes, c’est-a-dire loin du tractus intestinal et des microbes commensaux, nécessitant le
transport d’antigénes microbiens depuis la lumiére intestinale. Chez les oiseaux, les lymphocytes
B sont produits dans la bourse de Fabricius, qui est un diverticule du tractus intestinal, ce qui
implique sa colonisation directe par les microorganismes rapidement aprés I'éclosion. Dans une
étude de Ekino et al. (1985), la ligature du conduit de la bourse de Fabricius avant I'éclosion vise a
empécher I'entrée des antigénes associés aux microorganismes digestifs. Cela entraine une forte
réduction de la production d’anticorps contre ces antigénes. L’administration d’antigénes de
bactéries tuées dans la lumiére de la bourse ligaturée restitue la production d’anticorps
spécifiques. Ces résultats suggérent que les microorganismes digestifs pourraient avoir des effets
systémiques sur I'immunité a travers cette structure. Kohl (2012) affirme que les microbes
agissent eux-mémes en tant qu’antigénes en induisant la production des cytokines et en
favorisant la prolifération et la maturation des lymphocytes B.

Roéle des microorganismes vis-a-vis de I'immunité cellulaire :

Lors du développement, le répertoire en T-cell receptors (TCR) passe de polyclonal
(reconnaissance de multiples antigénes) a monoclonal (reconnaissance de quelques antigénes)
grace a la suppression des cellules T réactives a la nourriture ou au microbes commensaux, pour
éviter les réponses inutiles ou délétéres. Ce processus dépend de la présence des microbes
intestinaux. Chez les mammiferes, cette modification du répertoire peut avoir lieu a n’'importe
quelle étape de la vie. En revanche pour les oiseaux, le développement de la tolérance orale ne
se fait que pendant une courte période, généralement durant la semaine suivant I'éclosion. Des
oiseaux privés de microorganismes intestinaux conservent un répertoire polyclonal responsable
par la suite de réponses inappropriées face a des microbes inoffensifs. D’autre part, la complexité
du microbiote colonisant le tractus digestif influence le répertoire en TCR, ce qui suggére que la
variabilité des espéces constituant le microbiote influence la réponse immunitaire (Kohl, 2012).
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Eléments de réqulation du microbiote intestinal :

Des protéines et des sucres modulent la composition de ce microbiote, influengant
indirectement 'immunité associée (Kohl, 2012).

- Les mucines sont des protéines glycosylées produites par l'intestin ayant pour réles de lubrifier
et protéger I'épithélium intestinal d’'une part, nourrir et permettre 'adhérence des microorganismes
commensaux d’autre part. La structure de ces molécules differe entre oiseaux et mammiféres, a
I'origine d’'une différence dans les interactions héte-microbe. Par exemple, les mucines du poulet
peuvent atténuer la virulence des Campylobacter jejuni et en faire un hdéte commensal.

- Les glycanes sont des oligosaccharides produits par le tissu épithélial qui régulent les
communautés microbiennes selon leur diversité et leur structure. La présence de certaines
structures varie d’'une espéce aviaire a l'autre. Le géne aviaire responsable de la structure des
glycanes présente seulement 50% d’homologie dans sa séquence avec celle des mammiféres.

- Les défensines sont des sortes de peptides antimicrobiens. Les oiseaux en produisent de
nouvelles inconnues chez les mammiféres, qui ont donc des fonctions antimicrobiennes
différentes. Ces différences régulent la diversité du microbiote intestinal en fonction de la
spécificité de leurs cibles microbiennes, a l'origine de la colonisation du tractus digestif par de
nouveaux microbes en comparaison de ceux des mammiféres.

e Couleur du plumage

Le degré de mélanisme des téguments impacte la capacité d’élimination des agents infectieux
(Gasparini et al., 2016a). L’'hormone mélanotrope a des effets multiples sur 'immunité, par sa
capacité de liaison a de nombreux récepteurs situés sur les cellules immunitaires, dans la peau et
d’autres organes. Ainsi la liaison expérimentale de ligands mélanocortiniques (a-MSH et ACTH) au
récepteur MC1 des lymphocytes affecte I'expression du complexe majeur d’histocompatibilité de
classe I, 'inflammation et I'activité leucocytaire. La liaison aux récepteurs MC3 et MC5 a des effets
anti-inflammatoire et antipyrétique (Ducrest et al., 2008; Harris et Bird, 2000; Neumann Andersen
et al., 2001). D’aprés Gasparini et al. (2018), ces éléments peuvent expliquer la covariation entre
pigmentation et résistance au parasitisme chez les oiseaux sauvages. De plus, la mélanine du
plumage influence le degré de parasitisme en agissant sur I'exposition de I'individu vis-a-vis des
parasites transmis lors des interactions sociales ou directement via I'environnement (utilisation de
niches trophiques différentes, attractivité de certaines colorations pour les parasites). Elle joue
aussi un réle dans I'élimination des parasites par son action toxique. Enfin, les mélanocortines
comme I'ACTH semblent stimuler le toilettage qui favorise I'élimination des ectoparasites.
Cependant, les individus ayant un plumage sombre ne sont avantagés que dans un
environnement au sein duquel les ressources alimentaires sont riches et prévisibles, en raison de
leurs besoins énergétiques augmentés (métabolisme augmenté par 'hormone mélanotrope).
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b. Facteurs environnementaux

L’environnement a un impact sur 'immunocompétence des oiseaux sauvages. Les relations entre
la capacité immunitaire et les caractéristiques du milieu de vie (composition de I'habitat, charge
parasitaire, sources de pollution...) ont été examinées. On parle parfois d’« écoimmunologie »
pour désigner I'étude des effets de I'environnement sur les mécanismes d’immunité.

e Couverture terrestre

Merrill et al. (2019) ont étudié I'association entre la composition de I'habitat autour des nids et la
fonction immunitaire dans une population d’oiseaux d’arbustes. Dans ce but, ils ont évalué la
fonction immunitaire chez des adultes et des oisillons de cing espéces de passereaux, en
mesurant la capacité bactéricide du plasma et en déterminant les profils des cinq leucocytes
aviaires. Par ailleurs, ils ont déterminé le profil de I'habitat entourant chaque nid, en évaluant la
proportion de chacun des quatre principaux types de surface (agricole, urbain, forét, prairie et
arbustes). Ceci a été effectué dans des rayons de cent et de mille métres afin d’identifier si
I'association entre habitat et fonction immunitaire différe pour les deux échelles. L’état de santé
des oisillons, les variations des paramétres immunologiques relatives a I'age et a I'espéce et les
associations entre ces parameétres ont été vérifiés ou pris en compte.

Il se trouve que la fonction immunitaire des oisillons est corrélée aux changements de
proportion entre les types majeurs de couverture terrestre ; une telle corrélation n’a pas pu étre
prouvée en ce qui concerne les adultes. Les relations sont généralement plus fortes a I'échelle du
milliéeme plutét qu’au centieme. Ces éléments prouvent que les mesures immunologiques sont
sensibles a des différences locales dans la composition de surface ; il serait donc judicieux
de prendre en compte ces différences dans la constitution du profil immunitaire au sein d’'une
population d’oiseaux.

On constate en figure 20 que le type de couverture qui a montré les associations les plus
fortes avec les mesures immunologiques est le type « prairie et arbustes », pour lequel les
composants de l'immunité innée (activité bactéricide, basophiles, hétérophiles) sont souvent
diminués, tandis que ceux de Iimmunité acquise (lymphocytes) sont augmentés. Cet
investissement dans les défenses acquises peut s’expliquer par un accés a une alimentation de
meilleure qualité permettant aux oisillons de passer plus rapidement d’'un mode de défense inné a
un mode acquis.
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Figure 20 : Evolution de parameétres immunologiques chez des oisillons appartenant a cinq
espéces de passereaux, en fonction du type de couverture terrestre dans un rayon d’un
kilométre autour des nids (Merrill et al., 2019)

Les trois paramétres immunologiques présentés (activité bactéricide, lymphocytes, hétérophiles) sont ceux qui montrent
les associations les plus fortes avec le type de couverture qui environne les nids. Chaque espéce est représentée par
une ligne colorée indiquée en légende. Les deux habitats naturels (forét et praire/arbustes) ont un impact globalement
plus important que les habitats associés a 'Homme (agricole et urbain) sur ces parameétres. Les courbes présentent une
tendance similaire en ce qui concerne l'activité bactéricide et les lymphocytes, tandis que les espéeces répondent
difféeremment au niveau des hétérophiles vis-a-vis des modifications des composantes naturelles de I'environnement.

e Richesse de I'alimentation en protéines

Gonzalez et al. (1999) se sont intéressés a l'influence du régime alimentaire sur la qualité de la
réponse immunitaire. Durant 12 semaines, des moineaux domestiques (Passer domesticus)
juvéniles sont séparés en deux groupes recevant une alimentation différente, riche ou pauvre en
protéines. L’immunité médiée par les lymphocytes T est évaluée par le test a la
phytohémagglutinine. La concentration en immunoglobulines est évaluée par analyse
densitométrique aprés électrophorése, aprés immunisation par injection intrapéritonéale de
globules rouges de moutons. L’aire totale du profil densitométrique permet de s’assurer que la
modification de la concentration en immunoglobulines est indépendante d'une variation de la
concentration en protéines totales.

En fin d’expérience, les oiseaux nourris avec le régime riche en protéines ont des réponses
cellulaires plus fortes que ceux nourris avec des régimes pauvres en protéines. La réponse
humorale a montré une évolution contraire : elle apparait plus élevée chez les oiseaux nourris avec
des régimes pauvres en protéines. Les mesures de concentration en immunoglobulines et de
gonflement de la membrane alaire sont corrélées négativement de fagon significative. Ainsi un

Page 46




régime riche en protéines confere une meilleure immunité cellulaire mais s’accompagne d’'une
moins bonne immunité humorale.

e Richesse de 'alimentation en caroténoides

McGraw et Ardia (2003) ont évalué I'effet d’'une complémentation alimentaire en caroténoides sur
le systeme immunitaire chez le diamant mandarin (Taeniopygia guttata) male, qui incorpore ces
pigments dans son bec pour attirer les partenaires. lls ont obtenu des réponses a médiation
cellulaire et humorale plus importantes. lls en concluent que la couleur due aux caroténoides
constitue un signal de santé pour ces individus, grace a une action immunostimulante des
pigments circulants.

Pérez-Rodriguez et al. (2010) ont ajouté que la coloration associée aux caroténoides prédit
la capacité individuelle a contrer le stress oxydatif généré par la réponse immunitaire, en
montrant une corrélation négative entre la concentration sanguine en lipides peroxydés et la
pigmentation oculaire des perdrix rouges (Alectoris rufa) males aprés injection de
phytohémagglutinine.

Chez les oiseaux ne présentant pas de coloration imputable aux caroténoides, tels que les
vautours (Gyps fulvus), les concentrations méme faibles en caroténoides plasmatiques issus de
l'alimentation seraient essentielles a I'activation du systéme immunitaire des jeunes oiseaux
en développement, car il existe des relations différentes entre immunité innée et caroténoides
chez les oisillons par rapport aux adultes (Lépez-Rull et al., 2015).

e Parasitisme

L’étude de Palacios et Martin (2006) portant sur les passereaux a également testé I'’hypothése
d’un systéme immunitaire plus performant chez les espéces trés parasitées. La prévalence en
parasites sanguins a été employée comme indicateur du niveau d’exposition aux parasites
environnementaux et de leur potentielle pression de sélection sur leurs hétes. Elle a été estimée
en lisant des frottis sanguins d’oiseaux adultes. Les espéces ayant une prévalence en parasites
sanguins éleveée ont présenté des réponses immunitaires cellulaires plus importantes. Les
espéces subissant une plus grande pression de sélection par le parasitisme investiraient
donc davantage dans la fonction immunitaire.

e Milieu insulaire

Matson (2006) s’est interrogé sur l'efficacité de la fonction immunitaire chez les populations
d’oiseaux insulaires. L'idée courante est celle d’'une efficacité réduite en raison de communautés
parasitaires appauvries sur les fles et du colt physiologique des défenses immunitaires, car des
pressions sélectives atténuées ne contribuent plus au maintien de ces défenses. Matson a collecté
des échantillons sanguins d’oiseaux de divers genres et espéces, phylogénétiquement appariés
entre des populations vivant sur le continent nord-américain et d’autres nichant sur des fles
(Hawaii, Bermuda et Galapagos). Il a évalué I'immunité innée et acquise par un test d’hémolyse-
hémagglutination, la mesure de la concentration en haptoglobine, ainsi que la concentration des
cinq types leucocytaires (hétérophiles, lymphocytes, monocytes, éosinophiles, basophiles).

L’hémolyse et I'hémagglutination ne présentent pas de différences entre oiseaux
continentaux et insulaires, ce qui suggére que les bénéfices des enzymes lytiques et des anticorps
naturels, en dépit d’'un environnement parasitaire amoindri, surpassent les colts de maintien de la
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fonction immunitaire, ou bien qu’il n’existe pas réellement de différences globales entre les
communautés parasitaires des iles et celles des continents. De plus, les concentrations en
haptoglobine sont significativement plus élevées chez les oiseaux des iles ; les hétérophiles et les
éosinophiles tendent a circuler a des concentrations plus élevées dans ces populations, mais les
écarts de moyennes ne sont pas significatifs. Ces résultats ne vont pas dans le sens d'un
appauvrissement des communautés parasitaires sur les iles, et suggérent un changement de
stratégie de défense immunitaire en faveur de la réponse innée, qui signifierait une moindre
importance voire une dysfonction des systéemes d’immunité humorale acquise et de mémoire
immunitaire. Ainsi, selon Matson (2006), la vie en milieu insulaire conduirait a une
réorganisation de la fonction immunitaire, a travers une compensation de certains aspects
d’une diversité génétique réduite ou de la qualité du systéme immunitaire par une activation des
systémes innés.

e [ uminosité nocturne

Saini et al. (2019) se sont intéressés a I'effet d’'une exposition chronique a la lumiére artificielle de
nuit sur le systéeme immunitaire au cours du développement des jeunes oiseaux, ces derniers
pouvant faire face dans leur environnement aux éclairages des rues, des voitures ou des
panneaux publicitaires. L'expérience a été conduite sur des cailles de Chine (Excalfactoria
chinensis) agées de trois semaines, qu’ils ont exposées a une lumiére bleue toute la nuit pendant
six semaines, avec un niveau d’intensité basé sur celui estimé pour la faune sauvage. Pendant la
durée de I'expérience, suffisante pour permettre la croissance et la maturation sexuelle des cailles,
l'activité du systéme immunitaire inné a été évaluée par la mesure de l'activité bactéricide du
plasma contre Escherichia coli. Le résultat a été une augmentation bréve de I'activité immunitaire
des cailles exposées a un moment du développement, qui difféere pour les males (neuf semaines
d’age) et les femelles (sept semaines). Il apparait donc que I'exposition expérimentale a la
lumiére artificielle pendant la nuit a un effet temporairement stimulant de la fonction
immunitaire chez les jeunes oiseaux. Les oiseaux juvéniles présentent plus de phases de
sommeil a mouvements oculaires rapides par rapport aux adultes (Scriba et al., 2013). Or il a été
montré chez la souris que la restriction de ce type de sommeil stimule la fonction immunitaire
(Gomez-Gonzalez et al., 2012). Il se pourrait qu’il en soit de méme chez les oiseaux, ce qui
expliquerait I'effet de la lumiére artificielle sur les jeunes.

e Polluants chimiques

Fairbrother et al. (2004) relatent les effets connus de produits chimiques présents dans
I'environnement des oiseaux sur leur systéme immunitaire. Dans les zones humides, I'ingestion de
grenaille de plomb issue de la chasse provoque une immunosuppression dose-dépendante
(réduction de la production d’anticorps, du nombre de leucocytes circulants, de la fonction
macrophagique). Les organochlorés, également bioaccumulés dans la chaine alimentaire
aquatique, exposent les oiseaux piscivores a une toxicité thymique. Les hydrocarbures issus de
I'exploitation du pétrole et des sables bitumeux sont associés a une atrophie du thymus et des
tissus lymphoides intestinaux qui altére le développement et la fonctionnalité des lymphocytes T.
L’utilisation des pesticides expose I'avifaune a une atrophie du thymus, de la rate et de la bourse
de Fabricius.
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Gasparini et al. (2016a) évoquent les effets des éléments-trace métalliques (ETM) émis
par les activités humaines (combustion d’énergie fossile, industrie métallurgique...) sur le systéeme
immunitaire. Le fer, le manganése, le zinc et le plomb sont les éléments les plus abondants en
zones urbaines. Le plomb présente un haut contraste de concentration entre les milieux ruraux et
urbains. D’une part, ils montrent (2016a) que ces ETM modulent la réponse immunitaire en
exposant expérimentalement des pigeons sauvages (Colombia livia) a des concentrations en zinc
et/ou en plomb proches de celles de I'environnement urbain. lls constatent que le zinc augmente la
réponse humorale contre la métalloprotéine utilisée comme antigéne, ainsi que la réponse cutanée
a la phytohémagglutinine, tandis que le plomb a un effet négatif sur la réponse humorale. De plus,
le zinc a un effet protecteur vis-a-vis des effets du plomb, probablement en réduisant I'absorption
et la rétention du plomb ingéré. D’autre part, ils démontrent également (2016b) que les ETM
affectent le transfert maternel des composants immunitaires (anticorps et protéines
antimicrobiennes) dans les ceufs. Pour cela, ils réitérent I'expérience en évaluant cette fois le
transfert en anticorps spécifiques de l'antigéne et en protéines antimicrobiennes (lysozyme et
ovotransferrine) dans les ceufs. lls obtiennent un effet négatif du plomb sur le transfert des
anticorps, ainsi qu’'un effet positif du zinc sur la concentration en lysozyme dans les ceufs. La
encore, le zinc agirait sur I'absorption du plomb.

Par ailleurs, la contamination par les ETM influence la relation existante entre la
couleur du plumage et 'immunité. Il a été montré (Gasparini et al., 2013) que les pigeons de
couleur sombre sont moins infectés par leurs congénéres plus clairs seulement en conditions
d’urbanisation intense. Les pigments mélaniques ont des propriétés détoxifiantes : en fixant les
ions métalliques dans les plumes, ils favorisent leur extraction depuis la circulation sanguine
(Gasparini et al., 2016). Les oiseaux au plumage foncé seraient donc favorisés en zones polluées
en étant moins immunodéprimés que les autres par les facteurs de stress abiotiques. Dans leurs
études sur la modulation des réponses immunitaires et du transfert maternel de l'immunité,
Gasparini et al. (2016a ; 2016b) ont obtenu une association de la concentration en eumélanine
avec une augmentation des effets négatifs du plomb sur la réponse cutanée a la
phytohémagglutinine, et une augmentation du transfert de lysozyme aux ceufs chez les femelles
non exposées au zinc. Cela suggére que les bénéfices et les colts de la mélanine contenue dans
le plumage sont dépendants des niveaux d’'ETM dans I'environnement.
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o Lefficacité du systéeme immunitaire aviaire est évaluée au moyen de plusieurs tests
fonctionnels, qui mettent en évidence la réponse innée (phagocytose des
macrophages, haptoglobine, capacité bactéricide du sang) ou la réponse adaptative
(test cutané a la phytohémagglutinine, hémagglutination...). L’évaluation de
limmunocompétence passe aussi par des infections volontaires qui mettent a
'épreuve le systéeme immunitaire.

e Plusieurs paramétres individuels et environnementaux (regroupés en figure 21)
influencent la réponse immunitaire des oiseaux sauvages. Selon le contexte, ces
facteurs doivent étre pris en compte dans les études qui ont recours aux mesures de
performance immunitaire au sein des populations, comme les tests a visée
diagnostique.

Facteurs individuels Facteurs environnementaux

Durée d’incubation
Composition de ’habitat

,‘4 Protéines alimentaires

Caroténoides alimentaires

Age \
=

Immunité +———————— Parasitisme

\ Insularité
Microbiote digestif \ Luminosité nocturne

Polluants chimiques

Rythme de vie ——

Mélanisme tégumentaire

Figure 21 : Facteurs influengant la réponse immunitaire chez les oiseaux sauvages
(Schéma personnel)

‘ Le schéma résume les principaux paramétres qui modulent I'activité du systéme immunitaire aviaire.

Bilan de la deuxiéme partie

Les différents examens permettant d’étudier le systéeme immunitaire des oiseaux sauvages,
structurellement et fonctionnellement, mettent en évidence sa complexité. C’est en derniére partie
que nous discutons de l'intérét des recherches dans le domaine de 'immunologie aviaire.
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Troisiéme partie : applications en
avifaune sauvage

Dans cette troisiéme partie, nous abordons certains sujets d’investigation chez les oiseaux
sauvages pour lesquels le systéme immunitaire joue un réle majeur. En particulier, nous nous
intéressons aux maladies véhiculées par les oiseaux qui constituent un enjeu de santé
publique. Les oiseaux migrateurs infectés, plus ou moins sensibles a ces maladies, peuvent
porter des agents zoonotiques sur de longues distances. La connaissance du systéme immunitaire
aviaire est fondamentale pour déterminer des facteurs sur lesquels agir afin de limiter la
dissémination de ces agents. Dans un deuxiéme temps, nous examinons la problématique de
'immunodépression qui concerne les oiseaux sauvages se retrouvant en état de captivité. C’est
le cas des centres de soin et des parcs animaliers, dans lesquels la concentration et la nouveauté
de I'environnement générent un stress. En dernier lieu, nous discutons des moyens de protection
des oiseaux sauvages contre les maladies, notamment de la mise en place expérimentale de
plans vaccinaux. Une prévention efficace nécessite de s’adapter aux voies immunitaires
impliquées pour chaque espéce.

1. Les oiseaux sauvages, de potentiels réservoirs de danger
pour ’lHomme

Les oiseaux sauvages constituent des moyens de transmission indirects de maladies zoonotiques,
par voie vectorielle ou interspécifique. Connaitre les particularités de leur systéeme immunitaire est
un outil pour mieux combattre les problémes de santé publique auxquels ils sont associés.

Roche et al. (2015) se sont intéressés a l'implication respective de la réceptivité et de
I'exposition des oiseaux aux maladies infectieuses pour la variation de leur séroprévalence, en
utilisant le modéle expérimental semi-naturel associé au virus West Nile en Amérique du Nord. La
réceptivité est estimée chez des oiseaux captifs au sein d’'un zoo urbain, a travers la parenté
phylogénétique des familles aviaires. L’exposition des individus a I'agent pathogéne est évaluée
chez des oiseaux libres dans leur milieu naturel, a travers les caractéristiques écologiques des
espéces (dont le comportement), qui influencent potentiellement la probabilité de contact entre
hétes et vecteurs. Pour les familles testées incluant majoritairement des espéces de milieu
terrestre ou arboré, les auteurs constatent que la séroprévalence décroit avec la distance
phylogénétique de I'espéce, c’est-a-dire son éloignement de I'ancétre commun de la famille. Au
contraire, ils obtiennent une relation positive pour les familles d’espéces de milieu aquatique. De
plus, la socialité d’accouplement et I'exposition des oisillons sont les meilleurs facteurs prédictifs
de séroprévalence. Les comportements associés a I'exposition aux vecteurs semblent donc avoir
un poids important dans la transmission du pathogéne dans les écosystémes naturels. Les
espéces nidicoles montrent une séroprévalence plus importante que les espéces nidifuges. Les
oisillons nidicoles sont probablement plus exposés aux vecteurs du fait d’'une faible couverture de
plumage et de moindres mouvements de défense. Finalement les auteurs observent que la
réceptivité intrinséque et les caractéristiques écologiques contribuent de fagon similaire a la
variation de séroprévalence des espéces, I'exposition étant prépondérante sur la réceptivité en ce
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qui concerne les oisillons. lls en concluent que le degré de spécialisation de I'héte pour I'agent
pathogéne pourrait étre un facteur fondamental pour la contribution respective de I'exposition et de
la réceptivité pour de nombreux pathogénes.

A. Virus West Nile et Usutu

Les virus West Nile et Usutu ont pour réservoir la faune sauvage aviaire et peuvent étre transmis a
’Homme par des insectes vecteurs.

a. West Nile

Le virus West Nile est un Flavivirus dont le principal réservoir est I'avifaune. Les moustiques des
genres Culex et Aedes principalement sont vecteurs de transmission au sein du cycle enzootique
ainsi qu’aux hétes accidentels tels que 'Homme et les équidés, ces derniers étant des culs-de-sac
épidémiologiques parce que leur virémie est insuffisante pour infecter un moustique naif (Rossi et
al., 2010). La figure 22 représente ce cycle de transmission.

Le virus est présent sur de nombreux continents dont 'Europe, dans les zones propices
au développement des moustiques. On connait cing lignages différents. Le nombre de cas
humains a augmenté depuis I'émergence du second lignage en 2004. L’Europe a notamment
connu une explosion de cas humains en 2018, ainsi que de nombreux cas équins (Rossi et al.,
2010). En ce qui concerne la répartition sur le territoire frangais en 2018 (Haddad, 2021), les cas
répertoriés chez les humains, les oiseaux ou les chevaux touchaient des départements
méditerranéens (Alpes-Maritimes, Gard, Vaucluse, Bouches du Rhéne, Pyrénées-Orientales et la
Corse).

L’homme s'’infecte a la suite d’'une piglre de moustique infecté, qui transmet le virus par la
salive au moment de son repas sanguin. L'incubation dure deux a quinze jours. Une majorité des
personnes infectées sont asymptomatiques. Seules vingt pour cent développent la maladie,
généralement un état de fievre pseudo-grippal durant quelques jours, suivi d’'une fatigue
importante. Cependant cing pour cent des patients symptomatiques développent une forme
neurologique (méningo-encéphalite, paralysie) pouvant étre fatale. |l n’existe pas de traitement
ciblé ni de vaccin humain et I'enjeu est important pour les personnes agées ou immunodéprimees,
d’autant que les Flavivirus développent des mécanismes d’échappement au systéme immunitaire
inné. La propagation de la maladie et 'augmentation du nombre de cas graves causés par le
second lignage sont inquiétantes en Europe. Sur le continent américain, la maladie s’est propagée
en moins de dix ans suite a son introduction en 1999 et constitue la principale cause d’encéphalite
virale aux Etats-Unis (Rossi et al., 2010).

Chez les chevaux, les proportions cliniques sont semblables mais la létalité est plus
élevée, notamment parce que le pronostic vital est engagé lorsque le cheval n’est plus capable de
se lever du fait de la paralysie. L’enjeu est surtout économique, puisque les chevaux atteints ne
peuvent pas transmettre la maladie. Il existe un vaccin équin, intéressant par exemple en
Camargue (McVey et al., 2015).

Les oiseaux, qui forment le réservoir enzootique, jouent un réle central dans le transport
du virus sur de longues distances et son amplification. Les individus infectés sont virémiques
pendant un a quatre jours aprés exposition, aprés quoi ils développent une immunité a long terme.
La mortalité est limitée, certaines espéces étant plus sensibles que d’autres a I'infection (exemples

Page 52



en figure 23), en particulier celles de la famille des Corvidés. Celles-ci présentent une virémie
élevée, ainsi que des lésions inflammatoires et nécrotico-hémorragiques. Des études de
laboratoire ont montré que les passereaux, les oiseaux cotiers, les chouettes et les faucons
développent une virémie suffisante pour infecter les moustiques. Les corvidés, le moineau
domestique, le roselin familier (Heemorus mexicanus) et certains passereaux comme le quiscale
bronzé (Quiscalus quiscula) pourraient étre d’'importants hétes amplificateurs. Des moyens de
transmission non vectoriels entre oiseaux sont également possibles: voie féco-orale,
consommation de charognes infectées (Pradier et al., 2012; McVey et al., 2015).

Les vecteurs qui assurent la transmission épizootique du réservoir aviaire vers les hétes
accidentels (homme, cheval) sont distincts des vecteurs enzootiques. lls ne sont pas impliqués
dans le maintien du virus du fait de leur préférence de régime pour les mammiféres. Des études de
population et des études génétiques ont montré que I'espéce Culex pipiens est particuliérement
impliquée dans la transmission aux espéces culs-de-sac en Europe de I'Est. Les populations
préférant les oiseaux peuvent s’hybrider avec celles préférant les mammiféres, a l'origine de
vecteurs capables de se nourrir a la fois chez les uns et les autres. Ainsi, en climat tempéré, les
Culex pipiens amplifient le cycle enzootique en début de saison, puis servent de lien avec les
mammiféres en fin de saison quand les hybrides deviennent abondants (Pradier et al., 2012).

Migratory birds

Migratory birds

Introduction Spread Incidental hosts

Wild or domestic birds

Non strictly
ornithophilic mosquitoes

: Ampllfltlzatt;on = (Culex sp.)
' nzootic cycle between or bridge vectors
Direct reservoir hosts and (Aedessp.)?
transmission ornithophilic mosquitoes Culex sp. o
(oro-faecal)
Wild or i~ Wild or domestic birds
domestic birds | €

Long-term perpetuation

Potential

secondary
amplification
Other potential
Chronic infection : 5t ;
Ihictsorothars) Bontial Vert./ca/ transmission hc_)sts (s_qmrrels,
transmission in mosquitoes rabbits, alligators...)

Figure 22 : Cycle de transmission du virus West Nile (Pradier et al., 2012)

Les oiseaux sauvages jouent le rbole d’hdétes amplificateurs et constituent le réservoir viral; ceux qui ont un
comportement migratoire participent a lintroduction et a la dissémination du virus. Les oiseaux porteurs peuvent
transmettre le virus de fagon vectorisée (moustiques Culex sp.) ou directe aux autres oiseaux. La contamination
accidentelle des chevaux et des humains se fait par les moustiques ornithophiles non strictes qui font partie du cycle
enzootique d’amplification.
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Figure 23 : Expression clinique de la maladie de West Nile chez des oiseaux sensibles
(Jiménez de Oya et al., 2019)

La plupart des oiseaux infectés par le virus West Nile ne présentent pas de signes cliniques. Des signes observés chez
des especes sensibles, comme ici une pie bavarde (Pica pica) et une perdrix grise (Perdix perdix) infectées
expérimentalement, sont : une posture voussée, des plumes ébouriffées, la paralysie, 'anorexie, I'hypovigilance.

Plusieurs facteurs déclenchent les changements de distribution du virus West Nile : le
changement climatique, les mouvements et la biodiversité des populations aviaires, ainsi que les
modifications de I'environnement par 'lHomme.

D’'une part, le climat influence I'abondance et la biologie des vecteurs, car les
moustiques sont trés sensibles aux conditions climatiques a plusieurs étapes de leur cycle. Les
humains et les chevaux sont touchés en été essentiellement, car la reproduction et le
comportement des vecteurs sont limités par la température. Les infections des hbtes aviaires sont
réactivées a la saison des nids lorsque la température augmente. Les oiseaux quittant les nids
peuvent ensuite transporter 'agent pathogéne. Il existe une gamme optimale de températures pour
la transmission vectorielle, car 'augmentation de température accroit la vitesse de développement
viral chez les moustiques ainsi que les piqlres, mais également leur mortalité (Pradier et al., 2012;
McVey et al., 2015).

D’autre part, les mouvements migratoires des populations aviaires permettent de
véhiculer le virus sur de longues distances, pour ensuite le transmettre sur les sites de halte et de
reproduction. L’ARN viral peut persister dans les tissus et le sang des oiseaux pendant des mois,
surtout chez les passereaux. Certains oiseaux ont des réponses immunitaires incomplétes (pauvre
activité de neutralisation virale) qui pourraient assurer une transmission aux moustiques sur une
longue période, d’'une saison a l'autre (Pradier et al., 2012; McVey et al., 2015).

De plus, la diversité et I’hétérogénéité des hbtes aviaires jouent un roéle ambigu
dans la circulation du virus. Il est possible que la diversité de la faune sauvage permette une
dilution du virus, puisqu’au sein de la variété d’hétes chez lesquelles les moustiques se nourrissent
se trouvent des réservoirs pauvres (Pradier et al., 2012).

Enfin, la distribution des hbtes réservoirs et des vecteurs est impactée par la densité
humaine et par l'utilisation des territoires par 'lHomme, qui fagonne la couverture terrestre. La
détermination des liens entre variables environnementales et risque infectieux permet de
comprendre comment les changements induits par 'homme vont affecter les dynamiques de la
maladie au sein de la faune sauvage et chez les humains (Pradier et al., 2012). Par exemple,
d’aprés une étude menée au nord-est des Etats-Unis, I'urbanisation est un facteur de risque pour
la maladie, mais le risque ne dépend pas de la densité de population (Brown et al., 2008).
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Dans le cadre d’une surveillance intégrée de la circulation virale, les oiseaux sauvages font
I'objet de suivis. En particulier, I'Office Frangais de la Biodiversité et la Fédération Nationale des
Chasseurs encadrent I'évaluation de la mortalité au sein des espéces sensibles, ainsi que la
collecte de cadavres pour mener des autopsies et des RT-PCR en temps réel. Des suivis
sérologiques mensuels sur oiseaux sentinelles sont également possibles (Bahuon et al., 2016). La
surveillance est également assurée par le Laboratoire National de Référence des encéphalites
virales des équidés pour I'encéphalite West Nile, qui se trouve a 'Agence nationale de sécurité
sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (Anses) sur le site de 'Ecole nationale
vétérinaire d’Alfort.

b. Usutu

Le virus Usutu, moins connu que le virus West Nile, appartient au méme genre des Flavivirus et au
méme sérocomplexe (celui du virus de I'encéphalite japonaise). La séquence en acides aminés de
leur enveloppe protéique est proche. On connait huit lignages pour le virus Usutu. Son cycle de
transmission est proche de celui du virus West Nile, impliquant les mémes vecteurs (moustiques
du genre Culex principalement) et les mémes hétes d’amplification que constituent les oiseaux
sauvages. Les moustiques sont également responsables de la transmission virale aux humains et
aux chevaux qui sont des impasses épidémiologiques (Clé et al., 2018; Zannoli et Sambri, 2019).

La présence du virus Usutu a été mise en évidence chez plus de cinquante espéces
aviaires, dont une trentaine pouvant porter a la fois les virus West Nile et Usutu. Des espéces
migratrices européennes telles que le faucon crécerelle (Falco tinnunculus), la fauvette babillarde
(Sylvia curruca), la fauvette grisette (Sylvia communis) et le gobemouche noir (Ficedula
hypoleuca) seraient responsables de l'introduction du virus Usutu en Europe. D’autres espéces
résidentes comme la pie bavarde (Pica pica), le moineau domestique (Passer domesticus) et le
merle noir (Turdus merula) seraient a l'origine de sa dissémination. Le virus Usutu semble
présenter une pathogénicité plus importante pour les oiseaux européens en comparaison du virus
West Nile. En particulier, les merles noirs présentent le taux de létalité le plus élevé. Chez les
oiseaux sensibles a l'infection par Usutu, on rapporte des troubles nerveux centraux avec comme
manifestations cliniques une prostration, une désorientation, une incoordination motrice, ainsi
qu’une perte de poids (Clé et al., 2018; Zannoli et Sambri, 2019).

Chez 'Homme (Zannoli et Sambri, 2019), les infections a Usutu sont probablement sous-
diagnostiquées. Il semble que, comme pour West Nile, une majorité des infections soient
asymptomatiques, une partie provoquant tout de méme des symptémes modérés (fievre, éruptions
cutanées, maux de téte) voire sévéres (méningoencéphalites, polynévrites, paralysie faciale).

Les virus Usutu et West Nile co-circulent en Europe du Sud, mais la distribution du virus
Usutu s’étend vers I'Europe centrale et au nord-ouest, comme on peut le voir sur la figure 24.
Cependant, la co-circulation, en termes de vecteurs et d’hétes amplificateurs, implique qu'il est
possible que le virus West Nile se répande dans des zones ou seul Usutu a été observé et
inversement, voire que la circulation d’Usutu serait un moyen de prédire la transmission de West
Nile (Zannoli et Sambri, 2019). La diversité génétique des lignages européens est probablement
fagonnée par un maintien enzootique essentiellement, tandis que celle des lignages africains est
menée davantage par une migration étendue et l'introduction répétée de variants viraux de
différentes origines géographiques (Vilibic-Cavlek et al., 2020). La co-circulation de souches
génétiquement différentes, la survenue fréquente d’épizooties de mortalité aviaire et I'extension de
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I'aire de répartition d’'Usutu en Europe invitent a la vigilance et a inclure Usutu dans le dispositif de
surveillance établi pour West Nile (Clé et al., 2018).

Figure 24 : Distribution géographique des virus West Nile et Usutu en Europe (Zannoli et
Sambri, 2019)

Le virus West Nile circule essentiellement au sud de I'Europe (plage verte), tandis que le virus Usutu est plutét distribué
dans la partie ouest de I'Europe (plage rouge). On note un chevauchement des deux espaces de distribution qui indique
une co-circulation virale. Associée a la similarité antigénique et a la redondance des signes cliniques, cette co-circulation
complique le diagnostic.

B. Grippe aviaire

Les oiseaux sauvages sont porteurs de virus de grippe (influenza A), qu’ils sont susceptibles de
transmettre aux élevages aviaires se trouvant dans leurs couloirs de migration. Des virus
hautement pathogénes peuvent alors émerger dans les élevages infectés, avec des conséquences
économiques graves pour la production de volailles, mais également un potentiel zoonotique qui
en fait un enjeu de santé publique.

Les virus de grippe aviaire appartiennent a la famille des Orthomyxoviridae. Leur surface
comporte deux glycoprotéines majeures, 'hémagglutinine (H) et la neuraminidase (N), dont les
différentes combinaisons participent a la diversité de ces virus. L’accumulation de substitutions et
les réassortiments sont a l'origine de I'émergence de virus a potentiel pandémique (Li et al.,
2019).
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Les influenzavirus aviaires sont divisés en deux pathotypes basés sur la virulence observée
chez le poulet: faiblement ou hautement pathogéne. Les oiseaux aquatiques sauvages
(canards, oies, oiseaux de rivage, goélands) forment un réservoir naturel de plusieurs sous-types
d’influenzavirus, formés des combinaisons de seize hémagglutinines et neuf neuraminidases,
faiblement pathogénes. L’infection est souvent asymptomatique et bénigne chez les oiseaux
sauvages pour les virus faiblement pathogénes. Mais certaines espéces sensibles présentent des
signes cliniques, en particulier lors d’infection a une souche hautement pathogéne, avec parfois
des mortalités trés importantes (exemples en France : Fous de Bassan et Goélands en 2022,
Mouettes rieuses en 2023). (Office frangais de la biodiversité, 2023) Les oiseaux sauvages
infectés peuvent véhiculer les virus de grippe et les transmettre aux oiseaux domestiques par les
matieres fécales, les sécrétions respiratoires ou les plumes. Au cours de leur circulation dans les
élevages de volailles, les virus de type H5 et H7 dérivent et deviennent hautement pathogénes,
responsables de symptédmes chez les oiseaux de production allant d’'une diminution de la
production d’ceufs a une maladie systémique fatale (Chmielewski et Swayne, 2011).

Les virus d’Influenza A ont une préférence de récepteurs qui, chez les oiseaux, se trouvent
dans le tractus gastro-intestinal, tandis que chez les mammiféres ils se situent dans les voies
aériennes profondes. Ainsi, la possibilité d’'infection humaine par un virus aviaire est relativement
faible, puisqu’elle nécessite le passage d’'une quantité de particules infectieuses jusque dans les
voies respiratoires basses. De plus, les virus de grippe aviaire se répliquent a une température
haute (quarante degrés environ). Ainsi, ils ne devraient pas se répliquer chez des animaux a
température corporelle plus basse (autour de trente-sept degrés). Cependant, des mutations
localisées sur les protéines déterminant la spécificité de récepteur ou I'adaptation aux
températures permettent 'émergence de nouveaux sous-types. Par ailleurs, certaines espéces
sont impliquées dans la sélection de souches a potentiel pandémique, notamment les élevages de
porcs qui sont peu sensibles aux virus aviaires mais possédent beaucoup de récepteurs de type
humain, autorisant la sélection de mutations qui conférent une haute affinité des virus pour les
récepteurs humains (Li et al., 2019). Ainsi, les sous-types H5, H7 et N9 ont pu franchir la barriére
d’espéce et causer des infections humaines sporadiques (Chmielewski et Swayne, 2011),
répertoriées sur la figure 25.

Un facteur de risque majeur d’infection a une grippe aviaire pour ’homme est I’exposition
aux volailles dans des fermes ou des marchés aux oiseaux. En particulier, le sud de la Chine
est considéré comme un épicentre pour la génération de nouveaux variants aviaires, du fait d’'une
population importante d’oiseaux aquatiques et domestiques, et d’'une haute proportion de volailles
produites en arriere-cour et de fermes de petite taille autorisant les contacts directs fréquents entre
hommes et oiseaux. La proximité importante entre oiseaux et humains augmente le risque de
transmission du virus a 'homme via les aérosols et les vecteurs passifs (surfaces, vétements...).
L’infection humaine au H5N1 ou au H7N9 provoque généralement une maladie de type grippe
(syndrome fébrile et toux séche), mais les symptdmes peuvent étre plus séveres (pneumonie
sévere avec létalité importante). Les autres sous-types sont responsables de formes plus
modérées comme une inflammation du tractus respiratoire haut ou des conjonctivites
(Chmielewski et Swayne, 2011; Li et al., 2019).
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L’'impact des épidémies de grippe aviaire est donc a la fois économique et sanitaire. Si
la transmission de virus de grippe depuis le réservoir sauvage a ’homme est trés peu probable, les
oiseaux sauvages peuvent étre a l'origine de pandémies de fagon indirecte. La connaissance de
leur systéme immunitaire permet de comprendre leur résistance aux maladies véhiculées en
comparaison des oiseaux d’élevage, afin d’envisager des moyens de protéger les élevages et les
populations humaines.
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Figure 25 : Cas de grippe aviaire chez ’THomme (Li et al., 2019)

A : Transmission du virus de grippe depuis les populations aviaires sauvages aux oiseaux domestiques, puis
contamination de 'homme a partir des oiseaux domestiques

B : Nombre de cas humains de grippe H5 (rouge) et H7 (vert)

C : Chronologie des principales épidémies de grippe aviaire

Il existe d’autres maladies zoonotiques portées par les oiseaux sauvages, mais dont I'enjeu de
santé publique n’est pas aussi important que celui des maladies présentées. On peut citer en
exemples la maladie de Newcastle qui peut étre responsable de conjonctivites chez 'homme (UI-
Rahman et al., 2022), ou de rares cas de tuberculose associée au complexe Mycobacterium avium
touchant des personnes immunodéprimées (Soler et al., 2009).
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Synthése lll.1 : les oiseaux sauvages, de potentiels
réservoirs de danger pour ’lHomme

Les oiseaux sauvages peuvent véhiculer des agents pathogénes a potentiel zoonotique. Par
exemple, 'avifaune sauvage est un réservoir de virus West Nile et Usutu, qui se transmettent
a I'’Homme par voie vectorielle. C’est aussi un réservoir de virus grippaux transmissibles aux
élevages aviaires, au sein desquels ces virus évoluent et sont susceptibles de franchir la
barriere d’espéce et d’acquérir un potentiel pandémique. Comprendre le systéme immunitaire
aviaire est donc indispensable pour élaborer des stratégies préventives pour les élevages et
la santé publique.

2. La sensibilisation associée a la captivité en centre de soin et
en parc animalier

Les oiseaux sauvages peuvent se retrouver en captivité en différents contextes, comme la capture
a I'état sauvage et I'importation pour les parcs zoologiques, ou I'apport par des découvreurs dans
des centres de soins. Les oiseaux voyagent et découvrent un nouveau milieu de vie, ce qui génére
un stress. De plus, ils sont susceptibles de vivre en concentration supérieure a celle de I'état
sauvage. Des maladies infectieuses sont fréquemment observées chez les oiseaux détenus en
captivité, car leurs conditions de concentration (stress, surpopulation) pourraient favoriser une
immunodépression, et donc I'apparition de ces maladies qui sont moins rencontrées chez les
animaux sauvages. Par exemple, des prélévements réalisés au sein d’'une population de manchots
de Humboldt (Spheniscus humboldti) du zoo de Beauval (France) ont montré une incidence élevée
d’aspergillose et une forte contamination du milieu de vie a la fin de I'été (Cateau et al., 2022). En
revanche, on observe rarement de cas d’aspergillose dans les populations sauvages (Obendorf et
McColl, 1980; Uhart et al., 2020; Ewbank et al., 2021).

A. Infections courantes des oiseaux sauvages en milieux captifs

En captivité, les oiseaux peuvent développer des maladies infectieuses bactériennes, virales,
mycosiques ou encore parasitaires.

a. Infections bactériennes
La salmonellose, la mycobactériose, la chlamydiose et le botulisme sont des maladies fréquentes.

La présence de salmonelles dans l'organisme ne provoque pas forcément de signes
cliniques, certains porteurs asymptomatiques servant de réservoirs dans la voliere. Mais des
facteurs prédisposent a l'infection, comme des conditions climatiques défavorables, un stress
d’'importation et une absence de csecum. Dans ce cas les bactéries sont responsables d’une
septicémie mortelle. La transmission se fait essentiellement par voie orale, via une alimentation
souillée par des féces d'oiseaux atteints, en cas de mauvaises conditions d’hygiéne. Une
quarantaine des oiseaux suspects avec culture sur fientes permet de prévenir la propagation.
(Cubas, 1996; Schultz et al., 1996; André, 2005a)
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Des cas de mycobactériose ont été observés dans des concentrations d’oiseaux, par
exemple le manchot pygmée, le canard noir, le casoar et l'aigle nain en Australie. Les oiseaux
peuvent héberger des mycobactéries non tuberculeuses (Mycobacterium avium ou intracellulare)
mais les perroquets sont aussi sensibles aux tuberculoses bovine et humaine. Chez les oiseaux la
forme peut étre subclinique, aigué systémique (Iéthargie, anémie, prostration, diarrhée, parfois
dyspnée, troubles nerveux), ou plus classiquement chronique (amaigrissement, diarrhée, polyurie,
mauvais emplumement), parfois localisée (nodules buccaux, excroissances cutanées, granulomes
oculaires, lésions ostéoarticulaires ou encore génitales). La contamination a lieu par ingestion de
terre contaminée dans I'alimentation, d’ou I'importance de I’hygiéne et de limiter les contacts
avec les oiseaux libres. (Schultz et al., 1996; André, 2005a)

L’agent de la chlamydiose (Chlamydia psittaci) est hébergé chez plus de cent espéces
aviaires, mais les psittacidés sont particulierement sensibles, surtout les jeunes en cas de stress.
La maladie se traduit par une septicémie. La contamination se fait par inhalation de fines
poussiéres de selles contaminées et nécessite un contact étroit entre oiseaux. La densité en
voliéres doit donc étre limitée. Par ailleurs, le potentiel zoonotique invite a prendre des précautions
lors des manipulations. (Cubas, 1996; Schultz et al., 1996; André, 2005a)

Le botulisme est un enjeu pour les oiseaux aquatiques essentiellement, qui sont sensibles
a I'action des neurotoxines sécrétées par Clostridium botulinum. Les bactéries se développent sur
des cadavres d’animaux puis sont véhiculées par des asticots ou des poissons, secondairement
ingérés par les oiseaux. Les toxines provoquent une paralysie flasque ascendante et a terme une
détresse respiratoire. Les mesures de prévention sont un contrdle de la qualité de I'eau et du
niveau des bassins, le retrait rapide des cadavres, ainsi que le déplacement des oiseaux en bonne
santé des zones problématiques en cas de flambée. (Cubas, 1996; André, 2005a)

b. Infections virales

On décrira la maladie de Newcastle et la circovirose des psittacidés.

Le paramyxovirus responsable de la maladie de Newcastle est capable d’infecter un
grand nombre d’espéces. |l est transporté par les oiseaux en liberté et les porteurs inapparents
(moineaux, oiseaux migrateurs, psittacidés importés) et se transmet par voie féco-orale ou
respiratoire. Les symptdmes varient selon la virulence de la souche et I'état immunitaire de I'héte,
le stress ou une maladie concomitante étant des facteurs de risque. L'oiseau malade est abattu et
somnolent, puis développe des troubles respiratoires, digestifs, oculaires voire nerveux. Une
quarantaine est préconisée sur les importations pour limiter I'introduction de I'agent pathogéne.
L’échantillonnage des oiseaux en liberté sur les couloirs de migration ou les ilots de reproduction
aide a en déterminer le risque. L’identification des oiseaux exotiques importés pour combattre les
importations illégales est aussi un moyen d’éviter les introductions du virus. (Schultz et al., 1996;
André, 2005b)

La maladie du bec et des plumes, due a un circovirus, est significative au sein de la
famille des psittacidés puisque la Iétalité est importante. Le virus est transmis par les poussiéres
de plumes et peut provoquer une atrophie des plumes ou du bec. Une forme aigué est possible
chez le jeune, associant de la diarrhée, de I'abattement et des lésions du plumage. La forme
chronique est plus fréquente, se traduisant par des zones kératinisées anormalement brillantes
(absence de production de poudre par les plumes), un changement de coloration puis une
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dysplasie du plumage voire de I'alopécie, parfois des difficultés de préhension alimentaire a
cause de lésions du bec. Le décés survient a la suite d’une infection secondaire (aspergillose
notamment) favorisée par I’action immunosuppressive du virus (atteinte des macrophages,
destruction du tissu lymphoide). Afin de limiter le commerce d’oiseaux sauvages infectés, un test
d’hémagglutination peut étre effectué sur sang, sur fientes ou sur écouvillon cloacal. Un facteur
participant a la contamination environnementale est le relaché d’oiseaux malades par des
propriétaires. (Schultz et al., 1996; André, 2005b)

c. Infections mycosiques

L’aspergillose et la candidose aviaires sont les principales affections fongiques rencontrées chez
les oiseaux sauvages captifs.

L’aspergillose touche tous les oiseaux mais surtout les oiseaux d’eau, les manchots et les
psittacidés. Il s’agit d’'une maladie particulierement fréquente en captivité, dont I'agent principal est
Aspergillus fumigatus. L’agent ne se transmet pas de fagon directe ; les individus se contaminent
en inhalant des spores émises par le champignon dans le milieu de vie. Le stress favorise le
développement de I'agent mycosique, comme a la suite d’'un transport ou en cas de malnutrition,
de surpeuplement, de mauvaises conditions sanitaires. En plus de son action obstructive et
irritante, le champignon produit une mycotoxine immunosuppressive. L’atteinte est majoritairement
nasale, les cavités étant envahies par des filaments mycéliens. La colonisation peut aussi atteindre
les voies respiratoires plus profondes (trachée, sacs aériens, poumons). De plus, les champignons
détruisent les tissus et provoquent une réaction inflammatoire de I'héte qui se traduit par la
formation de granulomes. Enfin, comme les champignons ont un fort tropisme pour les vaisseaux
sanguins, il existe des formes multi-organiques de la maladie (atteinte osseuse, cérébrale,
cardiaque, oculaire, cutanée). On parle alors d’aspergillose invasive. La figure 26 illustre les
Iésions aspergillaires. Le contrble des voies d’approvisionnement en eau est nécessaire lutter
contre les contaminations. (Cubas, 1996; Schultz et al., 1996; André, 2005c; Melo et al., 2020)
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Figure 26 : Lésions macroscopiques d’aspergillose (Melo et al., 2020)
9

Des colonies fongiques sont visibles dans les sacs aériens (A : pétrel a menton blanc (Procellaria aequinoctialis) ; C :
cormoran néotrope (Nannopterum brasilianum)).

Les granulomes dans les poumons et les sacs aériens (B : mouette de Patagonie (Chroicocephalus maculipennis)) et
dans les reins et le péritoine (D : pétrel a menton blanc) ont un aspect blanc-jaunatre.

La candidose s’observe chez les passereaux et les psittacidés, I'agent principal étant
Candida albicans. Ces levures présentes en petites quantités dans le tube digestif des oiseaux
peuvent proliférer et devenir pathologiques a la faveur de circonstances favorisantes, comme une
baisse d'immunité, une antibiothérapie prolongée ou une hypovitaminose A. Les lésions qui se
développent alors sont des placards blancs a jaunes dans la cavité buccale, le pharynx, le jabot et
le gésier. L'oiseau est alors géné pour la préhension et la déglutition des aliments et s’amaigrit.
Une atteinte des cavités sinusales et des yeux est également possible. (André, 2005c)

d. Infections parasitaires

Les oiseaux captifs sont concernés par des protozooses et des nématodoses essentiellement.

La trichomonose touche les colombidés essentiellement, mais aussi les rapaces diurnes
et nocturnes et parfois les perruches. Ces protozoaires forment des plaques caséo-nécrotiques
jaunatres souvent accompagnées d’une surinfection bactérienne dans le tractus digestif,
responsables de régurgitations, de diarrhée et d’'une géne respiratoire. lls sont transmis par
contact direct ou via une alimentation souillée. La coccidiose touche plutét les jeunes oiseaux au
sein des passereaux, toucans et psittacidés. Elle s’exprime cliniquement a partir d’'une certaine
concentration intestinale, surtout dans le duodénum. La maladie prend généralement une forme
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chronique avec abattement, anorexie, anémie, diarrhée. Les coccidies sont transmises par les
aliments ou la boisson maintenus dans de mauvaises conditions d’hygiene. (Cubas, 1996; André,
2005d; Molina-Lopez et al., 2011)

Les ascarides sont des parasites du tube digestif des oiseaux vivant en voliere avec un
sol en terre. lls sont fréquents chez les psittacidés et les gallinacés. lls provoquent surtout de la
dysorexie et des régurgitations, parfois une occlusion mortelle en cas d’infestation massive. Les
capillaires parasitent le tube digestif des oiseaux et sont responsables d’une inflammation avec
une perte d’appétit, un amaigrissement, une anémie. Les gallinacés et les psittacidés sont
concernés ; les toucans sont particulierement sensibles. Enfin, une espece de trématode
(Robeiroia insignis) provoque des ulceres dans la paroi du ventricule et des gastrites
hémorragiques mortelles chez les manchots de Magellan. (Cubas, 1996; André, 2005d)

Les infections possibles en milieu captif sont susceptibles d’étre modulées par la sensibilité des
individus concernés.

B. Influence du stress lié a la captivité sur la sensibilité aux maladies

Le stress de la captivité, lié a la fois au transport, au nouveau milieu de vie, a la concentration, aux
modifications du régime alimentaire et a la présence d’étres humains, est susceptible de modifier
la sensibilité des oiseaux sauvages.

L’étude de Song et al. (2022) a mis I'accent sur la perturbation du microbiote intestinal
induite en réhabilitation. Des séquengages d’ARN 16S ont été réalisés sur des échantillons de
microbiote au sein de populations d’oiseaux migrateurs appartenant a six espéces protégées en
Corée du Sud, qui sont fréquemment réhabilitées. On constate que la diversité du microbiote est
significativement diminuée dans les premiers temps de la réhabilitation (figure 27) et n"augmente
pas a un niveau comparable a celui des oiseaux sauvages. La quantité de bactéries produisant
des acides gras a chaines courtes diminue, tandis que les bactéries pathogénes zoonotiques sont
plus nombreuses, indiquant une dysbiose induite par la réhabilitation. Par ailleurs, on observe que
la voie métabolique impliquée dans la dégradation des polluants aromatiques est significativement
dérégulée, suggérant une diminution de la quantité de microorganismes capables de dégrader les
polluants. Le changement de régime et d’habitat vécu par les oiseaux migrateurs sauvages est
donc responsable d’'une dysbiose. Cette altération induite pourrait affecter ’adaptabilité des
oiseaux sauvages a leur environnement naturel aprés leur relaché.
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Figure 27 : Modification de la composition du microbiote intestinal pendant la réhabilitation
(Song et al., 2022)

Un séquencage d’ARN16S a permis de déterminer I'abondance relative des espéces microbiennes au sein d’'une
population d’oiseaux appartenant a six espéces migratrices, qui sont réhabilités dans un centre.

La diversité microbienne alpha, intrinséque a chaque échantillon, traduit la biodiversité. La diversité microbienne beta,
obtenue par comparaison des échantillons entre eux, évalue la stabilité des écosystémes microbiens entre individus.

On constate une diminution de la diversité microbienne alpha au niveau du phylum (A) et du genre bactérien (B), ainsi
gu’une modification de la diversité microbienne beta (C) entre le statut sauvage et le relaché des oiseaux migrateurs.

Une étude de Steele et al. (2005) s’est penchée sur la flore entérique des oiseaux de mer
réhabilités dans des centres situés le long de la cote Pacifique aux Etats-Unis. A partir
d’écouvillons cloacaux pratiqués chez des oiseaux marins de seize espéces, dont le Guillemot de
Troil (Uria aalge) et le Goéland (Larus sp.), plus de vingt-cing espéces bactériennes Gram
négatives ont été identifiées, avec une antibiorésistance déterminée chez au moins la moitié
d’entre elles. Comme de nombreuses bactéries entériques zoonotiques sont transmises par voie
féco-orale, les oiseaux de mer des centres de réhabilitation constituent des sources d’agents
pathogénes. Or les animaux stressés par la maladie, la capture et la captivité sont plus
susceptibles de transférer des bactéries potentiellement pathogénes que les oiseaux libres en
bonne santé (Smith et al., 2002). Aussi les oiseaux de mer peuvent acquérir des bactéries
pathogénes dans les centres de réhabilitation puis, une fois réintroduits dans le milieu naturel,
propager des agents pathogénes potentiels aux populations d’oiseaux libres.

Plusieurs auteurs ont étudié I'antibiorésistance acquise en centres de soins. Ainsi I'étude
de Song et al. (2022) a mis en évidence une augmentation d’antibiorésistance d’Escherichia coli
(surtout pour la tétracycline et la ciprofloxacine) durant la réhabilitation, voire I'acquisition de
multirésistances pour certains oiseaux sauvages. Dans I'étude de Baros Jorquera et al. (2021), le
profil d’antibiorésistance aux céphalosporines, établi chez des animaux sauvages (incluant
mammiféres et oiseaux) admis dans un centre de soin au Chili, a montré une grande diversité de
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bactéries résistantes. Les animaux sauvages en captivité tendent a présenter des prévalences en
bactéries résistantes aux antibiotiques plus hautes que celles des oiseaux libres. De plus, d’aprés
Allen et al. (2010), I'antibiorésistance au sein des bactéries associées aux animaux sauvages est
corrélée avec la proximité des animaux avec les populations humaines. Or les animaux sauvages
et surtout migrateurs contribuent de fagon importante a la dissémination des génes
d’antibiorésistance. Certains oiseaux relachés pourraient donc disperser des bactéries résistantes
aux antibiotiques vers le bétail, les humains et les autres oiseaux. La possibilité de contribuer a
I’expansion de I'antibiorésistance aprés le relaché est donc a prendre en compte dans les
stratégies visant & mener une réehabilitation durable.

Ainsi le stress a non seulement un impact sur la sensibilité des individus en captivité, mais aussi
sur les populations libres au sein desquelles ils sont réintroduits.

En vue de limiter les infections chez les oiseaux, initialement sauvages, devenus captifs a
court ou a long terme, ainsi que le potentiel transfert d’agents pathogénes aux autres oiseaux
du centre, aux personnes y travaillant et aux oiseaux libres, des dispositions sont nécessaires au
sein du nouveau milieu de vie qui leur est proposé. D’aprés Cubas (1996), les voliéres doivent étre
pourvues de sols faciles a nettoyer et protégées des conditions climatiques délétéres. Le
surpeuplement est a éviter et I'hygiéne est indispensable pour prévenir les maladies. Steele et al.
(2005) recommandent de désinfecter régulierement les surfaces (plans de travail, poignées de
portes, couvertures, éponges...) et de loger les oiseaux séparément pour éviter le transfert de
nouveaux pathogénes aux oiseaux sensibles. De plus, une alimentation de bonne qualité et
équilibrée limite les déficits immunitaires et donc la sensibilité aux maladies (Cubas, 1996). Enfin,
la sensibilité des animaux étant influencée par le stress physiologique et psychologique impliqué
dans la réhabilitation (Thornton et al., 1998), des mesures peuvent étre entreprises pour
minimiser le stress pendant le processus de réhabilitation.

n centr in n parc animalier

Les oiseaux sauvages captifs des centres de réhabilitation ou de conservation sont sujets a
une sensibilisation associée a leur stress et a leur concentration, qui aboutit a des difficultés
de réadaptation au milieu naturel et a 'augmentation de leur potentiel de transfert d’agents
pathogénes, incluant des bactéries résistantes aux antibiotiques. Des mesures sanitaires et de
limitation du stress sont nécessaires pour limiter une immunodépression possiblement induite
par la captivité.
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3. Les pistes de prévention des maladies en avifaune sauvage

L’étude du systeme immunitaire des oiseaux a pour intérét d’améliorer la compréhension des
mécanismes impliqués dans le développement des maladies. Elle permet également d’élaborer de
nouveaux outils pour détecter la présence ou le passage des agents pathogénes chez les hétes
aviaires. C’est aussi un moyen essentiel pour produire des vaccins efficaces afin de protéger les
espéces sauvages, et de fagon indirecte les espéces qui sont en lien avec elles.

A. Développement d’outils pour pallier les difficultés diagnostiques

L’immunité spécifique a médiation humorale est exploitée a des fins diagnostiques pour les
maladies infectieuses des oiseaux. Cependant, la sérologie chez les espéces aviaires sauvages
et exotiques se heurte a un défaut de disponibilité en anticorps spécifiques de ces espéces.

Des recherches se penchent sur la pertinence d’utiliser un méme anticorps comme réactif
pour plusieurs espéces. Par exemple, une étude de Cray et Villar (2008) vise a déterminer s'il
existe des réactivités croisées entre les anticorps anti-lgY de poulet commercialisés et les
immunoglobulines d’espéces aviaires appartenant a plusieurs ordres, en particulier celui des
Psittacidés. Le Western blot a été utilisé sur des échantillons de plasma de différentes espéces
aviaires afin de quantifier leur réactivité avec des anticorps de lapin dirigés contre les IgY du
poulet, issus de deux laboratoires distincts. Les résultats ont ensuite été comparés avec la fraction
en gammaglobulines quantifiée par électrophorése protéique. Le Western blot utilisant 'un des
anticorps commercialisés a permis d’identifier les deux bandes protéiques correspondant aux
chaines lourde et Iégére des IgY de poulet chez une cinquantaine d’espéces issues de vingt et un
ordres aviaires. |l n'y avait pas de réactivité croisée observée pour l'anticorps issu du second
laboratoire, peut-étre a cause d’'une différence de mécanisme de purification. L’analyse
densitométrique montre une corrélation positive forte entre I'intensité en chaines légéres obtenue
au Western blot et la concentration en gammaglobulines obtenue par électrophorése. Les chaines
légéres semblent ainsi fournir 'essentiel de la réactivité croisée. Des différences de force de cette
corrélation indiquent une variabilité de la réaction croisée entre les différentes espéces aviaires. La
réactivité croisée de I'un des anticorps commercialisés avec de nombreuses espéces aviaires est
ainsi attestée, cependant elle varie en intensité d’'une espéce a l'autre. Le choix des anticorps
commercialisés pour effectuer les sérologies doit donc se baser sur une vérification de l'intensité
de réactivité chez 'espéce étudiée.

D’un autre c6té, des réactifs plus spécifiques de certains ordres aviaires sont développés afin
d’améliorer la détection des anticorps chez les espéces qui en font partie. Par exemple, une étude
de Fassbinder-Orth et al. (2016) se penche sur la réactivité d’'un nouvel anticorps anti-IgY de
passereau en la comparant a celle d’anticorps préexistants, a savoir des anticorps anti-IgY de
poulet et anti-IgY d’oiseau. Le nouveau réactif est un anticorps polyclonal de chévre produit en
utilisant du sérum et du jaune d’ceuf de quinze espéces issues de neuf familles au sein de l'ordre
des Passeriformes. Des essais d'immunoabsorption enzymatique (ELISA) ont été menés sur des
échantillons de quarante et une espéces issues de six ordres aviaires pour détecter les IgY totaux,
en utilisant le nouvel anticorps et les deux autres anticorps commercialisés. Au sein des familles
de passereaux testées, quatre-vingts pour cent ont réagi davantage avec les anticorps anti-
passereaux qu’avec les deux autres types d’anticorps, avec une meilleure réaction du sérum par
rapport au plasma. Certaines familles de I'ordre des Passeriformes réagissent peu pour les trois
types d’anticorps. Les anticorps anti-passereaux reéagissent aussi avec des échantillons issus
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d’espéces appartenant & d’autres ordres, mais pas davantage que les autres types d’anticorps. La
figure 28 montre lintensité de l'interaction des trois types d’anticorps avec les IgY des individus
testés au sein des familles et des ordres étudiés. L’étude montre ainsi que ces nouveaux anticorps
anti-passereaux sont a préférer dans les analyses immunologiques menées chez une grande
partie des espéces aviaires de la famille des passereaux, en utilisant plutdt le sérum pour mesurer
le taux d’anticorps sanguins. Elle met également I'accent sur les précautions a avoir dans
I'utilisation des anticorps secondaires a des fins de comparaison quantitative des taux
d’anticorps entre familles ou ordres différents, a cause des différences de détectabilité permises
par les anticorps secondaires au sein des différents groupes.
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Figure 28 : Variabilité d’interaction entre un anticorps secondaire spécifique de I’ordre des
Passeriformes avec les immunoglobulines de type Y d’oiseaux appartenant aux familles

membres de ce méme ordre, et avec celles d’individus issus d’autres ordres aviaires
(Fassbinder-Orth et al., 2016)

A- L’anticorps secondaire anti-lgY de passereau posseéde une sensibilité de détection supérieure a celle des autres
anticorps secondaires testés (anti-IgY de poulet ou non spécifiques) pour une majorité de familles au sein de I'ordre des
Passeriformes. Toutefois, on observe que la performance de l'interaction est variable d’une famille a I'autre.

B- De plus, I'anticorps secondaire spécifique de I'ordre des Passeriformes interagit aussi avec des oiseaux appartenant
a d’autres ordres, parfois sans différence significative de performance avec les autres anticorps secondaires.

Au bilan, le diagnostic sérologique des maladies chez les oiseaux exploite des anticorps aviaires
comme outils pour reconnaitre les anticorps produits par la réaction immunitaire chez les
différentes especes étudiées. Il est possible de choisir, comme anticorps secondaire, un anticorps
spécifiqgue d’une autre espéce, mais dont on a démontré une réactivité croisée importante chez
'espéce d'intérét. Si le cas n’est pas envisageable, il est préférable de se tourner vers un réactif
spécifique de I'ordre dont est issue I'espéce étudiée. De nouveaux réactifs sont mis au point pour
améliorer la détection au sein des différents ordres, et ainsi la fiabilité des comparaisons entre
especes.
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B. Modalités de réponse aux vaccins

Schijns et al. (2014) exposent les types de réponses obtenues selon le vaccin employé (inactivé
ou vivant), les facteurs influengant la mémoire immunitaire associée au vaccin, ainsi que le
principe et I'intérét de la vaccination dans I'ceuf.

e Vaccins vivants

Les vaccins vivants sont atténués par passage en culture tissulaire, afin de maintenir la possibilité
d’induire une réponse immunitaire, tout en évitant que le microorganisme provoque une maladie
ou une immunosuppression. La réponse a ce type de vaccin est influencée par le type de
microorganisme, le degré d’atténuation, la voie d’administration, le site de réplication, I'age et le
statut immunitaire de I'oiseau.

- Réponse innée : une réponse rapide est souhaitée lorsqu’on souhaite étre en mesure
d’exposer les individus a I'agent pathogéne d’intérét peu de temps aprés leur vaccination.
Certains vaccins utilisés en élevage avicole (maladies respiratoires virales, salmonellose,
coccidiose) induisent ce type de réponse.

- Médiation humorale : le type et le temps nécessaires a la réponse humorale dépendent
des micro-organismes impliqués et de la voie d’administration du vaccin. La réponse
anticorps systémique peut ensuite étre utilisée comme moyen de mesure du statut
immunitaire de la collectivité aprés la vaccination. Pour les maladies respiratoires virales
(maladie de Newcastle par exemple) une vaccination par voie muqueuse induit une
production locale d’immunoglobulines (IgA, IgM ou IgY) en plus de la production
systéemique. Pour la salmonellose et la coccidiose, la réponse locale est méme plus
importante que la réponse sérique.

- Médiation cellulaire : ce type de réponse présente un intérét pour protéger contre les
pathogénes intracellulaires. Une réponse de type Th1 est observée en cas de vaccination
contre la maladie de Newcastle, la coccidiose ou la salmonellose. Il a été montré (Russell
et al., 1997) que des oiseaux dépourvus de lymphocytes B vaccinés contre la maladie de
Newcastle peuvent résister a la maladie, suggérant un réle des lymphocytes T cytotoxiques
dans I'immunité vaccinale.

e Vaccins inactivés

En comparaison des vaccins vivants, les vaccins a antigéne non-réplicatif (surtout purifiés ou
recombinés) sont moins immunogénes et sont donc formulés essentiellement avec des adjuvants
de potentialisation. L’antigeéne non-réplicatif reconnu par les lymphocytes T et/ou B détermine la
spécificité de la réponse immunitaire. |l existe plusieurs types de formulations potentialisatrices qui
déterminent d’autres caractéristiques de la réponse immunitaire, comme le début, 'amplitude, la
durée, la qualité (Th1, Th2, associée a un lymphocyte T régulateur), la dominante humorale et/ou
cellulaire, ainsi que le niveau des réactions systémiques et locales. L'adjuvant permet également
de réduire la quantité d’antigéne, de produire une voie particuliére d’administration ou de garantir
une réponse chez les hétes &geés ou immunologiquement immatures. Les vaccins inactivés
induisent eux aussi une réponse innée et a lymphocytes T, en revanche ils sont moins efficaces
que les vaccins vivants pour induire une protection locale. lls sont particulierement intéressants
avant une période de ponte pour stimuler I'immunité induite par une primo-vaccination avec un
vaccin vivant, ou pour conférer une immunité a la descendance via les anticorps maternels.
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La stimulation et la durée de la mémoire immunitaire dépendent du type de vaccin employé
(vivant ou inactivé adjuveé), de la voie d’administration, de I'age et du statut immunitaire de I'oiseau
au moment de la vaccination.

Il est possible d’administrer des vaccins par injection dans I'ceuf, en insérant une aiguille a
son extrémité, durant les derniéres étapes du développement embryonnaire. Le site d’inoculation
varie selon le stade de développement au moment de la vaccination ; le plus souvent il s’agit du
liquide amniotique ou d’une région de I'embryon. Ce moyen ne comporte pas d’effet indésirable
sur I'éclosion. Le mécanisme de protection aprés éclosion est imparfaitement compris mais semble
impliquer a la fois 'immunité innée et 'immunité adaptative. La vaccination in ovo semble étre
efficace lorsqu’elle est effectuée passés quatorze jours d’incubation ; en pratique elle est réalisée a
dix-huit jours, lorsque tous les composants du systéme immunitaire sont en place pour élaborer
une réponse importante. Ce moyen de vaccination est efficace pour protéger simultanément
plusieurs individus, par rapport aux injections sous-cutanées. |l permet également d’uniformiser les
doses administrées. Mais il est économiquement viable seulement pour de grandes couvées, ce
qui est le cas des élevages mais pas celui des populations sauvages libres ou captives.
Néanmoins, des machines semi-automatiques peuvent faciliter I'utilisation pour des effectifs
réduits. Des exemples de vaccins pouvant étre administrés in ovo sont ceux protégeant contre la
maladie de Newcastle (recombinés a partir d’'Herpésvirus de dinde ou de virus de variole aviaire)
et ceux conférant une protection contre la coccidiose (recombinés ou vivants). Le tableau Il
recense les formulations vaccinales protégeant contre d’autres exemples de maladies.

Tableau Ill : Formulations vaccinales disponibles pour administration in ovo
(Schijns et al., 2014)

Formulations utilisées in ovo

Maladie de Marek Sérotypes 1,2 et 3
Maladie de Gumboro Recombinant (Herpésvirus de dinde)
Laryngotrachéite infectieuse Virus de virulence légére a modérée et complexe anticorps ;

recombinant (Herpésvirus de dinde)

Poxvirus Vaccins de variole aviaire issus de culture tissulaire

Maladie de Newcastle Vaccin vectorisé (virus de variole aviaire)

Grippe aviaire Recombinant (Herpésvirus de dinde)

Coccidiose Recombinant (Herpésvirus de dinde) ; oocystes vivants d’Eimeria spp.

|Le tableau présente des exemples de vaccins pouvant étre administrés in ovo.

La compréhension du systéme immunitaire chez les oiseaux sauvages est fondamentale pour
développer des vaccins adaptés aux populations que I'on souhaite protéger. Des essais de
vaccination contre certaines maladies infectieuses sont pratiqués et nuancent les propriétés des
réponses immunitaires des oiseaux.
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C. Essais de vaccination

Des vaccins ont été développés dans l'objectif de protéger les populations aviaires sauvages
contre des maladies d’intérét, en particulier la maladie de West Nile, la grippe aviaire et
I'aspergillose. Les essais expérimentaux mettent en évidence les difficultés associées a la mise en
ceuvre d'un plan de vaccination d’espéces sauvages.

a. West Nile

Jiménez de Oya et al. (2019) exposent l'intérét et les progrés réalisés en matiére de vaccination
contre la maladie de West Nile. Pour linstant, des vaccins contre le virus West Nile ont été
autorisés uniquement pour les équidés. L'utilisation de vaccins aviaires pourrait étre bénéfique a la
fois pour les oiseaux domestiques et sauvages. En particulier, ces vaccins pourraient étre
employés chez des espéces menacées au sein de centres de réhabilitation et de réserves de
faune sauvage, ou de zoos. Le contréle de l'infection par le virus West Nile permettrait par ailleurs
de prévenir son expansion pour limiter les épizooties.

Les objectifs d’un vaccin sont d’induire une protection de préférence stérilisante et de
longue durée, ainsi qu’'une immunité collective, et une absence d’effets indésirables. Des
vaccinations expérimentales ont été pratiquées a partir de formulations diverses (atténuées,
inactivées, a virus recombinants...) chez des oiseaux domestiques et sauvages, d’espéces et ages
différents, selon plusieurs voies et schémas d’administration. Le nombre d’oiseaux inclus dans les
études était souvent bas en raison de considérations logistiques et éthiques. La vaccination
semble toutefois induire des réponses immunitaires humorales et plus probablement cellulaires.
Elle réduit les signes cliniques, les Iésions, la virémie, I'excrétion virale et surtout la mortalité
associée a la maladie. En revanche, I'immunité obtenue n’est pas stérilisante, puisqu’une
réplication virale est détectée chez certains oiseaux vaccinés. Cependant, dans beaucoup de cas,
la virémie atteint un niveau inférieur a ce qui est considéré nécessaire pour que l'individu soit un
réservoir compétent, méme si pour certains vaccins testés il a été nécessaire d’employer deux ou
trois doses pour obtenir cet effet. Les effets des formulations vaccinales sur la production
d’anticorps et la virémie chez les espéces sauvages sont regroupés dans le tableau IV. En outre,
une transmission virale horizontale n’a pas été observée chez les oiseaux vaccinés, pour lesquels
I'excrétion virale et la présence de virus dans les plumes sont réduits. Ceci est en faveur de
linduction d’une immunité collective qui préviendrait la maintenance du virus dans
'environnement et ainsi son expansion. Dans la majorité des cas, on n’a pas rapporté d’effets
secondaires, en dehors d’une inflammation locale au niveau du site d’administration pour certains
adjuvants vaccinaux. (Jiménez de Oya et al., 2019)

L’article souléve les problématiques associées a la vaccination d’especes sauvages.
D’une part, toutes les espéces ne constituent pas des cibles intéressantes pour une campagne de
vaccination, car certaines ne sont pas impactées cliniquement par l'infection et/ou jouent un réle
minime dans I'écologie du virus. Les essais vaccinaux ciblent essentiellement la famille des
Corvidés, mais aussi des rapaces (Falconidés, Accipitridés), des oiseaux de proie nocturnes
(Strigidés, Tytonidés) et des membres d’autres familles (Phoenicoptéridés, Sphéniscidés, Gruidés,
Turdidés, Cathartidés, Phasianidés, Anatidés). Pour la majorité, la mortalité associée a la maladie
de West Nile a été décrite et certaines sont en relation avec I'expansion virale et la réintroduction
au sein de différentes zones géographiques associées a leur comportement migratoire. Les essais
vaccinaux tiennent compte de préoccupations économiques, mais également environnementales,
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en particulier lorsqu’il s’agit de vaccins formés a partir de virus vivant atténué ou génétiquement
modifié. D’autre part, le plus gros obstacle a la mise en ceuvre d’un plan de vaccination en
avifaune sauvage est I'accessibilité des espéces ciblées. Ce probleme pourrait étre contourné si
on parvient a établir une immunité collective, de préférence au moyen d’une vaccination orale avec
des appéats. Mais au travers des expériences, ce moyen d’administration s’est montré inefficace
pour conférer une protection.

Tableau IV : Evaluation de 'efficacité de vaccins contre la maladie de West Nile chez des
oiseaux sauvages d’espeéces diverses (Jiménez de Oya et al., 2019)

Vaccins administrés Oiseaux concernés Résultat

Type Adjuvé Voie Famille Espéce Anticorps  Virémie < SDC
Virus non SC Corvidés Corvus ossifragus oui® non
chimérique
Recombinant non IM Corvidés Aphelocoma oui non
a vecteur viral california

Falconidés Falco sp. oui® oui
Sous-unitaire oui SC* Corvidés Pica pica oui® oui
recombinant
Protéine oui IM Anatidés Branta sandvicensis oui NA
recombinante
Virus complet oui IM  Phcenicoptéridés Phcenicopterus oui NA
inactivé chilensis

Phcenicopterus ruber
Accipitridés Buteo jamaicensis oui NA
Parabuteo unicinctus
Accipiter cooperii
Buteo swainsoni

Haliaeetus
leucocephalus

Aquila chrysaetos
Falconidés Falco mexicanus oui NA
Falco peregrinus
Corvidés Corvus corax oui NA
Cathartidés Cathartes aura oui NA
Strigidés Otus kennicottii oui NA
Bubo virginianus

Sphéniscidés Spheniscus oui’ NA
humboldti

Spheniscus
magellanicus

Spheniscus
demersus
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ADN

Tytonidés

oui IM Corvidés

Accipitridés
Cathartidés

Sphéniscidés

oui OR Corvidés

non IM Corvidés

Turdidés
Falconidés

non OR Corvidés

Eudyptula minor

Eudyptes
chrysocome

Pygoscelis papua
Athene cuninularia
Tyto alba

Aphelocoma
californica

Aphelocoma
brachyrhynchos

Buteo jamaicensis
Vultur gryphus

Gymnogyps
californianus

Spheniscus
humboldti

Spheniscus
magellanicus

Pygoscelis papua

Eudyptes
chrysocome

Corvus ossifragus

Corvus
brachyrhynchos

Turdus migratorius
Falco sp.

Corvus
brachyrhynchos

oui

oui

oui

oui

oui

oui

o

oui

oui
oui

non

NA

non

NA
NA

NA

NA

non

non
oui

non

Le tableau présente les effets de différentes formulations vaccinales sur la production d’anticorps et la virémie chez des
espéces sauvages.

SC = sous-cutanée ; IM = intramusculaire ; OR = orale ; NA = non applicable ;
< SDC = inférieure au seuil de compétence
*une seule injection ; °pas chez tous les individus

Ainsi cet article précise que certains inconvénients doivent étre résolus avant de pouvoir
mettre en place la vaccination aviaire, notamment le colit par rapport a certaines espéces pour
lesquelles le pouvoir pathogéne est faible, ou la difficulté d’obtenir une immunité collective chez
les oiseaux sauvages en liberté. Néanmoins, la mise a disposition de vaccins aviaires efficaces
contre le virus West Nile apporterait une grande aide, en particulier lors d’épizooties, puisque les

oiseaux sont hotes naturels du virus.
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b. Influenza aviaire

L’influenza aviaire hautement pathogéne (IAHP) est une maladie réglementée contre laquelle on
ne vaccine pas en Europe, ou l'on préfére des mesures drastiques de confinement de longue
durée et d’abattage en masse en cas d’épizootie. Cependant, ces mesures vont a I'encontre des
programmes de sauvegarde, en particulier concernant les espéces protégées des zoos. C’est
pourquoi la directive européenne de 2005 autorise une vaccination contrélée pour certaines
espéces captives des zoos. Il s’agit d'une mesure préventive supplémentaire contre 'expansion de
virus H5N1 & partir des oiseaux libres, en association avec une réduction des mesures de
confinement, a la condition d’'un respect strict des exigences de biosécurité et de surveillance
(Philippa et al., 2007; Vergara-Alert et al., 2011).

Des essais vaccinaux ont été pratiqués a partir d’'un vaccin commercial inactivé dirigé
contre le virus de grippe aviaire H5N2 (souche A/duck/Pottsdam/1402/86), dont la séquence
nucléotidique est homologue a 90% de celle du géne de 'hémagglutinine de la souche hautement
pathogéne de H5N1 (A/turkey/Turkey/1/05) alors circulante. On évalue la réponse humorale en
titrant les anticorps spécifiques dirigés contre H5 par un test d’inhibition de ’'hémagglutination, puis
on établit une moyenne géométrique des titres pour chaque espeéce.

L’étude de Philippa et al. (2007) évalue la sécurité et I'efficacité d’un tel vaccin au
sein d’'une sélection large d’espéces aviaires de plusieurs ordres, issues d’'une dizaine de zoos
hollandais. Plus de trois mille oiseaux sont vaccinés, par voie sous-cutanée, en adaptant la dose
au poids moyen de chaque espéce, via deux injections espacées de six semaines. Il en résulte
que le vaccin est immunogéne chez les espéces testées, et qu'un rappel vaccinal est nécessaire
pour produire des titres en anticorps élevés, ou suffisants pour étre protecteurs (supérieurs a
quarante, soit une hémagglutination négative pour une dilution d’au moins 1/40). Les titres en
anticorps induits par le vaccin contre la souche de grippe H5N1 sont trois fois plus bas que les
titres en anticorps dirigés contre H5N2, mais le vaccin montre une efficacité chez plus de soixante
pour cent des oiseaux testés. Les auteurs ont toutefois noté une différence de réponse entre et
au sein des ordres taxonomiques, que I'on peut observer sur la figure 29. En particulier, trois
ordres semblent montrer une réponse anticorps plus faible (Pelecaniformes, Passeriformes,
Colombiformes). De plus, la longévité des titres sériques en anticorps vaccinaux est inconnue chez
les especes étudiées. Enfin, les auteurs soulignent que, malgré une réduction du risque d’infection,
de la morbidité, la mortalité et I'excrétion virale, la vaccination peut retarder la détection de
l'infection, et sa mise en ceuvre s’accompagne de pertes en raison du stress de la capture des
oiseaux.
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Figure 29: Réponse immunitaire humorale observée pour chaque ordre aviaire aprés
vaccination contre H5N2 (Philippa et al., 2007)

Les barres bleues indiquent le pourcentage d’'oiseaux ayant des titres en anticorps post-vaccinaux supérieurs a quarante
(hémagglutination négative pour une dilution d’au moins 1/40), pour chaque ordre. Les lignes rouges verticales
correspondent aux intervalles de confiance a 95% des moyennes géométriques de titres de chaque ordre, tandis que les
lignes horizontales correspondent a ceux des moyennes de poids. Le nombres d’'oiseaux testés pour chaque ordre est
écrit en noir. On constate que les réponses humorales différent entre les ordres et que les intervalles des titres moyens

sont plus ou moins larges d'un ordre a l'autre, indiquant une variabilité de réponse entre et au sein des ordres
taxonomiques.

L’étude de Dolka et al. (2016) évalue la réponse immunitaire induite par le méme
vaccin chez le cygne tuberculé (Cygnus olor), qui est particulierement sensible au virus de grippe
aviaire H5N1. Dans les programmes de surveillance pour linfluenza aviaire, cette espéce est
considerée comme sentinelle, c’est-a-dire un indicateur épidémiologique. La réponse anticorps est
comparée a celle de pigeons bisets (Columba livia), dont la sensibilité a I'infection au H5N1 est
différente, et dont le réle dans I'écologie du virus est remis en question. La encore, le vaccin est
immunogene mais les titres obtenus difféerent de fagon significative entre les deux espéces,
comme on peut le voir sur la figure 30. Par ailleurs, le vaccin ne provoque pas d’effet sur la

prolifération lymphocytaire, analysée dans cette étude pour évaluer la réponse a médiation
cellulaire.
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Figure 30 : Réponse immunitaire humorale observée chez le cygne tuberculé et le pigeon
biset (Dolka et al., 2016)

Les lettres a et b indiquent une différence significative des titres en anticorps post-vaccinaux entre le groupe des cygnes
(Cygnus olor) et celui des pigeons (Columba livia) au cours des huit semaines, sur la base du test de Kruskal-Wallis.

D’autres essais sont réalisés cette fois a partir d’'un vaccin inactivé dirigé contre H5N9.
L’étude de Bertelsen et al. (2007) montre des différences significatives de réponse sérologique au
sein des ordres et des espéces, a prendre en compte dans les stratégies de prévention pour les
collections zoologiques. Selon les auteurs, la réponse immunitaire pauvre de certaines espéces
peut suggérer d’employer des mesures additionnelles ou alternatives. L’'étude de Vergara-Alert
et al. (2011) fait suivre une primovaccination contre H5N9 par un rappel avec un autre vaccin de
valence H5N3. Pour certains ordres taxonomiques, les deux vaccins employés (H5N9 et H5N3)
ont provoqué la production de titres élevés en anticorps dirigés contre H5. Pour d’autres,
notamment les Psittaciformes, il 'y a pas de réponse anticorps a la vaccination contre HSN9 ou
H5N3 utilisée seule. En revanche on détecte la production d’anticorps, a faibles titres, quand on
effectue une vaccination utilisant successivement les vaccins hétérologues. D’autres ordres
présentent une augmentation intéressante des titres en suivant une vaccination hétérologue plutét
qu’une vaccination simple, comme les Galliformes et les Struthioniformes. La figure 31 montre
I'effet de la vaccination contre H5N3, seule ou précédée par une primovaccination contre H5N9,
sur la production d’anticorps anti-H5 chez les ordres aviaires étudiés. Une stratégie vaccinale
fondée sur I'administration successive de vaccins hétérologues pourrait représenter la
meilleure alternative pour protéger plus largement des espéces de valeur et/ou menacées contre
des virus d’influenza aviaire hautement pathogéne.

Page 75




N
@
=]

nN
'Y
o

e
& 200
< £
§ 3
£ 160 E
c 7 s
; 2 i
i 120 b H
: % :
2
§ 80 t / ]
8 % §
40 3
J e a a
" A e,
0 3 9 0 3 9
Weeks after H5N3 first dose Weeks after HSN3 first dose

| Anseriformes @ Falconiformes 0O Galliformes @ Pelecaniformes W Anseriformes @ Falconiformes 0O Galliformes O Pelecaniformes
0O Phoenicopteriformes [ Psittaciformes O Struthioniformes 0 Phoenicopteriformes 0O Psittaciformes 0 Struthioniformes

Figure 31 : Effet de ’'administration successive de vaccins hétérologues sur la production
d’anticorps dirigés contre H5N3 (Vergara-Alert et al., 2011)

Protocole A : vaccination contre H5N3 seulement

Les titres moyens en anticorps anti-H5 sont importants chez les Galliformes, les Pelecaniformes et les Falconiformes a
neuf semaines de I'administration du vaccin contre H5SN3. Les oiseaux des autres ordres taxonomiques présentent des
titres inférieurs a 32 (hémagglutination positive pour une dilution inférieure a 1/32), c’est-a-dire que la vaccination n’est
pas efficace chez ces individus.

Protocole B : vaccination contre H5N3 a la suite d’une primovaccination contre HSN9

A neuf semaines de la vaccination contre H5N3, les titres moyens en anticorps anti-H5 obtenus pour les Galliformes
sont nettement supérieurs a ceux obtenus en suivant le protocole A. Les Struthioniformes et les Psittaciformes, qui
possédaient des titres faibles avec le protocole A, présentent ici des titres importants. En revanche, les titres des
Pelecaniformes et des Falconiformes ont chuté par rapport a ceux obtenus en A. Le protocole B s’avére intéressant pour
stimuler la production d’'anticorps chez les Galliformes, les Struthioniformes et les Psittaciformes.

c. Aspergillose

L’aspergillose est une infection respiratoire courante causée par Aspergillus fumigatus, un
champignon saprophyte et ubiquitaire, qui provoque des lésions dans les poumons et les sacs
aériens. La sensibilité clinique est variable selon les espéces, le taux de mortalité étant
particulierement élevé chez la dinde et le manchot. Le réle du microbiote intestinal dans le
contréle de la maladie a été exploré chez ces deux espéces, dans I'objectif de mettre au point un
vaccin qui exploite I'axe microbien entre intestins et poumons (Mateos-Hernandez et al., 2020;
Thorel et al., 2022).

Dans le cas d'une infection par Aspergillus fumigatus, les oiseaux synthétisent des
anticorps dirigés contre le galactose-alpha-1,3 (a-Gal), un glycane exprimé a la surface du
champignon, que I'on retrouve chez d’autres agents pathogénes (Plasmodium sp., Leishmania sp.,
Trypanosoma cruzi...). Les oiseaux n’étant pas capables de synthétiser I'alpha-Gal en raison
d’'une inactivation fonctionnelle du géne alpha1,3-galactosyltransférase (a1,3-GT), ils peuvent
produire de hauts titres en anticorps anti-a-Gal en réponse a la stimulation antigénique par des
bactéries du microbiote intestinal (Thorel et al., 2022).
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Une premiéere étude (Mateos-Hernandez et al., 2020) explore l'effet d’'une administration
orale de bactéries Escherichia coli O86:B7, qui expriment fortement I'a-Gal a leur surface, et celui
d’'une immunisation avec l'a-Gal utilisé comme antigéne. Pour ce faire, on infecte
expérimentalement des dindes (Meleagris gallopavo) avec le champignon et on note les signes
respiratoires indicateurs d’aspergillose. On détermine les titres en anticorps IgY et IgA anti-o-Gal
par ELISA indirect, ainsi que la production de différentes cytokines par PCR quantitative d’ARN
messager. Enfin, des autopsies permettent d’analyser les lésions pulmonaires et de quantifier la
croissance du champignon dans les poumons. Il est ainsi mis en évidence que I'administration
orale d’E. coli O86:B7 a un effet protecteur sur les dindes contre le développement de
I'aspergillose, qui se manifeste par une moindre inflammation pulmonaire et une limitation de la
croissance fongique. Les résultats sont visibles sur la figure 32.
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Figure 32 : L’administration orale de E. coli 086:B7 protége les dindes contre I’aspergillose
(Mateos-Hernandez et al., 2020)

A : L’administration de E. coli O86:B7 prévient contre la respiration bec ouvert observée lors d’aspergillose.

B : Granulomes pulmonaires, gradés de 0 a 3 en fonction de leur volume = score Iésionnel.

C : Les dindes traitées avec E. coli O86:B7 présentent un score lésionnel inférieur a celui des dindes non traitées.

D : Inflammation péribronchique et présence de granulomes a I'échelle microscopique, gradés de 0 a 3 = score
microlésionnel (coloration hémalun-éosine-safran).

E : Présence d’hyphes dans les poumons, gradés de 0 a 3 = score de colonisation (coloration acide périodique-schiff).

F et G : Les dindes traitées avec E. coli O86:B7 présentent des scores microlésionnels et de colonisation inférieurs a
ceux des dindes non traitées.

H et | : Les dindes traitées avec E. coli O86:B7 ne présentent pas de modification significative de comptage de colonies
ni de quantité d’ADN aspergillaires.
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L’administration orale de E. coli O86:B7 ne s’accompagne pas d’'une augmentation
des titres en anticorps IgY anti-a-Gal, mais d’'une diminution des titres en IgA anti-o-Gal dans
les poumons, montrée sur la figure 33. L’hypothése concernant le mécanisme impliqué est la
multiplication de lymphocytes T régulateurs spécifiques de I'a-Gal dans les intestins, induite par
le microbiote exprimant ce méme glycane, capables de migrer jusqu’aux poumons et d’induire une
tolérance au glycane de surface du champignon. Au contraire, I'immunisation par un vaccin
antigénique utilisant 'a-Gal conduit a une augmentation de la quantité de champignons dans les
poumons. |l se pourrait que la liaison des anticorps IgY a la surface d’A. fumigatus permette de
bloquer I'activité de lyse par le complément, et constitue ainsi une stratégie d’échappement de
I'agent pathogéne au systeme immunitaire de I'oiseau.
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Figure 33 : L’administration orale de E. coli 086:B7 induit une diminution des titres en IgA

anti-a-Gal dans les poumons, corrélée aux Iésions observées lors d’aspergillose
(Mateos-Hernandez et al., 2020)

A : Les dindes traitées avec E. coli O86:B7 présentent une réduction de leurs titres en IgA anti-a-Gal pulmonaires.
B : Une concentration importante en IgA anti-a-Gal dans les poumons des dindes infectées est corrélée avec un score
Iésionnel élevé.

De plus, 'immunisation contre I'a-Gal favorise le développement de granulomes
pulmonaires, suggérant un réle pro-inflammatoire des IgA anti-a-Gal. En formant une barriére
autour de l'agent pathogéne, les granulomes préviennent contre sa dissémination au sein de
I'héte, mais empéchent également son élimination totale par le systéme immunitaire. Par ailleurs,
la présence de granulomes provoque des dysfonctions pulmonaires a 'origine des signes cliniques
de défaillance respiratoire. L’administration orale de E. coli O86:B7 réduit leur fréquence et leur
sévérité, ce qui suggeére linduction d’'une tolérance immunitaire par le microbiote intestinal au
sein des poumons, en empéchant l'activation de génes codant pour des cytokines pro-

Page 78



inflammatoires (IL2, IL6, IFN-y) et en diminuant la quantité d’anticorps anti-a-Gal produits en
réponse a l'infection par A. fumigatus.

Cette étude propose donc l'emploi d'une vaccination fondée sur [Iutilisation de
probiotiques exprimant I’'alpha-Gal pour moduler I'immunité associée au glycane, tout en évitant
les effets négatifs des vaccins conventionnels qui utilisent I'a-Gal comme antigene.

Dans une seconde étude (Thorel et al., 2022) des bactéries Escherichia coli Nissle
(exprimant de hauts niveaux d’a-Gal) sont administrées oralement a des manchots de Humboldt
(S. Humboldti) pour tester si cela permet de moduler 'immunité anti-a-Gal dans cette espéce
également.

Les auteurs conduisent d’abord une analyse du microbiote intestinal des manchots
qui révele la présence de génes a1,3-GT. lIs détectent ensuite la présence d’anticorps naturels
anti-o-Gal et d’IgY anti-Aspergillus dans les ceufs, montrant que ces anticorps sont transmis de la
meére aux jeunes, sans pour autant assurer qu’ils exercent une fonction protectrice. Puis ils
vaccinent oralement une dizaine de manchots, contre un placebo de méme effectif, et quantifient
les réponses anticorps contre E. coli Nissle et contre 'a-Gal par ELISA indirect ou compétitif a un
mois et a trois mois post-vaccination. lls établissent en paralléle le statut des manchots vis-a-vis de
I'aspergillose a partir d’éléments cliniques et paracliniques. Au cours des trois mois de I'étude, les
fractions protéiques et les résultats de tomodensitométrie assurent que les manchots n’ont pas
développé d’'aspergillose, permettant d’'attribuer les différences observées concernant les titres en
anticorps post-vaccination a un effet du vaccin oral par rapport au placebo.

Chez le groupe vacciné, les auteurs ont trouvé une corrélation positive entre les
quantités d’'IgY anti-a-Gal et celles d’lgY anti-E. coli qui suggéere que la réponse immunitaire a I'a-
Gal est associée a celle induite par E. coli.

L’administration orale de E. coli Nissle n'est pas associée a une modification
significative des titres en IgY anti-a-Gal, en revanche elle est associée a une diminution
significative en anticorps anti-a-Gal totaux. Cette différence de résultat avec celui de I'étude
précédente peut étre expliquée par : les espéces aviaires choisies, la dose de bactéries (deux
administrations par semaine pendant trois semaines dans cette étude, contre trois administrations
dans [l'étude précédente), ou encore la localisation cellulaire de [I'épitope de [l'a-Gal
(lipopolysaccharide, capsule, glycoprotéine). Les résultats suggérent, chez E. coli Nissle, une
expression de I'épitope dans une fraction cellulaire non accessible au systéme immunitaire pour
pouvoir induire une augmentation significative de la production d’anticorps anti-a-Gal.

Néanmoins, en mesurant les fractions pré- et post-vaccinales en pré-albumine, les
auteurs mettent en évidence une diminution de cette fraction chez le groupe placebo, et pas chez
le groupe vacciné. lIs retiennent donc I'’hypothése d’'une stimulation de I'immunité cellulaire par
le vaccin.

Une immunisation par probiotique exprimant I'a-Gal semble donc présenter un intérét
également chez le manchot de Humboldt, bien que les mécanismes d’action soient imparfaitement
compris. Cette possibilité ouvre des pistes pour protéger les espéces sauvages contre d’autres
agents pathogénes exprimant I'a-Gal.
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e Les récents essais vaccinaux proposent des protocoles intéressants pour protéger
les populations sauvages, libres ou captives dans un objectif de sauvegarde, ainsi que
pour limiter les épizooties.

e Certains mécanismes sont imparfaitement compris et 'accés aux espéces ciblées
peut étre problématique dans la mise en ceuvre des plans de vaccination. Par ailleurs,
la réponse anticorps est variable d’'une espéce a 'autre, voire s’avére délétéere dans le
cas de certains agents pathogénes.

o |utilisation de vaccins hétérologues est prometteuse pour obtenir une protection chez
les espéces qui réagissent peu a la vaccination. L’adaptation de la nature du vaccin a
la pathogénie associée a I'agent est une solution qui nécessite de comprendre les
voies immunitaires impliquées et les effets de leur stimulation.

Bilan de la troisiéme partie

La recherche en immunologie aviaire vise a développer des moyens préventifs contre les
maladies touchant les oiseaux sauvages, a la fois pour protéger les populations libres ou
menacees et pour limiter leur impact sur la santé publique. Les investigations concernant le
systéme immunitaire aviaire aident a comprendre les mécanismes mis en jeu en cas de
stimulation, de maniére a développer des stratégies d’immunisation adaptées et efficaces. La
validation de l'efficacité de ces plans passe par une quantification des acteurs du systéme
immunitaire, qui nécessite elle-méme de développer des réactifs adaptés aux espéces. Les
enjeux et les aboutissements des explorations du systéme immunitaire aviaire sont représentés
sur la figure 34.
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Figure 34 : Enjeux et aboutissements de I'investigation du systéme immunitaire chez les
oiseaux sauvages (Schéma personnel)

L’organigramme présente les problématiques qui ménent a poursuivre les investigations en immunologie aviaire, de
fagon a développer des outils diagnostiques adaptés aux différentes espéeces et des stratégies préventives efficaces.
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Conclusion

Ce travail a été utile pour élaborer un bilan constitutionnel et fonctionnel du systéme immunitaire
aviaire, mettant en évidence les éléments propres aux oiseaux. De plus, la présentation des outils
d’investigation permet de résumer les moyens employés actuellement par la recherche et de
mettre en avant des points de vigilance pour les pratiques futures. En outre, les exemples
d’application abordés montrent I'importance des travaux de recherche pratiqués dans le domaine
de limmunologie en avifaune sauvage, pour préserver autant les espéces sensibles de
'environnement que les étres humains en relation. Ainsi l'investigation du systéme immunitaire
chez les oiseaux sauvages s’inscrit dans le concept « one health ».

Le systéme immunitaire aviaire s’organise de fagon semblable a celui des mammiféres,
en dehors de quelques éléments structuraux, en accord avec I'évolution phylogénétique. A
I'échelle organique, les lymphocytes de type B sont produits dans un organe propre aux oiseaux,
la bourse de Fabricius, tandis qu’ils sont générés dans la moélle osseuse chez les mammiféres.
De plus, la majorité des oiseaux possede un type particulier de nceuds lymphatiques, qui different
de ceux des mammiféres dans leur organisation. A I'échelle cellulaire, les granulocytes
neutrophiles sont remplacés chez les oiseaux par le type hétérophile, fonctionnellement semblable
mais morphologiquement différent. A I'échelle moléculaire, le récepteur membranaire aux
antigénes des lymphocytes de type T et le complexe majeur d’histocompatibilité présentent des
modifications en comparaison de ceux des mammiféres. En outre, les oiseaux possédent trois
classes d'immunoglobulines, contre cinq chez les mammiféres.

Actuellement, I’exploration de la structure du systéme immunitaire aviaire s’effectue via
des analyses macroscopiques au moyen d’autopsies, microscopiques grace a I'histologie, et a plus
petite échelle avec des techniques de biologie moléculaire. Cependant, certains examens
nécessitent des réactifs indisponibles chez les oiseaux. La fonction immunitaire est étudiée a
l'aide de tests fonctionnels, réalisés en paralléle d’infections volontaires, pour mettre en évidence
des réponses innées et adaptatives. Les investigations doivent étre menées en tenant compte de
facteurs individuels et environnementaux qui influencent la réponse immunitaire. La recherche
pratiquée dans le domaine de 'immunologie aviaire met ainsi en évidence sa complexité.

La poursuite des investigations trouve application dans la santé publique, car les oiseaux
sauvages constituent des réservoirs potentiels d’infections transmissibles a 'Homme, en particulier
des maladies virales (West Nile, Usutu, grippes). De plus, la recherche permettra d’identifier des
facteurs responsables d’'une immunodépression chez les oiseaux captifs des structures de
sauvegarde, comme les parcs animaliers ou les centres de réhabilitation. Il a été mis en évidence
que le stress et la concentration sont a l'origine de perturbations du microbiote intestinal, qui
possede un rOle dans I'immunité des oiseaux, a l'origine de difficultés de réadaptation a
'environnement naturel. En outre, les individus stressés sont davantage susceptibles de transférer
des agents pathogénes aux populations libres et de contribuer a étendre I'antibiorésistance dans
lenvironnement. Enfin, comprendre le systéme immunitaire aviaire est un préliminaire
indispensable pour développer des outils diagnostiques adaptés aux différentes espéces et
élaborer des stratégies préventives. La mise en ceuvre de plans vaccinaux se heurte a des
difficultés incluant I'accessibilité des especes ciblées et leur variabilité de réponse. Les choix de la
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nature du vaccin et de la voie d’administration sont fonction des voies du systéme immunitaire
que I'on souhaite stimuler pour atteindre les objectifs de protection, ce qui nécessite de s’adapter a
la pathogénie associée a I'agent concerné.

La confirmation de quatre-cents foyers de grippe aviaire par le laboratoire national de
référence de I'’Anses entre le 1°" aolt 2022 et le 15 juin 2023 (Ministere de I'Agriculture et de la
Souveraineté alimentaire, 2023), qui a conduit a abattre des millions de volailles, prouve que les
oiseaux représentent un role clé dans les chaines de transmission, et que linvestigation du
systéme immunitaire aviaire apporte des informations fondamentales pour envisager de maitriser
ces épizooties.
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RESUME :

Le systéme immunitaire aviaire est impliqué au cceur des chaines de transmission des agents
pathogénes entre les oiseaux sauvages, les oiseaux d’élevage et les populations humaines. Sa
compréhension est un atout pour mettre en ceuvre des plans de prévention visant a protéger tant
les espéces sauvages que la santé publique. A ce titre, cette thése compile des informations
bibliographiques de maniére a présenter les particularités du systéme immunitaire des oiseaux,
faire état des moyens employés actuellement pour approfondir les connaissances de sa structure
et de son fonctionnement, ainsi que détailler des champs d’application de ces investigations.

L’organisation du systeme immunitaire aviaire est semblable en de nombreux aspects a celui des
mammiféeres, en dehors de certains éléments structuraux aux échelles organique, cellulaire et
moléculaire. Les autopsies, les analyses histologiques et les techniques de biologie moléculaire
permettent d’étudier ce systéme au niveau structurel, tandis que des tests fonctionnels menés en
paralléle d’infections volontaires évaluent les types de réponse immunitaire. La recherche
consacrée a 'immunologie des oiseaux trouve son intérét en avifaune sauvage pour I'élaboration
de stratégies préventives, comme la mise en ceuvre de plans vaccinaux. L’objectif est de préserver
les espéces sauvages sensibles aux agents viseés, et de limiter les transmissions de maladies
entre les oiseaux sauvages en captivité, I'avifaune sauvage libre et les oiseaux d’élevage.
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INVESTIGATION OF THE IMMUNE SYSTEM IN AVIAN WILDLIFE
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SUMMARY:

The avian immune system is a key element considering the spreading chains of pathogens
between avian wildlife, poultry and human populations. Its understanding enables to implement
prevention plans aiming to protect both wild species and public health. This thesis gathers
bibliographical information focused on the particularities of the avian immune system, describing
the means currently used to refine our knowledge about its structure and functionning, as well as
detailing the fields of application of these investigations.

The structure of the avian immune system is similar to that of mammals in many aspects, apart
from some structural components at the organic, cellular and molecular levels. Necropsies,
histological analyses and molecular biology approaches allow us to study this system at a
structural level, while functional tests carried out in parallel of experimental infections assess the
type of immune response. The research dedicated to avian immunology is of particular interest for
avian wildlife, to develop preventive strategies such as the implementation of vaccination plans.
The goal is to protect wild species sensitive to specific pathogens, and to prevent the spread of
diseases between captive wild birds, avian wildlife and poultry.
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