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Introduction

La période de 2015 a 2017 a été particulierement difficile pour les éleveurs francais
de volailles. En effet, la France a connu deux vagues d’influenza aviaire hautement
pathogene (IAHP) affectant majoritairement les élevages de palmipedes durant les
années 2015-2016 et 2016-2017, alors qu’elle en était indemne depuis 2007. La
premiere crise sanitaire s’est concentrée sur 10 départements du Sud-Ouest,
totalisant 81 élevages et plus de 280 000 animaux abattus en 2015-2016, tandis que
la deuxieme crise, d’'une ampleur plus considérable, a concerné 485 élevages
répartis sur 19 départements en 2016-2017, principalement dans le Sud-Ouest. A la
différence de la premiére crise, un abattage préventif a été décidé lors de la
deuxieme émergence afin de tenter d’endiguer la progression du virus, ce qui a
conduit a I'abattage de plus d’1,2 million de volailles. Ces deux épisodes d’lAHP ont
soulevé de nombreuses questions quant a I'origine et a la diffusion de l'infection. Les
principales hypotheses reposent sur I'apparition de virus hautement pathogenes a
partir de souches faiblement pathogénes circulant a bas bruit dans les élevages, sur
'accentuation de la diffusion par un manquement aux mesures de biosécurité et sur
la dissémination virale par I'avifaune sauvage. A ce propos, plusieurs éleveurs ont
témoigné durant cette période de la présence récurrente de hérons garde-bceufs
(Bubulcus ibis) sur les parcours extérieurs de canards. Ces observations ont soulevé
des interrogations sur le réle que pouvaient jouer les hérons garde-bceufs dans la
dissémination de virus influenza, étant donné qu’ils constituent une espéce a la fois
migratrice et résidente en France. L'objectif de ce travail est d’apporter des éléments
de réponse pour préciser le role épidémiologique des hérons garde-boeufs dans les
deux émergences d’influenza aviaire hautement pathogene. Dans un deuxieme
temps, nous nous sommes intéressés au statut sanitaire du Héron garde-bceufs vis-
a-vis d’autres agents infectieux tels que les paramyxovirus aviaires de sérotype 1 a
I'origine de la maladie de Newcastle, Mycoplasma gallisepticum et Chlamydia spp.

Dans une premiére partie, nous détaillerons le contexte des crises sanitaires
d’influenza aviaire hautement pathogéne en France durant les années 2015-2016 et
2016-2017. Ensuite, nous apporterons des €léments de biologie concernant le Héron

garde-bceufs. Enfin, nous terminerons avec la présentation de notre étude.
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Premiere partie : précision du contexte sanitaire au
cours des deux émergences d’influenza aviaire
hautement pathogene en France en 2015-2016 et en
2016-2017 et apport d'éléments de bibliographie
concernant la transmission d’agents infectieux par
le biais de I'avifaune sauvage
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A, Contexte sanitaire au cours des deux émergences d’influenza
aviaire hautement pathogene en France en 2015-2016 et en 2016-
2017

Deux épisodes d’influenza aviaire hautement pathogéne ont touché la France, et
plus particulierement le Sud-Ouest, de novembre 2015 a aolt 2016 dans un premier
temps puis de novembre 2016 a juin 2017 dans un contexte épizootique qui frappe
'Europe depuis octobre 2016 et dont les derniers cas en date continuent d’'étre
déclarés en juillet 2018. Le Sud-Ouest de la France est principalement caractérisé
par sa filiere de canards gras pour laquelle la France est mondialement renommée,
bien que des élevages de galliformes y soient également présents en nombre
conséquent. L'élevage de palmipédes a foie gras comprend quatre phases: le
démarrage, la sortie sur parcours extérieur, la préparation au gavage puis le gavage.
La phase de sortie sur parcours extérieur est une phase particulierement a risque
d’'un point de vue épidémiologique puisque les canards, agés de cinqg a neuf
semaines environ, sont exposés au milieu extérieur et notamment a l'avifaune
sauvage pouvant étre a I'origine de la transmission d’agents infectieux.

L’influenza aviaire est une maladie virale contagieuse réglementée qui peut toucher
toute espéce d'oiseau. Certaines souches virales ont la capacité d’infecter des
mammiféres ou d’étre potentiellement zoonotiques. Aucun cas humain n’a été décrit
en France et plus globalement en Europe en 2015-2016 et en 2016-2017, les virus
circulants n‘ayant pas les caractéristiques de virulence pour étre zoonotique (Briand
et al. 2017; Cauchard et al. 2017).

Les émergences d’influenza aviaire sont largement surveillées et font I'objet de
nombreux rapports et communiqués soumis en temps réel par I'Organisation

mondiale de la santé animale (OIE, http://www.oie.int/fr/) via son interface WAHIS

(World Animal Health Information Database), par I'Organisation des Nations Unies

pour I'alimentation et I'agriculture (FAO, http://www.fao.org/home/fr/) via le Systéme

mondial d’information sur les maladies animales (EMPRES-i, http://empres-

I.fao.org/eipws3d/), par les systémes d’informations internationaux Animal Disease

Notification System et Program for Monitoring Emerging Diseases

(www.promedmail.org), par le Ministére de [I'Agriculture et de [I'Alimentation

(http://agriculture.gouv.fr/) et par la plateforme d’Epidémiosurveillance en santé
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animale (ESA, https://www.plateforme-esa.fr) dont les informations ont été reprises

dans les paragraphes suivants afin de relater les faits.

1, L’émergence d’influenza aviaire hautement pathogéne dans les

élevages aviaires en France pendant I’année 2015-2016

Le 24 novembre 2015, un premier foyer d’influenza aviaire a été confirmé dans un
élevage de basse-cour de 32 galliformes (poules pondeuses et poulets de chair) en
Dordogne, suite a la déclaration d’une suspicion clinique cing jours plus tot. Les
analyses réalisées au laboratoire national de référence (LNR) de '’Agence nationale
de sécurité sanitaire de l'alimentation, de I'environnement et du travail (Anses) a
Ploufragran-Plouzané (Cétes-d’Armor) ont permis d’identifier un virus influenza H5N1
hautement pathogene. Ce foyer a été notifié a 'OIE et placé sous arrété préfectoral
portant déclaration d’infection (APDI), ce qui a conduit a I'abattage des dix oiseaux
restants, a la mise en place d’'une zone de protection de 3 km autour du foyer et
d’'une zone de surveillance de 10 km autour du foyer (Bournez et al. 2015; Ministére
de I'Agriculture et de I'Alimentation 2015a). Le département de la Dordogne a été
placé en zone de restriction et la surveillance épidémiologique a été renforcée via la
surveillance évenementielle et la surveillance programmeée. La surveillance
evénementielle s’est reposée sur la sensibilisation des éleveurs et des vétérinaires a
I'identification des suspicions cliniques et a la déclaration de celles-ci afin d’améliorer
la détection d’éventuels nouveaux foyers. La surveillance programmeée s’est reposée
guant a elle sur une enquéte épidémiologique avec le recensement et la visite des
elevages (producteurs et reproducteurs) présents dans la zone de restriction,
I'élaboration de sondages auprés des éleveurs et la réalisation de prélevements pour
analyses sérologique et virologiques (Le Bouquin, Huneau-Salain, Hamon, et al.
2016). Des mesures sanitaires strictes ont été prises par la mise en place de
barrieres sanitaires, linterdiction des rassemblements d’oiseaux, la restriction des
mouvements (personnes, oiseaux, véhicules) au sein de la zone de protection et
I'interdiction de sortie de la zone de surveillance pour toutes les volailles et les ceufs

a couver. Des mesures de protection des personnes ont également été prises.
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Quelques jours apres la découverte du premier foyer, deux autres foyers ont été
confirmés, également en Dordogne (Guerry et al. 2015; Ministére de I'Agriculture et
de I'Alimentation 2015b). Trois virus H5 hautement pathogenes ont été identifiés,
H5N1 et H5N9 dans 'un des foyers et HS5N2 dans 'autre (Guerry et al. 2015). Par la
suite, le nombre de foyers détectés a connu un pic en décembre 2015; on
dénombrait ainsi 67 foyers d’'lAHP et 14 foyers d’influenza aviaire faiblement
pathogénes (IAFP) le 7 janvier 2016 (Le Bouquin, Huneau-Salalin, Souillard, et al.
2016). Cette recrudescence de foyers détectés a pu étre expliquée par
I'élargissement de la zone de surveillance et de la zone de restriction au bassin de
production de palmipedes, une surveillance active renforcée jusqu’a mi-décembre et
le pic de production de foies gras pour les fétes de fin d’année (Le Bouquin, Huneau-
Salain, Hamon, et al. 2016). A partir de janvier 2016, entre un et quatre foyers
étaient déclarés chaque semaine jusqu’a la période d’assainissement des élevages
débutée en avril. Chaque foyer nouvellement identifié a été placé sous APDI et les
volailles présentes dans le foyer ont été abattues. Le Ministére de I'’Agriculture et de
I'Alimentation a mis en ceuvre une stratégie d’éradication en trois temps respectant
un calendrier défini par l'arrété du 9 février 2016 : dépeuplement progressif,
assainissement puis repeuplement dans des conditions de biosécurité maitrisées et
aprés dépistage obligatoire (Ministére de I'Agriculture et de I'’Alimentation 2016a). Le
dépeuplement progressif des élevages situés en zone de restriction a eu lieu du 18
janvier au 2 mai 2016 avec interdiction d’introduire des canetons dans les élevages,
'abattage préventif des animaux en cours d’élevage n’ayant pas été préconisé. Le
vide sanitaire comprenant des opérations rigoureuses de nettoyage/désinfection
s’est tenu entre le 18 avril et le 16 mai 2016. Le 13 avril 2016, suite a la mortalité de
350 animaux, une suspicion clinique dans un élevage de pintades dans le Tarn a
mené a la confirmation d’'un foyer H5N9 hautement pathogéne le 18 avril 2016
(Huneau-Salaliin, Hamon, et al. 2016). Plus aucun foyer n’a été déclaré entre le 19
avril et le 15 juillet 2016 et on comptait alors 77 foyers d’lAHP depuis le début de
I'épizootie (Huneau-Salalin, Moisson, Hamon, Nigueux, Scoizec, Schmitz, Briand,
Michel, Fediaevsky, Le Bouquin, et al. 2016; Moisson, Huneau-Salalin, et al. 2016a).
Aprés le vide sanitaire, quatre foyers d’lAHP (deux en Aveyron et deux en Dordogne)
et quatre foyers d’'IAFP ont été détectés en juillet et en aolt 2016 via le plan de
surveillance active mis en place dans la zone de restriction : prélevements pour

analyses virologique et sérologique dans les exploitations de palmipédes en
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démarrage et en pré-gavage, déepistage séerologique et virologique dans les abattoirs,
inspection clinique des élevages de galliformes (Moisson, Huneau-Salain, et al.
2016a; 2016b). Au total, ce sont 102 foyers d’influenza aviaire dont 82 foyers d’'lAHP
et 20 foyers d’'IAFP qui ont été détectés de novembre 2015 a ao(t 2016 (Huneau-
Salaiin, Moisson, Hamon, Niqueux, Scoizec, Schmitz, Briand, Michel, Fediaevsky,
Calavas, et al. 2016) ; le dernier foyer d’'IAHP ayant été confirmé le 5 aolt 2016 en
Aveyron (Moisson, Huneau-Salaln, et al. 2016b). Le repeuplement des élevages a
été réalisé sous surveillance épidémiologique renforcée avec I'adoption de mesures
de biosécurité strictes et pérennes définies par l'arrété du 8 février 2016, entré en
vigueur au 1% juillet 2016 et modifié par I'arrété du 15 juillet 2016. La zone de
restriction a finalement été levée le 15 septembre 2016 grace au bilan favorable du
plan de surveillance (Ministére de I'Agriculture et de I'Alimentation 2016b). Les
impacts socio-économiques de cette crise ont été lourds de conséquence pour les
éleveurs et les accouveurs atteints. Plus de 280 000 animaux ont été abattus dans
les élevages atteints d’aprés les rapports fournis par I'OIE et la FAO. Afin dy
remédier, 130 millions d’euros d’'indemnisation au total ont été versés par I'Etat
francais et des fonds européens pour pallier les pertes engendrées par la mise en
ceuvre du plan d’assainissement (Ministere de I'Agriculture et de I'’Alimentation
2016c¢). La France a perdu son statut de pays indemne d’influenza aviaire hautement
pathogéne auprés de I'OIE alors qu’aucun foyer d'IAHP n’avait été déclaré depuis
2007 (Guerry et al. 2014). Ce statut de pays indemne ne peut étre retrouvé que trois
mois apres le nettoyage et la désinfection du dernier foyer détecté. Pendant la
période de novembre 2015 a ao(t 2016, la France a été le pays européen ayant
déclaré le plus de foyers d’lAHP en élevage aviaire ; quelques cas sporadiques
d'IAHP en élevage de volailles ont été déclarés dans d’autres pays d’Europe, ces

souches étant différentes de celles déclarées en France (Arsevska et al. 2016).

Les foyers d’influenza aviaire ont été rapportés dans les dix départements suivants :
Aveyron, Dordogne, Haute-Garonne, Hautes-Pyrénées, Haute-Vienne, Gers,
Landes, Lot, Pyrénées-Atlantiques et Tarn (Figure 1). La Dordogne (17 foyers), le
Gers (10 foyers), les Landes (32 foyers) et les Pyrénées-Atlantiques (13 foyers) sont
les principaux départements concernés par les foyers d’IAHP (Tableau 1). La zone
de restriction s’étalait sur sept autres départements (Ariege, Aude, Cantal, Correze,

Gironde, Lot-et-Garonne et Tarn-et-Garonne) en plus des dix départements touchés
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(Figure 1). Les enquétes épidémiologiques réalisées dans la zone de restriction ont

permis d’identifier 526 élevages en lien épidémiologique avec les foyers (proximité

géographique, matériel en commun, mouvements d’animaux, de véhicules ou de

personnels) dont deux élevages en zone indemne (Moisson, Huneau-Salatin, et al.

2016b). Ces élevages en lien épidémiologique ont fait 'objet d’une visite conduisant

a l'inspection clinique des animaux et dans certains cas de prélevements pour des

analyses sérologiques et virologiques conformément au plan de surveillance

épidémiologique mis en ceuvre.
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Figure 1 : Carte des foyers d'|AHP (n=82) déclarés en France entre novembre 2015

et aolit 2016, avec les zones de protection et de surveillance autour des quatre

foyers détectés aprés la période de vide sanitaire (d'apres la plateforme ESA)
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Tableau 1 : Nombre de foyers d'lAHP (n=82) en élevage par département en France
entre novembre 2015 et aodt 2016 (d'aprés la FAO, 'OIE et EMPRES-I)

Département Nombre de foyers d’'|AHP (élevage)
HS5N1 H5N2 H5N9

Aveyron (12) - 2 8
Dordogne (24) 12 4 1
Haute-Garonne (31) 1 _ :
Gers (32) 1 9 .
Landes (40) 2 15 15
Lot (46) 2 i 3
Pyrénées-Atlantiques (64) 1 4 8
Hautes-Pyrénées (65) 1 2 .
Tarn (81) - N 1
Haute-Vienne (87) 1 - 8
Total 21 36 o5

Dans ces foyers d’'IAHP, trois sous-types de virus ont pu étre identifiés : H5N1 (21
foyers), H5N2 (36 foyers) et HSN9 (25 foyers) (Tableau 1). Un élevage présentait les
sous-types H5N2 et H5N9 simultanément.

Un sous-type de chacun des virus hautement pathogénes H5N1
(A/chicken/France/150169a/2015), H5N2 (A/duck/France/150233/2015) et H5N9
(A/duck/France/150236/2015) a été séquencé. Les résultats montrent que ces trois
sous-types ont des séquences H5 trés proches (98,8 a 99,8% de séquences
nucléotidiques identiques) et qu’ils ne sont pas apparentés aux virus H5N1
hautement pathogenes de la lignée asiatique A/goose/Guangdong/1/1996 (Briand et
al. 2017), qui étaient responsables des premiers cas zoonotiques humains a Hong-
Kong en 1997 (de Jong et al. 1997) et a l'origine du virus H5 hautement pathogéne
de la clade 2.3.4.4 qui a diffusé de maniere panzootique entre 2013 et 2015 a partir
de I'Asie (Cauchard et al. 2016; Lee et al. 2015; Lee, Bertran, et al. 2017; The Global

Consortium for HSN8 and Related Influenza Viruses 2016).

2. L’émergence d’influenza aviaire hautement pathogéne dans les

élevages aviaires en France pendant I’'année 2016-2017

Depuis octobre 2016, I'Europe traverse une épizootie d’influenza aviaire H5
hautement pathogéne. Le premier cas européen a été déclaré le 27 octobre 2016

chez un cygne tuberculé (Cygnus olor) en Hongrie. S’en est suivi un second foyer
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déclaré huit jours plus tard, le 4 novembre 2016, dans un élevage de dindes
d’engraissement situé a 17 km du premier foyer (Cauchard et al. 2016). Au total, 31
pays européens ont été touchés par cette vague : Allemagne, Autriche, Belgique,
Bosnie-Herzégovine, Bulgarie, Chypre, Croatie, Danemark, Espagne, Finlande,
France, Grece, Hongrie, Irlande, Italie, Lituanie, Luxembourg, Macédoine,
Monténégro, Pays-Bas, Pologne, Portugal, Républigue Tchéque, Roumanie,
Royaume-Uni, Russie, Serbie, Slovaquie, Slovénie, Suede et Suisse.

Cette épizootie peut étre décomposée en deux phases, la premiére qui s’est
déroulée d’octobre 2016 a décembre 2017 et la deuxiéme qui a lieu depuis
décembre 2017 et dont les cas continuent d’étre déclarés en date de juillet 2018. Les
sous-types identifiés H5N5, H5N6 et HSN8 sont hautement pathogénes et font partie
du groupe B de la lignée A/goose/Guangdong/1/1996 clade 2.3.4.4 (Beerens et al.
2018; Bronner, Niqueux, et al. 2017; Cauchard et al. 2017; Fusaro et al. 2017; Globig
et al. 2018; Lee, Bertran, et al. 2017; Meier et al. 2017; Mercier et al. 2017,
Pohlmann et al. 2017).

Les virus les plus proches de ces trois sous-types mais qui restent toutefois
différents, sont ceux qui ont été isolés chez des oiseaux du lac Uvs-Nur situé a la
frontiére russo-mongole en juin 2016 (Lee, Sharshov, et al. 2017). Pour certains
foyers (notés H5NXx), la neuraminidase des virus H5 hautement pathogénes n’a pas
pu étre identifiée dans 'immédiat. Les données sont mises a jour régulierement et les
foyers H5Nx sont précisés en foyers H5N5, HSN6 ou H5N8 le cas échéant.

Entre octobre 2016 et décembre 2017, les virus HS5N5 et H5N8 étaient les principaux
virus identifiés dans les foyers, seul un foyer H5N6 avait été confirmé dans une
basse-cour en Gréce le 2 mars 2017 (Veille sanitaire internationale Plateforme ESA,
LNR influenza aviaire Anses Ploufragran 2017). Le dernier foyer HSN5 remonte au
1°" juin 2017 et concerne deux oies cendrées (Anser anser) sauvages (Bronner,
Calavas, Cauchard, Falala, et al. 2017).

Depuis décembre 2017, une nouvelle souche H5N6 circule en Europe. Elle est issue
d’'une recombinaison a partir de la souche H5N8 circulant actuellement et d’une
souche eurasienne faiblement pathogene, tout comme la souche identifiée en Grece
en mars 2017. Cependant elle n’est pas issue de la souche zoonotique circulant de
facon endémique en Asie depuis plusieurs années (Beerens et al. 2018; Bronner,
Calavas, Cauchard, Hendrikx, et al. 2017). Des foyers H5N6 et H5N8 continuent
d’étre déclarés en date du 18 juillet 2018. Du 1° octobre 2017 au 18 juillet 2018, 197
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foyers ont été dénombrés dans 13 pays européens : Allemagne (5 foyers), Bulgarie
(17 foyers), Chypre (1 foyer), Danemark (29 foyers), Finlande (3 foyers), Irlande (3
foyers), Italie (50 foyers), Pays-Bas (14 foyers), Royaume-Uni (21 foyers), Russie (40
foyers), Slovaquie (1 foyer), Suéde (12 foyers) et Suisse (1 foyer) (Bronner et al.
2018).

D’autre part la Russie a déclaré un foyer d’'IAHP H5N2 le 21 décembre 2017 dans un
élevage de plus de 660 000 oiseaux. Les hypotheses de l'origine de cette souche
sont une mutation d’un virus H5N2 faiblement pathogéne ou bien un réassortiment
du virus H5N8 hautement pathogene circulant avec une souche faiblement
pathogene (Bronner et al. 2018). Le dernier foyer d’IAHP H5N2 déclaré en Europe
datait du 3 ao(t 2016 et concernait un élevage de 11000 canards en France
(données EMPRES-i).

La France a particulierement été touchée par cette épizootie. Bien que des mesures
de biosécurité strictes aient été mises en place suite a 'émergence de 2015-2016
(arrétés du 8 février 2016 et du 15 juillet 2016), la France est le pays européen ayant
déclaré le plus de foyers d'IAHP en élevage aviaire totalisant 485 foyers H5N8, suivie
par la Hongrie. Deux foyers H5N1 ont été détectés de facon sporadique en mars
2017 dans deux élevages a La Croix-Comtesse (Charente-Maritime) et a Montaut
(Landes). Ces souches H5N1 sont apparentées aux souches qui ont circulé en 2015-
2016 (Bronner, Nigueux, Schmitz, Le Bouquin, et al. 2017, données EMPRES-i).
Aucun foyer H5N5 ni H5NG6 n’a été déclaré en France durant cette période.

Le dernier foyer déclaré au cours de I'émergence d'IAHP de 2015-2016 a été
confirmé et assaini le 3 aolt 2016. La France devait officiellement recouvrir son
statut de pays indemne d’IAHP le 3 décembre 2016 conformément aux normes de
'OIE. Cependant, le 26 novembre 2016, un premier foyer d’lAHP H5N8 a été déclaré
chez des canards appelants (Anas strepera et Mareca penelope) utilisés pour la
chasse au gibier d’'eau et considérés comme de l'avifaune captive. Ces canards
étaient détenus dans une réserve naturelle privée du Pas-de-Calais (Moisson et al.
2016). Le premier foyer d’'IAHP H5N8 en élevage aviaire a été déclaré deux jours
apres, le 28 novembre 2016, dans un élevage de 5143 canards a Almayrac (Tarn).
Un deuxieme foyer HSN8 s’est déclaré le 2 décembre 2016 dans la méme commune,
dans un élevage de 6120 canards préts a gaver. Cing foyers secondaires, trois dans

le Gers, un dans le Lot-et-Garonne et un dans les Hautes-Pyrénées, ont par la suite
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eté déclarés dans des élevages ayant recu des lots de canards issus de ce
deuxieme foyer (Moisson et al. 2016, données EMPRES-i, données OIE). Le virus
H5N8 s’est ensuite propagé de proche en proche entre les élevages, dans la
majorité des cas dans un rayon de 10 km a partir d’'un précédent foyer (Bronner,
Moisson, et al. 2017).

Les mesures de police sanitaire appliguées dans les élevages étaient similaires a
celles de 2015-2016, a savoir la mise en place de chaque foyer sous APDI,
I'abattage de tous les animaux présents dans chacun des foyers, représentant plus
d’1,2 million d’animaux abattus au total (données OIE), la réalisation d’'un vide
sanitaire et le renforcement de la surveillance épidémiologique. Contrairement a
'émergence de 2015-2016, une stratégie offensive définie par I'arrété du 4 janvier
2017 a été adoptée en 2016-2017 en plus des mesures de police sanitaire
standards. Elle repose sur un abattage préventif sur place de tous les palmipedes en
parcours extérieur présents dans la zone réglementée définie par le Ministére de
I'Agriculture et de I'Alimentation comprenant initialement une partie du Gers, des
Landes et des Hautes-Pyrénées afin essayer d’endiguer la propagation du virus.
Cette stratégie de dépeuplement a débuté le 5 janvier 2017 et avait pour but de
protéger les zones a forte densité d’élevages qui n’étaient pas encore atteintes.
L’abattage préventif a été suivi d’'un protocole de nettoyage et désinfection puis d’'un
repeuplement progressif dans des conditions de biosécurités strictes. L’Etat a pris en
charge les opérations d’abattage sanitaire et indemnisé les éleveurs en fonction des
pertes (Ministére de I’Agriculture et de I'’Alimentation 2017a).

Durant le mois de février 2017, de plus en plus de foyers commencaient a se
déclarer a plus de 10 km d’un précédent foyer et I'épizootie a atteint son pic avec la
déclaration de foyers H5N8 dans 211 élevages (Bronner, Niqueux, et al. 2017). La
stratégie adoptée a porté ses fruits avec une nette diminution des foyers déclarés a
partir de mars 2017. Le dernier foyer H5N8 a été déclaré le 30 juin 2017 dans un
élevage a Brillon (Nord) et serait en lien avec un foyer HSN8 belge situé a 15 km qui
a été declaré le 23 juin 2017 (Veille sanitaire internationale Plateforme ESA 2017).
Jusqu’a la détection de ce dernier, les foyers étaient concentrés au Sud-Ouest dans
les neufs départements suivants : Aveyron, Deux-Sévres, Gers, Haute-Garonne,
Hautes-Pyrénées, Landes, Lot-et-Garonne, Pyrénées-Atlantiques et Tarn. Le
département des Landes fut le plus atteint avec 286 foyers H5N8 déclarés en

élevages (Tableau 2). Le 27 octobre 2017, la France a finalement retrouvé son statut
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de pays indemne d’'IAHP auprés de I'OIE, aprés 'assainissement du dernier foyer
détecté en juin 2017 et 'absence de nouveaux foyers déclarés depuis plus de trois

mois (Ministére de I'Agriculture et de I’Alimentation 2017b).

Tableau 2 : Nombre de foyers d'lAHP H5N8 (n=540) par département en France
déclarés entre novembre 2016 et juin 2017 selon la nature du foyer (d'aprés la FAQO,
'OIE et EMPRES-I)

Nombre de foyers d'IAHP H5N8
Département Elevage '2:;%32? Avifaune libre*
Ain (01) - - 24
Aveyron (12) 2 - -
Haute-Garonne (31) 1 - -
Gers (32) 96 - 7
Landes (40) 286 - 4
Loire-Atlantique (44) - - 1
Lot-et-Garonne (47) 13 - 3
Manche (50) - - 1
Nord (59) 1 - -
Pas-de-Calais (62) - 1 -
Pyrénées-Atlantiques (64) 49 - 3
Hautes-Pyrénées (65) 26 - 1
Bas-Rhin (67) - - 1
Haut-Rhin (68) - 1 -
Rhone (69) - 1 -
Haute-Savoie (74) - - 2
Deux-Seévres (79) 3 - -
Tarn (81) 8 - 2
Vosges (88) - - 3
Total 485 3 52

*Les foyers d'AHP H5N8 déclarés dans l'avifaune sauvage sont tous issus des

résultats de la surveillance événementielle.

3, Surveillance épidémiologigue de [I'avifaune sauvage pendant les

émergences d’influenza aviaire hautement pathogéne en France en 2015-2016
et en 2016-2017

L’avifaune sauvage libre et captive est également concernée par la surveillance
épidémiologique événementielle via le réseau SAGIR, grace a I'action commune de
I'Office national de la chasse et de la faune sauvage (ONCFS), la Fédération

nationale des chasseurs et des fédérations départementales de chasseurs, et ce
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depuis 2008. Les mesures de surveillance événementielle de l'avifaune sauvage
sont retranscrites dans la note de service DGAL/SDSPA/2016-507 du 22 juin 2016
relative a la surveillance événementielle des mortalités d’oiseaux sauvages au regard
du risque influenza aviaire. La surveillance événementielle classique est mise en
ceuvre sur 'ensemble du territoire et en tout temps, indépendamment des foyers
d’'IAHP concernant I'avifaune sauvage libre ou captive. La collecte, 'autopsie et la
réalisation d’écouvillons trachéaux et cloacaux afin de rechercher le virus de
'influenza aviaire par Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
sont effectuées lorsque des mortalités anormales d’oiseaux sauvages sont
constatées, a savoir lors de «la découverte d’au moins trois cadavres d’oiseaux
d’'une ou plusieurs espéces sur un méme site (sur un rayon d’environ 500 métres) et
sur un laps de temps maximal d’'une semaine » et dés la découverte d’'un oiseau
trouvé mort du genre Cygnus. La surveillance événementielle renforcée est
appliqguée dans les zones ou des foyers d’IAHP ont été détectés dans I'avifaune libre
ou captive ou dans les élevages de volailles. Elle consiste en la recherche de virus
influenza aviaire dés qu’'un oiseau sauvage appartenant a la famille des Anatidae,
des Laridae ou des Rallidae est retrouvé mort. Lorsque le niveau de risque d'|AHP
est « négligeable », la surveillance événementielle renforcée ne concerne que les
zones a risque particulier (ZRP) en lien avec la présence d'oiseaux d'eau et
d’oiseaux migrateurs. Ces ZRP sont définies sur la base du recensement
international des oiseaux d’eau reéalisé par Wetlands International chague année.
Lorsque ce niveau de risque passe a un niveau « modéré » ou « élevé », la
surveillance événementielle renforcée est appliquée sur I'ensemble du territoire

concerné.

Le 17 novembre 2016, suite a la recrudescence de foyers d'IAHP H5N8 découverts
en Europe (Allemagne, Autriche, Croatie, Danemark, Hongrie, Pays-Bas, Pologne,
Suisse), en particulier dans I'avifaune sauvage en ce qui concerne I'Allemagne et la
Suisse, pays voisins de la France, il a été décidé de relever le niveau de risque vis-a-
vis de I'lAHP de « négligeable » a « modéré» sur I'ensemble du territoire
métropolitain francais. Dans les ZRP, le niveau de risque a été augmenté a « élevé »
(Figure 15 de I'Annexe 1) et les mesures de biosécurité y sont renforcées pour
empécher tout contact entre oiseaux sauvages et oiseaux d’élevage (Ministére de

I’Agriculture et de I’Alimentation 2016d). Le 6 décembre 2016, le niveau de risque est
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passé a « élevé » sur 'ensemble du territoire métropolitain apres la découverte de
plusieurs foyers francais dans des élevages et dans I'avifaune sauvage. En plus des
mesures pour empécher les contacts entre les oiseaux sauvages et les oiseaux
d’élevage, l'interdiction des rassemblements de volailles vivantes et l'interdiction de
lachers de gibiers a plume ont été ordonnées, sauf dans les cas ou une dérogation
Oou une autorisation a été accordée (Ministére de I'Agriculture et de I'Alimentation
2016e).

En 2015-2016, la surveillance événementielle a permis la collecte de 111 oiseaux
sauvages. Cependant, aucune surmortalité n’a été observée et toutes les analyses
étaient négatives pour l'influenza aviaire (Le Bouquin, Huneau-Salatin, Hamon, et al.
2016). En 2016-2017, suite a la mise en place de la surveillance événementielle
renforcée vis-a-vis de I'lAHP, le nombre d’oiseaux sauvages collectés est largement
plus élevé qu’en 2015-2016. Ainsi, 817 oiseaux trouvés morts ont été analysés entre
le 1*" novembre 2016 et le 23 mai 2017 (Van De Wiele et al. 2017). Le 1* foyer
d'lIAHP HS5N8 francais a été détecté via la surveillance événementielle chez des
canards appelants aprés la déclaration d’'une mortalité anormale de 33% (25/75
canards retrouvés morts) le 26 novembre 2016 (Moisson et al. 2016). Parmi les 817
oiseaux sauvages, les analyses ont montré des résultats positifs pour H5N8 pour 90
oiseaux libres et 7 oiseaux captifs (Tableau 3). Cela correspond a 55 foyers
différents dont 52 dans l'avifaune libre et 3 dans I'avifaune captive (Tableau 2) (Van
De Wiele et al. 2017, données EMPRES-i, données OIE).
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Tableau 3: Nombre d’oiseaux (n=97) positifs pour H5N8 dans le cadre de la
surveillance événementielle du 1°" novembre 2016 au 23 mai 2017 selon I'espéce et
le statut libre ou captif (d’aprés Van De Wiele et al. 2017, la DGAI et le réaseau

SAGIR)

Espece Nombre d’oiseaux
Nom commun Nom binomial Libres Captifs
Bernache du Canada Branta canadensis 1 -
Buse variable Buteo buteo 8 -
Butor étoilé Botaurus stellaris 1 -
Canard colvert Anas platyrhynchos 3 -
Canard chipeau Anas strepera
. - 4
Canard siffleur Mareca penelope
Canard siffleur Mareca penelope 2 -
Cygne tuberculé Cygnus olor 48 -
Etourneau sansonnet Sturnus vulgaris 1 -
Faucon crécerelle Falco tinnunculus 1 -
Goéland leucophée Larus michaellis 1 -
Goéland pontique Larus cachinnans 1 -
Goéland argenté Larus argentatus 1 -
Grand Cormoran Phalacrocorax carbo 4 -
Grande Aigrette Egretta alba 1 -
Grive musicienne Turdus philomelos 1 -
Héron cendré Ardea cinerea 1 -
Héron garde-bceufs Bubulcus ibis 2 -
Oie cendrée Anser anser 3 1
Oie Anser sp. - 2
Pie bavarde Pica pica 3 -
Pigeon ramier Columba palumbus 2 -
Tourterelle turque Streptopelia decaocto 5 -

En 2015-2016, dans le cadre de la surveillance active, des analyses ont été menées
sur 600 oiseaux libres de 32 espéces différentes capturés a moins de 200 meétres de
foyers en élevage (Figure 2, Figure 3), sur 23 corneilles capturées dans le cadre de
destruction des nuisibles, sur 10 oiseaux issus de centres de sauvegarde (Tableau 4)
et sur 131 canards captifs utilisés comme appelants pour la chasse au gibier d’eau
(Le Bouquin, Huneau-Salatin, Hamon, et al. 2016, saisine n° 2016-SA-0059 de

'Anses).
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Tableau 4 : Nombre d’oiseaux (n=10) issus des centres de sauveqgarde de la faune

sauvage trouvés morts et analysés dans le cadre de la surveillance programmée de

2015-2016 selon 'espéce (d’aprés la saisine n° 2016-SA-0059 de 'Anses)

Espéce Total
Nom commun Nom binomial
Cincle plongeur Cinclus cinclus 1
Epervier d’Europe Accipiter nisus 1
Faucon crécerelle Falco tinnunculus 2
Milan royal Milvus milvus 2
Vautour fauve Gyps fulvus 4

Enfin, en 2016-2017, 397 oiseaux sauvages ont été prélevés par tir a proximité de 29
foyers d’lAHP H5N8 puis autopsiés dans le cadre de la surveillance programmée.
Parmi ces 397 oiseaux, huit especes différentes sont représentées : Corneille noire,
Etourneau sansonnet, Pie bavarde, Pigeon biset, Pigeon ramier, Tourterelle turque,
Vanneau huppé et Héron garde-bceufs (Tableau 5). Ces prélévements par tirs ont eu
lieu dans trois départements de décembre 2016 a février 2017 aprés abattage
sanitaire des oiseaux d’élevage présents dans les foyers et aprés avoir obtenu
l'autorisation de la Direction régionale de I'environnement, de 'aménagement et du
logement (DREAL Occitanie) (Van De Wiele et al. 2017). La recherche du virus
influenza a été faite par qRT-PCR sur des écouvillons cloacaux et oro-pharyngés.
Dans le cadre de la surveillance programmée, la recherche d’influenza aviaire H5
hautement pathogene a été négative pour les 1161 oiseaux sauvages analyseés issus
de l'avifaune libre ou de I'avifaune captive durant la campagne de 2015-2016 et celle
de 2016-2017 (Le Bouquin, Huneau-Salatin, Hamon, et al. 2016; Van De Wiele et al.
2017, communication personnelle).

Ainsi, en France, les oiseaux sauvages pour lesquels la recherche d’influenza aviaire
H5 hautement pathogéne a été positive ne concernent que des oiseaux sauvages
trouvés morts et analysés dans le cadre de la surveillance événementielle de 2016-
2017, chez lesquels la souche H5N8 a été retrouvée (Tableau 2) et dont la plupart
étaient retrouvés morts a proximité immédiate de foyers déclarés en élevage. Ce
chiffre s’éléve a 52 et est relativement faible comparé au nombre de foyers déclarés
dans les élevages aviaires francgais. Cette tendance n’est pas retrouvée dans les
autres pays européens principalement atteints par 'émergence de 2016-2017, dans
lesquels les foyers d’IAHP étaient majoritairement déclarés dans l'avifaune sauvage,

a I'exception de la Bulgarie et de la Hongrie. En Allemagne par exemple, plus de 700
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cas d’'IAHP ont été déclarés dans l'avifaune sauvage contre un peu plus d’une
centaine dans les élevages de volailles (Cauchard et al. 2017). Cette différence
pourrait étre expliquée par le fait que la proportion d’oiseaux d’eau sauvages est
relativement faible par rapport a la densité d’oiseaux domestiques élevés en France

et surtout dans le Sud-Ouest.

Tableau 5 : Nombre d'oiseaux (n=397) collectés par tir dans le cadre de la
surveillance programmée de décembre 2016 a février 2017 selon l'espéce et le
département (Van De Wiele et al. 2017, communication personnelle)

Espece Département
Nom commun Nom binomial Gers Hautes- Tam Total
(32) Pyrénées (65) (81)
Corneille noire Corvus corone 12 5 - 17
Etourneau .
sansonnet Sturnus vulgaris 30 59 - 89
Pie bavarde Pica pica 9 3 - 12
Pigeon biset Columba livia 30 8 25 63
Pigeon ramier Columba palumbus 32 1 - 33
Tourterelle Streptopelia decaocto 30 61 32 123
turque
Vanneau huppé Vanellus vanellus 31 - - 31
Heéron garde- Bubulcus ibis - 29 - 29
boeufs

Les témoignages de plusieurs €leveurs concernant la présence récurrente d’oiseaux
sauvages sur les parcours extérieurs de canards préts a gaver nous a pousses a
nous interroger sur le role épidémiologique que pourraient jouer ces oiseaux en
regard du virus de I'influenza aviaire, avec un focus précis sur le Héron garde-bceufs
(Bubulcus ibis). Le Héron garde-bceufs est une espéce particuliere dans le sens ou
c’est une espéce migratrice qui a colonisé I'Europe, 'Amérique du Nord, '’Amérique
du Sud, I'Océanie et le Moyen-Orient a partir de I'Afrique et I'’Asie, mais dont la
population en France reste plutot sédentaire dans les colonies (Marion 2009), ce qui
rend son étude d’autant plus intéressante d’'un point de vue épidémiologique. L’étude
présentée dans cette these vétérinaire a été réalisée dans le cadre de la surveillance
programmée de I'lAHP durant les années 2015-2016 et 2016-2017. Notre matériel
d’étude est constitué de fientes collectées au sol dans trois héronniéres et de
préléevements sanguins réalisés chez des jeunes hérons garde-bceufs. Notre étude
est complémentaire aux analyses qui ont été réalisées lors des campagnes de

capture d’oiseaux libres et de dépistage d’oiseaux captifs, dont les résultats ont été
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présentés ci-dessus. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a
d’autres agents de maladies infectieuses susceptibles d’étre portés par le Héron
garde-bceufs, notamment le virus de la maladie de Newcastle et les bactéries
Mycoplasma gallisepticum et Chlamydia spp.. Le protocole et les résultats de I'étude

sont présentés dans la troisieme partie de cette thése, a partir de la page 58.

B, R6les de l'avifaune sauvage dans le portage et la transmission
d’agents infectieux a potentiel zoonotique

1, Généralités

L’'avifaune sauvage et en particulier les oiseaux migrateurs ont longtemps été
suspectés d’étre des réservoirs d’agents de maladies infectieuses pouvant étre
transmis aux oiseaux domestiques présents dans les élevages, voire aux
mammiferes ou a 'homme. Des transmissions en sens inverse, c’est-a-dire des
volailles domestiques aux oiseaux sauvages sont également envisagées. En fonction
des espéces concernées, la réceptivité et la sensibilité aux agents infectieux
différent, les oiseaux pouvant ainsi étre clinijuement malades, porteurs sains ou
porteurs d’un vecteur infecté (arthropode). Ces liens restent difficiles a prouver avec
certitude car plusieurs domaines d’étude sont a prendre en compte : écologie,
infectiologie (bactériologie, virologie, mycologie, parasitologie), épidémiologie,
génétique, biologie moléculaire, biologie médicale, productions animales, médecine

humaine dans les cas de zoonoses.

La migration est une stratégie adaptative adoptée par certains oiseaux pour pallier le
manque de nourriture pendant la saison froide. Pendant ce parcours migratoire, des
populations importantes d'oiseaux sont amenées a se codtoyer, notamment au niveau
des aires de transition ou les oiseaux se reposent et s’alimentent, ce qui crée des
conditions propices pour la transmission puis la diffusion d’agents pathogénes (Olsen
et al. 2006).
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Ainsi, pour qu’un oiseau migrateur soit vecteur d’un agent infectieux, il faut que les
cing conditions suivantes soient remplies (Gaidet et al. 2010) :

- l'oiseau doit étre en contact avec I'agent infectieux, en étre une espéce réceptive ou
sensible et étre capable de I'excréter ;

- 'infection doit étre asymptomatique dans un premier temps, au moins
temporairement pour ne pas affecter les mouvements migratoires de l'oiseau ;

- 'oiseau doit étre capable de parcourir de nombreux kilométres durant cette période
d’incubation ;

- la période d’incubation doit correspondre a la période de la migration ;

- l'oiseau en question doit transmettre I'agent infectieux a de nouveaux hotes

réceptifs ou sensibles, par une contamination directe ou indirecte.

La contamination des élevages aviaires par des agents pathogénes portés par les
espéeces migratrices fait également intervenir les populations locales et commensales
d'oiseaux sauvages en tant qu’espéces passerelles car elles sont au contact de

I'avifaune migratrice et domestique (Caron et al. 2014; Hill et al. 2012).

Les oiseaux migrateurs jouent un rble dans le portage et la transmission d’agents
pathogénes a l'origine de maladies infectieuses émergentes zoonotiques tels que le
virus West Nile (Flaviviridae), I'agent de la maladie de Lyme (Borrelia burgdorferi
sensu lato), des virus influenza A (Orthomyxoviridae), des bactéries
entéropathogenes (Salmonella spp. et Campylobacter spp.) ou des bactéries multi-

résistantes aux antibiotiques (Reed et al. 2003).

Bien que le réle de lavifaune sauvage ne soit pas toujours prouvé dans la
transmission et la dispersion d’agents infectieux, il est important de rappeler que
'application de régles de biosécurité afin de limiter tout contact entre volailles et
avifaune sauvage devrait étre respectée pour minimiser les risques (Olsen et al.
2006; The Global Consortium for HSN8 and Related Influenza Viruses 2016; Webster
et al. 2006). En ce qui concerne 'homme, des régles primaires d’hygiéne sont a
respecter pour éviter tout risque de transmission d’agents infectieux par I'avifaune
sauvage, en particulier pour les personnes immunodéprimées. Les marchés
d’animaux vivants ou de nombreuses espéces d’oiseaux sont mélangées, d’origine

domestique ou sauvage, sont propices a la circulation d’agents pathogénes et
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contribuent particulierement a la circulation endémique d’influenza aviaire en Asie
(Webster 2004).

2, Roles de P'avifaune sauvage en tant que porteur d’agent de maladies

infectieuses : exemple des virus influenza A

En 1997, les premiers cas humains d’influenza dus a un virus hautement pathogéne
d’origine aviaire ont été décrits & Hong Kong, en Chine (de Jong et al. 1997). Dans
les trois dernieres décennies, les virus influenza hautement pathogenes ont circulé
de facon enzootique, épizootique voire panzootique. Ces émergences ont soulevé de
nombreuses interrogations quant a leur origine et leurs modes de transmission.

Les oiseaux aquatiques appartenant aux ordres des Ansériformes (canards, oies et
cygnes principalement) et des Charadriiformes (goélands, mouettes, limicoles et
sternes principalement) forment le réservoir naturel primaire des virus influenza A
faiblement pathogenes (Olsen et al. 2006; Webster et al. 1992). L’infection est
généralement asymptomatique chez ces oiseaux aquatiques, qui ne présentent ni
signes cliniques ni Iésions (Webster et al. 1978). Ces virus faiblement pathogénes se
répliquent dans les poumons et les intestins, ils sont ensuite excrétés dans les selles
en concentration élevée (Webster et al. 1978). Les virus conservent leur pouvoir
infectant dans les selles pendant au moins 30 jours a 4°C et au moins 7 jours a 22°C
et dans I'eau douce pendant au moins 30 jours a 0°C et au moins 4 jours a 22°C
(Webster et al. 1978). La transmission virale se fait majoritairement par voie oro-
fécale (Webster et al. 1992), directement ou indirectement selon la capacité a rester
infectant dans le milieu extérieur pendant quelques jours. Plusieurs sous-types de
virus peuvent co-infecter le méme individu et des réassortiments de génes entre les
virus peuvent alors avoir lieu, ce qui conduit parfois a I'émergence de virus
hautement pathogenes (Webster et al. 1992), qui contrairement aux virus faiblement
pathogénes, peuvent se répliquer dans de nombreux types cellulaires et causer une
infection systémique (Steinhauer 1999). L'oiseau ainsi infecté devient fortement
contagieux et peut développer des signes cliniques voire mourir. Chez des canards
colverts (Anas plathyrhyncos) infectés expérimentalement par une souche IAHP
H5N1, les résultats ont montré que les charges virales étaient plus élevées dans la

trachée que dans le cloaque, ce qui signifie que la transmission peut devenir oro-
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orale ou aéroportée lorsqu’un oiseau est infecté par une souche hautement

pathogene (Sturm-Ramirez et al. 2005).

Les canards domestiques élevés dans les fermes peuvent ne pas exprimer de signes
cliniques lors d’'une infection par un virus hautement pathogéne et jouer ainsi un role
dans la persistance et la circulation enzootique de virus IAHP. Ceci a été décrit en
Asie notamment (Chen et al. 2004). En 2005-2006, un virus |IAHP H5N1 s’est
rapidement propagé a partir de I'’Asie du Sud-Est vers I'Afrique et I'Europe, devenant
ainsi panzootique. En Europe, la mortalité anormale rapportée chez des anatidés par
les programmes de surveillance épidémiologique a soulevé la question de la
contribution de ces oiseaux dans la diffusion de virus IAHP H5N1 a longue distance
(Hesterberg et al. 2009). Chez le Canard colvert, espéce la plus représentée dans
cet effectif, ce sont surtout des virus IAFP qui ont été isolés, et peu de virus
H5N1 hautement pathogénes ; les especes chez lesquelles des virus H5N1
hautement pathogéenes ont été le plus souvent retrouvés sont des cygnes (Cygnus
cygnus et Cygnus olor), des canards plongeurs (Aythya ferina et Aythya marila), des
canards piscivores (Mergus albellus et Mergus merganser) ainsi que des grébes
(Podiceps cristatus). Toutefois, aucun porteur sain ni réservoir n’a pu étre identifié
parmi ces especes car la majorité des oiseaux infectés par les virus H5N1 ont
développé des signes cliniques ou sont morts (Hesterberg et al. 2009). D’autres
programmes de surveillance épidémiologique ont cependant mis en évidence des
infections asymptomatiques par un virus H5 hautement pathogéne du clade 2.3.4.4
chez des anatidés sauvages (Bevins et al. 2016). De plus, des infections
expérimentales de canards, d’'oies et de cygnes sauvages avec une souche H5N1
hautement pathogéne issue de l'avifaune sauvage n'ont pas permis de provoquer
des signes cliniqgues chez tous les individus, ce qui soutient 'hypothése que les
anatidés sauvages sont capables de diffuser des souches d’IAHP sur de longues
distances lorsqu’ils migrent (Gaidet et al. 2010). Chez ces mémes oiseauy, il a été
estimé qu’un individu infecté par un virus H5N1 hautement pathogéne peut propager
le virus a plus de 500 km lors de migration mais ce uniquement pendant une période
de 5 a 15 jours par an. Cet événement a 'échelle individuelle est donc a envisager
méme si sa probabilité est faible (Gaidet et al. 2010). Les zones de transition
migratoire regroupent de nombreux oiseaux qui peuvent étre tout autant d’hotes

possibles pour la transmission, I'amplification, le réassortiment puis la dispersion de

33



virus (Venkatesh et al. 2018). Ces phénomeénes de transmission virale a longue
distance sont accentués par l'asynchronisme migratoire qui existe entre les
différentes espéces et parmi les individus (Gaidet et al. 2010). Des analyses
phylogénétiques réalisées chez le Canard pilet (Anas acuta), espéce migratrice entre
'Asie et 'Amérique du Nord, ont montré que les sous-types IAFP portés par ce
dernier étaient issus de réassortiments entre virus de lignées asiatique et américaine,
ce qui laisse suggérer que la transmission de virus a longue distance et entre
continents est possible via les oiseaux migrateurs (Koehler et al. 2008).
Contrairement aux Anatidés, les oiseaux domestiques appartenant a l'ordre des
Galliformes (poules, dindes) sont plus sensibles aux virus influenza A : les souches
faiblement pathogénes peuvent étre asymptomatiques ou causer des signes
respiratoires modérés et parfois la mort (Ladman et al. 2010; Mo et al. 1997) tandis
gue les souches hautement pathogénes sont a l'origine de signes cliniques
systémiques séveres et aboutissent a une mortalité aigiie dans la majorité des cas

(Mo et al. 1997; Swayne 2007), ce qui a des conséquences économiques lourdes.

Dans les populations locales d’oiseaux sauvages, le nombre croissant de juvéniles
encore immatures immunologiquement en été et I'arrivée d’oiseaux migrateurs en
automne ont été identifiés comme des facteurs clés dans la circulation de virus IAFP
en Europe (van Dijk et al. 2014). D’autre part, une étude a montré que l'arrivée de
canards migrateurs coincidait avec le pic saisonnier de circulation de virus influenza
A chez les populations domestiques et sauvages de canards du lac de Poyang
(Chine) entre 2002 et 2007 et chez lesquelles on retrouve les mémes sous-types de
virus IAFP (Duan et al. 2011). Par leur nature commensale, les populations locales
d’oiseaux sauvages sont amenées a étre régulierement au contact d'especes
domestiques de canards dans leur quéte de nourriture, surtout lorsque ces derniers
sont élevés en plein air (Cappelle et al. 2014), ce qui fait d’elles des espéces
passerelles dans la transmission des virus influenza A (Caron et al. 2014, Hill et al.
2012). Au Zimbabwe, le Travailleur a bec rouge (Quelea quelea) et I'Hirondelle
rustique (Hirundo rustica) ont été identifies comme espéces passerelles dans la
transmission de virus influenza A aux volailles, du fait de leur abondance et de la

présence de virus chez ces especes (Caron et al. 2014).
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Les virus influenza A ont été retrouvés chez de nombreuses espéces d’oiseaux
d’ordres différents a travers le monde (Bevins et al. 2016; Cauchard et al. 2017;
Hesterberg et al. 2009; Olsen et al. 2006; Van De Wiele et al. 2017) et plus
récemment chez le Héron garde-bceufs (Ahmed et al. 2017; Cauchard et al. 2017;
Ferenczi et al. 2016; Van De Wiele et al. 2017). Bien que la relation de cause a effet
soit difficile a prouver, des liens spatio-temporels peuvent étre mis en évidence entre
la déclaration d’infection ou de mortalité massive dans l'avifaune sauvage et la
déclaration de foyers en élevages aviaires, cela a par exemple été le cas lors de
'émergence d’lAHP en Europe en 2016 (Cauchard et al. 2017) ou lors de la
dissémination panzootique du virus H5 clade 2.3.4.4 entre 2013 et 2015 (The Global
Consortium for HSN8 and Related Influenza Viruses 2016).

3, Roles de P'avifaune sauvage en tant que porteur d’agent de maladies

infectieuses : autres exemples de maladies potentiellement zoonotiques

Le portage par les oiseaux sauvages de nombreux autres agents pathogénes a
également été étudié. Nous exposons ici des exemples portant sur des bactéries
entéropathogenes, le virus West Nile et 'agent de la maladie de Lyme, ces trois
entités pouvant étre zoonotiques. Tout comme pour linfluenza aviaire, se pose la

problématique liée & la mise en cause de I'avifaune sauvage.

La maladie de Lyme est une zoonose vectorielle principalement transmise par des
tigues du genre Ixodes. Les agents infectieux en cause sont des bactéries
spirochétes faisant partie du complexe Borrelia burgdorferi sensu lato et dont les trois
principales bactéries sont B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii et B. afzelii. Les
oiseaux qui se nourrissent a méme le sol, comme la Paruline masquée (Geothlypis
trichas), sont plus susceptibles de se faire parasiter par des tiques. Cette espéce est
capable de transporter des tiques infectées par B. burgdorferi sensu lato sur
plusieurs centaines de kilometres lorsqu’elle migre entre '’Amérique du Nord et

I’Amérique centrale (Scott et al. 2001)
Dans une étude réalisée aux Etats-Unis chez des oiseaux sauvages commensaux

d’élevages de poulets de chair, les résultats ont montré que sur les 124 échantillons,

10% étaient positifs pour Salmonella spp., 10% positifs pour Campylobacter jejuni et
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23% positifs Clostridium perfringens. Le Moineau domestique (Passer domesticus) et
I'Etourneau sansonnet (Sturnus vulgaris) étaient les espéces les plus fréquemment
observées autour des élevages, les étourneaux étaient méme retrouvés au sein des
élevages, parfois en train d’y nidifier. Cette étude met en évidence le portage de
bactéries entéropathogenes par des oiseaux commensaux, bien que la transmission
aux especes domestiques et a 'homme n’ait pu étre prouvée pour l'instant (Craven
et al. 2000).

La fievre du Nil occidental est une zoonose due au virus West Nile (Flaviviridae).
C’est une maladie vectorielle principalement transmise par des moustiques du genre
Culex et dont les hotes naturels sont les oiseaux. Cependant le virus peut étre
transmis a un mammifére, comme le cheval ou 'homme, qui devient alors héte
accidentel. Aux Etats-Unis, cette maladie a été déclarée pour la premiére fois & New-
York en aodt 1999 et a causé 62 cas humains. Au méme moment se déclaraient les
premiers cas de West Nile dans I'avifaune locale de New-York, et 'augmentation de
la déclaration de cas humains coincidait avec la surmortalité d’oiseaux a New-York,
en particulier dans le zoo du Bronx. Tous les cas humains se sont déclarés a
proximité de zones humides ou la concentration en moustiques et en oiseaux
migrateurs était élevée. La souche du virus identifiée était quasiment identiqgue aux
souches du Moyen-Orient. Toutes les conditions étaient réunies pour que le virus
West Nile réussisse a causer sa premiéere épidémie-épizootie dans le Nouveau
Monde : la présence d’'un héte primaire infecté par le virus, la présence de nombreux
moustiques ornithophiles et la présence d’hbtes secondaires aviaires et humains
dans un espace géographique limité. Concernant l'origine de I'héte primaire, les
principales hypothéses sont I'importation d’un individu infecté (oiseau ou mammifére)
ou l'introduction du virus par des oiseaux migrateurs infectés (Rappole, Derrickson,
Hubélek 2000).
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Deuxieme partie : éléments de biologie du Héron
garde-beoeufs
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Le Heéron garde-bceufs (Bubulcus ibis) est un échassier qui fait partie de la famille
des Ardéidés. Il est reconnaissable a son corps trapu, ses ailes courtes, larges et
arrondies, son bec court, sa queue courte ainsi que son cou épais (Duquet, Maurin
1992). Il a une taille de 48 & 53 centimetres, une envergure de 90 a 96 centimetres et
pese entre 300 et 400 grammes (Duquet, Maurin 1992). En plumage hivernal, son
plumage est blanc, son bec jaunatre et ses pattes verdatres sombres (Figure 4A)
(Abdullah et al. 2017; Duquet, Maurin 1992; Siegfried 1971a). En plumage nuptial, il
arbore des touffes de plumes orangées sur la calotte, le dos et la poitrine, son bec
devient orange a rougeatre, l'iris des yeux et ses pattes deviennent rouges (Figure
4B) (Abdullah et al. 2017; Duquet, Maurin 1992; Krebs, Hunte, Green 2004, Siegfried
1971a). Femelle et male sont semblables physiquement mais les méles posséedent
des plumes nuptiales plus longues et plus foncées (Krebs, Hunte, Green 2004). Les
jeunes ont un plumage blanc, leurs pattes et leur bec sont noirs mais s’éclaircissent
rapidement a partir d'un mois d’age (Figure 4C) (Siegfried 1971a). La maturité
sexuelle est atteinte vers 'age de deux ans et la longévité maximale se situe aux

alentours de treize ans (Duquet, Maurin 1992).

© Sara Lopez 2017
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marche 2007

Figure 4 : Les différents plumages du Héron garde-bceufs. (A) Adulte en plumage
hivernal (© Michel Lamarche), (B) Adulte en plumage nuptial (© Sara Lopez) et (C)
Plumage juvénile (© LevantiK)
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Le Heéron garde-boeuf est une espece protégée (article 3 de l'arrété du 29 octobre
2009), inscrite a 'Annexe A de I'Union Européenne (Reglement (UE) 2017/160 de la
Commission du 20 janvier 2017). Son statut de conservation auprés de I'Union

Internationale pour la Conservation de la Nature est de préoccupation mineure.

A, Migration, colonisation et sédentarisation au sein de la France

En France, le Héron garde-bceufs fait I'objet d’'un recensement national comme les
autres hérons vivant en colonies (Héron cendré, Héron pourpré, Héron bihoreau,
Héron crabier, Aigrette garzette, Grande Aigrette). Il y a été recensé pour la premiere

fois en 1974 et le recensement le plus récent date de 2007 (Marion 2009).

D’origine indo-africaine, le Héron garde-bceufs a peu a peu colonisé I'Europe a partir
du XX°™ siécle en commencant par la péninsule ibérique (Duquet, Maurin 1992;
Marion, Marion 1982). A partir de I'Espagne, le Héron garde-bceufs a rejoint la
France — plus particulierement la Camargue (Bouches-du-Rhéne, Gard) — et s’y est
installé pour la premiere fois dans les années 1950 (Hafner 1970a; Marion 2009;
Penot 1959; 1960; 1963). Une nidification a ainsi été observée avec succes en 1957
et en 1958 mais les poussins auraient été dénichés par des braconniers (Penot
1959; 1960). En 1961, une nouvelle tentative de nidification a eu lieu en Camargue,
néanmoins le nid a été emporté par le vent (Penot 1963). Entre 1961 et 1963,
aucune observation n’a été rapportée. Entre 1964 et 1968 des observateurs ont
apercu des hérons garde-bceufs adultes dans les Bouches-du-Rhéne, pres de la
station biologique de la Tour du Valat (1964 et 1966) et de I'étang des Launes
(1964), ainsi qu’une possible nidification dans une colonie en petite Camargue en
1965, 1966 et 1967, mais ces observations n’ont pas été publiées dans les rapports
ornithologiques officiels (Hafner 1970a; 1970b). En 1968, dans cette méme colonie
située en petite Camargue, deux nids ont été retrouvés et contenaient des ceufs
entre le 16 mai et le 26 aodt, parallelement a la présence de deux adultes observés
jusqu’au 14 aolt 1968. Cependant ces ceufs semblaient infertiles et aucun poussin
n'a été retrouvé (Hafner 1970a; 1970b). C’est en 1969 que cette espéece parvient a
s’installer naturellement en France, dans la grande Camargue. Deux couples de

hérons garde-bceufs se sont ainsi reproduits et neuf jeunes émancipés se sont
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envolés par la suite (Hafner 1970a; 1970b). La colonisation de la Camargue s’est
poursuivie avec succes, en témoigne I'observation de 22 couples en 1970 et 26 en
1971 (Hafner 1973). Au moins 268 jeunes agés de plus de 25 jours ont été observés
durant les années 1970 a 1972, au moins 152 jeunes en 1975 et au moins 192
jeunes en 1976 (Hafner 1978), la colonie comptant jusqu’a 308 couples en 1977
(Hafner, Johnson, Walmsley 1979). La population camarguaise a continué de croitre,
avec 319 couples en 1978, 314 en 1979 et 464 en 1980, avant de subir les
conditions météorologiques difficiles de I'hiver de 'année 1980-1981, froid et sec, qui
ont réduit la population a 283 couples en 1981 (Hafner, Johnson, Walmsley 1980;
1982). Ces pertes ont eu toutefois peu de conséquences vu la reprise de la
reproduction les années suivantes, avec 468 couples en 1982 et 407 en 1983
(Hafner, Johnson, Walmsley 1985).

Entre temps, une population de hérons garde-bceufs s’est installée en Alsace, a
Kintzheim (Bas-Rhin) en 1970, a partir d’'un relacher d’'une population captive
provenant du parc NaturOparC (anciennement Centre de Réintroduction des
Cigognes et des Loutres) situé a Hunawihr (Haut-Rhin). Ces individus introduits
artificiellement remettent en question la présence naturelle ou non des hérons garde-
beeufs observés entre 1974 et 1977 dans les départements du Haut-Rhin, du Bas-
Rhin et de la Haute-Sabne, ainsi que dans le Pays de Bade (Allemagne) et a Berne
(Suisse), étant donné la proximité géographique du lieu du relacher. Cela remet
également en doute l'origine des individus observés dans les régions Centre-Val de
Loire et des Hauts-de-France entre 1975 et 1978 (Marion, Marion 1982). Dans la
Dombes (Ain), une introduction accidentelle aprés la fuite d’'un héron garde-boeufs du
Parc des Oiseaux de Villars-lés-Dombes en avril 1971 remet en cause les différentes
observations faites dans cette région entre 1971 et 1973. Cependant, on y rapporte
la présence soudaine d’au moins 12 individus en 1981 — a priori sans lien avec
l'introduction accidentelle — et une nidification y est suspectée en 1984 (Bernard
1985; Marion, Marion 1982). L’hypothése retenue pour expliquer ces observations
est le déplacement de populations le long des couloirs fluviaux du Rhéne et du Rhin,

bien que l'origine camarguaise ou alsacienne reste incertaine (Marion, Marion 1982).

L’hiver de I'année 1984-1985 a été néfaste pour les populations de hérons garde-

beeufs, réduisant drastiquement celles de Camargue, passant de 352 couples en
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1984 a 74 couples en 1985 apres la vague de froid (Hafner, Pineau, Wallace 1992;
Réserve Nationale de Camargue 1987). L’effectif de la colonie a été stable pendant
les deux années suivantes avant d’augmenter considérablement pour atteindre 211
couples en 1988 puis 581 en 1991 (Boutin, Chérain 1989; Boutin, Chérain,
Vandewalle 1991; Thibault et al. 1997). En 1992, la vague de sécheresse en
Espagne a provoqué une migration importante de hérons garde-bceufs vers la
France, dont la population camarguaise a atteint 1078 couples cette année (Marion,
Brugiére, Grisser 1993; Marion 2009; Thibault et al. 1997). Cette vague de
sécheresse a également profité a I'implantation d’oiseaux dans la région Auvergne-
Rhéne-Alpes, ou seul le passage de hérons garde-boeufs avait été observé jusque-la
(Brugiere, Roche 1993). On dénombrait ainsi 138 couples dans cette région en 1994
et jusqu’a 409 couples en 2007 alors que seul un unique couple était décrit en 1989
(Marion, Brugiére, Grisser 1993; Marion 2009). Les nombreuses observations faites
en 1992 dans le Centre-Val de Loire, le Grand-Est et les Hauts-de-France seraient
cette fois-ci a relier a la migration espagnole et non pas a la colonie artificiellement
implantée en Alsace en 1970 (Marion, Brugiere, Grisser 1993). Par la suite, la
colonie originellement implantée en Camargue, s’est étendue petit a petit vers
Montpellier (Hérault) et comptait jusqu’a 5700 couples en 2000 puis 8001 couples en
2008 (Kayser et al. 2003; 2014). Les hivers rudes de 2001 a 2005 et de 2010 a 2012
feront significativement chuter la population de hérons garde-bceufs ; le compte-
rendu ornithologique camarguais le plus récent rapporte ainsi 2612 couples en 2012,
soit une perte de prés de 70% par rapport a I'effectif de 2008 (Kayser et al. 2008;
2014).

Concernant I'Ouest de la France, les premiéres observations remontent a 1969 prés
de I'étang de Capestang (Hérault) et a 1976 a Moissac (Tarn-et-Garonne) (Affre,
Affre 1978; Marion, Marion 1982). La Loire-Atlantique a été le premier département
de la facade Atlantique dans lequel des couples de hérons garde-bceufs nicheurs ont
eté apercus, au lac de Grand-Lieu en 1981, ces oiseaux provenant probablement de
la péninsule ibérique ou de la Camargue (Marion, Marion 1982). Jusqu’en 1984, la
nidification s’est étendue dans les départements de Charente-Maritime et des
Pyrénées-Atlantiques, en plus d’oiseaux non nicheurs observés en Aquitaine (Bredin
1985; Carlon 1985; Roques, Mays 1989). Malencontreusement, toutes les colonies

présentes sur le littoral Atlantique ont été décimées lors de I'hiver 1984-1985 (Marion
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2009). Pendant les quatre années suivantes, de rares observations ont attesté de la
présence de quelques hérons garde-boeufs en Charente-Maritime et en Loire-
Atlantique et en Vendée (G.O.L.A 1987; Gonin 1988) et ce n’est qu’a partir de 1989
gue les observations se sont multipli€ées a nouveau. Des observations d’individus en
Charente-Maritime, en Vendée et dans les Landes et une nidification en Gironde ont
ainsi été rapportés (Gonin 1991; 1992; Marion, Brugiere, Grisser 1993). En 1992,
année de la migration en provenance d’Espagne, la colonisation et l'installation ont
été couronnées de succes dans les départements de la facade Atlantique (Charente-
Maritime, Gironde, Landes, Loire-Atlantique, Pyrénées-Atlantiques et Vendée). On
dénombrait ainsi 46 couples en 1994 (Marion, Brugiere, Grisser 1993; Marion 2009).
Une population de hérons garde-bceufs s’est également installée en Bretagne par la
suite (Marion 2009). L’année 1992 marque également la premiére nidification réussie
dans le Tarn et en Haute-Garonne, avec respectivement 5 couples pres de Castres
et 1 couple pres de Toulouse (Brugiere, Roche 1993). Ces populations se sont
pérennisées avec le temps. Le dernier recensement national datant de 2007 (Figure
5) indique 1966 couples répartis sur 22 colonies pour la Nouvelle-Aquitaine et les
Pays-de-la-Loire, 1681 couples pour la Bretagne et 4938 couples pour la région
Occitanie, dont 2118 en Midi-Pyrénées et 2820 en Languedoc-Roussillon (Marion
2009).
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Figure 5: Carte de répartition des colonies de Héron garde-boeufs lors du
recensement de 2007 (d’aprés Marion 2009)

Les différentes observations réalisées jusqu’a ce jour permettent de supposer que le
Héron garde-bceufs est une espéce plutbt sédentaire et trés peu voire pas migratrice
en France (Marion 2009). En Camargue, on estime que 60 a 70% des hérons garde-
boeufs hivernent sur place, prés des héronniéres (Yeatman-Berthelot 1991). La

séverité de I'hiver joue un réle déterminant sur cette sédentarisation (Hafner, Pineau,

Wallace 1992).
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B, Habitat et reproduction

Les hérons garde-bceufs sont des animaux grégaires, diurnes et arboricoles (Duquet,
Maurin 1992; Hafner, Johnson, Walmsley 1979; Siegfried 1971b).

lIs vivent dans des colonies qui peuvent accueillir jusqu’a 1500 individus en France
(Marion 2009) et plus de 5000 individus en Afrigue du Sud (Siegfried 1971b). Ces
colonies peuvent étre mixtes : en France ils cohabitent avec des hérons cendrés, des
hérons pourprés, des hérons crabiers, des bihoreaux gris, des aigrettes garzettes ou
des grandes aigrettes (Affre, Affre 1978; Bredin 1985; Brugiére, Roche 1993; Carlon
1985; Hafner 1978; Marion, Marion 1982; Marion 2009). Les colonies peuvent
également étre monospécifigues (Abdullah et al. 2017; Arendt, Arendt 1988;
Patankar et al. 2007). Les dortoirs sont établis dans des lieux boisés a proximité des
lieux d’alimentation. lls sont souvent a proximité d’un point d’eau (lac, étang, riviere,
fleuve) (Abdullah et al. 2017). Ces lieux sont stratégiquement choisis pour leur
richesse en ressources alimentaires et en matériaux pour la construction des nids et
leur protection contre les prédateurs (arbres hauts, point d’eau, inaccessibilité
pédestre, activités humaines proches) et les intempéries (Abdullah et al. 2017,
Bredin 1984; Hafner 1977; Si Bachir et al. 2000; Siegfried 1971c).

La saison de reproduction commence au printemps et les hérons garde-bceufs
arborent alors leur plumage nuptial. La précocité et la durée de la période de
nidification semblent dépendre du climat (Si Bachir et al. 2000). En Camargue, la
nidification a lieu de mi-avril & mi-aolt avec un pic d’installation début mai et un
niveau de ponte régulier (Hafner 1980). D’une année a l'autre, les hérons garde-
bceufs ne gardent pas forcément le méme partenaire et peuvent méme changer de
partenaire en cours de saison (Hafner 1970b). De plus, les hérons garde-bceufs sont
capables de produire deux nichées successives durant une méme saison (Hafner
1970b). L’élaboration des nids débute avant la parade nuptiale et se poursuit
également apres I'accouplement (Figure 6) (Abdullah et al. 2017). Pendant la parade
nuptiale, le male bat des ailes autour de la femelle pour attirer son attention puis lui
fait la cour en secouant des brindilles, en claquant des ailes, en se lissant les ailes et

en lui donnant des légers coups de téte (Abdullah et al. 2017).
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Figure 6 : Un héron garde-boeufs adulte en plumage nuptial en train de construire
son nid (© Missouri Department of Conservation)

Pour des raisons de sécurité, les hérons garde-bceufs construisent préférentiellement
leurs nids le plus haut possible sur les arbres les plus grands et le plus pres possible
du tronc pour se protéger des prédateurs et des intempéries (Si Bachir et al. 2000).
Cela reste a nuancer car nos observations personnelles montrent que les nids
peuvent étre construits a moins d’'un metre de hauteur. Les nids, de type plateforme
(Figure 7), sont faits de brindilles et de branches récupérées au sol, sur les arbustes
ou les arbres et parfois de roseaux (Abdullah et al. 2017; Jenni 1969; Patankar et al.
2007; Siegfried 1971c). Le diamétre des nids varie de 17,9 + 2,96 cm (n=290 nids)
(Arendt, Arendt 1988), a 30,07 + 2,86 cm (n=94) (Abdullah et al. 2017). En fonction
des arbres présents, les hérons garde-bceufs peuvent nicher jusqu'a 16 metres de
hauteur (Hafner 1980; Si Bachir et al. 2000). La territorialité intra et inter spécifique
est forte, il existe un niveau de tolérance entre les différents nids voisins (Hafner
1980; Jenni 1969). Sur le plan horizontal, tous les nids sont ainsi séparés d’au moins

75 centimétres et sur le plan vertical, d’au moins 25 centimétres (Hafner 1980).
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La taille des couvées, d’'un a six ceufs, est en moyenne de 2,2 + 0,71 ceufs (n=153
couvées) dans les Antilles Britanniques (Arendt, Arendt 1988), a 4,6 £ 0,65 (n = 66
couvées) en Camargue (Hafner 1977; 1980) ; on retrouve le plus souvent trois ceufs
dans les nids. Les variations géographiques de taille de couvées seraient
principalement dues a la différence de photopériode et de disponibilité alimentaire
(Arendt, Arendt 1988; Jenni 1969). Les ceufs, pondus a intervalles de 20 a 48 heures
(Abdullah et al. 2017; Hafner 1980; Jenni 1969; Patankar et al. 2007), sont de forme
ovale et de couleur bleutée (Abdullah et al. 2017, observations personnelles) (Figure
7). Leurs caractéristiques physiques ne semblent pas dépendre de la localisation
géographique. D’aprés les études, les ceufs pésent en général entre 21 et 24
grammes ; mesurent entre 43 et 45 millimétres de longueur et entre 32 et 35
millimetres de largeur (Abdullah et al. 2017; Arendt, Arendt 1988; Patankar et al.
2007). Dans la majorité des cas, la couvaison débute dans les premieres 24 heures
apres la ponte du premier ceuf, ce qui crée un asynchronisme des éclosions
(Abdullah et al. 2017; Jenni 1969). Les ceufs sont couvés par la femelle la majeure
partie du temps (Abdullah et al. 2017) et l'incubation dure 21 a 25 jours (Abdullah et
al. 2017; Hafner 1980; Jenni 1969; Patankar et al. 2007). Les poussins sont ensuite
élevés par les deux parents et nourris principalement avec des insectes (Patankar et
al. 2007). Dans un premier temps, les poussins mangent la nourriture qui est
régurgitée dans le bec des parents puis vont progressivement apprendre a attraper
la nourriture régurgitée au sein du nid (Abdullah et al. 2017).
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Figure 7 : Nid et ceufs d'un héron garde-boeufs (photo personnelle)

Les jeunes peuvent quitter le nid dés 15 jours d’age (Hafner 1980). Dans la majorité
des cas ils prennent leur envol entre 20 et 30 jours d’age (Abdullah et al. 2017,
Hafner 1980; Patankar et al. 2007). Le succés de reproduction, exprimé en
pourcentage, est défini comme « le nombre d’ceufs ayant produit des jeunes agés de
25 jours par rapport au nombre d’ceufs pondus » (Hafner 1980). Tout comme la taille
de la couvée, cet indicateur est assez variable a travers les différentes héronnieres
du monde, il a été évaluée a 76,8% en Camargue (Hafner 1980), 82,1% aux Etats-
Unis (Jenni 1969), 57,3% en Algérie (Si Bachir et al. 2000) et entre 26,7% et 35,4%
au Pakistan (Abdullah et al. 2017). Durant la période d’incubation, les causes de
mortalités sont diverses : accidents, intempéries, dérangements, ceufs stériles et
prédations (par des corvidés principalement). Chez les poussins, la principale cause
de mortalité reste la compétition alimentaire au sein de la méme couvée, due a
I'échelonnement des éclosions. Ainsi les plus jeunes périssent car ils sont souvent

dominés par les plus agés (Hafner 1978; 1980; Jenni 1969).
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C, Alimentation

Le Héron garde-bceufs est une espéce opportuniste qui a su s’adapter a différents
milieux de vie pour s’alimenter. En fonction des saisons il peut fréquenter différents
habitats pour y trouver sa nourriture : des milieux terrestres permanents (prairies,
pelouses), des milieux de culture secs (céréalieres, rizieres seches, labours), des
rizieres inondées, des vergers, des bosquets, des marais saumatres ou d’eau douce,
des étangs, des milieux halomorphes (sansouires) et de facon plus anecdotique des
agglomérations (Jenni 1969; Bredin 1984; Wong et al. 1999; Boukhemza et al. 2000;
Lombardini, Bennetts, Tourenq 2001; Si Bachir et al. 2012). Il va préférentiellement
fréquenter les milieux dans lesquels sa techniqgue de chasse présente le taux de
succes le plus élevé, en l'occurrence des environnements anthropomorphisés tels
gue les milieux terrestres permanents et les milieux de culture secs (Lombardini,
Bennetts, Tourenq 2001). D’autre part, de plus en plus de hérons garde-bceufs ont
été apercus en train de se nourrir dans les décharges publiques a travers le monde
(Figure 8), attrapant les insectes présents ou se nourrissant directement des détritus
(Pomeroy 1975; Custer, Osborn 1978; Burger, Gochfeld 1983; Franchimont 1986a;
Boukhemza et al. 2000; Seedikkoya, Azeez, Abdul Shukkur 2007; Si Bachir et al.
2012).

© Partha Hazarika / Barcroft India 2015
https://www.gettyimages.com

Figure 8 : Des hérons garde-boeufs en quéte de nourriture dans une décharge
publigue (© Partha Hazarika / Barcroft India)
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De nature grégaire, les hérons garde-bceufs se nourrissent la plupart du temps en
groupe (Jenni 1969). En moyenne, ils chassent dans un rayon de 5 a 8 km autour de
leur dortoir mais ils n’hésitent pas a voyager jusqu'a 20 a 29 km autour pour se
nourrir, bien plus loin que la Grande Aigrette, I'Aigrette garzette ou encore le
Bihoreau gris (Siegfried 1971b; Custer, Osborn 1978; Wong et al. 1999).

Le développement de I'agriculture, de I'élevage et de l'irrigation a permis au Héron
garde-bceufs de coloniser peu a peu les différentes régions du globe (Franchimont
1986b). En effet, il s’associe frequemment au bétail pour se nourrir, principalement
aux ruminants (Vache domestique, Chameau, Buffle africain, Bison d’Amérique...),
ce qui lui a valu son nom vernaculaire. Les hérons garde-bceufs vont ainsi suivre les
vaches au péaturage pour attraper les insectes dérangés par les mouvements de
broutage et de piétinement (Figure 9). En association avec une vache, ils peuvent
étre seuls ou se rassembler en groupe de deux a trois individus, plus rarement
jusqu’a cing individus (Dinsmore 1973; Heatwole 1965; Jenni 1969; Seedikkoya,
Azeez, Shukkur 2005). De la méme facon, ils vont suivre les tracteurs dans les
champs (Figure 10) (Dinsmore 1973; Heatwole 1965; Seedikkoya, Azeez, Shukkur
2005). Cette méthode de chasse a méme été adaptée dans les décharges publiques,
ou les hérons garde-boeufs vont suivre les bulldozers soulevant les ordures (Burger,
Gochfeld 1983). Lorsqu'ils chassent en compagnie d’'une vache ou d’un tracteur, les
hérons garde-bceufs sont plus efficaces que lorsqu’ils chassent seuls, a savoir qu’ils
obtiennent plus de nourriture et dépensent moins d’énergie (Dinsmore 1973;
Heatwole 1965; Seedikkoya, Azeez, Shukkur 2005).
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Figure 9 : Deux hérons garde-boeufs en train de chasser en association avec une
vache (© Diana Australis)

© GeorgeyReszeter / www.ardea.com

Figure 10 : Des hérons garde-boeufs profitant du labourage d’'un champ par un
tracteur pour s’alimenter (© George Reszeter)

Il arrive que les hérons garde-bceufs montent sur le dos des ruminants, se servant

d’eux comme perchoirs. Cependant, ils se nourrissent peu des insectes ou des
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ectoparasites présents a méme la peau des ruminants. Les tiques retrouvées dans
les estomacs de hérons garde-bceufs seraient probablement des tiques tombées
aprés un repas sanguin. Il semblerait donc que le Héron garde-bceufs ne participe
guasiment pas au déparasitage des ruminants, comme cela a longtemps été
suppose, ce qui souleve des questions sur les bénéfices de cette association pour
les ruminants (North 1945; Heatwole 1965). D’autre part, des hérons garde-boeufs
ont été vus associés avec d’autres especes domestiques comme des chévres, des

cochons ou des chevaux (Phuong et al. 2011; Seedikkoya, Azeez, Shukkur 2005).

Le Héron garde-bceufs a un régime alimentaire varié : il est majoritairement
insectivore mais se nourrit également d’Annélides (vers de terre), d’Anoures
(grenouilles, crapauds), de rongeurs et plus rarement de reptiles (Iézards, serpents),
d’araignées, d’oiseaux ou de poissons. Les insectes arrivent en téte du classement
des proies en termes de fréquence et de biomasse ingérée, on retrouve
principalement des Orthopteres (Acrididae, Gryllidae), des Lepidoptéres (Pieridae,
Noctuidae), des Coléopteres (Carabidae, Scarabéidae), des Hyménoptéres
(Formicidae), des Dermaptéres (Labiduridae) et des Diptéres (Calliphoridae,
Muscidae, Syrphidae, Tachinidae). Le Héron garde-bceufs s’adapte a la disponibilité
de ses proies en fonction des saisons et des conditions climatiques. En hiver par
exemple, il mange principalement des rongeurs car les autres proies sont peu
accessibles du fait de leur poikilothermie (insectes, amphibiens, vers de terre,
reptiles, araignées et poissons). Lorsque I'humidité du sol est élevée, les vers de
terre sont plus nombreux et sont consommés de préférence (Siegfried 1971d; Hafner
1977; Bredin 1984; Boukhemza et al. 2000). Les poussins sont principalement
nourris avec des insectes, des amphibiens et des reptiles (Jenni 1969; Patankar et
al. 2007). Son régime alimentaire et sa capacité d’adaptation permet au Héron
garde-bceufs de limiter la concurrence de la part des autres Ardéidés, notamment le
Héron cendré, le Héron pourpré, I'Aigrette garzette ou le Héron bihoreau qui se

nourrissent principalement en milieux aquatiques (Franchimont 1986b).
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D, Eco-épidémiologie et synthese sur les données actuelles
concernant le statut sanitaire du Héron garde-boeufs

Par sa présence ubiquitaire, sa nature opportuniste et son régime alimentaire varié,
le Héron garde-bceufs est considéré comme une espéce bénéfique dans la lutte
biologique contre les parasites du bétail (Patankar et al. 2007) ou contre les insectes
potentiellement vecteurs de maladies (Pomeroy 1975; Seedikkoya, Azeez, Abdul
Shukkur 2007). Son réle comme espece sentinelle vis-a-vis de I'exposition aux
polluants organiques persistants a également été mis en évidence (Khan et al.
2014).

Le Héron garde-boeufs est une espece commensale fréquemment retrouvée a
proximité d’élevages aviaires (Ahmed et al. 2017; Caron et al. 2014; Fadel, Afifi
2017; Fagbohun et al. 2000; Musa et al. 2017; Otim et al. 2007), du bétail ou des
chevaux (Dinsmore 1973; Heatwole 1965; Jenni 1969; Jourdain et al. 2008; Phalen
et al. 2010; Phuong et al. 2011; Seedikkoya, Azeez, Shukkur 2005), ce qui a conduit
a la réalisation de plusieurs études visant a préciser son potentiel rle de relais dans

la transmission d’agent pathogénes.

Influenza aviaire

En ce qui concerne l'influenza aviaire, trois études n’ont pas permis de détecter de
virus par RT-PCR chez des hérons garde-bceufs : la premiere porte sur 46
écouvillons cloacaux de hérons garde-bceufs capturés en Camargue en 2006
(Lebarbenchon et al. 2007), la deuxieme sur 166 fientes fraiches récoltées au sol au
Zimbabwe entre mai 2008 et novembre 2010 (Caron et al. 2014) et la troisieme sur
des écouvillons cloacaux et oro-pharyngés réalisés chez 29 hérons garde-bceufs
dans le cadre de la surveillance programmée en France entre décembre 2016 et
janvier 2017 (Van De Wiele et al. 2017). Cependant, d’autres études ont permis de
détecter des virus influenza aviaire chez le Héron garde-boeufs. Par le biais de la
surveillance événementielle, deux hérons garde-bceufs ont ainsi été déclarés infectés
par une souche H5N8 en France lors de I'émergence d’influenza aviaire de 2016-
2017 (Van De Wiele et al. 2017).
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Deux hérons garde-bceufs (n=2/147 hérons) ont été également testés positifs a une
souche IAFP par PCR sur fientes et écouvillons cloacaux en Espagne entre 2005 et
2007 mais les virus n'ont pas pu étre isolés (Pérez-Ramirez et al. 2010), et un sous-
type faiblement pathogene H16N3 (n=1/116 échantillons) a été détecté dans des
fientes fraiches d’un groupe de hérons garde-bceufs en Espagne en 2014 (Barbara
et al. 2017). Deux études en Egypte publiées en 2017 font état de I'isolement de
virus influenza aviaire chez des hérons garde-bceufs cliniquement asymptomatiques
au moment des prélevements. Dans la premiére étude (Ahmed et al. 2017) réalisée
en 2014-2015, 30 hérons garde-bceufs capturés au filet ont chacun fait I'objet de
deux écouvillons, un oro-pharyngé et un cloacal ; la recherche de virus influenza
aviaire a été positive pour un seul écouvillon oro-pharyngé, le sous-type H5N1
hautement pathogéne identifié (A/cattle egret/Desouk/2/2014/H5N1) fait partie du
clade 2.2.1/C qui affecte les élevages de volailles en Egypte depuis 2006 de fagon
endémique et qui est a l'origine de cas humains (Ahmed et al. 2017; Mercier et al.
2017; Naguib, Abdelwhab, Harder 2016). Dans la deuxieme étude (Fadel, Afifi 2017)
réalisée entre 2010 et 2013, un virus influenza aviaire a été détecté par RT-PCR sur
un pool d’organes (trachée, poumons et intestins) provenant de deux hérons garde-
boeufs capturés par piégeage, sans précision du sous-type viral, et ce sur un total de
18 hérons garde-bceufs analysés (6 individuellement et 12 par pool de 2). En
complément, 30 des 33 tests d’inhibition d’hémagglutination effectués sur sérum ont
montré la présence d’anticorps anti-hémagglutinine, dont 26 contre H5, 1 contre H9
et 3 contre H5 et H9 simultanément (Fadel, Afifi 2017). L’exposition au virus influenza
a aussi été prouvée par la présence d’anticorps anti H5 détectés par méthode
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) chez 19 hérons garde-boeufs
(n=19/81 hérons) ne présentant aucun signe clinique au Nigéria en 2015-2016 (Musa
et al. 2017). Par ailleurs, une souche H5N1 hautement pathogene a été isolée chez
des hérons en Chine en 2003-2004 mais il n'est pas précisé s’il s’agit de hérons
garde-bceufs (Webster et al. 2006).

Maladie de Newcastle
L’exposition au virus de la Maladie de Newcastle a été mise en évidence en

détectant des anticorps dirigés contre ce dernier par méthode ELISA chez des

hérons garde-boeufs asymptomatiques au moment des prélevements, au Nigéria en
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2015-2016 (n=22/81 hérons) (Musa et al. 2017) et au Mexique en 1988-1989 (n=2/17
hérons) (Aguirre et al. 1992). La présence de hérons garde-boeufs est associée
positivement mais non significativement au risque d’émergence de la maladie de
Newcastle dans des élevages de poulets en Ouganda (Otim et al. 2007). L’isolement
du virus de la maladie de Newcastle a été rapporté en Espagne en 2013 dans un
groupe de quatre hérons garde-bceufs retrouvés morts dans une méme unité de
temps et de lieu et analysés dans le cadre d'une surveillance épidémiologique
passive. Les analyses réalisées sur écouvillons trachéaux et cloacaux ont permis de
mettre en évidence un virus de la lignée 4a potentiellement hypervirulent pour la
poule domestique (Gallus gallus domesticus). Sur 13 autres hérons garde-boeufs
retrouvés morts individuellement aucun virus de la maladie de Newcastle n’a pu étre
détecté (Napp et al. 2017). Plus récemment, une souche non virulente a été
identifiée chez un individu en hivernage (n=1/28 hérons) en Chine en 2014 (Bubulcus
ibis/Ch/GD/ZS37/2014). D’un point de vue phylogénétique, ce virus de la maladie de
Newcastle fait partie du sous-génotype 1b et est proche des souches qui circulent

dans les élevages de volailles présents dans la zone d’étude (Xiang et al. 2017).

Arboviroses

Les hérons garde-bceufs servent d’hdtes a certaines espéces de tiques vectrices de
rickettsies affectant les ruminants (Corn et al. 1993) ou d’arbovirus (Hoogstraal et al.
1966; St George et al. 1984) tel que le virus West Nile (Mumcuoglu et al. 2005). lIs
peuvent jouer un réle dans la dissémination de ces tiques via leur cycle migratoire
(Corn et al. 1993).

En Israél, la recherche d’anticorps dirigés contre le virus West Nile s’est avérée
négative chez les 28 hérons garde-bceufs testés entre 1965 et 1967 (Malkinson,
Banet 2002). En revanche, des anticorps contre le virus West Nile ont été détectés
chez des hérons garde-bceufs juvéniles, au Japon entre 1974 et 1976 (n=42/79
juvéniles a priori car les résultats sont confondus avec ceux du virus de I'encéphalite
japonaise) (Rodrigues, Guttikar, Pinto 1981), en Israél entre 2000 et 2003 (n=14/37
juvéniles) sans virémie ni isolement du virus associés (Mumcuoglu et al. 2005) et en
Camargue en 2004 (n=3/201 juvéniles) (Jourdain et al. 2008). Les anticorps détectés
sont probablement d’origine maternelle et reflete une exposition des parents au virus.

En Camargue, le Héron garde-boeufs est ainsi une espéece potentiellement impliquée
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dans l'introduction, 'amplification et la circulation du virus West Nile (Jourdain et al.
2007). Un virus West Nile a aussi été détecté chez un jeune héron garde-bceufs agé
de trois semaines aux Etats-Unis en 2004, sans que ses congénéres de la méme
nichée ne soient viropositifs ni séropositifs (Reisen et al. 2005). En outre, I'isolement
d’'une souche du virus West Nile a été décrit chez deux hérons garde-bceufs adultes
en Russie entre 2002 et 2004 (Ternovol et al. 2006).

L’exposition a d’autres arbovirus a été montrée par analyse sérologique et concerne
les souches TC83 et Mena Il du virus de I'encéphalite équine vénézuélienne, le virus
de I'encéphalite équine de I'Ouest, le virus de I'encéphalite équine de I'Est, le virus
de I'encéphalite de Saint-Louis et le virus de I'encéphalite japonaise (Aguirre et al.
1992; Reisen et al. 2005; Rodrigues, Guttikar, Pinto 1981).

Entéropathogénes

Plusieurs sérovars de Salmonella enterica subsp. enterica ont été trouvés chez le
Héron garde-bceufs. La prévalence de salmonelles se situe entre 29% et 95%
d’aprés une étude réalisée dans cing colonies de hérons garde-boeufs au Texas
(Etats-Unis) et concerne surtout les juvéniles (Phalen et al. 2010). Le sérovar
Typhimurium a été isolé dans le foie et le coeur d’'un individu gardé en captivité puis
retrouvé mort aux Etats-Unis (Locke et al. 1974). Dix-sept sérovars ont été isolés a
partir de culture d’organes (tube digestif, foie, rate) de jeunes hérons garde-bceufs
aux FEtats-Unis entre 1997 et 1999, avec une prédominance du variant
monophasique 4,[5],12:i du sérovar Typhimurium (n=36/65 isolats) qui est hautement
invasif et qui est susceptible de provoquer une bactériémie allant jusqu’au déces. Ce
variant est potentiellement transmissible aux volailles, aux mammiféres et a ’homme
(Phalen et al. 2010). Au Brésil, 5 sérovars ont été isolés dans 6 pools d’écouvillons
cloacaux représentant un effectif de 49 individus sur un total de 456 hérons garde-
beeufs asymptomatiques étudiés entre 2007 et 2008 (Silva et al. 2018). Le sérovar
Montevideo a été retrouvé dans le ceecum de deux hérons garde-bceufs ne
présentant pas de signe clinique aux Etats-Unis entre 2008 et 2012. Enfin, la
recherche de la bactérie Escherichia coli O157:H7 s’est avérée négative sur 16
hérons analysés (Callaway, Edrington, Nisbet 2014).

Par ailleurs, des études récentes montrent que des entérobactéries porteuses de

genes de résistance antimicrobienne sont présentes chez certains hérons garde-
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beeufs. Ainsi, des bactéries Escherichia coli et Enterobacter spp. produisant des
béta-lactamases a spectre étendu (ESBL) et la carbapénémase OXA-48 ont été
isolées dans le cloaque de hérons garde-bceufs en Espagne en 2015-2016 (Oteo et
al. 2018). Le géne vanA conférant une résistance vis-a-vis de la vancomycine a été
identifié chez des bactéries Enterococcus faecalis dans des fientes et des pelotes de

réjections de hérons garde-bceufs en Tunisie en 2014 (Ben Yahia et al. 2018).

Chlamydia spp.

Les hérons garde-bceufs sont potentiellement réservoirs de bactéries du genre
Chlamydia. A ce jour, une unique étude conduite en Egypte a mis en évidence la
présence parfois simultanée de Chlamydia et d’anticorps dirigés contre ces bactéries
chez des hérons garde-bceufs (El-Jakee et al. 2014). L’effectif comportait 89 hérons
garde-bceufs et 53 sérums prélevés sur ces derniers. Plusieurs méthodes de
diagnostic ont été comparées sur les 53 hérons garde-bceufs dont le sang avait été
prélevé et il en résulte que la PCR réalisée sur sac vitellin inoculé est la méthode la
plus sensible pour détecter Chlamydia spp.. Ainsi, sur les 53 échantillons comparés,
90,6% (PCR), 83% (coloration Giménez), 77,4% (coloration Giemsa), 75,5% (test
d'immunofluorescence sur sac vitellin inoculé) et 66% (test de fixation au
complément) étaient positifs pour la détection de Chlamydia. Contrairement aux
autres méthodes qui ciblent le genre Chlamydia, le test de fixation au complément
permet uniqguement de détecter les anticorps dirigés contre Chlamydia psittaci, d’ou
sa plus faible sensibilité. En prenant compte uniquement la détection des inclusions
intracellulaires chez les 89 hérons garde-bceufs initiaux, cette équipe de chercheurs
a obtenu des résultats similaires en comparant la coloration Giménez (80,9%
d’échantillons positifs), la coloration Giemsa (75,3%) et le test d'immunofluorescence
sur sac vitellin inoculé (73%) (El-Jakee et al. 2014). Dans une autre étude visant a
mettre en évidence une exposition a Chlamydia psittaci, les analyses sérologiques se
sont toutes révelées négatives pour les 17 hérons garde-bceufs étudiés (Aguirre et
al. 1992).
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Autres agents infectieux

D’autres agents pathogénes ont été plus rarement étudiés chez le Héron garde-
beeufs, il s’agit du virus de la maladie de Gumboro (bursite infectieuse), du virus de la
bronchite infectieuse et des bactéries Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma
synoviae et Pasteurella multocida. Des chercheurs japonais rapportent un individu
séronégatif pour le virus de la bursite infectieuse ; les anticorps étaient recherchés
par technigue de neutralisation (Ogawa et al. 1998). Une seconde étude décrit quant
a elle trois hérons garde-bceufs séropositifs au virus de la bursite infectieuse (n=3/15
hérons) par technique ELISA au Nigéria (Fagbohun et al. 2000). Des analyses
sérologiques positives pour le virus de la bronchite infectieuse ont été rapportées
chez 22 hérons garde-bceufs par méthode ELISA (n=22/81 hérons) au Nigéria (Musa
et al. 2017). En ce qui concerne Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae et
Pasteurella multocida, une seule étude décrit 17 individus séronégatifs vis-a-vis de

ces bactéries (Aguirre et al. 1992).

II faut garder a l'esprit que lorsque la recherche d’agent pathogéne se révele
négative, peu de précisions sont données sur ces résultats. C’est par exemple le cas
pour les 4550 ciconiiformes analysés dans I'Union Européenne en 2006 et pour
lesquels seul des détails sur les individus positifs ont été apportés (quatre hérons
cendrés (Ardea cinerea) et un héron d’espéce non précisée étaient positifs au virus
H5N1 hautement pathogene) alors que les especes des oiseaux négatifs n’étaient
pas précisées (Hesterberg et al. 2009). Dans la plupart des études, les agents
infectieux sont étudiés isolément. Toutefois, il est possible qu’un héron garde-bceufs
soit infecté par plusieurs agents en méme temps, ce qui accentue d’autant plus le

potentiel réle épidémiologique de cette espece.
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Troisieme partie : protocole expérimental et
précision du statut sanitaire des hérons garde-
boeufs dans le Sud-Ouest de la France en 2016 et en
2017
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A, Notions d’infectiologie

1, Virus influenza A

Les virus influenza appartiennent a la famille des Orthomyxoviridae. Au sein de cette
famille quatre genres de virus influenza sont décrits : A, B, C et D. Les virus influenza
B et C sont exclusivement humains tandis que les virus influenza D affectent au
moins les porcs et les ruminants. Seuls les virus influenza A peuvent infecter les
oiseaux et les mammiféres, y compris 'homme, et sont a l'origine de linfluenza
aviaire (Centers for Disease Control and Prevention 2017a; Webster et al. 1992).
C’est pourquoi nous nous intéressons plus particulierement aux virus influenza A

dans ce paragraphe et dans l'intégralité de cette thése.

Les virus influenza A sont des virus enveloppés avec un génome a ARN segmenté
simple brin a polarité négative. Le génome est composé de 8 segments d’ARN
codant pour au moins 10 protéines dont deux protéines de surface qui possedent
plusieurs variants : 'hémagglutinine et la neuraminidase (Webster et al. 1992). A ce
jour, 18 variants d’hémagglutinine et 11 variants de neuraminidase ont été décrits
(Centers for Disease Control and Prevention 2017b). Les autres protéines sont des
polymérases, des protéines matricielles, des protéines non structurales et une
nucléoprotéine, leur nombre varie en fonction des souches virales. L’hémagglutinine
est impliquée dans l'infection des cellules cibles en se fixant sur les récepteurs
composés d’acides sialiques (a02-3 ou 02-6). L’entrée dans la cellule nécessite
ensuite le clivage de 'hémagglutinine en deux sous-unités par une protéase pour
gue les membranes virale et cellulaire puissent fusionner puis permettre I'entrée du
génome viral dans la cellule cible et la mise en route du cycle viral (Webster et al.
1992). Pour les virus influenza faiblement pathogénes, ce clivage a lieu en dehors de
la cellule par la trypsine. Cette protéine est retrouvée dans l'arbre respiratoire des
mammiféres et le tractus digestif des oiseaux, ce qui limite le tropisme du virus.
Cependant, certains variants H5 et H7 de ’hémagglutinine présentent des mutations
au niveau du site de clivage avec des résidus d’acides aminés basiques. Ce motif
polybasique est clivable par des protéases ubiquistes de la famille des subtilisines
présentes dans toutes les cellules de I'organisme. De ce fait, ces virus présentent un

tropisme systémique et sont dits hautement pathogénes. Le clivage a lieu a I'intérieur
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des cellules pour les virus hautement pathogenes (Steinhauer 1999). Ces virus ont
une forte capacité d’évolution. lls sont sujets a des mutations fréquentes car les
polymérases virales créent une erreur tous les 10 000 nucléotides (Steinhauer,
Holland 1987). Cela va aboutir & la formation de nouveaux variants, on parle ainsi de
dérive antigénique (antigenic drift). Ce phénomene est progressif, la réponse
immunitaire acquise contre un variant donné sera ainsi partielle contre un autre
variant issu de la dérive antigénique de ce dernier. D’autre part, lorsque plusieurs
virus influenza co-infectent un méme individu, des échanges de segments entre ces
différents virus peuvent alors avoir lieu, on parle de cassure antigénique (genetic
shift). Ces réassortiments génétiques sont rendus possibles par la segmentation de
’ARN des virus et vont étre a 'origine de la formation de nouveaux sous-types. Ces
sous-types sont généralement définis par leurs variants de 'hémagglutinine et de la
neuraminidase sous la forme HxNy. La réponse immunitaire est différente pour
chaque sous-type, il n'y a pas dimmunité croisée et les risques de circulation
panzootique sont alors accrus (Webster et al. 1992). Apres réplication du virus dans
la cellule, la neuraminidase clive les acides sialiques, qui ont servi a la fixation initiale
et qui fixent les nouvelles particules virales, afin que ces dernieres puissent quitter la
cellule cible et en infecter d’autres (Webster et al. 1992). Les virus influenza sont peu
résistants dans I'environnement, ils sont sensibles a la chaleur et aux rayons
ultraviolets (UV) (Weber, Stilianakis 2008). Ils persistent plus longtemps quand
'humidité relative et la température sont basses (Domanska-Blicharz et al. 2010;
Weber, Stilianakis 2008; Webster et al. 1978). Dans les fientes, ils peuvent persister
7 jours a 20°C et plus de 30 jours & 4°C (Webster et al. 1978). Dans I'eau douce, ils
restent infectants pendant au moins 4 jours a 22°C (Webster et al. 1978) et jusqu’a
32 jours a 20°C (Domanska-Blicharz et al. 2010). A 4°C, la survie est d’au moins 60
jours dans l'eau douce. Dans I'eau de mer leur persistance est diminuée et ils
conservent leur pouvoir infectant jusqu’a 14 jours a 20°C et jusqu’a 28 jours a 4°C
(Domanska-Blicharz et al. 2010). Les désinfectants classiques sont efficaces pour
eliminer le virus a température ambiante (De Benedictis, Beato, Capua 2007;
Kassaify et al. 2007; Patnayak et al. 2008).

Les oiseaux aquatiques (Ansériformes, Charadriiformes) forment le réservoir primaire

des virus influenza A faiblement pathogenes (Olsen et al. 2006; Webster et al. 1992).

Les Galliformes sont classiqguement considérés comme plus sensibles que les
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oiseaux aquatiques et peuvent développer des signes généraux et respiratoires
allant jusqu’au décés en fonction de la pathogénicité virale (Mo et al. 1997). La
transmission est majoritairement horizontale, par voie oro-fécale ou respiratoire
(Sturm-Ramirez et al. 2005; Webster et al. 1992). La spécificité d’hdte est en partie
déterminée par le type d’acides sialiques présents. Les virus humains se fixent quasi
exclusivement aux acides sialiques a2-6 tandis que les virus aviaires se fixent
préférentiellement aux acides sialiques a2-3 (Rogers, Paulson 1983). Les virus
humains et aviaires peuvent se répliquer chez les suidés qui sont considérés a ce
titre comme des espéces propices aux réassortiments entre virus humains et aviaires
lors de co-infection (Webster et al. 1992). L’hémagglutinine et la neuraminidase sont
les antigénes majeurs responsables de l'immunité humorale. En général la
vaccination contre les virus hautement pathogenes protege des signes clinigues mais
n’empéche pas la réplication et la propagation du virus (Alexander 1995).

La pathogénicité des souches est déterminée par deux méthodes. La premiere
consiste en l'inoculation intraveineuse d’au moins huit poulets agés de quatre a huit
semaines. La deuxiéme est basée sur le calcul de I'indice de pathogénicité par voie
intraveineuse (IVPI) sur dix poulets 4gés de six semaines. Selon les criteres définis
par 'OIE, un virus influenza aviaire est considéré comme hautement pathogéne si la
mortalité par inoculation intraveineuse est supérieure a 75% en 10 jours ou si I'lVPI
est supérieur a 1,2. Indépendamment des critéres de pathogénicité, un virus H5 ou
H7 est considéré comme hautement pathogene s'il posséde sur le site de clivage de
’hémagglutinine un motif d’acides aminés similaire a celui d’'un virus hautement

pathogene déja connu.

D’un point de vue réglementaire, I'influenza aviaire est classé en trois catégories
selon le type d’infection chez les oiseaux :

- Influenza aviaire hautement pathogéne (IAHP) induit exclusivement par des virus
de type H5Nx ou H7Nx possédant des caractéristiques de virus hautement
pathogene chez toute espéce d’'oiseaux ;

- Influenza aviaire faiblement pathogéne (IAFP) induit par des virus de types H5Ny
ou H7Ny ne possédant pas les caractéristiques de virus hautement pathogenes,
uniguement chez les volailles et oiseaux captifs ;

- Influenza aviaire non notifiable induit par des virus qui n’appartiennent pas aux

deux premieres catégories.
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L’'IAHP et I'lAFP sont des maladies classées dangers sanitaires de premiére
catégorie en France selon I'arrété du 29 juillet 2013 relatif a la définition des dangers
sanitaires de premiere et deuxieme catégorie pour les espéces animales. Elles font

également partie de la liste des maladies devant étre notifiées a I'OIE.

2, Virus de la maladie de Newcastle

Les virus responsables de la maladie de Newcastle appartiennent a la famille des
Paramyxoviridae. Ce sont des variants du paramyxovirus aviaire de sérotype 1
(APMV-1). Ces virus sont enveloppés et possedent un ARN simple brin non
segmenté a polarité négative composé de six genes codant pour six protéines
structurales (nucléoprotéine, phosphoprotéine, protéine matrice, protéine de fusion,
hémagglutinine-neuraminidase et ARN polymérase). La virulence des APMV-1 est
variable (lentogéne, mésogene ou vélogene) et seules les souches virulentes sont
responsables de la maladie de Newcastle (Miller, Decanini, Afonso 2010). La
virulence est caractérisée en laboratoire. Un APMV-1 est défini comme virulent selon
I'OIE s'’il remplit une des deux conditions suivantes : I'index de pathogénicité par voie
intracérébrale chez des poussins (Gallus gallus) agés d’un jour est supérieur a 0,7 ou
le site de clivage de la protéine de fusion posséede plusieurs acides aminés basiques
(lysine ou arginine). Le tropisme dépend de la nature de la souche virale et peut étre
pneumotrope, viscérotrope ou neurotrope. Les APMV-1 sont quasi-exclusifs aux
oiseaux, cependant dans des situations rares ils peuvent causer une conjonctivite
chez les professionnels liés aux volailles (Nelson et al. 1952). Le réservoir primaire
comprend de nombreuses espéces d’oiseaux sauvages. Les Galliformes et les
Columbiformes y sont plus sensibles que les Ansériformes (Miller, Decanini, Afonso
2010). La transmission entre oiseaux se fait par voie oro-fécale ou par voie inhalation
des particules virales (Alexander 1995). Les APMV-1 sont relativement résistants
dans le milieu extérieur (Pirtle, Beran 1991), ils peuvent survivre plusieurs semaines
dans un environnement chaud et humide (Sharif et al. 2014). Dans les plumes de
duvet, les virus restent infectants pendant 255 jours a des températures de 11°C a
36°C et plus de 538 jours 52 entre 3°C et 6°C (Olesiuk 1951). Dans de I'eau distillée
a 17°C, les virus conservent leur pouvoir infectant pendant 109 a 116 jours et jusqu’a
370 jours lorsque la température est de 4°C (Davis-Fields et al. 2014). Les APMV-1
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sont sensibles aux désinfectants classiques et en particulier au glutaraldéhyde et aux
composés phénolés (Kassaify et al. 2007; Patnayak et al. 2008), ainsi qu’a la
sécheresse prolongée et aux rayons UV (Sharif et al. 2014).

A la différence des virus influenza, il n’existe qu’un seul sérotype pour les virus de la
maladie de Newcastle, ce qui facilite la protection par vaccination (Kapczynski,
Afonso, Miller 2013).

La maladie de Newcastle est une maladie réglementée classée danger sanitaire de

premiére catégorie en France selon l'arrété du 29 juillet 2013 et a déclaration

obligatoire auprés de I'OIE.

3, Mycoplasma gallisepticum

Mycoplasma gallisepticum est une bactérie de petite taille caractérisée par son
absence de paroi cellulaire. Tous les oiseaux peuvent potentiellement étre infectés
par M. gallisepticum mais les Galliformes (poules et dindes) sont les espéces les plus
sensibles. Les mammiféeres et ’lhomme ne sont pas concernés. Sa nature parasitique
résulte en un grand degré de dépendance avec les cellules de son héte (Levisohn,
Kleven 2000). Le tropisme tissulaire comprend I'arbre respiratoire, I'appareil génital
et les articulations. Les signes cliniques sont variés (maladie respiratoire chronique,
amaigrissement, baisse de ponte, baisse d’appétit, affection articulaire), a I'origine de
pertes économiques importantes dans les élevages de volailles. Cependant,
I'infection peut parfois étre inapparente ou subclinique (Levisohn, Kleven 2000). La
survie de M. gallisepticum est de deux a quatre jours dans les plumes (Christensen
et al. 1994) et va jusqu’a neuf jours dans l'eau de distribution a température
ambiante (Polak-Vogelzang 1977). La transmission se fait par voies verticale (in
ovo), pseudo-verticale (contamination lors de I'éclosion) et horizontale (Levisohn,
Kleven 2000). Ainsi la stratégie de lutte contre M. gallisepticum en élevage repose
sur la préservation d’un cheptel reproducteur sain. Lorsque ce n’est pas le cas, la
vaccination ou ['utilisation d’antibiotiques sont envisageables comme solution pour

controler l'infection a court terme (Levisohn, Kleven 2000).
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4 Chlamydia spp. et agents de la chlamydiose aviaire

Chlamydia psittaci est historiquement le principal agent de la chlamydiose aviaire.
C’est une bactérie Gram négative intracellulaire stricte. Son cycle de réplication est
biphasique, durant lequel la bactérie est retrouvée sous trois formes différentes : le
corps élémentaire qui est la forme infectieuse a I'extérieur des cellules, le corps
réticulé qui est la forme intracellulaire métaboliqguement active et le corps
intermédiaire qui est la forme de maturation (Sachse, Laroucau, Vanrompay 2015).
On dénombre au moins 465 espéces d’oiseaux pouvant étre infectées par C. psittaci,
notamment les Columbiformes, les Psittaciformes, les Passeriformes les Galliformes
et les Ansériformes (Borel, Polkinghorne, Pospischil 2018; Kaleta, Taday 2003). En
fonction de la souche et de I'héte, Iinfection peut étre systémique et sévere,
subclinique, chronique ou encore inapparente chez les porteurs sains. Les signes
clinigues comprennent des signes respiratoires, des signes digestifs, une
conjonctivite et des signes généraux tels qu'une apathie, une anorexie, un
amaigrissement ou un retard de croissance, pouvant aller jusqu’au déces (Sachse,
Laroucau, Vanrompay 2015). C. psittaci peut survivre jusqu'a 30 jours dans les
fientes et la litiere. La transmission est principalement horizontale par voies
respiratoire et digestive via les fientes, les sécrétions, les aérosols, le nourrissage
des jeunes ou la contamination de matériel. La transmission peut également se faire
par le biais d’'un arthropode vecteur ou bien par voie verticale (Sachse, Laroucau,
Vanrompay 2015). C. psittaci est un agent zoonotique et on parle de psittacose lors
d’infection chez 'homme. La population a risque est constituée de personnes ayant
des contacts réguliers et étroits avec les oiseaux. Ce sont par exemple les
propriétaires d’oiseaux et les professionnels travaillant dans les animaleries, les
élevages aviaires, la chaine de distribution des volailles, les abattoirs, le milieu
vétérinaire, la santé publique, les laboratoires et les taxidermistes (Deschuyffeleer et
al. 2012; Sachse, Laroucau, Vanrompay 2015). L’isolation de la bactérie passe par la
culture sur cellules du fait de son cycle intracellulaire (Borel, Polkinghorne, Pospischil
2018).

De nouvelles especes appartenant au genre Chlamydia ont récemment été
découvertes chez des oiseaux. Il s’agit de Chlamydia ibidis isolé chez I'lbis sacré
(Threskiornis aethiopicus) (Vorimore et al. 2013), Chlamydia avium chez des

columbiformes et des psittaciformes et Chlamydia gallinacea chez des poules, des
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pintades et des dindes (Sachse et al. 2014). C. gallinacea a également été retrouvée
chez la Bécasse des bois (Scolopax rusticola) en Corée du Sud (Jeong et al. 2017).
Ces trois bactéries ont été isolées a partir d’écouvillons cloacaux et de fientes, ainsi
que d’organes internes pour C. avium et C. gallinacea. La transmission de C. avium
et de C. gallinacea est probablement horizontale, via Iinhalation d’aérosols
contaminés. Leurs potentiels pathogenes et zoonotiques restent encore a déterminer
plus précisément. A I'heure actuelle, des signes respiratoires ont été causés par C.
avium tandis qu’aucune pathogénicité n’a été mise en évidence en ce qui concerne
C. gallinacea et C. ibidis (Sachse et al. 2014; Vorimore et al. 2013). La découverte de
ces nouvelles espéces suggere la remise en cause de certaines infections attribuées
a C. psittaci dans le passé (Sachse, Laroucau, Vanrompay 2015) au vu du caractére
endémique de C. gallinacea dans certaines régions du monde (Guo et al. 2016). Des
co-infections par plusieurs Chlamydia sp. sont envisageables et il serait intéressant
d’analyser d’anciens échantillons a la recherche de ces nouvelles espéces (Sachse,

Laroucau, Vanrompay 2015).

La chlamydiose aviaire (causée par C. psittaci) est une maladie réglementée classée
danger sanitaire de deuxieme catégorie en France selon I'arrété du 29 juillet 2013 et
a déclaration obligatoire auprés de I'OIE. La psittacose (forme humaine) est inscrite

sur la liste des maladies professionnelles.

B, Matériels et méthodes

1, Objectifs de I’étude

Notre étude avait pour but premier d’apporter des éléments de réponse a la
problématique du risque de maintien de l'influenza aviaire par les hérons garde-
beeufs, frequemment observés sur les parcours de canards présents dans le Sud-
Ouest de la France. Elle s’inscrit dans le cadre de la surveillance programmeée de
l'influenza aviaire en 2015-2016 et en 2016-2017 au sein de l'avifaune sauvage, dont
le but est de préciser si les virus influenza A ont pu étre transmis de l'avifaune
sauvage aux volailles ou vice versa et si la présence d’oiseaux sauvages sur les

parcours pendant la période d’assainissement des élevages est susceptible de
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maintenir une pression d’infection suffisante pour contaminer les volailles lors du
repeuplement des élevages.

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intéressés plus globalement au statut
sanitaire du Héron garde-bceufs, en étudiant d’autres agents infectieux tels que les
paramyxovirus aviaires de sérotype 1 (APMV-1) a lorigine de la maladie de

Newcastle, Mycoplasma gallisepticum et Chlamydia spp..

2, Sites de prélévements

Nous avons réalisé nos prélevements dans des héronnieres utilisées comme lieux
d’habitat et de nidification par des hérons garde-boeufs.

Au total, trois héronniéres ont été retenues comme sites de prélevements (Figure
11):

- le lac de Peyssies en Haute-Garonne (GPS : 43.325451, 1.172926)

- le lac de I'Aigue Longue située sur les communes de Momas et Mazerolles dans les
Pyrénées-Atlantiques (GPS : 43.426389, -0.460850)

- le lac de la base de loisirs de Biron-Orthez dans les Pyrénées-Atlantiques (GPS :
43.472576, -0.750270)

Ces héronnieres ont été choisies pour leur facilité d’accés et pour leur proximité
géographique avec des foyers d'|AHP déclarés en élevage durant I'épisode 2015-
2016 (Figure 12). De précédentes observations ont montré que les hérons garde-
bceufs sont capables d’aller chasser jusqu’a 29 km de leur héronniéere (Siegfried
1971b). Dans la situation présente, de nombreux foyers ont été déclarés dans un
rayon de 35 km autour des héronniéres, principalement autour des héronniéres de
'Aigue Longue et de Biron-Orthez (Figure 12). Le foyer le plus proche du site de
Biron-Orthez est un foyer H5N8 déclaré dans un élevage de Laa-Mondrans
(Pyrénées-Atlantiques) en mars 2017, situé a 3 km du site. En ce qui concerne le lac
de I'Aigue Longue, le foyer le plus proche est un foyer H5N9 situé a Mazerolles
(Pyrénées-Atlantiques), a environ 2,5 km du site et déclaré en février 2016. Le cas
de Peyssies est particulier puisque seul un foyer a été déclaré a proximité du site et

concernait une souche H5N1 détectée en décembre 2015 dans un élevage situé
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dans la commune de Laffitte-Vigordane (Haute-Garonne) a environ 5 km du lac de
Peyssies (Figure 13).

Les héronniéres sont installées sur un ou plusieurs flots au sein d'un lac et
accessibles uniguement par bateau. A Peyssies et au lac de I'Aigue Longue, les
héronniéres reposent sur un unique ilot. A Biron-Orthez, la héronniere est dispersée
sur neufs Tlots voisins. La végétation est plutét dense avec de nombreux arbres sur

lesquels sont disposés les nids.

A vue d’ceil, plusieurs centaines voire des milliers de hérons garde-boeufs pouvaient
étre dénombrés dans chacune de ces trois héronniéres. Quelques individus d’autres
especes étaient présents en nette minorité tels que des aigrettes garzettes, des
hérons cendrés, des bihoreaux gris et des canards colverts.

Figure 11 : Carte indiguant 'emplacement des trois héronniéres étudiées
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Figure 12 : Carte situant les @ héronniéres (1) Peyssies, (2) Aique Longue, (3)

Biron-Orthez et les élevages ayant déclaré un foyer d'IAHP dans un rayon de 35 km

autour des héronniéres selon le sous-type viral ® H5N1, ® H5N2, = H5N9 en

2015-2016 et ® H5N8 en 2016-2017
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Figure 13 : Vues satellites du lac de Peyssies avec indication géographigue du seul
foyer d’'lAHP déclaré a proximité du site
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3, Prélévements

Des fientes fraiches ont été récupérées au sol avec un écouvillon stérile dans
chacune des trois héronniéres. Pour ce faire, le sol des colonies était parcouru
méthodiquement et les prélevements étaient réalisés sous des nids.

La période de prélevements s’étendait du 31 mars 2016 au 23 mars 2017. La
héronniere de Peyssies a été visitée a six reprises, celles de Biron-Orthez et de
I'Aigue Longue ne l'ont été qu’a une reprise bien qu’elles concentrent plus de foyers
d'IAHP déclarés en élevage aux alentours. Cela s’explique par la proximité
géographique de Toulouse et de Peyssies par rapport aux lacs de I'Aigue Longue et
de Biron-Orthez.

Les préléevements ont été réalisés aprés avoir obtenu l'accord de la DREAL
Occitanie. Des que nous arrivions sur une héronniére, tous les hérons garde-bceufs
adultes, lorsqu’ils étaient présents sur place, s’envolaient le temps de notre visite. La
majorité revenait dans les dix minutes aprés que nous ayons quitté le site de
prélevement. Chaque visite durait entre 30 et 45 minutes et était la plus courte
possible afin de minimiser le dérangement provoqué par notre passage. Les visites
étaient réalisées soit dans la matinée entre 8h30 et 10h30, soit en début d’aprés-midi
entre 14h30 et 16h00. Certaines visites ont d'ailleurs été annulées (en juin 2016

notamment) car les poussins, trop ages, risquaient de tomber des nids.

Toutes les données relatives a la collecte des préléevements sont résumées dans le
Tableau 6. Le site de I'’Aigue Longue a été visité en avril 2016, celui de Biron-Orthez
en mai 2016 et celui de Peyssies en mars, avril, novembre et décembre 2016 ainsi
gu'en mars 2017. Les visites de Peyssies en novembre et décembre 2016,
effectuées l'aprés-midi, représentent les seules fois ou aucun héron garde boeuf
adulte n’était présent sur place a notre arrivée. Au lac de Peyssies des ceufs étaient
présents dans les nids dés fin mars 2016 et 2017 et des poussins étaient présents fin
avril 2016, ce qui montre que la saison de reproduction commencait aux alentours de
début mars. Des jeunes étaient également présents aux lacs de I'’Aigue Longue et de
Biron-Orthez en avril et mai 2016 respectivement. Le nombre de fientes collectées
s’élevait a 203, 33 et 30 pour Peyssies, I'Aigue Longue et Biron-Orthez

respectivement, pour un total de 266 fientes. Les prélevements étaient conservés
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dans des contenants réfrigérés le temps de I'acheminement vers I'Ecole Nationale
Vétérinaire de Toulouse.

Une fois au laboratoire, les extrémités des écouvillons de fientes ont été placés dans
500 uL de solution tampon phosphate salin complémentée en solution antibiotique et
antimycotique (pénicilline, streptomycine, amphotéricine B) dans des tubes
Eppendorf® de 1,5 mL. L’utilisation de cette solution a pour but de rincer les cellules
et de limiter le développement de bactéries et champignons indésirables. Aprés
agitation, un volume de 150 pL de cette préparation a été prélevé et déposé dans un
second tube Eppendorf® de 1,5 mL en vue de procéder a I'extraction des acides

nucléiques. Les prélévements ont ensuite été congelés a -80°C jusqu’a analyse.

Tableau 6 : Nombre de fientes collectées selon le site et la date de prélévement

. Date de Nombre Date extraction Numerotatl_on
Site 1 . , des produits
prélevement (fientes) d’ARN ; )
d’extraction
31/03/2016 25 04/04/2016 P1a P25
07/04/2016 24 11/06/2016 P26 a P49
Pevssies 22/04/2016 27 11/06/2016 P50 a P76
y 14/11/2016 37 18/11/2016 P77 aP113
06/12/2016 28 09/12/2016 P114 a P141
23/03/2017 62 24/03/2017 P142 a P203
Aigue Longue 25/04/2016 33 11/06/2016 AL1 a AL33
Biron-Orthez 03/05/2016 30 26/05/2016 BO1 a BO30

Les prélevements ont été réalisés dans des conditions de biosécurité strictes. Des
mesures d’hygiénes ont été respectées en ce qui concerne la tenue des personnes
participant aux préléevements, la désinfection du matériel et le devenir des déchets
geneérés. Chaque personne était équipée de bottes, désinfectées avant et apres
chaque visite, d’'une blouse stérile jetable, d’'une charlotte, d’'un masque et de gants.
Le matériel a été désinfecté a l'aide de Virkon®, un produit virucide, bactéricide et
fongicide. Tous les déchets, considérés comme déchets d’activité de soins a risques

infectieux et assimilés, ont été jetés dans des contenants appropriés.
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4 Analyses effectuées au laboratoire

Extraction d’ARN et d’ADN

Les ARN et ADN viraux et bactériens ont été extraits a partir de 150 yL d’écouvillons
de fientes repris dans une solution tampon additionnée d’antibiotique et
d’antimycotique comme décrite précédemment. Les extractions ont été réalisées en
utilisant le kit NucleoSpin® RNA Virus (Macherey-Nagel, Allemagne). Le protocole
d’extraction est détaillé étape par étape dans la Figure 16 de I'Annexe 2). Les
produits d’extraction ont été regroupés par pool de 1 a 5 échantillons en fonction de
la date d’extraction et du site de prélévement, avec un total de 56 pools (Tableau 8

de 'Annexe 3).

PCR classique et quantitative

Les PCR ont été réalisées sur les produits d’extraction dans un thermocycleur-
spectrofluorimeétre LightCycler® 96 System (Roche Applied Science, Allemagne)
pour les PCR quantitatives (gPCR) et dans un thermocycleur peqSTAR® 2X
(Peqglab, Allemagne) pour les PCR classiques. Au départ, nous avons réalisé les
analyses de facon individuelle, notamment pour les PCR M. gallisepticum des
échantillons 1 a 76 de Peyssies (Tableau 7), puis dans une optique de gain de

temps, nous avons décidé de réaliser les analyses sur des pools d’échantillons.

Influenza aviaire

Les pools de produits d’extraction ont été analysés par gRT-PCR en employant le kit
QuantiNova® Probe RT-PCR (Qiagen, Allemagne). Une région du gene M des virus
influenza A a été recherchée en utilisant les amorces 5-AAG ACC AAT CCT GTC
ACC TCT GA-3’ (sens A) et 5-CAA AGC GTC TAC GCT GCA GTC-3’ (anti-sens A)
et la sonde 5’-FAM-TTT GTG TTC ACG CTC ACC GTG CC-TAMRA-3’ (Munster et
al. 2005; Ward et al. 2004). Chaque puits de réaction contenait 20 puL dont 3 pL
d’ARN a amplifier, 10 pL de 2x QuantiNova Probe RT-PCR Master Mix, 6,44 uL
d’eau certifice PCR, 0,2 uL de QN Probe RT-Mix, 0,16 uL de chaque amorce
(concentration 100 pM) et 0,04 pL de sonde (concentration 100 pM). La
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rétrotranscription a été faite a 45°C pendant 10 minutes et la premiére dénaturation a
95°C pendant 5 minutes. Ensuite, 40 cycles d’amplification de 5 secondes a 95°C
puis 30 secondes a 60°C ont été effectués. Le témoin positif utilisé est une séquence
de géne M cloné en plasmide.

Maladie de Newcastle

Une région du gene F des APMV-1 a été recherché par qRT-PCR en utilisant les
amorces M+4100 5-AGT GAT GTG CTC GGA CCT TC-3’ et M-4220 5’-CCT GAG
GAG AGG CAT TTG CTA-3’, la sonde 5-FAM-TTC TCT AGC AGT GGG ACA GCC
TGC-TAMRA-3’ (Wise et al. 2004) et le kit QuantiNova® Probe RT-PCR (Qiagen).
Chaque puits de réaction contenait 20 uL dont 2 yL d’ARN a amplifier, 10 yL de 2x
QuantiNova Probe RT-PCR Master Mix, 7,44 uL d’eau certifiée PCR, 0,2 uL de QN
Probe RT-Mix, 0,16 puL de chaque amorce (concentration 100 uM) et 0,04 pL de la
sonde (concentration 100 puM). La rétrotranscription a été faite a 45°C pendant 10
minutes et la premiere dénaturation a 95°C pendant 5 minutes. Ensuite, 45 cycles
d’amplification de 5 secondes a 95°C puis 30 secondes a 60°C ont été effectués. Le

témoin positif utilisé est une séquence de gene F cloné en plasmide.

Mycoplasma gallisepticum

Une région du géne 16S rRNA de M. gallisepticum a été recherché par qPCR en
utilisant les amorces MG-14F 5-GAG CTA ATC TGT AAA GTT GGT C-3’ et MG-13R
5-GCT TCC TTG CGG TTA GCA AC-3’ (Jarquin et al. 2009) et le kit QuantiFast®
SYBR® Green PCR (Qiagen). Chaque puits de réaction contenait 25 pL dont 5 pL
d’ADN a amplifier, 12,5 pL de Quantifast 2x Master mix, 2,5 yL d’eau certifiee PCR et
2,5 uL de chaque amorce (concentration 10 uM). La premiére dénaturation a été faite
a 95°C pendant 5 minutes. Ensuite, 40 cycles d’amplification de 10 secondes a 95°C
puis 30 secondes a 60°C ont été effectués, suivis d’'un cycle de fusion de 10
secondes a 95°C, 1 minute a 65 °C et 1 seconde a 97°C et d'un cycle de
refroidissement de 30 secondes a 37°C.

Une PCR classique a été réalisée en utilisant le kit Taqg DNA Polymerase VWR®
(VWR, France) avec les mémes amorces dans des puits de 50 uL composés de 5 pL
d’ADN a amplifier, 5 yuL de 10X Buffer, 3 pL de chlorure de magnésium MgCl2
(concentration 25 mM), 1 pL de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP ; concentration 10
mM), 1 pL de chaque amorce (concentration 10 uM), 0,2 uL d’ADN polymérase Taq
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et 33,8 uL d’eau certifiée PCR. Un premier cycle de dénaturation a eu lieu pendant 2
minutes a 95°C, suivi de 45 cycles d’amplification de 30 secondes a 95°C, 30
secondes a 53°C et 30 secondes a 72°C et d’un cycle de 5 minutes a 72°C. Dans les
deux cas, le témoin positif utilisé est une séquence du gene 16S rRNA cloné en
plasmide.

Une électrophorese des produits de PCR a été réalisée sur gel d’agarose a 1,7%
préparé a partir de 100 mL de tampon TBE (tris/borate/EDTA). Un marqueur
moléculaire de la taille de 100 paires de base (pb) a été utilisé comme repére. Apres
migration a 100 V pendant 60 minutes, les produits de PCR ont été visualisés sous
uVv.

Chlamydia sp.

Une région du géne 23S rRNA, commun a la famille des Chlamydiaceae, a été
recherché par qPCR en utilisant les amorces Ch23S-F 5’-CTG AAA CCA GTA GCT
TAT AAG CGG T-3' et Ch23S-R 5-ACC TCG CCG TTT AAC TTA ACT CC-3), la
sonde Ch23S-p 5-FAM-CTC ATC ATG CAA AAG GCA CGC CG-TAMRA-3 (Donati
et al. 2018; Ehricht et al. 2006) et le kit QuantiNova™ Probe PCR (Qiagen). Chaque
puits de réaction contenait 20,1 uL dont 2 yL d’ADN a amplifier, 10 pyL de 2x
QuantiNova Probe PCR Master Mix, 5 yL d’eau certifiee PCR, 0,8 uL de chaque
amorce (concentration 10 uM) et 0,4 uL de sonde (10uM). La premiere dénaturation
a été faite a 95°C pendant 2 minutes. Ensuite, 40 cycles d’amplification de 5
secondes a 95°C puis 5 secondes a 60°C ont été effectués. Le témoin positif utilisé
est un ADN fourni par le laboratoire de référence de 'ANSES (Loth 11-96 08-
1274/38-49).

Purification et séquencage

Les produits de PCR ont été purifiés en utilisant le kit QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) puis quantifiés a l'aide d’'un lecteur de microplaques CLARIOstar® (BMG
Labtech, Allemagne) aux longueurs d'onde de 260 nm et 280 nm. Les produits
purifiéss ont été séquencés par lintermédiaire du laboratoire GATC Biotech
(Allemagne). Les séquences obtenues ont été exploitées et corrigées a l'aide du

logiciel BioEdit aprés importation, puis comparées aux seéquences mises a
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disposition par le National Center for Biotechnology Information grace a I'outil Basic

Local Alignment Search Tool.

Analyses statistiques

Les taux de prévalence réelle ont été estimés a laide du site

http://epitools.ausvet.com.au en utilisant la formule

positifs | . ... .. .,
total

Prévalence = décrite par Rogers, Paulson 1983. Des intervalles

de confiance (IC) a 95% ont été calculés via la méthode de Baker (Reiczigel, Foldi,
Ozsvari 2010). Pour les cas ou seuls les résultats par pool étaient disponibles, les
taux de prévalence ont été estimés a partir des pools en utilisant la sixieme méthode
décrite par Cowling, Gardner, Johnson 1999, en fixant la taille des pools & 5 pour les
calculs et en excluant les pools de taille inférieure a I'exception d’un cas particulier.
Pour le calcul des prévalences réelles, nous avons supposé de facon arbitraire que
la sensibilité et la spécificité des techniques PCR employées étaient de 95% et 99%

respectivement.

C, Résultats

Pour les échantillons de fientes, nous avons obtenu des résultats négatifs pour tous
les pools analysés en gRT-PCR pour la détection d’acides nucléiques de virus
influenza A et dAPMV-1. Parmi les 56 pools, 2 (3,6%) sont positifs pour M.
gallisepticum par qPCR et 12 (21,4%) a Chlamydia sp. par qPCR (Tableau 8 de
I'Annexe 3). En admettant que la sensibilité et la spécificité des qPCR étaient de 95%
et de 99% respectivement, la prévalence réelle de M. gallisepticum a été estimée a
5,9% [2,0 — 14,4] pour les échantillons prélevés au printemps 2016 a Peyssies et a
3,6% [0 — 10,9] pour les échantillons prélevés au printemps 2016 au lac de I'Aigue
Longue et analysés par pool de 5 échantillons (Tableau 7). Au lac de Peyssies, la
prévalence de Chlamydia sp. a été estimée a 6,2% [0 — 12,3] pour les échantillons
prélevés au printemps 2016, a 3,3% [0 — 8,1] pour les échantillons prélevés en
automne 2016 et a 5,7% [0 — 12,3] pour les échantillons prélevés au printemps 2017,

tous ces échantillons ont été analysés par pool de 5, avec une exception pour les
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prélevements du 06/12/2016 ou un pool positif de 3 échantillons a été inclus dans le
calcul (Tableau 7). Aux lacs de 'Aigue Longue et de Biron-Orthez, la prévalence de
Chlamydia sp. a été estimée a 3,6% [0 - 10,9] et a 8,1% [0 - 19,3] respectivement
pour les échantillons prélevés au printemps 2016 et analysés par pool de 5 (Tableau
7).

Les deux pools positifs pour M. gallisepticum par gPCR (P11-P15 et A1-A5) ont été
confirmés par une PCR classique aprés migration sur gel d’agarose, en plus des
échantillons du pool P11-P15 analysés individuellement (Figure 17 de 'Annexe 3).
Le séquencage des produits de PCR a permis de déterminer une séquence de 144
nucléotides (Figure 14) correspondant a 100% a une portion du gene 16S rRNA issu
de souches de M. gallisepticum affectant les Galliformes domestiques disponibles

sur GenBank.

TCA GTT CGG ATT GAG GGC TGC AAT TCG CCC TCA TGA AGT CGG AAT CAC TAG
TAA TCG CGA ATC AGC CAT GTC GCG GTG AAT ACG TTC TCG GGT CTT GTA CAC
ACC GCC CGT CAA ACT ATG AGA GCT GGT AAT ATC TAA AAC CGT

Figure 14 : Séquence nucléotidigue de M. gallisepticum déterminée par séquencage
des produits de PCR
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Tableau 7 : Résultats des analyses PCR et estimation de la prévalence réelle pour
M. gallisepticum et Chlamydia sp. selon le site et la période de prélévement.

Site/date de PCR M. gallisepticum PCR Chlamydia sp.
prélévement Nombre de | Prévalence [IC 95%] | Nombre de Prévalence [IC
positifs I positifs 95%]
Peyssies
31/03/16 5/25 1 20,2% [8,4-40,6] t 1/5 4,4% [0-13,3]
07/04/16
22/04/16 0/51 1 - 3/10 7,1% [0-15,2]
Printemps 2016 5/76 t 5,9% [2,0-14,4] T 4/15 6,2% [0-12,3]
14/11/16 0/7 - o/7 -
06/12/16 0/5 - 2/6 A 8,1% [0-19,3] A
Automne 2016 0/12 - 2/13 A 3,3% [0-8,1] A
(Prin2t2£2§é127017) 0/12 - 3/12 5,7% [0-12,3]
Aigue Longue
(Prinztzr?gélgom) 1/6 3,6% [0-10,9] 1/6 3,6% [0-10,9]
Biron-Orthez
03/05/16
(Printemps 2016) 0/6 - 2/6 8,1% [0-19,3]

T Estimation des prévalences en supposant que Se = 95% et Sp = 99% pour les
techniques PCR.

* Les prélevements P26 a P76 ont été extraits le méme jour mais proviennent de
deux visites différentes, le 07/04/16 pour P26 a P49 et le 22/04/16 pour P50 a P76.

T Résultats indiqués par rapport au nombre d’échantillons analysés ; prévalence et
intervalle de confiance a 95% calculés en utilisant les méthodes décrites par
Reiczigel, Foldi, Ozsvari 2010 et Rogan, Gladen 1978.

Tous les autres résultats sont indiqués en prenant en compte uniquement les pools
de 5 échantillons, a I'exception des préléevements de Peyssies du 06/12/16 ou un
pool positif de 3 échantillons a été inclus dans le calcul (A), en utilisant la méthode 6
décrite par Cowling, Gardner, Johnson 1999.

IC : intervalle de confiance.
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D, Discussion

Fiabilité des analyses sur échantillon fécal

Les analyses PCR sur fientes présentent les avantages d’étre non invasives, peu
onéreuses et rapides par rapport aux analyses réalisées sur des oiseaux sauvages
vivants. Les principaux désavantages reposent sur le fait que les agents infectieux
recherchés peuvent étre inactives par [I'environnement (humidité relative,
température, rayons UV, inhibiteurs présents dans les fientes), que plusieurs fientes
peuvent provenir du méme individu voire d’autres especes d’oiseaux sans que nous
le sachions au premier abord. En l'occurrence, malgré la présence d’autres especes
(aigrettes garzettes, hérons cendrés, bihoreaux gris et canards colverts) les hérons
garde-bceufs étaient majoritairement présents dans les trois sites d’étude et un effort
a été fait pour prélever les fientes sous les nids. La recherche de virus influenza A
par PCR sur fientes est une méthode valide et efficace utilisée dans la surveillance
des oiseaux sauvages (Béarbara et al. 2017; Ofula et al. 2013; Pérez-Ramirez et al.
2010), avec l'obtention d’'un taux de prévalence similaire par rapport aux résultats
obtenus a partir de prélévements sur oiseaux vivants (McLean et al. 2007). Les PCR
sur fientes sont également fiables pour la recherche d’APMV-1, en effet l'infection
expérimentale de poulets par des APMV-1 a permis de mettre en évidence une
excrétion fécale dés le premier jour post-inoculation (Gohm, Thir, Hofmann 2000).

L’absence de détection de virus dans notre étude peut étre expliquée par I'absence
réelle de virus, si les oiseaux ne sont pas infectés ou si la période d’excrétion fécale
est dépassée, par des charges virales faibles dues a une faible excrétion fécale ou a
une inactivation environnementale ou par un manque de sensibilité des PCR. Les
virus influenza sont sensibles a la chaleur et aux rayons UV (Weber, Stilianakis
2008) tandis que les APMV-1 sont sensibles aux rayons UV et a la dessiccation
(Sharif et al. 2014). Les prélévements au lac de Biron-Orthez ont été réalisés le 3 mai
2016 dans des conditions climatiques ensoleillées et une température avoisinant les
20°C, ce qui peut avoir un impact négatif sur la survie des virus dans le milieu
extérieur. Dans le passé, les hérons garde-boeufs ont déja fait 'objet d’'une recherche
de virus influenza par PCR sur fientes a deux reprises, une premiére fois en Espagne
entre 2005 et 2007 ou 2 individus sont revenus positifs sur les 147 testés (Pérez-

Ramirez et al. 2010) et une seconde fois au Zimbabwe entre 2008 et 2010 ou la
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recherche s’est avérée négative sur les 166 fientes analysées (Caron et al. 2014).
Les deux échantillons fécaux positifs pour l'influenza en Espagne ont été prélevés
durant les mois de mai a juillet avec une température moyenne de 25°C et une
humidité relative moyenne de 45% (Pérez-Ramirez et al. 2010), ce qui montre que
les virus influenza peuvent survivre assez longtemps dans des conditions plus
chaudes qu’a Biron-Orthez pour pouvoir étre détectés par la suite. D’autre part, une
étude suggere que I'excrétion fécale et I'excrétion respiratoire sont trés faibles chez
des hérons garde-bceufs qui ont été infectés expérimentalement avec une souche
IAHP H5N1 (Phuong et al. 2011), ce qui peut expliquer 'absence de détection par
PCR sur les fientes a prélevées dans I'étude. A ce jour, aucune autre étude n’a été
portée spécifiquement sur la recherche d’APMV-1 par PCR sur des fientes de hérons

garde-bceufs.

Réle épidémiologique du Héron garde-bceufs dans les émergences d’lAHP de
2015-2016 et 2016-2017 en France

Par sa présence souvent rapportée pres des élevages, le Héron garde-bceufs est
une espece considérée comme possible relais entre les oiseaux migrateurs et les
volailles (Caron et al. 2014). Les hérons garde-bceufs ont déja fait I'objet de
recherches virus influenza aviaire qui se sont révelées positives a plusieurs reprises
par PCR ou culture (Ahmed et al. 2017; Barbara et al. 2017; Fadel, Afifi 2017; Pérez-
Ramirez et al. 2010) et par sérologie (Musa et al. 2017). Les oiseaux positifs ne
présentaient aucun signe clinique dans ces études. L'infection expérimentale par une
souche hautement pathogene H5N1 suggere que les hérons garde-bceufs sont trés
sensibles au virus mais qu’ils ne constituent a priori pas un réservoir significatif du
virus H5N1 inoculé car ils excrétent faiblement le virus par voies respiratoire et fécale
et décedent dans les sept jours suivant linoculation dans la majorité des cas
(Phuong et al. 2011).

La recherche d’anticorps dirigés contre les virus influenza A aurait été une piste
intéressante a étudier afin d’apporter davantage d’informations sur le role
épidémiologique joué par le Héron garde-bceufs en 2015-2016 et en 2016-2017. Des
analyses sérologiques réalisées chez des jeunes au nid permettraient d’avoir une

idée de I'exposition de la mére dans le passé via la présence d’anticorps d’origine
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maternelle. Théoriquement, il faut s’attendre a ce que la séroprévalence estimée
chez les jeunes soit supérieure a la prévalence du pathogéne chez les adultes et
c’est par exemple le cas dans une étude portant sur l'influenza aviaire chez des
goélands leucophées (Larus michahellis), dans laquelle une séroprévalence de 14%
(n=95/678) a été obtenue par ELISA et une prévalence de 0,9% (n=2/228) a été
obtenue par PCR (Pearce-Duvet et al. 2009). Toutefois, ces analyses sérologiques
présentent les inconvénients de ne pas permettre d’identifier précisément les
souches ni d’avoir une idée précise du moment de l'infection. La recherche négative
d’influenza aviaire par PCR sur les fientes pour les trois sites a chacune des cinq
dates de prélévements entre mars et mai 2016 conforte I'idée que le Héron garde-
beeufs n’aurait pas joué de réle, en tout cas majeur, dans la dissémination de virus
influenza lors de 'émergence d'IAHP en France en 2015-2016. L’hypothese retenue
pour expliquer I'origine de I'émergence d'IAHP de 2015-2016 repose sur la mutation
et les réassortiments de souches faiblement pathogenes circulant a bas bruit de
facon endémique dans les élevages de palmipédes du Sud-Ouest en souches
hautement pathogénes (Briand et al. 2018; Le Bouquin, Huneau-Salaiin, Hamon, et
al. 2016). Le faible niveau de biosécurité dans la filiere palmipede identifié grace aux
enquétes épidémiologiques, a savoir le mélange d’animaux de stades physiologiques
différents, des durées de vide sanitaire trop courtes, I'absence de sas sanitaire dans
certains élevages, des protocoles de nettoyage désinfection insuffisants et le
manque de rigueur dans le nettoyage des vehicules de transport, a sans doute jouer
un réle primordial dans I'entretien et la diffusion de I'infection (Le Bouquin, Huneau-
Salalin, Hamon, et al. 2016).

Les seuls préléevements qui peuvent étre temporellement reliés a 'émergence d'|AHP
H5N8 de 2016-2017 sont ceux qui ont été realisés a Peyssies le 14 novembre 2016,
le 12 décembre 2016 et le 23 mars 2017. lls se sont tous révélés négatifs par PCR
pour la recherche dinfluenza aviaire. Les mesures de surveillances
épidémiologiques passive et active ont fourni des résultats complémentaires a notre
etude. La surveillance active a concerné quant a elle 397 oiseaux sauvages en
France, dont 29 hérons garde-boeufs, qui se sont tous révélés négatifs pour la
recherche d’'influenza aviaire par PCR (Van De Wiele et al. 2017, communication
personnelle). Par le biais du réseau SAGIR, deux hérons garde-bceufs retrouvés
morts ont été déclarés positifs a 'lAHP H5N8, le premier a été retrouvé dans les

Landes le 23 janvier 2017 et le second dans le Lot-et-Garonne le 16 février 2017
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(Van De Wiele et al. 2017), ce qui suggére une circulation du virus H5N8 dans la
population de hérons garde-bceufs, qui pourrait agir comme une espéce relais dans
la transmission virale. Toutefois il n'est pas possible de savoir si cette circulation est
une cause ou une conséquence de l'infection de volailles en élevages.

Il apparait que les hérons garde-bceufs et les oiseaux sauvages dans une plus
grande mesure, n'ont pas joué de rble majeur dans la dissémination d’lAHP en
France en 2015-2016 et en 2016-2017, peu de cas ayant été déclarés dans
lavifaune sauvage en France contrairement a d’autres pays européens comme
'Allemagne. D’'une maniére plus globale, I'hnypothese de l'origine de I'épizootie
d'lAHP de 2016-2017 qui a touché I'Europe se tourne vers l'introduction initiale de
virus par des especes migratrices originaires d’Asie, contaminant les espéces
sauvages locales puis les especes domestiques (Cauchard et al. 2017; Lee,
Sharshov, et al. 2017; Van De Wiele et al. 2017). Dans un second temps, le
manquement aux mesures de biosécurité malgré I'entrée en vigueur des arrétés du 8
février 2016 et du 15 juillet 2016, notamment en ce qui concerne les mouvements
d’animaux, de personnes et de véhicules, aurait joué un réle prépondérant dans la
propagation du virus en France (Bronner, Niqueux, et al. 2017), comme en témoigne
la contamination des élevages de proche en proche et la formation de foyers
secondaires a partir de foyers primaires résultant des mouvements nombreux et
étroits dans la filiere palmipéde, majoritairement affectée par rapport aux élevages de

galliformes.

Role épidémiologique du Héron garde-boeufs dans la transmission des virus de
la maladie de Newcastle (APMV-1)

Aucune des analyses que nous avons realisées n’est revenue positive en faveur
d’APMV-1 par gRT-PCR. De méme que pour linfluenza aviaire, il aurait été
intéressant de réaliser des analyses sérologiques afin de préciser I'exposition des
hérons garde-bceufs vis-a-vis des virus de la maladie de Newcastle. En France, le
dernier foyer de maladie de Newcastle a été déclaré le 8 décembre 2017 et natifié le
22 décembre 2017 a I'OIE, il s’agissait d’'un élevage de pigeons situé a Orchies
(Nord) dont les 12000 pigeons ont été abattus (donnes EMPRES-i). La France

n’avait pas connu de foyers de maladie de Newcastle en élevage depuis I'année
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2010, seuls des cas enzootiques concernant la faune sauvage sont regulierement
déclarés, en particulier chez les Columbiformes (Guerry et al. 2014). L’isolement
d’APMV-1 chez des hérons garde-bceufs a été rapporté en Chine en 2014 (Xiang et
al. 2017) et en Espagne en 2013 dans un groupe de quatre oiseaux retrouvés morts
(Napp et al. 2017). Les hérons garde-bceufs joueraient un rdle épidémiologique
mineur dans la diffusion d’APMV-1 d’aprés l'auteur de cette derniére étude puisque
l'infection et la mortalité retrouvées chez les quatre individus serait due a une
transmission initiale par des tourterelles turques, retrouvées mortes en grand nombre
et dont le réle épidémiologique dans la dissémination d’APMV-1 serait majeur par

rapport a celui des hérons garde-bceufs (Napp et al. 2017).

Détection de Mycoplasma gallisepticum et Chlamydia sp. dans des fientes de

hérons garde-bceufs

Nos résultats rapportent la premiére détection de M. gallisepticum et la seconde
détection de Chlamydia sp. chez le Héron garde-bceufs, avec 2 et 12 pools positifs
respectivement (Tableau 7). Des bactéries Chlamydia sp. avaient été détectées
auparavant chez des hérons garde-boeufs dans une étude comparant plusieurs
méthodes diagnostiques sur des préléevements d’organes (foie, coeur, poumons et
rate) et de sang (El-Jakee et al. 2014) ; aucun écouvillon cloacal ni prélevement
n'avait cependant été étudié. La détection fécale suggere que les hérons garde-
beoeufs excretent ces agents infectieux qui peuvent donc potentiellement infecter les
volailles. Le fait que la séquence nucléotidiqgue de M. gallisepticum identifiée
corresponde a 100% a celles de souches de M. gallisepticum retrouvées chez des
galliformes domestiqgues est un argument supplémentaire en faveur de -cette
hypothése. Des infections a M. gallisepticum en élevage sont notifiées chaque année
a I'OIE depuis 2012 en France (données OIE). Cette contamination pourrait aussi se
faire dans l'autre sens : des hérons garde-bceufs pourraient aussi se contaminer a
partir d’especes domestiques ; ils s’infecteraient ainsi en fréquentant les élevages de
galliformes. La transmission verticale de M. gallisepticum (Levisohn, Kleven 2000)
rend la lutte difficile en élevage puisqu’il faut assainir la filiere reproductrice en plus
de respecter les mesures de biosécurité vis-a-vis des oiseaux sauvages, qui peuvent

jouer un réle dans I'entretien du cycle d’infection, a I'instar du Héron garde-beceufs.
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Les valeurs de Ct obtenues étaient supérieures a 36 pour les deux pools positifs en
gPCR (Tableau 8 de I'Annexe 3), ce qui représente une faible quantité de matériel
génétique bactérien et ne permet donc pas de conclure avec certitude que les
hérons excretent suffisamment de bactéries pour présenter un risque pour les
élevages. D’autres analyses de génotypage sont en cours afin de mieux caractériser
les souches de M. gallisepticum et de préciser I'espece de Chlamydia sp.. La
précision de I'espéce de Chlamydia sp. est importante si on considére les nouvelles
espéces recemment décrites, C. avium, C. gallinacea et C. ibidis, pour lesquelles le
potentiel zoonotique est peu documenté (Sachse et al. 2014; Vorimore et al. 2013).
Ces nouvelles espéces circulent dans I'avifaune sauvage, comme en témoigne la
détection de C. gallinacea chez la Bécasse des bois (Jeong et al. 2017) et de C.
ibidis chez I'lbis sacré (Vorimore et al. 2013), ce qui pourrait étre a l'origine
d’émergences a l'avenir. La recherche de M. gallisepticum et de Chlamydia sp. par
PCR sur fientes pourrait représenter une bonne facon de caractériser les contacts
existants et les échanges de pathogénes entre I'avifaune sauvage et les espéces

domestiques, au vu des résultats positifs que nous avons obtenus.

Importance de la biosécurité

La biosécurité est une notion introduite assez récemment. Elle a clairement été
définie dans le réglement (UE) 2016/429 du Parlement Européen et du Conseil du 9
mars 2016 relatif aux maladies animales transmissibles et modifiant et abrogeant
certains actes dans le domaine de la santé animale («législation sur la santé
animale») comme « l'un des principaux outils de prévention a la disposition des
opérateurs et des autres acteurs travaillant avec les animaux en vue d'empécher
l'introduction, le développement et la propagation des maladies animales
transmissibles a destination, au départ et au sein d'une population animale ». Avant
'émergence d’lAHP en 2015-2016, le niveau de biosécurité était faible dans les
élevages aviaires car aucune mesure n’était obligatoire en France. L’instauration de
regles de biosécurité reposait ainsi sur le volontariat des éleveurs, qui pouvaient
percevoir des indemnisations en échange (Guériaux, Fediaevsky, Ferreira 2017).
Depuis, l'arrété du 8 février 2016 (modifié par I'arrété du 15 juillet 2016) relatif aux

mesures de biosécurité applicables dans les exploitations de volailles et d'autres
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oiseaux captifs dans le cadre de la prévention contre l'influenza est entré en vigueur.
Il impose aux éleveurs le déploiement d’un plan de maitrise de la biosécurité qui
repose entre autres sur une analyse de risque, la compartimentation de I'élevage
avec des zones plus ou moins strictes d’accés (mouvements de personnes habilitées
uniquement, sas sanitaire...), le respect des bonnes pratiques d’hygiene, un plan de
nettoyage-désinfection et un plan de protection vis-a-vis de l'avifaune sauvage. Les
mesures doivent étre adaptées au risque évalué, par exemple en fonction de la
proximité des élevages avec les zones de migration des oiseaux sauvages, de points
d’eau et de foyers d’'lAHP (Guériaux, Fediaevsky, Ferreira 2017). Le respect des
mesures de biosécurité est primordial dans la lutte contre la transmission d’agents
pathogénes par I'avifaune sauvage (Webster et al. 2006). En effet, il est éthiguement
discutable voire impensable d’autoriser I'abattage d’oiseaux sauvages, sous réserve
gu’ils représentent une menace épidémiologique pour les espéces domestiques. A
ce titre, il est préférable et plus acceptable d’abattre les volailles pour endiguer la
dissémination, comme c’est le cas de nos jours. Des exceptions existent cependant,
comme pour I'lbis sacré, considéré comme une espéce représentant un risque
sanitaire a cause de sa prolifération et de sa présence a proximité des élevages et
pour lequel 'abattage a été autorisé en 2007 en France. Cela reste une exception
car I'lbis sacré est classé comme espece exotique invasive, bien que I'aspect éthique
de l'abattage autorisé porte a discussion. Aucune affirmation concernant le role
epidémiologique du Héron garde-boeufs ne peut étre avancée a ce jour, c'est
pourquoi il faut insister sur le respect des mesures de biosécurité pour diminuer au
maximum le risque de transmission. Par comparaison avec I'lbis sacre, I'autorisation
de I'abattage du Héron garde-bceufs n’est pas au go(t du jour puisqu’il représente

une espeéce protégéee en France (article 3 de 'arrété du 29 octobre 2009).
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Conclusion

Le premier objectif de ce travail était de préciser le rble joué par les hérons garde-
boeufs dans les deux épisodes d'|AHP que la France a connu en 2015-2016 et en
2016-2017. Tous les prélevements fécaux analysés par PCR étaient négatifs pour la
recherche d’ARN de virus influenza A. Cela suggere que la circulation virale était
inexistante ou trés faible au moment des préléevements a Peyssies (printemps et
automne 2016, printemps 2017), a Biron-Orthez (printemps 2016) et au lac de I'Aigue
Longue (printemps 2016), bien que nous ne pouvons pas exclure que les virus aient
pu étre inactivés par les conditions environnementales ou que la méthode de
détection sur fientes présente des défauts de sensibilité. Les résultats provenant des
programmes de surveillances événementielle et programmée sont complémentaires
a celle de notre étude et concordent pour dire que les hérons garde-bceufs n’ont pas
contribué de fagon majeure a la diffusion d'lAHP en France durant les épisodes de
2015-2016 et 2016-2017.

Notre travail a permis de révéler que les hérons garde-boeufs excrétent des bactéries
Chlamydia sp. dans leurs fientes. D’autre part, nous relatons pour la premiére fois la
présence de Mycoplasma gallisepticum chez le Héron garde-bceufs par PCR sur
fientes récoltées au sol des héronniéres. Le séquencage révéle une correspondance
de 100% avec des souches de M. gallisepticum retrouvées chez les galliformes
domestiques. Ces résultats suggerent que la transmission horizontale de M.
gallisepticum et de Chlamydia sp. aux espéces domestiques est possible via
'excrétion fécale. Il serait intéressant de mener des études pour approfondir le
potentiel réle des hérons garde-boeufs dans la propagation de ces agents infectieux
bactériens au sein des élevages.

Bien que la problématique du role épidémiologique de l'avifaune sauvage existe et
mérite d’étre étudiée, celui-ci peut étre minimisé en respectant des mesures de
biosécurité, dont I'application est devenue obligatoire en élevage de volailles en
France depuis I'entrée en vigueur de l'arrété du 8 février 2016 modifié par I'arrété du
15 juillet 2016.
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Annexes

Annexe 1 : Augmentation du niveau de risgue vis-a-vis de I'infection de I'avifaune par
un virus IAHP de « négligeable » a « élevé » dans les ZRP

Au cours du mois de novembre 2016, plusieurs cas d'|AHP H5N8 affectant les
oiseaux migrateurs se sont déclarés en Allemagne et en Suisse, pays frontaliers a la
France. Le 17 novembre 2016, sur décision du Ministere de I'Agriculture et de
I’Alimentation, le niveau de risque vis-a-vis de I'lAHP a été relevé de « négligeable »
a « élevé » dans les ZRP. Les ZRP sont des lieux en lien avec la présence d’oiseaux
d’eau et d’oiseaux migrateurs, établis sur la base des comptages annuels réalisés
par Wetlands International. Les mesures de biosécurités sont ainsi renforcées,
conformément a l'arrété du 16 mars 2016. Tout contact entre oiseaux sauvages et
volailles doit étre empéché par la pose de filets ou la mise en confinement des
especes domestiques. Les lachers de gibiers & plumes et les déplacements
d’oiseaux utilisés comme appelants pour la chasse au gibier d’eau sont interdits. Les
rassemblements d’oiseaux sont limités, il y a notamment interdiction d’organiser des
compétitions de pigeons voyageurs (Ministere de I'Agriculture et de I’Alimentation
2016d).

[ Zones écologiques a risque particulier (ZRP)

Figure 15 : Carte des zones écologiques a risque particulier vis-a-vis de l'infection de
'avifaune par un virus IAHP en France a la date du 17 novembre 2016 (d’aprés le
Ministére de I’Agriculture de I’Alimentation)
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Annexe 2 : Détails des étapes du protocole d’extraction avec le kit NucleoSpin® RNA
Virus

Durant le 3°™® lavage de I'étape 4 et I'étape 5, les prélevements ont été centrifugés le

plus longtemps possible en tenant compte des durées du protocole, a savoir 5 et 2

minutes respectivement. L'étape optionnelle de I'étape 4 n’a pas été réalisée.

G =
5 NucleoSpin® RNA Virus protocols
4 Wash and dry silica membrane
5.1 Viral RNA isolation from cell-free biological fluids 1% wash |
Before starting the preparation: Add 500 pL Buffer RAW to the NucleoSpin® RNA Virus +500 pL RAW
. : ‘ ‘ Column. Centrifuge for 1 min at 8,000 x g. Discard flow-
Checkrwf Lysis Buffer RAV1 and Wash Buffer RAV3 were prepared according through, 8,000 X g,
to section 3 1 min
Preheat an aliquot of Elution Buffer RE / RNase-free H,O to 70°C. This washing step removes contaminants and PCR inhibitors.
1 Lysis of viruses m
Add 600 pL Butfer RAV3 to the NucleoSpin® RNA Virus +600 pL RAV3
Add 600 pL Buffer RAV1 containing Carrier RNA to 50 uL ' Column. Centrifuge for 1 min at 8,000 x g. Discard flow- B
150 pL of the sample. Fipette mixture up and down and 150 pL sample through with Collection Tube. 8,000xg,
vortex well. Incubate for 5 min at 70°C. +600 L RAV1 pe e 1 min
Incubation time and temperature are critical for lysis as well -
as RINA stability {see troubleshooting for further hints, section Place the NucleoSpin® RNA Virus Column in a new
6.1). Collection Tube (2mL) and add 200 L Butfer RAV3
70°C, ; i i
If the resulting solution is still turbid, centrifuge the mixiure 5 min Centrifuge for 2-5 min at 11,000 x g to remove ethanolic +200 pL RAV3
for 1 min at 11,000 x g (m@peﬂer particles and to prevent Buffer RAV3 completely.
clogging of the NucleoSpin™ RNA Virus Columns). Take off o ap . PR 11,000 x g,
i Optional: Residual Buffer RAV3 may inhibit subseguent VN RS
the supernatant and proceed with step 2 reactions. Therefore, for subsequent reactions which are 5min
extremely ethanoi-sensitive, we recommend repeating
2 Adjust binding conditions e the cenirifugation with a new Collection Tube (2 mL). Or
alternatively, incubate the NucleoSpin® ANA Virus Columns
Add 600 pL ethanol (96—100 %) to the clear lysis solution +600 pL EtOH for 1 min at 70 °C to remove any remaining traces of ethanol.
and mix by vortexing (10-15 s).
5  Elute viral RNA 50 pL
3 Bindviral RNA = RNase-free H,O
E Load sample Place the NucleoSpin® RNA Virus Column into a new, (70°C)
Place NucleoSpin® RNA Virus Columns in  Collection £ stepwise it(?t;”eSO 1i.5 gh mifrwce'_'zmgﬂ}ge mhbet g‘;ﬁ 7%’?(‘5"')"9533
Tubes (2 mL) and load 700 pL lysed sample. Centrifuge . H ase-free preneated to an
for 1 min at 8,000 X g. incubate for 1-2 min. Centrifuge for 1 min at 11,000 x g. RT,
) ‘ . 1-2 min
The use of new Collection Tubes (2 mL) is recommended if =~ 8,000x g, To elute viral DNA which was prepared according to the
infectious material has to be prepared. = 1 min support prctoccl( 4.2, we recommend using Buffer RE,
preheated to 70 °C (also see section 2.4). &S 11,000 x g,
Load the residual lysis solution onto the NucleoSpin® 1 min

RNA Virus Column. Centrifuge for 1 min at 8,000 x g.
Discard flow-through and place the NucleoSpin® RNA
Virus Column into another new Collection Tube (2 mL)
More than two loading steps are not recommended.

Figure 16 : Protocole d’extraction « Viral RNA isolation from cell-free biologicals
fluids » du kit NucleoSpin® RNA Virus (d’aprés Macherey-Nagel)

108



Annexe 3 : Résultats détaillés des analyses PCR

Tableau 8 : Résultats détaillés des analyses par gPCR selon les pools de fientes

Taille Date de gRT-PCR gRT-PCR gPCR M. gPCR
Identification du préléevement (1) et | influenza A APMV-1 gallisepticum Chlamydia sp.
pool d’extraction (2) géne M géne F géne 16S rRNA géne 23S rRNA
P1-P5 5 Négatif Négatif Négatif Ct=34
P6-P10 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P11-P15 5 8; 8411;82;12 Négatif Négatif Ct=36, Tm=84°C Négatif
P16-P20 5 Négatif Négatif Négative Négatif
P21-P25 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P26-P30 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P31-P35 5 Négatif Négatif Négatif Ct=32
P36-P40 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P41-P45 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P46-P50 5 EB g;jgjﬁg Negatif Négatif Négatif Negatif
P51-P55 5 (2) 11/06/16 Négatif Négatif Négatif Négatif
P56-P60 5 * Négatif Négatif Négatif Négatif
P61-P65 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P66-P70 5 Négatif Négatif Négatif Ct=31
P71-P75 5 Négatif Négatif Négatif Ct=36
P76 1 Négatif Négatif Négatif Négatif
P77-P81 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P82-P86 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P87-P91 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P92-P96 5 () 14/11/16 Négatif Négatif Négatif Négatif
P97-P101 5 (2) 18/11/16 Négatif Négatif Négatif Négatif
P102-P106 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P107-P111 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P112-P113 2 Négatif Négatif Négatif Négatif
P114-P118 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P119-P123 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P124-P128 5 (1) 06/12/16 Négatif Négatif Négatif Ct=25
P129-P133 5 (2) 09/12/16 Négatif Négatif Négatif Négatif
P134-P138 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P139-P141 3 Négatif Négatif Négatif Ct=36
P142-P146 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P147-P151 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P152-P156 5 Négatif Négatif Négatif Ct=27
P157-P161 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P162-P166 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P167-P171 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P172-P176 5 Eg gi;ggﬁ; Négatif Négatif Négatif Négatif
P177-P181 5 Négatif Négatif Négatif Ct=29
P182-P186 5 Négatif Négatif Négatif Ct=36
P187-P191 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P192-P196 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P197-P201 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
P202-P203 2 Négatif Négatif Négatif Négatif
Al1-A5 5 Négatif Négatif Ct=39, Tm=84°C Négative
AB-A10 5 Négatif Négatif Négatif Ct=36
A11-Al15 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
A16-A20 5 Eg ﬁ;ggﬁg Négatif Négatif Négatif Négatif
A21-A25 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
A26-A30 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
A31-A33 3 Négatif Négatif Négatif Négatif
BO1-BO5 5 Négatif Négatif Négatif Ct=36
BO6-BO10 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
BO11-BO15 5 (1) 03/05/16 Négatif Négatif Négatif Négatif
BO16-BO20 5 (2) 26/05/16 Négatif Négatif Négatif Négatif
BO21-BO25 5 Négatif Négatif Négatif Négatif
BO26-BO30 5 Négatif Négatif Négatif Ct=34
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* Les prélevements P26 a P76 ont été extraits le méme jour mais proviennent de
deux visites différentes, le 07/04/16 pour P26 a P49 et le 22/04/16 pour P50 a P76.
Ct: point seuil (cycle threshold). Tm: température de dissociation (melting
temperature)
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Figure 17 : Résultats de I'électrophorése sur gel d’agarose des produits amplifiés de
PCR ciblant le géne 16S rRNA de M. gallisepticum
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France went through two outbreaks of highly pathogenic avian influenza in 2015-2016 and 2016-2017,
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