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Introduction :

L'influenza, plus communément appelée « grippe », est une maladie contagieuse qui
représente une menace sérieuse pour la santé animale et humaine. Cette maladie est
transmise par les virus influenza. Le genre Influenza A en particulier est le plus commun et
peut infecter un large spectre d’especes dont 'homme, faisant de ce virus un agent de
zoonose. Ce virus a d’ailleurs causé trois pandémies pendant le siécle dernier faisant, sans
doute des dizaines de millions de victimes. Plus récemment, le monde a d{ faire face a une
panzootie d’influenza aviaire a virus H5N1 a partir de 1997. Les oiseaux en particulier
aquatiques, constituent le réservoir de ces virus. Du fait des nombreux sous-types existants et
leurs capacités de mutations, les virus influenza A peuvent franchir les barrieres inter-espéces,
pour infecter des mammiféeres : porcs, chevaux, mammiféres marins, et I’homme. Alors que
chez les oiseaux aquatiques sauvages |'infection reste majoritairement asymptomatique, chez
les volailles domestiques comme les poulets, les canards, les dindes ou encore les cailles, les
manifestations cliniques dépendent largement de la souche virale, pouvant aller de

I"'asymptomatique a une forme systémique létale.

En 2014, une nouvelle lignée de virus influenza aviaire hautement pathogene (lignée
2.3.4.4 sous-type H5N8) s’est rapidement propagée en Europe. En infectant de la volaille
d’élevage, ces virus hautement pathogenes ont causé de nombreux problémes économiques
en limitant les échanges commerciaux et en provoquant des la mort de plusieurs millions de
volailles. Devant I’émergence de nouvelles souches potentiellement pandémiques, et devant
les impacts socioéconomiques que représenterait une nouvelle pandémie, I'étude poussée de

ces virus est devenue une priorité.



PREMIERE PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE : LES
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l. Influenzavirus de type A : éléments de virologie.

a. Type d’Influenzavirus :

Les influenzavirus font partie de la famille des Orthomyxoviridae, au sein de laquelle, ils sont
classés en sept genres : les influenzavirus de type A, B, C et D forment les quatre premiers genres, les
trois derniers regroupant les Isavirus, les Quaranjavirus et les Thogotovirus. Cette classification se base
sur les différences antigéniques des protéines virales de nucléocapside et de matrice (Bichen-

Osmond, 2006).

Seuls les influenzavirus de type A sont véritablement inféodés a diverses espéces animales. Ils ont été
isolés chez des oiseaux (sauvages et domestiques), des mammiferes terrestres (Homme, porcins,
équidés, mustélidés, félidés) et des mammiféres marins (baleines et phoques) (Ebrahim, 2004). Les
influenzavirus de type B et C sont globalement inféodés a I’homme bien que des influenzavirus de type
B aient également été isolés chez des phoques et que des influenzavirus de type C aient également été

isolés chez des porcs (D. Kaye, 2005).

b. Propriétés des influenzavirus de type A :

Les influenzavirus de type A sont des virus enveloppés, de forme sphérique ou filamenteuse,
d’un diametre d’environ 100 nm (Delvallée, 2004). Ces virus sont sensibles a la chaleur (30 minutes a
56°C), a un pH acide (< 3) et aux solvants lipidiques (Ethanol, aldéhydes, hypochlorite) mais sont
particulierement résistants dans les tissus et dans I'environnement, notamment dans '’eau (Formosa,
2004). On estime qu’ils peuvent survivre 4 jours a 22°C, plus de 30 jours a 0°C dans I'eau et 40 jours
dans les fientes (Spickler, 2016).
Ces virus sont constitués de huit segments d’ARN monocaténaire, codant pour dix-sept protéines
virales. Parmi elles, deux glycoprotéines d’enveloppe, ’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA),
sont les principaux inducteurs d’anticorps protecteurs chez I’'hote infecté. L’'hémagglutinine permet

I’'attachement de I'Influenzavirus a un récepteur cellulaire de I’'hGte par reconnaissance des acides
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sialiques que ce récepteur porte (N. Eterradossi, 2002). La neuraminidase permet I’hydrolyse du

récepteur cellulaire ce qui favorise la libération des particules virales.

Le tableau ci-dessous reprend les protéines codées par le génome d’une influenza aviaire. (Ducousso,

2016)

Brin Protéine(s) codé(es) Principales fonctions Taille
d*ARN (acides aminés)

Protéines non structurales

1 “PB2: Prot.éi;;.ﬂ.asiquc 2 Sous-unité de Ia polymérasc- . aEEe
YRR PBI: Protéine Basique I Sous-unité de Ia polymérase AL B S
PBI-N40 Régulation de la réplication 87
PBI-F2 Activité pro-apoptotique
e Augmentation de Ia \'irnlmc_r "
3 PA : Protéine Acide Sous-unité de la polymérase 716
Capture de la coiffe d’ARNm cellulaires
PA-N155 Attenuation de la virulence
PA-NI82 id
PA-X Atténuation de la virulence ?
s NP : Nucléoprotéine Liaison & PARN o8
-8------—.\r.\'-l-(-io.l:;l-l’:l:‘;ll-rlll‘ 1) 3 Capture de Ia coiffe ' ARNm cclluhi"------—l-la----------
NS2 121
NS3 Isoforme de NSI ; adaptation a I'hbte ?
NEP : Nuclear Export Translocation des ARN viraux vers le
Protein cytoplasme

Protéines structurales

4 HA : Hémagglutinine Adsorption aux acides. sialiques 566
Fusion enveloppe/membrane du phagolysosome
6 NA:Neuraminidase  Clive Ia liaison A, sialique/galactose 484
E -_:\II : Proli‘-i;; de Matrice 1 Forme de Ia paniculc-\-i;a-l; i 25;------ -----
M2 : Protéine de Matrice 2 Canal i protons 97
M42 Isoforme de M2

Tableau 1: Protéines codées par le génome d'un IAV. Source : Ducousso, 2016

Les différentes souches d’influenzavirus sont soumis a une classification officielle. Celle-ci se base sur
le type (A, B ou C) ; I'espéce animale ou la souche a été isolée, le lieu ol elle a été isolée, le numéro
d’ordre de l'isolat ; les deux derniers chiffres de I'année d’isolement ainsi que les sous-types de
I’hémagglutinine (HA) et de la neuraminidase (NA).

Ex : A/goose/Guangdong/1/1996
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c. Protéines structurales

1. Hémagglutinine

Son nom lui vient de sa capacité a agglomérer les érythrocytes hématiques (D.L. Nelson, 2005).
Seize sous-types d’hémagglutinine sont décrits a ce jour chez les oiseaux (notés de H1 a H16) et 2 chez
les chiroptéres (H17 et H18) (Mehle, 2014). L'hémagglutinine (HA) est composée de deux sous-unités
qui possedent des sites de fixation spécifiques a certains récepteurs des cellules cibles, et des sites de
fixation pour les anticorps neutralisants anti-hémagglutinine. Elle permet I'attachement du virus a son
récepteur et la fusion entre la membrane de la cellule et I'enveloppe virale. Elle est la cible majeure de
la réponse immunitaire humorale de I’héte (Forrest L., 2010). L’'hémagglutinine est une protéine
trimérique, et chaque monomeére est composé d’une téte globulaire et d’une tige, et peut étre
décomposé en deux sous-unités nommée HA1l et HA2. La sous-unité HA1l est formée par la téte
globulaire compléte et une partie de la tige, et possede le site récepteur qui permet I'attachement du
virus a la cellule cible. La sous-unité HA2 est comprise dans la tige uniquement, et intervient dans la
fusion entre la membrane de la cellule et I'enveloppe virale (Forrest L., 2010). L'hémagglutinine des
virus s'attache a l'acide N-acétyl-neuraminique (ou acide sialique) terminal des récepteurs
membranaires de la cellule héte, permettant ainsi I'entrée du virus dans la cellule par endocytose
(Rosenberg, 1956). L'endosome contenant la particule virale migre vers l'intérieur de la cellule. Le pH
va chuter dans I'endosome jusqu’a 5 environ, provoquant un changement de conformation de la

molécule d'hémagglutinine qui permet la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane endosomale.

Sous- types | Avifaune Porc Cheval Chiroptéres | Homme
H1l + + - - +
H2 + - - - +
H3 + + + - +
H4 a H6 + - - - -
H7 + - + - -
H8 a H16 + - - - -
H17 a H18 - - - + -

Tableau 2: Répartition des types hémagglutinine en fonction des espéces
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2. Neuraminidase

La neuraminidase (NA) est la deuxiéme protéine la plus représentée dans I'enveloppe
virale. Son réle est complémentaire a celui de I'hémagglutinine. Elle est dotée d'une activité
enzymatique et catalyse le clivage des résidus terminaux de I'acide sialique. Cette fonction est
capitale au stade tardif de la réplication, pour permettre la libération des virions nouvellement
formés, attachés a la surface de la cellule infectée. Des données récentes indiquent qu’elle
facilite également le détachement des virions du mucus présent au niveau de I'épithélium
respiratoire, riche en acide sialique (Webster, 1992) (Landolt, 2007). Comme I’hémagglutinine,
la neuraminidase est un déterminant antigénique et montre une variation importante en
réponse a la pression immunitaire de I’h6te (Forrest L., 2010). Il existe jusqu’a onze sous-types

(Mehle, 2014)de neuraminidases dont 9 sous-types présents chez I'avifaune.

Sous-types Avifaune Porc Cheval Chiroptéres | Homme
N1aN2 + + - - +
N3 a N6 + - - - -
N7 a N8 + - + - -
N9 + - - - -
N10a N11 - - - + -

Tableau 3: Répartition des types de neuraminidase en fonction des espéces

3. Autres protéines de structure

Les protéines M1 et M2 se trouvent sous la couche lipidique et assurent la cohérence
de la structure. La protéine M1 est la protéine la plus abondante du virion. Elle s'associe a la
partie intracellulaire des protéines de surface et a la nucléoprotéine, et assure la rigidité du
virion (Forrest L., 2010). La protéine M2 est codée par le méme segment d'ARN que M1 et 14
est insérée dans I'enveloppe virale. Elle se comporte comme un canal ionique activé a pH bas
et permet I'entrée d’ions hydrogéne. Elle intervient également dans la maturation des

glycoprotéines, agissant en association avec |'hémagglutinine dans les processus de
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décapsidation et le transport des glycoprotéines vers la surface cellulaire pour la formation de
nouvelles particules infectieuses. A l'intérieur du virion, les 8 segments de génome sont
entourés par une nucléoprotéine, qui lie et habille les segments et contribue a la mise en
volume du virion. Chaque complexe RNP (pour ribonucléoprotéine) est donc composé d’un
segment d’ARN négatif et d’'une nucléoprotéine. Au bout de ces derniers se trouve un
complexe polymérase 3P composé de trois sous-unités : PB1, PB2 et PA. La protéine de matrice
M1 entoure les 8 complexes RNP et se situe sous la membrane (Bourret, 2012). Enfin, bien
que la protéine NS1 soit présente en grande quantité dans les cellules infectées pendant la
réplication des virus, elle n'est pas incorporée dans les nouveaux virions (Forrest L., 2010). Elle
jouerait plusieurs réles, dont un réle important dans I'échappement du virus a l'action

antivirale de l'interféron (Hale, 2008). Quant a la protéine NS2, elle assure le transport des

ribonucléoprotéines nouvellement formées du noyau vers le cytoplasme

Neuraminidase
Hémagglutinine

Protéine M;, matrice

Protéine Mo

canal a protons

. ARN simple brin
& segments

Figure 1: Schéma simplifié d'un influenza virus. Ducousso, 2016
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d. Cycle de réplication virale

L'entrée du virus dans la cellule hote est permise par ’lhémagglutinine qui permet
I’'attachement virus/cellule sensible. Elle reconnait le récepteur a I'extérieur de la cellule qui
se termine par un acide sialique relié a un galactose. Ensuite se produit I’endocytose grace aux
clatrines. La vésicule d’endocytose contenant le virus est acidifiée et son canal ionique permet
le passage des protons a l'intérieur du virus. Si des antiviraux n’inhibent pas ce transfert, la
membrane de I'endosome fusionne avec la membrane du virus grace a la sous-unité H2 de
I’hémagglutinine. Les RNP sont libérées dans le cytosol. Les ARN viraux sont ensuite
transportés vers le noyau grace a la protéine NP, ou le cycle de réplication se déroule (le virus
de la grippe constitue donc une exception notoire car la majorité des virus a ARN ont un cycle
de réplication cytoplasmique). lls pénétrent le noyau a travers les pores nucléaires. Dans le
noyau, chaque segment de I’ARN viral (négatif) est, d’'une part, transcrit en ARN message
(positif) et d’autre part, répliqué pour former de nouveaux segments génomiques viraux (ARN-
- ARN+ - ARN-). Les ARNm produits grace au complexe polymérase a partir des segments 7
et 8, subissent un épissage différentiel ce qui permet la synthése de 2 protéines différentes a
partir d’'un méme segment (ex : le segment 7 fournit deux protéines : la protéine M1 qui forme
la matrice et la protéine M2 qui forme les canaux ioniques). C'est I'utilisation de I'épissage
différentiel qui explique sans doute le fait que le cycle viral soit nucléaire. Les ARNm sont
maturés puis exportés dans le cytoplasme pour y étre traduit, permettant ainsi la synthése
des protéines virales. Dans le cytoplasme, les différentes protéines virales sont assemblées.
Les glycoprotéines d’enveloppe sont transportées vers la membrane. Les protéines NP se lient
aux brins d’ARN négatifs pour former les RNP. Ces derniers, avec la protéine M1, vont former
la matrice (Pflug, 2017). Les nouveaux virions formés par bourgeonnement, se détachent de la
cellule par clivage de I'hémagglutinine par la neuraminidase. Il existe certains antiviraux qui
agissent comme des inhibiteurs de la neuraminidase. Un cycle de réplication entier d’un virus
dans une cellule hote ne dure souvent que quelques heures et a pour effet la genése de

plusieurs centaines de virions.
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Figure 2 : Cycle viral d'un influenza virus ; Source : (Buisson, 2007)

e. Des variations antigéniques fréquentes

Les IA présentent une grande variabilité génétique. Deux mécanismes principaux participent a cette

variabilité : les mutations ponctuelles et les réassortiments génétiques.
1. Mutations ponctuelles

L'importance de ce mécanisme de variation est dépendant du type d’héte en question. En effet, chez
les oiseaux aquatiques, hotes naturels des influenza virus de type A, les virus évoluent peu car leur
niveau d’adaptation élevé a leur hote résulte en une faible pression de sélection. Il est alors tres peu
probable qu’une mutation engendre un avantage sélectif conséquent. En revanche, en cas de
changement d’héte, une évolution rapide des virus peut se produire. Cela est di directement au
fonctionnement des ARN polymérases virales qui ne possedent pas de systeme de réparation lors
d’erreur de réplication de I’ARN, ce qui contribue a une évolution virale trés rapide. Méme si la plupart
des modifications restent mineures et n’aboutissent pas forcément a une modification de la séquence
des acides aminés, il se peut qu’elle affecte I’hémagglutinine ou la neuraminidase provoquant un
changement dans la structure de ces protéines, ce qui aura une influence sur I'efficacité de la réponse

immunitaire de I’hote lors d’une infection.
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2. Réassortiment génétique

Ce mécanisme repose sur la nature segmentée du génome viral. Lors de la co-infection d’une cellule
hote par deux virus de génotype différent, on peut assister lors de I'assemblage de virions lors de la
réplication, a la création de virions « hybrides » possédant des segments viraux de chacun des deux
virus. C’est ce mécanisme qui est a I'origine de la création de « nouveaux » virus influenza capables de

franchir les barrieres d’espéces et de causer des pandémies majeures (Landolt, 2007).

2010 2013/2014 2015 2016
DK/EC/1111/11 {i“%
H5N2
— | P
i Group A
HER AR H5N8 clade 2.3.4.4
= 2016
novel HSN8
Siberia viruses
A/duck/Jiangsu/ . — - genotype 1
k1203/2010 (H5N8)
clade 2.3.4.4
Group B
H5N8 clade 2.3.4.4 i::}
H5N1 clade 2.3.4
—
A/environment/
Jiangxi/28/2009
(H11N9) {;i::?
2016
novel HSN8
Geriiral Adian European viruses
flyway viruses genotype 2
A/duck/Hunan/8—19/ (LPAI viruses)
2009 (H4N2)

Figure 3 : lllustration des différents réassortiments génétiques qui ont conduit a I'lAHP H5N8 isolé en Europe en en Sibérie en
2016, Source : (El-Shesheny, 2017)

f.  Facteurs de virulence d’un influenzavirus

Les virus influenza virus de type A peuvent étre généralement classés dans deux

catégories. On distingue ainsi :

- Les virus influenzas faiblement pathogenes (VIAFP) responsables de peu ou pas de

manifestions cliniques chez les oiseaux domestiques ou sauvages.
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- Les virus influenzas hautement pathogenes (VIAHP) pouvant provoquer de sévéres
manifestations cliniques avec une forte mortalité (pouvant aller jusqu’a 100 % en
quelques jours). Les virus influenza hautement pathogenes (VIAHP) regroupent les
influenza H5Nx et H7Nx. Ces VIAHP sont généralement considérés comme issus des
VIAFP circulant chez les oiseaux sauvages qui, aprés introduction et adaptation a la
volaille domestique, acquiérent par mutation et recombinaison des caractéristiques
génétiques leur conférant une haute pathogénicité. (Munster VJ, 2010) (Beato MS,

2011)

L’hémagglutinine constitue un facteur majeur de la virulence, sans pour autant en étre
'unique déterminant (Ha et al. 2001). En effet, comme évoqué précédemment,
I’'hémagglutinine est responsable de I'attachement et de |la pénétration cellulaire du virus dans
la cellule hote par fusion des membranes cellulaire et virale. Pour ce faire, la protéine
précurseur HAO doit étre clivée en deux sous-unités (HA1 et HA2) par les protéases de la
cellule-hote. L’hémagglutinine des souches d’influenzavirus peu virulentes ne contient qu’une
seule arginine au niveau du site de clivage. Elle ne peut étre clivée que par des enzymes
cellulaires de type trypsine, présentes dans un nombre restreint de cellules des tractus

respiratoire et intestinal, ce qui limite les infections par ces virus a ces organes.

Au contraire, I’'hémagglutinine des souches d’influenzavirus hautement pathogénes pour les
oiseaux présente a son site de clivage des acides aminés basiques multiples, qui sont reconnus
par des protéases intracellulaires de type furine ubiquitaires présentes dans de nombreux
organes, ce qui explique la dissémination de ces virus dans tout I’organisme infecté (poumon,

rate, rein, cerveau, foie).

En raison de la richesse de I’ARN viral en bases de type purine au niveau de la région codant
le site de clivage de I'HA, la polymérase virale aurait tendance a faire davantage d’erreurs («
bégaiement »), ce qui rend la probabilité de mutations a cet endroit de la séquence
particulierement élevée. Jusqu’a présent, c’est uniquement chez des VIA de sous-types H5 et
H7 que s’est produit ce mécanisme de genése de souches hautement pathogénes a partir de
souches faiblement pathogénes. Ces sous-types ont été a I'origine des épisodes cliniques

graves recensés dans le monde, certains aboutissant a des épizooties catastrophiques. Les
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caractéristiques du site de clivage de I'HA constituent de ce fait un critere officiel d’évaluation

de la virulence des sous-types H5 et H7 pour les oiseaux.

R

Figure 4: Site de clivage de I'hémagglutinine d'un IAFP. Les étoiles correspondent aux sites des récepteurs de cette hémagglutinine.

Source : : (Buisson, 2007)

FEFARKER

Figure 5: Site de clivage de I'hémagglutinine d'un IAHP. Les étoiles correspondent aux sites des récepteurs de cette hémagglutinine

D’autres mécanismes entrent en jeu dans I'expression de la pathogénicité : la protéine NS1,
codée par le segment 8, joue un role central d’antagoniste des réponses de |I'h6te en
contrecarrant la production de linterféron cellulaire de type 1 (Garcia-Sastre, 1998). La
protéine PB1-F2 induit 'apoptose cellulaire en se fixant sur la paroi des mitochondries, puis
en la perforant ce qui provoque une fuite de cytochrome C. Cette méme protéine occasionne
chez la souris une dérégulation de la production de cytokines et aggrave les infections

secondaires pulmonaires (Conenello, 2007).
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g. Lesvirus influenza H5 hautement pathogénes

Les virus influenza H5 hautement pathogenes descendants du virus
A/goose/Guandong/1/ 1996 présentent une trés grande diversité génétique, liée a une
circulation intensive chez diverses espéces aviaires depuis plus de 20 ans. On distingue ainsi
des « clades » ou sous-groupes génétique, notés 1, 2, 3 puis 1.1, 1.2 et... Cette classification,
trés évolutive, permet de regrouper des virus présentent des propriétés biologiques,
immunologiques et pathologiques similaires. Les virus circulant depuis 2014 en Europe
appartiennent au clade 2.3.4.4 et le principal sous-type représenté en est le H5N8. Des
réassortants HSN5 et HSN6 ont également été décrits en Europe, alors que les sous-type H5N1

et H5N2 ont été isolés aux Etats-Unis en 2015.
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Figure 6: Arbre phylogénétique des virus influenza H5 ; source : (Lee, 2017)
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Figure 7: Arbre phylogénétique des influenza H5 ; source : (Réle des oiseaux migrateurs dans la propagation mondiale de
l'influenza virus H5N8, Nov 2018)

h. Expression clinique des infections a VIAHP 2.3.4.4. chez les ansériformes et chez les

gallinacés

L'expression clinique de I'lAHP a virus 2.3.4.4. (essentiellement de sous-type H5NS8)
dépend de 'espéce touchée ainsi que de I’'age de I'animal. Il s’agit d’un virus extrémement
contagieux dont les charges virales sont nettement supérieures aux souches de VIAHP H5 déja
connues qui ont frappé la France en 2015. Les voies d’excrétion sont multiples : aérienne, via
les plumes, ou les feces. Une particularité de ce virus HSN8 réside dans les Iésions causées
chez les ansériformes. En effet, la plupart des virus, méme hautement pathogeénes, restent
asymptomatiques chez les canards -alors qu’ils causent généralement de graves lésions et de
la mortalité chez les poulets ; cependant dans ce cas, on observe nombreuses Iésions chez les
canards associées a un tableau clinique observable sur le terrain.

Chez les ansériformes les lésions sont majoritairement des myocardites et pancréatites,
associées dans quelques cas a des cedemes et des lésions de cyanose sur d’autres organes

(poumons, peau, rate, foie, intestins, cesophage, cerveau)
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Figure 8 : Lésions macroscopiques causées par une infection a VIAHP 2.3.4.4. H5N8. En haut : Pancréatite, Au centre :
Myocardite, En bas : Myocardite, Source : ENVT Photo 2017
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Chez les galliformes les Iésions sont majoritairement des |ésions hémorragiques de la téte, des

caroncules, des pattes voire des reins et de la rate.

Figure 9 : Lésions macroscopiques causées par une infection a VIAHP 2.3.4.4. H5N8. En haut : Hémorragie rénale, Au centre :
Hémorragie splénique, En bas : Lésions de cyanose, Source : ENVT Photo 2017
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Figure 10 : Lésions macroscopiques causées par une infection a VIAHP 2.3.4.4. H5N8. En haut : Hémorragie de la face, En bas
: Inflammation des tonsilles caecales, Source : ENVT Photo 2017

1. Epidémiologie descriptive : panzootie a virus influenza H5N8 hautement

pathogene :

a. Introduction en Europe par I’Asie et la Russie

Les flux d’oiseaux migratoires ont clairement été identifiés comme probable source
d’introduction du virus en Europe par de I'avifaune sauvage infectée provenant de Russie et
d’Asie. En effet, la migration automnale des sites de nichées en Russie vers les sites hivernaux
en Asie constitue le plus gros de ces échanges intercontinentaux. Le virus H5N8 est détecté

en Mai 2016 en Russie sur une oie sauvage au niveau des routes migratoires entre I'Asie de
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I'est et I'Europe. L'organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO)
suggere que l'avifaune sauvage joue en effet un réle majeur dans la dissémination

intercontinentale du virus entre I’Asie et I'Europe. (Adlhoch, November 2016)

Indicative transmission routes of HPAI A(H5N8) through birds migrating into Europe

=) \ A

st 2014 Spring bird migration (Group A)
e 2014 Fall bird migration (Subgroup A1)
+ 2014 Fal bird migration (Subgroup A2)
2014 Fall bird migration (Subgroup A3)
~—+ Maintenance and crculation of virus

Group A: comprises Chinese, Russian, South Korean, Japanese, European and North American A(H5N8) 2.3.4.4 viruses
representing intercontinental group A; Subgroup Al: composed of A(H5N8) viruses from Europe and Russia from late 2014 and
three viruses detected in Japan in Decernber 2014; Subgroup A2: composed of A(H5N8), as well as H5 clade 2.3.4.4 North
American HPAIV reassortants (A(H5N2) and A(H5N1))detected in North America starting in late 2014 and a Japanese virus,
Alcrane/Kagoshima/KU1/2014(H5N8), detected in November 2014; Subgroup A3: composed of A(HS5N8) viruses isolated in
Japan in December 2014 and Korea in January 2015 [28].

Figure 11 :Influence des voies migratoires dans la transmission des IAHP ; Source : Journal of Virology, 2015

b. Octobre 2016 — Décembre 2016 : Début de la crise européenne
1. H5N8 en élevage

La transmission virale entre |'avifaune migratoire et I'avifaune domestique a lieu via
des contacts directs et indirects étant que le virus H5N8 reste actif dans les féces des oiseaux
migrateurs. L’avifaune domestique européenne infectée est a chaque fois située a proximité
de points d’eaux servant d’habitat a I'avifaune sauvage et donc de potentiels réservoirs viraux.
Au global, 163 élevages se sont retrouvés infectés par le influenzavirus H5N8 durant la fin
d’année 2016. Le premier cas confirmé (03/11/2016) concernait un élevage de dindes en
Hongrie. Une semaine plus tard, des cas ont été notifiés en Autriche, Allemagne et dans

d’autres élevages en Hongrie. L'extension géographique du virus en Europe a été confirmée
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par la présence de cas notifiés dans d’autres pays membres de I’'Union Européenne, tel que le
Danemark (21/11/2016), les Pays-Bas (26/11/2016), la Suéde (28/11/2016), la France
(01/12/2016) et la Pologne (03/12/2016). D’autres cas sont rapportés successivement en
Hongrie et en France. On dénombre 81 élevages de canards touchés, dont 70 en Hongrie et 9
en France, 40 élevages d’oies (dont 39 en Hongrie), 4 pour les dindes, 2 pour les poules
pondeuses, un élevage pour les poulets de chair et pour les poulets reproducteurs et 18 dans

des élevages multi-productions.

Foyers et cas
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Figure 12 : Cas d'IAHP H5N8 en Europe entre le 20 Octobre 2016 et le 1 Janvier 2017, Source : OIE/FAO/ADNS/DGAL, 2017

2. H5N8 dans l'avifaune sauvage

Le premier cas d’oiseau sauvage infecté par HS5N8 est rapporté en Hongrie
(27/10/2016, Cygnus olor), environ une semaine avant la premiére crise d’"H5N8 en élevage
dans le pays. Un second cas d’avifaune sauvage est trouvé en Pologne le 12/11/2016. La
semaine suivante, cing pays de I'Union Européenne (Autriche, Allemagne, Croatie, Danemark,

Pays-Bas) ainsi que la Suisse, déclarent des cas positifs sur leurs territoires respectifs. D’autres
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pays tels que la Finlande, la France, la Serbie, la Suede et la Roumanie annoncent des cas dans
I'avifaune sauvage. La figure 12 représente les 593 cas rapportés jusqu’a mi-décembre 2016.
Cependant, le nombre de cas rapportés ne refléte pas entierement le nombre de cas réel dans
I"avifaune sauvage, car il ne s’agit que d’une fraction « visible », basée sur les oiseaux trouvés
morts et détectés positifs pour le virus. De plus, quelques cas de mortalités de masse ont été
répertoriés, notamment en Allemagne (Grand lac de Plon), en Suisse (Lac de Constance,

Aythya fuligula et A. ferina), en Pologne (Poméranie) et aux Pays-Bas (Lac Markermeer)

La liste ci-dessous représente les especes sauvages infectées par les VIAHP H5N8 en Europe

entre 2014 et 2016 :

Wild birds reported by FSs: 2014-201% | 2016
Black-headed gull ([Chroicocephalus ridibundus) H
Common buzzard [Buteo buteo)

Common coot [Fulica atra)

Common eider [Somateria mollissima)
Common goldeneye [Bucephala clangula)
Common gull [Larnss canus)

Common magpie [Fica pical

Commaon moorhen [Gallinula chloropus)
Common pochard [(Aythya ferina)

Camion crow [Corvus coraonel

Eurazian curlew [Mumenius arguata)

Euraszian teal (Anas creccal

Eurazian wigeon [Anas penelops)

Great black-backed gull [Lamus marirwus)

Great crested grebe [Podiceps cristatus)

Greast cormorant [Phalacrocoras carba)l

Green sandpiper [Tringa ochropus]

Grey heron [Ardea cinereal

Herring gull [Laruss argentatus)

Hooded crow [Coreus comix)

Leszer black-backed gull [Larus fuscus)

Litte grebe [Tachubaptus nuficollis)

Mallard [Anas platurhuvnchos] H

Merganser [Mergus sp.]

Mute swan [Cyugrus alor)

Peregrire Falcon [F alco peregrinus)
Railz [Rallida=]

Red-crested pochard [Netta rufina)
Shelduck [Tadoma tadomal
Swans [Cugnus spp.] H
Tufted duck [Suthua fuligula)
White-tailed eagle [Haliasetus albicilla)

Whooper sw an [Cegnus cugniues]
"wiild ducks
Wild goc=e

T|X|XE[x XX |X|x|X|X|X[E| x| XX x| XXX x| x| XX x| X |X[E| x| 2| x| |x|=|x|=x

Tableau 4 : Liste des espéces sauvages infectées par les VAHP H5N8 en Europe en 2014/2015 et en 2016 avant le
11/12/2016, Source : EFSA Journal, 2016
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3. H5N8 dans I'avifaune captive

Le virus H5N8 a été rapporté dans I'avifaune captive dans 8 cas : 4 en Allemagne, 2 aux Pays-

Bas, un en France et un en Finlande. Le tableau suivant recense les espéces touchées.

Captive birds reported by MSs- 2014-2015 | 2016
Gadw all [Anas streperal H
Eurazian Wigeon [Anas penelope] H "
Ermu [Dramaius novashollandize) "
Great white pelican [Pelecanus onocrotalus) ®

Tableau 5 : Liste des espeéces captives infectées par les VIAHP H5N8 en Europe en 2014/2015 et en 2016 avant le
11/12/2016, Source : EFSA Journal, 2016

c. Evolution de la situation européenne jusqu’a Mars 2017
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Figure 13 : Foyers d'IAHP H5N8 en Europe entre le 26/10/2016 et le 26/03/2017, Source : OIE/FAO/ADNS/DGAL, 2017
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Les principaux foyers et cas en élevage sont situés en Hongrie et dans le Sud-Ouest de la
France. Parallelement, les principaux cas déclarés dans I'avifaune sauvage sont situés en

Allemagne et en Suisse.

H5N8

PAYS captif |domestique | sauvage
Allemagne 14 80 B85
Autriche 1 1 22
Bulgarie 1 7 9
Croatie 2 11
Danemark 1 1 45
Espagne 4 1
Finlande 7
France 3 331 33
Gréce 5 8
Hongrie 5 226 62
Irlande 10
[talie 10 3
Lituanie 4
Pays-Bas 8 9 46
Pologne 43 66
Portugal
République Tchéque 7 5
Roumanie 2 32 84
Royvaume-Uni 8 15
Slovaquie 1 G 48
Slovénie 39
Suéde 1 13
Suisse B7

TOTAL 36 773 1304

Tableau 6 : Nombre de foyers et cas d'IAHP H5N8 domestiques, sauvages et captifs par pays de I'UE entre le 26 octobre 2016
et le 26 mars 2017, Source : OIE/ADNS/DGAL 2017

d. Epidémiologie descriptive : Etude du territoire francais.

La France compte parmi les premiers producteurs de viande de volailles en Europe et

dans le monde. C'est en novembre 2016 que I’épizootie d’influenza aviaire débute en France.
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Un virus du clade 2.3.4.4, H5N8, émerge dans le sud-ouest du pays. De novembre 2016 a mars
2017, 484 foyers d’influenza H5N8 seront confirmés dans 9 départements et 235 communes,
provoquant des dommages socio-économiques importants sur le sol francais. Cependant
I'infection par le virus HSN8 n’a pas été constante dans le laps de temps considéré (Novembre
2016 a Mars 2017). En effet, la propagation virale a été bien plus intense et rapide durant les
premiers mois de I'épidémie. La vitesse moyenne de la propagation virale est estimée a 5.5
km par semaine durant I'épidémie. (Guinat C., 2018)

Le premier cas est détecté le 28 novembre 2016. Malgré la mise en place de mesures dont la
restriction de mouvement des animaux, notamment les animaux dits « prét-a-gaver » vers les
ateliers de gavage, |'établissement de périmetre de surveillance autour des élevages infectés
(sur 3 a 10 km), I'influenza H5N8 a continuer a se propager de I'est vers I'ouest dans le Sud-
ouest de la France. En effet malgré les mesures mises en place, la région est caractérisée par
une tres forte densité d’animaux d’élevages, nombre de ces élevages sont des élevages avec
parcours extérieur, et la région étant forte productrice d’animaux prét-a-gaver et d’animaux
gras, les mouvements de canards restent tres fréquents indépendamment des mesures mises

en place.

81

Semaines
O 201648
O 2016_49
o 2016 50
O 201651
@ 2016_52
| 2017_01
B 201702
| 201703
B 2017_04
| 2017_05
| 201706
| 201707
| 2017_08

| 201709

Figure 14: Evolution spatio-temporelle hebdomadaire des foyers d'IAHP déclarés dans les élevages de volailles entre le 28
novembre 2016 (déclaration du premier cas d'IAHP, semainel6-48) et le 6 mars 201, Source : (Anne Bronner, Mars 2017)
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Figure 15 : Proportion d'établissements infectés autour des foyers cliniques (gras: 1km, normal: 3km, tirets: 10 km), Source :

(Anne Bronner, Mars 2017)

D’un point de vue descriptif :

6.8 millions de volailles abattues par mesures de contréles.

Sur les 484 foyers, 59.1% (286) se situent dans le département des Landes, 19.8% (96)
dans le Gers, 10.5% (51) dans les Pyrénées-Atlantiques et 5% (24) dans les Hautes-
Pyrénées.

A I"échelle communale, un a douze foyers au maximum sont localisés par commune,
avec 43.4% (102 sur 235) des communes qui connaitrons plus d’un foyer.

Le type d’élevage majoritairement touché est éleveur-gaveur a 40.8% (155 sur 380
élevages), suivi par les éleveurs 34.5% (155) puis par les ateliers de gavage a 20.5%
(78).

Les canards d’élevage constituent la plus grande partie des animaux touchés avec
81.6% des foyers (395 sur 484) suivi par les poulets (12.2% soit 59 foyers) et par des
foyers mixtes (population mixte canards-oies-poulets) a 5.8% (28 foyers).

Sur les 484 foyers décrits, 464 foyers (95.9%) sont des élevages industriels.

On distingue deux périodes successives sur la période de Novembre 2016 a Mars 2017. De

Novembre 2016 a la fin Janvier 2017, ou 217 foyers sont détectés dont 63.1% (137) par des

mesures de surveillance passive (par détection des signes cliniques), et de Février a Mars 2017,
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ol 267 foyers sont détectés dont 69.7% (186) par des mesures de surveillances actives (en

collectant des échantillons dans les élevages avant l'apparitions de potentiels signes

cliniques).
Parameter Number of outbreaks Total Percentage
Type of poultry holdings in terms of commercial/backyard production
Commercial poultry holdings 464 484 95.0
Backyard poultry holdings 20 484 4.1
Type of species
Duck 305 48y B1.6
Chicken 50 484 12.2
Multispecies 28 484 .8
Type of duck holding in terms of production stages
Breeding + Force-feeding 155 3807 40.8
Breeding 131 3807 34.5
Force-feeding 78 3807 20.5
Other 16 380° 4.2

*Information on production stages was available only for 380 outbreaks.

Tableau 7: Répartition des foyers a H5N8 par type de production, d'espéces en France sur la période de Novembre 2016 a
Mars 2017. Source : Guinat, 2018
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE
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l. Objectif de I'étude

Comme évoqué précédemment, les virus IAHP H5N8 peuvent entrainer des signes
cliniques variés chez les canards et les poulets d’élevage et des pertes économiques

désastreuses, pouvant aboutir a la perte compléte des volailles de I'élevage.

Les virus influenza sont peu résistants dans le milieu extérieur. lls sont responsables de signes

cliniques divers tels que :

Prostration et apathie extréme ;

- Chute soudaine de la production d’ceufs et ponte de nombreux ceufs a coquille molle

ou sans coquille ;
- Caroncules et crétes enflées et congestionnées ;
- Gonflement de la peau sous les yeux ;
- Toux, éternuement et signes nerveux ;
- Diarrhée;
- Hémorragie au niveau des jarrets ;

- Il se peut que I'on constate quelques déces pendant plusieurs jours suivis d’une
propagation rapide avec un taux de mortalité pouvant alors avoisiner les 100% dans

les 48 heures.

Dans cette étude, nous allons étudier spécifiqguement le tropisme tissulaire du virus chez le
canard ainsi que les modalités de transmission du virus entre les individus durant une infection

expérimentale.
La population ciblée pour I’étude est le canard mulard, pour plusieurs raisons :

- Les canards mulards sont la population d’élevage avicole la plus représentée dans le

Sud-Ouest de la France (cf. tableau 4)
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- Les canards sont habituellement résistants aux I|AHP, pour la plupart
asymptomatiques. Or, lors de la crise 2016-2017, les palmipédes d’élevage ont été

particulierement touchés par une forte mortalité liée a I'infection par I'lAHP H5NS.

Cette étude s’inscrit dans la volonté d’une reproduction expérimentale de contamination
virale dans des conditions dites terrains. Ainsi |'objectif principal de cette étude est de
retranscrire les informations relatives au tropisme du virus au travers d’échantillonnages
trachéaux, cloacaux et pulpe de plumes. Un deuxieme objectif réside dans la réalisation
d’autopsies complétes des animaux utilisés lors des infections expérimentales afin de réaliser
de la PCR et de I'histologie, permettant de mieux caractériser le tropisme et le type de Iésions

cellulaires engendrées par le virus chez I’hote.
Ce dernier volet ne sera pas développé dans le cadre de cette thése

1. Matériel et Méthode

a. Matériel expérimental
Les 20 canards inclus dans cette étude répondent tous aux critéres d’inclusions suivants :

- Canards mulards (croisement entre un male Cairina moschata et une femelle Anas
platyrhynchos) agés de 10 semaines,

- Sans aucune manifestation clinique,

- Négatif pour le virus H5N8 sur divers échantillons (trachéal, cloacal, pulpe de plume,

sang),

Afin d’étudier les modalités de transmission du virus H5NS, les canards ont été répartis

comme suit :

- 10 canards dans l'isolateur A dont 5 canards inoculés a JO de la manipulation avec 10°
EIDso de virus HSN8 par voie choanale (50% narines et 50% fente palatine) et 5 canards
non infectés,

- 5 canards non infectés dans I'isolateur B branché en série avec l'isolateur A,

- 5canards dans un isolateur T indépendant représentant le lot témoin.
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Une ventilation dynamique permet la circulation d’aérosols de I'isolateur A vers I'isolateur B.
Chaque canard est bagué, permettant une numérotation de 1 a 20 de chaque oiseau
permettant un suivi de I'animal tout au long de la manipulation. Durant les 10 jours d’étude,

les canards ont, dans les 3 isolateurs, un acces illimité a I'eau et a la nourriture.

SN

4 " r N 4 "
ISOLATEUR B ISOLATEUR A ISOLATEUR T
% canards ron % canards
Inoculés nocubés HSNE
. r
5 canards non inooulés
X . 5 canseds témaing sans
resipirant ke agrasolbs de
. ‘ contact arvec bes
salateur & inolsteurs & 81 B
\ .
% r

Figure 16: Modélisation de I'expérimentation durant les 10 jours.

b. Prélevements réalisés

Les prélevements réalisés sont de 4 types :

- Ecouvillon trachéal
- Ecouvillon cloacal
- Prélévement de pulpe de plume

- Echantillon sanguin sur tube sec

Ces prélevements ont pour objectif d’évaluer le tropisme viral et sa cinétique au cours du

temps dans le milieu physiologique considéré.

Le tableau suivant récapitule les prélevements réalisés sur chacun des individus durant les

10 jours de I'étude.
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PS : Prise de sang ; EC = Ecouvillon Cloacal ; ET = Ecouvillon trachéal ; PP = Pulpe de Plume

J7 pour les lots

Lots Jo Prélevements J5 AetB
J1/12/13/15/37/110 J10 pour le lot C
5 canards inoculés
(lot A : oiseaux Al a
Isolateur A A5) PS+EC+ EC+ET+PP PS Autopsie
5 canards contact ET + PP
(lot B : oiseaux B6 a
B10)
5 canards exposés
Isolateur B aux aérosols :lotC | PS+EC+ EC+ET+PP PS Autopsie
(oiseaux C11 a C15) ET + PP
Box Témoin 5 canards témoins | PS+EC + EC+ET+PP PS Autopsie
non infectés:lot T | ET + PP

(oiseaux T1 a T5)

Tableau 8: Liste des types de préléevements réalisés tel jour, durant la totalité de la manipulation
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c. Autopsie et prélevements réalisés

A la fin de I’essai, les individus ont été sacrifiés afin d’étre autopsiés. Aprées réalisation
d’une autopsie compléte, des prélevements étaient réalisés sur chaque individu en vue d’un
examen histologique et virologique de lI'organe (poumon, coeur, rate, reins, bourse de

Fabricius, pancréas, duodénum, jéjunum, iléon, ceil, encéphale, foie).

L’objectif de ces prélevements était d’évaluer le tropisme viral dans les différents tissus et
d’évaluer les lésions histologiques engendrées par l'infection. Ce dernier volet ne sera pas

développé dans cette these.

d. Analyse virologique : (RT)-qPCR

Le principe de la PCR en temps réel repose sur la possibilité de suivre la quantité d’ADN
présente dans la réaction a tout instant et non a la fin de la PCR. Des amorces se fixent a une
séquence d’ADN précis. Un fluorophore intercalant, le SYBR Green, ne fluoresce qu’une fois
fixé a de I’ADN double brin. La mesure de la fluorescence permet de déterminer « en temps
réel » sile fragment recherché (amplicon) est effectivement présent et donc amplifié. De plus,
la fluorescence émise est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés

pendant la réaction PCR.

La quantité d’amplicons est corrélée a la quantité initiale d’ADN de la matrice originale, ce qui

permet pour d’autres applications de « doser » la matrice originale (ici le virus).

Le concept du « cycle seuil » est a la base d’une quantification précise et reproductible pour
les techniques fluorescentes en PCR. Les valeurs de fluorescence sont enregistrées au cours
de chaque cycle et représentent la quantité d’amplicons produits en un point précis dans la
réaction (figure 4). Plus il y a de matrices (« template ») a amplifier au départ de la réaction
PCR, moins élevé sera le nombre de cycle requis pour atteindre un point ol le signal
d’émission de fluorescence sera statistiquement et significativement plus élevé que le bruit
de fond (Gibson, Oct 1996). Ce point est défini comme étant le cycle seuil (Ct) et apparaitra
toujours au cours de la phase exponentielle d’amplification. Par conséquent, la quantification

n’est pas affectée par I'épuisement d’un des réactifs comme lors de la phase plateau ce qui
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explique pourquoi le systeme en temps réel est si reproductible. La valeur du Ct peut étre

traduite en un résultat quantitatif en la comparant avec les valeurs du Ct générées avec des

matrices de quantification connues (Bustin, Oct 2000).

Fluomsconce

0.1 4

1 3 1 18 il 26 k3 36
Mombre de cycles

Figure 17: Représentation graphique d’une courbe d’amplification de PCR en temps réel. L'intensité de la fluorescence a
chaque cycle est proportionnelle a la concentration d'amplicons, le cycle seuil (Ct) représente le nombre de cycles requis pour
que le signal d’émission de fluorescence soit significativement plus élevé que la ligne de base.

1. Résultats
Les résultats ainsi obtenus par méthode de PCR temps réel sont présentés selon trois

modalités :

- Résultats représentés par jour post-infection
- Résultats cinétiques par type de prélevement

- Résultats cinétiques par groupe d’individus (infectés, contacts, aérosols)

a. Résultats représentés par jour post-infection

Chaque graphique correspond a un jour de I'étude et chaque point représente le
prélevement d’un individu (figure 18). Les canards infectés expérimentalement sont
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représentés par des ronds rouges, les canards en contact de ces derniers sont représentés par

des carrés verts et les canards exposés aux aérosols sont représentés par triangles bleus.

Dés le premier jour post-infection, on retrouve, pour les canards infectés expérimentalement
(lot A) du virus H5SN8 dans les échantillons trachéaux des 5 individus, cloacaux pour 2 individus
et dans la pulpe de plumes pour 2 individus (cf. graphique J1 de la figure 9). AJ1 on ne retrouve
pas de virus dans les différents prélevements des individus en contact (lot B) et ceux soumis

aux aérosols (lot C).

Au deuxieme jour post-infection expérimentale, le virus est détecté dans les échantillons
trachéaux, cloacaux et pulpe de plumes des canards du lot A et de ceux du lot B. Le virus n’est

pas détecté dans les échantillons des individus du lot C.

A J3 et J5, tous les canards, quel que soit le lot, expriment du virus dans les différents types de

prélévements.

A J7, on retrouve encore du virus dans les échantillons des trois lots de canards, avec une
baisse significative de virus détecté dans les échantillons trachéaux. Seuls les préléevements de
pulpe de plumes gardent des charges virales élevées. A J7, les canards du lot A et B sont
sacrifiés afin de réaliser des autopsies pour évaluer des potentielles Iésions histologiques et le

tropisme viral pour les organes.

A J10, seuls les canards du lot C, exposés aux aérosols, sont suivis. On note seulement la
détection du virus dans les prélevements de pulpe de plumes. Les canards du lot C sont

sacrifiés afin de réaliser des autopsies dans le méme but que celles faites a J7 sur le lot A et B.

A noter que durant les 10 jours d’expérimentation, aucun signe clinique n’a pu étre mis en

évidence sur aucun sujet.
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5 canards.
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Chaque graphique correspond a I’évolution cinétique au cours de I'étude par type de
prélevement. Chaque courbe correspond a un des 3 lots expérimentaux (figure 19). La courbe
rouge correspond aux 5 canards infectés expérimentalement a JO (lot A), la courbe verte
correspond aux individus du lot B (animaux en contact avec le lot A) et la courbe bleue
correspond aux individus soumis aux aérosols (lot C). L’axe des abscisses correspond au jour
de préléevement et I'axe des ordonnées a la quantité virale moyenne obtenue pour les 5
prélevements en question.

Les résultats ainsi obtenus montrent une tendance générale : la charge virale obtenue quel
que soit I’échantillon et le lot en question, augmente rapidement en 24-48h pour atteindre un
« pic » de charge virale et décroit a partir de ce pic les jours suivants.

Des différences se dégagent alors suivant le type d’échantillonnage :

- Pour les écouvillons cloacaux, la charge virale, reste globalement faible, tout au long
de l'infection comparativement aux échantillons trachéaux et aux pulpes de plumes.

- Pour les échantillons trachéaux, le « pic » de charge virale est obtenu rapidement 3 J3
pour les 3 lots. L’excrétion virale trachéale est élevée dans les premiers jours mais
décroit rapidement les jours suivants. La persistance virale dans les échantillons
trachéaux est donc faible.

- Pour les échantillons de pulpes de plumes, le « pic » de charge virale est lui plus tardif
(J5 aJ7), mais la persistance virale dans les pulpes de plumes semble plus élevée que
dans les 2 autres méthodes de prélévements (trachéal et cloacal).
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c. Résultats cinétiques par groupe
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Figure 20: Résultats cinétiques par groupe de canards. Chaque point représente la moyenne des valeurs par groupe de 5
canards.

Chaque graphique correspond a I’évolution cinétique au cours de I'étude par lot de
canards considéré : canards infectés expérimentalement a JO, canards au contact, et canards
exposés aux aérosols (figure 20). Sur chaque graphiques, la courbe rouge correspond aux
échantillons trachéaux, la courbe verte aux échantillons cloacaux, la courbe bleue aux
échantillons de pulpes de plumes avec I’éluat en PBS et la courbe jaune aux échantillons de
pulpes de plumes avec I’éluat en PK. L’axe des abscisses correspond au jour de prélévement
et I'axe des ordonnées a la quantité virale moyenne obtenue pour les 5 prélevements du lot
considéré.

La méme tendance que sur la figure 10 est observable. Un « pic » de charge virale est obtenu
pour chacun des lots puis cette charge virale diminue de maniére différente selon le type
d’échantillon.

Pour le lot infecté et le lot au contact :

- Les interprétations faites pour les résultats groupés par jours post-infection et ceux
par type de prélévement se retrouvent ici : un « pic » de charge virale atteint en 48-
72h pour les échantillons trachéaux et cloacaux avec un « pic » plus faible pour les
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échantillons cloacaux. La persistance virale dans ces deux types d’échantillons est
faible : a J7 les charges virales retrouvées sont presque nulles.

- Pour les échantillons de pulpes de plumes, le « pic » de charge virale est atteint plus
tardivement, aussi élevé que celui obtenu par échantillonnage trachéal mais la
persistance est plus forte : a J7, les charges virales retrouvées dans les pulpes de
plumes sont a peu pres équivalentes a la valeur du « pic » de charge virale.

Pour le lot respirant les aérosols des lots Aet B :

- Les « pics » de charge virale pour les échantillons cloacaux et de pulpes de plumes sont
atteints plus tardivement mais sans réelle différence d’intensité par rapport aux
individus de I'isolateur A.

V. Discussion

a. Méthode expérimentale

La réalisation expérimentale s’est faite dans un laboratoire A3 dans des isolateurs eux-
mémes en pression négative et avec filtration absolue de I'air, de plus de 2 m2 chacun. Il est
clair que la population expérimentale et la densité animale expérimentale restent éloignées
de la réalité en élevage selon des standards européens d’élevage (plusieurs milliers d’individus
par élevage, avec une densité de I'ordre de 5 a 10 sujets au m?). Ainsi le groupe exposé aux
aérosols n’est en fait éloigné que de quelques meétres des individus infectés
expérimentalement. Dans un élevage classique, ces deux lots différents ne seraient en fait
qu’un seul et méme lot d’individus au sein du méme batiment d’élevage. Nos expériences sont
donc plus proches d’une contamination des individus par les aérosols d’'un méme batiment
que d’une contamination par des aérosols entre deux batiments d’élevages différents.
Cependant la réalisation d’une expérience se rapprochant au mieux des modalités d’infection

inter-élevages et non intra-élevage semble irréalisable en conditions de laboratoires.

Le choix d’une étude sur 10 jours post-infection repose sur les données de la
littérature. Il repose aussi sur des observations de terrain, ou ce temps d’incubation apparait
largement suffisant pour observer une expression clinique sur des animaux d’'une méme
bande d’élevage lorsqu’a 'arrivée en élevage quelques individus sont infectés et que quelques

jours apres la totalité ou la presque totalité de la bande exprime des signes cliniques.
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Cependant les conditions expérimentales utilisées dans cette étude n’ont pas permis
I'observation d’'un moindre signe clinique lors des 10 jours. Aucun animal n’a montré
d’abattement ou de signe neurologique. Aucune mortalité au cours de I'expérience n’a été
observée. Il serait donc intéressant d’augmenter le temps expérimental afin de voir s’il est
possible d’observer des signes cliniques, si oui, a partir de quel jour post infection, ils se

manifestent.

Un point fort de cette étude réside sur la population expérimentale utilisée ici. Les canards
mulards conventionnels sont représentatifs de la majeure partie de la population touchée par
la crise HSN8 décrite dans cette étude. L'age de 10 semaines correspond a |’age de transport

des animaux de I'élevage vers les salles de gavage.

b. Résultats

Concernant les résultats obtenus suite a cette expérimentation, la cinétique virale
montrée dans les figures 9, 10 et 11 confirme que linfection expérimentale a permis
d’atteindre des charges virales trés élevées, trés rapidement, au sein des isolateurs. En effet
le virus est d’abord détecté chez les canards infectés expérimentalement a JO (lot A) puis chez
les canards vivant au contact du lot A (lot B) et enfin chez les canards respirant les aérosols du
lot A et B (lot C). Ce modele expérimental valide donc la transmission virale horizontale trés

rapide au sein d’une population de canards.

Concernant le tropisme viral, les résultats obtenus par type d’échantillons montrent un
tropisme viral en accord avec d’autres articles réalisés jusqu’ici et avec des expérimentations

faites avec des influenza virus issus de lignée asiatique (clade 2.3.4) :

- L’excrétion trachéale est forte, rapide et peu persistante.
- L’excrétion cloacale est faible a trés faible, rapide et peu persistante.
- La réplication dans les pulpes de plumes est élevée, d’apparition plus lente et

persistante.

Malgré une charge virale forte inoculée a JO, aucune mort expérimentale a été observée

pendant toute la durée la manipulation. Aucun signe clinique n’a méme été observé pendant
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cette durée. L'absence de signe clinique et de mortalité, malgré l'infection et les charges
virales élevées, confirme que le canard mulard peut-étre réceptif au virus tout en étant
cliniguement peu sensible. En pratique, cela suggere donc qu’une surveillance analytique est
indispensable car la surveillance strictement clinique n’est pas suffisante pour détecter

I'infection.

Ces résultats doivent étre considérés comme valides pour une souche virale de VIAHP H5 : |a
souche issue de la lignée Sud Européenne. L'extrapolation aux autres virus influenza des
résultats obtenus dans cette étude reste a modérer. Cependant, des travaux réalisés par
I’ANSES (Ploufragan) sur des canards agés de 5 a 6 semaines, non publiés a ce jour, montrent
des résultats similaires aux nétres : un tropisme respiratoire élevé, un tropisme cloacal faible

et un tropisme dans la pulpe de plume persistant (données non montrées).

Ainsi, I’échantillonnage de pulpes de plumes pourrait étre inclus dans les prélévements en
élevage et dans certains cas, améliorerait les performances de détection des VIAHP. En effet,
ces échantillons apportent une information supplémentaire quant au statut vis-a-vis de
I'infection par un VIAHP H5N8, notamment lorsque les échantillons trachéaux et cloacaux se

révelent négatifs ou faiblement positifs.
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Conclusion générale

Les influenza virus hautement pathogenes représentent une menace sanitaire et
économique majeure pour l'industrie avicole mondiale. Leur fort pouvoir évolutif associé a

leur forte virulence expliquent les épidémies rencontrées lors des vingt derniéres années.

Nous avons montré que les virus influenza hautement pathogénes sont impliqués dans des
mortalités massives a travers les pays touchés. Les signes cliniques d’une infection par ces
virus, restent malheureusement peu spécifiques. L'abattement, I'apathie sont souvent les

signes qui précédent une mortalité massive et soudaine au sein des élevages touchés.

La surveillance passive, basée sur I'observation de signes cliniques ne constitue donc pas la

solution a la gestion de telles épidémies.

Une surveillance active, basée sur des préléevements sur des animaux d’apparence non
malade, permet ainsi de détecter plus précocement le virus. Les prélevements habituels sont
souvent cantonnés a des écouvillonnages trachéaux et cloacaux, en plus de la réalisation
d’autopsies. Nous avons montré dans cette étude, que les prélevements de pulpe de plumes,
constituent des marqueurs satisfaisant de I'infection par un VIAHP H5N8 de par la persistance
dans le temps de la charge virale dans un échantillon de pulpe de plume par rapport aux

échantillons trachéaux et cloacaux.

La mise en place de nouvelles stratégies de détection est également capitale. Elles passent par
des mesures de prélevements précoces dans les élevages d’apparence non infectés et par des
mesures de biosécurités drastiques en limitant ou interdisant le transport d’animaux
d’élevage dans des zones touchées par un VIAHP. Il est évident qu’une détection précoce des
VIAHP dans les élevages minimise les risques de propagation et limite ainsi I'impact sanitaire

et économique de I'épidémie.

Des investigations supplémentaires sont toutefois nécessaires pour comprendre tous les

mécanismes de transmission et de pathogénie des VIAHP H5N8.
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RESUME :

Les virus influenza aviaires hautement pathogéenes sont impliqués dans des mortalités massives chez
oiseaux d’élevages et sauvages. Les signes cliniques d’une infection par ces virus sont frustres et peu
spécifiques : apathie, abattement puis mortalité soudaine. Les méthodes de surveillance active sont
nécessaires pour détecter précocement le virus. Cette étude montre I'intérét des prélévements de
pulpes de plumes comme marqueurs d’infection par un virus influenza hautement pathogéne de clade
2.3.4.4. sous-type H5N8. Les pulpes de plumes sont des marqueurs satisfaisant de 'infection par un
VIAHP H5N8 de par la persistance dans le temps de la charge virale dans un échantillon de pulpe de
plume comparativement a un échantillon trachéal ou cloacal. Les résultats sont en lien avec les VIAHP
H5N8, ainsi des investigations supplémentaires sont nécessaires pour comprendre tous les
mécanismes de transmission et de pathogénie de ces virus.
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The influenza avian highly pathogenic viruses are involved in massive mortalities in birds (breedings
and wild). The clinical signs of an infection by these viruses are low specific: apathy, then sudden
mortality. Active surveillance methods are necessary to detect prematurely the virus. This study shows
the interest of feathers pulps samples as markers of infection by highly pathogenic influenza virus of
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