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RESUME

De novembre 2015 a juillet 2017, deux épisodes successifs d’infections a virus influenza aviaires (IA) H5
hautement pathogénes (HP) ont touché les élevages de volailles en France, et tout particulierement la production
de palmipedes gras dans le Sud-Ouest. En 2015-2016, 81 foyers ont concerné exclusivement les élevages de
volailles (majoritairement des palmipédes sans symptomes déclarés). Alors qu’en 2016-2017, les foyers détectés
ont touché a la fois les volailles (486 cas) et I’avifaune (55 cas), et la proportion de détections dans le cadre de la
surveillance événementielle en élevage était plus élevée que lors de I’épisode précédent.

Un modele expérimental d’infection chez le canard mulard conventionnel de 6 & 7 semaines a été établi pour une
souche HSN1 HP isolée en 2015 et une souche H5SN8 HP de 2016. Cette étude a permis de caractériser et de
comparer la réceptivité et la sensibilit¢ du canard mulard vis-a-vis de ces souches récentes, ainsi que la
dynamique d’infection du virus et son tropisme.

L’infection expérimentale par le virus HSN1 HP n’a engendré ni signes cliniques majeurs ni mortalité liée au
virus, et le profil d’excrétion a présenté un tropisme intestinal similaire a celui observé pour des virus TA
faiblement pathogénes. Sur ces deux points, le virus HSN8 HP avait des caractéristiques différentes du virus
précédent : les signes cliniques étaient plus marqués (avec 1’apparition notamment de signes nerveux) et la
mortalité était présente (2 canards sur 12). Le tropisme respiratoire marqué de I’infection était également
caractéristique des virus H5 HP de lignée A/goose/Guandong/1/1996. Ces caractéristiques expérimentales sont
corrélables aux observations épidémio-cliniques sur le terrain, et vont permettre une étude des marqueurs
génétiques associés a ces phénotypes différents.

ABSTRACT

Highly pathogenic HS avian influenzavirus experimental infections in mule ducks: comparing French
strains from 2015-2016 and 2016-2017 outbreaks

From November 2015 to July 2017, two succeeding episodes of highly pathogenic (HP) avian influenza (Al) H5
infections affected poultry farms in France, mostly domestic ducks raised for fatty liver production in
Southwestern France. In 2015-2016, 81 outbreaks were detected in poultry farms only (mostly domestic
waterfowl without declared disease). While in 2016-2017, the detected outbreaks affected both poultry (486
cases) and wild birds (55 cases), and the proportion of flocks detected following passive surveillance in poultry
was higher than during the previous episode.

An experimental infection model was established in 6 to 7-week old mule ducks, with a HP H5N1 strain isolated
in 2015 and a HP H5NS strain from 2016. We were able to characterize and compare the susceptibility and
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sensitivity of mule ducks for these recent strains, as well as the dynamics of infection and the tropism of the

tested virus strains.

Experimental infection with HP H5N1 virus did not result in major clinical signs or virus-related mortality, and
the excretion pattern had an intestinal tropism similar to that observed for low pathogenic Al viruses. On both
previous criteria, the HP H5NS virus had different characteristics: clinical signs were more noticeable (with the
notable appearance of nervous symptoms) and mortality was observed in 2 ducks out of 12. The marked
respiratory tropism of the infection was also characteristic of the A/goose/Guandong/1/1996 lineage HP HS5
viruses. These experimental characteristics were consistent with the epidemiological field observations, and will
allow further study of the genetic markers associated with these different phenotypes.

INTRODUCTION

De novembre 2015 a juillet 2017, deux épisodes
successifs d’infections a virus influenza aviaire (IA)
HS5 hautement pathogénes (HP) ont touché les
¢levages de volailles en France, essentiellement en
production de canards gras dans le Sud-Ouest. De
novembre 2015 a aott 2016, 81 foyers d’infections
liés a des virus IAHP HS5 ont été déclarés dans 10
départements du Sud-Ouest de la France, uniquement
en ¢levages de volailles (Le Bouquin et al., 2016 ;
Moisson et al., 2017). Bien qu’au moins trois sous-
types de neuraminidase différents (N1, N2 et N9)
aient été associés aux virus en cause, les séquences de
I’hémagglutinine H5 étaient apparentées entre elles et
constituaient un groupe monophylétique dérivé des
virus IA H5 de la lignée eurasienne, distinct de la
lignée H5 HP A/goose/Guandong/1/1996 (Briand et
al., 2017 ; Briand et al., 2018). Seuls 30 foyers (15
foyers sur troupeaux de galliformes, soit la totalité¢ des
foyers correspondants, et 15 foyers sur troupeaux de
palmipedes) ont été détectés dans le cadre de la
surveillance événementielle. Toutefois, le caractére
HP de ces virus a bien été confirmé par des tests in
vivo de pathogénicité par voie intra-veineuse chez le
poulet.

De novembre 2016 a juillet 2017, les foyers
d’infections a virus IAHP HS5 ont touché a la fois les
volailles (486 cas dans 10 départements du Sud-
Ouest, de 1’Ouest et du Nord de la France) et
I’avifaune sauvage (55 cas dans 15 départements sur
’ensemble du territoire). A une exception prés, tous
ces foyers étaient associés a des virus IA H5 HP
différents de 1’épisode précédent et appartenant au
clade 2.3.4.4 de la lignée A/goose/Guandong/1/1996,
pour lesquels le sous-type de neuraminidase N8 a
généralement ¢été identifié (Bronner et al., 2017). La
proportion de détections dans le cadre de la
surveillance événementielle en élevage (216/486 =
44 %)était plus élevée que lors de I’épisode précédent
(30/81 =37 %) et la présentation clinique relevée sur
le terrain était également plus marquée.

Un modéle expérimental d’infection chez le canard
mulard conventionnel a été établi afin de caractériser
et de comparer la réceptivité et la sensibilité du canard

mulard vis-a-vis de deux souches récentes, issues de
chacun des épisodes distincts précédemment décrits.
De plus, ce modéle permet la description de la
dynamique d’infection du virus et de son tropisme,
observés en conditions contrdlées.

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Procédure d’expérimentation animale

Animaux

Les canards mulards males conventionnels ont été
achetés a 1 jour d’dge auprés de Grimaud Freres
Sélection (49). Les animaux ont été ¢élevés a I’ Anses
Ploufragan, en conditions confinées et atmospheére
filtrée, jusqu’a leur inoculation ou mise en contact.
Virus

Deux virus issus de chacun des épisodes décrits en
introduction ont été retenus :

- H5N1 A/chicken/France/150169a/2015 (H5N1 HP
150169a), isolé a partir d’écouvillons trachéaux
prélevés sur des poulets de basse-cour (suspicion
clinique) au 2° passage sur ceufs embryonnés de
poules EOPS. L’index IPIV du virus sur poulets
EOPS de 5 a 7 semaines était de 2,9.

- H5N8 A/decoy duck/France/161105a/2016 (H5NS8
HP 161105a, appartenant au clade 2.3.4.4 de la lignée
A/goose/Guandong/1/1996), isolé a partir
d’écouvillons trachéaux de canards appelants
(suspicion clinique) au 2° passage. L’index IPIV du
virus sur poulets EOPS de 5,5 semaines était de 2,9.
Dispositif expérimental

Pour I’é¢tude de chaque virus, deux groupes de canards
mulards males conventionnels de 6,5 semaines ont été
constitués :

- 8 canards ont été infectés, en isolateur, par
instillation oculaire d’une dose de 10° DIEs, (dans un
volume de 100 pl) de virus ;

- 4 canards contacts non infectés ont été introduits
dans le méme isolateur 24 heures aprés inoculation.
Le statut séronégatif et vironégatif individuel des
canards a été préalablement vérifié vis-a-vis des virus
IA, en ELISA NP, en ELISA HS5 et en RT-PCR temps
réel (rRT-PCR) selon les méthodes décrites en 1.2.
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Les animaux occupaient un isolateur de surface
accessible aux animaux de 3 m’ sur grillage, et
avaient un acces libre a I’eau et a la nourriture.

La procédure d’expérimentation animale a fait 1’objet
d’un avis favorable du comité d’éthique institutionnel
Anses/ENVA/UPEC (demande d’autorisation
APAFiS 2017010410579770) et a été conduite en
accord avec les législations européennes et frangaises.
Prélévements et examen clinique

Des écouvillons oropharyngés et cloacaux ont été
prélevés individuellement quotidiennement apres
I’inoculation (sauf les 5°, 6°, 12° et 13° jours) et
jusqu’au 18° jour. Les animaux ont également fait
I’objet d’un examen clinique quotidien (observation
des signes généraux, respiratoires, nerveux et cutanés
éventuels). Des prélévements sanguins individuels
sans anticoagulants ont été réalisés au 7° jour et au
14°-15° jour aprés I’inoculation, et a la fin de I’étude
(22 jours pour le virus HSN1 HP 150169a, et 18 jours
pour le virus HSN8 HP 161105a).

1.2. Analyses de laboratoire

Les écouvillons individuels ont été repris, lysés et les
ARN totaux ont été extraits comme décrit
précédemment (Niqueux et al., 2014). Le génome du
virus influenza aviaire de type A a été recherché par
rRT-PCR ciblant le géne M selon une méthode
dérivée du manuel de diagnostic européen
(Cherbonnel et al., 2013 ; JOCE, 2006).

Les sérums ont été¢ testés individuellement par
techniques ELISA par compétition (trousses
commerciales) pour la recherche d’anticorps anti-
influenza aviaire de type A (Influenza A virus
Antibody test kit, Idexx Laboratories) et anti-HS (ID
Screen Influenza H5 Antibody Competition, ID Vet).
Les valeurs d’indice de densité optique obtenues ont
été interprétées selon la notice en vigueur du
fournisseur. Des analyses ont également été effectuées
par technique d’inhibition de 1’hémagglutination
(THA) selon la méthode normalisée (AFNOR, 2013)
avec 1’antigeéne inactivé homologue au virus utilisé au
cours de ’essai correspondant. Le seuil de positivité
retenu est de 16.

1.3. Analyse des données

Les valeurs brutes de Ct obtenues en rRT-PCR ont été
normalisées en utilisant une gamme d’ARN étalon de
concentration connue pour chaque essai. Une valeur-
seuil de positivité a été établie a partir des valeurs
normalisées de Ct en rRT-PCR obtenues a partir
d’une série de dilutions de raison 10 d’un stock de
chacun des virus, titrés en paralléle sur ceufs
embryonnés de poules EOPS: soit une dose
équivalente a 2 a 6 DIE5, / réaction rRT-PCR selon le
virus (Niqueux ef al., 2014).

Les résultats normalisés ont été interprétés
qualitativement en fonction du seuil de positivité
précédemment défini, afin d’estimer la période
d’excrétion du virus. Cette durée a ét€¢ déterminée
individuellement comme le nombre de jours

consécutifs ou des résultats positifs sont observés par
voie oropharyngée ou cloacale (incluant le cas
échéant un résultat entiérement négatif isolé, encadré
par deux résultats positifs).

2. RESULTATS ET DISCUSSION

Signes cliniques

Au cours de 1’étude expérimentale du virus HSN1 HP
150169a, seuls des symptomes discrets et inconstants
de conjonctivite ont été observés. L’un des canards
inoculés a été euthanasié au 8° jour de I’essai, suite a
une blessure sévere sans lien avec 1’infection.

Pour le virus HSN8 HP 161105a, les 12 canards
inoculés ou contacts ont présenté des signes cliniques
modérés (cedéme du cou et de la base de la téte
associé ou non a une conjonctivite) a séveres, avec
des symptomes neurologiques évidents (torticolis et
ataxie), a partir du 4° jour aprés inoculation. Les
signes cliniques les plus marqués ont évolué vers la
mort tardive d’un canard contact au 13° jour aprés
inoculation, et I’euthanasie au 14° jour d’essai d’un
canard inoculé trop affaibli par la maladie.

Excrétion virale (Figure 1)

Pour les deux virus testés, 1’excrétion virale a débuté
(soit par voie oropharyngée seule, soit par voie
oropharyngée et cloacale) dés 24 heures apres
inoculation ou contact pour 1’ensemble des canards.
Pour le virus H5N1 HP 150169a, [D’excrétion
oropharyngée et cloacale était simultanée dés le
lendemain de la mise en contact, alors que le délai a
été de 2 jours aprés l’inoculation pour les canards
directement infectés. Pour le virus HSN8 HP
161105a, le délai a été de 3 jours aprés inoculation ou
contact pour observer une excrétion simultanée.
L’excrétion virale a persisté pour la totalité¢ des sujets
infectés et contacts jusqu’a moins de 6 jours et
jusqu’a 7 jours aprés I’inoculation, respectivement
pour le virus IAHP H5N1 150169a et le virus [AHP
HS5NS8 161105a. Pour le virus HSN1 HP 150169a, les
durées d’excrétion observées s’échelonnaient d’au
moins 4 a au moins 10 jours aprés inoculation ou
contact, avec une durée médiane de 8 jours. La
proportion de détection par voie cloacale a été
significativement plus importante que par voie
oropharyngée (test de Mc Nemar; p=0,0006),
I’excrétion par voie cloacale seule ayant été
majoritaire pendant la 2° semaine de 1’essai. Pour le
virus HSN8 HP 161105a, I’excrétion virale a persisté
pendant 7 & au moins 15 jours aprés inoculation ou
contact, avec une durée médiane de 8 jours. Le profil
de détection était inversé par rapport au virus
précédent, la proportion de détection par voie
oropharyngée ayant ¢été significativement plus
importante que par voie cloacale (test de Mc Nemar ;
p=0,011).

Cinétique de ’'immunité humorale spécifique

Pour les deux virus testés, tous les sérums prélevés au
7° jour aprés inoculation étaient positifs en ELISA NP
et en ELISA HS, sur les 12 canards testés. Pour le
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virus H5N1 HP 151169a, les 12 canards étaient  des signes nerveux dans ce cas) et la mortalité faible
positifs en THA avec ’antigéne homologue dés le 7° et tardive (2 canards morts sur 12 sujets).

jour apreés inoculation Pour le virus HS5N8 HP  Cette différence était corrélée a 1’augmentation de la
161105a, seuls 6 des 8 canards directement inoculés  proportion de détections de cas cliniques en élevage
étaient positifs en IHA vis-a-vis de [1’antigéne  lors de la saison 2016-2017.

homologue, et aucun des 4 canards contacts n’était  Bien que les durées d’excrétion observées aient été
positif. Cependant, 1’ensemble des 11 canards  proches pour les deux virus testés, les profils
survivants au 15° jour avaient bien séroconverti en  d’excrétion étaient nettement différenciés. L’excrétion
IHA homologue. cloacale était dominante pour le virus IAHP H5NI1
La séropositivité pour les tests ELISA NP, ELISA HS 150169a évoquant des profils d’excrétion typiques de
et IHA homologues persistait au 14° ou 15° jour et &  virus influenza aviaires faiblement pathogénes chez le
I’abattage sur I’ensemble des canards survivants (soit ~ canard (Niqueux et al., 2014) et similaires au profil
un effectif de 10 a 11 canards selon le virus testé et la ~ d’excrétion chez le canard de Barbarie EOPS d’un

date de prélévement). virus H5N9 HP isolé en 2015 et apparenté au virus
HS5N1 HP testé ici (Niqueux et al., 2017). Alors que
CONCLUSION I’excrétion oro-pharyngée était plus prononcée pour le

virus TAHP H5NS8 161105a, et semblable aux profils
Les canards mulards de 6,5 semaines étaient trés  d’excrétion décrits chez le canard pour d’autres virus
réceptifs a l’infection expérimentale par voie intra- IAHP de la lignée A/goose/Guandong/1/1996
oculaire, pour les virus IAHP H5N1 150169a et HSN8 ~ (Guionie et al, 2010), y compris d’autres virus
161105a testés, et la transmission aux canards appartenant au clade 2.3.4.4 (Pantin-Jackwood et al.,
contacts naifs a été trés efficace et trés rapide (dans 2016 ; Lee et al., 2016 ; Grund et al., 2017).
les 24 heures aprés introduction). Le modele expérimental d’infection décrit ici
La sensibilité a la maladie était nulle pour le virus  permettra I’étude des facteurs de pathogénicit¢ et de
TAHP H5N1 150169a et modérée a importante pour le virulence propres a ces virus, aprés reconstruction par
virus TAHP H5N8 161105a. Pour ce dernier, les génétique inverse de virus porteurs de différents
symptdmes observés étaient discrets a sévéres (avec ~ marqueurs potentiels identifiés.
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Figure 1. Profils individuels d’excrétion des virus IAHP H5N1 150169a et HSN8 161105a chez le canard
mulard conventionnel de 6 & 7 semaines

IAHP H5NB A/decoy duck/France/161105a/2016

IAHP H5N1 Afchicken/France/150169a/2015 (clade 2.3.4.4)
Jours post-infection Jours post-infection {J pl)
Fi1i2;3i4 5.6 7 8191/10i11 12 3iMi15i16;17;18 3 1;2i3i4i5/6/7 B19)10/11/12/13:¥i15/16;17;18
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