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Résumé

Ranavirus et chytrides sont des causes majeures de mortalité massive
d’amphibiens. Les Parcs Nationaux (PN) francais effectuent donc une surveillance de
ces agents pathogenes. Les données en résultant dans le PN du Mercantour ont été
étudiées pour déterminer des facteurs de risque de ranavirose chez Rana temporaria.
Un effet significatif de la température sur le risque d’infection est observé. De plus nous
avons montré les limites de ces données, et proposé des variables d’intérét a collecter
systématiquement. Ensuite nous avons évalué le réseau de surveillance des
amphibiens dans les PN avec la méthode OASIS. Cela a mis en évidence les
principaux points forts, mais aussi les éléments limitant I'efficience et compliquant le
fonctionnement. Des recommandations ont été faites, dont (i) inclure des experts et
temps de discussion amphibiens dans les instances de décision, (ii) renforcer les
capacités de laboratoire et réaliser des autopsies et analyses histologiques.

Mots clés : Amphibiens, Epidémiologie, Evaluation, Mortalité, Parc national,

Ranavirus, Systéme de surveillance

Abstract

Ranavirus and chytrid fungi are major causes of mass mortality events in
amphibians. Consequently, amphibians are monitored in French National Parks (NP)
for disease-associated mortality. We studied the resulting data from the Mercantour
NP to identify some drivers of ranavirus infections in Rana temporaria. Temperature
had a significant positive correlation with the risk of infection. We also highlighted the
limitation of such data and therefore we proposed relevant variables that should be
recorded. Then, we evaluated the surveillance network of amphibian mortality in
French NP using the OASIS method. We brought out the main strengths but also,
limitations to the efficiency and simplicity of the network. Those observations resulted
in recommendations to improve the surveillance, such as (i) inclusion of amphibian
discussion and experts to existing steering committees, (ii) reinforcement of laboratory

capacity and the setting-up of necropsies and pathology analysis.

Keywords : Amphibians, Epidemiology, Evaluation, Mortality, National park,

Ranavirus, Surveillance network



Introduction

La classe des Amphibiens comprend trois ordres, Gymnophiona, Anura et Caudata. Les
deux derniers sont proches et relativement éloignés du premier. Dans la suite de ce rapport,
pour la facilitation du discours, le terme « amphibiens » fera référence uniguement aux

ordres des Caudates (ou « urodéles ») et des Anoures.

Les amphibiens sont distribués sur 'ensemble du globe, a I'exception des zones
les plus désertiques. On observe cependant une forte hétérogénéité dans cette
distribution mondiale (fig. 1) (Stuart et al. 2008; Wake et al. 2008)

B

Figure 1 : Répartition mondiale des espéces d’amphibiens basée sur la richesse spécifique.
Répartition par classes de 10%, les zones rouges représentant les zones de plus grande richesse
A) Répartition des Anoures (environ 5600 especes, richesse spécifique maximale = 142 espéces)

B) Répartition des Caudates (environ 570 especes, richesse spécifique maximale = 23 espéces)

(D’aprés Stuart et al., 2008 — p. 2)

La connaissance des espéces d’amphibiens et de leur écologie a fait d'importants
progres en trois décennies, avec 50% des especes connues référencées seulement
depuis 1985. Cette évolution des connaissances est le reflet d’'un intérét croissant pour
ces especes, mais la vitesse d’acquisition des connaissances est le pendant d’'une
prise de conscience d’'un déclin rapide des populations. Bien qu’ils aient survécu aux
guatre extinctions de masse survenues depuis leur apparition, ils représentent
aujourd’hui la classe de vertébrés la plus en danger (Wake et al. 2008). Ces déclins
massifs concernent prés de la moitié des populations d’amphibiens et se produisent a
un rythme alarmant (Miller et al. 2011). lls concernent de nombreuses espéces figurant
sur la liste rouge de 'UICN (Union Internationale pour la Conservation de la Nature).
Un certain nombre de cas surviennent dans des espaces protégés et relativement
préservés des causes habituelles de déclin (e.g. pollution, fragmentation de I'habitat,
perturbations anthropiques) (Carey et al. 1999; Gascon et al. 2007; Stuart et al. 2008)

Le role des maladies infectieuses émergentes, présenté comme une autre cause
de déclin depuis les années 1990 et d’abord débattu (Laurance et al. 1996; Alford et

al. 1997; Laurance et al. 1997), est aujourd’hui communément accepté (Daszak et al.
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1999; 2003; De Castro et al. 2005), notamment le role des virus du genre Ranavirus
(Allain et al. 2019) et des chytrides, un groupe de champignons dont deux especes
(Batrachochytrium dendrobatidis & B. salamandrivorans) parasitent les amphibiens
(Duffus et al. 2010; Martel et al. 2013). Du fait de I'importance que semblent avoir ces
agents pathogénes dans le déclin des populations, 'OIE a classé les trois maladies
qu’ils causent au sein de la liste des maladies des amphibiens a déclaration obligatoire
(Schloegel et al. 2010) (Liste des maladies notifiables OIE, 2020).

En France les ranavirus provoquent des évenements de mortalité massive
d’amphibiens, notamment dans des espaces préservés et protégés tels que les Parcs
nationaux (PN) (Miaud et al. 2016). Cette mortalité due a des ranavirus semble dans
certains cas associée a des déclins de populations, parfois trés importants (Teacher
et al. 2010) et pouvant affecter des espéces déja menacées (Sutton et al. 2014). Outre
I'effet direct de la mortalité sur le maintien des populations, la persistance d’infections
par des ranavirus dans une population entraine des modifications démographiques
(e.g. pyramide des ages tronquée) rendant les populations plus sensibles aux
changements environnementaux (Campbell et al. 2018), ce qui favorise le risque de
déclin voire d’extinction. Il semble alors pertinent que, dans une dynamique générale
de préservation des amphibiens, les structures ceuvrant dans des zones protégées
soient considérées comme des acteurs majeurs. En effet, elles jouent un rdle tant dans
la compréhension de la dynamique de ces virus (encore lacunaires sur de nombreux
aspects, Campbell et al. 2020), notamment via la possibilité d’étude a long terme, que

dans la lutte contre ces agents pathogenes.

Partant de ce constat, 'objectif de cette étude est double. Dans un premier temps
nous nous intéressons a I'apport que peuvent fournir les PN dans la connaissance des
infections a ranavirus via la réalisation d’études sur le long terme, en utilisant les
données de surveillance du PN du Mercantour sur la mortalité de grenouilles rousses
(Rana temporaria) de 2011 a 2018. L’objectif est de déterminer les facteurs biotiques
et abiotiques locaux impactant la distribution et la dynamique des infections a ranavirus
dans le parc. L’hypothése initiale est que ces derniers (caractéristiques de I'héte,
activité humaine, température, caracteristique du site et composition de I'écosysteme
local) sont semblables a ceux identifiés au Royaume-Uni (North et al. 2015) mais avec
des particularités propres au contexte d’espace protégé. Ensuite, nous procédons a

I'évaluation du réseau de surveillance sanitaire des populations d’amphibiens dans les
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PN francais, en réalisant une évaluation semi-quantitative du dispositif & I'échelle
meétropolitaine avec la méthode OASIS (Hendrikx et al. 2011). Cela permet de mettre
en lumiere les points forts du réseau et des pistes pour améliorer I'efficacité des

dispositifs de chaque PN, et du réseau national qu’ils composent.

l. Etude bibliographique

A. Ranavirus et amphibiens : de 1965 a nos jours.

Lucké décrit pour la premiére fois en 1934 la présence d’adénocarcinome rénaux
chez des grenouilles Iéopards (Rana pipiens), et leur étiologie est confirmée comme
étant virale en 1938. En 1965 Allan Granoff publie une étude (Granoff et al. 1965) ou
il décrit trois virus potentiellement impliqués dans I'étiologie des tumeurs de Lucké
(FV1, FV2 et FV3), et il distingue FV3, qui contrairement aux deux autres, n’est pas
retrouvé chez des grenouilles saines et est donc présumé étre a I'origine des tumeurs.
L’équipe entreprend alors la caractérisation de FV3, qui est le premier virus de la
famille Iridovirus décrit chez des vertébrés. Il est classé au sein du genre Ranavirus,
étant considéré par la suite comme le virus type du genre. Quelques années plus tard,
Ken Wolf et son équipe isolent un nouveau virus apparenté au genre Ranavirus, cette
fois-ci chez des tétards de Rana catesbeianus en Virginie occidentale. Ce virus
polyédrique cytoplasmique est baptisé Tadpole Edema Virus (TEV) en raison des
cedémes qu’il provoque chez les tétards développant une forme clinique, soit environ
50% des tétards infectés (Wolf et al. 1968). En 1968 et 1969, Clark et son équipe
(Clark et al. 1968; 1969) précisent la morphologie des deux ranavirus et en décrivent
un troisieme affectant les tritons juvéniles et adultes (Triturus viridescens), qu’ils

baptisent Lucké triturus virus (LTV).

Une série d’études menées entre 1966 et 1977, intitulée «Viruses and renal
carcinoma of Rana pipiens (I to XV)» a permis de mettre en évidence que FV3 n’est
pas responsable des tumeurs de Lucké, et que ces dernieres sont causées par des
virus oncogénes du genre Herpesvirus. Les postulats de Koch permettent de confirmer

cette étiologie en 1974 (Naegele et al. 1974).

Les trois premiers ranavirus sont similaires, ce sont des virus a ADN double brins
linéaires et symétriques, avec des virions icosaédriques d’une taille de 120 a 200nm.
lls présentent la particularité (partagée avec quelques autres virus tel les Asfaviridae)
de pouvoir étre infectieux sous deux formes, enveloppés ou non (Jancovich et al. 1997;

Chinchar et al. 2017). Les virus sont localisés dans le cytoplasme des cellules
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infectées, ou ils provoquent de nombreuses inclusions virales (Chinchar 2002). Ces
trois virus entrainent des réactions antigéniques croisées et présentent plus de 90%
d’homologies au niveau de leur génome (Essani et al. 1989), alors qu’ils sont
seulement homologue a 25% avec un autre ranavirus affectant les poissons, le
Goldfish Virus (GFV). Cependant ces quatre ranavirus présentent tous un cycle de
réplication virale qui fait intervenir une phase de méthylation de 'ADN et des ARNm
viraux a expression séquencée (immédiat, précoce et tardif) (Chinchar et al. 2017).
Par ailleurs ce cycle de réplication virale est thermosensible (Tripier et al. 1977), avec
une inhibition au-dessus de 37°C pour FV3 et un optimum a 29°C (fig. 2). Ces

différentes caractéristiques sont fortement conservées chez les différents Ranavirus.
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Figure 2 : Mécanismes de pénétration cellulaire et de réplication virale des ranavirus
(Basé sur les connaissances pour I'espéce type FV3 ;
d’aprés Chinchar et al., 2017 — p. 4/13)

Au cours des années 1980 et 1990, de nombreux virus d’amphibiens apparentés a
la famille Iridoviridae et au genre Ranavirus ont été identifiés. Certains de ces virus,
comme le Bohle Iridovirus (BIV) décrit pour la premiére fois en 1992 chez des juvéniles
de Limnodynastes ornatus en Australie (Speare et al. 1992) se sont avérés étre de
nouveaux ranavirus distincts des précédents, bien qu’apparentés. Le BIV a récemment
été rattaché a I'espéce virale FV3 comme souche virale d’apres les criteres ICTV.
D’autres, comme le RedwoodCreek Virus (RCV), sont en fait des souches de virus
déja décrit, tel que le FV3 (Mao et al. 1999; Hemingway et al. 2009). Enfin certains, a
limage du Frog Erythrocytic virus (Gruia-Gray et al. 1989; 1992) (R. Speare et
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al.1991), proches des ranavirus appartiennent en réalité & un autre genre (Zupanovic
et al. 1998b).

Face a la multitude de virus décrits, différentes équipes ont entrepris, depuis les
années 2000, de revoir et clarifier la classification du genre Ranavirus en se basant
sur différents éléments (Hyatt et al. 2000; Chinchar 2002; Williams et al. 2005; Gascon
et al. 2007; Hemingway et al. 2009; Chinchar et al. 2009; 2017; Duffus et al. 2010;
Duffus et Andrews 2013; Jancovich et al. 2015; Price et al. 2017). De nombreux arbres
phylogénétiques existent pour le genre Ranavirus, et plus généralement pour la famille
Iridoviridae, sous famille Alphavirinae (comprenant les 3 genres : Lymphocystivirus,
Megalocytivirus et Ranavirus). Deux arbres phylogénétiques, récents et semblant faire
consensus, sont présentés dans la figure 3. Du fait des différentes méthodes utilisées
et de leur évolution, la classification des ranavirus a beaucoup évolué et les premieres
études de classification sont a interpréter avec précaution, d’autant qu’elles se basent
souvent sur une analyse de séquence partielle du géne codant pour la protéine
majeure de capside (MCP), ce qui s’est révélé insuffisant pour avoir une bonne
résolution de discrimination entre isolats (Duffus et Andrews 2013). L’évolution de la
classification des isolats, a conduit a identifier trois especes (avec différentes souches)
de ranavirus affectant les amphibiens (sept espéces tous hétes confondus) reconnues
par I'International Committee on Taxonomy of Viruses (2020) : FV3 (Frog virus 3), ATV
(Ambystoma tigrinum virus) & CMTV (Common midwife toad virus).

Cependant, la phylogénie des ranavirus reste encore fluctuante, du fait de la
grande diversité de virus décrits recemment et de I'absence de consensus sur des
critéres simples a employer pour cette classification a I'échelle internationale. Aussi,
selon les critéres utilisés, les espéces de Ranavirus peuvent étre vues comme
distinctes ou comme des souches d’un méme virus, voire reclassées hors du genre
Ranavirus (e.g. Singapor Grouper Iridovirus) (Chinchar et al. 2017). Par ailleurs, les
différents virus semblent capables de recombinaisons entre eux, générant des virus
chiméres parfois extrémement virulents, comme cela peut &tre le cas entre les souches
co-cirulantes de CMTV-like et de FV3-like en Europe (Campbell et al. 2020). Par
ailleurs, certains des critéres retenus par 'lCTV sont colteux et fastidieux a mettre en
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ceuvre, et sont de fait peu utilisés par les équipes travaillant sur le terrain, expliquant

le manque d’acuité des filiations de certains isolats.
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Figure 3 : Phylogénie des ranavirus affectant les amphibiens.
La liste des isolats n’est pas exhaustive. Correspondance des abréviations : publications d’origine.
A) Arbre phylogénétique, simplifié d’aprés Stohr et al. 2015, faisant apparaitre le spectre d’hotes
supposé. Les ATV-like sont groupés avec les ranavirus de poissons (groupe paraphylétique).

B) Phylogramme par Maximum de Vraisemblance pour le genre Ranavirus basé sur les
alignements de séquence de 13 génes (14373 aa). La distance de branche représente le nombre de
substitutions (cf. échelle).

(D’apres Price et al, 2017 — p. 2/8 [A] et Chinchar et al, 2017 — p.8/13 [B])

Toutes espéces virales confondues, les ranavirus affectent les vertébrés
poikilothermes parmi lesquels on retrouve les amphibiens, mais aussi les poissons et
les reptiles (Lesbarréres et al. 2012; Price et al. 2017; Allain et al. 2019). Certains
ranavirus affectent un seul taxon et d’autres, comme le BIV, peuvent infecter différents
taxons (Moody et al. 1994; Cullen et al. 1995). Par ailleurs, bien que de 'ADN de
ranavirus ai été détecté en 2015 chez des moustiques (Kimble et al. 2015), des études
plus récentes n’ont pas mis en évidence la présence du virus chez les insectes (Miaud
et al. 2019; Vargas et al. 2020) et il n’existe pas de données sur la viabilité des

ranavirus chez ces derniers, ni sur leur possible role de vecteur.

Au sein des amphibiens, les ranavirus peuvent affecter un large panel d’espéces,
avec plus de 91 especes appartenant a différents genres répartis dans 14 familles

d’anoures et urodéles (https://www.ranavirus.org/ranavirus-info). Toutefois les
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especes virales présentent des tropismes différents. L’ATV, décrit suite a une mortalité
massive et répétée de salamandres Ambystoma tigrinum, aux Etats-Unis entre 1985
et 1995 (Jancovich et al. 1997), n’affecte cliniquement que des urodeles et ne
provoque apparemment pas d’atteinte clinique chez les anoures (Jancovich et al.
2001). A Tl'inverse, les virus FV3-like semblent affecter préférentiellement les anoures,
bien que retrouvés chez des caudates (Clark et al. 1968). Enfin, les virus CMTV-like
semblent quant a eux infecter aussi bien des espéces d’urodéles que d’anoures
(Balseiro et al. 2009; 2010).

De plus, toutes les espéces d’amphibiens ne présentent pas la méme susceptibilité
aux différents virus (Price et al. 2017) et le stade de développement de I'amphibien
semble également jouer un réle déterminant dans la sensibilité au virus. Certains virus
causent des atteintes cliniques préférentiellement chez les tétards, comme le FV3 -
Redwood Creek virus (Mao et al. 1999). Certains comme le BIV atteignent a l'inverse
plutét les adultes (Cullen et al. 1995). D’autres encore atteignent tous les stades de
développement comme I'ATV (Jancovich et al. 2001). Cependant, le tropisme
préférentiel semble variable pour une espéce virale donnée en fonction des conditions
environnementales et de I'espéce hbte considérée. Par exemple, le FV3 touche
préférentiellement les tétards de différentes espéces aux USA et quasi-exclusivement
les individus en phase terrestre de Rana temporaria au Royaume-Uni (Cunningham et
al. 1996; Mao et al. 1999; Teacher et al. 2010; Duffus, Nichols, et al. 2013).

Par ailleurs, les manifestations cliniques des infections a ranavirus chez les
amphibiens sont aussi conditionnées par les conditions environnementales et la
densité des populations (Chinchar et al. 2014; Price et al. 2017). De plus, pour une
espéece virale donnée, les différentes souches semblent provoquer des expressions
cliniques d’intensités variables. On retrouve des souches importées plus pathogénes
que des souches endémiques pour 'ATV (Storfer et al. 2007), ou encore des souches
européennes de CMTV de pathogeénicité variable (Campbell et al. 2020).

Bien que linfection par un ranavirus provoque souvent une mortalité massive, on
observe également des infections asymptomatiques (Wolf et al. 1968; Brunner et al.
2004). Cette grande variabilité est, entre-autres, le reflet des différences de réponse
immunitaire antivirale de I'héte (Lesbarreres et al. 2012; Chinchar et al. 2014). De plus,
bien que le mécanisme n’en soit pas complétement compris, la diversité du

microbiome cutané (et intestinal) des amphibiens joue un réle dans la susceptibilité au
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virus (Harrison et al. 2019), les individus possédant un microbiome peu diversifié ayant

une plus grande probabilité de déces.

Toutefois, lorsque un individu développe une atteinte clinique, quel que soit le virus
(Duffus et al. 2010) on retrouve essentiellement deux tableaux cliniques, la forme
ulcérative -U- et la forme hémorragique -H- (Cunningham et al. 1996) (Iésions illustrées
sur la figure 6). Les principales caractéristiques de ces tableaux chez I'adulte sont
reprises dans le tableau 1. Ces deux syndromes peuvent survenir isolement ou
simultanément au sein d’une population, voire chez un méme individu (Cunningham
et al. 2007; Duffus et al. 2010). De plus de tres nombreux animaux présentent des
cedémes, et ce quel que soit leur stade de développement ou le syndrome développé
(Bollinger et al. 1999; Greer et al. 2007). Enfin, chez les urodéles atteints par 'ATV,
on retrouve, en plus, des polypes cutanés blancs, précédant I'apparition d’atteintes
internes (Jancovich et al. 1997). Le tableau clinique correspond a celui de la « red-leg
disease », maladie des amphibiens longtemps attribuée a des bactéries du genre
Aeromonas, notamment A. hydrophila. Aujourd’hui ces bactéries sont retrouvées sur
des amphibiens morts de ranavirose, et sont considérées comme a lorigine
d’infections secondaires voire post-mortem (Cunningham et al. 2007; Balseiro et al.
2009).

Tableau 1 : Principales caractéristiques épidémio-cliniques des syndromes causés par des ranavirus
chez les amphibiens adultes.

D’autres stades peuvent étre atteints avec des tableaux cliniques généraux similaires non détaillés ici.
Les amphibiens atteints de ranavirose peuvent présenter tout ou partie des signes décrits. lls peuvent
aussi ne présenter aucune atteinte clinique. Le pourcentage d’individus atteints est issu d’'une
approximation d’aprés Cunningham et al 1996. Si non mentionné : >90%.

Les trois syndromes : Syndrome Hémorragique, Syndrome Ulcératif et Syndrome mixte (U+H)

GNN : GraNulocytes Neutrophiles ; GNA : GN acidophiles ; GNB : GN basophiles ; L : lymphocytes

Syndrome (H) Syndrome (U) Syndrome (U+H)

L étalite Elevée et mortalité massive <25%, atteinte chronique Elevée et massive
40-50% des cas de ranavirose 40-50% des cas de ranavirose  Syndrome rare (<10-
o ) Fortes doses virales Doses virales faibles 15%)
Epidémiologie ) . o ]
Développement aigu Subaigué, évolution lente

Modes de transmission : contact, ingestion (cannibalisme) ou bain dans eau contaminée
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Lésions

externes

Lésions
internes

systémiques

Atteinte des
organes

internes

Histologie

Syndrome (H) Syndrome (U) Syndrome (U+H)

» Hémorragie généralisée >  Ulcérations du derme » Ulcérations
> (Edémes sous-cutanés > Nécroses postérieures épidermiques et
(25%) (stade avanceé, 50%) +/- dermiques
perte de phalanges > (Edémes sous-cutanés
» Amyotrophie (30%) (30%)
Perte d’état, possibles érythémes cutanés (50%) et linguaux, rougeurs de peau (50%)
» Hémorragie interne » Possibles saignements » Hémorragie interne
généralisée localisés (25%) généralisée

> Pétéchies systémiques » Absence d’hémorragie » Pétéchies systémiques
> Ecchymoses ou d’érythéme
hémorragiques systémique

musculaires (85%)

» Pancréas : hémorragies > Gastro-entérite Iégere » Pancréas : hémorragies
et nécroses (5%) (15%) et nécroses (30%)

» Foie : congestion (25%) » Foie : congestion (40%)

» Rate : congestion +/- » Vessie : congestion et
nécroses (15%) hémorragies (40%)

»  Gastro-entérite sévere > Rate : congestion +/-
+/- hémorragique nécroses (30%)
(GESH) > GESH

Congestion pulmonaire (30%), congestion rénale (10% U, 25 %HS, 30% U+HS), pétéchies
et/ou érythéme testiculaires / sur les oviductes (10% U, 75%HS, 95% U+HS)

> Neécrose extensive »  Zones d’ulcération » Nécrose extensive
épidermique dermique avec nécrose. épidermique
» Foie : inclusions Invasion (GNN + L) »  Ulcération dermique
cytoplasmiques » Rares nécroses rénales avec nécrose. Invasion
(GNB + GNA) interstitielles (20%) (GNN + L)
»  Nécroses rénales » Foie : inclusions
» Gastro-entérite cytoplasmiques
hémorragique (GEH) et » Nécroses rénales
nécroses (75%) » GEH et nécroses

> Nécroses focales : stratum basale et s. spinosum
» Poumons : congestion (70%), hémorragie +/- nécrose (1/2 des 70%)
> Foie : mélano-macrophages (25%), nécrose focale aigue (25%)
» Lésions cardiaques (20%)
» Rate : nécrose focale aigue (40%), congestion (50%), déplétion lymphoide (50%)
» Reins : infiltration granulocytaire interstitielle et sous-capsulaire
» Congestion vésicale

> Langue : nécrose, inflammation granulocytaire, congestion, hémorragies
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Le fait que le virus rencontré provienne d’'un animal présentant I'un ou l'autre des
syndromes peut conditionner l'apparition d’'une forme clinique chez I'amphibien
(Cunningham et al. 2007). Selon le mode de transmission (fig. 4), les animaux infectés
a partir de virus issus de forme U ou H peuvent développer une forme H ou une forme
mixte, mais seuls les virus issus de forme U peuvent causer une forme U chez un
nouvel hoéte. Les différentes modalités de transmission, directes ou indirectes,
comprennent majoritairement une contamination par contact direct ou l'ingestion
d’amphibien infecté, et un bain dans de I'eau contaminée (Lesbarréres et al. 2012).
D’autres voies de contamination existent, comme le portage mécanique par des
vertébrés (e.g. oiseaux (Whittington et al. 1996) ou possiblement la transmission
vectorielle mécanique par des moustiques (Gruia-Gray et al. 1992; Kimble et al. 2015),
bien que cela semble limité a I'état sauvage (Vargas et al. 2020). L’importance relative
de ces différents modes de transmission dépend, une fois encore, de I'espéce et du

stade de développement de I'héte (Hoverman et al. 2010).

Importance de la voie

Voies principales

= Voies secondaires

* \/pies possibles

Type de contamination
——— (Contamination directe
—— (Contamination environnementale

Pour certains ranavirus seulement

Les voies mentionnées comme possibles sont
des voies de contamination potentielles, dont
I’hypothése est étayée par des éléments de
littérature mais sans preuve formelle.

a : transmission interstade du virus au sein
d’une méme espece hote. 11 n’existe pas de
transmission verticale du virus (Brunner et al.
2004; Greer et al. 2007).

b : transmission du virus entre différentes
especes hotes

Figure 4 : Sources de contamination des amphibiens par des ranavirus.
Les anoures et urodeles sont représentés a tous les stades par la grenouille centrale.
(c) représente tous les reptiles pouvant étre infectés par les ranavirus (chélonien, squamates et

ophidiens).

19




En outre, le fait que les infections par des ranavirus puissent causer des déclins
massifs de populations d’amphibiens, s’explique notamment par la possibilité d’'un
réservoir intraspécifique interstade du pathogéne, en effet les différents stades de
développement des amphibiens occupant des habitats communs de fagon asynchrone
dans le temps et avec des taux de létalité différents, un stade peut servir de réservoir
pour les autres (Brunner et al. 2004). De plus, la persistance longue du virus dans les
eaux et sédiments favorise le maintien de l'infection dans des populations de faible
effectif (Hall et al. 2016; Miaud et al. 2019). Ces deux phénomenes, couplés a une
transmission possiblement fréquence-dépendante (Brunner et al. 2007; Miaud et al.
2016), sont autant d’éléments qui permettent d’expliquer le maintien de l'infection, y
compris dans de petites populations isolées, pouvant vraisemblablement les conduire
a I'extinction (De Castro et al. 2005; Earl et al. 2014). Les petites populations semblent
par ailleurs plus susceptibles aux ranavirus (Hoverman et al. 2011).

Du fait de la diversité des modes de transmission, du large spectre d’hétes et de la
persistance dans I'environnement jusqu’a plusieurs semaines (Hall et al. 2016), les
ranavirus se sont répandus mondialement. Actuellement ils circulent sur tous les
continents abritant des amphibiens, a I'exception de I'Afrique, et ce depuis la fin du
vingtieme siecle (Granoff et al. 1965; Wolf et al. 1968; Speare et al. 1992; Drury et al.
1995; Zupanovic et al. 1998a; Zhang et al. 2001). Pour ce qui est du continent Africain,
la présence de ranavirus a été détectée chez une grenouille Xenopus longipes par
PCR sur une section de doigt au Cameroun en 2010 (Doherty-Bone et al. 2013), mais
il s’agit de l'unique description sur le continent. Les 47 autres grenouilles testées lors
de la méme étude (10 doigts et 37 organes internes) étaient négatives en PCR, et la
recherche histologique de Iésions évocatrices n'a pas permis d’identifier ces lésions
pour les 48 grenouilles. Un faux positif est donc largement envisageable et I'Afrique
est actuellement considérée comme n’ayant pas rapporté la présence de ranavirus.
Cette absence de détection peut venir d’'une absence réelle, ou plus probablement

d’une trop faible détection et investigation de la mortalité d’amphibiens.

La dispersion mondiale des ranavirus a été, et continue d’étre, largement facilitée
par les activités humaines (Hoverman et al. 2010; Price et al. 2017; von Essen et al.
2020), notamment I'élevage et le commerce d’amphibiens pour I'alimentation ou
comme appat de péche (Schloegel et al. 2009; 2010). L’homme a également joué un

réle par lintroduction (volontaire ou non) d’espéces exotiques réservoir du virus,
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comme par exemple Bufo marinus en Australie (Speare 1990; Speare et al. 1992;

Lampo et al. 1998) ou Rana catesbeianus en Europe (Sharifian et al. 2011).

En Europe, le premier cas de mortalité lié & des ranavirus a été documenté chez
des poissons de l'espéce Gadhus morhua en 1979 par Jensen et son équipe
(Campbell et al. 2020). Depuis, des ranavirus ont été décrits chez des amphibiens
européens (fig. 5) et sont a I'origine d’'un nombre important d’événements de mortalité
massive (Allain et al. 2019). En 1991, une premiére description de cas de mortalité
massive d’amphibien « Ranavirus-like » est rapportée en Croatie, mais le virus
identifié comme « Iridovirus-like » n'a pas formellement été rattaché au genre
Ranavirus (Fijan et al. 1991). Il faut attendre quelgues années de plus pour la premiere
description avérée de ranavirus d’amphibiens en Europe, bien que des événements
de mortalité soient décrits depuis les années 1980. Cette description a été faite au
Royaume-Uni, suite a la mortalité de crapauds communs (Bufo bufo) (Drury et al.
1995) et de grenouilles rousses (Rana temporaria) (Cunningham et al. 1996). Puis, ce
n'est qu’a partir du milieu des années 2000 que des ranavirus ont été trouvés chez
des amphibiens dans différents pays d’Europe continentale (Allain et al. 2019), comme
en Espagne (Balseiro et al. 2009), au Pays-Bas (Kik et al. 2011), en Belgique
(Sharifian-Fard et al. 2011), au Portugal (Alves de Matos et al. 2008), en Hongrie
(Voros et al. 2020). Dans les pays européens, on retrouve essentiellement une espéece
virale, le Common Midwife Toad Virus (CMTV), touchant un large spectre d’hotes a
différents stades, a la fois chez les anoures et les urodeles (Balseiro et al. 2010; Kik
etal. 2011; Price et al. 2017). On retrouve également une circulation de ranavirus FV3-
like sur les iles européennes, comme au Royaume-Uni chez les grenouilles Rana

temporaria (Campbell et al. 2020).

La détection des ranavirus chez les amphibiens peut étre réalisée par de
nombreuses techniques diagnostiques. Historiguement, les premieres descriptions
d’infection a ranavirus chez des amphibiens se sont faites sur la base de critéeres
cliniques : mortalité massive et rapide, expression clinique évocatrice (cf. tableau 1),
possiblement récurrents sur plusieurs années. Cependant cette détection clinique,
associée a une confirmation de laboratoire par isolement viral et caractérisation
morphologique du virus, connait deux limites majeures : le manque de détectabilité
précoce et I'impossibilité de déterminer I'espéce virale impliquée. Pour pallier a ces

défauts, la méthode diagnostique la plus largement utilisée depuis la fin des années
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1990 est I'amplification d’ADN par PCR, comme décrite par Mao et al. (1999).
Désormais, la révélation par électrophorese est largement remplacée par une lecture
quantitative via l'utilisation de qPCR (Miller et al. 2015). La séquence la plus largement
utilisée pour la détection des ranavirus est une séquence de 530 paires de base (pb)
du géne codant pour la protéine majeure de capside (MCP), qui présente I'intérét d’étre
tres largement conservée au sein du genre, ce qui permet un screening large des
ranavirus (Lesbarreres et al. 2012; Duffus et al. n.d). Cependant, cette séquence ne
permet toujours pas la discrimination des espéces et souches virales, ce qui a conduit
a l'utilisation d’analyses RFLP (Chinchar 2002) et immuno-histo-chimiques (Balseiro
et al. 2010), entre-autres techniques, pour les études nécessitant lidentification

précise du ranavirus en cause.
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Figure 5 : Distribution des ranavirus en Europe.
A) Pays Européens ayant déclaré des cas de ranavirose sur des amphibiens sauvages en 2019.
B) Discrimination des cas de ranavirose par le groupe atteint et I'espéce virale (données de 2017)
(D’aprés Allain et Duffus, 2019 [A] & Price et al, 2017 — p. 3/8 [B])

Toutefois, la gPCR amplifiant les 530pb du géne MCP reste la technique de
référence pour un diagnostic de ranavirose, notamment pour les acteurs de terrain, de
par son caractére universel et son codt limité. Le protocole tenant lieu de référence se
base sur I'analyse d’échantillon de foie d’amphibien (Miller et al. 2010; 2015). Bien que
parfaitement adapté dans le cas d’animaux morts, ce protocole s’est révélé inadéquat

pour des recherches de virus sur animaux vivants, par exemple dans le cadre d’une
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surveillance de terrain ou pour des vérifications initiales du statut infectieux pour des
études de laboratoire. C’est pour ces raisons que des protocoles de gPCR se basant
sur des échantillons pouvant étre prélevés sur animaux vivants ont été développés.
Contrairement a la recherche de chytrides, les écouvillons cutanés se sont avérés non
satisfaisants pour la recherche de ranavirus (Gray et al. 2012). Les seuls prélévements
ante-mortem offrant une bonne sensibilité et spécificité pour le diagnostic PCR de
ranavirus sont les sections de doigt (adultes) ou de queue (tétards ou urodeles), avec
des protocoles de prélevement standardisés, sans effet sur le développement et la
survie des individus (Othman et al. 2020). Des 1996, la preuve de la détectabilité
d’ADN avec de tels échantillons est faite (Gonser et al. 1996). Des études plus
spécifigues aux ranavirus ont mis en évidence une sensibilit¢é et une spécificité
diagnostiques largement satisfaisantes (St-Amour et al. 2007; Greer et al. 2007; Gray
et al. 2012), tres proches des valeurs obtenues lors d’analyses de foie, sauf pour les
infections récentes et/ou les animaux présentant une tres faible charge virale (St-
Amour et al. 2007; Greer et al. 2007).

Ces techniques d’analyse non létales permettent la surveillance de populations vis-a-
vis du risque Ranavirus sans rajouter de poids aux effets de I'agent pathogene sur
les populations. Néanmoins la capture et le prélévement d’individus sauvages en
nombre suffisant pour assurer une bonne représentativité de la surveillance est une
limite majeure a la mise en place de réseaux de surveillance a grande échelle. Une
alternative a ces méthodes pourrait étre la détermination de points d’eau sentinelles
(e.g. représentativité des espéces, regroupement des facteurs de risque) et 'analyse
réguliére de I'environnement a la recherche de contamination par le virus, en se
basant sur I'analyse (q)PCR de 'ADN environnemental (e-DNA). En effet, cela
constitue une alternative fiable a I'analyse individuelle (Hall et al. 2016; Miaud et al.
2019), a la fois en termes de précocité, de sensibilité et de spécificité diagnostiques.
Toutefois ces techniques ne permettent pas une détermination de la prévalence de
l'infection, ni une discrimination des espéces atteintes en cas d’assemblage multi-
spécifique (Hall et al. 2016), mais elles restent un bon outil de dépistage pour la
présence de ranavirus ainsi que d’autres agents pathogenes tels que les chytrides
(Brannelly et al. 2020). Ces différents outils rendent la surveillance des populations
d’amphibiens vis-a-vis des agents pathogenes possible a grande échelle, malgre des

moyens humains et financiers limités.
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Figure 6 : Lésions résultantes de l'infection d’amphibiens par des ranavirus

A. Ranavirose chez trois especes, Serra da Estrela (Portugal), d’aprés Rosa et al. 2017.
Al- Larve d’Alytes obstetricans morte avec hémorragies et cedéme généralisé / A2- Adulte vivant de Triturus
marmoratus présentant des ulcérations cutanées / A3- Larve de Lissotriton boscai avec des hémorragies et des
ulcérations cutanées
B. Lésions de ranavirose chez un individu A. obstetricans, d’aprés (Balseiro et al. 2009).
B1- Lésions macroscopiques : hémorragies périoculaire et cutanées / B2- Lésions macroscopiques : nécrose focale
d’hépatocytes avec inclusions virales (fleches noires). Echelle = 50 ym / B3- glomérule rénale positif antigénes
ranavirus. Echelle = 20 ym
C. Lésions chez un adulte Lithobates sevosus infecté, d’aprés (Sutton et al. 2014).
C1- Lésions macroscopiques : congestion vasculaire, pétéchies, hémorragies, érythéme et cedeme / C2- Lésions
macroscopiques : nécrose splénique diffuse (haut gauche), hémorragies musculaires (haut droit), rares nécroses

hépatiques (bas gauche), nécroses (péri-)vasculaires (bas droit)
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B. Les chytrides et autres agents pathogénes des amphibiens

1. Les chytrides

Les ranavirus ne sont pas les seuls agents de maladies infectieuses
émergentes en cause dans le déclin des amphibiens. Deux autres agents
pathogénes, des champignons de la classe des Chytridiomycetes et de la famille
des chytrides, Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) et B. salamandrivorans (Bsal)
sont considérés comme des menaces majeurs pour les populations d’amphibiens
(fig. 8). Depuis le début des années 2000 pour le premier (Rachowicz et al. 2006)
et depuis sa description en 2013 pour le second (Martel et al. 2013). Bd est I'agent
pathogene responsable du plus grand déclin de vertébrés identifié a nos jours
(Skerratt et al. 2007; Scheele et al. 2019).

En effet, bien que décrit plus récemment que les ranavirus (Berger et al. 1998;
Longcore et al. 1999), Bd a rapidement été mis en cause dans des événements de
mortalité massive et de déclin des amphibiens (Collins et al. 2003) et a été étudié
largement depuis plus de vingt ans (Cunningham 2018). De par son affiliation & Bd
et les événements de mortalité dont il était responsable sur des salamandres
(Salamandra salamandra) (Martel et al. 2013). Bsal a quant a lui immédiatement
été considéré comme une cause possible de déclin a venir des urodéles (Catenazzi
2015). De nombreuses études, ainsi que des campagnes internationales de
détection dans les populations sauvages ont été menées afin de déterminer au
mieux les distributions et les prévalences de cet agent pathogene (e.g. le
programme « Mitigating Batrachochytrium salamandrivorans in Europe »,

http://bsaleurope.com/ ).

Bien que décrit au cours des dernieres décennies, les chytrides sont apparus il
y a des milliers d’années, vraisemblablement en Asie (Scheele et al. 2019), ou on
les retrouve encore aujourd’hui sans qu’ils ne soient associées a de la mortalité
massive ni a des déclins de population (Catenazzi 2015). Leur description a fait
suite a des événements de mortalité massive en Australie (Berger et al. 1998),
probablement suite a leur introduction dans des populations naives, dans une zone
ou ils étaient jusque-la absents (Scheele et al. 2019). Toutefois de nombreux

eléments de la dispersion de Bd sont encore inconnus.
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Bd et Bsal sont les seuls représentants du genre Batrachochytrium et présente
un cycle de reproduction asexuée (Catenazzi 2015) similaire (fig. 7), comprenant
une forme libre infectieuse (zoospore flagellé) qui s’enkyste dans la peau d’un
amphibien et produit un sporangium qui, par reproduction asexuée, va produire et
libérer des zoospores dans I'environnement. Il est également intéressant de noter

gue Bsal est capable de reproduction plus rapide via des tubes de germination.

Formes
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A3

B

|

Figure 7 : Cycle de vie des chytrides du genre Batrachochytrium.

Le cycle A représente le cycle de reproduction asexuée, commun a Bsal et Bd : A1 zoospore
flagellé libre dans le milieu et infectieux ; A2 Zoospore enkysté dans la peau d’'un amphibien ; A3
zoosporangium immature ; A4 zoosporangium mature libérant les zoospores dans I'environnement.

Le cycle G représente un cycle secondaire spécifique de Bsal, de multiplication a I'aide de tubes

de germination.

Aujourd’hui Bd est présent sur tous les continents abritant des amphibiens et
infecte plus d’'une centaine d’espéces (Scheele et al. 2019), anoures et urodeles
confondus (Vetter et al. 2020). L'expansion mondiale rapide de cet agent
pathogene, résulte de lintroduction du champignon dans de nouvelles zones
(favorisé par le commerce et les activités anthropiques) couplée a sa capacité a
infecter une grande variété d’amphibiens. Certaines espéces peu susceptibles
servent de réservoir (Reeder et al. 2012) la ou d’autres espéces connaissent des
déclins importants voire sont conduites a I'extinction. Le fait que la présence du

champignon puisse entrainer I'extinction d’'une espéce, est rendu possible par la
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persistance du chytride dans I'environnement (notamment dans 'eau) (Mitchell et
al. 2008). De plus, bien que le champignon soit confiné a la peau des amphibiens,
laltération et la colonisation de cette derniere entraine des modifications
importantes dans les échanges gazeux et électrolytiques, qui conduisent a une
dérégulation homéostasique (Voyles et al. 2009) puis a la mort de I'hbte.

2. Les maladies des amphibiens : un domaine en évolution

Il est important de noter que l'investigation des maladies des amphibiens est un
champs de recherche relativement récent, et en évolution constante (Wirth et al.
2021). Les ranavirus et les chrytrides, continuent de faire I'objet de hombreuses
recherches (Campbell et al. 2020; Castro Monzon et al. 2020) et continuent d’étre
retrouvés chez de nouvelles espéces et dans de nouvelles zones géographiques
(Park et al. 2021). Par ailleurs, de nouveaux agents pathogenes des amphibiens
sont découverts de nos jours (fig. 8), et il est possible que dans les années a venir,
certains soient identifies comme des causes de déclin des populations, tels que
des virus du genre Batrachovirus (F/ Herpesvirus) par exemple (Licheri et al. 2020),
des protistes du groupe des Perkinsea (Chambouvet et al. 2015), ou encore des
parasites des genre Amphibiocystidium et apparentés (Garden Wildlife Health fact

sheet, updated 2020, https://www.gardenwildlifehealth.org/portfolio/dermocystid-parasites-in-

amphibians-2/), ou encore des pontes de Lucilia bufonivora.

L’'importance des maladies infectieuses émergentes dans le déclin des
population d’amphibiens est magnifiée par deux phénomenes: (i) Les agents
pathogénes ont été, et continuent d’étre, introduits dans des populations naives et
susceptibles, souvent par des actions anthropiques (par exemple via l'introduction
d’espéce exotique) (Cunningham et al. 2003; Scheele et al. 2019), (ii) ils agissent
en synergie avec d’autres agents pathogenes ou d’autres causes de déclin a

I'échelle des populations (Rosa et al. 2017).
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Figure 8 : Lésions résultantes de I'infection d’amphibiens par différents
pathogénes
A. Chytridiomycose a Bd et Bsal, d’apres Fisher et al. 2009 & Martel et al. 2013

A1l- Adulte Alytes obstetricans mort des suites d’infection par Bd, Pyrénées espagnoles / A2- Colonisation du derme
par des thalli de Bsal chez un adulte Salamandra salamandra (immunohistochimie). Echelle 20um

B. Mortalité massive d’'individus Bufo spinosus et Alytes obstetricans co-infectés par des
ranavirus et Bd, Serra de Estrela, Portugal, d’aprés Rosa et al. 2017
C. Lésions provoquées par Lucilia bufonivora chez un adulte vivant B. spinosus, signalé sur

Alerte-amphibien.

C1- Présence d'une ponte accrochée sur le flanc de I'animal / C2- destruction des tissus des narines et de la face par
des larves de Lucilia

D. Lésions (vésicules et ulceres) provoquées par Amphibiocystidium chez des tritons adultes,
d’aprés Garden Wildlife Health fact sheet (2020).

E. Lésions d’herpesvirose (Bufonid herpesvirusl) chez un adulte Bufo bufo, d’apres Origgi et
al. 2018
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C. Parcs nationaux frangais métropolitains et surveillance sanitaire

des amphibiens

<O
Y &
La Vanoise
Les Cévennes . Les Ecrins
' Le Mercantour

Les Pyrénées

Figure 9 : Répartition des parcs nationaux en France métropolitaine.
Les 8 PN métropolitains sont représentés. Seuls les PN de montagne sont nommés
(Adapté d’apres la carte disponible sur le portail des parcs nationaux, consulté le 13/08/21,
http://www.parcsnationaux.fr/fr/portail-des-parcs-nationaux-de-france/les-parcs-nationaux-de-france-

et-loffice-francais-de-la)

Les différentes structures ayant pour mission la conservation des populations de
faune sauvage, tel que les PN francais (fig. 9), sont des acteurs pouvant jouer un role
majeur dans la surveillance des amphibiens. En effet les amphibiens sont des
sentinelles de la santé des écosystemes (Wake et al. 2008) et de ce fait le suivi de
leurs populations constitue un outil important du suivi de la santé globale des
écosystemes et des nombreuses menaces auxquelles ils font face (e.g. perte d’habitat,
polluant, réchauffement global). De plus, les amphibiens constituent une grande part
de la biodiversité mondiale et de ce seul fait leur préservation est un enjeu. Cela passe
notamment par la compréhension et la surveillance des agents pathogénes causant
leur déclin. Pour améliorer cette compréhension et notre connaissance de ces
différents agents pathogenes émergents (e.g. Ranavirus, Bd, Bsal, Batrachovirus), il
est possible d’utiliser différents modeles épidémiologiques. Cependant ces derniers
nécessitent d’étre correctement paramétrés, ce qui requiert de nombreuses données
(Campbell et al. 2020), collectées idéalement sur le long terme (Teacher et al. 2010).
De par leur nature et leurs attributions, les PN occupent théoriquement une place

idéale pour fournir de telles données.

Par ailleurs, trois de ces agents pathogenes (Ranavirus, Bd, Bsal) étant sur la liste

des maladies notifiables de I'OIE, une surveillance effective et efficace est nécessaire
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pour prétendre a un statut indemne vis-a-vis de l'un ou l'autre de ces agents
pathogenes (Schloegel et al. 2010). Bien qu’aujourd’hui Bd et des ranavirus soient
présents en France (Millerioux et al. 2012; Miaud 2013; Miaud et al. 2016), ce n’est
pas le cas de Bsal (European comission 2021, Miaud com. pers.) pour lequel
I'existence d’'un réseau de surveillance effectif est nécessaire pour une détection

précoce en cas d’introduction (Dalibard et al. 2020, p19).

En France, suite a la détection de Bd en métropole en 2006 (Miaud 2013) et des la
premiére détection de ranavirus chez des crapauds communs (Bufo bufo) en
2011 (Millerioux et al. 2012), les agents des parcs nationaux ont été sensibilisés vis-a-
vis de la mortalité massive d’amphibiens et de la nécessité de surveiller la circulation
d’agents pathogénes émergents chez les amphibiens (Miaud et Durand, com. pers.).
Les premiers cas de ranavirose sont détectés a I'été 2012 dans le parc du Mercantour
suite a des épisodes de mortalité massive de grenouilles rousses (Rana temporaria),
tétards et adultes (Miaud et al. 2016). De ’ADN de ranavirus est de nouveau identifié
par PCR chez des adultes R. temporaria en mai 2013, mais sans mortalité associée.
Dans les deux cas le virus isolé était le CMTV. Al'issu de ces deux phases de détection
du virus, une expérience d’infection expérimentale a permis de compléter les postulats
de Koch et de relier les événements de mortalité massive observés a des ranavirus
(Miaud et al. 2016). Depuis, des ranavirus ont été identifiés dans différents parcs
francais (e.g. PN de la Vanoise, PN des Pyrénées, PNR Haut-Jura) ainsi qu’en dehors

de zones protégées (Miaud, com. pers.).

Pour assurer cette surveillance, les PN possédent tous une veille sanitaire qui
comprend une surveillance et une investigation des évenements de mortalité massive
d’amphibiens (Hadibi et al. 2019). Certains parcs ont en plus mis en place des
protocoles de surveillance des amphibiens complémentaires comme le PN du
Mercantour qui a mis en place, dés 2014 un protocole de surveillance de la mortalité
individuelle de grenouilles rousses (Leccia et Miaud, com. pers.). Toutefois, bien que
la surveillance épidémiologique des populations sauvages soit un facteur clé dans les
politiques de préservation de la biodiversité, leur mise en place et leur maintien sur le
long terme représentent un codt important. En effet ces colts (économique, humain,
voire social) de la surveillance sont a prendre en compte lors de I'évaluation des
conséquences totales des maladies (Osofsky 2019). Il est donc essentiel que cette

surveillance soit la plus efficiente possible, ce qui passe par I'évaluation du systéme
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de surveillance et la mise en place de corrections et modifications basées sur les

retours des évaluations.

Cette démarche d’amélioration de la surveillance a été initiée il y a plusieurs années
dans les PN avec la création d’'une stratégie sanitaire pour la faune sauvage commune
aux parcs (Parcs nationaux 2017; VetAgro Sup et al. 2017), et s’est poursuivie par
I'évaluation initiale de cette stratégie en 2019 (Hadibi et al. 2019). Bien que cela
constitue un début, de nombreuses étapes restent a mettre en place avec notamment
I'évaluation de la surveillance dans chaque parc, mais aussi avec I'évaluation
spécifigue de chaque surveillance (e.g. amphibiens, mammiferes, chiropteres,
maladies particulieres). Ces évaluations de la surveillance épidémiologiques peuvent
notamment étre réalisées a l'aide de la méthode OASIS (Boué et al. 2010; Plateforme
ESA 2010), qui consiste en une évaluation semi-quantitative (G.T. ANSES 2011) pour
déterminer les points forts et les points faibles du systeme et fournir des
recommandations pour son amélioration. Idéalement les évaluations externes sont a
répéter régulierement, et a compléter par des évaluations internes, afin d’ajuster au
mieux la surveillance aux objectifs et au contexte. De plus une évaluation d’efficience
economique de la surveillance est a inclure pour compléter la démarche (Calba et al.
2015).
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1. Analyse des facteurs de risque d’infection de grenouilles rousses (Rana

temporaria) par un ranavirus, Parc National du Mercantour

A. Contexte

L’objectif de cette partie était d’identifier les facteurs de risque associés a une
augmentation d’infection par des ranavirus. L’étude s’est focalisée sur les populations
de grenouilles rousses (Rana temporaria) du PN du Mercantour. Ces populations
présentent le double avantage d’étre abondantes et facilement observables, ce qui
rend notamment les évenements de mortalité plus facilement détectables. Leur
détection est réalisée par les agents de terrain du parc, qui au cours de leurs tournées
guotidiennes inspectent les points d’eau a la recherche de cadavres de grenouilles
(dans I'eau ou sur les berges). En plus de la surveillance par les agents, les épisodes
de mortalité peuvent également étre signalés au parc par les usagers (e.g.
promeneurs, pécheurs).

La variable a expliquer considérée dans cette étude était donc l'infection par
un ranavirus (approximé par un résultat positif de détection par PCR, d’apres le
protocole précisé aprés). Les hypotheses initiales étaient un effet du stade de
développement de I'héte, ainsi qu’un effet négatif des températures élevées et des
activités humaines (péche, tourisme, élevage) sur le risque d’infection. Une corrélation
du risque d’infection par des ranavirus au site de collecte (avec des zones infectées
de facon persistante et/ou récurrente) et un réle de la composition de I'écosysteme
local, notamment la présence d’autres espéces hbétes (poissons e.g.), étaient

également supposés (fig. 10).
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Figure 10 : Arbre causal hypothétique des infections d’amphibiens par des ranavirus, PNM.

B. Matériels et méthodes

1. Les données

Les prélévements d’échantillons de grenouilles rousses ont été réalisés selon
deux protocoles distincts sur le site du Parc National du Mercantour entre 2011 et 2018
(tableau 2). Le premier protocole est celui de la surveillance de la mortalité des
amphibiens par les agents du PNM, actuellement en cours mais dont la période
d’inclusion a I'étude s’étend de 2011 a la fin de la saison d’activité 2018. Le second
protocole est celui de I'étude menée par C. Miaud et son équipe sur le site du PNM en
2016 (Miaud et al. 2019). Le statut infectieux ranavirus de chaque individu a ensuite

été évalué par une analyse de laboratoire (Culture cellulaire ou gPCR).
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Tableau 2 : Principales caractéristiques des protocoles de collecte utilisés pour la détection de

ranavirus chez des grenouilles rousses (Rana temporaria) dans le PN du Mercantour.

Protocole de surveillance PNM Protocole de C. Miaud 2016

- Réalisé sur le site du PNM
Points - Amphibiens collectés : Rana temporaria
communs - Recherche systématique de ranavirus
- Informations : sexe, stade de développement, localisation, date

- Surveillance événementielle - Protocole de recherche
- Continu de 2011 a aujourd’hui - Ponctuel durant 1’été 2016
- Ensemble des lacs - 3 lacs : Balaour, Merveilles et
- Effort d’échantillonnage faible a Prals

e modéré - Effort d’échantillonnage intense

Differences . - .

- Individus morts seulement - Individus morts ou vivants
- Analyse PCR seulement sur organes - Analyse PCR sur organes internes
internes ou sections de doigt/queue (clips)
- Analyse en culture cellulaire avant - Prélevements et analyses de
2016 poissons

Les analyses pour la recherche de ranavirus sur les échantillons ont été
réalisées au LDA39 par culture cellulaire pour les échantillons collectés de 2011 a
2015. A partir de 2016, les échantillons ont été analysés par gPCR au CEFE par
amplification de la séquence incomplete (530 pb) du géne codant pour la protéine
majeure de capside, comme décrit dans Miaud et al. (2019). Les analyses ont été
réalisées sur ADN extrait a partir de prélevements de foie ou sections de doigt ou de
gueue. Chaque échantillon a été analysé en tripliquat (fig. 11), avec une régle de
décision pour statuer du caractére sain ou infecté similaire a celle utilisée dans d’autres
études (Hall et al. 2016), a savoir que les échantillons avec seulement un puit positif

sur trois faisaient I'objet d’'une deuxiéme analyse en tripliquat.

Les 4 catégories de facteurs de risque suspectées (caractéristiques de I'héte,
site de collecte, activité humaine et composition de I'écosystéme), ainsi que la
température et la date de prélevement ont été explorées a travers 16 variables
disponibles pour les sites et périodes de préléevements (tab. 3). De plus 3 facteurs de
biais pré-analytique ont été testé pour déterminer leur effet et le prendre en compte
dans l'interprétation des résultats et pour des analyses futures (tab. 3). Les populations
étudiées étant actives seulement de mai a octobre, la saisonnalité n’est pas un facteur

pertinent dans notre étude et n’a donc pas été incluse. Par ailleurs I'espéce, bien que
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pertinente vis-a-vis du risque infectieux, n’a pas pu étre testée car une seule espéce a

fait 'objet d’analyses.

L’effet de la localisation a été testé visuellement a I'aide de cartes successives
dans le temps montrant les résultats d’analyse par localisation (annexe 1). Aucun
patron spatio-temporel n’ayant été détecté (autre qu’un effort d’échantillonnage
croissant), les modeles statistiques utilisés n’ont pas été spatialisés par souci de
simplification. Toutefois un effet aléatoire de la localisation a été inclus dans les
modéles mixtes pour I'analyse des autres variables afin de prendre en compte la

répétition de certains sites de facon non aléatoire (e.g. lac Balaour Gouille).

Sain Sain
\ @@@ NEG NEG NEG

Nécropsie

Douteux

@ ©
) roie =~ = @8 >E—
Extraction . :
ADN . *
qPCR: plaque 96 puit
- 3 puits par individus PoS poS| Pos
- Puits de gamme étalon ou
(T+) @@@ NEG 3 S
- 3 puits sans ADN (T-) ou EE' =

Infecté Infecté

Figure 11 : Protocole d’analyse PCR de recherche de ranavirus a partir d’échantillons de grenouilles
rousses.
Les ronds bleus symbolisent les trois puits d’un tripliquat. Le résultat de I'analyse PCR est représenté
par les annotations POS et [NJ8, NEG correspondant a un puits sans amplification d’ADN de

ranavirus.
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Tableau 3 : Variables recensées comme potentiels facteurs de risque d’infection de grenouilles

rousses par des ranavirus dans le PNM.

Les variables marquées d’une * sont testées comme possibles biais pré-analytiques. Les données des

recensements de la flore et des invertébrés étaient trop parcellaires pour étre incluses dans 'analyse.

Stade
Sexe
Température

mensuelle de I’air

Type de lac

Volume du lac

Gel complet
Asséchement

Date de collecte

Usage du lac
Fréquentation du lac

Accessibilité au lac

Pastoralisme

Alevinage

Vairons

Autres poissons
Etat de collecte *
Organe analysé *

Délai d’analyse *

Tétard ou métamorphosé

Male, femelle ou inconnu

“C

(Correction : -0.65°C par 100m
d’altitude).

Naturel, artificiel, surélevé

En m2 (0 si loin d’un point eau) —
Calculé a partir de la surface et de
la profondeur maximale du lac
Possible ou non

Possible ou non

En jours juliens depuis le 01/05/11
(premiere observation le 09/05/11)
Baignade et/ou péche, aucun
<10pers/j, >10pers/j

4 modalités en fonction du
dénivelé et de la durée de marche
Activité pastorale sur site ou non
Alevinage I’année (n et/ou n-1) du

prélévement ou non

Présence / absence

Présence / absence

Mort ou vivant

Foie, section doigt, autre organe
Jours (entre prélévement et

analyse)

Fiche collecte
(annexe 2)

MétéoFrance

SYNOP, moyenne

des stations

Embrun et Nice.

Fiches lac PNM
(arrét de mise a
jour en 2014)

Fiche collecte
(annexe 2)
Fiches lac PNM
(arrét de mise a
jour en 2014)

Suivi PNM a jour

2021

Fiche de collecte

Hote (espéce,
stade, ...)

Température

Site de collecte

Date

Activité

humaines

Composition de
I’écosystéme

local

Biais pré-

analytiques
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2. Analyses statistiques

Les analyses statistiques et modélisations ont toutes été réalisées a I'aide du
logiciel R (R Core Team 2019, version 3.6.2), et les analyses SIG ont été réalisées a
'aide de QGIS - Corufia (version 3.10.12). Les packages R principalement utilisés sont
Ime4 (Bates & Maechler, 2020) pour les analyses en modéles mixtes, et le package
stats par défaut (R Core Team, 2019) pour les tests de Kruskal-Wallis (kruskal.test) et
de Kendall (cor.test(method="kendall”)).

Une analyse structurelle du jeu de données a été conduite en évaluant pour
chacune des 19 variables (16 + 3 pré-analytiques) la proportion de données
manqguantes. De plus pour les variables catégorielles, la proportion d’observations
pour la modalité la plus représentée a été évaluée. Les variables catégorielles ont
ensuite été réparties selon trois groupes (1 a 3) et les variables continues selon deux
groupes (1 et 3) :

- Groupe 1: Variables avec <40% de données manquantes et pour les

facteurs >10 observations pour chaque catégorie

- Groupe 2 : Facteurs avec <40% de données manquantes et au moins une

catégorie <10 observations

- Groupe 3 : Variables avec > 40% de données manquantes et/ou <10 pour

une majorité de catégorie pour les facteurs

Dans un second temps, une étude du role des différentes variables sur le statut
infectieux a été menée. La variable d’intérét était le statut infectieux ranavirus, un
résultat d’analyse positif (1) étant considéré comme une infection par un ranavirus et

un résultat négatif (0) comme un animal indemne.

Les relations de colinéarité entre les variables (tab. 3, Annexe 3) ont été testée
a l'aide d’un test de corrélation de Kendall (a=0,05) dans le cas de deux variables

continues, ou a l'aide d’un test de Kruskal-Wallis (a=0,05) dans les autres cas.

L’effet des trois potentiels biais pré-analytiques (marqués par une * dans le
tableau 3) sur le résultat d’analyse (utilisé comme proxy du statut infectieux) a été
analysé a l'aide de modeles linéaires généralisés mixtes (fonction de lien logistique),
comprenant un a un les biais potentiels en effets fixes et la localisation en effet
aléatoire. De plus 'ensemble des variables des catégories 1 et 2 présentées ci-dessus

(fig.12) ont éte testées une a une a l'aide de modéles mixtes univariés (effet aléatoire
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de la localisation et effet fixe de la variable a tester) avec comme variable a expliquer

le résultat d’analyse ranavirus.

Parmi les variables avec un effet significatif en analyse univariée (a=0,2), les
variables non colinéaires entre elles ont été incluses dans un modele linéaire
généralisé a effet mixte (fonction de lien logistique), avec pour modeéle nul un modele
incluant un effet aléatoire de la localisation du prélevement. Cet effet aléatoire de la
localisation a été inclus afin de tenir compte de I'inégale répartition entre les différents
lieux de collecte, et du caractere non aléatoire de la sélection des lieux notamment du

fait de la coexistence des deux protocoles.

Une sélection descendante a ensuite été réalisée a partir de ce modele pour
sélectionner le modele le plus parcimonieux expliquant le statut infectieux des
grenouilles. La sélection a été faite a I'aide du test de rapport de vraisemblance, basée
sur 'AIC (anova(test="LRT”), package stats, R Core Team 2019).

Les possibles effets d’interaction entre variables n’ont pas pu étre testés, di a
un probleme de convergence des modeles résultant d’un trop faible nombre

d’observations.

La non multi-colinéarité des variables explicatives a été vérifiée a I'aide du
Variance Inflation Factor (fonction « vif » package « car » - Fox & Weisberg 2019). Le
cas échéant les variables présentant un VIF > 5 (Kim 2019; Sarkar et al. 2019) ont été
exclues. Enfin les conditions de validité de la régression logistique mixte ont été
vérifiées (indépendance, non-multicolinéarité en additif, absence de valeurs extrémes

influentes, résidus standards inférieurs a 3).

C. Résultats
Plusieurs variables présentaient une large proportion de données manquantes

et/ou peu de variabilité (ie sur-représentation d’'une modalité) (fig. 12).

A titre d’exemple, 99 observations de la variable « type de lac » correspondent
a la modalité majoritaire « naturel », tandis que la totalité des autres modalités
représente seulement 19 observations, et que 3 observations sont manquantes. |l
s’agit donc d’'une variable peu pertinente car trés homogene, 80% des lacs étant

« naturels ».
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L’analyse de facteurs de biais pré-analytiques a mis en évidence une corrélation
entre le type d’organe et I'état de collecte, ainsi qu’entre le type d’organe et le délai
d’analyse. Par ailleurs, seul le type d’organe présente un effet statistiquement
significatif sur le résultat d’analyse (p= 0,003, avec moins de positifs pour des analyses de
sections de doigt par rapport aux analyses de foie). Toutefois les individus pour lesquels
'analyse a été faite sur section de doigt proviennent tous de I'étude de Miaud et al.

(2019), et de deux lacs (4 du lac de Prals Ouest et 20 de la Gouille Balaour).
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Figure 12 : Structure des données pour les variables d’intérét.
En noir la proportion de données manquantes et en gris la proportion d’observations correspondantes
a la modalité la plus représentée pour chacune des variables catégorielles (les variables continues ne
présentent pas de modalité et sont repérées par le symbole $).
Les 19 variables étudiées ont été classées selon les trois groupes présentés précédemment :
» Groupel-
» Groupe 2 - Variables trés homogeénes sur notre site

» Groupe 3 - Variables avec des données incompatibles avec I'analyse

La température présente un effet significatif en test univarié (modéle T,
p<0,001). Toutefois linclusion de la variable au modéle complet entraine une non
convergence du modeéle (probablement du fait du nombre limité d’observations). La

variable de température a donc été catégorisée pour étre incluse. La nouvelle variable
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de température comporte deux catégories avec pour valeur seuil la médiane des
températures observées (10,5°C). Une nouvelle analyse univariée a été réalisée pour

vérifier la persistance de I'effet significatif (p=0,001).

(T) Infection ~ 1|localisation + température

Les autres variables sélectionnées apres analyse univariée sont l'organe
support de I'analyse (p<0,05), I'état de collecte (p=0,15), le stade de développement
de 'amphibien (p=0,18) et le pastoralisme(p=0,19). On obtient donc le modele complet

(1) avant vérification des colinéarités entre variables

(1) Infection ~ (1|Localisation) + Températureca
+ pastoralisme + Stade + Organe + Etat

A la suite des tests de colinéarité entre variables explicatives (Annexe 3), on observe
une corrélation du type d’organe analysé avec la température, I'état de collecte et le
stade de développement. De plus on observe une corrélation du pastoralisme avec le
stade de développement et I'état de collecte. Ces observations ont conduit au modéle

complet (2), a partir duquel est réalisée la sélection descendante :
(2) Infection ~ (1|Localisation) + Température.a+ Stade + Etat

La sélection descendante de modele a ensuite conduit au modele (3) le plus
parcimonieux (LRT, p=0.01, AAIC>4) :

(3) Infection ~ (1|Localisation) + Températurecs + Etat

Ces différents modeles ont permis de mettre en évidence I'effet statistiquement
significatif d’'une seule variable, la température (p<0.001) sur le statut infectieux, une

température plus élevée étant associée a un risque supérieur d’infection (fig. 13).
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Taux d’infection

Figure 13 : Variation du taux d’infection des grenouilles rousses par des ranavirus dans le PNM en
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D. Discussion

1. Qualité des données

Les données analysées présentent un caractere tres parcellaire pour un grand
nombre de variables (fig. 12), et de nombreuses variables disponibles proviennent
d’études ponctuelles et/ou d’observations conduites au cours des années 2000, soit
plus de 10 ans avant les premiers prélevements. Ceci limite la faisabilité et la fiabilité
de I'analyse de certains facteurs de risque potentiels. Ce n’est toutefois pas le cas pour
les variables utilisées qui ont été actualisées récemment (ex. Alevinage), sont
inchangées depuis leur collecte (ex. type de lac) ou ont été collectées en méme temps

gue le prélevement (ex. Stade de développement).

La qualité des données a constitué une limite importante a cette analyse, ne
permettant pas d’investiguer de fagon satisfaisante le role de nombreux parametres
supposeés influencant le risque d’infection par les ranavirus dans les populations de
grenouilles rousses (variables des groupes 2 et 3, fig. 12). Afin de pouvoir étudier le
réle de ces paramétres, il serait utile de compléter les informations qui peuvent I'étre
pour les données de surveillance déja collectées (réalisable entre autres pour les
variables relatives a la nature et la structure des lacs, mais aussi pour les activités
humaines le contexte ayant peu changé en générale dans le PNM). Il serait également
pertinent d’inclure le relevé systématique de certains parameétres au protocole de
surveillance pour les observations futures, tels que la couverture végétale du lac (dont
la présence d’espéce invasives), la présence et/ou densité de poissons et reptiles, la
diversité en amphibiens (densité, espéeces et stades de développement), ou encore la

présence de bétail.

2. Biais pré-analytiques

L’analyse des potentiels biais pré-analytiques (délai entre prélevement et
analyse, état de l'individu lors du prélévement (mort ou vivant), nature de I'organe
analysé) a mis en évidence une corrélation significative entre 'organe support de
I'extraction d’ADN et le résultat de I'analyse, ainsi qu’entre I'état de collecte (mort ou
vivant) et le résultat. Il est toutefois important de noter que I'Organe support de
'analyse et I'état de la collecte sont fortement corrélés entre eux. Cette différence de
sensibilité et de spécificité, entre une analyse sur section de doigt et une analyse sur
morceau de foie, pourrait s’expliquer par la présence de faux négatifs sur les sections

de doigt (« clipping »). Ces faux négatifs peuvent étre dus a une charge virale plus
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faible que dans le foie, ou encore a une réplication tardive du virus dans ces tissus (et
donc une non détection des animaux récemment infectés) (St-Amour et al. 2007; Greer
et al. 2007; Gray et al. 2012). De plus, 100 % (n=24) des analyses par clipping
proviennent de I'étude de 2016, pour laquelle on retrouve une plus faible prévalence
d’'infectés (de par la présence d’individus vivants sans suspicion clinique), ce qui
pourrait expliquer I'effet observé. En outre, les sections d’extrémités ont exclusivement
éte réalisées sur des animaux vivants, les deux variables étant corrélées, I'effet mis

en évidence pourrait étre expliqué, tout ou partie, par I'état de collecte.

3. Facteurs de risque d’infection par des ranavirus

L’analyse des différents facteurs de risque d’infection par des ranavirus dans le
PNM a été réalisée sans tenir compte du caractére spatial des données, la dynamique
d’infection ne semblant pas présenter de patron spatio-temporel marqué (annexe 1).
Ce choix a été fait car la qualité des données disponibles ne permettait pas une
analyse spatial fiable : une majorité des analyses émanait d’'un nombre restreint de
sites (notamment les Lacs Balaour, utilisés majoritairement pour I'étude de Miaud et
al, 2016) et les données spatiales disponibles n’incluaient pas les relations
hydrologiques entre points d’eau qui sont des éléments centraux de la spatialisation
des études de transmission d’agents pathogénes transmis par I'eau (e.g. bassin
versant, relation amont/aval, connexion par des cours d’eau). De plus, les efforts
d’échantillonnage ont fortement augmenté au fil des années, et ce de fagon
hétérogéne entre les différents secteurs administratifs du parc, sans qu’il ne soit
possible d’objectiver de maniere fiable cette augmentation. Toutefois, il serait
intéressant que les prochaines études integrent le caractere spatial a leurs analyses,
ce dernier pouvant jouer un role important (North et al. 2015).

Nous avons mis en évidence I'existence d’une augmentation significative du
risque d’infection par des ranavirus quand les températures augmentent. Cette
augmentation du risque peut étre expliquée par le fait que la température est un
modulateur de la réponse immunitaire de I'héte (Rojas et al. 2005), cette derniere étant
plus efficace sur une gamme de températures propres a I'espéce et au biotope
considérés. Ce résultat est cohérent avec des études antérieures sur d’autres sites
(Hemingway et al. 2009; Campbell et al. 2020), mais differe d’'une autre étude (Rojas
et al. 2005) qui observait une augmentation du risque d’infection pour les basses

températures. Cependant il est important de noter que les populations étudiées dans
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notre cas vivent en montagne : la gamme de températures rencontrées est donc
inférieure a celles de la plupart des études antérieures. On constate aussi que
'ensemble des résultats (littérature et présente étude) semblent converger vers une
augmentation du risque pour des températures entre 15 et 25°C. Cette gamme de
températures correspond a 'optimale de survie des ranavirus qui, en fonction de la
souche virale, se situe entre 18 et 29°C (Tripier et al. 1977; Speare et al. 1992;
Zupanovic et al. 1998a; 1998b), avec une activité virale réduite a des températures

plus faibles ou plus fortes.

Par ailleurs, un effet de la présence de bétail a été mis en évidence lors des
analyses univariées, le pastoralisme sur site étant associé a un plus fort taux
d’infection. Du fait de la colinéarité avec les autres variables, cet effet n’a pas pu étre
confirmé lors de lanalyse multivariée. Ces relations de colinéarité entre le
pastoralisme et les autres variables (état de collecte et stade de développement) est
probablement d( au protocole de collecte. En effet, 'ensemble des individus vivants
et de nombreux tétards proviennent de I'étude de Miaud et al (2019), or seuls des lacs
sans pastoralisme ont été utilisés pour cette étude.

Toutefois, ce résultat est cohérent avec les travaux menés sur un site expérimental
par Gray et al (2007), mais il s’agit a notre connaissance de la premiére description
d’'un tel effet dans un espace protége, ce qui constitue un enjeu de conservation. Il est
toutefois important de mener des études complémentaires pour confirmer et mieux
caractériser le réle du bétail dans 'augmentation du taux d’infection par des ranavirus,
par exemple en menant une enquéte de type cas-témoin par rapport a la présence de
bétail soit au niveau des individus soit a I'échelle des lacs par des méthodes d’analyse
e-DNA. Par ailleurs, si un effet du pastoralisme est confirmé par de telles études, il
serait pertinent de conduire des analyses sur la qualité de I'eau (e.g. nitrates) en
fonction de la présence de bétail (et en tenant compte des relations hydrologiques
entre lacs) afin de clarifier les mécanismes en jeu. Cela permettrait notamment de
déterminer si I'effet du bétail est direct (e. g. stress et immuno-modulation sur les
amphibiens) ou indirect.

Les études de dynamique d’infection d’agents pathogenes des amphibiens sont
peu nombreuses et indispensables pour une meilleure compréhension
epidémiologique de ces phénomenes. Les programmes de surveillance sanitaire dans

les Parcs nationaux semblent parfaitement adaptés a priori pour collecter des données
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pour de telles études, mais nous avons mis en évidence une discordance entre les
protocoles de surveillance et les données nécessaires pour des analyses
épidémiologiques. Une grande part des variables utilisées ont ainsi d0 étre compilées
a notre jeu de donnée de mortalités via les coordonnées GPS. Cette méthode a résulté
en une imparfaite concordance entre évenements de mortalité et variables

explicatives, avec nhotamment de nombreuses observations manquantes.

E. Conclusion

Il n’a pas été possible de déterminer avec fiabilité le réle de tous les potentiels
facteurs de risque d’infection par des ranavirus pour les populations de grenouilles
rousses du PN du Mercantour. Cette étude a tout de méme permis de mettre en
évidence une augmentation du risque d’infection pour des températures élevées, ainsi
qu’une possible augmentation du taux d’infection dans les zones de pastoralisme, bien
gue des analyses complémentaires soient nécessaires pour le préciser. De plus,
I'existence de facteurs pré-analytiques influencant le résultat des analyses PCR a été
mise en évidence et est a prendre en compte pour les analyses futures. Enfin cette
étude a permis d’identifier différents parametres biotiques et abiotiques dont le rble ne
pourra étre évalué qu’en incluant leur recensement systématique dans le protocole de
surveillance. Nous recommandons par exemple le recensement systématique des
coordonnées GPS, des especes d’amphibiens présentes ainsi que du nombre
d’individus, de la présence de bétail, de vairons et autres poissons, de ['utilisation
récréative du lac et de I'accessibilité au lac. Cette adaptation des protocoles permettrait
a la fois une meilleure valorisation des données issues de la surveillance et une
analyse plus précise de la mortalité liée aux ranavirus sur le long-terme. Cela
conduirait & une meilleure compréhension des mécanismes et de I'épidémiologie des

infections par les ranavirus, rendant possible une meilleure gestion de ce risque.
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[l Evaluation OASIS du réseau de surveillance des mortalités d’amphibiens

dans les parcs nationaux de montagne.

A. Contexte

L’'objectif de cette évaluation externe de la surveillance sanitaire des
amphibiens dans les PN est de réaliser une premiére évaluation ciblée sur les
amphibiens, dans la continuité de I'évaluation générale initiale de la stratégie sanitaire
pour la faune des parcs nationaux réalisée en 2019 (Hadibi et al. 2019). Le
financement de I'évaluation a été réalisé par le PNE dans le cadre de la stratégie
sanitaire des Parcs. Actuellement l'organisation de la surveillance (fig. 14 est
essentiellement interne a chaque parc et ne présente pas d'organisation ou
coordination centrale formelle. La description des différentes unités est précisée en

annexe 4.

Toutefois les objectifs et pratiques des différents Parcs étant supposés
convergents, nous les avons assimilés a un réseau national métropolitain dans cette
évaluation. Il a été choisi de se limiter au territoire métropolitain (les parcs ultramarins
présentant des contextes trés particuliers) et de ne pas inclure les Parcs de Port-Cros
et des Calanques, du fait de la faible diversité d’amphibiens sur leurs territoires et de

I'absence de surveillance qui en découle.
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B. Outils et déroulement de I’évaluation

1. La méthode OASIS

La méthode OASIS, utilisée pour ce projet, consiste en la réalisation d’'une
évaluation externe et semi-quantitative du réseau de surveillance en se basant sur dix
sections reprenant des éléments organisationnels et fonctionnels du réseau (Hendrikx
et al. 2011). L’objectif est de fournir des recommandations ciblées pour 'amélioration
du réseau de surveillance. La méthode comprend quatre grandes étapes successives,
menées par une équipe d’évaluateurs. Cette derniére est composée d’un ou plusieurs

membres extérieurs au réseau et un ou deux acteurs centraux du réseau (tab. 4).

- Tabl 4:C titution d
Loic Palumbo, ENVT Thierry Durand, PNE ablead onstitution de

Sylvain Larrat, pole EVAAS  Claude Miaud, CEFE I'équipe d’évaluation

La premiére étape a pour objectif la préparation et la validation de I'évaluation.
Au cours de cette étape les évaluateurs définissent les termes, les conditions et le
planning de I'évaluation. Puis ces différents éléments sont soumis aux responsables
du réseau pour acceptation. Dans le cas présent les termes et conditions de
I'évaluation ont été définis dans un document envoyé par mail (annexe 5) et ont été
acceptés par les responsables des thématiques amphibiens des six parcs, ainsi que
par Thierry Durand et Claude Miaud (comité scientifique et technique & responsable
du pilotage du réseau).

La deuxiéeme étape se compose d’entretiens semi-directifs des différents
acteurs identifiés afin de collecter les informations nécessaires pour I'attribution des
notes. Dans le cas présent, du fait de la faible uniformisation au sein du réseau, un
guestionnaire préliminaire (annexe 6) a été envoyé avant la réalisation des entretiens.
L’objectif était de cibler au mieux la situation de chaque parc et de déterminer les

acteurs a inclure pour les entretiens de fagcon a assurer une bonne représentativité.

Au cours de la troisieme étape, les notes sont attribuées a l'aide de trois outils

fournis par les développeurs (ANSES) de la méthode :

- Un questionnaire détaillé selon les 10 sections, guidant les entretiens.

- Une grille de notation de 78 critéres répartis selon les 10 sections. La grille est
remplie par I'’équipe d’évaluation, puis les notes sont discutées et validées par
un panel d’acteurs.

- Un guide de notation avec un descriptif des conditions d’attribution des notes.
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La grille de notation et les criteres d’attribution des notes ont été adaptés au
contexte du réseau évalué, certaines sections ont été considérées comme sans objet
car non pertinentes et d’autres ont été adaptées (par exemple la section 6.5 relative a
la surveillance de la faune sauvage a été transformée en « surveillance des autres
taxons sensibles »). Pour la validation des notes attribuées, un panel d’acteurs
(Annexe 7) représentant les différents partenaires du réseau et des experts a été

sélectionné et s’est réuni avec I'équipe d’évaluation pour réviser et valider la notation.

La derniere étape, consiste en la rédaction et la communication des résultats
de I'évaluation et des recommandations qui en découlent. Dans le cas présent la
restitution c’est fait sous la forme d'un rapport de stage M2 GIMAT (soutenu
publiguement le 15/06/21 par L. Palumbo), de la présente thése d’exercice vétérinaire

et d’'un diaporama de présentation des résultats et recommandations.

2. Détermination des parcs & acteurs a inclure

Au vu des objectifs de I'évaluation, le tri initial des structures a inclure a permis
de retenir les six parcs métropolitains non marins : le PN de foréts de Bourgogne-
champagne (PNF) et les cing PN de montagne (PNC, PNE, PNM, PNP et PNV). Le
guestionnaire préliminaire a ensuite permis de ne retenir que les parcs disposant d’'une

surveillance sanitaire des amphibiens, excluant ainsi le PNF.

Dans chacun des cing parcs retenus, les responsables et acteurs de terrain
impliqués dans la surveillance ont été identifiés a I'aide des réponses au questionnaire.
Tous les responsables et jusqu’a dix agents de terrain par parc ont été inclus aux
entretiens. L’échantillonnage des agents de chaque parc pour les entretiens s’est fait
par concertation avec les responsables locaux. Les criteres de sélection étaient
'implication dans la surveillance, le poste au sein du parc et 'ancienneté (trois criteres
pressentis comme pouvant influencer la perception du réseau), avec 'objectif d’obtenir

pour chaque établissement, un échantillon représentatif de 'ensemble des agents.

3. Déroulement des entretiens

Pour chaque parc, les entretiens semi-directifs se sont déroulés en présence
d’'un ou des deux membres externes de I'équipe d’évaluation. lls ont eu lieu en
présentiel ou en visio-conférence, en accord avec les recommandations sanitaires en
vigueur aux mois de février et mars 2021 (restrictions Covid-19). lls ont été conduits

de facon individuelle ou collégiale, et ont fait I'objet d’'un enregistrement audio, en plus
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d’une prise de notes. Au total, les responsables des thématiques amphibien des cinqg
parcs, ainsi que 19 agents de parcs ont été interrogés. En plus des agents des parcs,
des entretiens ont été réalisés avec les personnels de laboratoire ainsi qu’avec des
représentants des principaux partenaires (CEFE, SAGIR) impliqués dans cette
surveillance. La liste exhaustive des personnes interviewées et les modalités
d’entretiens sont disponibles en annexe 8. Les différentes personnes interviewées ont

consenti a 'utilisation des informations collectées par un consentement éclairé.

C. Résultats
Les notes attribuées aux 78 criteres de la grille d’évaluation ont été ensuite
regroupées selon trois modalités complémentaires, permettant la visualisation
graphique des résultats (Annexe 9) :
- 10 sections reprenant les sections structurelle et fonctionnelle du réseau (fig. 15)
- 7 points critiques correspondant a des éléments fonctionnels centraux (fig. 16)

- 10 attributs permettant d’appréhender les points clés du fonctionnement (fig. 17)

L’évaluation portant sur la surveillance nationale inter-parcs des amphibiens, la
représentation par section (fig. 15, annexe 10) cache une forte hétérogénéité entre les
parcs et tend a dissimuler les points forts de la surveillance dans les différents PN, a

cause des divergences inter-parcs qui existent.

Les objectifs et champ de surveillance (note de 50%"), répondent aux
objectifs classiques d’un réseau de surveillance avec pour objectif principal la
détection d’agents pathogénes en cause dans des événements de mortalité, mais sont
majoritairement centrés sur les ranavirus (excluant diverses causes dont les toxiques
et d’autres agents pathogénes) et manquent de formalisme et d’harmonisation

centrale, certains agents se demandant « pourguoi doit-on surveiller ? »

L’organisation institutionnelle centrale (14%), qui comprend unité centrale,
comité de pilotage et comité scientifique, est une limite majeure du réseau. Cette
organisation est a l'origine d’'un manque de formalisme et d’harmonisation impactant

'’ensemble des sections.

L’'organisation institutionnelle de terrain (53%) est, a [linverse de

'organisation centrale, un élément fort du réseau malgré d’importants besoins de

" La note par section est obtenue en additionnant les notes des critéres de la section (Annexe 11) et en divisant par le total de points
possibles pour la section : somme de notes / (nombre de critere — criteres sans objet) x3
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moyens humains et financiers. Le manque de moyens est toutefois une limite majeure
a la pérennité du réseau, avec pour certains parcs un manque de temps a consacrer
a cette surveillance. Pour illustration, le PN des Cévennes dispose de "21 agents de

terrain, 1350j de travail biodiversité, dont 25j amphibiens et reptiles [sanitaire et autre]".

Le laboratoire (52%) est un élément central du réseau et remplit les missions
qui lui sont attribuées, mais souffre d’'un manque de résilience, en lien avec son mode
de financement et de fonctionnement. Ces derniers occasionnent souvent des délais
de production et de transmission des résultats incompatibles avec les objectifs de

surveillance et les besoins de gestion du réseau.

Les outils de surveillance (38%) répondent, au moins en partie, aux objectifs
localement. Toutefois, a I'échelle nationale un fort besoin de standardisation des outils
(e.g. les fiches de collecte) est identifie. De méme, un besoin de repenser et
standardiser les protocoles et les prélevements a été identifié, avec pour objectif

d’inclure 'ensemble des agents pathogenes et menaces (e.g. toxiques).

Les modalités de surveillance (33%) sont localement pensées pour répondre
aux objectifs en tenant compte des contraintes humaines et en reposant
essentiellement sur de la surveillance évenementielle de mortalité « massive et
anormale » ou des projets de recherche ponctuels. Toutefois sont identifiés un besoin
d’harmonisation inter-parcs, ainsi qu'un besoin d’adaptation des modalités a la
surveillance des urodeles et des especes a enjeu de conservation. De plus, les autres
taxons sensibles (reptiles et poissons pour les ranavirus) ne sont actuellement pas
inclus dans les modalités de surveillance. Toutefois, un des points fort du réseau réside
dans sa capacité a assurer une surveillance des amphibiens basée sur des protocoles
ne nécessitant pas de temps de travail spécifique, permettant au réseau de remplir
ses objectifs en s’adaptant au manque de moyens humains et financiers. Dans les
différents parcs les agents font « le tour des lacs et points d’eau lorsqu’ils passent a
c6té lors de [leur] tournée ». Ce mode de fonctionnement, couplé a la sensibilisation

des visiteurs, permet d’assurer une bonne détection des cas de mortalité massive.

La gestion des données (10%), n'est actuellement pas réalisée au sein du
réseau national. De plus, localement (i.e. dans chaque parc) cette gestion est parfois
complexe (saisies multiples sur supports multiples) et manque de pérennité et de

formalisation. Il existe un fort besoin d’harmonisation et d’implémentation d’'un outil
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unique et simple. Par ailleurs, quasiment aucune valorisation des données n’est

réalisée (autre que I'étude présentée en partie Il de ce manuscrit).

La formation (13%) initiale des agents des parcs dans le cadre de la
surveillance sanitaire des amphibiens est actuellement réalisée oralement sur le
terrain par des agents plus anciens et repose sur la volonté des CM et des agents de
maintenir une vigilance et une formation minimale sur ces thématiques. Une
formalisation et un support actualisé et couvrant 'ensemble des dangers surveillés
seraient utiles a cette formation initiale. De plus il existe un besoin de formation
continue des agents, qui nécessite notamment l'implication dans le réseau de
personnel compétent dans les thématiques de I'épidémiologie et des agents
pathogénes des amphibiens pour animer ces formations. La formation pourrait

notamment étre réalisée en partenariat avec 'OFB.

La communication (29%) bien que globalement satisfaisante en intra-parc,
nécessiterait une amélioration en inter-parcs, ainsi que des retours individuels des
résultats d’analyses aux agents. Par ailleurs, la communication externe (a destination
du public, des pécheurs, éleveurs, ...) est a développer et a standardiser, de méme

qgue les actions entreprises lors d’épisode de mortalité.

L’évaluation (0%) du réseau n’est actuellement pas réalisée en interne et la
présente évaluation constitue la premiere évaluation externe. Des indicateurs de
performance simples d’usage permettraient une évaluation interne réguliére et un
maintien a niveau de la surveillance pour répondre aux objectifs, possiblement

évolutifs.

Section 1 : Objectifs et champ
de la surveillance

Section 2 : Organisation
institutionnelle centrale

Section 3 : Organisation
institutionnelle de terrain

Section 4 : Laboratoire

Section 5 : Outils de
surveillance

o 0 @

Section 6 : Modalités de
surveillance

Section 7 : Gestion des données

Section 8 : Formation

Section 9 : Communication

Section 10 : Evaluation

CAICARCARC AN

Figure 15 : Sortie 1 de l'outil
OASIS — notes par sections de
I'évaluation de la surveillance
sanitaire des amphibiens dans
les parcs nationaux

métropolitains de montagne.
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La représentation des points critiques du réseau (fig. 16) permet de mettre en
évidence deux points satisfaisants du réseau (Objectifs et Outils), bien que pouvant
bénéficier d’'un meilleur formalisme et d’une structuration centrale. Mais ce graphique
met aussi en évidence deux points faibles principaux du réseau : la communication et
la gestion / utilisation des données (Recueil et circulation + Traitement et
interprétation des données, Diffusion de I'information). Enfin, 'animation et
'échantillonnage du réseau sont, comme les points précédents limitée en I'absence
d’'unité centrale. Mais localement une animation existe de fagon satisfaisante par les
responsables des thématiques amphibien et peut servir de base pour 'amélioration de
'animation générale et nationale du réseau, et I'échantillonnage est localement

satisfaisant.

Figure 16: Sortie 2 de
l'outil OASIS — notes de
I'évaluation  par  points
critiques de la surveillance

sanitaire des amphibiens

»
&
-

- dans les parcs nationaux

métropolitains de

montagne.

Objectifs
(sur 15)
Animation
(sur 15)
Outils
(sur 207

Echantillonnage
{sur 20

Recueil & cireulalion

des

Traitemenl & interprétation

La représentation par attributs (fig. 17) permet de visualiser, que trois d’entre
eux (sensibilité, spécificité et représentativité) sont au-dessus des autres et traduisent
des éléments forts du réseau.

La sensibilité (proportion de cas réels détectés) et la spécificité (proportion de
cas signalés correspondant aux dangers surveillés) traduisent des protocoles locaux
répondant globalement aux objectifs. Mais elles sont limitées par un manque
d’harmonisation inter-parcs et des définitions de cas (et protocoles) centrées sur les
ranavirus chez les anoures, et ayant besoin d’étre élargies pour inclure les autres
dangers sanitaires et les especes a enjeu de conservation. De plus ces deux attributs
sont pénalisés par la subjectivite des définitions de cas, « mortalité anormale »
pouvant évoquer selon les agents : « Toute mortalité [sur des] cadavres non blessés

et non consommés », ou « toutes les mortalités, quelle qu’en soit la cause, dans le
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doute », ou encore « des mortalités massives, autres que celles de la reproduction au

printemps ».

La forte représentativité du réseau reflete la forte implication des agents de
terrain et unités intermédiaires (responsables amphibien des PN et responsables de
secteur), qui permet une bonne couverture de I'ensemble du territoire avec un bon

niveau de sensibilisation des agents de fagon général.

La bonne simplicité du réseau, découle du fonctionnement local du réseau qui
est relativement simple, bien que parfois compliqué par des démarches peu
formalisées et des saisies de données multiples. Cette simplicité ne refléte cependant
pas I'hétérogenéité de fonctionnement entre les parcs, qui peut constituer un frein a la

simplicité du fonctionnement nationale et central du réseau.

La note d’utilité traduit la capacité du réseau a remplir ses objectifs, mais est
fortement pénalisée par le manque d’utilisation des données de la surveillance pour la
mise en place de mesures de gestion (e.g. pédagogie, prévention). Cette utilité est
actuellement essentiellement le reflet de la capacité individuelle des Parcs a remplir
leurs objectifs, mais le réseau a besoin de structuration centrale pour améliorer son

utilité a I'échelle nationale

La rapidité représente un des principaux points faibles du réseau. Son niveau
s’explique notamment par le fonctionnement du laboratoire. En effet, la partie
laboratoire du réseau dispose de personnel en nombre limité entrainant des délais
importants entre envoie des prélevements et réception des résultats. Par ailleurs, le
CEFE étant un organisme de recherche et non un laboratoire de diagnostic, les
consommables des analyses sont utilisés quasi exclusivement dans le cadre du
réseau de surveillance, et leur colt unitaire couplé a leur faible durabilité contraint a
un achat groupé (donc a des analyses groupées), ce qui contribue a 'augmentation

des délais.
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Enfin, les quatre attributs acceptabilité, stabilité, fiabilité et flexibilité
présentent des notes faibles, qui sont liees au manque de moyens humains et
financiers du réseau, qui sont actuellement essentiellement financés (lorsqu’il y a
financement) par des fonds de recherche et des « programmes européens [qui] sont
non pérennes et donc une fausse solution [pour la surveillance sanitaire] ». De plus,
ces attributs sont impactés par le manque de résilience du laboratoire (capacité
d’analyse limitée, délais importants, absence de standardisation des transmissions de
résultats) et traduisent conjointement la précarité du réseau, qui est un des points

essentiels a améliorer afin d’assurer une surveillance pérenne et sur le long terme.

1-Sensibilité

9-Simplicité 3-Représentativité

8-Acceptabilité 4-Rapidité

7-Stabilité 5-Flexibilité

6-Fiabilité
Figure 17 : Sortie 3 de l'outil OASIS — Diagramme en toile d’araignée de I'évaluation de la

surveillance sanitaire des amphibiens dans les parcs nationaux métropolitains de montagne.
D. Recommandations

1. Recommandation structurelle générale

A lissue de cette évaluation, différentes recommandations ont été formulées
pour I'amélioration et la pérennisation du réseau de surveillance sanitaire des
amphibiens dans les parcs nationaux métropolitains francais. Ces recommandations
concernent notamment la structuration (fig. 18) du réseau, qu’il apparait nécessaire de
faire évoluer. Pour cela deux scénarios ont été envisagés, pour lesquels il faudra dans
tous les cas formaliser le role des différents partenaires.

Le premier scénario nécessiterait de repenser le réseau actuel dans le cadre
d’un partenariat central entre les PN et le réseau SAGIR de I'Office Frangais pour la
Biodiversité (OFB). Ce scénario permettrait au réseau de surveillance de bénéficier de
l'appui scientifique et technique de SAGIR, ainsi que du réseau de laboratoires
partenaires et de personnes ressources, et également de s’appuyer sur la base de
données Epifaune2. Ce partenariat permettrait également a plus long-terme de pouvoir

intégrer facilement d’autres espaces protégés (parc naturels régionaux, ...) voire des
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espaces non protégés dans un réseau national de surveillance de la mortalité et des
agents pathogénes des amphibiens frangais. Cependant ce scénario n’est possible
gu’avec un élargissement des prérogatives de SAGIR aux amphibiens, ainsi qu’une
adaptation d’épifaune, cette derniére ayant par ailleurs déja été envisagée avec un
élargissement du référentiel taxonomique.

Le second scénario présenté est une évolution du réseau sans modification
majeure de sa structure centrale. Ce scénario nécessiterait toutefois une inclusion
d’autres laboratoires pour I'analyse, en complément ou remplacement du CEFE, ainsi
que linclusion au réseau de nouveaux partenaires (Ecoles Nationales Vétérinaires,
laboratoires de recherche, OFB...) dans le comité d’appui scientifique et technique
(CST). Par ailleurs, le développement (a I'échelon central) d’outils de gestion et

collecte de données reste utile.
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Coordination vétérinaire :
centrale
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Figure 18 : Organisation de la surveillance sanitaire des amphibiens dans les Parcs nationaux
métropolitains francgais et recommandations pour améliorer le fonctionnement et la pérennité du
réseau.

Les propositions de modifications sont figurées sur fond gris.
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2. Recommandations spécifiques par section

En complément de la restructuration du réseau, des recommandations sur les

aspects fonctionnels du réseau ont également été formulées. Ces recommandations

ont été regroupées par section et priorisées (tab. 5).

Tableau 5 : Recommandations pour I'amélioration du réseau de surveillance des amphibiens dans les

parcs nationaux de France métropolitaine.

Le 1% scénario comprend une inclusion réseau dans le réseau SAGIR de I’OFB et le 2" scénario prévoit
un maintien de son autonomie. La priorisation des recommandations est : prioritaire, moyen a long terme.

SECTION

1: Obijectifs et champs de
surveillance

2: Organisation
institutionnelle centrale

BE Organisation
institutionnelle de terrain

4 : Laboratoire

SCENARIO 1 SCENARIO 2

1) Penser et formaliser les objectifs de surveillance pour, par exemple, inclure
I’ensemble des pathogénes et causes de mortalité pertinentes dans le contexte
des parcs nationaux (ranavirus, chytrides, toxiques). Ces objectifs sont a définir
en adéquation avec des actions de gestion en cas de mortalité détectée.

2) Travailler a une coordination des P.N., par exemple par la formalisation
d’un groupe de travail inter-parcs sur les amphibiens.

3) Prévoir des créneaux et interventions d’experts sur les thématiques amphibiens
dans les CoPil VS et les conseils scientifiques des PN.

4) Repenser ’organisation centrale 4) Créer une unité centrale avec une
avec 2 partenaires majeurs: activitt amphibien ou formaliser la
SAGIR (OFB) et les parcs thématique sanitaire amphibiens dans
nationaux. S appuyer sur le réseau de ~ les échanges entre CM des PN
partenaire SAGIR et les partenaires 4°) Inclure des partenaires compétents
déja existants dans le réseau pour au CST (ENV, pdle EVAAS, C. Miaud,
composer 1’échelon central. D. Schmeller).

5) Articuler la priorisation des objectifs de surveillance (e.g. espéces a enjeu
de conservation ou forte valeur patrimoniale) et I’allocation d’un budget
pérenne & la surveillance sanitaire des amphibiens.

6) Prévoir un budget temps des agents de terrain alloué a cette surveillance
en accord avec les objectifs. Peut nécessiter le recrutement de nouveaux agents

7) Inclure une phase de réflexion systématique (basée sur la présentation
clinique, la situation de chaque parc et ’anatomopathologie) pour décider des
analyses a mener pour chaque mortalité, afin de ne pas exclure des causes
possibles tout en limitant les frais d’analyse.

8) Convention financiere entre les
parcs et le CEFE pour recrutement de
personnel de laboratoire (CDD)
compétent en PCR, autopsies et
histologie, ET/OU

8’) Inclusion et formation de
laboratoires d’analyse (non de
recherche) dans le réseau

8) Diagnostic (PCR,
anatomopathologie et histologie)
par les laboratoires compétents du
réseau partenaire de SAGIR.

8) Formation de  nouveaux
laboratoires partenaires aux
techniques utilisées si nécessaire.

9) Inclure des ENV et UMR (e.g. équipe de C. Miaud au CEFE, équipe de D.
Schmeller a I’ENSAT) pour aider a [’investigation et au typage. Ainsi que pour
des questions de recherche en lien avec le laboratoire.
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5 : Outils de surveillance

6: Modalités
surveillance

7 : Gestion des données

8 : Formation

9 : Communication

de

10) Développer et utiliser des fiches de recueil d’information et des protocoles
standardisés (nécessite un travail inter-parc).

Les outils et protocoles gagneraient a étre simples d’usage, formalisés et a
nécessiter peu ou pas de temps agent supplémentaire. Dans la mesure du possible,
mutualiser les outils avec les autres missions des agents.

11) Repenser la nature des prélévements et techniques de conservation pour
permettre la recherche de toutes causes de mortalité

12) Les différentes actions de veille écologique (suivi démographique, CMR, ...)
pourraient étre standardisées et valorisées pour la surveillance sanitaire.

1l est important qu’elles ne contribuent pas a la dispersion d’agents pathogenes.

13) Revoir et standardiser, en inter-parcs, les modalités de surveillance et les
définitions de cas. Une adaptation des protocoles de surveillance au mode vie des
urodeles (peu de regroupement) est recommandée (il serait, par exemple, utile pour
ces especes d’inclure les mortalités individuelles aux cas).

14) Déterminer et/ou utiliser une priorisation des espéces (selon les objectifs :
especes abondantes, ou a enjeu de conservation, ou avec une forte valeur
patrimoniale) pour adapter et améliorer leur surveillance sanitaire (en cours)

15) Inclure une surveillance e-DNA des sites non connus comme ayant subis
des événements de mortalité liés a des agents pathogénes, pour suivre la
possible évolution spatio-temporelle de ces derniers en limitant les co(ts.

16) Inclure une surveillance des especes non-amphibiens sensibles aux agents
pathogénes considérés (poissons et reptiles pour les ranavirus).

17) Généraliser Putilisation 17) Utiliser un outil de gestion et une
d’Epifaune pour gérer les données.  base de données uniques et simples.

18) Exploiter les données issues de la surveillance en accord avec les objectifs
fixés, de facon réguliére et standardisée. Cela nécessiterait le recrutement ou la
formation d’un(e) (groupe de) personne(s) compétente(s) en épidémiologie et
gestion des données sanitaires.

19) Créer et utiliser un support de formation initiale (forme libre) unique et
complet pour la formation initiale systématique de tous les agents lors de leur
entrée dans le réseau. Ce support pourrait étre développé par le CST (ou une
personne compétente externe), en partenariat avec 1’OFB, et comprendre une
explicitation des techniques du protocole, des connaissances sur les agents
pathogénes et toxiques, une formation sur les bonnes pratiques de biosécurité...

19°) Le support serait a actualiser régulierement (tous les 1 ou 2 ans).

20) Développer des supports et des créneaux de formation continue (par
exemple une actualisation & chaque mise a jour de la formation initiale).

21) Faciliter la communication inter-parcs et formaliser des créneaux de
communication (horizontale et verticale). Cela doit tenir compte des contraintes
humaines du réseau et du faible temps agent disponible.

22) Faire parvenir des résultats individuels aux agents de terrain, dans un
délai court (pas seulement lors des bilans annuels).

23) Standardiser la politique et les supports de communication externe, ainsi
que les actions a destination des usagers des parcs (public, pécheurs, chercheurs).
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10 : Evaluation

24) Suivre et évaluer la surveillance en interne a I’aide d’indicateurs de
performances simples et efficaces, par exemple :

- Taux annuel de résultats fournis dans les délais compatibles avec les
objectifs de surveillance et de gestion (1 mois post échantillonnage)

- Largeur de l’intervalle de confiance a 95% de la présence d’agents
pathogénes sur les populations a enjeu (surveillance programmée)

- Comparaison du nombre de mortalités observées par espece avec la
démographie des populations locales — observée ou estimée-
(surveillance événementielle)

25) Reconduire une évaluation externe dans 5 ans.

3. Les pratiques a généraliser

En plus des recommandations, cette évaluation a permis de mettre en évidence

des points forts rencontrés localement, dont la généralisation (en tenant compte des

particularités locales) contribuerait a 'amélioration du réseau :

1)

2)

Dans I'objectif d’optimiser les moyens alloués, certains parcs comme le PNV
ont fait le choix d’utiliser la base de données Epifaune et les fiches
commémoratives associées pour lagestion de leurs données amphibiens,
ces éléments étant ceux utilisés par le Parc pour la surveillance des autres
taxons. Bien gqu’actuellement cette gestion soit compliquée par des saisies
multiples sur d’autres supports et qu’Epifaune, dans sa version actuelle, ne soit
pas prévu pour inclure les amphibiens, cette démarche constitue une piste
d’amélioration nationale, a bréve échéance, pour le réseau dans un contexte

de moyens humains, financiers et de temps limités.

En complément de la surveillance événementielle réalisée dans les différents
parcs, le PNC a mis en place une surveillance programmée dans le cadre
des suivis de lacs «référents ». Cette modalité de surveillance peut
constituer a I'échelle nationale une méthode adaptée pour le suivi de lacs avec
des populations d’amphibiens a enjeu de conservation, ou avec une forte
densité de population d’amphibiens. Cela peut étre couplé avec I'utilisation de
techniques non invasive, comme I'analyse de ’ADN environnemental (e-DNA),
pour rechercher la présence d’agents pathogenes dans les eaux et sédiments,
permettant ainsi de « cartographier » les lacs infectés sans devoir chercher et

prélever des individus.
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3) Une autre méthode pour adapter la surveillance aux populations a enjeu de
conservation et aux populations d’urodeles est, a l'instar de ce qui est fait
dans le PNM, de considérer tous les évenements de mortalité, méme
individuels. En effet les populations a enjeu de conservation sont
généralement en effectif restreint et un épisode de « mortalité massive
anormale » peut signifier la disparition de la population. Concernant les
urodéles, la surveillance de mortalité de groupe n’est pas adaptée a I'écologie

de ces populations et ne permet pas de répondre aux objectifs de surveillance.

4) Toujours en complément de la surveillance événementielle réalisée dans les
parcs, la mise en place d’une surveillance renforcée a la suite de la
détection d’'un cas de mortalité massive (comme c’est le cas dans le PNP),
constitue une modalité de surveillance utile pour répondre aux objectifs du
réseau et pour assurer une gestion compléte en cas d’épizootie affectant les

populations d’amphibiens dans une zone donnée du territoire.

5) Par ailleurs, pour répondre aux objectifs de surveillance des amphibiens, en
complément de la surveillance sanitaire, un suivi démographique des
populations comme réalisé dans le PNE vis-a-vis du Sonneur a ventre jaune
(Bombina variegata), peut constituer un indicateur indirect de mortalité (qui
pourraient ne pas étre détectée par les protocoles de surveillance sanitaire). Ce
suivi constitue de plus une base de comparaison pour évaluer le
fonctionnement interne du réseau a l'aide d’'un indicateur de performance tel
gue présenté dans les recommandations. Toutefois un tel suivi démographique
ne peut pas remplacer complétement une surveillance sanitaire, et doit étre
encadré par des protocoles stricts et des mesures de biosécurité standardisées

pour ne pas participer a la dissémination d’agents pathogénes.

E. Discussion
1. La méthode OASIS appliquée a un réseau complexe de
surveillance de faune sauvage
Dans le cadre de cette évaluation, la méthode OASIS - initialement orientée vers
I'évaluation de réseaux épidémiologiques du bétail et des animaux domestiques
(Hendrikx et al. 2011; Gorecki et al. 2012; Amat et al. 2015; Mader et al. 2021) — a été
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adaptée a un réseau complexe de surveillance de la faune sauvage, avec des sous-
unités (les parcs) constituant des sous-réseaux et présentant une hétérogénéité entre
eux. Méme si la méthode OASIS n’a pas été congue pour I'évaluation des réseaux de
surveillance de la faune sauvage, elle reste une des méthodes les plus robustes et
adaptées a ces contextes par sa flexibilité d’'usage et la grande variété des critéres
évalués en comparaison d’autres méthodes (Thacker et al. 1988; Calba et al. 2015).
Cette adaptation de la méthode OASIS, bien que pertinente et déja réalisée (version
compléte ou version « flash ») sur des contextes similaires (Lhubert et al. 2015; Hadibi
et al. 2019) conduit toutefois a des résultats d’évaluation devant étre interprétés avec

prudence, en raison d’'une grande hétérogénéité sous-jacente.

Dans une perspective d’amélioration de [I'évaluation des réseaux de
surveillance de la faune sauvage il serait pertinent de compléter 'approche OASIS par
une évaluation économique du réseau (Osofsky 2019), et par une évaluation de type
socio-épidémiologique (Wauters et al. 2014) et/ou de type K.A.P. (Knowledge Atitude
Practice) (Tiwari et al. 2019) permettant a la fois de déterminer les facteurs humains
impliqués dans la dynamique des agents pathogenes surveillés et de déterminer le
niveau de sensibilisation et d’implication de tous les acteurs potentiels de la

surveillance.

Par ailleurs, I'absence de formalisation nationale du réseau évalué a complexifié
la réalisation du diagramme structurel du réseau et la concordance des termes OASIS
(e.g. unité intermédiaire, comité de pilotage, unité centrale) avec la réalité de terrain.
Ces difficultés ont pu étre contournées en adaptant les termes et les critéres du guide
de notation. Par exemple, les personnes chargées des thématiques amphibiens dans
les différents parcs ont été considérées a la fois comme unités intermédiaires et
comme membres de I'unité centrale, car assurant des fonctions relevant de ces deux
catégories. Cependant, la considération du réseau des parcs nationaux a I'échelon
national et non individuellement, permet d’établir des recommandations pouvant
s’appliquer a la fois aux parcs évalués mais également a d’autres structures similaires
(autres parcs nationaux métropolitains, PNR, réserves naturelles...) en tenant compte
du contexte local de chaque site. Par ailleurs, la comparaison du fonctionnement des
différentes sous unités permet de déterminer des bonnes pratiques a généraliser
(comme présenté précédemment) et également permet de mettre en lumiere des

pratiques a modifier ou des besoins identifiés localement mais d’intérét national.
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2. Les résultats

Les différents résultats obtenus suite a cette évaluation (fig. 15 a 17), semblent
globalement faibles si on les compare aux résultats obtenus pour d’autres réseaux de
surveillance évalués avec la méthode OASIS (compléte ou « flash ») (Gorecki et al.
2012; Lhubert et al. 2015; Amat et al. 2015; Hendrikx et al. 2017; Mader et al. 2021).
Cette faiblesse des notes résulte de deux causes, la premiére est que la méthode
OASIS ayant été développée pour des réseaux de surveillance en faune domestique
(souvent couplés a des mesures de prophylaxie ou supportés par les services de
I'état), les criteres relevant des moyens (humains, financiers et matériels) sont plus
difficiles a atteindre pour des réseaux tel que celui évalué. De plus, ces faibles notes
sont a mettre en regard de I'historique et de la structure du réseau. En effet la
surveillance des amphibiens dans les PN a vu le jour au début des années 2010 dans
le cadre de programmes de recherche européens et nationaux visant a évaluer la
présence et la circulation d’agents pathogenes (ranavirus et Bd) en France. Cette
surveillance basée sur des protocoles et des financements de recherche a ensuite été
maintenue et transformée, sans étre adaptée, en un réseau de surveillance avec des
objectifs tels que présentés. Cette évolution « non contrdlée » de la surveillance a
entrainé de fortes inadéquations entre objectifs et moyens, ce qui s’ajoute au point

précédent pour expliquer les faibles notes.

Ces notes sont toutefois a nuancer, car elles dissimulent une forte
hétérogénéité entre parcs et parce qu’elles reflétent les attentes que I'on aurait pour
un réseau de surveillance « classique » d’'une maladie ou d’'un groupe restreint de
maladies sur une espéce (ou un petit groupe d’espéces). Ces notes sont donc a
considérer avec précaution si on les regarde isolement, mais doivent étre retenues
comme niveau de base du réseau afin de permettre une comparaison lors de

prochaines évaluations.

F. Conclusion
En conclusion cette évaluation a permis de mettre en évidence des pratiques
convergentes de surveillance sanitaire des amphibiens entre parcs nationaux, mais a
également mis en lumiére une coordination nationale embryonnaire et un besoin
important de moyens humains et financiers, ainsi qu’'un besoin d’appui scientifique et
technique. L’analyse de ces fragilités et besoins a permis de générer un ensemble de

recommandations visant a améliorer lefficacité et la pérennité du réseau de
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surveillance. De plus cette évaluation peut constituer une base méthodologique et un
élément de comparaison pour la surveillance sanitaire des autres taxons dans les

parcs nationaux et autres espaces protégeés de France métropolitaine.
Conclusion générale

Dans son ensemble, cette étude a permis d’évaluer et de valoriser 'ensemble
des étapes de la surveillance des ranavirus dans les populations d’amphibiens du
PNM. Elle a également permis d’apporter un éclairage nouveau sur la surveillance
sanitaire globale des amphibiens dans les PN francais. Ces différentes étapes ont
permis de mettre en lumiere un rdle crucial d’une telle surveillance, ainsi que ces
différents points forts. Mais cette étude a également permis de soulever les limites et
besoins actuels d’un tel dispositif. Cela a conduit a de nombreuses recommandations
et propositions d’améliorations pour continuer la surveillance sanitaire des amphibiens

dans les espaces protégés le plus utilement et efficacement possible.
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Annexes

Annexe 1 : Evolution spatio-temporelle des analyses de mortalité d’'amphibiens en

fonction du statut infectieux ranavirus dans le PNM
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Annexe 2 : Exemple de fiche d’accompagnement de prélevements d’amphibiens

dans le PNM
wo Etude de la mortalité ch ibiens les zones hurnides de montagne
Date: /3/ uf . Heure: A2 {,\O‘O
Observateurs. . Q\ Vi€ RE @M
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Si non, quelle proportion approximative (en %) : '
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Photographie réalisées:  ® Oui ONon

Commentaires : 3 {—"gf‘a,rdb + A ﬁmww 6(,,_@ Pz)/é(x;a

Remplir si possible le tableau ci-dessous avec le nombre approximatif d’animaux dans chaque état (morts/moribonds/vivants)

et de chaque catégorie (adulte/juvénile/tétard). Si vous ne faites pas de comptage, notez les proportions relatives ou seulement
Ia présence absence. ‘
Espéces vues tétard Juvénile : adulte
3 * Vivant mort Vivant moribond mort Vivant moribond mort
u,z[&_ focene - Y 0

Coantact pour tous renseignements
clande.miaud@cefe.cnrs fr et marie poulain@cefe.cors.fr

- < r
Site (ieu-dit, lac...):  @aloowex Sud . \(Ssuoe . uFESA tare a cofe das

73




Annexe 3 : Résultats des tests de colinéarité entre variables
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Annexe 4 : Définition des différentes unités du réseau de surveillance

« Comité de pilotage : groupe de personnes en charge de fixer les grandes
orientations et les objectifs du réseau. Généralement composé des décideurs

des organisations incluses dans le réseau de surveillance.

o Comité scientifique et technique : regroupe les personnes en mesure de
concevoir et faire évoluer les protocoles et outils de surveillance en fonction
des objectifs et de la situation globale. Il constitue un soutien scientifique &
technique et conseil le comité de pilotage. Peut-étre confondu avec le comité

de pilotage

e Unité centrale : ensemble des personnes responsables de la centralisation
des données, de leur analyse et de leur diffusion. Anime la surveillance et
rend compte des résultats au comité de pilotage. Généralement dirigé par le

ou les animateurs.

e Unités intermédiaires & Unités locales : unité entre les collecteurs de
donnée et I'unité centrale. En charge de coordonner les activités de terrain et

de réaliser une premiére étape de tri et validation des données.
e Sources de données : ensemble des personnes intervenantes dans la

récupération des données brutes sur le terrain. Dans le réseau présenté les

sources de données sont confondues avec les collecteurs de données.
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Annexe 5 : Termes et conditions de I'’évaluation, transmis aux responsables du

réseau pour validation de la démarche avant mise en application

Projet d’évaluation de I'épidémiosurveillance des amphibiens
dans les parcs nationaux frangais métropolitains

Etudiant a I'école vétérinaire de Toulouse en derniére année, je prépare mon projet de fin de
master 2 Gestion Intégrée des Maladies Animales (Tropicales). Ce master représentant mon
année d’approfondissement. Dans le cadre de ces travaux, je réalise une étude sur la mortalité
due a des ranavirus dans le Parc National du Mercantour et les autres parcs nationaux (PN) de
montagne et de forét. Cette étude comprend notamment un volet d’évaluation des systémes
d’épidémiosurveillance des amphibiens dans les PN. A cette fin, le parc national nom du parc
est invité a prendre part a cette évaluation, qui est financée et approuvée par la fédération des
parcs dans la continuité de I'évaluation de la stratégie sanitaire quia eu lieux en 2019 [,

La réalisation de I'évaluation se fait selon la méthode OASIS ], en 4 grandes étapes :

1) Constitution de I'équipe d’évaluation (T. Durand?, C. Miaud?, S. Larrat3, L. Palumbo) et
détermination des termes de I'évaluation.

2) Rencontres avec les responsables et animateurs du systéme de surveillance de chaque
parc et premiére réunion bilan par 'équipe d’évaluation.
= En tant que personnes référentes du dispositif pour le parc nom du parc ,vous serez
interviewés lors de cette phase.

3) Rencontres avec les différents acteurs de terrain (agents du parc, personnel de
laboratoire, ...) et deuxiéme réunion bilan.
= Différents agents du parc seront interviewés par I'équipe d’évaluation, ainsi que des
personnes extérieures (personnel de laboratoire, partenaires, ...). Un planning des
entretiens, qui auront lieu au premier trimestre 2021, sera établi prochainement.

4) Concertation et évaluation finale. Rédaction des recommandations. Restitution.

Le résultat de I'évaluation sera une synthése des systémes de surveillance des six PN
enquétés. Cette évaluation conduira a une liste de recommandations hiérarchisées pour
I'amélioration de cette surveillance a I’échelle nationale, et également des recommandations
individualisées pour les différents parcs, tenant compte des spécificités de chaque situation.

En amont des entretiens, un questionnaire vous sera adressé : il a pour objectif de recueillir
des éléments généraux sur les spécificités du parc et de son dispositif de surveillance. Cette
phase préliminaire permettra de préparer au mieux les entretiens et de cibler les intervenants a
interroger. Il vous permettra également de prendre connaissance des grandes thématiques
abordées lors de I'évaluation. La réponse a ce questionnaire, n’est pas obligatoire et peut étre
partielle, mais est vivement souhaitée.

Références

[a] S. HADIBI and P. HENDRIKX, 2019. Evaluation initiale du volet surveillance de la faune sauvage de
la stratégie sanitaire pour la faune sauvage de métropole des Parcs nationaux de France. ANSES / PN.
[b] F. BOUE, et al., 2010. OASIS - Outil d’analyse de systémes d’information en santé- Rapport du
groupe de travail ANSES. ANSES. Groupe épidémiosurveillance ANSES sur I'outil OASIS.

!Directeur adjoint PN Ecrins et interlocuteur pour la stratégie sanitaire des PN
2Directeur d’études EPHE, UMR 5175, CEFE, Montpellier
3Vétérinaire consultant, Pdle EVAAS, VetagroSup, Lyon

Thése vétérinaire et projet de fin de M2 GIMAT - PALUMBO Loic - 2021




Annexe 6 : Questionnaire préliminaire adressé aux 6 parcs nationaux de forét et de

montagne de France métropolitaine, pour la préparation de la phase d’entretien de

I’évaluation OASIS

Parc National Personne référente répondant (Nom/ fonction) : Date :

Questionnaire préliminaire a la réalisation de
I’évaluation de la surveillance des amphibiens dans les
parcs nationaux

Merci de faire parvenir, en plus du document réponse, tous les documents que vous
jugez pertinents en lien avec les thématiques de santé des amphibiens, a I'adresse
suivante : loic.palumbo_16@envt.fr

1ére partie : Organisation institutionnelle du PN

» Des enjeux sanitaires sont-ils identifiés au niveau du parc ? (Préciser les taxons /
espéces concerné(e)s ainsi que les problématiques de santé rencontrées)

» Le parc dispose-t-il de référent(s) sanitaire(s) ? (Préciser le nom et le poste)

> Une organisation des acteurs exi -elles autour des thématiques de santé au
sein du parc ? Si oui, en décrire I'organisation (noms et fonctions des intervenants, relations

hiérarchiques). Vous pouvez faire parvenir un organigramme.

Parc National Personne référente répondant (Nom/ fonction) : Date :

Des amphibiens sont-ils présents sur le Parc ? (Préciser s'il s'agit d’anoures et/ou urodéles.
Si possible lister les espéces)

» Le parc a-t-il des partenaires scientifiques ou financiers sur des thématiques
amphibiens ? (Préciser le nom du partenaire, sa contribution, la durée et l'intitulé du (des)
projet(s) concerné(s)).

» Le parc dispose-t-il d’un (plusieurs) référent(s) sur les thématiques amphibiens ?
(Préciser le nom et le poste)

> Y a-t-il au niveau du parc un suivi de la santé des amphibiens et de leurs
populations ? Si oui de quelle nature ? Si oui, merci de passer directement a la 2™ partie

> La mise en place d’un suivi de la santé des amphibiens est-elle en cours ? Est-elle
envisagée a plus ou moins long terme ? Si oui, merci de répondre aux questions de la
2iéme partie en se basant sur les travaux et réflexions en cours
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Parc National Personne référente répondant (Nom/ fonction) : | Date :

En cas de réponse négative aux deux questions précédentes merci de retourner le
questionnaire sans répondre ala 2#m¢ partie.

2¢éme partie : Surveillance sanitaire des amphibiens

> Quelles sont la (les) espece(s) suivie(s) ? S'il s'agit de toutes les espéces présentes ne
pas re-lister

> Quel(s) est (sont) le(s) objet(s) de la surveillance ? Disposez-vous d'une définition
de cas ? Si oui, préciser.

» Ya-t-il une (des) personne(s) référente(s) de ce programme ? Y a-t-il une (des)
personne(s) en charge de I'animation du programme ? (Préciser le nom, la fonction au
sein du PN et les missions au sein du dispositif)

> Combien d’agents sont affectés a cette surveillance ? Quel part de leur temps de
travail y est consacrée ? Y travaillent-ils réguliérement ou ponctuellement ?
Si l'information est inconnue, estimer le nombre d’ETP pour le parc par an ou passer directement a
la question suivante. Si possible, fournir une liste nominative avec date de prise de fonction.

> Quelle est la nature des informations collectées par les agents ? Un support est-il
utilisé pour la collecte des informations ? Si oui, le(s)quel(s)

Parc National Personne référente répondant (Nom/ fonction) : Date :

> Des analyses de laboratoire sont-elles réalisées dans le cadre de cette
surveillance ? Par quel organi ?7C tet a quelle fréq les
échantillons sont-ils envoyés au laboratoire ?

» Lesvisiteurs du parc sont-il dans le dispositif ? Par quel(s) moyen(s) ?

> Disposez-vous d'un (des) document(s) relatif(s) a cette surveillance de la santé
des amphibiens ? Lister les documents. Prévoir de pouvoir le(s) consulter lors des entretiens

» Le parc organise-t-il des formations / sensibilisations sur des thématiques de
santé et/ou des thématiques amphibiens ? Si oui, en préciser la nature.

MERCI pour votre réponse !

A prévoir lors de la réalisation des entretiens

(Si ces éléments sont inexistants ou confidentiels merci de le préciser ci-dessous)

C  Organigramme du parc et document(s) administratif(s) de(s) partenariat(s)
T Résultats d'analyse de laboratoire (document fourni par le laboratoire)

T Budget alloué au programme de santé des amphibiens (annuel et/ou global depuis
création)

T Accés a la base de données / archives / document(s) du dispositif

T Prévoir une « visite » des lieux de stockage des prélévements
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Annexe 7 : Panel de validation de I'’évaluation aprés attribution des notes et

commentaires par I'équipe d’évaluation

La réunion de validation a été préparée en amont par 'ensemble de I'équipe d’évaluation et

a eu lieu en visio-conférence le 19/05/21 en présence d’une partie des évaluateurs.

Pour les personnes absentes le 19/05 un échange en visio-conférence a été proposeé le

29/04, en présence de T. Durand, S. Larrat et L. Palumbo, afin de présenter les résultats et

recueillir les remarques d’'un maximum de partenaire.

Véronique Arnal
Jérdme Cavailhes
Jérdme Lafitte
Benoit Deffrennes
Yoann Bunz
Marie-France Leccia
Anouk Decors
Lorette Hivert
Guillaume Le Loc’h
Emmanuelle Gilot-
Fromont

Pascal Hendrikx
Dirk Schmeller

UMRS5175, CEFE, CNRS
PNV

PNP

PNC

PNE

PNM

OFB - SAGIR
OFB - Epifaune
UMR IHAP, ENVT
VetAgro Sup, pble
EVAAS

CIRAD

ENSAT

Absente (présente 29/04)
Présent

Absent

Présent

Présent

Présente

Absente

Présente

Présent

Présente

Présent

Présent
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Annexe 8 : Personnes interviewées et modalités de réalisation des entretiens

Nom et Prénom Affiliation Date (2021) Modalité « Evaluateur »
Jéréme Cavailhes Chargé mission faune — PNV .

= : : Loic Palumbo
Joél Blanchemain* | TPN — Haute-Maurienne - PNV Colléaial [LP] +
Elodie Antoine* TPN — Haute-Tarentaise - PNV 19 février ; gl. ; .

: présentiel Sylvain Larrat
Nicolas Gomez* TPN — Pralognan - PNV [SL](Visio)
Valérie Hagry GM — Modane — PNV
Franck Parchoux* TPN — Modane - PNV Indisponible
Jocelyn Fonderflick | Chargé mission faune - PNC Colléaial
Bruno Descaves* GM — Causses-Gorges - PNC 24 février résegtiei LP + SL
Benoit Deffrennes* | GM — Mont-Lozere - PNC P
Cyril Rombaut GM — Aigoual - PNC
Gilles Garnier GM — Vallées cévenoles - PNC Indisponibles
Barraud Réemy GM — Vallées cévenoles - PNC
Man_e—France Charg}a.e de mission partenariat 25 février V|§|o- L Palumbo
Leccia scientifique - PNM conférence
Sophie Roux GM — ST Ubaye-Verdon (Haut- Visio-

+
Verdon) - PNM 01 mars conférence LP+SL
Marion Bensa Technicien environnement — ST 14
Haut-Var/ Cian - PNM 02 mars Téléphone L. Palumbo
Anthony Turpaud AFjJFJlnt chef de service — ST 01 mars V|§|o- Lp+SL
Tinée - PNM conférence
Raphaél Lurion Adjoint chef de service — ST 05 mars Visio- Lp+SL
Vésubie - PNM conférence
Aurélien Collenot Chef de service — ST Roya— PNM Indisponible
Jérome L afitte Chargé mission Faune - PNP Collégial,
— 22 mars . LP +SL
Germain Besson GM - Vallée d’ Aure - PNP Visio-conf.
Philippe Fontanille | GM — Luz-Gavarnie- PNP Indisponible
Yoann Bunz Chargé mission Faune - PNE
Michel Bouche* Technicien — Embrunais - PNE Colléaial
Emmanuel Icardo* | Technicien — Oisans/ Valbonnais - ° . e.g &

e 15 mars visio- LP + SL

Jerbme Foret* PNE X

: : = : : conférence
Cyril Coursier* Technicien — Briangonnais/
Thierry Maillet* Vallouise - PNE
Rodolphe Papet* Technicien — Champsaur/ Indisponible
Marc Corail* Valgaudemar - PNE 08 mars Visio-conf. LP+ SL
Régis Jordana GM — Champsaur/ Valgaudemar - Téléphone,

11 mar L. Palum

Olivier Warluzelle PNE ars commun alumbo
Alexandre Terreau | GM — Valbonnais - PNE Indisponible
Claude Miaud CEFE — EPHE [laboratoire] 12 mars Visio-conf. LP + SL
Véronique Arnal CEFE [laboratoire] 26 février Présentiel L. Palumbo
Anouck pecors SAGIR [par'Fenalre] _ 08 avril VIS/IO- LP+SL
Lorette Hivert SAGIR — Epifaune [partenaire] conféerence

Les responsables du systeme de surveillance de chaque parc est identifié : Prénom Nom

TPN : Technicien Patrimoine Naturel ; GM : Garde Moniteur ; ST : Service Territorial

*Unités Intermédiaires du systéme de surveillance : responsables de secteur, techniciens de

secteur...

Les agents « indisponible[s] » ont été conviés aux entretiens mais n’ont pas pu étre interviewés.
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Annexe 9 : Détail des critéres et notes pris en compte pour le calcul des sorties

graphiques

(A) Sortie 1 : par section

Section 1 : Objectifs et champ de la
surveillance

Mettre le pointeur sur la case 4 noter pour voir le guide de notation

1.1 Pertinence des objectifs de

sanitaire (maladies ou dangers existants
/ exotiques)

) 2
surveillance
1.2 Niveau de détail, de précision et de 1 Les objectifs sont identifiés au sein des parcs nationaux (PN) mais peu ou pas formalisés. Et des disparités existent entre les parcs.
for It i des obj ifs
1.3 Prisc en compte de I'attente des 1 Besoin d'harmonisation des attentes des parcs et partenaires.
partenaires
1.4 Cohérence des maladics ct dangers Ranavirus systématique sans typage (anoures), Bsal systématique (urodéles), Bd non systématique. Pas de recherche d'autres
sanitaires surveillée avec situation 5 causes de mortalité que les pathogénes.

Section 2 : Organisation
institutionnelle centrale

Mettre le pointeur sur Ia case a noter pour voir le guide de notation

2.1 Existence d’une structure

Echange entre les chargés de missions faune (CM) des PN (avec les partenaires du sanitaire), mais souvent informels et non

central

Section 3 : Organisation
institutionnelle de terrain

d’animation fonctionnelle (unité 1 exhaustifs. Pas centrés amphibiens. Pas de formalisation et temps disponnible a y consacrer trop faible. Mais individuellement les CM
centrale) animent la surveillance dans leurs parcs
ATE 5 Pas de comité de pilotage identifié. Existence de CoPil de Veille sanitaire et/ou groupe thématique mortalité mais sans lien avec les
2.2 Existence d’une structure de I . N
8 q R . autres parcs et avec peu de considération pour les amphibiens et I'herpétofaune
pilotage fonctionnelle et représentative 0
des partenaires (comité de pilotage)
2 . 5 P CEFE mais sans avoir réellement les persocnnes competentes en épidémio
2.3 Existence d'un comité scientifique 1
et technique du dispositif
2.4 Organisation et fonctionnement du Protocole de veille sanitaire, encadre les parcs individuellements. Pas de document entre les parcs. Convention entre PNM et CEFE
réscau prévus par la réglementation, o mais n'inclut pas les autres parcs.
une charte ou convention entre
partenaircs
2.5 Fréquence de réunions de 1 Réunion annuel, sans thématique amphibien sy ique. Avec les CM des parcs, Claude, EVAAS...
coordination centrale
2.6 Misc en place d’un suivi ct d'unc 0 Remonté des signalements et supervision par les CM dans les parcs, mais informel et pas d'autre supervision centrale.
supervision par |’échelon central
2.7 suffisance des moyens humains,
matériels et financiers de 1’échelon 0

Mettre le pointeur sur la case a noter pour voir le guide de notation

3.1 Existence d'unités intermédiaires

. L 3 Roéle assuré par les responsables ou les référents veille sanitaire de secteur & par les CM (ayant aussi un réle dans I'échelon central)
formalisées sur tout le territoire
3.2 Réle actif des unités intermédiaires
dans le fonctionnement du réseau
(validation. animation, retour 1
d’information)
. s .. . Sans objet : Les Ul sont aussi collecteurs de données, pas de supervision direct sur le terrain
3.3 Misc en place d’un suivi ou d'unc s0
supervision par I’échelon intermédiaire
3.4 Harmonisation de I"activité des 1 Des pratiques hétérogenes bien que convergentes. Pas de formalisation de 'harmonisation entreprise en inter-parcs, contrairement a
unités intermédiaires d'autres protocoles de surveillance sur d'autres taxons
3.5 Suffisance des moyens humains s0 Sans objet : traité avec le 3.8
matéricls et financiers des UI
n I Sans objet car non pertinent pour notre réseau (le volet coordination des CM reléve de I'échelon central : section 2.1)
3.6 Existence de réunions de so
coordinations a [’échelon intermédiaire
3.7 Exhaustivité ou représentativité de Zone couverte (entre les agents et le public) mais irreguliérement dans |le temps. AOA moins couverte que ZC
la couverture de la population cible par 2
les intervenants de terrain
3.8 Suffisance des moyens humains, Pas de temps spécifiquement dédié aux amphibiens et pas de budget pérenne pour les analyses. Dans les Cévennes : "21 agents de
matériels et financiers des intervenants 1 terrain, 1350j de travail biodiversite, dont 25] amphibiens et reptiles [sanitaire et autre]". De plus les activités sanitaires sont remises

de terrain

en question dans un contexte de réduction des moyens
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Section 4 : Laboratoire

Mettre le pointeur sur la case & noter pour voir le guide de notation

4.1 Intégration cffective du laboratoire

Besoin de formalisme entre le réle de CS et de labo

dans le dispositif de surveillance 3
1 seul technicien & 1 seul superviseur, donc impossible d'augmenter le rythme et lors d'absence les analyses sont réalises par des

4.2 Suffisance des ressources o N
humaines, matériclles et financiéres 0 C.DD ou des smglalreis (plus d grreurs) . — . - -

. . . Financements non pérennes dépend des programmes européens et de la possibilité de C. Miaud d'utiliser ses crédits de recherche
pour les besoins en diagnostic
4.3 Recours a |"assurance qualité pour 2 Non labellisé ISO 9001 mais démarche qualité
Ies analyscs réalisées
4.4 Qualit¢ de la standardisation du s0 Sans objet : un seul laborateire
travail entre les différents laboratoires
4.5 Proportion d'analyses soumises & 0 Courbe étalon et premiers résultats testés par EIL validés (2014) mais pas d'autre EIL réalisés depuis
EIL
4.6 Existence d'une équipe Pas d'équipe, alors qu'elle serait utile pour les autres investigations que PCR pathogenes (toxiques par exemple)
d’investigation pour appuyer les agents 0
de terrain
4.7 Pertinence des techniques de 3 Techniques adaptées et standards de gPCR sur cadavres (ranavirus) ou écouvillon cutané(chytrides). Une analyse e-DNA et des
diagnostic recherches de toxiques / polluants seraient peut-étre pertinentes pour les objectifs
4.8 Sensibilit¢ des techniques de 3
diagnostic
4.9 Speécificite des techniques de 2
diagnostic
4.10 Contrdle des réactifs de s0 Sans objet. Utilisation d'un témoin négatif et d'un témoin positif pour chaque plaque de PCR. Pas de constat de probléme de PCR
laboratoire
4.11 Niveau de technicité de la gestion 1 3 tableurs Excel (1 par pathogéne) + 1 cahier de labo (tout n'est pas reporté dans I'Excel). Plusieurs codes pour les individus (en
des données au laboratoire fonction du pathogéne) et certains codes différent entre techniciens / superviseurs pour une méme analyse.
4.12 Délai d’analysc au laboratoire
(formalisation, standardisation,
vérification, transfert des résultats a 0
I'unité centrale)
4.13 Qualité du rendu du résultat 3 Retour annuel par mail aux CM des parcs. Bilan annuel des analyses dans le Mercantour.

Section 5 : Qutils de surveillance

Mettre le pointeur sur la case a noter pour voir le guide de notation

5.1 Existence d’un protocole de

Des protocoles convergents (veille sanitaire). Mais besoins importants de précision et dhomogénéité dans les définitions de cas.

surveillance formalisé pour chaque 1

maladie ou danger surveillé

5.2 Standardisation des données o Fiches non standardisées (1fiche par parc, voire pas de fiche).

collectées

5.3 Pertinence des outils de mesure (2 so Sans objet

I'exclusion des outils de laboratoire)
Des besoins concernant les urodéles : pas ou peu de MME - épisode de mortalité massive -, donc nécessité de collecter toute

5.4 Sensibilité de la définition du cas ou mortalité

du danger 1 Seules les causes de MME ont une bonne chance d'étre détectée : Specifique seulement pour les ranavirus mais pas pour les autres
causes

5.5 Spécificité de la définition du cas 2 Globalement spécifique mais la notion de mortalité "anormale” est subjective et ouverte a interprétation par les agents

ou du danger

5.6 Simplicité de la définition du cas ou 3

du danger

5.7 Qualit¢ de renscignement des fiches 0

d’investigation

5.8 Pertinence des prélévements 1 Adapté pour la recherche de ranavirus mais pas pour les autres causes de mortalité

5.9 Standardisation des prélévements 0 Prelevements a réaliser non formalises (combien d'individus ? Commment ?)

5,10 Qualité des prélévements colletés 2 >95% ranavirus mais inférieur pour les chytrides (si écouvillon non réalisé lors de collecte notamment)

5.11 Respect du délai entre déclaration Délai de plusieurs mois

du cas ou du danger et rendu du 0

résultat

5.12 Simplicité de la procédure de 1 Déclaration par les CM, mais pas de BDD unique et centralisée (voire pas de BDD utilisée pour certains parcs)

déclaration

5.13 Simplicité de la procédure de 1 Matériel disponible facilement (ziplock, gants) mais certains cadavres difficiles d'accés (nécessité de cuissardes et épuisettes). Pas de

collecte des données fiches de recueil de données commune

5.14 Acceptabilité des conséquences

d’unc suspicion pour la source ou le 3

collecteur de données

Section 10 : Evaluation

Mettre le pointeur sur Iz case & noter pour voir le guide de notation

10.1 Systeme d’indicateurs de

performance développé et validé par les 0

responsables du réseau

10.2 Indicateurs de performance Sans objet
réguliérement calculés, interprétés et SO

diffusés

10.3 Evaluation externes effectuées 0

10.4 Misc en eeuvre des mesures s0 Sans cbjet

correctrices
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Section 6 : Modalités de surveillance

Mettre le pointeur sur la case & noter pour voir le guide de notation

6.1 Adéquation des modalités de

urveill aux objectifs du dispositif

Surveillance événementielle des anoures, nécessité d'adapter pour les urodéles et les espéces endémiques et a fort enjeu. Ajout
d'une surveillance renforcée ou programmée pour ces espéces ?

6.2 Existence d*une surveillance
évenementielle dont les résultats
montrent des résultats exhaustifs ou
représentatifs

Importante hétérogénéité de collecte identifiée parmi les acteurs de terrain

6.3 Existence d’actions de
sensibilisation des sources de données

en réseau éve iel

Fortes hétérogénéités des actions de sensibilisation. De fagon générale, besoin de régularité et d'évaluation de ses actions

6.4 Pertinence ct adéquation de
I'existence et des protocoles de
surveillance programmeée

SO

Sans objet. Ajout d'une surveillance renforcée ou programmée pour les espéces a enjeu de conservation ?

6.5 Surveillance de la faune sauvage
sensible

Pas de surveillance des autres taxons sensibles (reptiles et poissons)

6.6 Surveillance et controle des
vecteurs

SO

Sans objet : non décrit chez les amphibiens

6.7 Representativité des populations
ciblées de I'échantillonnage en
surveillance programmeée

SO

Absence de surveillance programmée (en dehors des programme de recherche ponctuel en marge de la surveillance)

6.8 Précision des résultats sur
Péchantillon en surveillance
programmeée

SO

6.9 Niveau de satisfaction du taux de
réalisation de la surveillance
programmée

Section 7 : Gestion des données

S0

Mettre le pointeur sur Ia case a noter pour voir le guide de notation

7.1 Adéquation du systéme de gestion
des données aux besoins du réscau
(base de données relationnelle, etc.)

Besoin d'harmenisation nationale, et d'une BDD relationnelle commune. Certains parcs font des saisies multiples des données, une
simplification est souhaitable

7.2 Délai de saisic des données en
accord avec les objectifs et I'utilisation
des résultats du dispositif

7.3 Personnel spécifique disponible et
qualifié pour la saisic. la gestion et
l'analyse des données

7.4 Suffisance des moyens matériels et
financiers pour la gestion et I'analyse
des données

Pas de moyens alloués a 'analyse des données issues de la surveillance (les seuls moyens sont issus de partenariat cours et
souvent de recherche) et des besoins de moyens pour la gestion

7.5 Procédures de vérification et de
validation des données formalisées et
performantes

7.6 Traitement deseriptif complet des
données

7.7 Exploitation des données en

adéquation avec les besoins du

dispositif (si possible réguliére et
ltidisciplinaire).

Pas d'équipe identifiee.

Section 8 : Formation

Mettre le pointeur sur la case & noter pour voir le guide de notation

8.1 Niveau de compétence satisfaisant
en épidémiologie des membres de
l'unité centrale

8.2 Formation initiale mise en ceuvre
pour tous les agents de terrain a leur
entrée dans le dispositif

Formation des agents sur le terrain, informelle. Incompléte et sans support adapté.

8.3. Objectifs et contenu de la
formation initiale des acteurs de terrain
du dispositif en adéquation avec les
besoins opérationnels de la surveillance

8.4 Formations de perfectionnement

régulieres

8.5 Suffisance des moyens humain,
matéricls ct financicrs pour la formation

Besoin de personnel compétent sur les thématigues pour animer la formation, mais velonté des Ul et des CM de maintenir une
sensibilisation des agents, mais peu d'intégration de ces priorités au niveau des priorités générales des établissements

Section 9 : Communication

Mettre le pointeur sur la case a noter pour voir le guide de notation

9.1 Edition réguliére de rapports et
articles scientifiques sur les résultats de
la surveillance

1 article scientifique et 2 rapports de situation publié (PNM) depuis 2011

9.2 Restitution des résultats des
analyses individuelles aux acteurs de
terrain

Bilans mais pas de restitution individuelle aux acteurs de terrain

9.3 Diffusion régulicre d’un bulletin
d’information pertinent

9.4 Restitution systématique des bilans
de résultats aux acteurs de terrain (hors

bulletin)

Bilans annuels (mail) mais difficile de vérifier. Toutefois les agents (interrogés) semblent bien avoir accés & ces retours

9.5 Présence d’un systeme d’échange
d’informations organisé

transver et verti entre

les acteurs de terrain (mail et /ou web)

Communication horizontale au sein des parcs, mais des beseins inter-parcs et verticaux vers I'échelon central

9.6 Politique de communication externe
solide

Grande variabilité entre les parcs et besoin de standardisation

9.7 Suffisance des moyens humains,
matériels et financiers pour la

Tout repose sur les CM
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(B) Sortie 2 : par points critiques

Objectifs
1.1 Pertinence des objectifs de surveillance
1.2 Niveau de détail, de précision et de formalisation des objectifs
1.3 Prise en compte de ["attente des partenaires
‘ 1.4 Cohérence des maladies surveillée avec situation sanitaire (maladies ou dangers existants / exotiques)
6.1 Adéquation des modalités de surveillance aux objectifs du dispositif
Echantillonnage
2.4 Organisation et fonctionnement du dispositif prévus par la réglementation, une charte ou convention entre partenaires
3.1. Existence d’unités intermédiaires formalisées sur tout le territoire
3.7 Exhaustivité ou représentativité de la couverture de la population cible par les intervenants de terrain
6.2. Existence d’une surveillance passive (événementielle) dont les résultats montrent des résultats exhaustifs ou représentatifs
6.4 Pertinence et adéquation de Iexistence des protocoles de surveillance active (planifiée)
6.7. Représentativité des populations ciblées de 1’échantillonnage en surveillance programmée
6.8. Précision des résultats sur 1’échantillon en surveillance programmee
6.9. Nivean de satisfaction du taux de réalisation de la surveillance programmeée

Traitement et interprétation des données

2.3. Existence d’un comité scientifique et technique du dispositif

4.2. Suffisance des ressources humaines, matérielles et financiére pour les besoins en diagnostic
4.11. Niveau de technicité de la gestion des données au laboratoire

4.12. Délai d’analyse au laboratoire (formalisation, standardisation, vérification, transfert des résultats a 1>unité centrale)vérification, transfert des résultats a

'unité centrale)

7.1. Adéquation du systéme de gestion des données aux besoins du dispositif (base de données relationnelle. etc.)

7.3. Personnel spécifique disponible et qualifié pour la saisie, la gestion et 1'analyse des données

7.5. Procédures de vérification et de validation des données formalisées et performantes

7.6. Traitement descriptif complet des données

7.7. Exploitation des données en adéquation avec les besoins du dispositif (si possible réguliére et multidisciplinaire)
8.1. Niveau de compétence satisfaisant en épidémiologie des membres de 1'unité centrale

Diffusion de I’'information

9.1. Edition réguliére de rapports et articles scientifiques sur les résultats de la surveillance
9.3. Diffusion réguliére d’un bulletin d’information pertinent

9.4. Restitution systématique des bilans de résultats aux acteurs de terrain (hors bulletin)
9.6. Politique de communication externe solide

Animation et sensibilisation

2.1. Existence d’une structure d’animation fonctionnelle (unité centrale)

2.2. Existence d’une structure de pilotage fonctionnelle et représentative des partenaires (comité de pilotage)
2.3. Existence d’un comité scientifique et technique du dispositif

2.5. Fréquence de réunions de coordination centrale

2.6. Mise en place d'une supervision des unités intermédiaires par 1’échelon central

3.1. Existence d’unités intermédiaires formalisées sur tout le territoire

3.2. Roéle actif des unités intermédiaires dans le fonctionnement du dispositif (validation, animation, retour d’information)
3.3. Mise en place d'une supervision par 1’échelon intermédiaire

3.4. Harmonisation de 1’activité des unités intermédiaires

3.6. Existence de réunions de coordinations a ’échelon intermédiaire

4.1. Intégration effective du laboratoire dans le dispositif de surveillance

4.6. Existence d une équipe d’investigation pour appuyer les agents de terrain

6.3. Existence d’actions de sensibilisation des sources de données en réseau passif (événementiel)

7.3. Personnel spécifique disponible et qualifié pour la saisie, la gestion et 'analyse des données

8.1. Niveau de compétence satisfaisant en épidémiologie des membres de 'unité centrale

8.2. Formation initiale mise en ceuvre pour tous les agents de terrain & leur entrée dans le dispositif

8.4. Formations de perfectionnement réguliéres

9.3. Diffusion réguliére d’un bulletin d’ information pertinent

9.4. Restitution systématique des bilans de résultats aux acteurs de terrain (hors bulletin)

Notes
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Recueil et circulation des données

2.1. Existence d’une structure d’animation fonctionnelle (unité centrale)

3.4. Harmonisation de I’activité des unités intermédiaires

3.6. Existence de réunions de coordinations a I’échelon intermédiaire

4.2. Suffisance des ressources humaines, matérielles et financiére pour les besoins en diagnostic

4.12. Délai d’analyse au laboratoire (formalisation, standardisation, vérification, transfert des résultats a 1’unité centrale)

5.7. Qualité de renseignement des fiches d’investigation

5.10. Qualité des prélévements collectés

5.11. Respect du délai entre déclaration du cas ou du danger et rendu du résultat

5.12. Simplicité de la procédure de déclaration

7.2. Délai de saisie des données en accord avec les objectifs et 'utilisation des résultats du dispositif

8.2. Formation initiale mise en ceuvre pour tous les agents de terrain a leur entrée dans le dispositif

8.3. Objectifs et contenu de la formation initiale des acteurs de terrain du dispositif en adéquation avec les besoins opérationnels de la surveillance
8.4. Formations de perfectionnement réguliéres

9.2. Restitution des résultats des analyses individuelles aux acteurs de terrain

9.5. Présence d’un systéme de communication organisé transversalement et verticalement entre les acteurs de terrain (mail, web, téléphone...)

Outils utilisés

4.1. Intégration effective du laboratoire dans le dispositif de surveillance

4.3. Recours a 1’assurance qualité pour les analyses réalisées

4.4. Qualité de la standardisation du travail entre les différents laboratoires

4.5. Proportion d'analyses soumises a EIL

4.7. Pertinence des techniques de diagnostic

4.8. Sensibilité des techniques de diagnostic

4.9. Spécificité des techniques de diagnostic

4.10. Controdle des réactifs de laboratoire

4.13. Qualité du rendu du résultat

5.1. Existence d’un protocole de surveillance formalisé pour chaque maladie ou danger surveillé
5.2. Standardisation des données collectées

5.3. Pertinence des outils de mesure (a l'exclusion des outils de laboratoire)

5.4. Sensibilité de la définition du cas ou du danger

5.5. Spécificité de la définition du cas ou du danger

5.6. Simplicité de la définition du cas ou du danger

5.8. Pertinence des prélévements

5.9. Standardisation des prélévements

5.10. Qualité des prélévements collectés

8.2. Formation initiale mise en ceuvre pour tous les agents de terrain a leur entrée dans le dispositif
8.3. Objectifs et contenu de la formation initiale des acteurs de terrain du dispositif en adéquation avec les besoins opérationnels de la surveillance
8.4. Formations de perfectionnement réguliéres

Recueil et circulation des données

2.1. Existence d’une structure d’animation fonctionnelle (unité centrale)

3.4. Harmonisation de I’ activité des unités intermédiaires

3.6. Existence de réunions de coordinations a 1’échelon intermédiaire

4.2. Suffisance des ressources humaines, matérielles et financiére pour les besoins en diagnostic

4.12. Délai d’analyse au laboratoire (formalisation, standardisation, vérification, transfert des résultats & I’unité centrale)

5.7. Qualité de renseignement des fiches d’investigation

5.10. Qualité des prélévements collectés

5.11. Respect du délai entre déclaration du cas ou du danger et rendu du résultat

5.12. Simplicité de la procédure de déclaration

7.2. Délai de saisie des données en accord avec les objectifs et I’utilisation des résultats du dispositif

8.2. Formation initiale mise en ceuvre pour tous les agents de terrain & leur entrée dans le dispositif

8.3. Objectifs et contenu de la formation initiale des acteurs de terrain du dispositif en adéquation avec les besoins opérationnels de la surveillance
8.4. Formations de perfectiommement réguliéres

9.2. Restitution des résultats des analyses individuelles aux acteurs de terrain

9.5. Présence d’un systéme de communication organisé transversal t et vertical t entre les acteurs de terrain (mail, web, téléphone...)
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(C) Sortie 3 : par attributs

Sensibilité Notes
2.5. Fréquence de réunions de coordination centrale

3.2. Réle actif des unités intermédiaires dans le fonctionnement du dispositif (validation, animation, retour d*information)
3.7. Exhaustivité ou représentativité de la couverture de la population cible par les intervenants de terrain

4.7. Pertinence des techniques de diagnostic

4.8. Sensibilité des techniques de diagnostic

5.4. Sensibilité de la définition du cas ou du danger

5.8. Pertinence des prélévements

5.10. Qualité des prélévements collectés

5.14. Acceptabilité des conséquences d’une suspicion ou d*un cas pour la source ou le collecteur de données

—

6.2. Existence d'une surveillance passive (événementielle) dont les résultats montrent des résultats exhaustifs ou représentatifs

- LN = W R =

6.3. Existence d’actions de sensibilisation des sources de données en réseau passif (événementiel)
6.4. Pertinence et adéquation de I'existence et des protocoles de surveillance active (planifiée) SO
6.5. Surveillance de la faune sauvage sensible 0
6.6. Surveillance et controle des vecteurs S0
6.9. Niveau de satisfaction du taux de réalisation de la surveillance active (planifiée) S0
8.4. Formations de perfectionnement réguliéres 0
9.2. Restitution des résultats des analyses individuelles aux acteurs de terrain 0
9.3. Diffusion réguliére d'un bulletin d’information pertinent 0
9.4. Restitution systématique des bilans de résultats aux acteurs de terrain (hors bulletin) 2
9.5. Présence d’un systéme de communication organisé transversalement et verticalement entre les acteurs de terrain (mail, web, téléphone...) 1

Specificite

4.9. Spécificité des techniques de diagnostic

5.5. Spécificité de la définition du cas ou du danger

6.3_ Existence d’actions de sensibilisation des sources de données en réseau passif (événementiel)
8.2. Formation initiale mise en ceuvre pour tous les agents de terrain & leur entrée dans le dispositif
8.4. Formations de perfectionnement réguliéres

0 = = NN

Représentativite

3.1. Existence d’unités intermédiaires formalisées sur tout le territoire

3.7. Exhaustivité ou représentativité de la couverture de la population cible par les intervenants de terrain

6.2. Existence d’une surveillance passive (événementielle) dont les résultats montrent des résultats exhaustifs ou représentatifs

= M

6.4. Pertinence et adéquation de I’existence et des protocoles de surveillance active (planifiée) S0
6.7. Représentativité des populations ciblées de I"échantillonnage en surveillance active (planifiée) SO
6.9. Niveau de satisfaction du taux de réalisation de la surveillance active (planifiée) S50

Rapidité
3.5. Suffisance des moyens matériels et financiers des UL
3.8. Suffisance des moyens matériels et financiers des intervenants de terrain

w
o

4.2. Suffisance des ressources humaines, matérielles et financiére pour les besoins en diagnostic

4.6. Existence d'une équipe d’investigation pour appuyer les agents de terrain

4.11. Niveau de technicité de la gestion des données au laboratoire

4.12. Délai d’analyse au laboratoire (formalisation, standardisation, vérification, transfert des résultats a I'unité centrale)

7.1. Adéquation du systéme de gestion des données aux besoins du dispositif (base de données relationnelle, ete.)

7.2. Délai de saisie des données en accord avec les objectifs et Iutilisation des résultats du dispositif

7.3. Persomnel spécifique disponible et qualifié pour la saisie, 1a gestion et l'analyse des données

9.5. Présence d'un systéme de communication organisé transversalement et verticalement entre les acteurs de terrain (mail. web. téléphone...)

- 00 =0 =00 =

Flexibilité

2.1. Existence d’une structure d’animation fonctionnelle (unité centrale)

2.2 Existence d’une structure de pilotage fonctionnelle et représentative des partenaires (comité de pilotage)
2.3. Existence d’un comité scientifique et technique du dispositif

2.5. Fréquence de réunions de coordination centrale

3.1. Existence d’unités intermédiaires formalisées sur tout le territoire

W O =

3.6. Existence de réunions de coordinations a I’échelon intermédiaire SO
4.6. Existence d’une équipe d’investigation pour appuyer les agents de terrain
8.4. Formations de perfectionnement réguliéres

10.2. Indicateurs de performance réguliérement calculés, interprétés et diffusés SO
10.4. Mise en ceuvre des mesures correctrices S0

o o

Simplicité

2.1 Existence d*une structure d’animation fonctionnelle (unité centrale)

4.11. Niveau de technicité de la gestion des données au laboratoire

5.6. Simplicité de la définition du cas ou du danger

5.12. Simplicité de la procédure de déclaration

5.13. Simplicité de 1a procédure de collecte des données

7.1. Adéquation du systéme de gestion des données aux besoins du dispositif (base de données relationnelle, etc.)
8.2 Formation initiale mise en ceuvre pour tous les agents de terrain 4 leur entrée dans le dispositif

N X Ry



Fiabilite

1.1 Pertinence des objectifs de surveillance

1.2 Niveau de détail. de précision et de formalisation des objectifs

2.3. Existence d’un comité scientifique et technique du dispositif

2.6. Mise en place d'une supervision des unités intermédiaires par I"échelon central

3.1. Existence d’unités intermédiaires formalisées sur tout le territoire

3.2. Role actif des unités intermédiaires dans le fonctionnement du dispositif (validation, animation, retour d*information)
3.3. Mise en place d*une supervision par I’échelon intermédiaire

3.4. Harmonisation de I’activité des unités intermédiaires

3.5_ Suffisance des moyens matériels et financiers des UI

3.6. Existence de réunions de coordinations a I'échelon intermédiaire

3.8. Suffisance des moyens matériels et financiers des intervenants de terrain

4.1. Intégration effective du laboratoire dans le dispositif de surveillance

4.2_ Suffisance des ressources humaines, matérielles et financiére pour les besoins en diagnostic
4.3. Recours & I’assurance qualité pour les analyses réalisées

4.4 Qualité de la standardisation du travail entre les différents laboratoires

4.5_ Proportion d'analyses soumises a EIL

4.6. Existence d’une équipe d’investigation pour appuyer les agents de terrain

4.7. Pertinence des techniques de diagnostic

4.8. Sensibilité des techniques de diagnostic

4.9. Spécificité des techniques de diagnostic

4.10. Contréle des réactifs de laboratoire

4.11. Niveau de technicité de la gestion des données au laboratoire

4.12. Délai d’analyse au laboratoire (formalisation, standardisation, vérification, transfert des résultats a I*unité centrale)
4.13_ Qualité du rendu du résultat

5.1. Existence d’un protocole de surveillance formalisé pour chaque maladie ou danger surveillé
5.2. Standardisation des données collectées

5.3 Pertinence des outils de mesure (4 I'exclusion des outils de laboratoire)

5.7. Qualité de renseignement des fiches d’investigation

5.8. Pertinence des prélévements

5.9. Standardisation des prélévements

5.10. Qualité des prélévements collectés

6.1. Adéquation des tnodalités de surveillance aux objectifs du dispositif

6.7. Représentativité des populations ciblées de I"échantillonnage en surveillance active (planifiée)
6.8. Précision des résultats sur I’échantillon en surveillance active (planifiée)

6.9. Niveau de satisfaction du taux de réalisation de la surveillance active (planifiée)

7.1. Adéquation du systéme de gestion des données aux besoins du dispositif (base de données relationnelle, etc.)

7.3. Personnel spécifique disponible et qualifié pour la saisie, la gestion et l'analyse des données

7.4. Suffisance des moyens matériels et financiers pour la gestion et l'analyse des données

7.5. Procédures de vérification et de validation des données formalisées et performantes

7.7. Exploitation des données en adéquation avec les besoins du dispositif (si possible réguliére et multidisciplinaire)
8.1. Niveau de compétence satisfaisant en épidémiologie des membres de I'unité centrale

8.2. Formation initiale mise en ceuvre pour tous les agents de terrain a leur entrée dans le dispositif

8.3. Objectifs et contenu de la formation initiale des acteurs de terrain du dispositif en adéquation avec les besoins opérationnels de la surveillance
8.5. Suffisance des moyens humain, matériels et financiers pour la formation

10.1 Systéme d’indicateurs de performance développé et validé par les responsables du dispositif

10.2. Indicateurs de performance réguliérement calculés, interprétés et diffusés

10.3. Evaluation externes effectuées

10.4. Mise en cenvre des mesures correctrices

Acceptabilité

1.3. Prise en compte de I"attente des partenaires

2.1 Existence d*une structure d’animation fonctionnelle (unité centrale)

2.2. Existence d’une structure de pilotage fonctionnelle et représentative des partenaires (comité de pilotage)
Organisation et fonctionnement du dispositif prévus par la réglementation, une charte ou convention entre partenaires
Fréquence de réunions de coordination centrale

Réle actif des unités intermédiaires dans le fonctionnement du dispositif (validation, animation, retour d’information)
3.5. Suffisance des moyens matériels et financiers des UL

3.6. Existence de réunions de coordinations 4 I'échelon intermédiaire

3.8. Suffisance des moyens matériels et financiers des intervenants de terrain

4.1. Intégration effective du laboratoire dans le dispositif de surveillance

5.6. Simplicité de 1a définition du cas ou du danger

5.12. Simplicité de la procédure de déclaration

5.13. Simplicité de la procédure de collecte des données

5.14. Acceptabilité des conséquences d’une suspicion pour la source ou le collecteur de données

o sk
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6.3. Existence d’actions de sensibilisation des sources de données en réseau passif (événementiel)

7.1. Adéquation du systéme de gestion des données aux besoins du dispositif (base de données relationnelle, etc.)
8.2 Formation initiale mise en ceuvre pour tous les agents de terrain 4 leur entrée dans le dispositif

9.1. Edition réguliére de rapports et articles scientifiques sur les résultats de la surveillance

9.2 Restitution des résultats des analyses individuelles aux acteurs de terrain

9.4. Restitution systématique des bilans de résultats aux acteurs de terrain (hors bulletin)
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Stabilité

1.3 Prise en compte de I"attente des partenaires

2.1. Existence d*une structure d’animation fonctionnelle (unité centrale)

2.2. Existence dune structure de pilotage fonctionnelle et représentative des partenaires (comité de pilotage)
2.3. Existence d*un comité scientifique et technique du dispositif

2.4 Organisation et fonctionnement du dispositif prévus par la réglementation, une charte ou convention entre partenaires
2.7. Suffisance des moyens matériels et financiers de I"échelon central

3.1. Existence d’unités intermédiaires formalisées sur tout le territoire

3.4, Harmonisation de I'activité des unités intermédiaires

3.5. Suffisance des moyens matériels et financiers des UI

3.8. Suffisance des moyens matériels et financiers des intervenants de terrain

4.2 Suffisance des ressources humaines, matérielles et financiére pour les besoins en diagnostic

4.3. Recours a I"assurance qualité pour les analyses réalisées

4.4 Qualité de la standardisation du travail entre les différents laboratoires

4.5 Proportion d'analyses soumises 4 EIL

4.10. Controle des réactifs de laboratoire

5.1. Existence d'un protocole de surveillance formalisé pour chaque maladie ou danger surveillé

5.2. Standardisation des données collectées

7.1. Adéquation du systéme de gestion des données aux besoins du dispositif (base de données relationnelle, etc.)
7.4. Suffisance des moyens matériels et financiers pour la gestion et 'analyse des données

8.5. Suffisance des moyens humain. matériels et financiers pour la formation

9.1. Edition réguliére de rapports et articles scientifiques sur les résultats de la surveillance

9.2. Restitution des résultats des analyses individuelles aux acteurs de terrain

9.4. Restitution systématique des bilans de résultats aux acteurs de terrain (hors bulletin)

9.7. Suffisance des movens humains, matériels et financiers pour la communication

Utilité

1.1. Pertinence des objectifs de surveillance

1.3. Prise en compte de I"attente des partenaires

1.4. Cohérence des maladies surveillée avec situation sanitaire (maladies ou dangers existants / exotiques)

2.4. Organisation et fonctionnement du dispositif prévus par la réglementation, une charte ou convention entre partenaires
3.4 Harmonisation de I'activité des unités intermédiaires

5_8. Pertinence des prélévements

6.1. Adéquation des modalités de surveillance aux objectifs du dispositif

7.1. Adéquation du systéme de gestion des données aux besoins du dispositif (base de données relationnelle, ete.)

7.6. Traitement descriptif complet des données

i

]

. Exploitation des données en adéquation avec les besoins du dispositif (si possible réguliére et multidisciplinaire)
9.3. Diffusion réguliére d’un bulletin d*information pertinent

9.4. Restitution systématique des bilans de résultats aux acteurs de terrain (hors bulletin)

9.6. Politique de communication externe solide
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Surveillance sanitaire des amphibiens dans les parcs nationaux francais et épidémiologie des

évenements de mortalité dus a des ranavirus dans ces espaces protégés

Ranavirus et chytrides sont des causes majeures de mortalité massive d’amphibiens. Les Parcs
Nationaux (PN) francais effectuent donc une surveillance de ces agents pathogénes. Les données en
résultant dans le PN du Mercantour ont été étudiées pour déterminer des facteurs de risque de
ranavirose chez Rana temporaria. Un effet significatif de la température sur le risque d’infection est
observé. De plus nous avons montré les limites de ces données, et proposé des variables d’intérét a
collecter systématiquement. Ensuite nous avons évalué le réseau de surveillance des amphibiens dans
les PN avec la méthode OASIS. Cela a mis en évidence les principaux points forts, mais aussi les
éléments limitant I'efficience et compliquant le fonctionnement. Des recommandations ont été faites,
dont (i) inclure des experts et temps de discussion amphibiens dans les instances de décision, (ii)

renforcer les capacités de laboratoire et réaliser des autopsies et analyses histologiques.

Mots clés : Amphibiens, Epidémiologie, Evaluation, Mortalité, Parc national, Ranavirus,
Systéme de surveillance

Health surveillance of amphibians in the French national parks and epidemiological analysis of

the ranavirus-induced mortality events on those territories

Ranavirus and chytrid fungi are major causes of mass mortality events in amphibians. Consequently,
amphibians are monitored in French National Parks (NP) for disease-associated mortality. We studied
the resulting data from the Mercantour NP to identify some drivers of ranavirus infections in Rana
temporaria. Temperature had a significant positive correlation with the risk of infection. We also
highlighted the limitation of such data and therefore we proposed relevant variables that should be
recorded. Then, we evaluated the surveillance network of amphibian mortality in French NP using the
OASIS method. We brought out the main strengths but also, limitations to the efficiency and simplicity
of the network. Those observations resulted in recommendations to improve the surveillance, such as
(i) inclusion of amphibian discussion and experts to existing steering committees, (ii) reinforcement of

laboratory capacity and the setting-up of necropsies and pathology analysis.

Keywords : Amphibians, Epidemiology, Evaluation, Mortality, National park, Ranavirus,

Surveillance network
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