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Titre : Epidémiologie de la fievre West Nile en Tunisie

Résumé

Nous avons cherché a mieux comprendre la situation épidémiologique du virus West
Nile (VWN) en Tunisie. Nous avons tout d’abord produit une carte du risque de
transmission du VWN aux équidés montrant un risque élevé dans de nombreuses
régions, dépendant de facteurs environnementaux : zones humides et climat favorables
aux populations d’oiseaux sauvages et de moustiques. Le taux élevé de séroprévalence
observé chez les équidés est compatible avec I'hypothese d’une circulation endémique

du VWN sans exclure la possibilité d'introductions répétées.

Une étude complémentaire a démontré I'exposition des oiseaux domestiques, péri-
domestiques et sauvages au VWN et a permis d’établir un premier inventaire des
especes d’oiseaux les plus exposées, pouvant servir de base a un systeme de surveillance

de I'avifaune sauvage en Tunisie.

Le suivi sérologique mensuel de poules sentinelles a permis de détecter la circulation du
virus en fin de saison chaude (septembre, octobre) a proximité de zones humides
pendant une période de forte activité des moustiques et d‘abondance des oiseaux
sauvages. L'occurrence simultanée de cas humains de fievre West Nile (FWN) laisse
penser qu'un systéeme de poules sentinelles serait utile pour une alerte précoce de

recrudescence de 'activité du VWN.

A Tissue de ce travail, nous proposons des pistes pour un systéeme de surveillance
multidisciplinaire de la FWN, adapté au contexte tunisien, et devant permettre la

détection précoce de toute circulation virale.
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Title: Epidemiology of West Nile fever in Tunisia

Abstract

Our investigations aimed at clarifying some aspects of the West Nile virus (WNV)
epidemiological situation in Tunisia, and in particular at identifying areas at high risk of
WNYV circulation. A major achievement was the establishment of a risk map for the
transmission of WNF in horses. This map shows that the risk of transmission strongly
depends on environmental factors: increased risk associated to wetlands proximity and
climatic factors favourable to wild birds and mosquitoes. The high seroprevalence
observed in horses is compatible with an endemic circulation of WNV without excluding

the possibility of repeated introductions.

Another study in birds showed the exposure of domestic, wild resident and migratory
birds to WNV, and helped establishing an initial inventory of bird species most exposed
to WNV. These studies can serve as a basis for a monitoring system of wild birds in

Tunisia.

A system of monthly follow-up of sentinel chickens detected virus circulation at the end
of the hot season (September, October), near wetlands and during a period of high
mosquito activity, and abundance of wild birds. The simultaneous occurrence of human
cases of WNF brought us to suggest that active surveillance in sentinel chickens would
be useful for early warning of increased activity of WNV. This work allows us to propose
trails for a WNV multidisciplinary monitoring system adapted to the Tunisian situation,

enabling early detection of viral circulation.
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Introduction

L’épidémiosurveillance répond au besoin de connaissance en temps réel ou quasi-réel
de la situation épidémiologique des maladies humaines, animales ou végétales contre
lesquelles des mesures de controle sont entreprises, et de projection de leur évolution
dans l'espace et dans le temps. Il s’agit d'une « méthode fondée sur des enregistrements
en continu permettant de suivre l'état de santé ou les facteurs de risque d’une
population définie, en particulier de déceler I'apparition de processus pathologiques et
d’en étudier le développement dans le temps et dans I'espace, en vue de I'adoption de
mesures appropriées de lutte » [Toma et al., 2001].

L’épidémiosurveillance est une activité essentielle des Services Vétérinaires au sens de
I'Organisation Mondiale de la Santé Animale (OIE), c’est-a-dire '’ensemble des parties
prenantes intervenant dans le domaine de la santé animale et des zoonoses.

Depuis le début du 20eme siecle, les maladies causées par des agents pathogenes
transmis par des vecteurs, dites maladies vectorielles, comme le paludisme, la dengue ou
la fievre West Nile (FWN), ont été responsables de plus de morts chez les humains que
toutes les autres causes de mortalité confondues [Kalluri etal, 2007]. Les agents
pathogénes a transmission vectorielle, via les moustiques en particulier, sont parmi les
causes principales de maladie et de décés dans le monde. Le vecteur est défini par
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme « un arthropode hématophage, qui
assure la survie, la transformation, parfois la multiplication et la transmission d’un agent
pathogéne infectieux ou parasitaire ». Un vecteur n’est pas un simple « transporteur »
d’agent pathogene. Il s’infecte en prélevant cet agent infectieux sur un héte au cours d’'un
repas de sang. A l'issue d’'une période de développement extrinseque au cours de
laquelle I'agent pathogene se réplique et infecte les organes du vecteur, celui-ci le
transmet a un nouvel hote vertébré lors d’'un nouveau repas sanguin.

En médecine vétérinaire, les maladies vectorielles prennent une place de plus en plus
grande dans l'actualité sanitaire, du fait notamment des changements écologiques tels le
réchauffement climatique ou la modification des écosystemes. En effet, ces maladies
sont particulierement sensibles aux changements écologiques susceptibles de modifier
l'aire de répartition de certains pathogenes et/ou vecteurs et de favoriser la propagation

de la maladie. C’'est le cas, par exemple, de I'émergence récente de la fievre catarrhale



ovine dans le bassin méditerranéen [Purse etal, 2005] ou de la FWN aux Etats-Unis
[Glaser, 2004], en Europe [Hubalek et Halouzka, 1999] et dans le bassin
meéditerranéen|Sotelo et al., 2011].

La large dispersion géographique de la FWN dans le bassin méditerranéen, en Europe
centrale et en Amérique du nord, avec plusieurs épidémies d’encéphalites humaines et
équines mortelles, impose la mise en place d'une surveillance épidémiologique de cette

maladie la ou elle est présente ou risque de s’établir.

Découvert en Ouganda en 1937, le virus West Nile (VWN) (famille des Flaviviridae,
genre Flavivirus, sérogroupe de l'encéphalite japonaise) était largement répandu en
Afrique, en Europe et en Asie avant son introduction en 1999 sur le continent nord-
américain. Les modalités de son introduction sur ce continent sont inconnues mais
I'hypothese d'une origine anthropique, par exemple par importation d’oiseaux infectés,
semble la plus plausible [Rappole et Hubalek, 2003]. Jusqu'au début des années 1990, le
VWN était considéré comme peu pathogene pour 'homme. Plusieurs épidémies avaient
été décrites comme bénignes, avec de rares cas graves de méningo-encéphalite.
Cependant, a cette période, des épidémies humaines importantes, caractérisées par la
survenue de nombreux cas graves avec atteintes neurologiques mortelles, en particulier
chez les personnes agées, ont eu lieu dans plusieurs pays, en Roumanie, en Russie, en
Israél, en Tunisie, en Grece, en Italie (2008-2010), en Hongrie (2008-2010) et en
Espagne(2010).

[llustrant ses capacités d’adaptation a différentes especes d’oiseaux et de vecteurs, le
VWN est présent dans toute I’Afrique subsaharienne, a Madagascar, dans le bassin
méditerranéen (Maghreb, Proche-Orient, Europe du Sud), en Europe et en Asie Mineure
jusqu’en Inde, et sur les deux continents américains [Randolph et Rogers, 2010].
Comparé a d’autres Flavivirus, il est celui dont la distribution géographique est la plus
large. Son cycle de transmission fait intervenir les moustiques (Diptera, Culicidae)
comme vecteurs, essentiellement ceux du genre Culex, et les oiseaux en tant qu’hotes
vertébrés réservoirs et amplificateurs du virus. L’homme, les équidés ainsi que d’autres
mammiferes sont considérés comme des culs de sacs épidémiologiques (leur virémie est
trop faible pour infecter des moustiques indemnes). La présence d’anticorps spécifiques

chez des vertébrés tres variés, incluant des mammiferes, des amphibiens et des reptiles,



indique toutefois que ce virus a la faculté d’infecter une grande diversité d’hotes au plan

zoologique.

Depuis 1970, des tests sérologiques ont révélé la présence du VWN en Tunisie chez des
enfants originaires de I'lle de Djerba [Hachfi etal, 2010]. En 1997, le VWN a été
responsable d’'une premiere épidémie de méningo-encéphalite humaine en Tunisie avec
un total de 173 cas enregistrés, dont 8 déces [Triki etal, 2001]. A la fin de I'été 2003,
une deuxieme flambée de cas de méningo-encéphalite a VWN a été enregistrée dans les
mémes gouvernorats cotiers, avec une extension géographique plus importante vers le
sud, impliquant 21 patients souffrant de graves signes neurologiques dont 3 cas mortels.
Durant ces deux épidémies, aucun cas clinique n’a été rapporté chez les équidés ni chez

les oiseaux.

Dans la plupart des régions de Tunisie non touchées par ces deux épidémies, les
conditions (climat, étendue des zones humides, abondance d’oiseaux migrateurs et de
vecteurs potentiels) sont propices a 'apparition et au maintien du VWN. La conjonction
de conditions climatiques (e.g., température et pluies élevées) favorables a la
prolifération de moustiques, avec la présence de nombreux oiseaux migrateurs ou
sédentaires susceptibles d’introduire et d’amplifier le VWN, pourrait ainsi entrainer

I'apparition de nouvelles épidémies.

Cependant, les conditions d'occurrence d’épidémies causées par le VWN en Tunisie ne
sont pas encore élucidées. Les informations disponibles ne permettent pas d’expliquer
clairement I'épidémiologie de cette maladie, d’autant que les études de séroprévalence
réalisées chez les équidés en 2005 [Bergaoui et al., 2007], 2007 et 2008 [El Ghoul, 2009]
dans les zones touchées par les des deux épidémies de 1997 et 2003 n’ont pas permis

de cerner I'étendue géographique de l'infection.

De nombreuses questions concernant les especes d’oiseaux et les vecteurs impliqués
dans la transmission d'une part, et les relations environnement et cycle de transmission
d’autre part, doivent faire I'objet de travaux de recherches. L’objectif de notre travail de
these est ainsi de mieux connaitre I'épidémiologie de la FWN en Tunisie, d’en tirer des
propositions pour améliorer la surveillance de la FWN, et de discuter leur intérét pour la
surveillance de la FWN chez 'Homme. Pour atteindre ces objectifs, nous avons tenté de

répondre aux questions de recherche suivantes:



Quels sont les principaux écosystemes et périodes de I'année les plus favorables a la
transmission du VWN?

Comment le VWN se maintient-il en Tunisie?

Quelles sont les especes d’oiseaux susceptibles d’intervenir dans l'introduction et
I'amplification du VWN?

La surveillance des méningo-encéphalites équines permet-elle de mettre en évidence

I'activité du VWN en Tunisie?



Chapitrel : état des connaissances

sur la fievre West Nile



1 Le virus West Nile
1.1 Taxonomie et structure

Le virus West Nile (VWN) appartient a la famille des Flaviviridae, genre Flavivirus
qui regroupe de nombreux virus classés en 8 complexes taxonomiques. Le VWN
appartient au sérogroupe du virus de I'encéphalite japonaise (E]J) [Calisher et al., 1989,
Heinz, 2000]. Récemment, des virus proches ont été identifiés en Europe : le virus Usutu
(USUV), rencontré jusque la en Afrique, a été isolé en Autriche, en Hongrie, en
Allemagne, en Suisse, en Italie et en Espagne [Savini et al., 2011, Becker et al., 2012]. Un
virus émergent, le virus Bagaza (BAGV), a été identifié en Espagne en 2010 [Agiiero
etal.,, 2011]. Les Flavivirus ont des propriétés antigéniques proches, en particulier ceux
du complexe de I'E], ce qui cause des réactions sérologiques croisées fréquentes

[Calisher et al., 1989] entrainant des difficultés de diagnostic.

Le VWN est un virus a ARN positif, simple brin et enveloppé de 45 a 50 nm de diametre
(Figure 1). Le génome de VWN est petit (11 000 a 12 000 nucléotides) et comporte deux
régions non codantes aux extrémités 3' et 5'. Il code pour 10 protéines dont 3 sont
structurales (protéines C, M et E) et 7 sont non structurales « NS » [Brinton, 2002,
Petersen et Roehrig, 2001]. L'enveloppe virale dérive de la membrane cellulaire de
I’hote et contient 2 glycoprotéines. Les protéines E associées aux protéines M
permettent 'adhésion aux cellules, le tropisme tissulaire, la stimulation des cellules

immunitaires et la réplication [Kimura et Ohyama, 1988].

Proteine E EPxoteine M

Proteine de la

;’! ,-’ capcide (é

Figure 1. Structure du virus West Nile [Zhang et al., 2003]

La nucléocapside est formée d'un génome a ARN monocaténaire de polarité positive
d’environ 11 Kb qui est constitué de deux extrémités non codantes entourant une longue

phase de lecture ouverte codant pour les protéines structurales et non structurales du
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virus [C.Chapel, 2004]. Les régions 5 et 3’ non codantes sont constituées
respectivement de 100 et 600 nucléotides. Elles sont riches en structures secondaires
avec des successions de boucles et de séquences bi-caténaires importantes dans la
réplication et la transcription virales. L'extrémité 5’ posseéde une coiffe méthylée
[Campbell et al,, 2002]. La région codante est formée par un seul cadre de lecture ouvert
(ORF) codant pour une seule polyprotéine qui, grace a des protéases cellulaires et une
protéase virale, donne naissance a 3 protéines de structure (C, prM, E) localisées dans la
partie N-terminale et 7 protéines non structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
NS5) dans la partie C-terminale [Zou et al., 2009] (Figure 2).

Génome (ARNsb+, 11000 nt)

Protéines
structurales

Protéines non
structurales

— | *» Phylogénie
- | Polyprotéine i
o4 ¢ Y v v vy v
[ || P™] £ |wsawsan] nsa [ied] [nsss] mss |
‘ Signal peplidasa {?Gclgl proiease w NS3 protease

Figure 2. Organisation du génome viral du virus West Nile [Lecollinet, 2011].

Les protéines structurales comprennent une protéine de capside (C) qui entoure 'ARN
viral en le protégeant, une protéine pré-membranaire (prM) qui bloque la fusion virale
prématurée, et une protéine d’enveloppe (E) qui sert d'intermédiaire a 'attachement

viral, la fusion membranaire, et 'assemblage des virions [Samuel et Diamond, 2006].

La protéine C de la capside est une protéine basique de 13 kda riche en résidus arginine
et lysine [Murphy et al,, 1995] . Elle joue un role important dans I'encapsidation de I’ARN
viral et dans l'apoptose cellulaire [Yang etal, 2002]. Elle possede deux domaines
hydrophobes assurant son ancrage aux membranes cellulaires, I'un au niveau de son

extrémité C terminale et I'autre dans sa partie centrale [Berthet et al., 1997a].

La protéine Pr M est le précurseur de la protéine M ; elle existe sous forme glycosylée
avec trois sites de N-glycosylation dans sa partie N-terminale [C. Chapel, 2004]. Elle est
clivée au cours de la maturation, dans la vésicule de lI'appareil de Golgi, donnant

naissance a une protéine M non glycosylée de 8 kda possédant six ponts disulfure



[Murphy etal, 1995] Cette protéine est par la suite fixée a I'enveloppe virale par sa

partie C-terminale hydrophobe.

La protéine d’enveloppe E est une protéine majeure de surface. Elle a une taille de 50
kda et elle existe toujours sous forme glycosylée. C’est la principale protéine a la surface
du virion. Elle est impliquée dans la reconnaissance du récepteur et la fusion a la
membrane plasmique et l'assemblage viral [Diamond, 2009]. C’est une protéine
hautement glycosylée et sa glycosylation est un facteur déterminant dans la

neuroinvasion du VWN [Beasley, 2005].

Les protéines non structurales assurent des fonctions enzymatiques indispensables a la
réplication virale. La protéine NS1 est une glycoprotéine de 50 kda trouvée a la surface
des cellules infectées [Lindenbach et Rice, 2003]. Elle est synthétisée, au niveau de
réticulum plasmique en méme temps que la protéine E. La fonction de la forme
extracellulaire de NS1 n’est pas connue. En revanche, elle est hautement immunogéne
[Dauphin et Zientara, 2007a]. Elle comporte des déterminants antigéniques entrainant
la formation d’anticorps détectés par la réaction de fixation du complément [Murphy

etal., 1995].

Les protéines NSZ2aet NS2b ont une taille d’environ 21 et 15 kda respectivement. La
protéine NS2b joue un rdle important dans le clivage protéolytique [Murphy etal,
1995]. La protéine NS2a est impliquée dans I'assemblage des particules virales [Liu
et al.,, 2003]. Elle est localisée dans les sites de réplication et interagit avec NS3 et NS5,

ainsi qu’'avec la région 3’ non codante [Mackenzie et al., 1998].

La protéine NS3 est une protéine multifonctionnelle conservée de 70 kda connue sous le
nom de protéase virale. Toutefois, cette région de NS3 ne serait une protéase active que
sous la forme d’'un complexe stable avec NS2b (cofacteur) ; elle posséde trois activités

enzymatiques : protéase, ARN hélicase et NTPase [Scaramozzino et Crance, 2002].

Les protéines NS4a et NS4b ont respectivement 15 et 29 kda et font partie intégrante de
la membrane de réticulum endoplasmique [Murphy et al., 1995]. La protéine NS4A a été
localisée au sein des complexes de réplication, ce qui suppose un role dans la réplication

de 'ARN [Mackenzie et al., 1998].

La protéine NS5 est une protéine de 100 kda pourvue d’une activité ARN polymérase

ARN dépendante. Elle s’associe a la protéine NS3 pour former le complexe de la réplicase



virale regroupant ainsi les activités enzymatiques de la NTPase, de I'hélicase et de la
polymérase [Campbell et al., 2002]. Récemment, le réle de la NS5 dans la suppression de
la réponse innée de I'hote a été démontré pour une souche hautement virulente du

VWN, la souche NY99 [Laurent-Rolle et al,, 2010].
1.2 Cycle de multiplication

Le cycle de multiplication du VWN est I'un des cycles viraux les plus courts. Il est
entierement cytoplasmique aboutissant a la formation de nouvelles particules virales
libérées par bourgeonnement. Globalement, trois étapes constituent le cycle viral qui se
déroule de la méme maniére chez les vecteurs et les hotes vertébrés [Mukhopadhyay

etal.,, 2003].
1.2.1 Adsorption, pénétration et décapsidation

Le cycle viral débute par l'attachement de la particule virale a son récepteur
spécifique grace a la protéine E. Apres sa fixation a la membrane cytoplasmique, le virus
pénéetre dans la cellule par endocytose. A l'intérieur de la vacuole d’endocytose, une
baisse de pH entraine une organisation en trimeres de protéines E. Ce changement de
conformation entraine la fusion de I'’enveloppe virale et de la membrane de I'’endosome
libérant ainsi la nucléocapside dans le cytoplasme de la cellule hote. Apres dégradation

de la capside, le génome viral libéré est utilisé pour la réplication et la transcription.
1.2.2 Transcription et réplication du génome viral

L’ARN génomique, de polarité positive, joue le role de 'ARN messager. Il est
directement traduit en une polyprotéine unique clivée par la suite pour donner les
différentes protéines virales. Les protéines PrM, E, et NS1 sont synthétisées dans les
vésicules du réticulum endoplasmique par clivage de la polyprotéine grace au signal
peptidase. Les protéines NS3 et NS5 sont produites dans le cytoplasme cellulaire. Enfin,

le reste des protéines virales sont synthétisées au niveau transmembranaire.

Apres transcription, le génome viral est utilisé pour la synthése de brins
complémentaires de polarité négative jouant le role de matrice pour la réplication virale.
Les nouvelles molécules d’ARN synthétisées s’accumulent dans la cellule infectée. Elles

vont soit s’associer a des polyribosomes, soit servir de matrice pour la synthese de



nouvelles copies d’ARN négatif, elles méme a l'origine de nouveaux complexes de

réplication.
1.2.3 Morphogenese et libération des virions

Cette étape débute dans les citernes de réticulum endoplasmique et se termine au
niveau des vésicules de I'appareil de Golgi (Figure 3) ou se fait 'accumulation des
nouveaux virions formés. Dans un premier temps, on assiste a la synthese et a la
maturation des protéines PrM, E et NS1 ; ces protéines se retrouvent ancrées sur le coté
interne de la membrane du réticulum par I'intermédiaire de leur extrémité C terminale.
Ces protéines sont par la suite clivées par les protéases cellulaires ce qui leur permet
d’acquérir leur conformation native avec formation de ponts disulfures et dimérisation
de la protéine E. Les sous unités protéiques C, nouvellement synthétisées, se réunissent
entre elles pour constituer des capsides vides qui seront pénétrées chacune par une

copie du génome viral donnant naissance aux nucléocapsides.

Chaque nucléocapside interagit avec les protéines PrM et E, il en résulte par la suite une
formation de particules virales immatures qui vont bourgeonner et s’accumuler dans la
lumiere du réticulum endoplasmique lui donnant un aspect gonflé. Ces particules
immatures migrent par la suite dans les vésicules de I'appareil de Golgi ou elles vont
acquérir leur maturation par clivage de la protéine PrM. Les nouveaux virions ainsi
formés sont par la suite libérés par exocytose dans le milieu extracellulaire

[Mukhopadhyay et al., 2003].
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Figure 3. Cycle de multiplication du virus West Nile [Stadler et al., 1997]
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1.3 Pouvoir pathogene

Les mammiferes contractent principalement la FWN par l'intermédiaire des

piqlres de moustiques. Les mammiferes carnivores et les reptiles peuvent aussi étre
contaminés par la nourriture. La majorité des espéces non aviaires sont des hotes finaux.
Certaines especes d’écureuils, de tamias, de lapins, de chats, d’alligators et de grenouilles
peuvent développer des titres viraux plus élevés. Quelques-unes d’entre elles peuvent
aussi évacuer le virus via leurs excréments, leurs sécrétions orales et leurs urines, et
entrainer une propagation horizontale de la maladie. L’incidence épidémiologique des
reptiles et des amphibiens sur la diffusion du VWN doit cependant encore étre étudiée.
La tique pourrait également jouer un réle dans le maintien du cycle du virus [Hayes
etal.,, 2005b].
En général, les souches virales appartenant au lignage 1 sont considérées comme plus
virulentes que celles du lignage 2. Cependant, les expériences animales ont démontré
que les phénotypes hautement ou faiblement neuro-invasifs existent dans les deux
lignages [Beasley etal, 2004]. Pourtant considérés encore récemment comme peu
pathogenes [Jupp, 2001, Zeller et Schuffenecker, 2004], ces virus de lignage 2 ont été
associés a plusieurs dizaines de cas d'infections neuroinvasives chez le cheval ou
I'Homme en Afrique du Sud en 2007-2008 [Venter et Swanepoel, 2010] et en Hongrie en
2008 [Kutasi et al.,, 2011].

Les mutations responsables de la virulence chez les virus de lignage 2 ont été déja
décrites chez les virus de lignage 1 tels que la substitution qui touche la protéine NS3 au
niveau de I'acide aminé de la position 249 par la proline [Brault et al., 2007, Papa et all,
2010]. Aussi la glycosylation au niveau de la protéine E constitue un facteur important
dans la détermination de pathogénicité [Beasley, 2005]. La majorité des souches VWN
responsables d’épidémies graves sont glycosylées en position 154-156. Le tropisme du
VWN est relativement diversifié ce qui lui permet de se répliquer dans plusieurs tissus
humains et animale et de provoquer I'apparition de divers signes cliniques [Hayes et al.,
2005b]. Chez les chevaux, et contrairement aux oiseaux, le VWN a un tropisme exclusif
pour le systéeme nerveux central (SNC); aucun antigéne n’est détecté dans le systeme
nerveux périphérique, ni dans autres tissus. Les antigenes viraux sont présents en faible
quantité dans le tissu cérébral alors que les 1ésions inflammatoires sont importantes. Un

faible nombre de virions peut étre suffisant pour stimuler une réponse immune par un
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mécanisme immunopathologique. Enfin, les mécanismes de pénétration du virus dans le
SNC et la physiopathologie de I'encéphalite restent peu connus. Il est probable qu’une
réplication virale se produise au niveau de la peau et des nceuds lymphatiques
régionaux, suite a la piqure infectante. Durant la phase virémique, on suppose que le
virus envahit le neuro-épithélium olfactif. Il infecte ensuite les neurones olfactifs par un
transport axonal rétrograde. Une fois dans le SNC, il peut se disséminer rapidement dans
tout le neuropile et se répliquer dans des zones particulieres du SNC. Des analyses histo-
pathologiques d’encéphales de chevaux malades ont montré une dégénérescence des
cellules infectées du systéme nerveux central (SNC) et une nécrose avec une

inflammation diffuse [Dauphin et Zientara, 2007b].

La plupart des infections au VWN sont non mortelles et sont éliminées par le systéme
immunitaire de 1'héte. Cependant, le virus peut persister chez certains hotes vertébrés
[Ceccaldi et al., 2004, Kuno, 2001]. Cette propriété dépend de sa capacité a infecter les

cellules cibles et a échapper a la reconnaissance du systéeme immunitaire.
1.4 Pouvoir immunogéne

L'immunité humorale est essentielle pour la protection contre le VWN. En effet, les
immunoglobulines M (IgM) limitent la dissémination virale chez I'hote vertébré. Elles
sont détectées 2 a 8 jours apres I'apparition des signes cliniques, soit environ 2 semaines
apres l'infection. Leur concentration sérique diminue au bout de quelques semaines a
quelques mois. Elles sont généralement détectables méme 2 a 4 mois apres le début de

'infection mais peuvent persister plus longtemps [Bunning et al., 2002].

Les immunoglobulines G (IgG) apparaissent quelques jours apres les IgM, généralement
12 a 14 jours apres l'infection. Leur ascension est lente, atteignant un maximum au 21¢éme
jour et persistant durant toute la vie [Diamond, 2009, Gea-Banacloche et al., 2004]. Ces
anticorps induisent une immunité protectrice a long terme (Figure 4). En cas d’atteinte
neurologique, les IgM et IgG sont détectables précocement au niveau du liquide céphalo-
rachidien dés les premiers jours des signes neurologiques ; leur présence est secondaire
a une synthese intrathécale d'immunoglobulines (I'intérieur des enveloppes constituant

les méninges) ; elle est breve [Gea-Banacloche et al., 2004].

Une étude réalisée en 2006 précise les modalités de la réponse contre le WNV chez des

chevaux infectés naturellement, en mesurant la réponse en anticorps durant une
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infection naturelle et en précisant les épitopes contre lesquels est dirigée cette réponse
[Sanchez etal, 2007]. Chez la souris un épitope majeur T332 localisé sur la surface
latérale du domaine III de la protéine E du VWN qui joue un role majeur dans la réponse
neutralisante [Beasley et Barrett, 2002, Oliphant et al.,, 2005]. Chez le cheval, cet épitope
joue un role important dans la réponse immunitaire. Ainsi, la réponse en anticorps
neutralisant chez le cheval apparait comme variable et polyclonale, avec des épitopes

présents aussi bien sur le domaine DIII de la protéine E que sur d'autres protéines.

En ce qui concerne la différence entre la réponse immunitaire a médiation humorale
suite a l'infection par un virus a lignage 1 ou a lignage 2, il a été démontré, par des
inoculations expérimentales, qu’il n'y a pas de différence entre une infection par un
virus de lignage 1 ou de lignage 2, puisque les sérums d'animaux infectés présentent une
activité neutralisante comparable lors d’infection par I'un ou l'autre lignage [Castillo-

Olivares et al.,, 2011].

Des réactions croisées entre les anticorps dirigés contre le VWN et d’autres Flavivirus
tels que le virus Usutu, le virus de I'encéphalite de St Louis ou le virus de l'encéphalite
japonaise sont fréquents, et peuvent étre responsables de réactions sérologiques
faussement positives attribuées au VWN [Dauphin et Zientara, 2007b]. L'interprétation
des résultats sérologiques peut étre délicate lors de 'utilisation d'un ELISA. Des tests de
confirmation avec les méthodes de références telque la séroneutralisation des plages de

lyse sont nécessaires, particulierement en zone de circulation de plusieurs Flavivirus.
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Figure 4. Cinétique d’apparition des anticorps apres infection par le virus West Nile

[Lecollinet, 2011]
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1.5 Répartition géographique

Des cas sporadiques et des épidémies de FWN chez 'homme et les équidés ont été
rapportés apres la découverte du VWN en 1937 en Ouganda. Dans les années 1990, une
augmentation de l'activité du VWN a été observée, avec d'importantes épidémies en
Europe : Roumanie (1996), Russie (1999) et bassin méditerranéen (1994, 1997, 1998-
2000), avec des centaines de cas humains [Murgue et al., 2001a]. Le virus a également
été introduit aux Etats-Unis en 1999 ou il a causé une importante épidémie et épizootie,
et s'est étendu progressivement vers le Canada, 'Argentine et le Brésil [Randolph et
Rogers, 2010]. A partir des années 2000, une circulation de plus en plus forte du VWN a
été observée en Europe centrale et dans le bassin méditerranéen, avec des épidémies
importante en Albanie, en Hongrie, en Israél, en Italie, en Macédoine, dans le territoire
palestinien, en Roumanie, en Fédération de Russie, en Serbie, en Espagne, en Ukraine, en

Tunisie, en Turquie, et en Gréce (2010-2012) [Calistri et al., 2010, Sirbu et al., 2011].
2 Lignages et souches : phylogéographie

L’identification et la classification de différente souches de VWN ont été réalisées en
utilisant les test de séroneutralisation et d'immunofluorescence indirecte, mais I'analyse
de la séquence nucléotidique du génome viral a partir des genes codant pour la
protéines E ou NS 5, ou bien le séquencage du génome viral complet, ont permis
d’identifier plus clairement les relations et les distance entre les souches virales et de

définir la notion de lignage de virus [Castillo-Olivares et al., 2011].

Les analyses phylogénétiques s’appuyant sur le séquencage des ARN viraux et la
comparaison des séquences obtenues, montrent que les souches du VWN sont
génétiquement tres variables et peuvent étre classées en au moins 5 lignages dont les

séquences nucléotidiques peuvent diverger jusqu’a 30% [Bondre et al., 2007] (Figure 5).
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Figure 5. Arbre phylogénétique du virus West Nile, établi a partir du séquencage du génome

complet des souches virales.

Code des souches : It Italie, Fr France, Mo Maroc, Ken Kenya, Ro Roumanie, Rus Russie, Tu Tunisie, Hu
Hongrie, Tx Texas, Is Israél, NY New York, Chin Chine, Eg Egypte, Ind Inde, SA Afrique du Sud, Ug Ouganda,
Gr Gréce, Kunjin virus présent en Australie, Sarafend prototype des souches de lignée 2, RabV virus
Rabensburg, République Tchéque. Les deux chiffres suivant indiquent I'année d’isolement (04 pour 2004, 96

pour 1996) et la fin du code est le numéro d’enregistrement dans Genbank [Kutasi et al, 2011].

Les VWN appartenant au lignage 1 présentent la distribution géographique la plus large
et ont été décrits en Afrique de I'Ouest, au Moyen Orient, en Europe du Sud, en Europe
centrale, en Amérique et en Australie. Ils ont été a 'origine de la majorité des épidémies
jusqu’en 2008 [Calistri etal, 2010]. Le lignage 1 peut étre divisé en 3 clusters: le
premier regroupe les isolats de I'Inde, le second correspond au virus Kunjin isolé en
Australie, et le troisieme représente les virus isolés en Europe, Afrique et au Moyen-

Orient [Lanciotti etal, 2002, Lanciotti etal,, 1999]; Burt et al, 2002; [Beasley etal,

15



2004]. Les VWN de lignage 2, initialement isolés en Afrique (Sénégal, Ouganda,
République centrafricaine, Kenya et Madagascar), ont probablement été introduits en
Europe centrale par les oiseaux migrateurs venant d’Afrique en 2004 [Bakonyi etal,,
2006]. Un nouveau lignage (3) du VWN (virus Rabensburg 97-103 : RabV 97-103) a été
isolé en République tcheque en 1997 a partir de moustiques Culex pipiens, apres des
inondations survenues dans le sud de la Moravie [Bakonyi etal, 2006]. Les VWN du
lignage 4 circulent en Russie depuis au moins 1988. Ce lignage comprend un virus isolé a
partir d’'une tique dans le sud-ouest de la région du Caucase de la Russie [Lvov etal.,,
2004] et d’autres virus isolés de moustiques et de grenouilles a Volgograd entre 2002 et
2006. En 2007, une étude sur les isolats indiens a suggéré l'existence d'un lignage
supplémentaire (5) [Bondre et al., 2007]. Une reclassification en tant que lignage 6 a été
proposée pour le virus de Sarawak Kunjin. Un septiéme lignage a été suggéré pour le
virus africain Koutango, qui est proche du WNV [Mackenzie et Williams, 2009] ainsi
qu'un huitieme lignage pour des séquences virales détectées chez des moustiques Cx

pipiens, capturés dans le Sud de I'Espagne pendant 1'été 2006 [Vazquez et al., 2010].

Figure 6. Répartition géographique des virus West Nile de lignages 1 et 2.

Le VWN, en tant que virus a génome a ARN, a la capacité d'évoluer rapidement pour
s'adapter a son écosysteéme [Zientara et Lecollinet, 2010]. Des souches de lignage 1 et 2
circulent en Afrique (Figure 6) et ont des distributions qui se recouvrent dans certaines
régions. Les observations épidémiologiques du lignage 2 du VWN en Europe au cours

des années 2004 a 2010, ont montré qu’il y avait une parenté génétique entre les VWN
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qui ont circulé en Hongrie et en Autriche et ceux isolés sur des moustiques Cx. pipiens
pendant I'épidémie de 2010 en Gréece. Tres probablement, les descendants de la souche
circulant en Hongrie 2004 se sont propagées vers le sud de la péninsule des Balkans et

ont atteint le nord de la Grece [Papa et all, 2010].

Le lignage 1 comprend de souches isolées en Afrique, Europe, Asie et Amérique (Figure
7). Parmi celles-ci, on peut distinguer plusieurs clusters [Schuffenecker et al., 2005]. Un
cluster comprend les souches américaines et israéliennes de 1998 et 2000, plus une
souche qui a provoqué la mort d’oies en Hongrie en 2003 [Bakonyi et al., 2006]. Un autre
cluster regroupe des souches européennes, méditerranéennes et africaines [Zeller et

Schuffenecker, 2004, Jourdain et al., 2007a].
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Figure 7. Arbre phylogénétique des virus West Nile basé sur le séquengage complet du
génome viral et montrant les groupes 1a et 1b (lignage 1) et le lignage 2 [Jourdain et al,,

2007b]
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Entre ao(it et septembre 1994, une épidémie de VWN a eu lieu en Algérie. Environ 50 cas
ont été suspectés dans un village de 1'oasis de Timimoune. L'infection a causé la mort de
8 patients [Murgue et al,, 2001a]. Deux ans plus tard, en 1996, une épidémie de VWN a
été décrite chez les chevaux des provinces de Kénitra et Larache au Maroc avec 42 morts
chez les équidés [Tber, 1996]. En 1997, 173 patients ont été hospitalisés en Tunisie avec
des symptomes de méningite et de méningo-encéphalite [Murgue etal, 2001a, Triki
et al, 2001]. Huit déces ont été signalés. En 2003, au Maroc, dans la méme zone que
I'épidémie de 1996, 9 cas d'encéphalites, dont 5 déces, ont été signalés chez des chevaux

[Schuffenecker et al., 2005].

En 1996, 393 patients ont été atteints de FWN a Bucarest. Parmi eux, 352 présentaient
des symptomes nerveux et 17 patients sont décédés [Tsai etal, 1998]. Apres la
premiere épidémie, d'autres investigations dans les années suivantes ont confirmé la
circulation du virus chez I'homme [Cernescu et al., 2000a], les oiseaux et les chevaux
[lonescu et al,, 2006]. En 1997, un an apres le I'épidémie roumaine, cinq cas humains ont
été confirmés a Breclav en République tcheque [Hubalek et Halouzka, 1999]. En 1999,
une épidémie de grande ampleur est survenue dans la ville de Volgograd (Russie), ou
826 patients ont présenté des signes de méningo-encéphalite infectieuse aigué. Le VWN

a été confirmé dans 183 cas, dont 40 ont trouvé la mort [Platonov et al., 2001].

Entre 1962 et 1965, des cas humains et équins ont été détectés en Camargue (France), et
le virus a été isolé a partir de moustiques Culex modestus [Hannoun et al., 1964]. Avant
1970, une épizootie d'encéphalomyélite équine a été enregistrée dans le sud du Portugal
[Filipe et de Andrade, 1990]. En 1971, dans le méme pays, le VWN a été isolé a partir
d’Anopheles maculipennis [Filipe, 1972]. En 1979, l'infection par le VWN a été suspectée
dans le delta de I'Ebre (Espagne) [Filipe et de Andrade, 1990]. En 1998, le VWN a été mis
en évidence chez 14 chevaux de la Vallée de Val di Nievole en Italie [Cantile et al., 2000]

dont 6 ont succombé.

En Camargue (France), de septembre a novembre 2000, l'infection par le VWN a été
confirmée chez 76 chevaux dont 21 ont trouvé la mort [Murgue et al.,, 2001a]. En 2003,
de nouveaux cas ont été décrits chez 'homme et les chevaux. En 2004, la maladie a été
signalée chez les chevaux [Leblond etal, 2007]. Dans la méme année, un cas de

meéningite infectieuse due au VWN a été diagnostiqué en Espagne [Kaptoul et al., 2007].
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En 2004, le VWN a été détecté aussi chez des moustiques (Culex pipiens et Cx univittatus)
dans 6 des 57 groupes de moustiques prélevés dans le sud du Portugal. L'analyse
phylogénétique a démontré une relation étroite des souches du VWN circulant dans le

bassin méditerranéen (Italie, 1998 ; France, 2000, le Maroc, 2003) [Esteves et al., 2005].

En 2008, une flambée épizootique a concerné huit provinces italiennes dans trois
régions du Nord (Emilie-Romagne, Vénétie, Lombardie) [Filipponi G et G, 2005], avec un
total de 794 cas équins dont seuls 5 sont morts [Calistri et al,, 2009a]. Dans la méme
région et au cours de I'année 2008, 9 cas humains, dont 4 avaient des symptémes neuro-

invasifs, ont été détectés [Gobbi et al., 2009, Rossini et al.,, 2008].

L'analyse phylogénétique des isolats a indiqué une similarité de 98,8% en nucléotides
avec la souche isolée en Toscane au cours de 1998 [Savini etal., 2008]. En 2009, une

nouvelle épidémie est réapparue dans la méme zone.

Plusieurs cas humains ont été déclarés en Israél dans les années 1950 [Murgue et al.,
2001a] mais aucune déclaration n’a été faite de 1957 jusqu’a la fin des années 1990. En
1998, un groupe d'un millier de cigognes blanches (Ciconia ciconia) a effectué une
migration d’automne de I'Europe du Nord vers I'Afrique. Des vents violents les ont
forcées a interrompre sa route et a atterrir dans le sud d’Israél. Le VWN a été isolé a
partir de certaines cigognes retrouvées mortes [Malkinson etal, 2002]. Les mois
suivants, des élevages d’oies en Israél ont connu de la mortalité (jusqu’'a 40 %) associée
au VWN [Malkinson etal., 2002]. Cet épisode a montré le role des oiseaux migrateurs
dans l'introduction du VWN. Il s’agissait, de plus, de la premiére description de mortalité
aviaire importante associée au VWN en conditions naturelles. En 1999, des milliers
d'oies ont été détruites lorsque le VWN a infecté un troupeau commercial. La plus
grande épidémie a été signalée d'aolit a octobre 2000, dont 417 cas confirmés au

laboratoire [Chowers et al.,, 2001, Weinberger et al., 2001].

Entre 2003 et 2007, une moyenne annuelle de 6 cas humains d’encéphalite ont été
diagnostiqués en Hongrie. En 2008, dans le méme pays, 14 cas humains ont été signalés

pendant les mois d’aolit et septembre [Krisztalovics et al., 2008].

Le lignage 2 du VWN (Figure 8) contient des souches isolées en Afrique subsaharienne
et a Madagascar .Néanmoins, une souche de lignage 2 a été isolée en 2004 en Hongrie

[Bakonyi et al., 2006] ou elles ont été responsables en Hongrie depuis 2008 de plus de
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18 cas de méningo-encéphalite chez le cheval et 14 cas chez 'Homme. Depuis 2010, ils

se sont installés en Grece.

Wh-Uganda, AFOD1573 ™
WN-Senegal- 1980, AF001556

WM-Nigeria
WN-CAR-1372, AF001563
WN-CAR-1983, AF001557
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WHN-Madagascar-1978, AF001552 A

0.1

Figure 8. Arbre phylogénétique des virus West Nile basé sur une région de 254 paires
de bases du gene de la glycoprotéine d’enveloppe E et montrant les virus de lignage 2

[Murgue et al.,, 2001a].

Divers auteurs ont étudié 1'épidémiologie moléculaire des souches du VWN en utilisant
des approches phylogénétiques classiques [Berthet etal., 1997a, Charrel etal, 2003,
Lanciotti etal, 2002], mais des études phylogéographiques supplémentaires sont
nécessaires pour améliorer les modeles de circulation, d’origine et de migration des
génotypes du VWN. Ces études pourraient aider a élucider I'histoire épidémiologique et
les itinéraires de diffusion de 'épidémie, et pourraient contribuer a la planification des

stratégies de prévention [Pybus et Rambaut, 2009].

Le VWN est un virus diversifiée sur le plan génétique et sur le plan de répartition
géographique. Au cours des dernieres années, les méthodes d’analyse
phylogéographique ont beaucoup évolué. Une image plus claire de la phylogéographie
du VWN est apparue suite aux travaux de May et de Zehender en 2011. Ces auteurs ont
analysé des séquences completes de virus de lignage 1. A I'aide d’'un modele d'horloge
moléculaire, ils ont estimé un taux moyen de substitution des acides aminés de
0,86 x 10-3 substitutions par site et par an pour I'ensemble du génome du VWN. Ce taux
est comparable a celui estimé dans d’autres études du VWN, et avec d’autres Flavivirus

[Zehender et al., 2011]

Sur la base de ces résultats, une reconstruction spatiale et temporelle de I'épidémiologie
du VWN-1a en Europe et plus spécifiquement dans le bassin méditerranéen a été
réalisée. Ce génotype a vraisemblablement une origine en Afrique subsaharienne au

début du XXe siecle. Il a été exporté vers le nord a plusieurs reprises dans les années
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1970 et 1980, en suivant le trajet de 1'Est qui relie Israél avec la Russie et I'Europe
centrale (Figure 9). Dans les années 1990, une souche sub-saharienne appartenant a la
lignée VWN-1a s’est propagée au Maroc puis en Europe occidentale, ou elle est toujours
présente. La question est de savoir si la persistance de cette souche en Europe
occidentale est due a sa réintroduction récente depuis 1'Afrique occidentale ou au fait
que l'infection est devenue endémique dans le bassin méditerranéen. La souche en cause
dans les foyers italiens (équins / humains) de 2008 et 2009 est génétiquement proche
des isolats obtenus a partir de foyers en France (2004) [Jourdain etal, 2007a], au

Portugal en 2004 [Parreira et al.,, 2007] et au Maroc (2003) [Schuffenecker et al., 2005].

Il semble que les VWN ont réussi a se maintenir dans une zone donnée plusieurs années
successives et en particulier passer I'hiver des pays tempérés comme en Italie en 2008-
2009 [Monaco etal, 2010] et en Espagne (2007-2008). Les souches isolées dans le
méme foyer avec quelques années d’écart été souvent tres proches comme en Israél en
1998 et 2000, a Volgograd en 1999 et 2000 ou en France en 2000 et 2004 [Jourdain
etal, 2007a, Schuffenecker etal, 2005], ce qui suggere la persistance locale de la
souche. Cela signifie que les VWN peuvent établir des cycles endémiques dans des
régions si certaines conditions sont remplies. Il existe différentes hypotheses non

exclusives pour expliquer ce phénomene :

* le maintien d’une transmission virale a bas bruit pendant I'hiver,
* une infection virale chronique chez les oiseaux,

* une persistance virale chez le vecteur.

En Californie la persistance d’'une transmission a bas bruit n’a pas été mise en évidence
pendant l'hiver, moins rude que dans le Sud européen : aucune séroconversion de

sentinelles (190 poulets) [Reisen et al., 2006a].

En revanche, le virus peut se maintenir chroniquement dans les organes des oiseaux
pendant au moins 6 semaines apres infection expérimentale [Reisen et al., 2006b], mais
les conditions d’initialisation d’'un nouveau cycle restent a élucider (relargage du virus

dans le sang, contamination par voie orale).

La possible persistance du virus chez le vecteur a été mise en évidence en conditions
naturelles, par la présence du virus West Nile (isolement ou RT-PCR) chez des femelles

Cx. pipiens en diapause hivernale dans le nord-est des Etats-Unis [Farajollahi et al., 2005,
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Nasci et al., 2000]. En effet, ce sont les femelles qui passent I'hiver chez les Culex et les
Anopheles, alors que, chez les Aedes, le stade quiescent est I'ceuf [Mitchell, 1988]. Ainsi,
des femelles Culex infectées a la fin de la saison pourraient maintenir le virus jusqu’au
printemps suivant. La persistance du virus chez les Culex passe nécessairement par une
transmission verticale, c'est-a-dire une transmission de la femelle infectée a sa
descendance qui entrera en diapause [Reisen et Milby, 1987]. Dans ce cas, les Aedes
peuvent aussi permettre la persistance du virus pendant 'hiver. L’existence d'un tel
phénomene en conditions naturelles est suggérée par I'isolement du VWN chez un male
Cx. univittatus au Kenya (possible transmission sexuelle) [Miller etal., 2000] et
démontrée par l'isolement du virus chez des adultes Cx. quinquefasciatus issus de larves
collectées en Californie [Reisen et al., 2006b]. Enfin, la transmission verticale du VWN a
été reproduite au laboratoire en 1990 pour Ae. albopictus, Ae. aegypti et Cx.

tritaeniorhynchus [Baqar et al., 1993].

L'importance des oiseaux migrateurs dans la dissémination du VWN a partir de leurs
sites d'hivernage en Afrique sub-saharienne vers les zones de reproduction en Afrique
du Nord et en Europe (et réciproquement), et la circulation du virus par le biais des
oiseaux résidents sont maintenant bien établis. Les introductions possibles en Afrique
du Nord et au Moyen Orient depuis I'Europe ont été montrées suite a des études sur un
groupe de cigognes blanches (Ciconia ciconia) qui a atterri en Israél pendant sa
migration d’automne du Nord vers le Sud, en provenance de leur site de reproduction en

Europe de I'Est [Malkinson et al., 2002].
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Figure 9. Dynamique hypothétique de diffusion temporelle et spatiale du virus West Nile du

clade 1a d’apres les données phylogéographiques [Zehender et al.,, 2011]

3 Lecycle de transmission du virus West Nile

Le cycle de transmission du VWN est complexe car il fait intervenir de nombreux
acteurs. L’amplification du virus (cycle enzootique) s’effectue entre oiseaux et
moustiques ornithophiles, principalement du genre Culex. Un passage accidentel
(épizootique) peut se produire entre des « moustiques passerelles » (en anglais : bridge
species), aux préférences trophiques opportunistes (a la fois ornithophiles et
mammophiles) et des mammiferes (homme et équidés) qui sont considérés comme des
culs de sacs épidémiologiques car leur virémie est courte et de faible amplitude et elle ne

permet pas d’'infecter les moustiques vecteurs potentiels.

b

L’homme et les équidés sont sensibles a l'infection avec une majorité de cas non
symptomatiques. La présence d’anticorps spécifiques chez des vertébrés tres variés,
incluant des mammiferes, des amphibiens et des reptiles, indique que ce virus a la

faculté d’infecter de trés nombreuses especes [Taylor et al., 1956]. En effet des infections
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expérimentales ont été menées chez différentes especes de mammiferes [Van der
Meulen etal., 2005] La plupart développent des virémies de courte durée et de faible
intensité : le macaque rhésus, le mouton [Taylor et al., 1956], le chien [Komar, 2000] et
le porc adulte [Teehee etal, 2005]. Néanmoins, pour certains, la virémie semble
suffisante pour l'infection de moustiques, comme le chat, chez qui la virémie dure 3 a 5
jours. Les 1émuriens (Lemur fulvus) présentent quant a eux des virémies pendant 5 a 6
jours qui permettent d’'infecter a maintes reprises des femelles d’Ae. aegypti [Rodhain F.,

1985].

Pour les petits mammiferes, la situation semble différente, puisque des cycles de
transmission entre moustiques et souris ou hamsters sont possibles en conditions de
laboratoire [Xiao etal.,, 2001] et que le lapin a queue blanche (Sylvilagus floridanus)
présente une virémie suffisante pour infecter Cx. pipiens, Cx. salinarius, Ae. albopictus et
Ae. aegypti [Tiawsirisup et al., 2005]. Ainsi, le réle de la plupart des mammiféres en tant
que source du virus West Nile pour les vecteurs est sans doute anecdotique. Mais cette
regle admet des exceptions ; c’est pourquoi les mammiferes ne devraient pas étre exclus

a priori de I’étude des cycles de transmission.

L'hypothese que des amphibiens et des reptiles pourraient jouer le role de réservoirs du
VWN a été émise aussi [Hubalek et Halouzka, 1999, Rodhain F., 1985]. En effet, au
Tadjikistan, des cycles de transmission du VWN existeraient entre des grenouilles
(grenouille rieuse, Rana ridibunda) et les moustiques [Kostyukov et al., 1986]. Ainsi, la
question du réle des amphibiens ou des reptiles comme hoétes amplificateurs peut se
poser, d’autant que la proportion de repas des Culex, en particulier Cx. pipiens, sur

amphibien ou reptile peut étre importante [Kostyukov et al., 1986].

Chez quasiment tous les amphibiens ou reptiles inoculés avec le VWN aux Etats-Unis, la
virémie est faible ou indétectable [Klenk et Komar, 2003]. Par contre les alligators
juvéniles (Alligator mississipiensis) développent des virémies élevées (105,8 PFU/ml) et
de longue durée (10 a 14 jours) [Klenk et Komar, 2003]. Ils peuvent étre considérés

comme des hotes amplificateurs, par exemple dans les fermes d’alligators (Floride).
L’épidémiologie du VWN (Figure 10) peut donc se diviser en deux phases :

* Un cycle moustiques - oiseaux assurant la persistance virale dans ’environnement,

les oiseaux permettant 'amplification de la circulation virale,
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* Une seconde phase révélatrice de cette amplification, se produisant surtout lors
d’événements environnementaux permettant la synchronisation des dynamiques des
populations d’oiseaux et de moustique, par exemple de fortes pluies aboutissant a
des proliférations de moustiques au moment du séjour de populations importantes
d’oiseaux migrateurs et/ou sédentaires. La forte amplification virale en résultant
peut alors aboutir a la transmission du VWN a des hdétes (hommes, équidés)

habituellement peu exposés aux piqlires de moustiques.

420 Espéces

Transmission épidémique: - % : Cycle enzootique W-A 43 Especes du

.-'I. ~ genre Culex

Figure 10 : Représentation schématique de I'épidémiologie du virus West Nile

3.1 Le cycle enzootique
3.1.1 Les vecteurs

Les moustiques sont les principaux vecteurs biologiques du VWN. La
transmission expérimentale du VWN par les moustiques a été réalisée des 1943 [Philip
et Smadel, 1943] et le role des moustiques comme principaux vecteurs de ce virus est
accepté depuis les années 1950 [Taylor et al., 1956]. Le VWN a été isolé chez plus de 50
especes de moustiques, en particulier chez celles du genre Culex [Hubalek et Halouzka,

1999, Zeller et Murgue, 2001].

Les principales espéces impliquées dans la transmission du VWN appartiennent au
genre Culex. Il s’agit de Cx univittatus, Cx antennatus et Cx pipiens en Egypte [Taylor et al.,

1956], de Cx pipiens et Cx univittatus en Israél [Nir etal., 1972], de Cx univittatus et Cx
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theileri Theobald en Afrique du Sud [McIntosh et al.,, 1967], de Cx modestus et Cx pipiens
en Europe et Russie [Savage etal, 1999] et de Cx tritaeniorhynchus et Cx
quinquefasciatus en Inde et au Pakistan [Akhter etal, 1982]. Aux Etats-Unis, on
soupg¢onne dans le nord-est Cx pipiens, Cx restuans et Cx salinarius [Lukacik et al., 2006],
et au sud Cx restuans Theobald, Cx quinquefasciatus associé a Cx nigripalpus a l'est et Cx

restuans a l'ouest [Hayes et al., 2005a].

L’existence de vecteurs passerelles est suspectée a cause de l'isolement répété du VWN
chez des espéces mammophiles, comme Ae. vexans aux Etats-Unis [Andreadis etal.,
2004] et en Russie, ou comme Coquillettidia richiardii (Ficalbi) en Russie [Berezin,
1971]. De méme, Aedes albopictus (Skuse) est souvent suspecté de jouer ce role, car il est
compétent pour le VWN et présente des préférences trophiques opportunistes [Turell

etal.,, 2005]

Le virus a été isolé a partir d’autres arthropodes hématophages comme les tiques qui
pourraient avoir un réle important notamment dans les mécanismes de persistance
[Schmidt et Said, 1964]. Dans certaines zones chaudes et séches [Hubalek et Halouzka,
1999], le VWN a été isolé de différentes especes d’Argasidae (tiques molles) et
d’'Ixodidae (tiques dures) et autres acariens nidicoles [Mumcuoglu et al., 2005] a travers

I'’Afrique et I'Eurasie.

Au cours de différentes expériences, les Ixodidae (tiques dures) ne se sont pas révélées
capables de transmettre le VWN. Apres inoculation, les tiques dures sont moins aptes
que les moustiques a amplifier le VWN [Hurlbut, 1956]. Le taux d’infection des larves,
nymphes ou adultes, fixés sur des animaux virémiques, est faible (10 a 40 %). Pour les
individus infectés, le virus peut étre maintenu par transmission trans-stadiale jusqu’a
I'adulte, mais n’est pas transmis a la descendance [Anderson etal., 2003]. Aussi, les
tiques dures ne semblent-elles jouer aucun réle dans la transmission. La situation est
différente pour les Argasidae dont certaines especes sont réfractaires a I'infection et se
montrent incapable de transmettre le VWN : Ornithodoros savignyi (Audouin), Argas
persicus (Oken) et A. hermanni [Abbassy et al., 1993]. Au contraire, d’autres s’infectent
sur animaux virémiques (taux inférieur a 50 %) et sont capables de transmettre le virus
jusqu’a plusieurs centaines de jours apres |'exposition, par exemple apres 10 mois pour
Carios coniceps, 45 jours pour Ornithodoros erraticus [Vermeil etal, 1960], 57 a 224

jours pour Ornithodoros moubata [Lawrie etal., 2004], 418 jours pour Argas reflexus
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[Hannoun et Rau, 1970], 20 jours pour Argas arboreus [Abbassy et al., 1993]et 35 jours
pour Carios capensis [Hutcheson et al., 2005]. La conservation du VWN dans les tiques
molles est cependant imparfaite. En effet, le titre viral ou le nombre d’individus infectés
décroit avec le temps [Hutcheson et al., 2005]. Une transmission verticale n’est mise en
évidence que chez A. arboreus [Abbassy et al.,, 1993]. La transmission est souvent mise
en évidence par le biais d'une infestation massive [Whitman et Aitken, 1960], sauf chez

certaines especes : C. coniceps ou A. reflexus [Hannoun et Rau, 1970].

En revanche, la présence du virus dans les ectoparasites laisse supposer qu’il existe un
risque de contamination des oiseaux par voie orale si les parasites infectés sont ingérés,
par exemple lorsque les oiseaux se lissent les plumes [Anderson etal., 2003, Komar,
2003]. 11 est donc possible que certaines espéces d’Argasidae puissent jouer le role de
vecteurs du VWN dans des situations particuliéres de densités importantes d’oiseaux et
de tiques. Un tel cycle oiseaux-tiques est proposé pour expliquer I'infection par VWN des
populations de goélands argentés (Laurus argentatus) infestés par C. capensis dans des

iles de la mer Caspienne en I'absence de moustiques [Lvol, 1987].

Un cycle oiseaux-tiques est aussi suspecté en Israél dans des colonies de hérons garde-
boeufs (37,8% de séroprévalence), ou le VWN a été mis en évidence par RT-PCR chez A.
arboreus (taux d’infection minimal 16/1000) [Mumcuoglu et al., 2005]. La longue vie des
tiques molles, 10 a 20 ans selon les especes [Rodhain F., 1985], pourrait permettre une

persistance du VWN de facon localisée dans certains foyers.

En Tunisie une enquéte entomologique a été réalisée apres I'épidémie de 1997
[Bouatour et Rhaiem, 1998]. Elle a révélé la présence d’especes des genres Culex (Cx
pipiens, Cx Theileri, Cx laticinctus, Cx perexiguus) et Aedes (A. detritus, A. caspius, A.
vittatus, A. geniculatus et A. berlandi) mais on n’a pas démontré leur réle dans la

transmission du VWN en Tunisie.

La compétence vectorielle est 'aptitude d’'un arthropode a étre infecté par un agent
pathogéne, a assurer son développement et a le transmettre efficacement a un nouvel
hote sensible [Rodhain et Perez, 1985]. Elle est évaluée au laboratoire et elle dépend de
facteurs intrinseques (génétiques) qui déterminent les préférences trophiques des
moustiques et les barrieres physiologiques qui conditionnent la capacité des moustiques

a s’infecter oralement, a multiplier le virus dans l'intestin et a devenir infectant.
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Elle dépend aussi des facteurs extrinseques qui influencent les contacts hote - vecteur
comme la densité et I'age de la population, les conditions environnementales (qui
agissent sur l'agressivité et la longévité des vecteurs et sur la population d’hotes) et en
fonction de la période de I'année [Colton et Nasci, 2006]. De plus des barrieres dose-et
température-dépendantes réguleraient la sensibilité a l'infection orale et la capacité a
transmettre le virus. De méme, la quantité de virus dans la salive de moustiques [Colton

et al.,, 2005] varie en fonction des populations [Baqgar et al., 1993].

La souche virale peut également influer sur la compétence vectorielle. En effet en
fonction de la souche virale, le seuil d’infectivité ou la cinétique virale peuvent étre

modifiés [Reisen et al., 2006a].

La compétence vectorielle peut dépendre d’organismes symbiontes des moustiques tels
que les bactéries du genre Wolbachia. Les études réalisées par Glaser ont montré que
des moustiques infectés par cette bactérie résistaient mieux a l'infection par les
arbovirus. Les résultats suggerent que la bactérie Wolbachia peut réduire la compétence
vectorielle pour Cx. quinquefasciatus, et potentiellement chez d'autres moustiques

vecteurs infectés par Wolbachia [Glaser et Meola, 2010].

C’est Aedes albopictus qui a permis de démontrer des 1943 la compétence vectorielle des
moustiques pour le VWN. Par la suite, la compétence vectorielle a été étudiée en détail
pour les especes supposées impliquées dans les cycles de transmission, a savoir des
especes du genre Culex. Ainsi, il a été montré que Cx univittatus possédait les
caractéristiques d'un excellent vecteur du VWN : faible seuil d’infectivité et taux de

transmission pouvant atteindre 100%.

D’autres espéeces de Culex semblent étre trés compétentes, mais les données disponibles
ne sont pas nombreuses. Il s’agit de Cx tritaeniorhynchus, Cx antennatus, Cx theileri et Cx
neavei. La plupart des autres Culex présentent une compétence vectorielle moyenne,

équivalente a celle de Cx pipiens ou de Cx quinquefasciatus.

La quasi-totalité des Aedes ont une compétence vectorielle faible voire trés faible, sauf
Ae. albopictus qui envahit rapidement le bassin méditerranéen et progresse vers le Nord
de I'Europe. Aedes trivittatus présente une compétence vectorielle équivalente a Cx
pipiens. Seuls Ae. atropalpus et Ae. japonicus sont considérés comme de meilleurs
vecteurs expérimentaux que Cx. pipiens, mais leur seuil d'infectivité n’a pas été

déterminé. Les Aedes ont une bio-écologie tres différente de celle des Culex. Les oeufs
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sont pondus dans la boue et résistent pendant des mois ou des années a la dessiccation,
en entrant en diapause. Lors de la remise en eau des gites de ponte (pluie, inondation),
les ceufs éclosent et les larves se développent en quelques jours. Des populations
importantes de moustiques adultes peuvent alors piquer des hdtes éventuellement

virémiques et amorcer un cycle qui est amplifié ultérieurement par des Culex.

La possibilité pour que le virus WN soit transmis directement d’'un moustique a un autre,
sans passage par la circulation sanguine de 1'hote, a été démontrée expérimentalement
sur un modele souris [McGee et al., 2007] et cela en évaluant I'effet de la distance et du
temps du co-repas (co-feeding) entre deux moustiques (donneur infecté et receveur) sur
la transmission non virémique (TNV). Pour qu'une TNV puisent se produire, il faut qu'un
moustique receveur pique I'’hote a moins de 40 mm de la piqure du moustique donneur
infecté et cela pendant les 45 minutes qui suivent la piqure. En outre, la TNV du VWN de
Cx quinquefasciatus a Ae. albopictus a été observée [McGee etal., 2007]. Ce mécanisme
avait été décrit pour les tiques [Lawrie etal., 2004]. Chez les oiseaux, la TNV du VWN
serait favorisée par le fait que les moustiques se concentrent pour piquer leur hote sur

les parties du corps dénuées de plumes (contour de I'ceil, base du bec, pattes).

Quand la densité de moustiques est importante, I'amplification du VWN pourrait donc
étre accélérée, grace a une augmentation du nombre de vecteurs infectés, méme si les
hotes présents sont de mauvais amplificateurs. Les oiseaux immunisés ou peu
compétents et les différents hotes considérés jusqu’a présent comme des culs de sac
épidémiologiques pourraient donc en réalité permettre passivement 'amplification du

VWN chez les vecteurs [Jourdain et al., 2007a].

L’étude de la transmission du VWN doit tenir compte de la biologie de la reproduction et
de la nutrition des vecteurs ou cycle gonotrophique. Apres l'accouplement des
moustiques males et femelles, qui a lieu en général une seule fois apres 'émergence de
I'adulte, la femelle ténérale part a la recherche d’'un héte pour prendre un repas sanguin
dont les protéines sont nécessaires a la maturation compléte des ceufs et a la ponte.
Pendant la digestion du repas de sang, la femelle gorgée passe par plusieurs stades
gonotrophiques définis selon le volume de 'abdomen occupé par les ceufs et le sang.
Apres la ponte, la femelle part a la recherche d’'un nouvel hote pour effectuer un
nouveau cycle, et ainsi de suite. L’incubation extrinseque du virus s’effectue pendant la

digestion si le premier repas était infectant. Si ce cycle est plus rapide que le cycle
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gonotrophique, la femelle peut transmettre le virus lors du repas suivant. En fonction de
I'espéce de moustique et des conditions de température, la période d’incubation
extrinseque et la durée du cycle gonotrophique sont variables. En effet plus la période
d’incubation extrinseque est courte, plus les chances de transmission du virus sont

grandes.

Les especes de moustique ont des spécificités d’hotes plus ou moins strictes. On peut
distinguer les espéces qui piquent préférentiellement une classe de vertébrés (oiseaux,
mammiferes ou batraciens et reptiles), de celles qui sont opportunistes [Clements,
1999]. Le choix de I'héte est important pour la transmission vectorielle qui nécessite
qu’'un vecteur s’'infecte sur un vertébré en phase de virémie et repique dans un repas
ultérieur un vertébré naif. Par définition, un vecteur doit montrer un comportement
trophique lui permettant de piquer successivement ces deux hdétes. Les préférences
trophiques sont les parametres clefs a étudier pour comprendre dans quelle mesure les
moustiques ornithophiles peuvent transmettre le VWN aux mammiferes. En effet les
études réalisées sur les repas de sang de Cx. pipiens ont montré que cette espéce est soit

ornithophile [Apperson et al.,, 2002], soit opportuniste [Gingrich et Williams, 2005].

Les préférences trophiques pourraient étre liées a un déterminisme génétique. En effet
Cx. pipiens est une espece réputée anautogene (il est nécessaire qu’elle prenne un repas
sanguin pour effectuer chaque ponte), eurygame (besoin de beaucoup d'espace pour
I'accouplement) et ornithophile, alors que Cx molestus est une espece autogene,
sténogame (se reproduisant en vol) et anthropophile [Vinogradova, 2000]. Les
différences de biologie entre ces deux moustiques seraient liées a une adaptation
écologique rapide a des gites épigés pour Cx pipiens et hypogés pour Cx molestus [Barr,
1981, Harbach etal, 1984]. Aux Etats-Unis, des auteurs ont montré la présence
d’hybrides entre ces deux espéces qui expliqueraient la transmission intense du VWN
[Fonseca et al., 2004]. Les hybrides piqueraient de facon indifférenciée les oiseaux et les
hommes, ce qui n’est toutefois pas toujours confirmé par les études de préférences

trophiques [Spielman et al., 2004].

Les préférences trophiques pourraient varier en fonction d'un déterminisme
environnemental. Une variation des préférences trophiques (d’ornithophiles a
mammophiles) au cours de la saison a été décrite pour Cx. pipiens au Colorado [Tempelis

et al, 1967] ou pour Cx nigripalpus en Floride [Edman et Taylor, 1968]. 1l est possible
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que la température ait une influence sur le comportement trophique. En effet, des
nuisances dues a Cx pipiens sont constatées en milieu rural et en plein jour pendant des
périodes de fortes chaleurs dans le sud de la France [Balenghien etal., 2006]. Dans la
méme région, la teneur en matiere organique des gites larvaires de Cx pipiens est
positivement corrélée a la mammophilie des adultes issus de ces gites [Gabinaud et al,,

1985].

Les moustiques peuvent également étre des réservoirs du VWN car les femelles
infectées peuvent transmettre le virus aux générations suivantes, par voie trans-
ovarienne. Plus généralement, la survie a '’hiver en zone tempérée ou a la saison seche
en région chaude de différentes formes infectées (ceufs, larves ou adultes) peut étre a
I'origine d'un redémarrage du cycle a la saison suivante [Baqar etal., 1993]. Par
exemple, le taux d'infection par le VWN a été de 2,4 femelles infectées / 1000 femelles
de Culex recueillies a Fort Totten, New York, en janvier et février [Nasci et al., 2000]. Cela
suggere que la transmission trans-générationnelle du VWN est un moyen important
pour permettre a ce virus de persister pendant hiver dans les climats tempérés (les

femelles de Cx pipiens survivent a I'hiver sans prendre un repas de sang).
3.1.2 Les hotes vertébrés du virus West Nile

Les oiseaux sauvages sont porteurs de nombreux parasites (virus, bactéries,
champignons, macroparasites) dont certains sont des pathogénes transmissibles a
I'Homme (zoonoses) ou aux animaux domestiques [Janovy, 1997, Moutou, 1997, Nuttal,
1997, Friend etal, 2001]. En effet en quelques semaines, des milliards d’oiseaux
transitent chaque année d'un continent a I'autre pour rejoindre, selon la saison, leur site
d’hivernage ou de nidification [Alerstam, 1990]. Au cours de ces déplacements, ils
véhiculent tout un panel d’agents pathogénes susceptibles de conduire a I'’émergence de
maladies dans des zones jusqu’alors indemnes [Comstedt et al.,, 2006, Hubalek, 2004,

Moutou, 2001, Olsen et al., 2006, Walendstrom et al., 2002].

Le VWN est bien adapté aux oiseaux, chez qui I'infection entraine peu de trouble ou de
mortalité. La virémie est plus longue et plus forte que chez les mammiferes, mais son
amplitude et sa durée varient avec les especes dont quelques-unes seulement sont
susceptibles de constituer des réservoirs [Komar, 2003]. En Egypte, dans les années 50,

la présence d’anticorps contre le VWN a été détectée chez 40% des 420 especes
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d’oiseaux examinés, principalement chez des corvidés ou chez des moineaux, et des
manifestations neurologiques ont été observées chez des pigeons [Lvov etal, 2004,

Taylor et al,, 1956].

En Europe Sud et de I'Est, les études réalisées essentiellement dans les années 60 et 70,
ont montré la présence d’anticorps chez différentes especes d’oiseaux sauvages,
migrateurs ou non. Des isolements réalisés a partir d’oiseaux sont rapportés chez la
tourterelle des bois (Streptopelia turtur) ou chez la fauvette éperviere (Sylvia nisoria), en
Slovaquie, a Chypre, ainsi qu’en Russie et en Ukraine. Une étude américaine montre que
ce sont surtout les passereaux qui participent a la propagation du virus, méme si
certaines variétés issues d’autres ordres peuvent aussi le transmettre via des piqiires de
moustiques. C'est le cas des oiseaux aquatiques (charadriiformes), des autours des
palombes, des aigles, des vautours et d’autres especes similaires (falconiformes) et des

chouettes et des hiboux (strigiformes) [Irma Glatt, 2012].

Lors de I'épidémie de WN de 1974 en Afrique du Sud, plus de 50% des 322 oiseaux
étudiés étaient porteurs d’anticorps, principalement des tourterelles, grives, moineaux
et cardinaux [Hubalek, 2000, Zeller et Murgue, 2001]. En 1998, le virus a été isolé chez
des cigognes mortes en Israél [Malkinson etal, 2002]. Aux Etats-Unis, en 1999,
I'introduction du VWN a entrainé la mort de divers oiseaux (flamants, faisans, canards,
cormorans, chouettes, aigles) des zoos du Bronx et du Queens a New-York ainsi que celle
de plusieurs milliers d’oiseaux sauvages, essentiellement des corvidés [Garmendia et al.,
2000], alors que les poulets, pigeons et moineaux sont apparus moyennement sensible
[Komar etal.,, 2003]. 1l est cependant difficile de préciser quelles sont les espéeces
d’oiseaux qui pourraient étre incriminées dans la diffusion du virus. Des études
d’inoculation expérimentales par le VWN lignage 1 (souche NY99) chez des rapaces ont
montré que les crécerelles d'Amérique (Falco sparverius), I'aigle royal (A. chrysaetos), la
buse a queue rousse (Buteo jamaicensis), la chouette effraie (Tyto alba), et le grand-duc
d'Amérique (Bubo virginianus) [Komar etal., 2003] sont sensibles a l'infection et

excretent efficacement le virus par les voies oro- pharyngé et fécale.

D’autre étude on été faite en inoculant par voie sous-cutanée des virus des lignages 1 et
2 (souches 99 NY et Austria, respectivement) a des faucons gerfaut (Falco rusticolus) et
des faucons hybrides (F. rusticolus avec F. cherrug et F. rusticolus avec F. peregrinus) on

montré les effets dévastateurs de l'infection par le VWN chez les faucons,
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indépendamment du lignage et de la dose du virus utilisée. Les études ont montré aussi
que, chez les faucons, la virémie est relativement longue et la charge virale est élevée.
Les faucons peuvent étre considérés comme compétents pour le VWN et de trés bons
hotes amplificateurs. Ils pourraient jouer un réle dans la propagation du virus car ils

migrent sur de longues distances [Ziegler et al., 2012].

Le mode principal d’exposition des oiseaux est la piqlire par un moustique infecté.
Cependant des cas de transmission directe par voie alimentaire, oro-fécale ou par
contacts directs entre oiseaux ont été décrits expérimentalement [Genain et al., 2010].
Des travaux de modélisation ont montré que cette transmission directe pourrait étre

nécessaires pour expliquer les phases d’amplification virale.

Outre les oiseaux, d’autres especes sont susceptibles d’étre des réservoirs, comme les
reptiles. En effet, des inoculations expérimentales ont confirmé que les alligators
(Alligator mississippiensis) étaient sensibles a l'infection par le VWN, et pouvaient
développer des niveaux de virémie tres élevés susceptibles d’infecter des moustiques
(Culex quinquefasciatus), et développaient parfois des signes cliniques [Klenk et Komar,
2003]. Par contre, 1"effet du VWN chez les alligators sauvages est inconnu. Une enquéte
sérologique réalisée en Floride a montré des faible séroprévalence [Jacobson etal,
2005b]. Cependant les alligators peuvent étre considérés comme des hotes

amplificateurs pour le VWN [Jacobson et al., 2005a].

Des inoculations expérimentales par différentes voies chez la Couleuvre rayée
(Thamnophis sirtalis) on été réalisées : 56% des serpents inoculés par voie sous-cutanée
sont devenus virémiques. Les serpents inoculés par la voie parentérale sont morts et le
virus a été trouvé avec un titre élevé dans les organes. En revanche, les couleuvres
inoculées par la voie digestives n’ont pas développé une virémie, mais I'ARN viral a été
détecté dans des écouvillons cloacaux. Puisque l'infection orale par le VWN est possible
chez les oiseaux prédateurs, l'ingestion de serpents infectés pourrait entrainer leur

infection [Steinman et al., 2006].

Le role de réservoir des amphibiens a été évoqué suite des inoculations expérimentales
chez la grenouille des lacs, Rana catesbeiana [Klenk et Komar, 2003] et chez la grenouille
rieuse Rana ridibunda. L’ARN viral a été détecté a des niveaux élevé dans le sang et dans

les écouvillons cloacaux et oraux.
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Plusieurs études épidémiologiques ont montré que les chiens en Italie [Blackburn et al,,
1989, Bonaduce etal, 1977], en Turquie [Ozkul etal, 2006], en Afrique du Sud
[Blackburn etal., 1989], et aux Etats-Unis [Buckweitz etal.,, 2003, Kile etal., 2005]
pouvaient étre séropositifs pour le VWN. Dans le méme temps, il a été observé que les
chats aux Etats-Unis et en Turquie portaient des anticorps contre le VWN [Kile etal,
2005, Ozkul et al., 2006]. En plus des données sérologiques, 'infection par le VWN a été
confirmée chez ces deux especes par isolement du virus, par les examens
histopathologiques et par l'inoculation expérimentale [Austgen et al., 2004, Buckweitz
etal,, 2003, Cannon etal.,, 2006, Read etal.,, 2005]. Des études ont été menées pour
évaluer la possibilité d’utiliser ces animaix comme des sentinelles dans la surveillance
du VWN. Aux USA, la séroconversion a ainsi été détectée 6 semaines avant I'apparition

du premier cas humain [Resnick et al., 2008a].

Par analogie avec les vecteurs, la notion de compétence d’hote a été suggérée. Elle
correspond a la capacité d’'une espece hote a étre infectée et a présenter l'agent
infectieux a des vecteurs [Komar et al., 1999]. On peut ainsi considérer qu'une espece
d’oiseau présentant une virémie forte et durable associée a une faible mortalité possede
une compétence d’hote élevée. En revanche, une espece présentant une forte virémie
associée a une forte mortalité n’est peut-étre pas plus compétente qu’'une espece
présentant une virémie modérée avec aucune mortalité. Par ailleurs, la compétence

d’héte est difficile a extrapoler car elle peut varier entre individus d’'une méme espéce en

fonction de divers facteurs [Jourdain et al., 2007a].

Les migrations d’oiseaux ont une importance considérable dans la dissémination du
VWN. Un de ces flux englobe la Méditerranée, et par conséquent la Tunisie. Lors de leurs
déplacements de I'Europe vers I'Afrique et inversement, un grand nombre d’oiseaux
migrateurs font escale dans certains points dans le pays, essentiellement sur les cotes
(région du Sahel). Pour une traversée rapide de la Méditerranée, ces oiseaux passent de
la Tunisie vers I'ltalie puisque moins de 150 km séparent la pointe du Cap Bon de la

Sicile.

Les oiseaux migrateurs ont été depuis longtemps suspectés comme des hotes
permettant l'introduction du VWN dans diverses régions. Les épidémies de FWN dans
les régions tempérées surviennent habituellement en fin d'été, généralement a

proximité de zones humides ou sont réunies de grandes concentrations d'oiseaux et de
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vecteurs. L'importance des oiseaux migrateurs dans la propagation de VWN a partir de
leurs sites d'hivernage d’Afrique sub-saharienne vers les zones de reproduction en
Afrique du Nord et en Europe (Figure 11), et 'amplification de la circulation du virus par
les oiseaux résidents, a été démontré par des études phylogéniques (Figure 12)

[Hubalek et Halouzka, 1999, Jourdain et al., 2007a].

Le role des oiseaux migrateurs dans l'introduction du VWN en Europe et le bassin
meéditerranéen (Tableau 1) est évoqué dans de nombreuses études en Espagne
[Figuerola etal., 2007, Figuerola etal, 2008, Jiménez-Clavero etal., 2008], Israél
[Malkinson etal., 2002], Pologne [Hubalek etal., 2008], Roumanie [Nicolescu etal,
2009], République tcheque [Hubalek et al., 2008] et Portugal [Parreira et al., 2007].

Une étude sérologique comparative entre les especes migratrices (courte distance ou
trans-saharienne) et résidentes a été réalisé en 2004, pres de Séville [Lopez et al.,, 2008].
Elle a montré que des anticorps anti-VWN étaient présents chez 3 especes d’oiseaux
migrateurs qui parcourent de longues distances au-dessus du Sahara (Lanius senator,
Phoenicurus phoenicurus, Sylvia borin) et une espece d'oiseaux résidents (Turdus
merula). D’autre part, le génome du VWN a été détecté par RT-PCR chez des pies (Pica

pica), des corneilles (Corvus corone) et le pigeon biset (Columba livia).

Ces observations confirment l'importance des oiseaux migrateurs dans l'introduction de
VWN, mais également le rdle des especes résidentes dans la transmission locale du
VWN. Les migrations entrainent des modifications physiologiques importantes chez les
oiseaux. L'effort déployé par le migrateur pourrait induire un état d'immunodépression
susceptible de favoriser une réplication du virus, avec comme conséquence une virémie
a titre élevé et de durée allongée, permettant ainsi l'infection des vecteurs culicidiens.
L'infection de l'oiseau devrait avoir lieu juste avant la migration, avec la phase

d'incubation pendant le voyage et la phase infectieuse lors de I'arrivée.
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Especes

Pays

Crabier chevelu

Ibis falcinelle
Sarcelle d’été
Foulque macroule
Chevalier culblanc
Vanneau huppé
Mouette rieuse
Tourterelle des bois
Corneille noire
Corbeau freux
Etourneau sansonnet
Pie bavarde

Geai des chénes
Canard colvert

Pigeon biset

Chouette chevéche

Autour des palombes

Ardeola ralloides
Plegadis falcinellus
Anas querquedula
Fulica atra

Tringa ochropus
Vanellus vanellus
Larus ridibundus
Streptopelia turtur
Corvus corone
Corvus frugilegus
Sturnus vulgaris
Pica pica

Garrulus glandarius
Anas platyrhynchos

Columba livia

Athene noctua

Accipiter spp.

Sud de I'Ukraine
Sud de la Russie
Sud de I'Ukraine
Sud de I'Ukraine

Slovaquie

Slovaquie, sud de I'Ukraine

Slovaquie, Italie
Slovaquie

Sud de la Russie, Italie
Sud de I'Ukraine

Sud de I'Ukraine, Italie
[talie, Gréce

Italie

[talie

[talie

[talie

Hongrie, Autriche

Tableau 1. Espéces d’oiseaux sauvages chez lesquelles le virus West Nile a été mis en

évidence en Europe [Angelini et all, 2010, Calistri et al., 2010, Hubalek, 2000, Monaco

etal, 2010, Valiakos et al, 2011]
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-Via le Maroc-Espagne
- Via la Tunisie-Italie
- Via ’Egypte-Euroasie

Figure 11. Voies de migration des oiseaux entre Afrique, Europe et Asie
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Figure 12. Arbre phylogénétique base sur la séquence complete de différents virus West

Nile. EQ = souche équine, H = souche humaine, M = souche isolée sur moustique, B =

souche isolée sur oiseau [Jourdain et al., 2007a]

familles [El hili, 2005]. Cette richesse aviaire

désertique saharien au Sud. La diversité de

par I'Est sur une zone située entre Sousse et Sfax
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Malgreé la surface réduite de la Tunisie, la richesse spécifique des oiseaux signalés sur le
territoire national est voisine de 365, ces especes étant réparties inégalement dans 64
résulte probablement de la diversité
climatique de la Tunisie qui va de climat frais et humide au Nord, jusqu’au climat
s écosystemes humides (naturels et
artificiels, permanents et temporaires...) est également élevée. Par ailleurs, les oiseaux

migrateurs empruntent trois voies essentielles, le Nord-Ouest, le Cap bon au Nord-est et

(Figure 13).
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Figure 13. les vois de migration des oiseaux en Tunisie

Par ailleurs, les recensements effectués dans le cadre d’inventaires internationaux sur le

pourtour méditerranéen ont abouti a classer les espéces d’oiseaux migrateurs

rencontrées en Tunisie en 3 catégories [El hili, 2005]:

* Les oiseaux migrateurs hivernants : 144 especes passent l'’hiver en Tunisie. Les
premieres arrivées ont lieu vers fin aofit ; le pic est atteint en décembre et les départs
commencent début mars. Parmi ces espéces, on trouve les canards, oies, grues
cendrées (Grus grus), et les étourneaux.

* Les oiseaux nicheurs comptent 56 especes. lIs nichent au printemps en Tunisie. Ils
arrivent a la mi-mars pour repartir vers fin aofit, et hivernent au sud du Sahara. Ce
sont par exemple la cigogne blanche, la tourterelle des bois, et certains rapaces.

* Les oiseaux migrateurs de passage fréquentent la Tunisie lors de la migration
d’automne d’Europe et d’Asie vers I'Afrique, ou de I'’Afrique vers I'Asie et 'Europe au
printemps. Si certains ne font que survoler la Tunisie en n'y séjournant que quelques
jours selon les conditions météorologiques, d’autres restent dans le pays plusieurs
semaines. C’est le cas de certaines especes de canards. Ces oiseaux suivent la dorsale

tunisienne jusqu’au Cap Bon ou ils franchissent le détroit de Sicile a partir d’El
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Haouaria. Certains d’entre eux traversent la Méditerranée en diagonale a partir de
Gabes et de Kerkennah. Les zones humides accueillent les oiseaux d’eau de I'extréme

nord (barrage de Sidi El Barrak) a I'extréme sud (zone humide d’el Borma).

Les opérations de baguage effectuées en Tunisie montrent que les oiseaux migrateurs
proviennent essentiellement d’Europe centrale, d’Europe de I'Est, de Russie et d’Asie
centrale. Les oiseaux migrateurs hivernants abordent notre pays sur un front tres large
commencant souvent par les iles : de La Galite, de Zembra, de Kerkennah, et de Djerba,

puis ils se répartissent selon les espéces sur tout le territoire.

Le recensement des oiseaux aquatiques effectué en 2009 (Figure 14) a montré la
présence de 300.000 individus de limicoles avec environ 33 espéces hivernent chaque
année, 250.000 canards, oies et foulques, 25.000 flamants roses dont la nidification
dépend essentiellement des conditions pluviométriques et de la mise en eau des chotts

et grands Sebkhas du sud [EI hili, 2005].
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Figure 14. Principales concentrations d’oiseaux d’eau du recensement de janvier 2009

[Azafzaf et Feltrup-azafzaf, 2009]
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En Tunisie, les oiseaux migrateurs ont été soupconnés d’étre responsables de

I'introduction du VWN dans le pays pour les raisons suivantes :

* Les épidémies dues au VWN se produisent généralement en fin d'été ou au début de
I'automne, coincidant ainsi avec l'arrivée d’'un grand nombre d’oiseaux migrateurs et
les pullulations des moustiques apres les pluies d’automne.

* Elles touchent souvent les humains vivant pres des zones humides ou il y a une
grande concentration d'oiseaux et de nombreux moustiques ornithophiles.

» (Certains moustiques ornithophiles chez lesquels le VWN a été isolé (Culex univittatus
au Moyen-Orient et Cx pipiens en Europe) ont été identifiés en Tunisie et sont

abondants.

Il ne faut pas négliger le role des oiseaux locaux dans 'amplification du VWN malgré le
manque d’investigations faites a ce sujet. En Italie, en 2008, une enquéte a montré qu'un
I'entretien de la transmission du virus. Ces résultats nous incitent a réaliser des
enquétes similaires en Tunisie pour essayer de comprendre le réle des oiseaux

migrateur et résident dans I'épidémiologie du VWN dans ce pays.
4  Facteurs écologiques

La Tunisie est un pays d’interface d’'une part entre I'Europe et I'Afrique et d’autre
part entre le Machrek (Orient arabe) et le Maghreb (occident arabe). Malgré sa faible
superficie (164.150 km?), c’est un pays largement ouvert sur la Méditerranée, avec
1.300 km de cotes et un vaste plateau continental de pres de 80.000 km2. La situation
géographique de la Tunisie confere a ses écosystemes une large interdépendance avec

I'ensemble de la région méditerranéenne.

Le pays est riche en contrastes. Il englobe de vastes zones montagneuses au Nord et a
I'Est (chaine de I'Atlas). C’est aussi le pays des hautes steppes arides drainées par des
oueds endoréiques et des basses steppes semi-arides cotiéres s’achevant par un littoral
bas, peu accidenté et se prolongeant en mer par une vaste plate-forme continentale. Sa
zone saharienne abrite les Chotts qui sont des vastes lacs naturels riches en sels, situés
au-dessous du niveau de la mer et s’étendant des frontieres de la Libye a celle de
I'Algérie.

La pluviométrie moyenne annuelle est variable selon les étages bioclimatiques (Figure

15) et la saison :
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* Au Nord: 800 mm (étage humide), 600 mm (étage subhumide), 450 mm (étage
semi-aride)
* AuCentre: 100 a 250 mm (étage aride)

* AuSud:50 mm (étage désertique)

A cette grande diversité de reliefs et de climats correspondent une diversité de réseaux
hydrographique et hydrogéologique et une diversité de sols créant ainsi des conditions
d’existence de biotopes les plus variés. La Tunisie dispose d'un réseau hydrographique a
répartition non uniforme et dont I'importance diminue du Nord vers le Sud : le Nord

(80% des eaux de surface), le centre (15%) et le Sud (5% malgré son étendue).

Subhumide
Semi-aride, nuance marifime
Semi-ande, nuance confinentale
- Aride, nuance maritime
- Aride, nuance continentae

- Chimat saharien

Figure 15. Etages climatiques de la Tunisie [Paute, 2008]
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4.1 Classification des zones humides de Tunisie

Les zones humides tunisiennes sont tres diversifiées. Elles comprennent :

Les garaas ou lac sont des étendues d’eau douce situées a l'intérieur du pays. Elles
peuvent étre temporaires (Gaaret el Mabtouh) ou permanentes (Gaaret Ichkeul).
Elles sont généralement localisées dans le nord du pays ou la pluviométrie est
importante. Elles abritent des populations importantes d’oiseaux migrateurs
150.000 par an pour le Lac d’Ichkeul.

Les marais d’eau douce ou saumatre sont associés a des inondations fréquentes ou a
I'accumulation plus ou moins importante de masses d’eau et des eaux de
ruissellement.

Les tourbieres sont des accumulations de végétaux morts dans un milieu inondé
fortement acide et déficitaire en oxygene avec une décomposition tres lente.

Les lagunes sont des zones humides d’eaux salées, situées du nord au sud du pays, de
profondeurs variables et reliées a la mer par un ou plusieurs chenaux. Leur
superficie varie de quelques hectares a plusieurs milliers d’hectares. On y trouve
surtout les avocettes, les échasses blanches et les sternes.

Les marais intertidaux sont des espaces au bord de la mer qui se découvrent a marée
basse. Ils sont souvent bordés par une plage sablonneuse de largeur variable. Ils sont
partiellement recouverts d’'une végétation composée de zostere qui forme une aire
de nourrissage pour les oiseaux limicoles. Ils s’étendent de Sfax a Djerba.

Les sebkhas sont des dépressions qui retiennent I'eau, généralement saumatre ou
salée sur une superficie variant de quelques centaines a quelques milliers d’hectares.
Elles sont présentes du nord au sud (sebkhas de Sijoumi, Kelibia...). Ce sont des lieux
de nidification pour le grébe huppé, le canard colvert, la sarcelle marbrée...

Les chotts sont de larges dépressions peu profondes, couvrant des milliers d’hectares
irrégulierement inondées. Pendant la saison seche, une crofite de sel se forme en
surface. Ils se situent a la limite nord du Sahara (Chott El Jérid...). Les chotts et les

sebkhas présentent des conditions idéales pour la nidification des flamants roses.

De nombreuses zones humides ont été identifiés : 54 sebkhas, 31 Garaats, 17 chotts, une

tourbiere, 28 retenues de barrages, 64 oueds, 37 étangs, 14 marais intérieurs, 4 marais

cotiers, 16 plages, 15 lacs. Ces zones humides abritent plus de 300 especes végétales et
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140 espéces d’oiseaux. Elles sont réparties sur tout le territoire avec une prépondérance

dans le Nord-Ouest et le Centre-Est (Tableau 2).

TYPES REGIONS TOTAL
NORD QUEST NORD EST CENTRE sSup

QOueds 25 10 19 10 B4
Sebkhas 13 20 21 54 :
Garaa 9 ] 12 ] 31
Marais intérieurs 10 1 3 14
Marais cotiers 4 4
Chotts 14 3 17
lagunes 4 4 2 3 13
Oasis 6 6
Sources naturelles 3 1 1 5
Tourbiéres 1 1
Bamrages 1 13 4 28
TOTAL B3 A7 79 48 237

Tableau 2. Distribution des zones humides en Tunisie [El Ghoul, 2009]

4.2 Les sites Ramsar en Tunisie

La Convention de Ramsar, (Convention relative aux zones humides d’'importance
internationale) est un traité international adopté le 2 février 1971 pour la conservation
et 'utilisation durable des zones humides. En Tunisie, 20 sites ont été identifiés dans la
cadre de cette convention (Figure 16). En effet, selon les conditions climatiques locales,
leur capacité d’accueil peut dépasser 20 000 oiseaux [Hamdi et Chard Cheikhrouha,

2011]
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----- Cours d'eau a écoulement temporaire
—— Cours d’eau a écoulement perenne
Garaa, sebkha ou chott

- Site Ramsar de Tunisie

Figure 16. Les zones humides et les sites Ramsar de Tunisie [Paute, 2008]

4.3 Les facteurs anthropiques menacant les zones humides

Les zones humides tunisiennes sont d'une grande importance pour '’hivernage et
la conservation des oiseaux aquatiques. Toutefois leur superficie a diminué suite aux
travaux de drainage et au développement agricole et industriel. Ainsi, entre 1981, et
1997 la superficie de ces milieux naturels a régressé de plus de 15% [Hughes etal,
1997]. A cette perte quantitative s’ajoute une perte qualitative susceptible d’engendrer
des dégats sur le peuplement d’oiseaux d’eau. La plupart de ces milieux naturels
présentent une altération de leur valeur biologique suite a la construction de barrages
autour de leurs bassins versants. A ces constructions hydro-agricoles s’associe I'activité
cynégétique qui exerce une pression croissante sur les populations aviaires, notamment
par le braconnage. L’ensemble est relayé par des activités touristiques en plein essor qui
ciblent surtout les milieux cotiers. La conséquence de ces modifications est
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I'anthropisation de I'habitat des oiseaux d’eau et la perte des caractéristiques initiales
qui font l'originalité des zones humides au profit de nouveaux critéres moins naturels
[Davidson et Evans, 1986]. Pour le risque de transmission du VWN, cette anthropisation
augmente le contact entre 'homme (et ses commensaux comme les équidés) et les
populations de moustiques potentiellement infectés, d’autant que la diminution de la
qualité des eaux de surface diminue leur biodiversité et favorise le développement
d’espéces adaptées aux eaux « sales », telles que Culex pipiens. D’autre part, la réduction
de la biodiversité aviaire liée aux aménagements hydro-agricoles favorise la diminution

de I'effet de dilution, et augmente le risque épidémique.
4.4 Facteurs écologiques et activité du virus West Nile

Plusieurs facteurs environnementaux et écologiques sont responsables de la
persistance de VWN et I'augmentation de 'activité virale. Il s’agit le plus souvent de
facteurs climatiques qui peuvent influencer indirectement la dissémination virale en
modifiant la physiologie des insectes, leur densité et le cycle extrinseque du VWN, ainsi

que la diversité et 'abondance des hotes vertébrés. On peut citer entre autres :

e L’élévation des températures entrainant un développement plus rapide des
moustiques et un raccourcissement du cycle trophogonique avec une production
plus importante d’ceufs en un laps de temps plus court [Epstein, 2001]

* Les inondations secondaires a de fortes pluies ou la présence d’eaux stagnantes
constituant des terrains propices a la ponte des moustiques avec augmentation de la

population vectorielle.

En période de sécheresse, les eaux stagnantes deviennent plus riches en matieres
organiques en décomposition, favorables au développement larvaire de certaines
especes de moustiques, et défavorables a leurs prédateurs tels que les grenouilles et les
libellules. Les oiseaux sont dans le méme temps forcés a se concentrer autour de ces
points d’eau facilitant ainsi le cycle de transmission et d’amplification virale. La
migration des oiseaux infectés favorise la dissémination du VWN a longue distance

[Epstein, 2001].
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4.5 Distribution des vecteurs potentiels du virus West Nile selon les

facteurs écologiques

D’apres les rares études entomologiques réalisées en Tunisie sur la distribution des

vecteurs potentiels du VWN, on peut dégager quelques grandes tendances.

* (x pipiens supporte les eaux saumatres : la salinité des gites larvaires varie de 0,24 a
2,75 g / L. Sa respiration aérienne lui permet de coloniser des milieux pauvres en
oxygene. Ses facultés d’adaptation lui permettant de coloniser différents types de
gites. Elle est ainsi tres répandue en Tunisie. Les plus grandes densités sont
retrouvées dans les eaux stagnantes et riches en matiéres organiques [El Ghoul,
2009].

* (x theileri occupe des gites tres divers ce qui explique sa répartition sur tout le
territoire tunisien. Cette espéce supporte les eaux saumatres (0,5a11g /L)

* (x laticinctus est tres répandu en Tunisie. Ce moustique s’accommode de divers
types de gites y compris en eau saumatre. Les adultes de cette espece sont observés
fréquemment d’aolit a octobre. C’'est une espece zoophile exophage [Bouatour et
Rhaiem, 1998]

* (x perexiguus occupe les gites a eau douce et les mares salées avec ou sans
végétation. Les adultes sont actifs de septembre a novembre. C'est une espece
antropo-zoophile : elle se nourrit préférentiellement sur I'homme ou les animaux

* Aedes detritus est une espece halophile occupant les marais salés le long du littoral
tunisien. C'est une espece fréquente et abondante qui pique 'homme pendant la
journée [Bouatour et Rhaiem, 1998].

* Aedes caspius ala méme écologie que I'espece précédente et occupe le méme biotope
et peut aussi étre rencontrée dans des régions continentales (Sidi Bouzid, Tozeur)
[Bouatour et Rhaiem, 1998].

* Aedes vittatus est collecté uniquement dans la région de Meknassi

* Aedes geniculatus et Aedes berlandi sont des especes arboricoles strictes, on les

rencontre dans la région de Ain Draham

En conclusion de cette section, différentes régions de Tunisie constituent par leur climat,
la nature de leur sol, la présence de zones humides et de végétation, un milieu favorable

pour le développement et la pullulation des vecteurs potentiels du VWN. Elles
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constituent un milieu favorable pour la rencontre avec les hotes aviaires impliqués dans

le cycle du virus.

L’activité saisonniere et périodique du VWN en Tunisie est probablement liée aux
conditions climatiques et environnementales qui contrdlent les possibilités de
développement de populations de moustiques et leur contact avec des populations
d’oiseaux permettant de nouvelles introductions virales a 'occasion des migrations, et

I'amplification de la circulation virale.
5 Infection de 'homme et des équidés
5.1 L’infection humaine par le virus West Nile

Chez I'homme, l'infection est le plus souvent asymptomatique (80 %) et ne motive
pas une consultation médicale. Les manifestations cliniques sont constituées dans la
majorité des cas par un syndrome pseudogrippal (« grippe estivale ») faisant suite a une
courte période d'incubation de quelques jours avec une résolution sans séquelle. Une
faible proportion (environ 1%) des personnes ayant des signes cliniques présentent des
formes graves avec des manifestations neurologiques. La mortalité liée a ces formes
graves est variable et peut étre estimée aux alentours de 10 % [Gallian et al., 2005]. La
fréquence des formes graves et un mauvais pronostic vital sont associés a l'dge
(> 65 ans) et a I'état du systeme immunitaire du patient [Weiss etal,, 2001]. L’'homme
est un hote accidentel du VWN et un cul-de-sac épidémiologique car le taux de

réplication du virus dans le sang est insuffisant pour infecter de nouveaux moustiques

indemnes lors de leur repas de sang.

Environ 80% des infections de 'homme par le VWN sont asymptomatiques. La maladie
s’exprime sous la forme d'un syndrome grippal bénin, caractérisé par une fievre
d’apparition brutale, qui dure 3 a 5 jours, avec des maux de téte, une irritation de la
gorge, une myalgie, des arthralgies, de la fatigue, une conjonctivite et une douleur
rétrobulbaire [Kouzana, 2000]. Une éruption maculopapulaire ou roséolaire est visible
dans environ 50% des cas, partant du tronc vers les extrémités et la téte. Une
lymphadénopathie, une anorexie, des nausées, des douleurs abdominales, de la diarrhée,
une orchite et des signes respiratoires ont aussi été décrits, ainsi que des signes
d’hépatosplénomégalie, d’hépatite, de pancréatite, de myocardite et des fievres

hémorragiques. Dans moins de 15% des cas clinques, une méningite aseptique aigué ou
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une encéphalite se développent, associées a de la raideur, des vomissements, une
confusion mentale, des anomalies de vigilance, une somnolence, des tremblements des
extrémités, des réflexes anormaux, des convulsions, parésies, voire un coma. La
paralysie peut s’observer soit lors d’encéphalite ou de méningite, avec des signes qui
évoluent rapidement vers une faiblesse sévere, une paralysie de 1 a 4 membres,
généralement sans perte sensorielle [Kouzana, 2000].Les atteintes neurologiques sont le
résultat du neutropisme du VWN qui s’exprime en général par une méningo-encéphalite

[Le Guenno et al., 1996, Pruzanski et Altman, 1962].

Les manifestations cliniques dues a linfection par le VWN ont été généralement,
associées aux conditions épidémiologiques. En effet lors des premieres épidémies en
Israél et d’Egypte, 'aspect le plus fréquent a été un syndrome fébrile et algique avec
parfois polyadénopathies et éruptions cutanées guérissant en quelque jours et sans
séquelles. Ce syndrome pseudo-grippal atteint surtout les enfants et les adolescents

dans les zones de forte endémicité [Chastel et al., 1977, Hayes, 2001].

L’évolution de la FWN humaine va d’'une guérison spontanée totale jusqu’a des séquelles
neurologiques parfois dramatiques, voire l'installation d’'un coma neurologique dont
'issue est habituellement fatale. En cas de guérison 'homme développe une immunité
spécifique et durable [Pruzanski et Altman, 1962]. Les symptomes régressent
habituellement en 2 a 3 semaines, une évolution prolongée dans le temps peut étre
signalée chez les sujets agés. Le Guenno (1996) [Le Guenno etal,, 1996] a rapporté des

séquelles aprés deux mois d’évolution chez 7 des 15 patients confirmés en Algérie.

En date d’Aout 2012, 1 590 cas humains de la maladie a virus West Nile ont été signalés
aux Etats-Unis d'Amérique. Parmi ceux-ci, 889 (56%) ont été classés comme maladie
neuro-invasive. Durant 'année 2012, des cas humains ont été observés (Tableau 3) en
Italie, Grece, Roumanie, Hongrie, Kosovo, Palestine, Russie, Serbie, Croatie, République

de macédoine (Figure 17).
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Pays Nombre de cas
Grece 161
Hongrie 8
[talie 45
Croatie 5
République de Macédoine 4
Israél 46
Romania 14
Kosovo 4
Palestine (territoire occupé) 2
Russie 397
Serbie 64
Tunisie 22
Algeria 1

Tableau 3. Recensement des cas humains de fievre West Nile en Europe et en Tunisie (n =775)

en 2012 (04/10/2012). Source : European Centre for Disease Prevention and Control
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Figure 17. Distribution des cas d’'infection par le virus West Nile en 2012 (25/10/2012) dans le

bassin méditerranéen et en Europe. Source : European Centre for Disease Prevention and

Control
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Il n’existe pas a I'heure actuelle de traitement efficace contre la FWN. Toutefois, les

traitements symptomatiques peuvent étre utilisés.

La vaccination contre le VWN serait la meilleure protection pour les personnes a risque,
(agées ou habitant des zones a risque). Le vaccin idéal pour une utilisation chez I'homme
serait celui qui pourrait étre utilisé dans une épidémie imminente et qui permettrait de
fournir une immunisation rapide, de préférence quelques jours apres une dose unique.
Actuellement Il n'existe aucun vaccin humain contre le VWN. Toutefois, il existe des
essais clinique sur des vaccins comme ChimeriVax-WNO02 [Biedenbender etal., 2011]
hautement immunogene chez les jeunes, adultes et les personnes agées. Ce vaccin est

encore dans les phases d’essai.
5.2 Les infections humaines par le virus West Nile en Tunisie

Selon les données de l'institut national des statistiques, la population tunisienne
était estimée au 1 juillet 2011 a 10.673.800 habitants dont 60% sont installées dans les
zones urbaines. La population rurale est relativement stable et constitue environ 40%
de la population totale. La densité moyenne est de 50 habitants / km?. En 20009, le taux
d'accroissement naturel de la population était de 1,20% et l'indice synthétique de

fécondité était de 2,05. L’espérance de vie a la naissance était de 74,5 ans.

La population urbaine est concentrée dans quelques grandes agglomérations littorales
(5 parmi les 10 premieres agglomérations du pays). Plus de la moitié de la population
urbaine est répartie entre trois ensembles urbains littoraux : Tunis, Sousse, et Sfax
(Figure 18). En 2010, preés de 6.4 millions de tunisiens habitaient une agglomération
dont 29% dans I'agglomération de Tunis ,19% dans les ensembles urbains régionaux de

Sousse et Sfax, et 70% sur un littoral marin.
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Figure 18. Population tunisienne par gouvernorat [Harre, 2011]

Selon Haddad [Haddad, 1980], la premiére enquéte sérologique a été réalisée chez
I’'homme en Tunisie en 1968 par Hannoun (résultats non publiés) qui a testé 705 sérums
humains pour la présence d’anticorps contre le VWN et d’autres arbovirus. Les résultats
ont révélé une faible prévalence des anticorps contre le VWN dans diverses régions de la

Tunisie (1,8%).

Dans les années 1970, Nabli et al. ont collecté 1.406 sérums (1.094 a Jerba, 205 a Tunis,
85 a Gabes et 22 dans d’autres régions) pour tenter d’expliquer la fréquence chez
I'homme des syndromes méningo-encéphalitiques d’étiologie indéterminée. La
prévalence sérologique des anticorps contre le VWN était de 3,8% dans I'lle de Jerba, de
7,8% a Tunis, de 7,0% a Gabes, et de9,0% pour les autres régions. La séroprévalence
globale était de 4,7%. Les résultats de cette enquéte refletent I'existence de foyer
d’activité limitée des virus étudiés et en particulier le VWN, le virus Sicile (Bunyaviridae,
Phlebovirus) et le virus Sindbis (Togaviridae, Alphavirus). A 'époque, les auteurs avaient
souligné la nécessité d’instaurer une surveillance sérologique des arboviroses en
Tunisie, ainsi qu'une analyse des conditions biologiques des réservoirs et des vecteurs,
et des essais d'isolement des virus. Cependant, aucune suite n’avait été donnée a ces

recommandations.

L’automne 1997 a été marqué par l'occurrence d'une épidémie de méningo-encéphalite

causée par le VWN dans deux gouvernorats cotiers de la Tunisie, avec au total 173 cas
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dont 8 déces. C’est la premiere fois qu'une telle épidémie était rapportée en Tunisie. La
grande majorité des cas provenaient des gouvernorats de Mahdia et Sfax: 105 cas
(61%) et 53 cas (31%). Par rapport a la population totale des 2 gouvernorats, le taux
d’attaque était 4,5 fois plus important a Mahdiab (Figure 19) qu’a Sfax: 30 et 7 cas pour
100 000 habitants (Figure 20). La grande majorité des malades vivaient en milieu rural :
les grandes villes et chefs-lieux des gouvernorats sus-cités ont été épargnées. Une
enquéte menée aupres des malades n’a pas révélé de morbidité ou de mortalité
anormale chez les oiseaux d’élevage et les équidés. Le nombre hebdomadaire de cas
détectés était a son maximum durant les 3 dernieres semaines d’octobre et la premiere

semaine de novembre avec plus de 20 cas notifiés par semaine.

La souche virale isolée en Tunisie appartenait au lignage 1 et était proche de celle

identifiée peu aprés a New York et en Israél que de celles trouvées au Maroc et en Italie

Légendes

E de 10,8 & 29.3 pour 1OE 000 Habitants

- de 31,9 4 69.4/100 000 Habitants
- de SHE & 246,06/ 100 000 Habitants

Figure 19. Taux d’attaque des cas de méningo-encéphalite humaine a virus West Nile

pendant I'épidémie de 1997 dans le gouvernorat de Mahdia [Kouzana, 2000]
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Figure 20. Taux d’incidence pour 100.000 habitants des cas de méningo-encéphalite a

virus West Nile en Tunisie pendant I'épidémie de 1997 [Triki et al., 2001].

Une deuxiéme épidémie humaine a été signalée en 2003 dans la méme zone que celle de
1997. Les gouvernorats touchés étaient Monastir, Mahdia, Sousse, Sfax et Gabes.
L’épidémie a commencé fin juillet, les derniers cas ont été enregistrés au cours de la
premiere semaine d’octobre. Sur 94 cas suspects, 31 ont été confirmés. Le virus n’a pas

éteé isolé au laboratoire ni caractérisé par des analyses moléculaires.

En 2007, une enquéte sérologique a été réalisée chez 1.854 sujets sains originaires de
trois gouvernorats : Kairouan, Bizerte et Sfax. Les prélevements ont été collectés durant
la période allant de janvier a décembre 2007. Aucun cas d’infection a VWN n’avait été
rapporté antérieurement a Bizerte, et uniquement deux cas sporadiques avaient été
enregistrés a Kairouan. En revanche, Sfax avait été touché par les deux épidémies de
1997 et 2003. Une recherche des anticorps spécifiques de type IgG a été faite par ELISA
indirect. La séroprévalence globale a été de 12,5 % avec répartition tres variable selon
les gouvernorats testés. Trois zones de transmission du VWN ont été trouvées ; forte
prévalence sérologique a Kairouan (27,7%), séroprévalence moyenne a Sfax (7,5 %) et
séroprévalence faible a Bizerte (0,7%). La séroprévalence était significativement plus

élevée chez les sujets agés de plus de 40 ans a Kairouan, caractérisé par la présence de

plusieurs barrages.
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En octobre 2010, la FWN a été diagnostiquée chez deux enfants de la région de
Jendouba, au Nord de la Tunisie, a la frontiere avec L’Algérie et a proximité du lac

d’Alkala.

En octobre 2011, la FWN a été diagnostiquée chez 3 femmes agées de 61, 70 et77 ans
dans le gouvernorat de Kébili, au Sud de la Tunisie, dans la région des oasis située a

proximité du chott Eljerid.

En conclusion, la FWN semble étre une maladie humaine émergente en Tunisie. Les
conditions environnementales jouent probablement un role important a cet égard. En
effet, au cours des mois de septembre 1997 et 2003, périodes des épidémies observées,
la pluviométrie a été nettement plus importante dans le gouvernorat du Sahel que celle
des mémes périodes des autres années, favorisant ainsi la pullulation des moustiques au
moment des migrations d’oiseau au retour d’Europe. La prédominance de l'infection
humaine en milieu rural du Sahel pourrait étre liée a I'exposition plus importante de
cette population aux piqlires de moustiques. La rencontre entre vecteurs compétents et
abondant, avec des populations denses d’hdtes aviaires réceptifs au VWN serait
probablement la cause de I'amplification du cycle épidémiologique et du déclenchement

des foyers et épidémies.

Bien que les différents composants du cycle de transmission du VWN restent mal connus
en Tunisie (virus, moustiques, oiseaux), le risque d’apparition de nouvelles épidémies
peut étre considéré comme croissant, avec des conditions environnementales favorables
a lintroduction et a I'amplification du virus, et la forte croissance des populations
humaines concentrées dans les régions a risque (cotes et proximité des barrages hydro-
agricoles). Ainsi, la FWN pourrait constituer un probleme de santé publique de plus en

plus préoccupant en Tunisie.
5.3 Infection des équidés par le virus West Nile

En 1968, le VWN a été le premier arbovirus isolé au Maghreb, a partir d'un lot de
Culex collectés dans I'extréme sud du Sahara algérien [Pilo-Moron et al., 1970]. En 1996,
il a été de nouveau isolé chez le cheval au Maroc. Entre temps des enquétes séro-
épidemiologique réalisées chez les petits mammiferes sauvages (Mus musculus, M.

spretus, Rattus rattus, Eliomys tunetae, Ctenodactylus gundi et Pipistrellus kunli) ne
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laissent aucun doute sur sa circulation en Algérie, au Maroc et en Tunisie [Chastel et al,,

1977].

En France, de 1962 a 1965, 50 chevaux environ sont morts en Camargue de FWN,
régulierement décrite par les vétérinaires de cette région. Plus récemment, en Italie
(Toscane), 14 cas ont été déclarés dont 2 mortels [Berthet et al.,, 1997b]. En 1996, 94 cas
équins ont été déclarés au Maroc dont 42 déces [Le Guenno et al., 1996, Zientara, 2002].

En Tunisie, seuls des cas humains ont été recensés.

En ao(it 2010, I'Office International des Epizooties (OIE) a émis un rapport de
notification immédiate suite a la déclaration de 5 foyers de FWN, dans la région de
Macédoine centrale au Nord de la Grece (Thessalonique) : 6 chevaux sur 18 ont présenté
des signes cliniques. Un autre bulletin d’alerte a concerné I'’émergence de cas de FWN en
[talie. Sur 59 chevaux présents dans 5 foyers, 13 ont présenté des signes cliniques et un
a été euthanasié. Un troisieme bulletin d’alerte était relatif a une émergence de FWN en
Espagne : en Andalousie sur les 7 chevaux présents, 2 ont présenté des signes cliniques.
Dans la méme période seize foyers équins ont été identifiés au Maroc essentiellement
dans la région de Benslimane. Sur 111 chevaux, 17 ont présenté des signes cliniques et 8

sont morts (Tableau 4).

Pays Nombre de cas
Grece 12 (3 morts)
Italie 14

Bulgarie 8

Portugal 1

Maroc 17 (8 morts)

Tableau 4. Recensement des cas équins de fievre West Nile survenus en 2010 en Europe

et en Afrique du Nord

Chez le cheval, l'infection par le VWN est souvent inapparente. Cependant, lorsque les
symptémes apparaissent, la maladie se manifeste de maniére tres variable, allant d'un

simple syndrome grippal a une encéphalomyélite a fort taux de mortalité.
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Les chevaux affectés montrent fréquemment une ataxie légere a sévere. Les signes
cliniques peuvent aller d’'une incoordination légere au décubitus. Quelques chevaux
présentent également un affaiblissement, des tremblements musculaires, et des déficits
des nerfs craniens. La fievre n'est pas un facteur de la maladie uniformément présent
chez les chevaux. Les manifestations cliniques suite a des infections a VWN chez le
cheval semblent comparable dans les différents pays européens quelle que soit la souche
virale a I'origine de I'épizootie. Les signes d’ataxie et de paralysie ou parésie sont les plus
fréquemment observés, tandis qu'une hyperthermie n’est relevée que dans moins de la

moitié des cas.

Il n’existe pas de traitement spécifique de la FWN chez les équidés. Il faut isoler les
chevaux atteints dans un local calme, semi-éclairé, désinsectisé et administrer un
traitement symptomatique reposant sur une fluidothérapie associée a des anti-

inflammatoires non stéroidiens.

Chez les équidés, la lutte contre la FWN repose essentiellement sur des mesures de
protection sanitaire, dont la lutte contre les moustiques vecteurs (désinsectisation,
répulsifs) en zone infectée. Les insecticides sont un moyen simple et efficace pour
réduire les populations de moustiques. La lutte anti vectorielle vis a vis des larves et des
adultes peut étre utilisée, cependant elle présente un cofit écologique, qui n'est pas
forcément signe d'efficacité [Artois, 2009]. Afin de contréler l'origine principale des
moustiques, il faut se concentrer sur la destruction des zones de reproduction (gites
larvaires) et réduire ainsi le nombre de larves par épandage d'insecticides. On peut

utiliser des répulsifs que 1'on applique sur les chevaux. [Genain et al., 2010].

La vaccination est possible et assure une bonne protection contre la maladie sur la
majorité des chevaux. Aux Etats-Unis, 'impact négatif du VWN sur la vie des équidés a
renforcé l'intérét commercial du développement d’'un vaccin chez le cheval. Divers
vaccins candidats ont été développés depuis 2000. Les études mises en place apres la
commercialisation du premier vaccin en 2003 ont souligné 'efficacité de la vaccination
chez le cheval [Dauphin et Zientara, 2007b]. La vaccination entraine la formation d'IgG,
mais pas d'IgM, ce qui permet de différencier les animaux vaccinés (IgG sans IgM) de
ceux qui ont été infectés assez récemment (IgG+IgM). La vaccination protege a la fois de

la virémie, mais aussi des signes cliniques et de la mort [Vandaéle, 2009].
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5.4 Données générales sur les équidés en Tunisie

Aucun recensement précis n’a été fait jusqu’a présent concernant les équidés en
Tunisie. Selon le Ministere de I’Agriculture, la population équine en Tunisie en 2005

comptait environ 188.000 équidés dont 40.000 mulets, 123.000 anes et 25.000 chevaux.

Les chevaux sont généralement bien entretenus vivent dans de bonnes conditions
d’hygiene et font I'objet d’'un suivi médical permanent. Le cheval Pur-sang Arabe est
surtout rencontré au nord du pays ou l'on trouve des haras, des clubs hippiques et les
champs de courses. Le Grand Tunis, du fait de la proximité du haras de Sidi-Thabet et
des champs de course de Ksar Said, représente la zone de plus forte concentration du

cheval Pur-sang Arabe. Il existe 5 haras d’états et une vingtaine de haras privés.

Les anes et mulets sont utilisés pour effectuer la traction et les travaux agricoles en
milieu rural. Ils appartiennent a des petits élevages familiaux dans lesquels les

conditions d’hygiéne et sanitaires sont souvent précaires.

Cette population équine est inégalement répartie sur le territoire tunisien: 36% de
I'effectif total se trouve dans le nord (gouvernorats de Siliana, Jendouba et Bizerte) 46%
se trouvent dans le centre (gouvernorats de Monastir, Mahdia, Sfax et Kairouan). Le sud
ne représente que 18% de l'effectif total avec 63% d’anes. Ainsi, plus de 80% des
équidés sont répartis dans le Nord et le Centre ou se trouvent également 80% des zones

humides. Cela représente un facteur d’exposition des équidés au VWN.
5.5 L’infection a virus West Nile chez les mammiféres en Tunisie

Chastel [Chastel et al.,, 1977] a effectué des travaux de terrain destinés a apprécier
le réle des petits mammiferes dans I'épidémiologie des arboviroses en Tunisie. L’étude,
réalisée en 1976-77 a concerné 156 sérums de rongeur. L’arbovirus le plus
fréquemment rencontré a été le VWN (19.8%) on utilisant le test d’inhibition de
I’'hémagglutination Les especes qui paraissaient plus spécialement impliquées dans la
circulation du WNV ont été dans le Nord des muridés (Mus spp.), le rat (Rattus rattus) et
des lérots (Eliomys tunetae), et dans le Sud des gondis (Ctenodctylus gundi) et une

chauve-souris (Pipistrellus kuhli), avec 4 spécimens positifs a Beni Kheddache.

Une nouvelle enquéte sérologique, chez les petits mammiferes sauvages de Tunisie a été

réalisée par Chastel en 1980 [Chastel et al., 1983] on utilisant le méme test que '’enquéte
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précédente. La plupart des préléevements provenaient de régions différentes des celles
de 'enquéte de 1976-1977. Aucune réaction positive contre le WNV n’a été décelée chez
les 103 petits mammiferes concernés par cette enquéte : rongeurs, microchiropteres et

insectivores.

Une étude réalisée en 1980 par Haddad a concerné les équidés (ainsi que le sanglier et
I’'homme). Au total, 556 équidés (205 anes, 296 chevaux et 55 mulets) ont fait 'objet de
prélevements de sang. Aucun signe clinique chez l'animal n’a été rapporté aux
enquéteurs. Les sérums des équidés ont tous été testés par inhibition de
I’'hémagglutination et seulement deux animaux agés de 7 et 9 ans ont été positifs contre

le VWN [Haddad, 1980].

Une étude séro-épidémiologique a été réalisée sur 269 sérums d’équidés récoltés en
2005 dans six régions de la Tunisie [Bergaoui etal., 2007]. Deux cent soixante neuf
prélevements, provenant de 6 gouvernorats cotiers (Gabes, Sfax, Mahdia, Monastir,
Nabeul et Bizerte) ont été testés avec un test ELISA de compétition validé par les
laboratoires de référence pour recherche des IgG. Le taux de séropositivité global était
de 32%. La séroprévalence est beaucoup plus importante dans les gouvernorats cotiers
du centre, notamment a Monastir. Les taux observés au nord, a Nabeul et Bizerte sont
beaucoup plus faibles (9%).Sur les sérums étudiés par Bargaoui (2007) [Bergaoui etal,,
2007], les mulets et les anes (37%) ont montré une séroprévalence supérieure a celle

des chevaux (25%).

L’étude séro-épidémiologique menée par Boubaker [Boubaker, 2008], dans les régions
de Monastir et de Sfax, a porté sur 127 équidés. Le choix de la zone a été dicté non
seulement par le fait qu’elle a été touchée par les deux épidémies de 1997 et de 2003,
mais aussi pour ses caractéristiques climatiques et géographiques propices a la
transmission du VWN. L’analyse sérologique a utilisé des test de séro-neutralisation. Elle
a porté sur le dosage des IgG et des IgM. Trente-neuf prélevements ont présenté un
résultat positif en IgG (séroprévalence de 30%) et un seul résultat positif en IgM a été

constaté soit une séroprévalence de 0,78 %.

Une étude a été menée sur 134 chevaux par le Centre national de veille zoosanitaire,
entre juillet et octobre 2008, dans 3 gouvernorats du nord du pays (le Kef, Jendouba, et

Bizerte). Cette étude a révélé une séroprévalence de 23% dans cette zone d’étude. Tous
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les prélevements provenant de Bizerte et du Kef se sont révélés négatifs [Nicolescu et al,,

2009].

En conclusion de cette section, l'infection par le VWN chez les mammifeéres de Tunisie,
notamment les équidés, semble étre émergente en Tunisie car elle était rare ou absente
il y a une trentaine d’années, alors qu’elle est aujourd’hui largement répandue.
Cependant, les enquétes chez les équidés sont restées limités géographiquement et n’ont
pas permis d’avoir une vision globale du passage ou de la circulation virale a I'échelle de
la Tunisie. Un autre fait marquant est I'absence apparente de cas clinique chez les
équidés. Ce silence est-il di a un probleme de sous-déclaration ou d’absence de
diagnostic de laboratoire ? Des questions se posent aussi sur la fiabilité de systeme de
surveillance des encéphalites chez les équidés, fonctionnel pour la rage mais sous-utilisé

pour explorer les infections a Flavivirus.
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Abstract

West Nile fever (WNF) is a viral disease of wild birds transmitted by mosquitoes.
Humans and equids can also be affected and suffer from meningo-encephalitis. In
Tunisia, two outbreaks of WNF occurred in humans in 1997 and 2003; sporadic cases
were reported on several occasions. Small-scale serological surveys revealed the
presence of antibodies against WN virus in equid sera. However, clinical cases were
never reported in equids, though their population is abundant in Tunisia. This study
was achieved to characterize the nationwide serological status of WNF in Tunisian
equids. In total, 1,189 sera were collected in 2009 during a cross-sectional survey. Sera
were tested for IgG antibodies, using ELISA and microneutralization tests. The
estimated overall seroprevalence rate was 28%, 95% confidence interval [22; 34]. The
highest rates were observed (i) in the north-eastern governorates (Jendouba, 74%), (ii)
on the eastern coast (Monastir, 64%), and (iii) in the lowlands of Chott El Jerid and Chott
el Gharsa (Kebili, 58%; Tozeur, 52%). Environmental risk factors were assessed,
including various indicators of wetlands, wild avifauna, night temperature, and
chlorophyllous activity (normalized difference vegetation index: NDVI). Multimodel
inference showed that lower distance to ornithological sites and wetlands, lower night-
time temperature, and higher NDVI in late spring and late fall were associated with
higher serological prevalence rate. The model-predicted nationwide map of WNF
seroprevalence rate in Tunisian equids highlighted different areas with high
seroprevalence probability. These findings are discussed, as well as perspectives to
improve WNF prevention and disease surveillance in birds and equids, as well as

epidemiological research.

Keywords

West Nile fever; equids; serological prevalence; environmental risk factors; risk map;

Tunisia
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Introduction

West Nile fever (WNF) is a mosquito-borne viral infection transmitted in natural
cycles between birds and mosquitoes, particularly Culex species [Kramer et al., 2008].
Consequently, WN virus (WNV) transmission is sensitive to environmental conditions: it
is strongly associated with the presence of wetlands and the occurrence of rainfall and
flooding, as well as the abundance of avifauna and mosquitoes. Many bird species have
been found infected by WNV and migrating birds are involved in its long-distance

transmission.

In humans, WNV infection is usually an asymptomatic or mild febrile illness. However,
meningo-encephalitis cases are observed with some fatalities in older or immuno-
compromised patients. WNV is also a cause of animal disease, especially in equids
(horses, donkeys, and mules) in which possibly fatal meningo-encephalitis cases are
observed. Both humans and horses are dead-end hosts for WNV: viremia is low and

does not allow the infection of mosquitoes feeding on these hosts.

Sporadic cases and outbreaks of WNF in humans and equids have been reported after
WNV discovery in 1937 in the West Nile Province of Uganda. In the late 1990s,
outbreaks were increasingly reported in Europe: Romania (1996), Russia (1999) and
the Mediterranean basin (1994, 1997, 1998-2000), with hundreds of human cases
[Murgue etal, 2001a]. The virus was also introduced in the USA in 1999 where it
caused a major epidemic and epizootic in birds, horses and humans, and progressively

spread from Canada to Argentina and Brazil [Randolph et Rogers, 2010].

Recently, human outbreaks were reported from Central Europe and the Mediterranean
basin: Albania, Hungary, Israel, Italy, Macedonia, the Palestinian Territory, Romania, the
Russian Federation, Serbia, Spain, Ukraine, Tunisia, Turkey, Greece (2010-2012)
[Calistri et al., 2010, Garcia-Bocanegra et al., 2012, Papa et all, 2010, Sirbu et al., 2011].

In Tunisia, two major outbreaks of WNF were reported in humans. At the fall of 1997, a
total of 173 human cases of meningo-encephalitis were recorded, with 8 deaths [Feki
et al.,, 2005, Triki etal., 2001]. In 2003, WNV infections were confirmed in 21 patients
with neurological signs, including 3 fatal cases [Hachfi etal, 2010]. No case was
reported in equids in 1997 and 2003. The WNV identified in 1997 in Tunisia belonged
to the Israeli-American cluster of WNV. It clearly diverged from the Western

Mediterranean strains [Sotelo et al., 2011].
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Tunisia shows a great diversity of eco-climatic patterns dominated by aridity. From
1999 to 2007 [Direction générale des ressources en eau, 2007], the northern region
showed the highest rainfall with 577 mm year-], ranging from 324 to 843 mm year-1; the
central region was drier: annual rainfall of 280 mm year-! (153-375); (iii) the southern
region had a Saharan climate with very low rainfall: 106 mm year! (44-179). Wetlands
are distributed throughout the country with a greater abundance in the north-western
and central regions, including marshes, bogs, lagoons, salt flats (sebkhats), and flood-
inundation playas (Chott) [Bryant et Rainey, 2002]. Among these wetlands, 20 sites
were identified in the frame of the Ramsar International Convention on Wetlands of
International Importance, covering > 700,000 hectares. These areas are hot spots of
biodiversity and abundance of insects and avifauna, and the resting place of many
migratory and resident birds, especially waterfowls [Hamdi et Chard Cheikhrouha,
2011]. Indeed, Tunisia is on the flyway of wild birds migrating between Africa and
Europe. The winter counts of waterfowls recently conducted in Tunisian wetlands
revealed the presence of 106 species, and an annual average of about 430,000 birds

[Hamdi et Chard Cheikhrouha, 2011].

An entomological survey conducted in Tunisia after the WNF epidemic of 1997 [Feki
et al.,, 2005] showed the abundance of Culex and Aedes species, potential vectors of WNV
in Tunisia [El Ghoul, 2009]. Culex pipiens was abundant including in urban areas [Feki
et al,, 2005]: it is an opportunistic mosquito, feeding on birds and mammals. Therefore,

it might play the role of bridge species between birds and mammals.

The equid population in Tunisia reaches ca. 188,000 (123,000 donkeys, 40,000 mules,
and 25,000 horses), unevenly distributed in Tunisia: 36% in the North, 46% in the
Centre, and 17% in the South.

No animal survey was carried out during the human outbreaks of 1997 and 2003. Three
small-scale cross-sectional surveys were implemented in 2005, 2007 and 2008, two of
which involved the outbreak areas of 1997 and 2003 [El Ghoul, 2009]. They showed
WNV had circulated in the coastal and continental areas of the country. Thus, the
national veterinary services (DGSV) decided to achieve a national cross-sectional
serological survey in equids to assess the geographical extent of WNV infection, and
provide information to implement better surveillance and control measures. We report

here the results of this survey, attempting to find environmental factors associated with
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the serological prevalence rate of WNV antibodies in equids, and to draw a national map
of this epidemiological indicator. We propose some suggestions to improve WNF

surveillance in equids, and discuss their relevance for WNF surveillance in humans.
1 Materials and Methods
1.1 Survey design

In Tunisia, imadas are the smallest administrative units (n = 2,073). In the absence
of an exhaustive database listing the national population of equids, a two-stage sampling
frame was adopted, with imadas as the first-stage units. DGSV established a list of 700
imadas where equid population was noticeable. A sampling fraction of 10% of these
imadas was adopted, and a sampling size of 20 equids was chosen within these imadas,
to achieve a 95% probability to detect at least one positive animal if the serological
prevalence rate of WNV antibodies was at least 15%. Such a high prevalence rate was
expected assuming that (i) WNV was regularly transmitted in the equid population, (ii)
most sampled animals would be adults (according to previous surveys), thus with a

possibly long WNV exposition history.

A list of 75 imadas was randomly drawn and the list of equid owners was established for
each of them by the field veterinary officers. Then, a random sample of owners was
drawn. At the most, two animals belonging to the same owner were bled: 10-mL blood
samples were taken from the jugular vein in a dry tube. Samples were sent to the
Institute of Veterinary Research of Tunis (IRVT) within 48 hours. Sera were extracted

and stored at -20°C until serological analyses.

A retrospective survey on equid mobility was implemented to assess whether the
serological prevalence rate observed in a given imada was an indicator of local WNV
transmission. A 2-stage sampling frame was adopted. The equid sample size (secondary
units) was set to reach a 5% precision under the assumption of a 10% frequency of
equid entries or exits in the owner’s flock: 138 equids, inflated to 200 to account for
possibly large design effect [Bennett etal., 1991]. A target size of 10 equids by imada
was set, resulting in an imada sample size of 20, increased to 22 to account for field
constraints. Imadas were randomly selected among those involved in the serological
survey, split by geographical region. The number of imadas in each region was

proportional to the importance of the region in the serological survey: 10 (North), 10
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(Centre), and 2 (South). Each selected owner was visited and interviewed according to
the 12Mo method [Lesnoff, 2008]. Firstly, present equids were listed and their origin
(place, date and occasion of entry) was recorded. Secondly, the owner was asked to
enumerate equid entries and exits (date, occasion) that occurred during the 12 previous

months. The survey was done by field veterinary officers supervised by the first author.
1.2 Laboratory procedures

Sera were tested with a commercial ELISA detecting WNV antibodies recognizing
structural pre-membrane (prM) and envelop (E) proteins (IDScreen WN competition
ELISA kit, IDVET Innovative Diagnostics). Samples were added to the wells coated with
recombinant prM and E proteins. The anti-prM/E antibodies, if present, formed an
antigen-antibody complex. An anti-prM/E antibody peroxidase (po) conjugate was then
added to the wells, possibly forming an antigen-conjugate-po complex. After addition of
a substrate solution, micro-plates were read with a spectrophotometer at 450 nm
wavelength. Results were validated if the mean value of the optical density (OD) of the
negative control (NCOD) was > 0.7, and the mean value of the positive control OD
(PCOD) was <30% of the NCOD. Then, we computed the S/N percentage (S/N%):
100 * sample OD / NCOD. Samples showing an S/N% < 40% were considered as
positive. Those with 40% < S/N% < 50% were considered as doubtful. Samples with

S/N% > 50% were considered as negative.

A microneutralization test (MNT) was used to confirm the results of ELISA. Heat-
inactivated sera, serially diluted (1/5 to 1/3645) in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) were mixed with an equal volume (50 pL) of DMEM containing 100 TCIDso of
WNYV, [s98 strain (kindly provided by P. Despres, Institut Pasteur). Cell and virus (100
TCIDso of WNV) controls were added onto each plate. Moreover, 10-1, 10-2, 10-3, and 104
dilutions of the virus suspension were prepared for its back titration. After incubating
the plates at 37°C for 1.5 h, 2 104 Vero cells in 100 pL. of DMEM were added to every
well. Plates were incubated at 37°C for 3 days and read under microscope, looking for
cytopathogenic effects. Results were validated if (i) infected cells were absent in the cell
controls, (ii) infected cells were present in the virus controls, (iii) virus titre was
comprised between 75 and 125 TCIDso per well, (iv) no protective effect was seen with
the negative reference serum, e.g., every well with the negative reference sera was

infected, and (v) the positive reference serum protected Vero cells from infection, and
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the average neutralizing antibody titre for this positive reference serum was 90. A
serum was considered as negative if cells were found infected at any serum
concentration. It was considered as positive if cells were protected with the first serum
dilution; its titre was calculated as the inverse of the latest dilution at which cells were

protected.
1.3 Dataset

For the ith imada (i = {1, ... I}, with I the number of imadas in the first-stage
sample), the response was the observed serological prevalence rate of antibodies

against WNV, i.e., the proportion 77; of y; positive tests over the number n; of tested sera:
mi=yi/ni

We selected the environmental variables used to model 77; according to knowledge on
WNV epidemiology [Eisen et Eisen, 2011]. Surface water is necessary to the larval
development of mosquitoes, as well as for the presence and abundance of many wild
bird species - either settled or migratory. Therefore, we selected a vector layer (186
polygons) of inland water bodies, freely available in the DIVA-GIS repository

http://www.diva-gis.org/.

In the frame of Ramsar International Convention on Wetlands of International
Importance, 20 wetlands of national importance were identified in Tunisia: major
resting, feeding, and breeding sites for wild birds. We have georeferenced these
wetlands. For each serological prevalence data point, we have computed the shortest
distances (i) to inland water bodies, and (ii) to the Ramsar sites, and used them as two

explanatory variables.

We used a topographic wetness index (TWI) dataset provided by the Earth Resources

Observation and Science Center (USA, http://eros.usgs.gov/) at a 1-km pixel resolution.

This index combines local upslope contributing area and slope. It is related to soil
moisture and vegetation which are important for the larval development and adult
resting sites of many insect species. It is used to quantify topographic control on

hydrological processes, and proved useful in ecological studies [Sgrensen et al., 2006].

Temperature, relative humidity, and vegetation leeg variables for the development of
mosquitoes. We selected two remotely-sensed MQIak& sets provided by the National

Aeronautics and Space Administratidmtp://modis.gsfc.nasa.gqv/
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* night-time land surface temperature (NLST), because many mosquito species are
mostly active from sunset to dawn, and temperature is a major factor for their
activity, as well as for the dynamics of the extrinsic virus cycle in WNV-infected
mosquitoes,

* normalized difference vegetation index (NDVI) is related to chlorophyllous activity.
Vegetation is important for adult mosquito resting sites, and is a proxy for relative

humidity which is a factor for mosquito survival.

These MODIS data have a moderate spatial resolution (pixel size of 1 km) and a high
temporal resolution: each pixel on the Earth surface is sensed twice a day. Because
serological data represented a cumulative exposition to WNV possibly spanning over
several years (depending on equids’ age), we needed environmental variables
representative of a long time period. We selected NLST and NDVI data recorded from
2001 to 2008, and processed by temporal Fourier analysis (TFA) which transforms a
series of observations taken at intervals over a period of time into an arithmetic mean,
and a set of (uncorrelated) sine curves, or harmonics, of different frequencies,
amplitudes, and phases that collectively sum to the original time series. The most
important harmonics are often those for the annual, bi-annual, and tri-annual cycles of
seasonal changes, because they often have a clear biological interpretation
[Scharlemann et al., 2008]. Therefore, 7 variables were used for each of NLST and NDVI:
the arithmetic mean, the annual, bi-annual, and tri-annual amplitudes, and the annual,
bi-annual, and tri-annual phases. These TFA dataset were built by Prof Rogers’ team,

Oxford University, at a 1-km spatial resolution.

For each raster dataset (TWI and the TFA-processed NLST and NDVI variables), we
computed the mean value within a 5-km radius buffer around each serological
prevalence data point. These values were used as the explanatory variables in the

modelling steps.
1.4 Statistical analysis

Given the adopted sampling frame for the serological survey, a clustering (within-
imada) effect was expected, resulting in wider confidence intervals for epidemiological

estimates than expected for independent observations [Bennett etal., 1991]. We
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estimated the intra-cluster coefficient p using a mixed-effect model [Goldstein etal,,

2002] and the design effect D=1 + (b - 1) p, with b the average sample size.

We modelled 77 with environmental variables at a national scale, (i) to find
environmental patterns associated with WNV activity, and (ii) to estimate a WNV
seroprevalence probability map for equids at the national scale. For a given imada i, 77
was modelled using binomial logistic regression. Because we had many explanatory
variables, model selection was an issue. We used the framework of information-
theoretic criteria, and multimodel inference [Burnham et Anderson, 2002]. This
framework is based on the Akaike information criterion (AIC) which is defined as
AIC=-2*log(L) + 2 * k, where L is the maximized likelihood, given the data and model
parameters, and k is the number of fitted parameters in the model. The term -2 *log(L)
is the deviance which decreased when more terms are added in the model. Because
deviance is penalized by 2 * k, AIC is a trade-off between minimum bias, and the number
of parameters in the model. For a set of logistic regression models fitted on the same
dataset, the best model has the smallest AIC. Because the number of sampled imadas (/)
was small compared with the number of k model coefficients (I / k < 40), a small-sample

correction was needed:
AlCc=AIC+2*k*(k+1)/(n-k-1).

Moreover, the actual distribution of the reponse often has a variance greater than
expected under the binomial assumption. If this is not accounted for, this can lead to the
selection of a spurious number of variables. Lebreton et al. (1992) proposed to use the
overdispersion parameter ¢ (model deviance divided by the number of residual degrees

of freedom) to compute QAIC = AIC / ¢, and its small-sample version
QAICc=QAIC+2*k*(k+1)/(n-k-1).

We fitted a set of R models (see below) which were ranked according to increasing
QAICc. The difference A; was computed for model j: A; = QAIC; - QAIC min, with QAIC min
the smallest QAICc observed among the R models. The relative likelihood of model j
given the data was computed: L;=exp(-0.5* Aj), as well as the probability of model j
given the set of R models, and available data: w; = L]-/Zl'fz1 L,. These probabilities were
used (i) to build a “confidence interval” of S plausible models, with S <R (e.g., the set of S

models achieving a cumulated probability of 90%), (ii) to compute weighted coefficients
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and predictions from the set of S models, and (iii) to compute weighted variance for
model coefficients and predictions. The explanatory variables were ranked according to

their frequency in the R models, thus providing an index of their importance.

Exploratory data analysis was used to reduce the number of explanatory variables, and
define the set of R models. We checked their correlations with bivariate scatter plots
and correlation matrix. =~ When high correlation (r>0.8) or strong non-linear
relationship was noticed between 2 variables, we only kept the one with the most
straightforward bio-ecological meaning. To assess the relationship between dependent
and independent variables, we computed univariate, generalized additive models of
serological prevalence rate against smoothing splines of each explanatory variable
[Hastie et Tibshirani, 1990]. After visual inspection (shape and span on the logit scale),
explanatory variables unrelated with the dependent variables were discarded (p < .25);
variables showing non-linear relationship with the dependent variable were
categorized. The reduced set of variables, and their two-way interactions, was used to
build the set of R models. The model selection procedure described above was applied
to build a 90% confidence interval of S models which were subsequently used for multi-
model inference and prediction. For this purpose, the Tunisian territory was divided
into 5-km pixels in which each explanatory variable was averaged. Serological

prevalence was predicted for this new dataset, using the S models.

For model validation, the receiver operating characteristic (ROC) curve was plotted
(sensitivity = f (1 - specificity)) and the area under the curve (AUC) was calculated. To
assess the predicted power of the fitted model of seroprevalence rates, the data set was
randomly split into a training data set (75% of observations), and a validation data set
(25% of observations). The positivity threshold defined for the training data set was
used to compute the sensitivity and specificity on the validation data set.

The R software [R Core Team, 2012] was used for data analysis. Additional R packages

“raster”, “rgeos”, “rgdal”, and “sp” were used for spatial data and plotting [Bivand et al.,

2008], and “MuMIn” for model averaging and multi-model inference [Barton, 2012].
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2 Results

In total, 1,189 sera were sampled in 74 imadas, i.e. 807 donkeys, 273 horses, 107
mules, and 2 equids of unstated species. A subsample of 102 sera was tested using the

MNT, showing a 100% concordance between ELISA and MNT.

The estimated overall serological prevalence rate was 28% (n = 1,189), with a 95%

confidence interval [22; 34]. The intra-cluster correlation was p =0.29, and mean

sample size at the imada level was 16, leading to an estimated design effect D = 5.4.

The mobility survey involved 226 animals. Their median age was 6 years, ranging from
2 to 15: most animals were born after the 1997 WN fever epidemic, and only 18% of
them were born when the 2003 epidemic occurred. Seven entries (3%) were reported
by the farmers; no exit was mentioned during the previous 12 months. Therefore,
observed serological results at the imada level were good markers of local WNV

transmission.

There were neither between-species, nor between-gender significant differences in
serological prevalence rates. Strong spatial heterogeneities were observed in
prevalence rates (Figure 21). The highest serological prevalence rate was observed in
the north-eastern governorates of Tunisia (Jendouba, 74%). High serological prevalence
rates were also observed on the eastern coast (Monastir, 64%), as well as in lowlands of
Chott El Jerid and Chott el Gharsa (Kebili, 58%; Tozeur, 52%), two ephemeral lakes
belonging to a large zone of playas stretching from the lowlands of southern Tunisia to

the Atlas Mountains of northern Algeria.
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Figure 21. Observed serological prevalence rate of antibodies against West Nile virus in equids
aggregated at the governorate level, Tunisia, 2009 (1,189 equids sampled in 74 imadas). Survey
locations are shown as white points. The scale bar on the right is a color code for the serological

prevalence rate. No data were available for governates in grey.

After the step of exploratory data analysis, 5 explanatory variables were retained:

* NLSTa0: arithmetic mean of night-time land surface temperature,

* NLSTal: annual amplitude of night-time land surface temperature,
* NDVIp2: bi-annual phase of normalized difference vegetation index,
¢ DRams: distance to the nearest Ramsar site,

e Dhz: distance to the nearest wetland.
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Generalized additive models (not shown here) highlighted non-linear relationship
between the seroprevalence rate and the explanatory variables NLSTal, NDVIp2, and
DRams. Each of them was split into 3 categories according to the 33.3% quantiles of

their empirical distribution.

The 90% confidence set of models according to the cumulated probabilities w; (Tableau
5) included 10 models with a combination of 6 explanatory variables (main effects and
interactions). Their relative importance is displayed in Tableau 6, and multi-model
averaged coefficients are presented in Tableau 7. The overdispersion parameter was
high (¢ = 3.0), confirming the need to use QAICc. The AUC computed from the 10 models
was 0.76. The positivity threshold minimizing the distance between the ROC curve and
the upper left corner of the ROC plot was 0.33, leading to a sensitivity of 0.65, and a
specificity of 0.76. This model and set of averaged coefficients applied to the validation
data set, with the same positivity threshold, provided a sensitivity of 0.76 and a

specificity of 0.70.

The distance to the nearest Ramsar site, the arithmetic mean of NLST, and the bi-annual
phase of NDVI had high and similar importance (0.97, 0.96, and 0.91). Coefficient
interpretation of the two former variables was difficult given the existence of an
interaction between them (fourth variable in importance: 0.79). Smaller distance to the
Ramsar site, and lower mean NLST were associated with higher serological prevalence
rate; however, the interaction coefficients were positive and strong, i.e., higher values of
NLST combined with longer distance from the Ramsar sites were associated with higher

serological prevalence rate.
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Tableau 5. Ninety per cent confidence set of 10 binomial logistic regression models of West Nile

serological prevalence rate in Tunisia (1,189 sera, 74 imadas), selected according to QAICc.

model df logLik QAIcc  Delta Weight
1356 11 -125.8 1143 0.00 0.61
12356 13 -120.3 117.7 338 0.11
135 7 -150.4 1184 411 0.08
1236 11 -133.8 119.6 9233 0.04
1235 9 -143.7 119.8 548 0.04
125 7 -153.5 1204 611  0.03
123 7 -153.5 1204 612 0.03
13456 13 -125.5 121.1 679  0.02
23 5 -162.8 1212 691  0.02

25 5 -163.9 1219 7.62 0.01

1 distance to the nearest Ramsar site (Drams); 2 distance to the nearest humid zone

(Dhz); 3 arithmetic mean of night-time land surface temperature (NLST); 4 annual

amplitude of NLST; 5 bi-annual phase of normalized difference vegetation index; 6

interaction between DRams and arithmetic mean of NLST.

Tableau 6. Relative importance of explanatory variables according to the 90% confidence set of

10 binomial logistic regression models of West Nile serological prevalence rate in Tunisia (1,189

sera, 74 imadas), selected according QAICc.

Explanatory variable (categorized)

Importance

Distance to the nearest Ramsar site (DRams)

Arithmetic mean of night-time land surface temparai(NLST)

Bi-annual phase of normalized difference vegetaioiex

Interaction between DRams and the arithmetic méNLST

Distance to the nearest humid zone (Dhz)

Annual amplitude of NLST

0.97
0.96
0.91
0.79
0.29
0.02
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Tableau 7. Model coefficients and 95% confidence intervals (CI) averaged over a set of 10
binomial logistic regression models (table 2) of West Nile serological prevalence rate in Tunisia

(1,189 sera, 74 imadas), selected according QAICc.

Coefficient Estimate Lower CI Upper CI
Intercept -0.76 -1.77 0.25
cdrams2 -1.83 -3.21 -0.44
cdrams3 -2.70 -4.35 -1.04
cLSTNa02 -0.37 -1.28 0.54
cLSTNaO03 -0.51 -2.11 1.09
cNDVIp22 0.45 -0.09 0.99
cNDVIp23 1.47 0.82 2.12
cdrams2:cLSTNa02 1.44 0.31 2.57
cdrams3:cLSTNa02 2.37 1.06 3.67
cdrams2:cLSTNa03 3.04 1.80 4.29
cdrams3:cLSTNa03 3.30 2.11 4.49
cdzh?2 -0.40 -0.90 0.09
cdzh3 -1.20 -1.95 -0.44
cLSTNal2 0.18 -0.30 0.66
cLSTNal3 0.07 -0.44 0.57

Each explanatory variable was split into 3 equal-size categories defined by 33.3% quantiles
numbered 1, 2, and 3. DRams distance to the nearest Ramsar site; Dhz distance to the nearest
humid zone; NLSTa0 arithmetic mean of night-time land surface temperature (NLST); NLSTal
annual amplitude of NLST; NDVIp2 bi-annual phase of normalized difference vegetation index;
DRams:NLSTa0 interaction between Drams and NLSTa0
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Higher values of the bi-annual phase of NDVI were associated with higher values of the
serological prevalence rate: humid late spring and fall were more favourable to WNV

transmission than drier occurrences of these seasons.

The two other variables had minor importance: distance to the nearest humid zone
(0.29) and annual amplitude of NLST (0.02). For the former, sign of the associated
coefficients was as expected: the serological prevalence rate was higher for shorter
distance to the humid zone. Regarding the latter, lower values of annual amplitude for

NLST were associated with lower serological prevalence rate.

The nationwide risk map for WNV antibody serological prevalence rate in Tunisian
equids (Figure 22) highlighted different areas with high serological prevalence

probability from northern to southern Tunisia:

* Northern parts of Jendouba (74%), Beja (65%) and Bizerte (30%) governorates, and
coastal regions of Sousse (40%) and Monastir (64%) governorates;

* The southern part of Sfax (5%) and Sidi Bou Zid (32%);

* Aregion intersecting the Siliana (13%) and Kairouan (30%) governorates ;

* A large part of Tozeur (52%), and the northern part of Kebili (58%), corresponding

to the Chott area.
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Figure 22. Prediction of West Nile serological prevalence rate in equids, 2009, Tunisia (a)
predicted probability, (b) standard error of predicted probability. Estimates were obtained with
a set of 10 binomial logististic regression models of West Nile serological prevalence rate in
Tunisian equids, selected according to QAICc. The scale bar on the right of each plot is a color

code for the serological prevalence rate (a) or its standard error (b).

2.1 Discussion

Diagnostic methods and serological prevalence rate

Serological surveys are widely used for the assessment or surveillance of WNV
transmission. Easy identification of epidemiological units, straightforward design of
sampling frames, and available serological methods make them popular. ELISA tests are
commonly used to assess antibody prevalence but they suffer from a lack of specificity
due to cross reactions between antibodies directed against WNV and other Flaviviruses
like Usutu virus [Ledermann etal, 2011]. The perfect agreement (100%) observed
between ELISA and MNT results was an indication that most serologically positive

equids had been infected with WNV, indeed. However, we cannot exclude the possibility
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that some other Flavivirus had also been transmitted to equids, with a low prevalence
rate. Moreover, the low mobility and turnover observed in equid populations showed
that positive animals had been infected close to the sampling sites. This was important
to check before trying to identify environmental features associated with serological

prevalence rate.

The observed design effect was high (D = 5.4), meaning that sampling size computed
under the assumption of independent observations should at least be doubled (square
root of 5.4 = 2.3) to achieve the same target precision [Bennett et al,, 1991]. The intra-
cluster correlation was also high (p =0.29), as compared with values commonly
observed in veterinary epidemiology studies in developing countries [Otte et Gumm,
1997]. Because there is no between-equid WNV transmission, this high intra-cluster
correlation suggested that environmental factors closely related to mosquito abundance
and mosquito infection rate strongly differed between imadas. This information might
be useful for future WNV serological surveys in Tunisia. Indeed, because the design
effect linearly increases with within-cluster sampling size (for a fixed intra-cluster
correlation coefficient), one should sample fewer animals in a greater number of imadas
to achieve a better precision with the same overall sample size. Given the relatively
small country size, and concentration of equids in the central and northern parts of

Tunisia, this sampling design might not result in higher survey costs.

The observed WNV serological prevalence rate (28%, n =1,189) was similar to previous
observations made by Ben Hassine et al. [Ben Hassine et al., 2011] in the north-western
part of Tunisia (27%, n =133). Indeed, equid sera collected and tested as from 2005
have shown a strong WNV transmission in the central region of Tunisia, as well as in
other parts of the country: Monastir (74%), Mahdia (46%), Sfax (44%), Bizerte,
Jendouba, and Kef (30%) [Bergaoui et al., 2007].

In sub-Saharan Africa where WNV is considered as endemic, similar prevalence rates
were observed in Cote d’Ivoire (28%, n = 95) or Democratic Republic of Congo (30%, n =
20) [Cabre etal., 2006]. They were even higher in Chad (97%, n = 30) or in Senegal
(92%, n = 25). Other results obtained in this latter country confirmed high prevalence
rates in Senegal Valley (85%, n = 367) and fossil Ferlo Valley (78%, n = 120) [Chevalier
et al.,, 2010, Chevalier etal., 2006]. Similar findings were also obtained in South Africa

(75% in mares, n = 243) [Guthrie etal., 2003]. The seroprevalence rate observed in
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Tunisia might be consistent with the assumption of endemic WNV activity. However,
repeated introductions of WNV at the occasion of bird migrations, followed by local
transmission and amplification of WNV in bird populations, might lead to similar
serological patterns. In addition, these two processes (endemic transmission and
repeated introduction) might occur together. Therefore, this serological survey should
be completed with ecology and virology studies in birds, equids, and mosquitoes to

decipher WNV transmission processes in Tunisia.

The observed serological prevalence rate was comparable in equids and humans over
the same study period on the north-eastern coast of Tunisia: 5% in equids vs. 8% in
humans in Sfax, 30% vs. 28% in Kairouan [Bahri et al., 2010]. However, different results
were reported in the northern area of Bizerte, with a higher seroprevalence rate in
equids (30%) than in humans (1%). This was probably related to a greater exposure
risk in equids. Indeed, in the Bizerte governorate, equids were mostly sampled around
Lake Ichkeul which is a breeding, resting, and stop-over site for many local and
migratory bird species. Thus, we did not confirm the conclusions of Bahri et al. (2010)
who considered the region of Bizerte as weakly endemic for WNV infection in humans.
Of course, risk factors for WNV infection might be different in humans and equids.
However, high seroprevalence rate in equids, sampled in the vicinity of human habitat,
provided evidence that several human population clusters were strongly exposed to

WNV in northern Tunisia.
Environmental risk factors for WNV serological prevalence rate

Geographic variations of WNV serological prevalence rate were predicted by the
set of selected models (Figure 22). High predicted values occurred (i) in the northern
parts of Jendouba, Beja, and Bizerte governorates, (ii) in the coastal regions of Sousse
and Monastir governorates, (iii) in a region intersecting the Siliana and Kairouan
governorates, and (iv) in the Chott area (Tozeur, Kebili). A low precision of estimates
was observed in the coastal region of the Medenine governorate. Environmental
conditions were not favourable for WNV serological prevalence rate, but the presence of
wetlands and Ramsar sites (source of possibly infected birds and mosquitoes) might

trigger transmission in case of exceptional climatic event e.g., high rainfall.

The distance to the closest Ramsar site was the most important explanatory variable,

present in 97% of the investigated models of serological prevalence rate. A further
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evidence of the importance of this risk factor was the occurrence in 2011 of 3 human
cases of WNF in Kebili, in the Chott area, near one of the Ramsar sites [National Health
Authorities of Tunisia, 2011]. Because wetlands provide suitable habitats for
mosquitoes and birds, they are also favourable places for the emergence of WNV [Bengis
et al,, 2004, Kramer et al., 2008]. Ramsar sites are protected areas with a higher animal
abundance and higher biodiversity than elsewhere. Migratory birds may introduce
WNV in such ecosystems, either from Africa or Europe [Malkinson etal, 2002].
Afterwards, contrasted mechanisms may favour or disfavour virus transmission to
equids. High bird biodiversity may be a protecting factor against WNV transmission,
with the so-called dilution effect [Allan etal., 2009, Swaddle et Calos, 2008]: the net
effects of biodiversity (including host and non-host species) might reduce the risk of
certain diseases in ecological communities [Keesing et al., 2006]. Also, reduction of bird
biodiversity may increase the risk of WNV transmission [Allan et al., 2009]. We may
assume bird biodiversity, and consecutively WNV transmission risk, showed large
seasonal and temporal variations related to bird migrations, the availability of surface
water and food resources. Moreover, the different categories of humid zones - including
Ramsar sites, harboured bird species with a wide range of biodiversity. Hamdi and
Charfi-Cheikhrouha (2001) have observed that bird species richness and diversity was
minimal in Chott, sebkhat, and dam wetlands. Besides the Chott area mentioned above,
the governorate of Jendouba harbours several large dams. The highest WNV serological
prevalence rates were observed in this governorate, reaching 70% in equids . In future
WNF studies, a more thorough database of wetlands might be used, as well as indicators

of bird species biodiversity [Amari et Azafzaf, 2011].

The arithmetic mean of NLST and the bi-annual phase of NDVI were also important
explanatory variables of WNV serological prevalence rate (relative importance of 0.96
and 0.91), with straightforward interpretation. The positive interaction between NLST
and the distance to the nearest Ramsar site (relative importance of 0.79; see also Figure
21) was more difficult to understand. On the one hand, the proximity with a Ramsar site
was a source of infected mosquitoes; however, surface water decreased NLST.
Consecutively, mosquito activity might have been lower, with a longer extrinsic virus
cycle, and finally a lower WNV transmission rate. On the other hand, mosquitoes were

probably more active when temperature increased, i.e. farther from Ramsar sites.
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However, their abundance rapidly decreased when the distance from the Ramsar site

increased.

High NDVI values are related to higher photosynthetic activity and enhanced food
supply for animals, as well as breeding and resting sites for mosquitoes. Hence, seasonal
differences in NDVI are one of the best predictive factors for mosquito abundance

[Brownstein et al., 2002, Jacob et al.,, 2009].
Proposals for WNV prevention and surveillance

In countries where WNV is endemic, local breeds of horses and donkeys rarely
show clinical signs. However, “new” strains of WNV with higher virulence might be
introduced and cause severe cases in equids. This happened for instance in Morocco in
2003 with a lineage-1 WNV [Schuffenecker etal.,, 2005], or in South Africa with a
lineage-2 WNV: viruses from this latter lineage were previously considered as non-
pathogenic [Venter et al., 2009]. Therefore, it is necessary to implement and maintain a
comprehensive WNF surveillance system in Tunisia, including advanced laboratory
diagnostic for virus isolation and fine characterisation, up to the molecular level. If a
pathogenic virus is identified, commercial vaccines against WNV are available and can

be used to vaccinate valuable animals [Beasley, 2011, Dauphin et Zientara, 2007b].

In Tunisia, WNF surveillance in equids mostly consists in passive surveillance, with
clinical suspicions reported by equid owners to veterinary practitioners and veterinary
officers. =~ An improvement would be to implement syndromic surveillance of
neurological cases in equids. Indeed, this is already partly done in the frame of rabies
surveillance: samples are taken from horses dying with neurological signs and are tested
for rabies virus in Tunis Institut Pasteur. To improve WNF surveillance sensitivity,
specific trainings on the epidemiology, diagnosis and surveillance methods of this
disease should be organized for field veterinarians and technicians. Moreover,
systematic testing of horse brain samples should be implemented, together with

laboratory participation in international ring trials.

Regarding the entomological aspects, the identification of mosquito species responsible
for WNV transmission (i) from infected to sensitive birds (enzootic vectors), and (ii) to
equids and humans (bridge-species vectors) is a pre-requisite before implementing
entomological surveillance. Little is known in Tunisia on this topic. Moreover, studies

on distribution and population dynamics of mosquito species would be useful for this
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purpose. These preliminary researches must be undertaken to provide the basis of a

risk-based entomological surveillance of WNF in Tunisia.

Wild bird mortality monitoring, associated with the testing for WN, Usutu and avian
influenza viruses would presumably allow the identification of highly pathogenic virus
strains before they infect humans. Mass mortality of crows was recorded during the
1997 outbreak [Feki et al., 2005]. This could not certainly be linked with WNV infection
because no investigation was made in dead birds. However, WNV isolated from an
infected patient in Tunisia at that time was similar to an Israeli strain isolated from a
dead goose, as well as to the strain which was introduced in New York in 1999, and
caused alarming dye off in many bird species, particularly corvids [Lanciotti et al., 1999].
Besides mortality events, serological monitoring of peri-domestic bird species like the
Eurasian magpie (Pica pica) is considered as a sensitive indicator of WNV transmission
[Jourdain et al., 2008]. This bird species is present in northern Tunisia. Other Tunisian
corvids with similar ecological niche and feeding behaviour (including scavenging)
might also be good candidates as sentinel species for WNV infection. Indeed, follow-up
surveys of sentinel birds are widely used to detect low-noise transmission of WNV. In
the Mediterranean basin, virology and serology surveys in sentinel chicken have
provided good results in Egypt [Soliman etal., 2010] and Greece [Chaskopoulou et al.,,
2011]. In Tunisia, it might be implemented in the high-risk areas identified in this study:
Jendouba, Bizerte, Nabeul, Sousse, Monastir, Sfax, Medenine, and Djerba (Figure 22).
Also, virus point prevalence surveys can be used to detect WNV in wild avifauna. It was
implemented in Tunisia, in the frame of avian influenza surveillance [Gaidet et al., 2007].
However, this method is expensive and cannot be widely used. It might be considered in
specific situations, when WNV transmission risk is high, for instance after heavy rainfall

or when huge mosquito proliferation is observed.
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Chapitre 3. Compréhension de
I’histoire naturelle du virus West

Nile en Tunisie
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1 Incidence sérologique de la fievre West Nile chez des poulets sentinelles

Un animal sentinelle est choisi dans son milieu, ou placé volontairement dans un
milieu a surveiller, et suivi au cours du temps afin de détecter précocement une
exposition qualitative ou quantitative a un agent pathogene donné [Toma, 2009]. L'idée
est ancienne : selon la légende, en 390 avant JC, les oies sacrées du Capitole de Rome
donnerent l'alerte, sauvant la ville d'une invasion gauloise. Ce rdle d’alerte trouve une
application dans des domaines variés, les dangers biologiques (viraux, bactériens,
parasitaires) constituant actuellement les risques principaux pour la santé humaine

[Dropsy, 2010].

Dans la mesure ou les oiseaux interviennent dans le cycle du VWN, I'objectif principal de
leur utilisation est de détecter la circulation du VWN dans des zones identifiées comme
étant a haut risque d’introduction virale. Nous avons utilisé des poules (Gallus gallus
domesticus) sentinelles dans cette étude, car cette espece satisfait a la plupart des
conditions indiquées ci-dessus, et nous semblait étre un bon choix pour répondre aux
objectifs de recherche : identification des endroits et périodes de circulation virale, et

possibilité de mise en évidence du VWN lui-méme.
1.1 Matériel et méthodes

Les poulaillers sentinelles ont été mis en place a la fin septembre 2010 dans 5 sites
pour déterminer les périodes de circulation virale et I'incidence saisonniére de la FWN
chez ces oiseaux. Une équipe de vétérinaires, techniciens et chauffeurs a été mobilisée
pour réaliser ce suivi. Cinq sites ont été identifiés (Figure 23) dans des biotopes riches
en vecteurs et en oiseaux sauvages, notamment migrateurs, et / ou dans des sites ou le
virus avait été précédemment identifié, par une forte prévalence sérologique chez des
équidés, ou l'occurrence de cas cliniques chez 'homme. Ce nombre de sites était le

maximum possible compte tenu des moyens disponibles.
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Figure 23. Localisation des poulaillers sentinelles implantés en Tunisie (points bleus). Le fond de
carte est la probabilité de prévalence sérologique chez les chevaux prédite par inférence multi-
modéle en fonction de variables environnementales. L’échelle colorée a la droite du graphe

donne la valeur des probabilités correspondant a la couleur.

A Jendouba, les poules étaient placées chez un agriculteur dont un membre de la famille
avait été atteint de la FWN en 2010. A Bizerte, elles étaient chez un agriculteur résidant
sur la montagne d’Ichkeul, 'un des principaux sites RAMSAR du nord de la Tunisie. A
Sousse, elles ont été mises au Parc zoologique Friguia. A Monastir et a Medhia, elles ont

7

éte placées chez des agriculteurs.

Les poules utilisées ont été achetées dans un élevage commercial de Sidi Thabet, pres de
Tunis. Elles étaient agées de 4 semaines au début de I'étude. Elles ont été baguées
individuellement et testées avec un test ELISA (ID-Screen West Nile competition, IDVET)
pour la présence d’anticorps circulant contre le VWN afin d’éliminer les animaux
présentant des anticorps. Elles ont recu des vaccinations préventives contre les maladies

courantes (maladie de Gumboro et de Newcastle). Les poules ont été gardées en
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captivité (50 poules par site) dans des cages permettant l'entrée et la sortie des
moustiques tout en offrant une protection contre les prédateurs naturels. Le rythme de
prélevements était mensuel a partir d’'octobre 2010. Un prélevement sanguin était
effectué sur tube sec a partir de la veine sous-alaire pour la sérologie et un
écouvillonnage cloacal pour la RT-PCR de détection du VWN. Les poules mortes ou
séropositives pour le VWN étaient remplacées pour conserver une puissance statistique

optimale.

La procédure de laboratoire est résumée sur la Figure 24. Dans les échantillons collectés,
nous avons dépisté la présence d’anticorps dirigés contre les protéines de surface E du
VWN par ELISA de compétition (ID-Screen West Nile competition, IDVET). L’ELISA
utilisé pour cette enquéte avait auparavant été validé par le fabriquant pour les études

de l'avifaune.

‘ sérologie ‘
positive négative
] PCR Absence d’activité virale

positif négatif

Probléme
technique

Isolement Apreés virémie

Séquencage

Figure 24. Schéma de procédure du diagnostic de la fievre West Nile chez les poules sentinelles

Une méthode de RT-PCR quantitative a été utilisée pour la mise en évidence de I’ARN
viral a partir des écouvillons cloacaux et des cerveaux de poules en utilisant le kit
ADIAVET™ WEST NILE. La détection du génome viral par RT-PCR a été réalisée pour les
animaux préalablement trouvés séropositifs en ELISA (les prélevements qui on été
effectués en méme temps). L'extraction d’ARN a été effectuée sur des colonnes de silice

en utilisant un kit commercial (QIAamp® Viral RNA Mini Kit). L’ARN extrait a ensuite
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été conservé a -80°C. Le principe de la méthode RT-PCR quantitative avec le kit
ADIAVET™ WEST NILE repose dans un premier temps sur la transcription inverse (RT)
de 'ARN en ADN complémentaire. L’ADNc obtenu est dans un second temps amplifié
(PCR) par une ADN polymérase qui utilise des amorces spécifiques. Les deux réactions
enzymatiques se font dans un seul tube (One-stepRT-PCR). Les produits amplifiés sont
détectés grace au marquage spécifique de sondes d’hydrolyse (technologie 5’-
exonucléase).Le kit peut détecter simultanément i) le VWN (sonde marquée en FAM) ii)
la B-actine, un controle interne d’extraction et d’amplification spécifique des ARN
endogénes (sonde marquée avec un fluorochrome lu dans le méme spectre que VIC et
HEX). Le témoin positif est fourni avec le kit. Pour chaque analyse, on utilise 5 ul d’ARN
par puits. Afin de s’assurer de I'absence d’inter-contamination, un témoin négatif est
intégré a chaque série d’extraction. Ce témoin négatif est constitué) partir d’eau

physiologique.

La région cible de I'amplification est la région 5'UTR du génome du VWN. Les tubes
réactionnels ont été incubés dans un thermocycleur selon le programme suivant: 10
min a 45°C puis10 min a 95°C, suivis de 45 cycles de 15 s a 95°C et de 1 min a 60°C.

Pour l'interprétation des résultats de RT-PCR, la ligne de base correspond au bruit de
fond de la fluorescence et qualifie la partie non caractéristique des courbes observées
pendant les premiers cycles de 'amplification. La courbe d’amplification caractéristique
qualifie la présence d’'une courbe de fluorescence avec une phase exponentielle, suivie
d’'une phase linéaire et se terminant par une phase de plateau (ordonnées en échelle
logarithmique). Toute courbe ne présentant pas cet aspect sera considérée comme non
caractéristique, comme par exemple une courbe aplatie, en dents de scie ou trop tardive

pour en observer a minima la phase linéaire.

La ligne de seuil doit étre placée au-dessus de la ligne de base, de préférence au point
d’inflexion de la phase exponentielle d’amplification (ordonnées en échelle linéaire) ou
au milieu de la partie linéaire (ordonnées en échelle logarithmique) commune a
I'ensemble des courbes d’amplification caractéristiques.

Le cycle seuil (Ct) d’'un puits correspond, pour chaque fluorophore détecté, au point
d’intersection de la ligne de seuil avec la courbe de fluorescence. La valeur de Ct

exprimée par 'appareil pour chaque puits dépend de la position de la ligne seuil et de la
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charge d’analytes initialement présents dans le tube PCR. L’amplification a été validée si

les résultats suivants ont été obtenus pour les témoins (Tableau 8) :
Témoins Témoin réactif Témoin positif Témoin négatif
Amplification FAM Non Oui Non
Amplification Non Oui Non
VIC/HEX
Validation Absence de Amplification de la Absence de
contamination cible contamination
Tableau 8: Procédure de validation de I'amplification virale

L’échantillon est considéré comme négatif si une courbe d’amplification caractéristique

(CAC) est observée en VIC ou HEX sans qu'’il y ait de CAC en FAM
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Figure 25. Exemple B : échantillon positif pour le virus West Nile sans contrdle interne

L’échantillon est considéré comme positif si une CAC est observée en FAM (Tableau 8).
Le témoin interne peut étre co-amplifié (Figure 25). L’absence totale de CAC pour un

échantillon indique une déficience de I'extraction de I’ARN (perte ou destruction de
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I’ARN) ou une RT-PCR temps-réel défectueuse (présence d’inhibiteurs dans I'échantillon,
erreur de programme ou absence d’échantillon). Dans ce cas, il faut refaire le test en
utilisant 'extrait d'ARN pur et dilué au 1/10eéme dans de I’eau nuclease-free et si le test

n’est toujours pas validé, une nouvelle extraction de ’ARN total de I’échantillon doit étre

réalisée.

Exemple A B C D
Amplification FAM Non Oui Oui Non
Amplification VIC/HEX Oui Non Oui Non
Résultat négatif positif positif arefaire

Tableau 9: Interprétation des résultats de RT-PCR pour le virus West Nile

Absence d’amplification en FAM- seuil bleu

Amplification en VIC- seuil jaune

Fare e (34n)

Figure 26. Exemple A : échantillon négatif pour le virus West Nile
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Figure 27. Exemple B : échantillon positif pour le virus West Nile sans contrdle interne
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Figure 28. Exemple C : échantillon positif pour le virus West Nile avec contréle interne
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Figure 29. Exemple D : échantillon inhibé pour le détection du virus West Nile

Pour I'analyse des données, le taux mensuel d’incidence sérologique a été estimé par le
ratio Tt=y / n’, avec y le nombre de séroconversions, et n’ = n - m / 2, n étant l'effectif
initial en début de mois, et m le nombre de morts au cours du mois. L'intervalle de
confiance du taux mensuel a été estimé par approximation normale de la loi binomiale
pour les mois ou l'incidence était non nulle, et par le test exact de Fisher dans le cas
contraire. Les taux d’incidence par période de p mois consécutifs ont été estimés par la

formulel, = 1 — [T_,(1 — m).

On a supposé une distribution binomiale du taux d’incidence par période, avec

approximation normale de la loi binomiale pour I'estimation de I'intervalle de confiance.
1.2 Résultats

Durant les premier mois de I'étude, des mortalités mensuelles de 'ordre de 4 a 9 %
ont été enregistrées dans chaque site, en relation avec les conditions climatiques et

d’entretien des poules (Figure 30). Aucune poule n’a montré de signe clinique de FWN
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durant I'étude. Durant les mois de janvier a juillet 2011, '’enquéte a été suspendue en

raison de la situation socio-politique en Tunisie.

Les poulaillers sentinelles ont été renouvelés durant le mois d’aolit 2011 et le rythme
des prélevements a repris normalement. De novembre 2011 a aoiit 2012, il n’y a pas eu
de séroconversion. Une mortalité de 3 a 7 % par mois a été enregistrée jusqu’en
décembre 2011. De janvier a mars 2012, les conditions climatique au nord-ouest de la
Tunisie (Jendouba) ont été exceptionnelles avec une vague de froid accompagnée de
fortes chutes de neige ayant atteint deux metres de hauteur dans certaines régions du

gouvernorat. A cause de cette vague de froid, toutes les poules sentinelles sont mortes.
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Figure 30. Période de suivi et effectif des poulaillers sentinelles pour I’étude de la transmission
du virus West Nile en Tunisie. Les trois périodes grisées représentent les périodes estivales et

automnales (aofit a décembre) pendant lesquelles des séroconversions ont été observées.

Aucune séroconversion n’a été observée entre janvier et juin au cours des 2 années de
suivi. On a décidé de calculer des taux d’incidence estivo-automnale (ao(t a décembre)

car cette saison correspond aux pluies d’automne et d’hiver, et consécutivement aux
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périodes de prolifération maximale des moustiques. De plus, c’est également la période

de passage des oiseaux migrateurs nicheurs paléarctiques.

Sept poules sentinelles ont montré des séroconversions estivo-automnales (Figure 31),
détectées par ELISA a Jendouba (taux d’incidence estivo-automnale de 6%, IC 95% [0 ;
14]) et Monastir (taux d’incidence automnale de 8%, IC 95% [1; 16]) durant le mois
d’octobre 2011, et 3 poules a Monastir durant le mois de septembre 2012 (taux
d’incidence estivo-automnale de 7%, IC 95% [0 ; 14]). Les 10 poules ayant présenté une
séroconversion ont été sacrifiées et leurs cerveaux ont été analysés par RT-PCR. Les

résultats ont tous été négatifs.

D’autre part, toutes les poules mortes durant I'’étude ont subi une autopsie et un
prélevement de cerveau a été effectué pour recherche du génome viral. Tous les

prélevements ont été négatifs avec le test RT-PCR.
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Figure 31. Taux d’incidence sérologique de la fievre West Nile et intervalle de confiance a 95%
observés en période estivo-automnale dans les poulaillers sentinelles en Tunisie. Le taux
d’incidence est représenté par un point bleu ou rouge, et I'intervalle de confiance a 95% pas un

segment bleu ou rouge. La couleur rouge a été utilisée pour représenter les taux d’incidence > 0.
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1.3 Discussion

Dispositif et résultats

Le but principal du suivi de poules sentinelles était la détection de l'activité du
VWN dans les sites choisis. Pour atteindre cet objectif, les sites de surveillance ont été
choisis la ou ont été identifiés des taux élevés de suite a I'’enquéte nationale chez les
équidés de Tunisie ou des clusters de cas pendant les épidémies de 1997 et 2003. Ces
zones sont connues pour abriter une activité vectorielle importante et héberger de
nombreux oiseaux migrateurs. Cependant, la lourdeur de mise en ceuvre d’un systéeme
de poulaillers sentinelles nous a imposé de réduire le nombre de sites a 5 et de les

répartir uniquement dans les zones les plus a risques.

Le choix du lieu précis de mise en place des poules sentinelles est la clé de la réussite. En
effet, elles doivent étre élevées a proximité des sites d’activité et de reproduction des
moustiques. En Floride, une étude a montré que les poules étaient plus susceptibles
d’étre infectées par un arbovirus si elles étaient placées dans un endroit ouvert [Morris
etal, 1994]. Une autre étude a montré que l'habitat favorable aux moustiques a
proximité des poulaillers représentait le facteur le plus important pour le taux de
transmission virale chez les sentinelles. Certains programmes de surveillance ont choisi
de garder les poules séparées dans des cages individuelles maintenues au-dessus du sol
pour éviter 'attaque des prédateurs. D’autres ont choisi de garder les poules ensemble
dans la méme cage pour permettre le contact social entre elles tout en les maintenant au
niveau du sol avec un abri pour dormir [Komar, 2001]. Il n’y avait pas de différence
significative de séroconversions entre les deux systemes. Nous avons opté pour un
regroupement dans une seule cage au sol pour faciliter les manipulations et I’entretien

des poules.

Certains programmes de surveillance par des oiseaux sentinelles ont choisi de placer les
cages dans des sites urbains (loin du cycle rural), de telle sorte qu'un cas d'infection
déclencherait une alerte pour le risque de transmission a 'homme [Kwan et al., 2010].
Cette stratégie peut entrainer une détection tardive de I'infection et une sous-estimation
des risques dans les régions rurales proches du cycle entre moustiques et oiseaux
sauvages. Il ne pourrait pas étre utilisé seul en Tunisie ou la grande majorité des

malades de I'épidémie 1997 vivaient en milieu rural : les grandes villes et chefs-lieux des
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gouvernorats (Sousse, Mahdia, Sfax et Monastir) ont été épargnées ; la méme situation a

été rencontrée en 2003 et 2010.

D'autres facteurs peuvent influencer le succés des sentinelles comme ['attractivité
relative des especes sentinelles pour les vecteurs, et la taille du troupeau. Pour qu’'une

espece d'oiseaux soit candidates a étre sentinelle pour la surveillance de VWN, elle

devait remplir les criteres suivants :

* Elle doit étre un hote attractif pour les moustiques présents, et étre réceptive a
l'infection transmise par les moustiques. Il s’avere que les vecteurs de VWN (Aedes
spp., Anopheles spp. Culex spp.) sont compétents pour les poules domestiques
[Rizzoli et al., 2007].

» Elle doit résister a I'infection et développer des anticorps détectables. Des poules ont
été inoculées (i) par voie parentérale, (ii) par les moustiques, et (iii) par voie orale.
Les résultats ont été favorables que ce soit pour la réceptivité a l'infection, le
développement d'anticorps, l'ampleur et la durée de la virémie et le potentiel
d'excrétion virale [Parks et al., 1958].

* Une fois infectée, elle ne doit pas développer de virémie suffisante pour infecter les
moustiques qui la piquent afin de ne pas contribuer au cycle d’amplification virale et
augmenter le risque d’infection des autres especes présentes a proximité, y compris
I'Homme. Il a été démontré que la virémie observée chez la poule domestique (Gallus
gallus domesticus) est insuffisante pour transmettre le VWN a Cx. pipiens [Langevin
etal, 2001].

* Elle ne doit pas permettre d’'infecter directement les autres hotes du groupe (ce qui
fausserait 1’évaluation du risque de transmission du VWN par les moustiques) ou
bien les humains les manipulant. En revanche, les poules peuvent excréter le virus
par la voix digestive [Langevin et al., 2001] ce que justifie I'utilisation d’'un écouvillon
cloacal pour détection du génome virale mais constitue un risque de surestimation

du risque de transmission par les moustiques.

Les poules sentinelles ont été utilisées pour évaluer la transmission du VWN aux USA et
au Canada [Morris et al.,, 1994]. En Roumanie, la surveillance du VWN avec les poulets
sentinelles a été utilisée a la suite de 1'épidémie de 1996 [Cernescu et al., 2000b], et le
systéeme est actuellement utilisé avec succés en Grece [Chaskopoulou etal, 2011].

Beaucoup d’autres systemes de surveillance ont eu recours a l'utilisation de volailles ou
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de canards, en Afrique du Sud, en Australie, en France, en Italie... [Calistri et al., 2009b,
Hars etal, 2008, Komar, 2001]. En Europe du Sud, la survenue de foyers irréguliers,
difficilement prédictibles, a poussé a établir des programmes de surveillance
multidisciplinaires reposant sur la surveillance passive des infections neuro-invasives
chez ’'homme et le cheval et sur le suivi sérologique d’oiseaux sentinelles, a 'image de ce
qui a été proposé en France ou en Italie depuis le début des années 2000 [Hars etal,

2008].

En Californie, le systeme de poules sentinelles s’est avéré plus sensible et moins coliteux
pour la détection de l'activité virale [Langevin etal., 2001] en comparaison avec les
systémes de surveillance utilisant les oiseaux sauvages qui présentent des inconvénients
tels que la difficulté de détermination de I'dge des animaux, de leur statut immunitaire a
I'arrivée dans I'écosysteme cible, et le manque d’information sur leur capacité a

développer des anticorps anti-VWN détectables au laboratoire [Hurlbut et al., 1956].

D'autres especes d'oiseaux d’élevage que les poules ont été utilisées comme sentinelles
pour la surveillance des arbovirus, y compris les Faisans colin de Virginie (Callipepla
Virginiasus) [Morris etal, 1994], les Cailles japonaises (Coturnix japonica)[Williams
etal, 1971], les Pigeons (Columba livia) [Reisen etal, 1992], et les Canards (Anas
platyrhynchos). Les poules sont souvent utilisés comme des sentinelles pour la
surveillance des encéphalites a arbovirus transmis par des oiseaux pour les raisons

mentionnées plus haut [Morris et al., 1994].

Des mammiféres ont également été utilisés comme sentinelles pour la surveillance du
VWN : chevaux [Monath etal.,, 1985], chiens [Takeda et al., 1998], lapins [Pinger et al,,
1975] et hamsters [Ventura et Ehrenkranz, 1975]. Les mammiferes sentinelles
pourraient mieux indiquer le risque de transmission du VWN aux mammiferes, alors que
les oiseaux sentinelles seraient mieux appropriés pour évaluer le risque de transmission

de ce virus aux oiseaux.

L’age des sentinelles est important car les animaux doivent supporter les conditions
d’élevage et leur systeme immunitaire doit étre suffisamment développé pour produire
des anticorps détectables. Ainsi, des poules de 2 semaines d’age ont été utilisées dans le
systeme de surveillance en Italie [Rizzoli etal., 2007] alors que dans notre études les

poules utilisées avaient 4 semaines d’age au début du suivi.
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Le rythme de prélevement est également important, surtout si l'objectif est de
déterminer précisément les périodes d’infection tout en se donnant le maximum de
chance de mettre en évidence le génome viral, voire d’isoler le virus. Un rythme mensuel
a été adopte lors de I'étude publiée en Egypte en 2010 [Soliman et al.,, 2010]. En Italie le
rythme a été d’une fois tous les 15 jours [Rizzoli et al,, 2007]. En Grece, le rythme était
méme hebdomadaire [Chaskopoulou et al.,, 2011], ce qui a permis de mettre en évidence

le génome viral dans le sérum des oiseaux.

Pour des raisons logistiques le rythme de prélévement a été de d’'1 fois par mois en
Tunisie, car une fréquence plus élevée aurait impliqué des colits incompatibles avec le
budget disponible. Cette fréquence faible, associée a une incidence sérologique
relativement basse par rapport a celle observée en Grece [Chaskopoulou et al., 2011] et
a une virémie peu persistante chez la poule, a vraisemblablement été la raison de
I'absence de détection du VWN dans les échantillons issus des poules sentinelles en

Tunisie.
Conséquence des résultats obtenus pour la surveillance

L’objectif principal de I'utilisation du systeme d'oiseaux sentinelles en captivité
était de détecter l'activité du virus dans les sites retenus. Deux sites (Monastir et
Jendouba) parmi les 5 retenus ont connu une séroconversion pendant le mois d’octobre

2011 et un site (Monastir) pendant le mois de septembre 2012.

L’absence d’estimation de l'dge chez les équidés échantillonnés lors de I'étude
sérologique transversale réalisée en 2009 dans les régions de Jendouba et Monastir
nous a empéchés de faire une estimation de I'incidence annuelle moyenne sur la période
antérieure a 2009. Lors d’études sérologiques ultérieures chez les équidés de Tunisie, il
serait important de relever I'dge des animaux de maniere a faire cette estimation, et a

évaluer la régularité de la transmission annuelle [Chevalier et al., 2006].

Comparé a d’autres systemes de surveillance, le taux d'incidence était inférieur aux taux
enregistrés en 1997 chez 160 poules sentinelle dans la ville de Bucarest en Roumanie
(16-40%) [Komar, 2001]. Par contre le taux était supérieur a celui enregistré chez les
poules sentinelles dans la région du sud du Sinai (4%) et la région du bas d’Egypte (5%)
[Soliman etal.,, 2010]. A cet égard, la taille n de I’échantillon d’animaux sentinelles est
importante pour obtenir une sensibilité correcte du systeme de surveillance. Pour un
risque de premiere espéce O et un taux d’'incidence P et en supposant I'indépendance
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des observations, un calcul élémentaire montre que la taille de ’échantillon devrait étre
n = log(a) / log(1 - P). Dans notre étude, le nombre de poules par site a été fixé a 50
pour des raisons logistiques et financieres. Il s’en suit qu’avec un risque de premiére
espece de 5%, nous avions 95% de chances de détecter une incidence mensuelle de 6%.
Or, les incidences mensuelles non nulles observées a deux occasions a Jendouba et
Monastir étaient égales ou a peine supérieures a ce seuil. Il est donc possible que le VWN
ait circulé dans les autres sites avec un taux d’'incidence mensuelle inférieur a 6%, sans
avoir été détecté faute de puissance statistique suffisante. En conséquence, si un
systéeme de poulaillers sentinelles devait étre retenu pour le réseau de surveillance West
Nile en Tunisie, il faudrait réfléchir au seuil d’incidence que I'on souhaiterait détecter :

une incidence mensuelle de 6% correspond a un rythme annuel de 52%.

L’enquéte a montré qu’il y a eu une transmission du virus en octobre 2011 dans les
régions de Monastir et Jendouba, préalablement identifiées comme des régions a haut
risque de transmission du VWN chez les équidés (Figure 23). La détection des anticorps
étant possible a partir du 15¢ jour apres 'infection, on peut affirmer que I'infection virale
s’est produite pendant la deuxieme quinzaine du mois du septembre, ce qui coincidait
avec la période des deux épidémies de 1997 et de 2003. Durant cette période, les

moustiques du genre Culex et Aedes étaient actifs dans ces régions.

Les résultats ont montré que le cycle oiseaux - moustiques s’est établi avec un
« débordement » viral chez 'homme puisque des cas cliniques ont été enregistrés en
2011 et 2012. Cela prouve l'utilité potentielle du systeme d’oiseaux sentinelles dans un
systéeme national de surveillance de la FWN. Ce phénomene a été souvent observé dans
plusieurs pays en Europe (Espagne, Autriche, Portugal) [Komar, 2001]. L'utilisation
d’oiseaux sentinelles a également permis de détecter précocement la circulation virale,
lors de I'épisode en Camargue (France) de 2004. Entre fin aoiit et novembre 2004, le
virus a été responsable de 32 cas de méningo-encéphalites chez les chevaux dans cette
région . Le réseau de surveillance active aviaire a permis, lors de cet épisode, la
détection de la premiere séroconversion aviaire un mois avant les premiéres suspicions

cliniques équines, démontrant I'intérét de ce systéeme pour 'alerte précoce.

Pourquoi aucun cas clinique n’a-t-il été observé chez les mammiferes et les oiseaux dans
les deux régions de Monastir et Jendouba. La faible incidence sérologique observée chez

les oiseaux sentinelles laisse penser que le cycle d’amplification virale entre oiseaux et
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moustiques n’était pas assez intense pour que les hotes accidentels Cheval ou Homme ne
soient touchés par débordement du cycle viral. Cependant, des cas humains ont été
enregistrés durant la méme période dans le sud tunisien (région des Chotts) avec 3 cas

en 2011 et 13 cas en 2012.

Une deuxiéme hypothese est que les souches virales étaient peu virulentes pour les
mammiferes. En effet, les cas humains évoqués ont été observés chez des femmes agées
de plus de 70 ans. Malgré leur age, I'évolution clinique a été favorable et sans séquelle, ce

qui pourrait confirmer que la souche de VWN était assez peu pathogene.

Enfin, la densité des moustiques et leur capacité vectorielle n’auraient pas atteint un
niveau suffisant pour provoquer des foyers dans les populations humaines et équines
dans les régions du Nord et du Sahel, contrairement au sud tunisien ou la météorologie

aurait été favorable a la pullulation des moustiques durant cette période.
1.4 Conclusion

L’existence de cas humain corrélativement a l'observation de séroconversions
dans deux sites sentinelles nous a permis de conclure que le systeme de surveillance par
des poules sentinelles permettait de mettre en évidence une circulation méme
relativement faible du VWN. Les effectifs de sentinelles mises en place ne permettaient
toutefois pas d’affirmer que le VWN n’a pas circulé dans les autres sites avec une
incidence estivo-automnale inférieure a 6%. Si le systéeme de poules sentinelles était
retenu pour la surveillance du VWN en Tunisie, il serait nécessaire de réfléchir aux
effectifs de chaque poulailler sentinelle et au maillage du territoire (surtout au sud) afin

d’obtenir une meilleure sensibilité que celle observée dans cette étude.

Les résultats obtenus ont cependant confirmé que Monastir et Jendouba étaient deux
zones favorables a la transmission du VWN, en cohérence avec les résultats de I'enquéte
sérologique transversale chez les équidés de Tunisie. L’activité virale observée dans ces
deux sites s’est déroulée en fin de saison chaude (septembre, octobre) et a proximité de
zones humides, a un moment de forte reprise de l'activité des moustiques, et de

présence de grandes concentrations d’oiseaux sauvages.
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2 Enquéte sérologique sur I'avifaune sauvage et domestique

En Tunisie, les oiseaux migrateurs sont communément considérés comme
responsables de I'introduction du VWN [Triki et al., 2001] mais aucune investigation n’a
été menée jusqu’a présent. Pour combler partiellement cette lacune, nous avons estimé
la prévalence sérologique sur un échantillon d’oiseaux capturés en période migratoire,
parmi les espéces migratrices et sédentaires de Tunisie, ainsi que sur des poules

domestiques (Gallus gallus domesticus) élevées en divagation a proximité des zones

fréquentées par les oiseaux sauvages.
2.1 Matériel et méthodes

Deux sites d’étude ont été choisis (Figure 32) : le Parc National d’Ichkeul et la sebkha

Sahline.
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Figure 32. Sites d'étude de la fievre West Nile chez les oiseaux domestiques et sauvages de
Tunisie. Le fond de carte est la probabilité de prévalence sérologique chez les chevaux prédite
par inférence multi-modeéle en fonction de variables environnementales. L’échelle colorée a la

droite du graphe donne la valeur des probabilités correspondant a la couleur.
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Le premier est situé au nord-ouest de la Tunisie. Il appartient a la zone subhumide
tempérée entre le front polaire et le front des alizés avec une pluviométrie moyenne
annuelle de 600 mm et une température moyenne annuelle de 18°C. Cet écosysteme est
composé de 3 unités interconnectées : le lac, les marais et la montagne. A I'Est, le chenal
de Tinja permet la communication entre le Lac Ichkeul et 1a lagune de Bizerte, elle-méme
en relation directe avec la Mer Méditerranée par un chenal artificiel. Le Lac Ichkeul est
caractérisé par une grande richesse et diversité naturelle faunistique et floristique

[Azafzaf et Feltrup-azafzaf, 2009].

La sebkha de Sahline est un systeme anthropisé jouxtant I'aéroport de Monastir. La
région de Monastir est située dans l'étage bioclimatique semi-aride a hiver doux et
pluvieux, et a été chaud et sec. L'hygrométrie est relativement stable tout au long de
I'année mais la période estivale est marquée par une forte évaporation. La pluviométrie
moyenne annuelle est d'environ 300 mm. Les températures journalieres varient de 10°C

a 13°C en janvier et de 36°C a 38°C en aofit.

La campagne de prélevements s’est déroulée en novembre et décembre 2011. Nous
avons échantillonné les espéces présentes a cette période selon des critéres techniques
(especes faciles a capturer et a prélever) et épidémiologiques. Deux groupes d’oiseaux

ont été sélectionnés :

* des oiseaux migrateurs susceptibles d’introduire le virus,
* des oiseaux sédentaires, éventuellement domestiques, trouvés a proximité des
habitations humaines, potentiellement amplificateurs et disséminateurs du virus, et

marqueurs du risque pour '’homme et les mammiferes domestiques.

Tous les oiseaux de Bizerte étaient des poules domestiques alors qu'a Monastir,
'’échantillon était constitué a 90% d’oiseaux sauvages. Les prélevements ont concerné
un total de 75 poules, dont 65 ont été prélevées dans 13 élevages situés autour du lac
d’Ichkeul et 10 chez deux éleveurs de la région de Sahline. Un total de 89 oiseaux a été
capturé autour de la Sebkha de Sahline. Les oiseaux ont été capturés par une méthode

classique [Gaunt AS, 1997] et a I'aide de filets japonais.

Les prélevements de sang (0,4 a 0,8 mL) ont été effectués a la veine sous-alaire. Pour
assurer la coagulation, le sang était transféré dans des tubes secs et incubé pendant 18 h

a température ambiante (18-22°C). Apres centrifugation (1.300 g, 10 minutes, 4°C), les
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sérums étaient transférés dans des micro-tubes stériles sous un poste de sécurité
microbiologique, puis conservés a -20 °C jusqu’a leur utilisation.

Sur chaque oiseau, un écouvillonnage cloacal a été effectué pour recherche virale. Les
prélevements ont été transportés sans rupture de la chaine du froid au laboratoire ou ils

ont été conservés a -80°C.

Nous avons testé la présence d’anticorps dirigés contre le VWN dans les échantillons
collectés par un ELISA de compétition (ID-Screen West Nile), identique a celui utilisé
dans 'enquéte sérologique chez les chevaux. Une méthode de RT-PCR quantitative a été
utilisée pour la mise en évidence de ’ARN virale a partir des écouvillons en utilisant les
mémes Kits et protocole que pour les poulets sentinelles. Les taux de séroprévalence
sérologiques, leurs intervalles de confiance et les tests associés ont été estimés a I'aide
de modeles de régression logistique sous I’hypothese de distribution béta-binomiale des
proportions [Griffiths, 1973]. Le taux de corrélation intra-groupe a été estimé selon un

modele d’analyse de variance [Donner, 1986].
2.2 Résultats

Les taux de séroprévalence observés sont dans le Tableau 10 (oiseaux migrateurs)
et le Tableau 11 (oiseaux domestiques et péri-domestiques). Sur la totalité des sujets
étudiés, 49 se sont révélés positifs soit une séroprévalence globale observée de 30%. Le
coefficient de corrélation intra-groupe était de 0.15, et la séroprévalence globale estimée

par le modele béta-binomial de 19% : intervalle de confiance (IC) a 95% [7 ; 31].

La séropreévalence observée chez les poules du Lac Ichkeul (48%, n = 65) était plus

élevée que celle observée a Monastir (0%, n = 10) : test exact de Fisher, p = 0.03.

Le taux de séroprévalence estimé des oiseaux migrateurs a Monastir était de 24%, IC a
95% [12; 43]. 1l était plus élevé que celui des oiseaux domestiques et péri-domestiques
a Monastir: 5%, IC a 95% [1; 26] (p=0.05), et moins élevé que celui des oiseaux
domestiques au Lac Ichkeul : 48%, IC a 95% [23 ; 74]. Globalement, la séroprévalence au

Lac Ichkeul était plus élevée qu’a Monastir (p = 0.02).
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Espece n Taux de séroprevalence (%)

Aigrette gazette (Egretta garzetta) 4 50
Oie cendrée (Anser anser) 25 40
Gallinule poule d’eau (Gallinula chloropus) 4 25
Avocette élégante (Recurvirostra avosetta) 3 33
Canard colvert (Anas platyrhynchos) 17 6
Goéland marin (Larus marinus) 2 0
Flamant rose (Phoenicopterus roseus) 1 0
Grand cormoran (Phalacrocorax carbo) 2 0

Tableau 10. Taux de séroprévalence des anticorps dirigés contre le virus West Nile observée

chez les oiseaux migrateurs en Tunisie

Espéce n Taux de séroprevalence (%)
Poule domestique (Gallus gallus domesticus) 75 41
Etourneau sansonnet (Sturnus vulgaris) 11 27
Pigeon biset (Columba livia) 7 0
Perdrix rouge (Alectoris rufa) 1 0
Moineau domestique (Passer domesticus) 12 0

Tableau 11. Taux de séroprévalence observée des anticorps dirigés contre le virus West Nile

chez les oiseaux domestiques et péri-domestiques en Tunisie

2.3 Discussion

Le choix des sites d’étude (Bizerte et Monastir) se justifiait par leur climat
favorable au développement et a la pullulation des vecteurs de VWN ainsi que la
présence d’oiseaux migrateurs. D’autre part ils présentaient des environnements

contrastés : naturel a Ichkeul, et tres anthropisés a Monastir.

L’avifaune tunisienne est tres diversifiée avec pres de 300 especes observées chaque
année dont 80 espéces d’oiseaux migrateurs [El hili, 2005]. Il ne serait évidemment pas
possible d’obtenir un échantillon de taille suffisante pour toutes ces especes. Une

approche sélective, prenant en compte les caractéristiques de l'avifaune présente en
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relation avec I'épidémiologie de la FWN en Tunisie, s’est avérée nécessaire pour définir
les especes faisant l'objet d'investigations. Le moment de l’étude (novembre et
décembre) correspondait au passage des oiseaux migrateurs revenant d’Europe

[Rappole et al,, 2000, Jourdain et al., 2007b].

Le test sérologique ELISA utilisé ici était adapté a cette enquéte de séroprévalence car il
permettait de détecter les IgG persistant dans le sérum de I'animal plusieurs années
apres l'infection. Toutefois, cela ne donnait pas d’information sur le moment auquel
I'infection avait été contractée, ni sur la présence du VWN dans I'environnement au
moment de l'enquéte. D’autre part, des réactions croisées peuvent se produire avec
d’autres Flavivirus du méme sérogroupe que le VWN, notamment le virus Usutu qui est
largement présent en Europe et en Afrique [Nikolay et al., 2011]. Il aurait été nécessaire
de contréler les sérums positifs en ELISA a I'aide d’un test de séroneutralisation, mais
cela n’a pu étre fait dans cette étude, faute de temps. Les résultats doivent donc étre
considérés avec prudence car de nombreux oiseaux migrateurs ont pu acquérir une

infection par le virus Usutu lors de leurs séjours en Afrique ou en Europe.

La différence notable entre les séroprévalences observées et estimées par le modele
béta-binomial souligne le danger a traiter les données comme étant des observations
indépendantes les unes des autres, les cas positifs étant répartis de maniére homogeéene
(conditionnellement aux variables explicatives). La valeur estimée du coefficient de
corrélation intra-groupe (p = 0.15) se situait parmi les valeurs élevées observées dans
les enquétes épidémiologiques vétérinaires [Otte et Gumm, 1997], soulignant ainsi

I'hétérogénéité de 'exposition au VWN parmi les différentes especes d’oiseaux étudiées.

La plus forte séroprévalence observée au Lac Ichkeul chez les Poules domestiques par
rapport a Monastir est surprenante, car la biodiversité des oiseaux du Lac Ichkeul, tres
supérieure a celle de Monastir, aurait pu engendrer [El hili, 2005] un effet de dilution. Il
serait utile de refaire une enquéte sérologique chez ces oiseaux, avec un plan
d’échantillonnage plus équilibrés et des effectifs plus importants, au moins a Monastir,

pour confirmer cette observation.

Deux Aigrettes garzettes (Egretta garzetta) parmi les 4 prélevées présentaient une
sérologie positive. Cet oiseau de la famille des Ardeidae (hérons) se rencontre dans les
de zones humides ouvertes avec de 'eau douce, saumatre ou salée peu profonde. Il vit

sur les berges des fleuves et des lacs, dans les marais, les riziéres, les zones inondées, les
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plages de sable, les vasieres et les mangroves. Il est donc exposé aux moustiques
vecteurs du VWN. Il est présent en Europe du sud, sur le pourtour méditerranéen et
jusqu'en Afrique subsaharienne. Oiseau généralement migrateur, la majeure partie de la
population hiverne en Afrique. Il se reproduit dans les parties tiedes et tempérées
d’Europe, Asie, Afrique et Australie. Il migre vers le mois aolt-septembre. Lors d'une
étude menée en Camargue (France), la prévalence observée chez les poussins de hérons
était de 1,1 % [0,1-3,8] [Jourdain et al., 2007b]. Le mode de vie de cet oiseau (habitat et
alimentation) et la tendance a la sédentarité laisse penser qu’il pourrait jouer un role
d’amplification et que la séroprévalence observée résulterait d’'une infection locale,
d’autant que les préléevements ont été faits en novembre, en fin de période d’activité

virale et donc avec un risque cumulé maximal d’exposition au VWN.

Quarante pour cent (n = 25) des Oies cendrées (Anser anser) ont présenté une sérologie
positive pour le VWN. Ces oiseaux vivent autour des marécages et le bord des lacs ce qui
les expose aux piqures de moustiques. Les individus de cette espéce sont généralement
migrateurs, se déplacant vers le sud et l'ouest en hiver, vers les Iles Britanniques,
I'Espagne, le Portugal, les bords de la Méditerranée ou de la Mer Noire, I'Afrique du Nord
ou le Sud de 1'Asie selon les populations. Ils migrent vers leurs quartiers d'hiver de
septembre a décembre. Leur retour se déroule de fin février a mars. Les taux de
prévalence sérologique observés en Europe de I'Ouest et du Nord contre le VWN et
autres Flavivirus sont bas chez cette espece [Jourdain et al.,, 2011]. Il est donc probable
que l'infection contre ces Flavivirus ait été acquise soit en Tunisie, soit en Europe
centrale et en Italie. Des informations plus précises sur I'écologie et les migrations des
populations d’Oies cendrées présentes en Tunisie seraient nécessaires pour mieux

comprendre I'épidémiologie du VWN en Tunisie.

La Gallinule poule d’eau (Gallinula chloropus) (taux de prévalence = 25%, n = 4) a été
identifiée comme une espece amplificatrice du VWN en Camargue, comme elle a été
aussi suspectée d’introduire le virus depuis I'Afrique du nord. Pour I'avocette élégante
(Recurvirostra avosetta) (taux de séroprévalence de 33%, n = 3), fréquente dans les
estuaires, les baies, les marais salants et autres zones humides, la migration au départ de
I’Europe a lieu entre aolit et octobre. Entre mars et mai, ces oiseaux retournent vers les
aires de reproduction paléarctiques. Cette espéce a été incriminée dans l'introduction du

VWN en France depuis I'’Afrique sub-saharienne en passant par I'Afrique du nord, car
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elle peut jouer un réle dans l'amplification locale du virus [Jourdain etal, 2007b].
Toutefois, les effectifs tres faibles capturés pour ces deux especes, interdisent de porter

des conclusions sur leur role épidémiologique.

Un faible taux de séroprévalence a été trouvé chez le Canard colvert (Anas
platyrhynchos) (6%, n = 17). Cette espeéce a été trouvée séropositive pour le VWN au
Japon [Saito et al., 2009a], et en Corée du Sud [Yeh et al,, 2011]. Des chercheurs japonais
ont montré que certains canards des espéces de canards pouvaient étre responsables de
I'introduction du VWN en Asie en raison de leur forte réceptivité a ce virus [Shirafuji
et al,, 2009]. Des sérologies positives ont également été observées chez les canards
sauvages aux FEtats-Unis [Jozan etal, 2003] [Meece etal., 2006]], au Canada
[Wojnarowicz et al., 2007], en Russie [Ternovoi et al., 2006], et en Allemagne [Seidowski
et al,, 2010] et le Japon [Saito et al., 2009b]. Nos observations n’apportent toutefois pas
d’arguments forts quant au réle de cette espece dans I'épidémiologie du VWN en

Tunisie.

L'Etourneau sansonnet (Sturnus vulgaris) est un oiseau commun dans les pays tempérés
et en Tunisie. En automne, les effectifs tunisiens de cet oiseau augmentent encore avec
I'arrivée des migrateurs en provenance du Nord-est de 1'Europe. Le taux de
séroprévalence observée (27%, n = 11) confirme que ces oiseaux peuvent rentrer en
contact avec le VWN. En raison de leurs effectifs parfois considérables et de leur
comportement grégaire, ils pourraient jouer un réle dans I'introduction du VWN et son

amplification.

Le moineau domestique (Passer domesticus) et les autres especes sauvages péri-
domestiques n’ont pas présenté de sérologie positive dans cette enquéte mais les
effectifs capturés ont été faibles. En France, deux isolats d’'une méme souche virale,
obtenus a partir du cerveau d’une pie bavarde (Pica pica) et d'un moineau domestique
[Hars et all, 005a], ont été totalement séquencés. L’analyse phylogénétique du génome
complet a révélé que ce virus était proche des souches précédemment isolées en Europe
meéditerranéenne et en Afrique du Nord. Ces passereaux sédentaires sont fréquemment
trouvés a proximité des écuries et pourrait faciliter la transmission aux chevaux du VWN
[Jourdain et al., 2007b]. La prévalence élevée observée a Ichkeul (48%, n = 65) chez la

poule domestique (Gallus gallus domesticus) indique que ces oiseaux ont été en contact
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avec le virus en été et/ou en automne puisque les poules étaient agées de 20 a 30

semaines au moment du préléevement.
2.4 Conclusion

Cette étude a démontré I'exposition des oiseaux domestiques et sauvages au VWN
en Tunisie, notamment chez les poules domestiques (Gallus gallus domesticus) et les
Etourneaux sansonnets (Sturnus vulgaris). Les résultats sérologiques souffrent toutefois
d’'un manque potentiel de spécificité, en raison de I'absence de test de séroneutralisation
pour exclure une hypothese d’infection par un autre Flavivirus (Usutu, par exemple). Il
ne s’agit donc que d’'un travail préliminaire. Cependant, un autre résultat intéressant a
été l'identification des Oies cendrées (Anser anser) et des Etourneaux sansonnets
(Sturnus vulgaris) comme des cibles potentielles pour une surveillance de la faune
sauvage. Les Oies cendrées seraient intéressantes dans ce cadre, car elles se sont
révélées sensibles a l'infection par le VWN a diverses occasions, avec des mortalités

susceptibles d’attirer I'attention [Austin et al., 2004].
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Chapitre 4. Investigations sur les
encéphalites équines d’étiologie non

rabique en Tunisie
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Introduction

Les cas humains de FWN rapportés ces dernieres années, les résultats des
enquétes sérologiques chez les équidés de Tunisie, ceux observés chez les poulets
sentinelles, ainsi que ceux obtenus apres '’enquéte réalisée chez les oiseaux migrateurs,
ont tous montré que le virus était présent dans plusieurs régions de Tunisie et transmis

aux hotes vertébreés, sans apparition de manifestations neurologiques chez les équidés.

La question posée est de savoir si des cas cliniques sont survenus chez les équidés de

Tunisie sans que des suspicions n’aient été déclarées par le systeme de surveillance.

Pour y répondre, nous avons utilisé les informations produites par le systeme national
de surveillance de la rage, et notamment les prélévements de cerveau d’équidés morts
ou euthanasiés avec des signes d’encéphalite dont I'origine rabique était suspectée mais
infirmée.

La rage est endémique en Tunisie. Un programme national de lutte contre la rage a été
entrepris en Tunisie en 1982 (Ben Osman1985). 1l vise a I'éradication de la rage canine,
dont le chien constituant le réservoir essentiel et le principal vecteur de la rage humaine
et animale (Chadli et al 1982). Depuis, une campagne de vaccination est programmée
annuellement et exécutée en deux mois sur tout le territoire du pays. Bien qu'il existe
une réglementation spécifique et valable pour la rage et un programme national
interministériel impliquant le ministére de la santé publique (prise en charge des
personnes agressées), le ministere de l'agriculture (vaccination des chiens et
surveillance de la maladie chez les animaux) et le ministere de 'intérieur (abattage des
chiens errants), la rage reste enzootique en Tunisie, et mobilise beaucoup de ressources
humaines et financieres. Il s’agit, comme dans les autres pays maghrébins, de la rage de
type urbain.

Chez les chevaux, la rage est une zoonose sporadique mais tres souvent mortelle. Les
chevaux sont souvent exposés parce qu'ils vivent a proximité des chiens ; ils risquent
alors de se faire mordre sur le museau, la face ou le bas de jambes. Chez le cheval, les
signes cliniques sont les suivants : comportement agressif, ataxie (manque de
coordination), parésie (paralysie partielle), hyperesthésie (hypersensibilité aux stimuli),
fievre, colique, boiterie et position couchée ses signes cliniques rappellent ceux de WN.
L'animal malade finit généralement par mourir au bout de quatre ou cinq jours, mais

certains individus survivent jusqu'a 15 jours. Le Laboratoire de la Rage de I'Institut
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Pasteur de Tunis est le Laboratoire national de référence (LNR) pour le diagnostic de la
rage. Cette activité constitue une des composantes essentielles du Programme National
de Lutte contre la Rage. Les techniques utilisées sont les techniques de référence,
recommandées par I'Organisation Mondiale de la Santé et I'Office International des
Epizooties, a savoir l'immunofluorescence directe (IF) et l'isolement viral par
inoculation aux cultures cellulaires (neuroblastomes murins N2a.). Tous les
prélevements d’animaux (tétes ou cadavres entiers) sont envoyés au LNR pour
diagnostic de rage suite a une suspicion clinique. Toutes les suspicions de rage chez les
chevaux établies par les services vétérinaire sont suivies d’envoi d’échantillons
appropriés (matiere cérébrale pour le diagnostic en post-mortem et LCR et salive pour
le diagnostic en ante-mortem). Ces prélevements subissent en premier lieu le test d’IF. Si
le résultat se révele négatif, ils font 'objet d’'une épreuve d’inoculation aux cultures
cellulaires de neuroblastomes murins N2a. Si ce test est négatif, la conclusion est que le

prélevement est négatif pour la rage et aucun autre examen n’est entrepris.
1 Matériel et méthodes

Des prélevements de tissus cérébral d’équidés morts ou euthanasiés, suspectés
d’avoir une encéphalite rabique mais trouvés négatifs pour la rage, et qui se trouvaient
dans la banque des prélevements de l'Institut Pasteur de Tunis ont fait l'objet

d’investigations complémentaires pour le VWN.

Une liste de prélévements a été établie depuis 2002(Tableau 12)de laquelle seuls 15
prélevements ont pu étre exploités. En effet, faute de moyens de stockage, les
prélevements négatifs pour la rage sont conservés uniquement pendant trois ans, puis
ils sont détruits. Les prélevements positifs sont détruits apres diagnostic. Les chevaux
correspondant aux prélevements exploitables provenaient de plusieurs gouvernorats du
nord (Bizerte, Beja, Kef), du centre (Kasserine, Kairouan, Sidi Bouzid, Mahdia) et du sud

(Gabes, Gafsa) (Tableau 13).
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Année Prélevements recus Prélevements négatif

2002 13 5
2005 19 15
2006 14 3
2007 10 2
2008 30 7
2009 23 7
2010 29 5
2011 13 0
Total 151 44

Tableau 12 : Prélévements de cerveaux d’équidés recus au laboratoire de la rage a

I'Institut Pasteur de Tunis

Région Nombre de prélevement
Siliana 1
Kef 1
Beja 1
Bizerte 2
Kairouan 2
Mahdia 2
Sidi Bouzid 2
Gabes 1
Gafsa 1
Kasserine 2
Total 15

Tableau 13. Nombre de prélevements d’encéphalite équine par région
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Figure 33 Localisation des prélevements analysés pour West Nile en Tunisie (points bleus). Le
fond de carte est la probabilité de prévalence sérologique chez les chevaux prédite par inférence
multi-modeéle en fonction de variables environnementales. L’échelle colorée a la droite du

graphe donne la valeur des probabilités correspondant a la couleur.

Une recherche directe du VWN a été réalisée sur les prélevements de cerveaux. La
procédure d’extraction des ARN est présentée en annexe 1. L’extraction d’ARN a été
réalisée sur des échantillons de cerveaux sur des colonnes de silice en utilisant un kit
commercial, selon les indications du fournisseur (RNeasy mini Kit, QIAGEN). L’ARN

extrait a ensuite été conservé a -80 °C.

Les ARN extraits étaient dans un premier temps testés par RT-PCR pour recherche du
génome viral pour WN ou autre Flavivirus du sérogroupe de I'’encéphalite japonaise. Un
isolement était prévu a partir des échantillons positifs. Les techniques utilisées sont des
tests classiques de virologie : la réaction en chaine par polymérase en temps réel (RT-
PCR en temps réel) et niché et la RT-PCR conventionnelle. La RT-PCR en temps réel est

décrite en annexe 2, et la RT-PCR conventionnelle est présentée en annexe 3. La réaction
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de polymérisation en chaine (PCR) est une technique extrémement sensible qui permet
d’amplifier spécifiquement un fragment d’ADN. Le VWN étant un virus a ARN, son
génome doit étre d’abord transcrit en ADN a l'aide d'une transcriptase inverse avant
d’étre amplifié par PCR. L’amplification a été réalisée en utilisant des amorces

spécifiques de la région 5’NC et C du génome du VWN [Linke et al.,, 2007]:
WNproC-F 10 (5’-CCTGTGTGAGCTGACAAACTTAGT-3")
WNproC-R 153 (5’-GCGTTTTAGCATATTGACAGCC-3’)

Pour contrdler la qualité des échantillons et de I'étape d’extraction des ARN, une
amplification du gene de la beta-actine (ARN cellulaires) a été réalisée en parallele de la

PCR du VWN (protocole multiplex), al’aide des amorces suivantes:
ACTBFrw966 (5’-CAGCACAATGAAGATCAAGATCATC-3’)
ACTBrev1096 (5’-CGGACTCATCGTACTCCTGCTT-3")

Les sondes utilisées sont des sondes TagMan classiques FAM-TAMRA (pour le VWN) ou
VIC-TAMRA (pour la beta-actine) :

WNproC-probe (5'-FAM-CCTGGTTTCTTAGACATCGAGATCT -TAMRA-3")
ACTB1042-67 (5'-VIC-TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT-TAMRA-3")

Des dilutions en série d’'un témoin positif et quantifié (suspension de WNV IS98 [Lucas
et al.,, 2004] avec pour titre initial : 106pfu/uL ; dilutions en série d'un facteur 10) ont été
préparées afin de tracer une courbe standard et mesurer I'efficacité de la PCR. Dans un
tube réactionnel, la syntheése de 'ADN complémentaire et la PCR ont été réalisées dans
un volume total de 25 pL en une seule étape en utilisant le kit AgPath-ID™ One-Step RT-
PCR (Applied Biosystems).
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Réactifs Volume par tube (puL)

H20 DEPC 5.1
Tampon (Concentration 2X ) 12.5
RT-PCRmix(Concentration 25X) 1.0
Amorce ProCF 100 uM 0.1
Amorce ProCR 100 uM 0.1
Sonde ProC 10 uM 0.5
Amorce (3-actine F 100 uM 0.1
Amorce (3-actine R 100 pM 0.1
Sonde B-actine 10 pM 0.5
ARN 5.0

Tableau 14. Volumes de réactifs de PCR utilisés par tube

Les tubes réactionnels (Tableau 14) ont été incubés dans un thermocycleur en suivant le

programme suivant :

* reéverse transcription a 45°C pendant 10 min

e dénaturation a 95°C pendant 10 min

* 40 cycles de 15 secondes a 95°C et de 1min a 60°C; la fluorescence est mesurée a
I'issue de I'étape d'incubation a 60°C.

Comme pour la RT-PCR en temps réel, la RT-PCR conventionnelle commence par une

premiere étape de transcription inverse, suivie de la PCR proprement dite puis de la

détection du fragment d’ADN amplifié par PCR de taille appropriée par migration sur un

gel d'électrophorese. Une partie du gene codant la protéine NS5 de différents Flavivirus

sont amplifiées par ce protocole qui permet de détecter tous les virus du sérogroupe de

I’encéphalite japonaise.

Pour la transcription inverse, des hexameres aléatoires (random primers) servent
d’amorce. La transcription inverse est faite en utilisant le kit SuperScript III (SSIII,

InVitrogen) avec l'enzyme SSIII, son tampon, du DTT (dithiothréitol), des dNTP
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(déoxyribo-nucléotides-tri-phosphates) et de l'eau ultra pure de qualité biologie

moléculaire. Dans chaque tube, on a déposé :

« ARN 2 uL
* Héxameres aléatoires (0,15pg / uL) 2 uL
* dNTP 10mM 1 uL
* H0 RNase free 9 uL

Les tubes ont été incubés pendant 5 min a 65°C puis placés sur de la glace. On a ensuite

ajouté les solutions suivantes dans chaque tube :

e Tampon 5X 4 pL
e 0.IMDTT 1 uL
e RT SSIII (InVitrogen) 1 uL

Ensuite les tube ont été incubés a 25°C pendant 10 min, a 50°C pendant 1 h et a 70°C

pendant 15 min.
La PCR a été réalisée avec les amorces suivantes :

* WNV9040 (5'-TACAACATGATGGGVAARAGAGAGA-3")
« WNV10124 (5'-AGCATGTCTTCYGTBGTCATCCAYT-3")

Dans chaque tube de PCR, on a déposé 48 pL de mélange composé de :

* - MasterMix 2X (“HotStartTaq Master Mix Kit” Qiagen ) 25 uL
e -WNV9040 (10uM) 4 uL
* -WNV10124 (10uM) 4 uL
* -H20 15 pL

Puis on a ajouté 2 pL. des ADNc (obtenus a I'issue de I’étape de transcription inverse).

Les tubes réactionnels ont été incubés dans un thermocycleur selon le programme

suivant :

* dénaturation a 95°C pendant 15min

* 45 cycles de 30 secondes a 94°C, 30 secondes a 60°C et 60 secondes a 72°C

» étape d’élongation a 72°C pendant 10min.

Le produit PCR de 1084 pb est visualisé par électrophorese : dépot de 10 pL du produit
de la réaction de PCR avec 2puL de bleu de charge et un dépét de 4 puL de poids
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moléculaire (100bp DNA ladder, Biolabs) sur un gel d’agarose a 1%, aprés 30 min de

migrationa 90 V.
2 Résultats

Tous les prélevements d’encéphales analysés ont été trouvés négatifs par la RT-PCR
conventionnelle (Figure 34) et par la RT-PCR en temps réel et nichée. Les encéphalites
équines ayant fait I'objet des investigations mentionnées ci-dessus nétaient donc pas
dues a une infection par le virus rabique (cas écartés par des analyses antérieures), le

VWN, ni un Flavivirus autre que le VWN.

E7 E6 E5 E4 E3 E2 El ™

Figure 34. Les produits de RT-PCR issus des échantillons prélevés sur des chevaux
atteints d’encéphalite ont été analysés par électrophorese sur un gel d'agarose. Un
marqueur d'ADN de 100 bp a été utilisé. TN : témoin négatif, TP : témoin positif E1-E7 :

échantillonsde 1a 7.

3 Discussion

Les prélevements étudiés en Tunisie ne représentaient pas la totalité des chevaux
morts d’encéphalite car notre échantillonnage s’est limité aux prélevements disponibles
dans le Laboratoire de la Rage de I'Institut Pasteur de Tunis, sur la période allant de
2009 a 2012. Peu de prélevements provenaient de régions a risque élevé d'infection par
le VWN (Figure 33). Il est donc difficile de dire si I'absence de cas de FWN identifiés chez

les équidés de Tunisie morts d’encéphalite pendant cette période était liée a un
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probléme de sensibilité du réseau de surveillance passive qui est basé sur le diagnostic
clinique d’infections a VWN chez les chevaux pendant la période a risque (de septembre

a novembre) et surtout en zone a risque éleveé.

Cependant, les symptomes cliniques du VWN chez les chevaux ne sont pas spécifiques.
La rage étant endémique en Tunisie, des symptomes d’encéphalite observés chez les
équidés conduisent a juste titre les vétérinaires a suspecter la rage en premier lieu. Ces
dernieres années, le nombre de cas cliniques et le taux de mortalité causés par le VWN
chez les chevaux dans les pays méditerranéens a augmenté de facon significative
[Calistri etal., 2010]. Il serait pertinent de mieux former les vétérinaires aux causes
d’encéphalites équines, et de mettre en place une procédure de diagnostic aboutissant a
rechercher le VWN (et autres agents pathogenes susceptibles de causer des encéphalites
chez les équidés). Dans ce contexte la suspicion d’encéphalite West Nile s'impose des
que des signes cliniques sont observés et que le contexte épidémiologique ne permet pas
d’exclure cette affection. On doit rappeler que des troubles nerveux peuvent étre causés
par autres le virus qui sont déja présent comme de la rhinopneumonie [Ghram et al,,
1997] qui circule largement dans toutes les populations d’équidés en Tunisie. Toutefois,
dans les formes nerveuses de rhinopneumonie, les signes cliniques sont ceux d’une
faiblesse de l'arriere train puis d’'une paralysie progressive ascendante. Bien que les
signes cliniques soient variables, les encéphalites a VWN sont plus facilement suspectées
lorsqu’'un animal montre des signes d’atteinte cérébrale diffuse a condition que le
vétérinaire fasse la bonne orientation du diagnostic clinique

La méthode de RT-PCR en temps réel utilisé pour rechercher le VWN sur cerveaux de
chevaux est tres sensible: seuil de détection inférieur a 10-2pfu/mL. Ce protocole
présente aussi l'avantage de détecter une partie du gene codant pour la proteine NS5
[Weissenbock et al., 2002] des Flavivirus autres que le VWN. Un séquencage des produits
PCR obtenus par la RT-PCT conventionnelle permet de déterminer ensuite la nature du
Flavivirus identité. En effet, la détection de I'acide nucléique par la technique de la
transcription inverse couplée a une réaction d'amplification en chaine par polymérase
(RT-PCR) augmente de maniere significative l'identification des tissus infectés par le
VWN, plus particulierement quand une RT-PCR est réalisée sur des échantillons équins,
frais et non fixés, de cerveau et de moelle épiniére[Johnson et al., 2001]. L’isolement sur
culture cellulaire du VWN a partir de tissu nerveux équin peut étre difficile, en effet, le

virus ne se réplique pas a titre élevé dans le cerveau des équidés [Johnson et al., 2001].
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Par contre le VWN a été isolé sur des cellule Véro a partir d’échantillons de bulbe
rachidien, cervelet, cortex cérébral et moelle épiniere d’'un cheval mort en France en
2000 [Murgue etal, 2001b] puis détecté par RT-PCR et séquencé. Cette séquence

d’événements est exceptionnelle avec le VWN.

En conclusion de cette partie, la recherche du VWN sur les préléevements de cerveaux
d’équidés négatifs pour le virus rabique a été infructueuse, ce qui est malheureusement
fréquent y compris chez les chevaux effectivement morts de FWN. Ce résultat n’exclut
cependant pas la possibilité d’avoir des cas cliniques chez les équidés lors d’épizooties
de FWN en Tunisie. En conséquence de l'introduction de virus Usutu en Europe centrale,
les programmes de surveillance des Flavivirus (basé sur la détection du virus chez les
moustiques et des oiseaux et chevaux morts ainsi que des enquétes épidémiologiques)
devraient étre établies en Tunisie, comme celles initiées aux Etats-Unis Etats-aprés la

premiere apparition du VWN [Bernard et al., 2001, Eidson et al., 2001].

Un effet positif de cette étude a été la mise en place d’'une procédure diagnostique au
niveau du laboratoire, en collaboration avec I'Institut Pasteur de Tunis, pour chercher le
VWN dans les prélevements de chevaux atteints d’encéphalite non rabique. Cette
procédure devrait étre formalisée dans le systeme de surveillance de la FWN qui

pourrait étre instauré.
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Chapitre 5. Discussion générale : le
controle de la fievre West Nile en

Tunisie
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Introduction

Dans les pays ou le VWN est endémique, de nouvelles souches plus virulentes
pourraient étre introduites et provoquer des cas graves chez les équidés, a I'image de
’épizootie au Maroc en 2003 avec la lignée 1 [Schuffenecker et al., 2005] ou en Afrique
du Sud avec la lignée 2 [Venter etal, 2009]. Par conséquent, il est nécessaire de
concevoir et mettre en ceuvre un systeme complet de surveillance de la FWN en Tunisie,

sur le long terme.
1 Réseau national de surveillance de la fievre West Nile

En Tunisie, il a été décidé d’élaborer et de mettre en place d'un réseau
d'épidémiosurveillance de la FWN. Le réseau implique de nombreux acteurs de la santé
animale et de la santé publique (Figure 35): Direction Générale des Services Vétérinaires
(DGSV), Centre National de Veille Zoosanitaire (CNVZ), Institut de Recherche Vétérinaire
(IRVT), Ecole National de Médecine Vétérinaire (ENMV), Institut Pasteur de Tunis (IPT),
Fondation Nationale d’Amélioration de la Race Chevaline (FNARC), Observatoire
National des Maladies Nouvelles et Emergentes (Ministere de la Santé Publique), les
Commissariats Régionaux au Développement Agricole (CRDA) des gouvernorats a

risque, les vétérinaires de libres pratiques.

/ Comité de pilotage \
CNVZ CRDA IRVT, IPT, ENMV Ministére de la Santé
Publique
Fondation nationale de
’amélioration de la race Société des courses Eleveurs privés Médecins vétérinaires privés
chevaline

Figure 35. Organisation et partenaires du réseau de surveillance de la fievre West Nile en

Tunisie

La méthodologie de surveillance retenue en Tunisie repose sur 4 volets :

* Humain: surveillance des cas humains d’encéphalites dans les établissements

hospitaliers des zones a risque de circulation du VWN.
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* Equin: la surveillance des cas cliniques d’encéphalite équine, repose sur la
déclaration obligatoire, sur I'ensemble du territoire, de toute suspicion d’encéphalite
par les vétérinaires sanitaires aupres de la direction générale des services
vétérinaires. Ce volet équin est intégré dans le réseau national
d'épidémiosurveillance de la rage qui recense les déclarations de syndromes nerveux
des équidés. Malheureusement, dans le cadre de ce réseau, la recherche
systématique du VWN n’est pas effectuée sur les syndromes nerveux détectés. Le
volet équin repose avant tout sur la vigilance des vétérinaires praticiens et la
rapidité des laboratoires a établir un diagnostic de certitude. Jusqu'a présent, les
vétérinaires ne pensent pas a la FWN devant un tableau clinique d’encéphalite ou de
meéningo-encéphalite chez les équidés, et aucun cas clinique n’a été rapporté en
Tunisie, contrairement a ce qui est observé au Maroc ou en Israél.

* Aviaire: la surveillance passive de la circulation du VWN dans I'avifaune est basée
sur un suivi des surmortalités aviaires et ciblée dans les zones et sur les périodes a
risque. Elle consiste a rechercher le VWN sur les encéphales des cadavres d'oiseaux
sauvages collectés lors des épisodes. La surveillance aviaire s’integre dans le réseau
de veille et de surveillance de l'influenza aviaire. Elle n’a donné aucun résultat
concernant l'identification du VWN jusqu’a présent. Cela est a rapprocher du
caractére apparemment asymptomatique de l'infection par la VWN chez I'avifaune
sauvage et domestique, a I'exception de la mortalité aviaire rapportée en 1997
pendant I'épidémie humaine de FWN, mais qui n’avait pas donné lieu a un diagnostic.

* Volet entomologique : la surveillance entomologique, consiste jusqu’a présent en un
inventaire des espéeces de moustiques et une recherche du VWN chez des moustiques
capturés autour des foyers équins et ou humains. Aucune surveillance n’est réalisée
sur le long terme dans les zones connues comme étant a haut risque d’occurrence de

FWN.

Au bilan, le systeme actuel de surveillance de la FWN en Tunisie est peu fonctionnel et il
faut attendre la survenue de cas graves humains pour que la survenue d'un cycle
épidémique soit révélée. Ce systéme ne peut en aucun cas servir d’alerte précoce : les
seules mesures applicables sont I'information des populations humaines exposées, la
promotion de mesures de protection individuelles contre les piqlires de moustiques
chez 'homme, et la vaccination des chevaux. La démoustication reposant sur des

traitements adulticides a une efficacité faible, voire nulle.
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On peut penser qu’'un systeme de surveillance et de vigilance tourné vers l'alerte
précoce, c’'est-a-dire congu pour repérer les conditions favorables a I'amplification du
cycle viral, ou le tout début de son occurrence, aurait une meilleure efficacité en terme

de santé publique.
2 Comment améliorer la surveillance de la fievre West Nile en Tunisie ?
2.1 Objectifs

La surveillance de la FWN en Tunisie aurait plusieurs objectifs. Le premier, et le plus
important en termes de santé publique, serait le déclenchement d'une alerte
suffisamment précoce pour que des mesures efficaces de protection de la santé

publiques puissent étre prises.

Ensuite, le systeme de surveillance devrait permettre l'isolement et la caractérisation
fine des souches virales circulant, de maniére a identifier l'introduction sur le territoire
de nouvelles souches virales, éventuellement plus pathogenes que celles circulant

auparavant.

Enfin, les résultats de la surveillance devraient étre partagés au niveau national entre la
santé animale et la santé humaine, ainsi qu’aux niveaux régional et international. Cet
objectif serait important au moment ou le Centre National de Veille Zoo-sanitaire
(CNVZ) ambitionne une reconnaissance régionale labellisée par I'Organisation mondiale

de la santé animale (OIE).

Le réseaux de surveillance épidémiologique pourrait reposer sur la sensibilité du
maillage vétérinaire existant (surveillance passive) ou sur la mise en place de systemes
d’alerte spécifiques visant a mettre en évidence la présence du virus (surveillance
active) dans le but de diffuser des messages de prévention a l'attention des populations

humaines et des propriétaires des populations animales a risque [Dufour et al., 2006].

La mise en évidence de cas humains de FWN en 1997, 2003, 2010, 2011 et 2012 dans
plusieurs gouvernorats de Tunisie a révélé la nécessité de disposer d'un systéeme de
surveillance de la FWN afin d’alerter le plus précocement possible les autorités
sanitaires compétentes. Compte tenu des caractéristiques de l'infection chez les équidés
et les oiseaux domestiques, ces especes sont des cibles intéressantes pour la mise en

place d’un tel systeme.
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2.2 Meéthodes et outils
2.2.1 Alerte environnementale

La dynamique de population des moustiques vecteurs du VWN est tres
dépendante de 'environnement et particulierement du climat [Randolph et Rogers,
2010]. Un hiver doux, suivi d'un printemps et d’'un été secs, avec des vagues de chaleur
en juillet, et d'un automne orageux avec de fortes précipitations, pourraient favoriser
I’émergence de maladies vectorielles. La sécheresse favorise les contacts entre les
oiseaux hotes et les moustiques vecteurs, en particulier autour des points d’eau,
facilitant I'amplification des arbovirus dans ces populations [Epstein, 1999]. En Tunisie,
la présence de zones humides et des sites Ramsar peut déclencher I'amplification du
VWN et son « débordement » vers les hotes équins ou humains en cas d'événement

climatique exceptionnel, par exemple de fortes précipitations ou /et inondation.

D’'une maniere générale, I'agressivité des moustiques est positivement corrélée a la
température, au taux d’humidité couplé a la pluviométrie et a I’ensoleillement [Ludwig
etal, 2005]. L’été-automne 1997 a été marqué par une pluviométrie anormalement
élevée en Tunisie et une pullulation de moustiques particulierement abondante ce qui
aurait permis la transmission a ’homme. Nous avons également observé, lors de notre
enquéte sérologique sur les équidés, que la température et 'humidité (approchée par
I'indicateur de végétation NDVI) étaient associées a des taux élevés de prévalence

sérologique du VWN.

Des facteurs climatiques analogues ont été également suggérés comme facteurs de
déclenchement des épidémies de FWN en Algérie et au Maroc [Triki etal., 2001],
précédées, elles aussi, par une pluviométrie anormalement élevée et survenues aux
mémes périodes de I'année. Dans le sud de la France, les années 1999 et 2000 étaient
caractérisées par une agressivité de Culex modestus deux a trois fois supérieure a la
moyenne, survenant deux semaines avant la fin de I'été, moment d’apparition des

premiers cas chez le cheval [Ludwig et al., 2005].

En Tunisie, les zones a haute risque de transmission du VWN ont été identifiées sur
I’ensemble du territoire national suite a notre travail. Une carte de prédiction de ce
risque a été proposée pour la Tunisie. Méme si elle ne constitue pas une carte du risque

de transmission a 'Homme, elle peut fournir des indications intéressantes pour les

124



gestionnaires de la santé publique en déclenchant une alerte précoce dans les régions a
haut risque prédit, et qui seraient le siege d’événements climatiques favorables a I'éco-
épidémiologie du VWN. On peut observer qu’en début d’automne des années 2010, 2011
et 2012, des cas humains de FWN ont été diagnostiqués dans les régions du Nord-Ouest,

des Chott, et du Sahel, toutes trois classées a haut risque sur cette carte.

Les informations disponibles sur la localisation des cas humains pourraient étre
exploitées de maniére similaire aux données de I'enquéte sérologique sur les équidés, en
permettant une recherche des conditions environnementales liées a 'occurrence de cas
clinique. Nous ambitionnons de faire ce travail dans un avenir proche, comme cela a été
fait récemment pour la fievre de Lassa en Afrique de 1'Ouest.[Fichet-Calvet et Rogers,

2009]
2.2.2 Surveillance ciblée dans les zones a haut risque de transmission

Des valeurs élevées de prévalence sérologique, et par conséquent de
transmission du VWN chez les équidés, ont été identifiées (i) dans le nord : Jendouba,
Béja, Bizerte, (ii) dans les régions cotieres de Sousse et de Monastir, (iii) dans la
frontiere de la Siliana et Kairouan, (iv) et dans la zone de Chott (Tozeur, Kébili). Ces
zones a risque devraient faire l'objet d’'une surveillance basée sur des enquétes
entomologiques avec recherche virale, dont les objectifs seraient (i) d'identifier les
especes de moustiques responsables de la transmission du virus aux oiseaux, aux
équidés et aux hommes, (ii) d’évaluer la dynamique de population de ces vecteurs

potentiels au cours de I'année, et (iii) d’isoler le virus dans le but d’approfondir les

connaissances de I'épidémiologie du VWN en Tunisie.

Au cours de cette these, nous avons initié des recherches entomologiques pour fournir la
base d'une surveillance entomologique fondée sur le risque de FWN. Cette étude
entomologique s’est déroulée en méme temps et dans les mémes sites que le suivi des
poulaillers sentinelles. Des captures de moustiques ont été réalisées dans les 5 sites de
suivi de poules sentinelles en utilisant des pieges CDC lumineux appatés au CO. A 'issue
des captures, les moustiques ont été ramenés au laboratoire, tués a -20°C, triés puis
identifiés. En parallele une étude sur la préférence trophique des moustiques capturés a
été effectuée, en réalisant une analyse des repas sanguin par PCR. Les résultats de ces

études sont en cours d’analyse. Les résultats préliminaires ont montré 'abondance des
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especes Culex pipiens et Ochlerotatus caspius qui ont identifiés comme vecteurs
potentiels durant I'épizootie de 1998 en Italie. [Romi etal, 2004]. Le Tableau 15

présente les vecteurs potentiels du virus West Nile qui sont présents sur le littoral

méditerranéen
Moustique (_)ontact nat_urel Inf_ection Trans_mission Origine de l'observation
virus/moustique experimentale  experimentale

Aedes vexans X X Russie, Sénégal, USA

Aedes albopictus X X USA, Mexique, France
Anopheles maculipennis s.1. X Portugal, Ukraine, Russie, Biélorussie
Anopheles plumbeus X France®

Anopheles hyrcanus X Russie

Coquilletidia richiardii X Bulgarie, Russie, Roumanie
Culex modestus X X X France~°, Russie

Culex pipiens M M M Afrique du Sud, Bulgarie, Egypte, Israél. Roumanie,

Républiqgue Tchéque, USA, Portugal, ltalie, France~

Culex theileri X Afrique du Sud

Culiseta morsitans X USA

Culiseta longiareolata X

Ochlerotatus cantans X Bulgarie, Slovaquie, Ukraine
Ocherotatus caspius X X X Ukraine, ltalie, Israé&l, France~
Ochlerotatus dorsalis X X USA

Ochlerotatus geniculatus X France*

Ochlerotatus punctor X France*

Ochlerotatus sticticus X USA

*Vermeil et al. 1960 °Hanoun et al. 1964 ~Balenghien et al. 2008

Tableau 15. Vecteurs potentiels du virus West Nile sur le littoral méditerranéen francais

[Balenghien et al., 2006, Hannoun et al., 1964, Vermeil et al., 1960]

La recherche entomologique doit étre effectuée en constante interaction avec les autres
volets de surveillance. En particulier, il serait pertinent de réaliser une grande enquéte
nationale sur la faune culicidienne de maniere a identifier la distribution et la
dynamique saisonniere des principales especes de moustiques. La récurrence des foyers
de FWN, le risque d’introduction de la fievre de la Vallée du Rift et d’autres arboviroses,
le risque d’introduction de nouvelles especes de moustiques invasives telles qu’'Aedes
albopictus sont autant d’arguments pour réaliser une enquéte de grande ampleur. De
tels travaux ont par exemple été entrepris en Belgique (projet MODIRISK) et ont permis
I'identification d’especes invasives qui auraient pu rester inapercues pendant plusieurs

années, et modifier le risque de transmission d’arbovirus sans que cela n’ait été su

[Versteirt et al., 2009].

La surveillance entomologique pourrait constituer un pilier en termes d’alerte précoce
uniquement si tous les moyens nécessaires pouvaient étre mis en ceuvre. Ce travail
mobilise en effet du personnel et des moyens techniques et financiers pour un résultat

parfois peu concluant [Perra et al,, 2002]. Le mode de fonctionnement des pieges utilisés
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est apparu également comme un facteur limitant (commande et livraison de la
carboglace, piles rechargeables) de méme que le respect de la chaine du froid pour la
préservation du virus éventuellement présent. Il faudrait un changement radical des
conditions actuelles (budget quasi inexistant, manque de personnel qualifié) pour
réellement envisager une surveillance entomologique ambitieuse avec un rdle d’alerte

précoce en Tunisie.

Outre la détermination du vecteur, I'isolement ou la caractérisation de souches de VWN
a partir de pools de moustiques reste une priorité. En effet, I'analyse génétique du virus
permettrait peut-étre d’expliquer 'absence de cas cliniques chez les équidés infectés et
de tester I’hypothese de la circulation d’'une souche atténuée comme cela a été envisagé
au Texas et a Mexico [Davis etal., 2004]. Cependant, la probabilité de capturer un
moustique infecté par échantillonnage en un lieu et a un moment donné est faible : de
I'ordre de 1 a 3 pour 1000 dans des zones a forte circulation virale. Dans ce contexte, les
moustiques constituent un indicateur médiocre de la circulation virale en termes de
probabilité de détection. Considérant le faible rapport bénéfice/colit qui résulte de cette
surveillance spécifique, elle ne serait pas conduite de fagon systématique mais
uniquement activée en cas de mise en évidence d'une forte circulation virale

(séroconversion chez des oiseaux sentinelles, cas cliniques chez 'homme).

Cette identification virale pourrait aussi étre obtenue par l'enquéte sur oiseaux
domestiques sentinelles. Ce type de surveillance entre dans le cadre de la surveillance
active. Elle repose sur la surveillance sérologique de l'avifaune en détectant les
conversions sérologiques sur des populations sentinelles (volailles dans plusieurs sites).
Le suivi des oiseaux sentinelles est largement utilisé pour détecter la transmission du
VWN, méme a bas bruit. Dans le bassin méditerranéen, les enquétes virologiques et
sérologiques chez le poulet sentinelle ont donné de bons résultats en Egypte [Soliman
et al.,, 2010] et en Grece [Chaskopoulou et al., 2011]. Notre enquéte sérologique chez les
équidés a montré qu’il y a eu une transmission du virus en octobre 2011 dans les
régions de Monastir et Jendouba, et septembre 2012 dans la région de Monastir

préalablement identifiées comme des régions a haut risque de transmission du VWN.

Ce systeme de surveillance d’oiseaux sentinelles pourrait étre mis en ceuvre en Tunisie,
dans les zones a haut risque identifiés par notre étude: Jendouba, Bizerte, Nabeul,

Sousse, Monastir, Sfax, Médenine, Kebili et Djerba. Vus la lourdeur de systeme et les
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colits élevé pour I'entretien et les déplacements, je propose de maintenir au minimum le
systeme de poulaillers sentinelles dans deux gouvernorats a risque tres élevé, Monastir
et Jendouba, dans lesquels 5 sites seraient choisis par gouvernorat. Les poules seraient
placées dans des cages (10 oiseaux par cage) dans des zones ou les moustiques seraient
abondants. On préléeverait du sang et un écouvillon cloacal sur les poules une fois par
semaine, pour recherche d’anticorps et RT-PCR. Ce schéma de surveillance a permis de
détecter précocement la circulation virale et est efficace méme en l'absence de
symptomatologie associée. En Grece et en Egypte, il a permis de détecter la présence du
VWN, voire de l'isoler [Soliman etal, 2010, Chaskopoulou etal., 2011]. Le systeme

devrait fonctionner de début mai jusqu'a décembre.

En complément, les chiens domestiques, qui sont réceptifs au VWN, pourraient étre
utilisés comme espece sentinelle pour la surveillance de ce virus [Resnick et al., 2008b].
En effet, les chiens et les humains partagent le méme environnement et l'incidence de
I'infection chez les chiens pourrait étre un meilleur facteur prédictif du risque chez I'étre
humain que l'incidence chez les poulets sentinelles ou les équidés [Resnick et al,, 2008¢c]. En
outre, les repas de sang analysés chez les moustiques du genre Culex a Houston prouvent
qu’ils peuvent piquer les chiens pour prendre un repas sanguin [Molaei etal., 2007].
L’utilisation des chiens comme sentinelles est alors apparue comme un systeme sensible
et précoce puisque la séroconversion a été observée 6 semaines avant I'apparition du
premier cas humain a Houston [Resnick etal, 2008c]. En Tunisie, cette surveillance
pourrait par exemple étre effectuée sur les effectifs de chiens de I'armée a Bizerte et
dans le grand Tunis, et de la brigade canine de la douane tunisienne dans les régions des

Chott et du Sahel.

Un suivi sérologique d’'une cohorte d’équidés sentinelles peut également étre envisagé,
par exemple sur les chevaux des haras de la Fondation nationale d'amélioration de la
race chevaline (FNARC) situés dans le grand Tunis, a Monastir et dans les haras de
I'armée tunisienne. Cette méthode a été utilisé en Italie en 2009 : durant le printemps
2009, 28 chevaux non vaccinés et présentant un statut sérologique négatif pour le VWN
ont été placés dans chacune des 5 provinces retenues pour 'étude. L'effectif avait été
choisi pour pouvoir détecter une incidence supérieure a 10% (IC a 95%). Des

séroconversions chez ces chevaux sentinelles ont été détectés dans trois provinces au

début du mois d’aolit [Angelini et al., 2010].
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Pour calculer la taille de I’échantillon d’animaux sentinelles a installer dans une région
donnée, on suppose que le risque de transmission est uniforme dans cette région, ainsi
que la distribution spatiale des animaux susceptibles d’étre choisis comme sentinelles.
Ces hypothéses permettent de ramener le calcul de la taille de I’échantillon a celui de la

détection de la présence d’'une maladie dans une population de taille finie. La taille est
1 -
obtenue par I'équation [Martin et Willeberg, 1987 n = (1 - /NP) (N - %), avec:

e nlataille de I'échantillon ;

* N lataille de la population : nombre d’animaux vivant dans la zone et susceptibles
d’étre choisis comme sentinelles ;

* alerisque de premiére espéce (par exemple 5%) ;

* pletaux d’'incidence sérologique que le dispositif doit permettre de détecter (avec

une probabilité de (1-a).
2.2.3 Surveillance syndromique

Le systeme général de surveillance passive (ou événementielle) des maladies
animales repose sur le rapport de suspicions cliniques par les éleveurs et vétérinaires.
Nous avons vu qu’en Tunisie, dans le cas de la FWN, ces suspicions cliniques passent
inapergues ou surviennent rarement chez les équidés ce qui limite l'intérét de cette
surveillance événementielle. Il convient toutefois de vérifier qu’il ne s’agit pas d'une
sous-déclaration des suspicions par les acteurs du réseau de surveillance. De plus, de
nouvelles souches virales plus pathogénes sont susceptibles d’apparaitre. Les premieéres
investigations que nous avons faites sur les encéphalites équines non rabiques méritent
donc d’étre poursuivies, en sensibilisant les éleveurs et vétérinaires situés dans des
zones a haut risque, et en renforcant cette surveillance événementielle pendant les
périodes de proliférations de moustiques et d’abondance des oiseaux sauvages : fin d’été

et automne.

Au-dela des équidés, la surveillance passive repose également sur la surveillance de la
mortalité chez les oiseaux sauvages. La mortalité massive des corbeaux enregistrée
pendant I'épidémie de FWN en 1997 en Tunisie [Feki etal, 2005] pourrait étre liée a
l'infection par le VWN. Cependant aucune enquéte chez des oiseaux morts n’a permis de
corroborer cette hypothese. Toutefois, le VWN isolé en Tunisie en 1997 était similaire a

la souche isolée en 1998 en Israél, ainsi qu’a la souche isolée a New York en 1999. Ces
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souches ont causé des mortalités dans 'avifaune sauvage américaine, en particulier chez
les corvidés [Lanciotti etal., 1999]. Il serait ainsi important de mettre en place une
surveillance des mortalités de l'avifaune sauvage afin de détecter l'introduction de
souches virales hautement pathogenes avant qu'elles n’infectent les chevaux et les
humains. Les mortalités d’oiseaux sauvages font d’ailleurs 1'objet depuis 2005 d’une
surveillance sur l'ensemble du territoire tunisien pour la détection du virus de
I'influenza aviaire. Cette surveillance est assurée par le réseau de la Direction générale
des services vétérinaires, et les laboratoires agréés (IRVT et Institut Pasteur de Tunis).
Dans tous les gouvernorats a risque de FWN, sur chaque oiseau faisant I'objet d'un
prélevement réalisé dans le cadre du programme de surveillance de l'influenza, un
prélevement complémentaire d'encéphale pourrait étre effectué et transmis a I'IRVT
pour recherche du VWN. L'isolement des souches virales serait réalisé en collaboration
avec le laboratoire de référence européen pour la FWN : UMR Virologie, a 'Anses de

Maisons-Alfort (France).

Outre la détection éventuelle de mortalité de masse, le suivi sérologique des especes
d'oiseaux domestiques et péri-domestiques est considéré comme un indicateur sensible
de la transmission du VWN [Jourdain et al., 2008]. A cet égard, notre étude a montré que
les Oies cendrées (Anser anser) et les Etourneaux sansonnets (Sturnus vulgaris)
pourraient étre des cibles pour cette surveillance de la faune sauvage. Il faudrait
toutefois consolider les données obtenues suite a ce travail encore trés préliminaire.
Cependant, ces enquétes sont coliteuses et ne peuvent étre largement utilisées et ne

peuvent en outre pas renseigner sur la date exacte de I'infection

Parallelement a la surveillance chez les animaux, le volet humain de la surveillance
passive cible la détection des infections neuro-invasives a VWN en réalisant des analyses
de confirmation de VWN devant chaque cas cliniquement suspect, méme en I'absence de
circulation documentée du virus. La surveillance humaine est basée sur le signalement
des cas suspects de FWN (méningite et méningo-encéphalite) par l'ensemble des
établissements hospitaliers publics et les cliniques privées. Ce dispositif devrait étre
renforcé chaque année de mai a novembre, par des sensibilisations des médecins du
secteur privé, des dispensaires et hopitaux, et serait piloté par I'Observatoire national
des maladies nouvelles et émergentes (ONMNE: créé en 2005, il a effectivement

démarré en 2008. Ses principales missions sont la veille épidémiologique et
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environnementale et 'évaluation du risque de propagation des maladies émergentes en
Tunisie). L’objectif général de cette surveillance serait de détecter précocement la
transmission du VWN a 'homme afin de mettre en ceuvre rapidement et de fagon
coordonnée des mesures de controles des populations vecteurs et de protection

individuelle des personnes.

La surveillance événementielle pourrait étre complétée par un programme de
surveillance syndromique dont l'objectif serait d’'identifier des agrégats de malades
avant de disposer d’'une confirmation du diagnostic par le laboratoire [Buehler, 2004,
Henning, 2004]. L’analyse rétrospective de I'épizootie de 2004 en Camargue (France) a
montré que la surveillance syndromique des chevaux aurait permis de fournir une alerte
4 semaines avant le début de la période épizootique. Ce délai aurait été suffisant pour
permette aux autorités sanitaires la mise en ceuvre d’actions de démoustication ciblées
dans les zones a risque [Leblond et al., 2005]. Cette surveillance syndromique chez les
équidés repose sur une sensibilisation et une formation des vétérinaires praticiens a la
sémiologie, au diagnostic et a la surveillance de l'infection a VWN. En Tunisie, une
application possible serait de mettre en place la surveillance des cas neurologiques chez

les équidés, ce qui est déja en partie réalisé dans le cadre de la surveillance de la rage.
3 Comment prévenir la fievre West Nile en Tunisie ?
3.1 Vaccination des chevaux dans les zones a haut risque

La dissémination rapide et considérable de I'infection a VWN aux USA a conduit les
laboratoires pharmaceutiques a développer des vaccins contre cette maladie. Les
recherches sur un vaccin humain sont en cours, dessvaccins pour chevaux existent
(Tableau 16). Un vaccin mis au point en Israél utilise une souche vivante atténuée du
VWN qui protege 75 % des animaux apres une seule injection et 94 % des vaccinés

apres une deuxieme injection 15 jours plus tard [Malkinson et al., 2001].
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Nom commercial Société Type de vaccin

Duvaxyn WNV Fort Dodge Inactivé

West Nile-Innovator Fort Dodge Plasmide ADN recombinant
Recombitek Merial Recombinant canarypox

PreveNile Intervet Virus chimérique fiévre jaune - WNV

Tableau 16. Vaccins contre le virus West Nile disponibles chez les chevaux.

Un vaccin pour chevaux, mis au point et commercialisé par les laboratoires Fort Dodge
(West Nile Innovator®) et breveté par le Centre for Veterinary Biologics (CVB9), Iowa,
est disponible depuis 2001 aux Etats-Unis. Au Maroc un vaccin recombinant Recombitek
(10 USD / dose) a été utilisé en 2010. Tous ces vaccins équins restent cependant peu
utilisés (Tableau 17), notamment en raison de leur prix élevé et de la rareté des cas

cliniques en Afrique du Nord, contrairement a ce qui est observé aux USA.

Pays Vaccin utilisé Laboratoire Doses / an
Autriche Duvaxyn WNV Fort Dodge 100
Hongrie Duvaxyn WNV Fort Dodge 2.000

[sraél Duvaxyn WNV Fort Dodge 7.500

Maroc Recombitek Merial 5.000 (2010)

Tableau 17. Vaccinations annuelles contre le virus West Nile chez les chevaux dans quelques

pays infectés.

Les enquétes sérologiques réalisées chez les équidés en Tunisie depuis I'étude d’Haddad
(1980) ont montré la forte circulation de VWN chez les équidés, alors que les cas
cliniques sont rares ou inexistants. Dans ces circonstances I'utilisation des vaccins pour
toute la population équine reste injustifiée. Il est néanmoins possible, voire prudent, de
protéger les équidés de grande valeur (par exemple: chevaux de course ou
reproducteurs des haras nationaux) en les vaccinant. Je propose de conseiller aux
éleveurs de vacciner ces animaux dans les zones a haut risque, avant la période de
circulation virale, c’est-a-dire en hiver. Il faudra toutefois expliquer clairement aux

éleveurs et aux vétérinaires que la vaccination des équidés n’a cependant aucun impact
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sur I'épidémiologie de la FWN, et il n’y a de toute maniere pas de transmission virale du

cheval a 'homme.
3.2 Diminution du contact entre hotes et vecteurs
3.2.1 Mesures de protection individuelle

En cas de circulation du VWN, les mesures de protection individuelle revétent une
grande importance dans la réduction du risque de transmission du virus, en 'absence de

moyens permettant d’éliminer ce risque :

* Portde vétements adéquats, amples et longs

» Utilisation de répulsifs cutanés

e Vérification de I'’étanchéité des portes et fenétres,

e Conseil d’utilisation de moustiquaires, de préférence imprégnées industriellement
d’insecticide (pyréthrinoide, qui agit également comme répulsif avec une efficacité
variant en fonction des concentrations, des produits utilisés et des especes de
moustiques) : moustiquaires de lit, de porte ou de fenétre. La moustiquaire de lit
constitue une barriere efficace pour se protéger des piqilires de moustiques, en
particulier de Culex pipiens dont l'activité est essentiellement nocturne et surtout
chez les personnes a risque d’expression clinique de VWN (personnes agées,

immunodéprimées).

* Conseil d'imprégnations de tissus (rideaux, vétements) avec des insecticides qui sont
absorbés dans les fibres et s’évaporent ensuite tres lentement, augmentant la
rémanence du produit appliqué (le plus souvent: pyréthrinoides). Ceci offre des
avantages en termes de persistance, de cofit et de sécurité d’emploi : le contact avec
la peau est fortement réduit par rapport a une application cutanée. L’utilisation
éventuelle de produits répulsifs sur les vétements ou de vétements imprégnés
d’insecticides doit étre complétée par l'application de répulsif sur les parties

découvertes du corps : visage, cou, mains...

* Conseil de limitation des activités en extérieur des personnes exposées au risque de

piqire aux heures pendant lesquelles les moustiques sont les plus actifs.
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Dans ce cadre de protection individuelle, il est possible d'utiliser les méthodes
insecticides suivantes : aérosols de confort pour une utilisation domestique ponctuelle,
insecticide a diffusion continue sous forme de plaquette chauffante (prise électrique) ou
sous forme liquide (diffuseur électrique) pour l'intérieur. La climatisation ou de la
ventilation (brasseur d’air) peuvent constituer des mesures d’appoint surtout si elles

sont associées a une bonne qualité d’étanchéité des locaux et a 'usage d’insecticides.
3.2.2 Lutte anti-vectorielle

L’objectif principal de la lutte anti vectorielle (LAV) est de minimiser I'impact du
VWN sur la santé humaine en réduisant, de manieére préventive, la densité des
moustiques par la mise en ceuvre d’actions précoces et ciblées. Compte tenu de la
connaissance encore incomplete de I'écologie et de 'épidémiologie de cette arbovirose
et des données disponibles sur l'efficacité des mesures de controle, la LAV ne peut
supprimer tout risque d’occurrence de cas humains. Les opérations de controle sont en
effet susceptibles de réduire le risque de piqlire mais ne peuvent en aucun cas le

supprimer ; 'expérience des Etats-Unis en témoigne.

La LAV est tres coliteuse, et doit s’appuyer sur un ensemble coordonné de mesures de
controle. Les difficultés a résoudre sont tres différentes selon que l'on a affaire a une
transmission virale urbaine ou rurale. En outre, les insecticides présentant un risque
non négligeable pour I'environnement (impact sur les especes protégées et les chaines
trophiques) et pour I'homme, leur utilisation doit étre faite dans le cadre d’'une approche

intégrée et de réponse proportionnée au risque.

Ainsi, la lutte mécanique par la destruction des gites larvaires potentiels ou actifs doit
étre privilégiée et encouragée. Cette réduction des gites passe par des actions de
salubrité de l'environnement (ramassage et élimination des déchets, entretien des
terrains et des voies de circulation, curage des fossés...), par la mise en place de
solutions pérennes et non chimiques (protection mécanique des récipients de stockage
d’eau pluviale, conception des réseaux hydrauliques domestiques (gouttiéres, regards

d’eau pluvial...) évitant les stagnations d’eau.

Les collectivités locales et les acteurs économiques concernés (secteurs de I'hotellerie et
de la restauration, établissements d’enseignement...) doivent étre sensibilisés et

associés en permanence a la destruction des gites domiciliaires. Lorsque la destruction
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de ces gites ne peut étre réalisée, 'opportunité d'un traitement larvicide sera alors
étudiée.

Les traitements adulticides, du fait de leur impact potentiel sur I'homme et
I'environnement ainsi que de leur efficacité temporaire sont réservés aux situations de

trés fortes nuisances ou lors de la mise en évidence d’une circulation virale notamment

en zone urbaine.

La décision de mise en ceuvre de ces traitements devra, quel que soit le niveau de risque
observé (mortalité aviaire, cas équin, cas humain), étre basée sur une estimation du

risque vectoriel et environnemental lié a 'emploi de ces substances.
3.3 Stratégie opérationnelle

En Tunisie le réseau national de surveillance de la FWN implique de nombreux
acteurs de la santé animale et publique tels que I'Observatoire National des Maladies
Nouvelles et Emergentes (Ministére de la Santé Publique), la DGSV, le CNVZ, I'IRVT,
I'ENMYV, I'IPT, la FNARC, les CRDA des gouvernorats a risque, et les vétérinaires de libres
pratiques. L’'objectif de la stratégie est de limiter la propagation du virus et prévenir
I'exposition des personnes au virus. Les mesures de gestion devraient étre déclenchées
de facon graduée en fonction des données de la surveillance. La stratégie de réponse
prendrait en compte I'ensemble des données récentes acquises en Tunisie et a
I'étranger. Les données de la surveillance permettraient d’estimer l'importance de
'activité virale et donc du risque pour la santé humaine dans une région ou zone

donnée.
Trois niveaux de risque peuvent étre identifiés :

* Niveau 1: mise en évidence de circulation du VWN dans l'avifaune sauvage et

domestique, y compris la mortalité aviaire,

* Niveau 2 : occurrence de cas équins, purement théorique actuellement en raison de

I'absence de cas observés jusqu’a présent chez les chevaux en Tunisie,
* Niveau 3 : occurrence de cas humains.

La mise en évidence d’'une circulation virale (niveau 1) conduit a renforcer le dispositif
de surveillance afin d’identifier I'étendue et l'intensité de la circulation virale. Ce

dispositif consiste essentiellement en une information et une sensibilisation des acteurs
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de la santé humaine et animale et en des investigations spécifiques autour des foyers de
circulation virale identifiés afin de repérer le plus précocement possible un passage aux

niveaux 2 et 3.

La stratégie d’intervention dépendrait du niveau de risque observé et s’articulerait en

six volets :

1. Renforcement de la surveillance humaine et investigation autour des cas. Pour le
risque de niveau 1: il faudrait informer les établissements de soins de base des
délégations et les hopitaux des gouvernorats concerné sur cette émergence virale
afin de leur recommander une vigilance particulieére. Pour les niveaux 2 et 3, il
faudrait mettre en alerte les établissements hospitaliers (information et
sensibilisation) et centres de transfusion sanguine en s’appuyant sur I'Observatoire

National des Maladies Nouvelles et Emergentes.

Ce renforcement de la surveillance se traduirait également par des enquétes
épidémiologiques pilotées par I'Observatoire National des Maladies Nouvelles et
Emergentes dans les délégations et gouvernorats, avec l'appui des directions
régionales de la santé, de I'IPT et du Ministere de l'Agriculture. L’objectif serait
d’identifier les zones potentielles d’exposition au VWN. Une recherche active
rétrospective et prospective des cas serait alors mise en ceuvre dans les hopitaux de
la zone concernée avec un renforcement de la surveillance humaine sur I'ensemble
du territoire pour détecter les cas ayant séjourné dans la zone de transmission du
virus mais éventuellement hospitalisés dans un autre gouvernorat. La Direction
générale de santé de base enverrait alors un communiqué a l'ensemble des
établissements de santé et aux laboratoires pour réduire les délais de traitement des

prélevements adressés dans le cadre de la surveillance humaine.

2. Renforcement de la surveillance équine et investigations autour des foyers de

circulation du VWN. Pour le niveau 1, la DGSV informerait les vétérinaires de la zone
a risque identifiée, afin de les inviter a une vigilance particuliere vis a vis de la
détection des cas équins. Pour les niveaux 2 et 3 : il s’agirait de mettre en alerte des
vétérinaires de la zone a risque identifiée, élargie aux secteurs limitrophes, afin de
détecter le plus rapidement possible les cas équins et mesurer ainsi I'importance et

I’étendue de la circulation virale. Des enquétes seraient réalisées par la Direction

régionale de la production animale concernée pour statuer sur le caractere
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autochtone des cas et rechercher d'éventuels autres cas. La DGSV demanderait a
I'IRVT de réduire les délais de traitement des préléevements adressés dans le cadre de
la surveillance animale. L'IPT serait sollicité pour rechercher le VWN sur les cas

d’encéphalite ou méningo-encéphalite équine d’étiologie non rabique.

Des enquétes de séroprévalence (notamment recherche d’IgM) chez les chevaux
pourraient étre réalisées par les CNVZ autour des cas équins voire humains pour
mieux caractériser l'intensité de l'activité virale. Ces enquétes permettraient de
confirmer le caractére autochtone des cas, de préciser 1'étendue de 1'épidémie et

d'apprécier le caractére récent ou ancien des contaminations.

Renforcement de la surveillance de I'avifaune : des le niveau 1 et a fortiori lors des
niveaux 2 et 3, mettre en alerte via la DGSV les organisations impliquées dans la
gestion ou l'étude de la faune sauvage (associations de chasseurs, associations
ornithologiques), dans les gouvernorats ayant des sites Ramsar et des zones

protégées.

Activation de la surveillance entomologique pour mettre en évidence les especes
culicidiennes impliquées dans la transmission du VWN et détecter le virus circulant.

Ces travaux impliqueraient notamment I'IPT et I'IRVT.

Information du public sur les mesures de protection individuelle permettant de
réduire 'exposition aux piqures de moustiques et au risque de transmission du
VWN, et aux précautions a prendre lors de la mise en ceuvre des traitements

adulticides sur les populations de moustiques.

Lutte anti-vectorielle pour contrdler les populations de moustiques : la stratégie de
la lutte anti vectorielle est fonction des niveaux de risque. En I'absence de circulation
visible du virus et dans une zone sans précédent épizootique, il s’agirait de
promouvoir la réduction du risque a la source, par la suppression ou le contréle des
gites larvaires d’origine anthropique a proximité des habitations. En cas de
circulation virale avérée (niveau 1 a 3), les mesures de lutte anti vectorielle seraint

décidées en fonction du risque identifié pour 'homme. Les objectifs seraient de :

a. Réduire le risque de transmission virale a la source, par la suppression des
gites larvaires d’origine anthropique a proximité des habitations; si

nécessaire, appliquer des larvicides ;
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b. Envisager treés localement des traitements adulticides si les populations

d’adultes excédent des niveaux habituels sur les sites a activité humaine.
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