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ARN : acide ribonucléique

BAGYV : Bagaza Virus

BODV-1 : Borna disease virus 1

BVDV : Bovine viral diarrhea virus

CHU : centre hospitalier universitaire

CHVE : centre hospitalier vétérinaire équin

CNR : Centre national de référence

ComERC : Comité d'éthique pour la recherche clinique

COVARS : Comité de Veille et d’ Anticipation des Risques Sanitaires
DDPP33 : Direction départementale de la protection des populations de Gironde
DDETSPP : Direction départementale de 1'emploi, du travail, des solidarités et de la protection
des populations

DENV : Dengue virus

DGAL : Direction générale de I’alimentation

DGV : dépistage du génome viral

DIVA : differentiating infected from vaccinated animals

DMSO : diméthylsulfoxyde

DOM-TOM : départements d’outre-mer et territoires d’outre-mer
ECDC : European Center for Disease Prevention and Control

ECP : effet cytopathique

EEE : Encéphalite équine de I’Est

EEO : Encéphalite équine de 1’Ouest

EEV : Encéphalite équine vénézuélienne

EFS : Etablissement francais du sang

EHV-1 : Equine herpes virus 1
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ELISA : Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay

ENVA : Ecole nationale vétérinaire d’ Alfort

FCPR : formation complémentaire par la recherche

HCSP : Haut Conseil de la Santé Publique

HRP : horseradish peroxidase

IC : intervalle de confiance

ICTV : I’International Committee on Taxonomy of Viruses
IgG : immunoglobuline de type G

IgM : immunoglobuline de type M

IM : intramusculaire

ISPV : Inspecteur de santé publique vétérinaire

IV : intraveineux

JEV : Japanese encephalitis virus

LCR : liquide céphalo-rachidien

LIV : Louping IlI virus

LNR : Laboratoire national de référence

MAC ELISA : Immunoglobulin M antibody-capture enzyme-linked immunosorbent assay
MVEV : Murray Valley encephalitis virus

ND : nom déposé

OIE : Office international des épizooties

PACA : Provence-Alpes-Cote d’Azur

RESPE : Réseau d’épidémiosurveillance en pathologie équine
RT-PCR : Reverse-transcription - polymerase chain reaction
SLEV : Saint-Louis encephalitis virus

SNT : seroneutralisation test

TBE-complex : Tick-borne encephalitis complex

TBEV : Tick-borne encephalitis virus

TCID50 : 50% tissue culture infectious dose

USUYV : Usutu virus

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

VSB-1 : Variegated Squirrel 1 Bornavirus

WNV : West nile virus

ZIKAV : Zika virus

ZPS : zone de protection spéciale
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Introduction

Les arbovirus sont des virus transmis par des arthropodes comme les moustiques. Parmi
les 500 arbovirus identifiés a ce jour, la moitié est transmise par des moustiques, le tiers par des
tiques et le reste par des phlébotomes et des moucherons du genre Culicoides (1). Aujourd’hui,
la répartition des arboviroses est mondiale et en expansion, dans le contexte du réchauffement
climatique qui modifie les écosystémes et la biologie des vecteurs. De plus, le caractére tres
souvent asymptomatique de ces infections, pour ’'Homme comme pour 1’animal, rend la
surveillance délicate.

Le genre Orthoflavivirus regroupe un ensemble diversifi¢ d’arbovirus. Certains sont
responsables de troubles hémorragiques, et d’autres, comme les virus West Nile (WNV), Usutu
(USUV) et de I’encéphalite a tiques (TBEV) ont un tropisme neurologique. L’ importance de la
forme clinique des maladies causées par ces derniers dépend de 1’espece touchée : ainsi, des
symptomes peuvent étre observés chez ’Homme suite a ’infection par les trois virus WNV,
TBEV, et USUV dans une moindre mesure. En revanche, seules les infections par WNV et
TBEV peuvent étre symptomatiques chez les équidés.

Le virus du West Nile a été isolé en 1937 en Ouganda chez I’Homme, dans la région du
West Nile. Des épidémies réguliéres chez I’Homme et les chevaux ont depuis été constatées
sur les continents européen et africain, puis nord-américain depuis 1999. La France a elle-méme
connu plusieurs épisodes d’introduction et de (ré)-émergence du virus, notamment en
Camargue en 1962 puis en 2000, 2004, dans le Var en 2003, dans le Gard et dans la région
d’ Argeleés-sur-Mer en 2006 (2). Depuis, le virus circule de maniére endémique dans le pourtour
méditerranéen.

Cependant, aucun cas n’avait été recensé dans les autres régions frangaises jusqu’en
octobre 2022, ou trois infections au WNV ont été signalées sur la cote Atlantique, en Gironde.
Les équidés présentaient des symptomes neurologiques, tels qu’une ataxie, une faiblesse et des
fasciculations musculaires, ainsi qu’une encéphalite pour un des chevaux. La réalisation de tests
sérologiques avait révélé la mise en cause du WNV.

L’apparition d’une épidémie entraine des conséquences importantes pour les régions
touchées : d’une part économique pour la filiere équine (mortalit¢ importante, séquelles
associées a la maladie) (Jeux Olympiques 2000), d'autre part, pour la santé¢ humaine. En effet,
la circulation croissante du virus au sein des populations animales constitue un signal d’alarme
pour la santé¢ humaine, plusieurs études ayant montré que I’analyse de la séroprévalence chez

les chevaux permettait d’estimer le risque d’infection humaine (3).
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Ainsi, I’émergence de maladies zoonotiques, et notamment celles provoquées par des
orthoflavivirus dans des régions jusque-la indemnes inquicte, et motive la mise en place
d’enquétes épidémiologiques afin de mieux appréhender 1’épidémiologie de ces pathogenes et
leur évolution spatiale et temporelle a venir. Dans ce cadre, I’ensemble d’un réseau One Health
a ¢ét¢ mobilis¢é dans la région de Nouvelle-Aquitaine en 2023, initiant des ¢études
épidémiologiques parmi les populations d’équidés, mais aussi d’oiseaux, et d’insectes. Outre
I’intérét évident de cette étude en médecine vétérinaire, les équidés jouent un role efficace de
sentinelles et de témoins de la circulation de ces orthoflavivirus zoonotiques, permettant ainsi
d’anticiper d’éventuelles flambées épidémiques chez ’homme.

L’enquéte de séroprévalence des orthoflavivirus dans la population équine de Gironde
présentée dans cette these est le fruit de cette démarche. Mettant en jeu 1I’ensemble des acteurs
du réseau One Health frangais, elle a ainsi pour objectif de caractériser quels orthoflavivirus
circulent dans la population équine, ainsi que leur séroprévalence dans les zones a risque de la
région bordelaise. Nous tenterons également d’identifier les facteurs de risque qui seraient
favorables a I’infection d’un individu.

Aprés un état des connaissances actuelles concernant les orthoflavivirus, leur
épidémiologie et répartition a différentes échelles, nous présenterons I’enquéte menée en
Gironde en 2023 et ses objectifs. Les résultats obtenus seront ensuite analysés et discutés, puis
mis en relation avec le contexte et I’environnement de I’étude. Enfin, nous évoquerons les biais

de I’étude et les perspectives de recherche a venir.

1. Contexte, état des connaissances actuelles et objectifs de I’étude

1.1.  Historique et contexte général en 2023

L’existence de maladies virales vectorielles touchant I’Homme n’est pas récente : des
le début du XXéme siécle, ces affections sont étudiées a travers les recherches sur la fiévre
jaune chez ’Homme. Chez I’animal, la peste €équine, virus vectorisé par les moucherons du
genre Culicoides, a ét¢ découverte deés 1901 par MM. Fadyean, Nocard et Theiler. Depuis lors,
de nombreux arbovirus, vectorisé€s par les moustiques mais aussi d’autres arthropodes comme
les tiques (comme la maladie de Nairobi du mouton, mise en évidence en 1917 par
Montgomery), n’ont cess¢ d’étre découverts au fur et a mesure des recherches et avancées

scientifiques permettant leur identification (4).

21



En effet, beaucoup d’arboviroses sont des zoonoses, c’est-a-dire des “maladies et
infections qui se transmettent naturellement des animaux vertébrés a I’Homme et vice-versa”
d’apres I’Organisation Mondiale de la Santé (1959) (5). Le développement des connaissances
a leur sujet constitue donc un enjeu capital pour la protection de la santé humaine, ce qui
explique 1’avancée rapide des recherches au niveau mondial.

Le cheval, mammifére domestique présent aux cotés de ’homme sur 1’ensemble des
continents et donc expos¢ a des vecteurs arthropodes multiples et variés, est sensible a plusieurs
arbovirus, qui seront présentés ci-aprés. L’expression frustre des maladies correspondantes et
la faible spécificité des signes cliniques, principalement neurologiques, ont longtemps rendu
difficile la mise en cause d’agents viraux. Ainsi, en Camargue dans les années 1960 ou circulait
le virus du West Nile, on parlait de cas de “lourdiges” en référence a la difficulté a se mouvoir
de chevaux ataxiques, avec fréquemment, une parésie postérieure et une démarche ébrieuse (2).

En Europe, des virus appartenant au genre Orthoflavivirus, comme WNV et TBEV, sont
réguliérement incriminés lors de la déclaration de cas graves d’encéphalites chez les chevaux,
et ces infections correspondent fréquemment a [D’apparition d’infections humaines
concomitantes (6).

En France cependant, seul le virus du West Nile avait été mis en cause jusqu’a ce jour
chez les équidés, et ce seulement sur le pourtour méditerranéen (1962 en Camargue, 2003 dans
le Var, 2006 dans les Pyrénées-Orientales...) (5). Ainsi, plusieurs enquétes sérologiques ont été
menées en Camargue dans le cadre de cas déclarés d’infection par le virus du West Nile depuis

1963.

1.2.  Les orthoflavivirus présents en France

1.2.1.  Vue d’ensemble : Arboviroses et classification

Les arboviroses représentent un ensemble hétérogene de maladies dues a des arbovirus.
Venant de I’abréviation de “arthropod-borne virus”, ce terme désigne des virus “maintenus dans
la nature par un cycle de transmission biologique entre des hdtes vertébrés permissifs et des
arthropodes hématophages™ (4), les vecteurs principaux étant les moustiques, les tiques, les
moucherons du genre Culicoides et les phlébotomes. Il est important de souligner que dans le
cycle des arbovirus, les arthropodes sont des vecteurs biologiques, en opposition au terme de
vecteur mécanique (transmission passive par effet de “seringue souillée™) : le virus connait une

phase de multiplication dans I’organisme de I’arthropode, sans modification de ses propriétés
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(Parthropode serait alors considéré comme un hdte intermédiaire). Cette définition, basée sur
des critéres épidémiologiques et non physico-chimiques, explique la diversité des espeéces
d’arbovirus (4).

Les virus de ce groupe hétérogéne se caractérisent uniformément par une trés faible
résistance aux variations environnementales, ce qui rend obligatoire leur transmission directe
via un arthropode vecteur. De plus, les espéces affectées sont trés nombreuses et variées, les
mammiferes, reptiles, arthropodes et oiseaux étant tout autant concernés. Un autre critére
nécessaire a I’inclusion d’une souche virale dans 1’ensemble des arbovirus est la réussite des
passages intracérébraux sur souriceaux nouveau-nés. La classification séro-immunologique de
Casals et Brown, basée sur le caractére hémagglutinant et hémadsorbant, ainsi que sur le fait
que I’infection par un arbovirus entraine la synthése d’anticorps neutralisants persistants
plusieurs années, constitue un critére de classification majeur et précieux pour 1’étude
épidémiologique des arbovirus (4).

L’ensemble des arbovirus regroupe des virus appartenant a 10 familles virales
différentes selon la classification taxonomique adoptée par I’International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV): les Asfarviridae, Orthomyxoviridae, Nairoviridae,
Peribunyaviridae, Phenuiviridae, Nyamiviridae, Rhabdoviridae, Flaviviridae, Reoviridae et
Togaviridae (4, 6, 7).

Comme le met en lumiere le diagramme de /’Annexe 1, la majorité des arbovirus connus
a ce jour pour étre responsables d’infection chez les équidés, en France, appartient au genre
Orthoflavivirus, et pour I’ensemble, il existe un risque d’infection pour ’Homme. On distingue
dans ce genre différents sérocomplexes au sein desquels les virus sont phylogénétiquement et
antigéniquement trés proches les uns des autres, comme le complexe du virus de I’encéphalite
japonaise (JEV) qui regroupe WNV, USUV, JEV, le virus de I’encéphalite de la Murray Valley
(MVEV) et le virus de I’encéphalite de Saint-Louis (SLEV), ou encore le complexe des
encéphalites transmises par les tiques, dans lequel on retrouve TBEV et le virus de Louping I11

(LIV).

1.2.2.  Les orthoflavivirus : caractéristiques morphologiques

et épidémiologiques

Le genre Orthoflavivirus se classe au sein de la famille Flaviviridae. Ces derniers sont
des virus enveloppés a ARN simple brin de polarité positive, linéaire, non segmenté. Les virions

sont sphériques, d’une taille comprise entre 45 et 60 nm de diametre, la nucléocapside est a
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symétrie icosaédrique et porte plusieurs protéines de surface : les protéines E, prM, C (Figure
1) (4).

Le genre Orthoflavivirus plus précisément, anciennement Flavivirus renommé par
I’ICTV en 2022 (7), compte actuellement 53 représentants. Les orthoflavivirus possédent un
génome d’environ 10 700 nucléotides (5), qui contrairement aux autres virus de la famille

Flaviviridae, portent une coiffe nucléotide méthylée en son extrémité 5°.
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Figure I : Structure d’un virion du genre Orthoflavivirus (8)

L’enveloppe des orthoflavivirus est un assemblage complexe des trois protéines virales structurales E, prM, C associées a
des particules provenant de la cellule hote, intégrés lors du passage et de la maturation du virion dans le systeme

endomembranaire cellulaire.

La glycoprotéine d’enveloppe E est la plus antigénique des orthoflavivirus, elle est donc
utilisée dans le cadre du diagnostic d’infection aux orthoflavivirus et du développement de
vaccins. Sa structure tertiaire est constituée de trois domaines : DI, DII et DIII. La plupart des
épitopes B localisés sur DI et DIII sont communs aux souches de WNV mais sont distincts des
autres orthoflavivirus. En effet, le DIII présente une séquence moins conservée entre ces virus
et induit des anticorps fortement neutralisants. En revanche, les épitopes reconnus par les

anticorps responsables des réactions croisées entre orthoflavivirus sont localisés au niveau de
DII (9).
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Le cycle de réplication des orthoflavivirus, trés similaire a celui des hepacivirus,
commence par leur entrée dans la cellule cible par endocytose, grace a la liaison de la
glycoprotéine E a des récepteurs cellulaires. Le virus est alors pris en charge dans une vésicule
endosomale, dans laquelle le pH acide va provoquer une fusion de la membrane endosomale
avec I’enveloppe virale et ainsi un relargage du génome viral dans le cytosol (10). L’ ARN viral
positif est alors directement traduit en une polyprotéine unique, qui est ensuite scindée en 10
protéines virales fonctionnelles : les protéines structurales E, prM et C et 7 protéines non

structurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Figure 2) (5, 11).
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Figure 2: Structure de la polyprotéine des orthoflavivirus (8)

Cette maturation de la polyprotéine virale nécessite l’intervention de protéases
cellulaires mais également de protéases codées par le génome viral : chez les orthoflavivirus, il
s’agit de la protéase NS3 associée au co-facteur NS2B (12). Les orthoflavivirus codent leur
propre ARN-dépendante-ARN-polymérase, qui va alors copier le génome viral en ARN-
intermédiaire, matrice pour la réplication de tous les ARN viraux dans le réticulum
endoplasmique de la cellule hote. Les virions immatures formés y sont liés aux proto-protéines
prM et E, avant d’étre acheminés vers 1’appareil de Golgi ou des remaniements protéiques vont

permettre la maturation finale des virions. Finalement, les virions matures sont transportés par
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des vésicules jusqu’a la membrane cytoplasmique ou ils sont exocytés dans le milieu

extracellulaire, selon un cycle non lytique (Figure 3).
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Figure 3 : cycle de réplication des orthoflavivirus (10)

De fagon générale, le cycle naturel de transmission des orthoflavivirus est commun avec
les autres arbovirus : hdtes réservoirs et/ou amplificateurs, vecteurs arthropodes et hotes
définitifs pouvant étre des culs-de-sacs épidémiologiques ou des relais amplificateurs, selon si
la virémie est suffisamment élevée a un stade de I’infection pour permettre 1’infection d'un
vecteur (5).

Le réservoir est 1’hote naturel idéal de I’arbovirus : il est réceptif a I’infection mais ne
développe pas de signe clinique. Cependant, le stade de virémie est intense et prolongé, ce qui
permet la transmission du virus aux vecteurs. Chez les orthoflavivirus d’importance en santé
animale, les especes réservoirs peuvent &tre des oiseaux, des rongeurs... Les hotes définitifs
exprimant une virémie élevée peuvent également jouer le role d’amplificateurs, ainsi que
certains vecteurs capables de transmission ovarienne du virus, comme les tiques. Les vecteurs
des orthoflavivirus sont des arthropodes piqueurs hématophages, principalement les moustiques

et les tiques (13). Pour un virus donné, on identifie des espeéces d’arthropodes dites vecteurs
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habituels, et d’autres vecteurs dits accessoires qui interviennent de fagon minoritaire, mais qui
peuvent expliquer I’extension du spectre d’hotes a des hotes accidentels, comme cela sera
exposé plus tard. Cette différenciation découle de plusieurs criteres : degré de sensibilité et seuil
de multiplication du virus permettant sa transmission (compétence vectorielle), longévité,
abondance régionale a corréler a la densit¢ d’hdtes dans cette méme région, et appétence
particuliére pour une espece réservoir ou victime (capacité vectorielle). La transmission est de
type biologique, avec une infectiosité prolongée, pouvant étre interrompue en diapause
hivernale et parfois complétée par une transmission verticale a la descendance chez les tiques
(5).

Au contraire de 1’espéce hote, I’espece hote définitive, ou victime, est réceptive et
sensible a I’infection : la virémie est éphémere et des signes cliniques peuvent étre observés.
Dans le cas des orthoflavivirus, les hotes définitifs sont principalement des mammiferes (dont
I’Homme trés souvent), mais le spectre d’hdtes peut s’étendre a de trés nombreuses especes
différentes. De fait, on retrouve le virus du West Nile également chez des reptiles et amphibiens
(2).

Certains orthoflavivirus ont un tropisme nerveux central (West Nile, TBEV, encéphalite
japonaise, encéphalite de Saint Louis, Usutu...), tandis que d’autres ont un tropisme viscéral
(Dengue, fievre jaune). Ainsi, selon le virus, la maladie peut se présenter sous forme de fiévre
hémorragique ou de méningo-encéphalite potentiellement mortelle (5, 14).

De facon inhérente a la nature de ce cycle, les maladies dles aux arbovirus, et donc a
notre genre d’intérét Orthoflavivirus, sont des maladies saisonnieres sous la dépendance de la
présence des arthropodes vecteurs et donc des conditions environnementales et climatiques
favorables a leur développement et a leur rencontre avec les hotes. Par exemple, en été, la
probabilité de rencontre entre les réservoirs oiseaux et les moustiques est renforcée par la

concentration des  populations autour  des rares  points d’eau (2).

1.2.3.  Les orthoflavivirus affectant les équidés

Les équidés sont surtout sensibles a des orthoflavivirus a tropisme nerveux. En Europe,
ce sont des infections par les virus du West Nile (WNV), les virus du complexe de I’encéphalite
a tiques (TBEV), ainsi que le virus Usutu (USUV), qui sont majoritairement décrites parmi les
populations équines d’aprés le rapport du College Européen de Médecine interne équine de
2022 (15-17). D’autres orthoflavivirus circulent également dans le reste du monde, comme le

virus de I’encéphalite japonaise (JEV) en Asie du Sud Est, et le virus de la Murray Valley
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(MVEV) en Australie et Nouvelle-Guinée. (Figure 4). Ces derniers virus n’ont pas encore été
impliqués des cas humains et équins en Europe, mais ils ont été détectés dans le nord de I’Italie
chez des moustiques et oiseaux en 2011 (18).

Le virus du West Nile (WNYV) d’abord, responsable de symptomes neurologiques
séveres autant chez le cheval que chez ’homme, est 1’arbovirus responsable d’encéphalite
équine le plus largement répandu (16). Il est majoritairement vectorisé par les moustiques du
genre Culex (C.pipiens pipiens, le moustique “commun’ et C. pipiens molestus sur le territoire
métropolitain frangais), bien que sa spécificité vectorielle soit toute relative : en effet, d’autres
vecteurs minoritaires ou opportunistes tels que les moustiques du genre Aedes (A4e. cantans,
Ae. caspius), ou des tiques des genres Argas ou Hyalomma pourraient aussi transmettre le virus
(4, 19, 20). Le spectre d’hotes du WNV est extrémement large : ayant pour réservoir principal
les oiseaux, le WNV est aussi capable d’infecter des mammiféres, mais également des reptiles
et des amphibiens. Cela est li¢ aux caractéristiques différentes des nombreux vecteurs possibles
: si les principaux vecteurs, les moustiques Culex, sont surtout ornithophiles en France, le genre
Aedes, plutot mammophile non strict, serait a I’origine de la transmission du virus aux
mammiferes : c’est ce que 1’on appelle des “vecteurs-ponts”. Parmi les espéces d’oiseaux, les
corvidés sont les plus sensibles, et révelent ainsi la présence du virus sur un territoire.
L’infection d’oiseaux migrateurs explique quant a elle I’expansion transcontinentale du WNV
participe sans doute a son émergence dans des aires géographiques jusque-la indemnes. Dans
ce cycle, 'Homme et les équidés sont considérés comme des hotes culs-de-sacs
épidémiologiques, ils ne participent pas au cycle naturel de transmission. En effet, ils ne
développent pas une virémie suffisante pour étre a I’origine de I’infection de moustiques lors
de repas sanguins. Dans ce cycle faisant déja intervenir un grand nombre d’acteurs, des
mécanismes considérés plus anecdotiques sont évoqués, tels que la survie du virus pendant
I’hiver au sein du vecteur, une transmission verticale possible entre moustiques, ou encore la
transmission directe entre oiseaux, par voie oro-fécale (Figure 4) (2). Chez ’Homme, une

transmission interhumaine peut s’opérer lors de don de sang et de transplantation d’organes.
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Figure 4 : les cycles de transmission du virus de West Nile (2)

Différentes lignées virales ont été caractérisées : la lignée 1, la plus répandue, est
retrouvée notamment en Europe et aux Etats-Unis, mais aussi en Afrique, au Moyen-Orient, en
Inde ou en Australie. La lignée 2 n’était trouvée originellement qu’en Afrique subsaharienne
ou a Madagascar. Sur les neuf lignées génétiques décrites, les lignées virales 1 et 2 sont celles
qui représentent un risque zoonotique le plus important et qui sont incriminées dans les cas
symptomatiques chez les hommes, chevaux et oiseaux (4). Il semblerait qu'une importante
variabilité¢ de la séquence de la glycoprotéine virale E soit en partie responsable de la
neurovirulence et du potentiel invasif du virus du West Nile (16). Le WNV circule en Europe
depuis les années 1960, on le trouvait alors en France, au Portugal ou a Chypre. Aprés une
trentaine d’années de silence, la lignée 1A du WNYV a refait surface en Afrique du Nord et en
Europe, notamment dans la région frangaise de Camargue en 2000. Si aux Etats-Unis, le WNV
s’est déclaré sous forme d’épidémie fulgurante et d’'une ampleur massive aprés son introduction
a New York en 1999, le scénario européen est différent : depuis une vingtaine d’années, des
¢pidémies imprévisibles, mais limitées dans 1’espace et dans le temps, touchent le pourtour
méditerranéen et I’Europe de I’Est avec une fréquence néanmoins croissante. Cette allure

épidémiologique différente peut étre liée aux multiples modalités de transmission du WNV :
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une transmission directe entre oiseaux expliquerait la diffusion rapide observée aux Etats-Unis,
tandis qu’une épizootie/épidémie plus concentrée et de faible ampleur serait attribuée a une
transmission du virus par les vecteurs arthropodes. Plus récemment, I’expansion du WNV a
connu un nouvel essor avec l’introduction en Europe du lignage 2, vraisemblablement
originaire d’Afrique, qui s’est répandu depuis les pays d’Europe de I’Est (Hongrie, Autriche)
vers le reste du continent, notamment en Gréce ou en Italie en 2011, en Espagne en 2017, et
méme plus récemment en Allemagne et méme en France en 2018 (3, 21).

Les humains et les équidés sont les deux espeéces de mammiferes les plus sensibles a
I’infection par le WNV (4). Si dans la majorité des cas, I’infection est asymptomatique chez ces
deux espéces, les équidés développent des signes cliniques dans jusqu’a 10% des cas. De méme,
1 cas humain sur 140 présente une atteinte neurologique grave (16). Ce sont souvent des patients
immunodéprimés, qui ont alors 80% de risque de développer une forme sévere. Cela justifie
que la fievre du West Nile soit classée comme danger sanitaire de catégorie E par la loi de santé
animale en Europe, et donc soumise a déclaration et surveillance (réglement (UE) 2016/429,

2021).

D’autre part, le virus Usutu (USUV), jamais décrit comme étant a I’origine de signes
cliniques chez le cheval, a été isolé dans des cas de symptdmes neurologiques chez I’Homme.
Isolé en 1959 en Afrique sub-saharienne, il a été introduit en Europe en 1996, ou il fait I’objet
de programmes de surveillance renforcés. Le virus USUV se caractérise par ailleurs par une
grande diversité génétique : on dénombre a ce jour 5 lignées européennes et 3 lignées africaines.
Le cycle de transmission naturelle du virus Usutu implique les moustiques (Culex spp.) comme
vecteurs biologiques, et les oiseaux comme hotes amplificateurs et réservoirs, notamment les
passereaux. De méme que pour le WNV, ’homme et d’autres espéces de mammiferes
constituent des hodtes culs-de-sacs épidémiologiques (Figure 6). Certaines especes de
mammiferes, comme le chien et le cheval, ne développent que de facon exceptionnelle des
symptomes et I’historique d’un contact avec le virus n’est visible que sérologiquement.
Cependant, USUV est responsable de forte mortalité chez certaines especes aviaires comme les
merles et les chouettes lapones. Chez ’Homme, le neurotropisme du virus engendre des signes
neurologiques graves et explique la considération et 1’inqui¢tude en regard du USUV, d’autant
plus que la co-circulation de plusieurs lignées virales sur un méme espace et le caractére
asymptomatique de I’infection chez plusieurs especes compliquent la surveillance et le controle

(22).
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Figure 5 : Cycle de transmission du virus Usutu et espéces affectées (22)

Le virus Usutu a été isolé chez les espéces en noir, tandis que des individus sérologiquement positifs ont été mis en évidence

chez les espéces en bleu.

Le virus de I’encéphalite a tiques (TBEV : tick-borne encephalitis virus) est également
un orthoflavivirus capable d’infecter les équidés. Il est inclus plus largement dans le
sérocomplexe TBE, tout comme le virus Louping Il (LIV), responsable de I’encéphalomy¢élite
ovine et capable d’affecter de fagon plus anecdotique d’autres mammiferes, dont ’homme, le
cheval, les bovins, certains rongeurs... Contrairement au WNV et au USUV, le TBEV est
transmis par des tiques dures : Ixodes ricinus est le principal vecteur en Europe de I’Ouest, mais
14 especes de tiques peuvent étre infectées (1. persulcatus en Europe du Nord et de I’Est) (15).
Les petits rongeurs constituent le principal réservoir du virus. Les tiques constituent également
un réservoir du virus. Lorsqu’une tique au stade larvaire se gorge sur un rongeur virémique,
elle restera infectée tout au long de sa vie. Le virus est maintenu lors des différentes mues
(transmission trans-stadiale), et une transmission transovarienne a été décrite (de la tique adulte
femelle a sa descendance). Les virus du TBE-complex ont aussi été isolés dans le lait de
mammiféres infectés : la consommation de lait ou de produits laitiers non pasteurisés est
¢galement une voie de contamination (Figure 7). Divisé en cinq souches virales différentes, le
TBEV est largement distribué sur 1’ensemble des territoires eurasiatiques, ou on recense plus
de 10 000 cas humains par an (23). Tout comme la fievre West Nile, I’infection des humains et
des €quidés par le TBEV est généralement asymptomatique, mais dans une minorité de cas, la
maladie peut évoluer vers un état fébrile et des symptomes neurologiques séveres (4). Ainsi,

une étude rétrospective menée en Suisse entre 2011 et 2019 a mis en évidence I’implication du
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TBEV chez 6 chevaux atteints de symptomes neurologiques aigus, dont une ataxie et des
déficits proprioceptifs (24). D’autres publications rapportent I’ existence de cas cliniques équins

dans les régions endémiques du virus, comme en Autriche ou en Allemagne (25, 26).
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Figure 6 : Cycle de transmission du virus de [’encéphalite a tiques (15)

Le virus de I’encéphalite de la vallée de Murray (MVEYV) a ét¢é isolé pour la premicre
fois en 1951 dans la vallée de Murray, en Australie. Responsable d’épidémies mortelles chez
I’homme associées a des symptomes séveres (fievre, vomissements, diarrhée, céphalées,
encéphalite voire mort), le virus infecte également les animaux domestiques par la piqlre de
moustiques des genre Culex, Anopheles et Aedes. Cependant, seul le cheval présente des signes
cliniques. Dans ce cas encore, les oiseaux sauvages, et surtout les oiseaux d’eau, sont les
principaux hotes réservoirs du virus, mais le porc, le lapin et le kangourou peuvent également

jouer ce role (4).
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Le virus de I’encéphalite japonaise (JEV), comme le West Nile, est classé comme danger
sanitaire de catégorie E en Europe, soumis a déclaration et surveillance. C’est en effet une
zoonose grave responsable de pertes économiques importantes en élevage porcin. Il existe 5
génotypes, les plus répandues étant les génotypes I et III en Asie du Sud-Est, région ou il est
décrit pour circuler. En 2022, de maniere inattendue, le génotype IV a été introduit en Australie
ot des cas porcins et chez des alpagas ont été rapportés (27). Egalement transmis par les
moustiques du genres Culex, JEV posseéde un cycle épidémiologique trés proche de celui du
virus du West Nile, a ceci pres qu’il infecte également les porcs, et que ceux-ci sont des hotes
amplificateurs pouvant étre a I’origine de 1’infection de nouveaux moustiques. L’encéphalite
japonaise est majoritairement asymptomatique dans l'espéce porcine méme si elle peut causer
des avortements chez les truies gestantes. En revanche, elle provoque des signes cliniques
similaires au West Nile chez les humains et les équidés infectés. Il est a noter qu’un vaccin

contre cette maladie existe et est disponible dans les régions d’Asie ou le virus circule (5).

Si dans le contexte actuel du réchauffement climatique et du chamboulement global des
conditions climatiques et environnementales mondiales, il faut s’attendre a des émergences
virales inattendues sur des territoires a ce jour indemnes, les connaissances actuelles et les
¢tudes menées jusqu’a maintenant permettent de donner une idée de la distribution
géographique des différentes especes d’orthoflavivirus dans le monde, et plus spécifiquement

des souches virales circulant en France hexagonale.

1.2.4. Les orthoflavivirus capables d’infecter les équidés présents en France
métropolitaine au lancement de 1’étude épidémiologique au printemps 2023 et

leur répartition

Pour résumer, les orthoflavivirus WNV, USUV ainsi que le TBEV ont ét¢ identifiés en
Europe et plus précisément en France hexagonale chez les populations d’équidés. Avant le
signalement de trois cas de West Nile chez des chevaux en Gironde en octobre 2022, la lignée
la du WNV mais aussi la lignée 2, ne concernait que le bassin méditerranéen (Camargue,
Hérault, Bouches-du-Rhone, Var, Pyrénées Orientales) (Figure 7) (28). Quant au USUV, sa
présence n’avait pas €t¢ reportée en France jusqu’en 2015 dans les régions du Rhone et du Haut-
Rhin, ot une importante mortalité parmi les populations d’oiseaux a révélé sa présence sur le
territoire. En 2016, le premier cas humain a été recensé en Camargue. D’apres les enquétes

épidémiologiques réalisées depuis, les lignées Africa 2 et 3 et Europa 3 circulent sur une large
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portion du territoire frangais, avec un record de circulation dans I’avifaune en 2018 ou plus
d’une centaines de cas aviaires répartis sur 47 départements ont été rapportés (22, 29). En
octobre 2022, un cas humain a été confirmé en Nouvelle-Aquitaine pour la premiere fois (30).
Concernant I’infection des chevaux par le virus Usutu, les enquétes sérologiques menées dans
le Bassin Méditerranéen sur le virus du West Nile ont révélé une co-circulation du virus Usutu,
sans déclaration de cas cliniques (Figure 8). Le virus TBEV est endémique chez les équidés
dans plusieurs pays d’Europe, tels que la Lituanie, 1I’Allemagne, 1’ Autriche la Suisse ou des
séroprévalences inattendues ont été trouvées (entre 20 et 30%) (31). En France, des cas humains
pour la plupart autochtones, recensés entre 2021 et 2023 en Haute-Savoie, Alsace, et Auvergne-
Rhoéne-Alpes témoignent de la circulation active du virus sur le territoire francais (Figure 9,
Figure 10) (32). Cependant, le TBEV n’a pas encore été détecté chez les chevaux, son absence
a méme ¢été objectivée lors de 1’enquéte épidémiologique sur la présence des virus WNV et

USUV menée en 2022 dans le Sud-Est de la France (28).
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Figure 7 : Bilan de la répartition des cas d’infection par le WNV en 2022 (33)
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Figure 10: En France hexagonale : cas humains d’infection TBEV entre 2021 et 2023 (32)

Nous verrons par ailleurs que certaines enquétes épidémiologiques menées a ce jour,
dont celle sur laquelle porte ce travail, révelent la circulation possible chez les chevaux de

nouveaux orthoflavivirus encore non caractérisés sur le territoire frangais (28).

1.3. Pathogénie des orthoflavivirus a I’origine d’encéphalites chez le cheval en

France : WNV et TBEV

La pathogénie de ces orthoflavivirus est similaire et est caractérisée par une réplication
initiale extra-neuronale, puis par une invasion du systéme nerveux central via la barriére
hémato-méningée (36). De nombreuses zones d’ombre persistent, mais les recherches avancent
et donnent de plus en plus de précisions sur les mécanismes d’action du virus. Dans la suite de
ce paragraphe, le mode d’action du WNV est développé et pris comme exemple. Suite a la
piqtre du moustique infecté, le virus se réplique localement dans les kératinocytes et les cellules
de Langerhans de I’épiderme au niveau du site d’injection. Cette réplication locale est favorisée
par P’effet immunomodulateur de la salive du moustique, qui perturbe le signalement et le
recrutement des premiers acteurs de I'immunité innée par les cytokines (interleukine 2,

interféron Gamma) (Figure 11). Les cellules de Langerhans infectées migrent ensuite jusqu’aux
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nceuds lymphatiques drainant la zone correspondante, ou le virus poursuit sa multiplication. La,
I’immunité innée joue son role de lutte contre 1’infection par phagocytose des cellules infectées
et des particules virales libres, ou via la sécrétion de chimiokines. Cependant, le virus continue
de se répliquer dans les cellules dendritiques du nceud lymphatique simultanément a 1’action de
lutte des macrophages. Depuis le systeme lymphatique, le virus se répand ensuite par voie
hématogeéne dans le reste de I’organisme. De cette infection généralisée découlent ensuite les
différentes formes cliniques observables : la forme neuroinvasive rapportée chez beaucoup
d’espéces hotes, mais aussi des formes gastro-intestinales, hépatiques, pancréatiques,
cardiovasculaires ou cutanées chez I’humain notamment.

Concernant la forme neuroinvasive, plusieurs scénarios sont avancés pour expliquer les
voies d’infection du tissu nerveux par le virus. La premicre hypothése avancée est la voie
hématogene, avec un transfert passif du virus a travers la barriere hémato-méningée favorisé
par le contexte inflammatoire et la perméabilit¢ vasculaire plus importante associée. Le
mécanisme du “Cheval de Troie” est également évoqué par certaines études : il fait référence a
un mécanisme décrit dans I’infection par le virus de la diarrhée virale bovine (BVDV). Le virus
atteindrait alors le cerveau par le recrutement de leucocytes périphériques infectés dans le
systeme vasculaire cérébral. Finalement, 1’autre scénario recevant le plus de considération est
la voie trans neuronale : le virus migrerait depuis son point d’entrée - les nerfs somatiques
périphériques ou les nerfs sensitifs - via les nerfs moteurs et sensitifs par transport axonal,
jusqu’au systéme nerveux central. La parésie postérieure observée chez les chevaux infectés
résulterait des dommages causés au cours de cette migration trans neuronale a travers la moelle
épiniere de la région lombo sacrée (L5-S1).

Il est a noter que la forme rénale est également observée chez les équidés, le plus souvent
en association avec la forme neuroinvasive, sans que les mécanismes associés ne soient encore
clairs.

Les séquelles régulierement signalées apres la guérison peuvent en partie s’expliquer
par une surexpression continue et un déréglement de la régulation des génes codant pour les
cytokines inflammatoires, qui ont pour conséquences des processus inflammatoires
incontrolables parfois mortels, mais qui sont aussi propices au développement

d’immunopathologies (Figure 11) (37).
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Figure 4. Pathogenesis of WNV infection. (1) Culex quinquefasciatus transmitting WNV during a blood
meal on susceptible host and releasing its infectious saliva, (2) immunomodulation by mosquito’s
saliva followed by infection of keratinocytes and Langerhans cells, (3) migration of infected cells to
nearby draining lymph nodes, (4) viremia followed by migration of infected macrophage from the
lymph nodes, and (5) spleen from which the virus spread to other organs of tropism. Source: Adapted
from Petersen et al. [1].

Figure 5. WNV neuroinvasive mechanisms. (a) Passive migration of free virus particles across
the disrupted blood-brain barrier (BBB) through a “transudative” mechanism following increased
vascular permeability, (b) “Trojan horse” mechanism through migration of infected macrophages into
brain parenchyma, (c) direct infection of endathelial cell. (d) retrograde axonal transport of WNV,
{e) WNV migration into spinal cord, (f) WNV migration from spinal cord to brain and vice versa,
(g) neurninvasive mechanism by transneural mechanism via olfactory nerve, (1) astrocyte, (2) microglia,
(3) WNYV particles, (4) transmigrating macrophage, (5) motor neuron, (6) blood-brain barrier (BBB) tight
junction. Source: Adapted from Petersenet al. [1].

Pathogénie de 1’infection par
le  WNV. (1) Culex
quinquefefasciatus
transmettant le WNV par sa
salive infectante a un hote
sensible, durant un repas de
sang, (2) Immunomodulation
par la salive du moustique,
favorisant I’infection des
kératinocytes et des cellules
de Langherans, (3) migration
des cellules infectées jusqu’au
neeud lymphatique régional,
(4) virémie suivie de la
migration des macrophages
infectés depuis les nceuds
lymphatiques et (5) la rate
vers les autres organes.
Source : adapté de Petersen et
al.

Mécanismes de neuroinvasion
par le WNV. (a) Migration
passive de particules virales libres
par « transsudation » a travers la
barriere  hémato-encéphalique
rendue plus perméable par
Iinfection, (b) Mécanisme du
« Cheval de Troie » : migration
de macrophages infectés dans le
parenchyme encéphalique, (c)
Infection directe des cellules
endothéliales, (d) transport
axonal rétrograde du WNV, (e)
migration du WNV dans la
moelle épiniere, (f) migration du
WNV depuis la moelle épinicre
vers le cerveau et vice-versa, (g)
neuroinvasion par mécanisme
transneuronale  via les nerfs
olfactifs, (1) astrocyte, (2)
microglie, (3) Particules virales
de WNV, (4) macrophage infecté,
(5) motoneurone, (6) jonctions
serrées de la barriére hémato-
méningée.

Source : adapté de Petersen et al.

Figure 11 : Schémas explicatifs de la pathogénie de ['infection par le WNV dans le cas de la forme neuroinvasive (37)
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1.4. Des outils préventifs et thérapeutiques limités

Outre les conséquences économiques évidentes pour la filiere équine, I’impact des
infections par les orthoflavivirus sur la santé animale est dramatique. Les orthoflavivirus
atteignent les chevaux de tous ages sans distinction, I’évolution clinique est brutale et peut étre
trés grave, voire mortelle. Méme en cas de guérison, les séquelles ne sont pas rares et la prise
en charge de la maladie implique des frais de soin et d’hospitalisation conséquents.

En effet, pour les infections au WNV comme pour le TBEV, il n’existe pas de traitement
spécifique de la maladie, la prise en charge est essentiellement symptomatique. L’équidé est
sédaté et placé dans un local calme, semi-éclairé et désinsectisé. Le nursing constitue une part
essentielle de la prise en charge chez ces animaux hyperesthésiques parfois incapables de se
tenir debout : changement régulier de décubitus, aide a I’alimentation, litiere confortable... Le
traitement médical consiste en I’administration d’anti-inflammatoires non stéroidiens (comme
la flunixine méglumine IV (1,1 mg/kg q12h)), et de dexaméthasone IV/IM (0,05 a 0,1 mg/kg
q24h), ainsi qu’en une complémentation vitaminique (vitamines C, B1, E). Une fluidothérapie
de Ringer Lactate est mise en place si le cheval présente des troubles de I’encéphale et une
déshydratation, et peut étre complétée avec du DMSO pour lutter contre 1'cedéme cérébral.

Le pronostic des encéphalites a orthoflavivirus est réservé : pour la fievre du West Nile,
on enregistre 22% de mortalité en 2004 (Zeller et al. 2004a), et jusqu’a 80% en cas de décubitus.
Lors de I’épidémie de 2023 en Gironde, le Centre Hospitalier Vétérinaire de Conques a rapporté
un taux de mortalité de 10 a 15%. La prise en charge efficace des signes cliniques peut donc
dans les cas favorables conduire a la guérison spontanée du patient, méme si des séquelles sont

a déplorer dans 20% des cas : perte de poids, ataxie, faiblesse, atteinte des nerfs craniens.

Concernant les moyens de prévention a disposition, si des vaccins existent en humaine,
comme Ticovac® ou Encepur® (38) aucun vaccin n’est disponible pour protéger contre les
encéphalites a tiques chez les équidés. En revanche, 1’existence de vaccins contre la fievre du
West Nile utilisables uniquement chez les chevaux mais interdits chez les humains, permet une
prophylaxie efficace dans les zones atteintes. Ainsi, la premic¢re campagne de vaccination de
grande ampleur a été réalisée aux Etats-Unis en 2003 et a permis la stabilisation des cas équins
(39). La vaccination assure une bonne protection contre I’infection et empéche la virémie ou
diminue les signes cliniques en cas d’atteinte. En France, un vaccin est disponible sur le marché
: Proteq West Nile® de Boehringer Ingelheim (40). Il s’agit d’un vaccin recombinant utilisant

un virus canarypox exprimant les protéines E et M du WNV. Deux autres vaccins sont
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disponibles dans d’autres pays européens : vaccin inactivé (Zoetis) et un vaccin recombinant
utilisant le virus de fiévre jaune exprimant les protéines E et M du WNV (Intervet).. La
glycoprotéine d’enveloppe E est la protéine la plus immunogéne des orthoflavivirus et figure
parmi les protéines les plus conservées chez les orthoflavivirus. Ainsi, il a ét¢ montré que le

vaccin protege aussi bien contre les lignages 1 et 2 de West Nile. (41)

Le protocole de vaccination pour le Proteq WN®, chez les individus séronégatifs d’au
moins 5 mois d'age, consiste en deux injections de primovaccination a un mois d’intervalle,
puis un rappel annuel est nécessaire (42) idéalement avant la saison de transmission permettant
d’avoir un taux en anticorps neutralisants suffisant lors de la saison a risque (43). En effet, la
protection vaccinale, corrélée au taux d’anticorps, s’avere plus efficace apres le booster annuel,
et la différence est surtout significative apreés le premier rappel annuel suivant la
primovaccination (44).

Outre la prophylaxie vaccinale, qui n’est disponible que pour le WNV et mise en place
dans les zones que 1’on sait déja atteintes, des mesures d’hygieéne et environnementales sont
également a mettre en place et permettent une prise en charge d’autant plus précoce : le contact
avec les vecteurs doit étre limité au maximum, par I’asséchement des eaux stagnantes, la
désinsectisation des animaux et des locaux, ’hébergement en intérieur a I’aube et au crépuscule,
ou les moustiques du genre Culex sont les plus actifs. Une prise de température rectale réguliere

permet également une détection précoce d’épisode fébrile (6).

1.5. Diagnostic

1.5.1. Diagnostic clinique

Les signes cliniques observés chez les chevaux infectés par le virus du West Nile,
lorsqu’ils sont présents, s’inscrivent de fagon globale dans le tableau clinique des encéphalites
équines, et ce peu importe la souche du virus responsable. Comme nous 1’avons déja précisé,
80% des cas d’infection passent inapercues car elles sont asymptomatiques. Dans 20% des cas,
les équidés peuvent présenter des symptomes tres frustres : aprés une période d’incubation de
3 a 15 jours, un état fébrile plus ou moins marqué avec une baisse de 1’état général et des
performances, voire de 1’anorexie, de la fiévre, des coliques ou des douleurs
musculosquelettiques peuvent étre observés. En [’absence d’évolution vers une forme
neurologique, la guérison a lieu en 20 a 30 jours (2). Dans 1 a 10% des cas présentant un

syndrome fébrile, le virus atteint le tissu nerveux par la voie hématogene, et des symptomes
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neurologiques se développent : des signes de myeélite tout d’abord avec une ataxie ou
incoordination des mouvements de grade 2 a 4 et progressive, une parésie remarquable surtout
et d’abord des membres postérieurs, sur les mouvements de reculer. De I’hypermétrie peut étre
observée, c’est-a-dire une exagération de I’amplitude des mouvements lorsque le cheval se
déplace. Des signes d’atteinte encéphalique et des nerfs craniens sont également observables
parfois, avec une paralysie faciale et une dysphagie associée, une amaurose ou encore un
syndrome vestibulaire. Des tremblements musculaires, aussi appelés “tremblements
encéphalitiques”, sont plus spécifiquement présents dans le cas d’une infection par le WNV, au
niveau des muscles du tronc, de I’encolure, des épaules, de la téte... avec également des
machonnements intermittents évocateurs. Les troubles de la vigilance apparaissent de fagon
plus anecdotique dans le tableau clinique. Enfin, une atteinte corticale peut mener a des troubles
du comportement, tels que des chevaux qui poussent au mur, tournent en rond ou présentent
une démarche ¢€brieuse. Dans la forme neurologique, la fieévre n’est pas systématique. Les
symptomes €évoluent parfois jusqu’au coma et a la mort, avec un taux de 1étalité pouvant
atteindre 50% des cas neurologiques décrits (2).

Concernant les autres especes d’équidés, tels que les anes et les mules, la réceptivité au
WNV et le développement d’un tableau clinique est encore peu documentée a 1’heure actuelle,
bien que des enquétes de séroprévalence menées en Espagne, Bulgarie ou encore au Nigeria
révelent 1’existence d’individus sé€ropositifs sans jamais avoir déclaré de signes cliniques. De
rares cas ont déja été décrits comme en France en 2023 pour un ane ayant présentant un tableau
clinique sévere (Données Laboratoire National de Référence pour le virus West Nile). Ainsi, il
semblerait que les mules et les anes soient plus résistants au développement de formes cliniques,

méme si I’infection et le développement de signes cliniques apparaissent donc possible.

Pour ce qui est de I’encéphalite a tiques due au TBEV, aucun cas clinique n’a encore
¢été recensé en France, cependant le TBEV est bien a ’origine de symptomes neurologiques
chez les équidés, avec des cas rapportés dans les pays européens voisins : Autriche, Allemagne,
Lituanie, Suisse... D’aprés ces rapports, qui demeurent encore rares, les signes cliniques sont
globalement similaires et peu spécifiques, avec cependant une prédominance de signes
d’atteinte encéphalique suivant une phase fébrile plus ou moins marquée (25): marche
compulsive, amaurose, poussée au mur. On retrouve également une atteinte des nerfs craniaux,
une sensibilité cutanée exarcerbée et des trémulations musculaires, une hyperesthésie, de
I’ataxie et de I’hypermétrie, une paralysie des muscles du cou et des épaules, voire des

convulsions (24, 25).
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A titre de rappel, le virus Usutu n’est pas a I’origine de signes cliniques chez les équidés.
11 est responsable de signes cliniques chez certaines espéces d’oiseaux tels que les merles noirs
et chouettes lapones. Ces deux espéces sont tres sensibles et présentent un fort taux de mortalité
a la suite d’une infection USUV. Les signes développés sont : plumage ébouriffé, anorexie,
tremblement, port de téte anormal, incapacité de voler,... (45).

Comme on peut le voir, le tableau clinique regroupe un grand nombre de symptomes
neurologiques peu spécifiques, et tout trouble nerveux peut et doit faire penser a une infection

par le West Nile Virus, voire par le TBEV selon le contexte épidémiologique.

1.5.2. Diagnostic différentiel

Le WNYV et le TBEV ne sont pas les seuls agents pouvant étre a I’origine de signes
neurologiques chez les équidés, il convient donc de prendre en compte la situation dans sa
globalité et ’ensemble des hypotheses diagnostiques. Ainsi, une catégorisation des signes
neurologiques observés permet déja de préciser la zone du tissu nerveux atteinte : une ataxie
comme unique symptome signe plutot une atteinte médullaire seule, qui peut étre causée par un
traumatisme, une my¢lopathie cervicale compressive (syndrome de Wobbler), ou encore une
infection par le virus de I’herpés équin de type 1 (EHV1). Quant aux signes d’encéphalites, qui
sont des troubles du comportement, de la conscience, de la proprioception ou encore des signes
d’atteinte des nerfs craniens, la liste des causes possibles est extrémement vaste, et présenté

dans le Tableau I ci-dessous : (46)
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Tableau 1 : Etiologie des affections neurologiques chez les équidés

Catégorie Affection Symptémes et caractéristiques
spécifiques (outre les signes neurologiques
communs aux encéphalites)

Encéphalites Herpésvirose équine de type o Epizooties (contagiosité ¢levée)

virales 1 (EHV1) e Sujets agés, gestation, densité

(premiere cause
d’encéphalite

équine)

¢levée, hygiene médiocre

Période d’incubation de 48h
Parésie postérieure

Démarche hésitante, pédalage,
atonie vésicale et de la queue,

cedémes sous-cutanés

Fiévre ou maladie de West

Nile (WNV)

Caractére saisonnier : cas clinique
entre juillet et novembre en France
Premiére phase fébrile (passant
souvent inapergue)

Prédominance des  syndromes
my¢litiques et encéphalitiques

— ataxie, tremblements de la téte et

du tronc assez pathognomoniques

Maladie de Borna

Absente en France a ce jour
(Allemagne, Etats-Unis, Japon...)
Infection saisonniére : printemps et
début de 1’¢été

Période d’incubation de deux
semaines a plusieurs mois
Contamination directe par les

sécrétions nasales

Rage

Absente en France a ce jour
Réservoir : chiroptéres

Inquiétude, agressivité
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Encéphalite a tiques (TBEV)

Non décrite en France a ce jour

Prédominance des signes
encéphalitiques : troubles du
comportement
Encéphalites Encéphalites  bactériennes Poulains : septicémie
bactériennes non spécifiques Adultes : infection des voies
respiratoires supérieures,
traumatisme. ..
Lyme Présence en France
Arthrite, cedéme des membres
Diagnostic ante-mortem difficile
Encéphalites Larves d’helminthes ou de Modification du liquide
parasitaires mouches céphalorachidien
Atteinte cérébrale ou spinale
d’évolution aigue
Méningoencéphalite a Absente en France: chevaux
protozoaires : Neospora importés des Etats-Unis
Ataxie, troubles des nerfs craniens,
asymétrie
Encéphalites Botulisme Apyrétique
toxiques Période d’incubation d’1 ou 2 jours
Paralysie flasque (absence de tonus
lingual)
Conscience et sensibilit¢ non
altérées
Tétanos Paralysie spastique : tétanie

localisée ou généralisée (raideur,
procidence de la membrane

nictitante)
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Toxiques chimiques
(mercure,
organophosphorés,

métaldéhyde, monensin)

Contexte et risque d’exposition

Végétaux (Solanacés,

ombelliferes, acacia)

Contexte et risque d’exposition

Encéphalites Fusarium Alimentation par des fourrages
fongiques ensemences
Malformations Sujets plutdt jeunes
congénitales
Origine Contexte
traumatique
Origine Hypoglycémie, hypoxie, Analyses sanguines anormales
métabolique trouble de la natrémie,
encéphalose hépatique,
hyperammoniémie d’origine
digestive
Origine Dystrophie neuroaxonale ou Non différentiable cliniquement
dégénérative my¢éloencéphalopathie d’'une my¢lopathie compressive
dégénérative (syndrome de Wobbler)
Forme juvénile ou retardée
Encéphalite Epilepsie, narcolepsie
idiopathique
Origine Thromboembolie
vasculaire
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Un examen clinique rigoureux et complet associé¢ a une démarche diagnostique
hiérarchisée sont donc essentiels pour réaliser le diagnostic clinique de la maladie de West Nile.
Une synthese de la démarche diagnostique clinique est proposée dans la thése de M. Hesse,

basé sur des points essentiels : (46)
Recueil de I’anamnése et commémoratifs :

o Age : les poulains sont davantage sujets aux encéphalites bactériennes, tandis que 1’on
retrouve plus fréquemment une forme nerveuse de la rhino pneumonie chez les animaux
ages.

e Zone géographique : il est intéressant de connaitre les caractéristiques de la région
(climat, humidité) ainsi que la prévalence des espéces vectrices propres aux différentes
maladies (tiques, moustiques...) pour orienter les hypothéses diagnostiques.

e Saisonnalité : la distribution temporelle des maladies vectorielles dépend du cycle
biologique des vecteurs

e Mode de vie : en effet, ’exposition aux vecteurs est différente selon 1’habitat des
chevaux, s’ils vivent au pré ou au box...

o Statut vaccinal et parasitaire

Examen clinique général et plus spécifique, consistant en un examen neurologique

approfondi d’avant en arriére :

e Examen a distance : modification du comportement, posture

o Examen rapproché : réponses aux stimuli, état de vigilance

e Examen dynamique : démarche et coordination

o Tests neurologiques des nerfs craniens

e Examen du tronc, encolure, membres et queue : recherche d’amyotrophie ou d’une

asymétrie de la musculature, sensibilité cutanée, réactions posturales

Malgré ces connaissances, des subtilités de chaque virus, pour tous ces virus, les
symptomes sont donc assez similaires et la clinique ne permet pas un diagnostic discriminant
de facon certaine les différentes especes virales. Les techniques de diagnostic biologique
(identification du matériel génétique viral par (RT-)PCR) et des tests immunologiques basés

sur les caractéristiques communes des orthoflavivirus (hémagglutination, test de
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séroneutralisation, ELISA...) sont alors nécessaires pour identifier 1’étiologie exacte

responsable des signes cliniques observés.

1.5.3. Diagnostic biologique

Les examens biologiques, non spécifiques, ne sont pas d’un grand intérét dans la
conduite diagnostique d’une encéphalite virale. En effet, des marqueurs généraux
d’inflammation et d’infection sont observables sur les analyses hématologiques, tels qu’une
leucocytose ou leucopénie, ou une augmentation de la concentration en fibrinogéne. Les
examens hématologiques et biochimiques permettent tout au plus d’exclure d’autres causes
métaboliques de troubles nerveux observés, comme une encéphalose hépatique. De méme,
I’analyse du liquide céphalo-rachidien (LCR) ne permet pas de conforter le diagnostic d’une
infection au WNYV : elle permet a la rigueur une évaluation de la perméabilité de la barricre
hémato méningée par comparaison de 1’albuminémie sanguine et de 1’albuminémie dans le
LCR. A titre d’information, I’analyse du LCR a davantage d’intérét lors d’une suspicion
d’infection a un herpés virus, ou on observe une élévation disproportionnée de la concentration
en protéines dans le LCR par rapport au nombre de cellules observées. De méme, le type
cellulaire dominant dans le LCR permet d’orienter le diagnostic dans le cas d’une infection
bactérienne, parasitaire ou d’une encéphalite a protozoaires, de 1’Ouest ou de 1’Est (47).

Les méthodes de diagnostic biologique spécifiques les plus pertinentes dans le cas d’une
maladie donnée dépendent de la pathogénie de 1’agent et du profil de la réaction immunitaire
développée par I’hote. Dans le cas d’une infection par le WNV mais également par les autres
orthoflavivirus d’intérét de cette étude, la virémie est faible et de courte durée. Il semblerait
néanmoins que le virus soit détectable plus longtemps dans les urines que dans le plasma, le
sérum ou le liquide cérébrospinal dii a un potentiel portage rénal. De méme, le WNV est capable
d’adhérer aux hématies, cela expliquant que la maladie soit transmissible par transfusion
sanguine de sang total. Une réaction immunitaire humorale se met en place ensuite : les [gM
sont détectables dés 4 jours post-infection, et jusqu’a deux mois plus tard. Les IgG sont
détectables des 8 jours apres I’infection, et sont encore présents plusieurs années apres (Figure

12) (9).
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Figure 12 : Graphique de I’évolution dans le temps de la présence du virus ou des marqueurs d’infection virale dans les
différents fluides de |’organisme infecté par le WNV (9)

Les caractéristiques de I’infection aux orthoflavivirus impliquent ainsi qu’aujourd’hui,
le diagnostic biologique de la fievre du West Nile consiste principalement en un diagnostic
sérologique, c’est-a-dire en une recherche dans le sérum des anticorps de type [gM spécifiques
au virus, voire en une mise en €évidence de la séroconversion des IgG par deux titrages
sérologiques espacés de 10 a 15 jours (4). Cependant, il est important de considérer les
inconvénients de ces méthodes de dépistage basées sur la détection d’anticorps spécifiques de
I’infection : des résultats faussement négatifs peuvent étre dus au profil temporel de la réaction
immunitaire et notamment a la latence de la séroconversion, d’ou I’importance du paragraphe
précédent. Des faux positifs sont également possibles, chez les individus vaccinés, de méme
que chez les trés jeunes qui sont encore sous la protection des anticorps d’origine maternelle.
D’autre part, ’affinité des anticorps utilisés pour la révélation des IgG spécifiques n’est pas
toujours totale, et des réactions croisées peuvent également conduire a un diagnostic faussement
positif. En effet, la fiabilité d’un test est liée aux caractéristiques de l'interaction Ag/Ac (Figure
13):

o La spécificité diagnostique (=nombre de négatifs trouvés/(nombre de vrais positifs +
nombre de faux négatifs)) dépend de la capacité de I’Ac a reconnaitre un seul
déterminant antigénique (€pitope)

o La sensibilit¢ diagnostique (= nombre de positifs trouvés/(nombre de vrais positifs +

nombre de faux négatifs)) dépend de la capacité d’un sérum/anticorps a détecter de

faibles quantités d’antigenes

48




o L’affinité est fonction de la force de I’interaction épitope/paratope
o L’avidité désigne la stabilité du complexe Ag/Ac
e On parle de réaction croisée quand deux antigénes différents partagent un méme

¢épitope, ou lorsque deux épitopes apparentés reconnus par le méme anticorps.

Un antigéne peut présenter un seul ou plusieurs épitopes reconnus par différents
anticorps : reconnaissance monoclonale (anticorps monospécifiques en grande quantité) ou

polyclonale (anticorps polyclonaux, haute affinité, sérum hétérogene).

Paratope (Ac) complémentaire de 1’épitope (Ag)

EPITOPE

Nature de 'interaction:
Chali ere — >
i - - modele clef-serrure

- liaisons non-covalentes

Chaine lourde — - réversibilité

Figure 13: Schéma de rappel sur les interactions Ac/Ag lors de la réponse immunitaire (48)

Ainsi, des souches virales différentes présentant des antigeénes treés proches peuvent étre
reconnues par un méme anticorps, en fonction de la spécificité de celui-ci et du type de
reconnaissance Ac/Ag. C’est le cas pour le genre des orthoflavivirus, qui partagent des
antigénes communs (notamment le domaine DII de la protéine E) a 1’origine de la synthése
d’anticorps ainsi capables de réagir avec plusieurs virus. Au sein de ce genre plusieurs
sérocomplexes sont décrits, notamment celui de I’encéphalite japonaise dans lequel WNV et
USUYV appartiennent. De ce fait, le diagnostic sérologique n’est pas spécifique d’un virus, mais
d’un groupe antigénique correspondant & de nombreux virus (9, 49). En raison de ce manque
de spécificité des tests sérologiques, le diagnostic sérologique chez les équidés nécessite la

combinaison d’au moins deux tests.
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Outre ce diagnostic biologique indirect par détection des anticorps marqueurs de
I’infection, et malgré une phase virémique initiale limitée, il est tout de méme possible de
diagnostiquer une infection au WNV par isolement et identification du virus dans les trois
premiers jours de la maladie : c’est une mise en évidence directe qui ne dépend pas de la
cinétique de la réaction immunitaire et des possibles biais associés au diagnostic indirect. La
principale limite de cette technique, outre la nécessaire précocité de la suspicion clinique, est
de prélever un fluide contenant suffisamment de matériel viral pour permettre sa détection. Pour
le virus du West Nile, I’isolement est possible sur un prélévement post-mortem a partir de tissu
cérébral. L’expédition du prélévement sanguin se fait ensuite sous couvert de froid vers le
Laboratoire National de Référence pour le virus West Nile. La présence de virus est d’abord
testée par RT-PCR (Reverse-transcription - polymerase chain reaction) (4), dont le principe
est une amplification in vitro encadrée par des amorces d’un segment d’ADN a partir d’un
génome complet ou d’un mélange de séquences aprés une étape de transcription inverse
(passage de ’ARN vers ADN sous I’action d’une reverse transcriptase aprés extraction des
ARN totaux) (Figure 14). Pour éviter la réactivité croisée et garantir la fiabilité du résultat, la
séquence cible choisie doit étre spécifique du virus recherché. Pour cela, des alignements de
séquences virales issues de différents orthoflavivirus permettent de mettre en évidence des
zones conservées entre especes virales (37). Ces zones conservées sont ciblées et utilisées pour
le design des amorces. Au LNR West Nile, la cible utilisée est la protéine de la capside pour

la détection du WNV par RT-PCR (50).
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Figure 14 : Principe de la technique d’amplification par PCR (Polymerase chain reaction) (51)
Pour la RT-PCR, une étape de transcription de I’ARN viral en ADN par [’enzyme transcriptase inverse précede les

étapes de ce schéma.
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1.5.4. Diagnostic histologique

L’¢tude des Iésions tissulaires, et de leur localisation, permet dans une certaine mesure
de dégager un tableau 1ésionnel assez caractéristique de différentes encéphalomyélites équines.
Dans le cas d’une encéphalite 8 West Nile, la topographie des 1€sions s’inverse par rapport aux
autres encéphalites puisque les 1ésions les plus intenses sont observées dans la partie postérieure
du cerveau et de la moelle épinicre. Les 1ésions en question se définissent par une poliomy¢lite
avec atteinte des cornes ventrales, motrices de la moelle épini¢re. En revanche, le cerveau
présente des 1ésions plus discretes, caractérisées par de I’cedéme en région méningée et sous-

méningée, ou une péri vascularite lymphocytaire (4).

1.5.5. D¢épistage

Dans le cadre de notre étude, on s’intéresse davantage aux différentes méthodes de
dépistage des maladies causées par les orthoflavivirus, plutoét que de diagnostic. Autrement dit,
dans un objectif d’étude de la séroprévalence d’un agent pathogéne dans une région et une
population donnée, on recherche les traces d’une infection présente ou passée chez des
individus asymptomatiques. D’apres la cinétique de la production des immunoglobulines
présentée précédemment, on recherchera donc dans ce cas plutét la présence des IgG. Il est
nécessaire cependant de prendre en considération le statut vaccinal de I’animal testé : en effet,

la vaccination interfére avec le diagnostic sérologique.

- La technique ELISA

La technique de mise en évidence des anticorps la plus utilisée a ce jour pour le
dépistage d’une infection aigué€ ou antérieure au West Nile chez les équidés, utilisée par le LNR
West Nile et les laboratoires agréés pour le diagnostic sérologique, est la technique ELISA,
ou Enzyme linked immunosorbent assay. C’est en effet une technique trés sensible (ng),
qualitative ou quantitative, et automatisable. La technique ELISA peut étre utilisée pour
détecter la présence d’anticorps dans un sérum a tester, ou d’antigenes d’un agent pathogéne.
Le principe reste le méme : on utilise un anticorps conjugué¢ de I’anticorps ou de I’antigene
recherché, et 1ié a une enzyme catalysant la transformation d’un substrat chromogeéne en un
produit de couleur différente. La lecture du résultat se fait alors au spectrophotometre en

fonction de I’intensité de la coloration (9, 6).
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Pour confirmer une primo-infection 8 WNV chez un équidé, la détection des IgM et IgG

permette de poser le diagnostic. En cas d’un résultat douteux pour un des deux tests, un second

prélévement est nécessaire. De plus d’autres tests sont réalisés en paralléle, comme la

séroneutralisation qui est détaillée plus bas. Dans un contexte de dépistage comme dans notre

¢tude, c’est la recherche d’anticorps spécifiques des orthoflavivirus évoqués, plus précisément

de type IgG qui présente un intérét. Pour se faire, il existe différents types de tests ELISA :

ELISA indirect : ce test permet de révéler seulement les IgG sériques. Ceux-ci
reconnaissent I’antigéne viral fixé sur la plaque du test, et sont révélés avec un anticorps
anti-espece li¢ a une enzyme (Figure 15). Cela implique qu’un test ELISA indirect soit
spécifique d’une espéce donnée. Etant donnée la grande variété d’hotes potentiels au
WNYV et aux autres orthoflavivirus, ’ELISA indirect est aujourd’hui de moins en moins
utilisé dans la détection de ceux-ci, au profit de ’ELISA de compétition.

ELISA de compétition : cette technique cible tous les isotypes d’anticorps, et permet a
priori de tester toutes les especes concernées avec un méme conjugué. En effet,
I’anticorps conjugué fourni avec le test cible 1’antigéne propre au virus coaté sur la
plaque du test, au méme titre que les anticorps sériques que 1’on cherche a mettre en
évidence. L’anticorps conjugué monoclonal spécifique de 1’antigéne viral entre ainsi en
compétition avec les anticorps sériques pour la fixation au site antigénique. (Figure 15)
C’est la technique la plus sensible de tous les tests ELISA présentés ici. Cependant, elle
est moins spécifique que la technique MAC ELISA.

MAC ELISA (IgM Antibody-Capture ELISA) : cette technique met en évidence les
IgM dirigés contre un agent pathogene donné, et permet ainsi la détection d’une infection
aigue ou récente (Figure 13). Ici, ce sont les IgM sériques qui sont capturés sur la plaque
recouverte d’anticorps anti-IgM spécifiques a une espece. Ces IgM capturés vont eux-
mémes se lier & 'antigéne viral ensuite ajouté, et retenir indirectement 1’anticorps
conjugu¢ spécifique de cet antigéne (Figure 15). Cette technique présente moins de

risque de réaction croisée que les deux autres techniques.
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Figure 15 : Principe de trois méthodes d’ELISA pour la recherche d’anticorps sériques (64)

Ainsi, si le dépistage par les techniques ELISA de routine (de compétition ou indirect)
est trés sensible et permet la mise en évidence d’une infection passée ou présente par un
orthoflavivirus, il n’est a ce jour pas assez spécifique pour discriminer les différentes souches
virales et aboutir a une identification complete lorsque seuls les anticorps de type IgG sont

détectés par test ELISA. La mise en place de d’autres tests plus spécifiques est nécessaire.

- Le test de séroneutralisation

Pour cela, on utilise un deuxiéme test sérologique sur les échantillons trouvés positifs
avec le test ELISA pour la détection des anticorps de type IgG : le test de séroneutralisation
(SNT). (4, 52) Cette méthode permet la détection et la quantification d'anticorps neutralisants
spécifiques pour un virus dans un échantillon de sérum : les anticorps spécifiques contenus dans
un sérum a tester neutralisent le virus et empéche ce dernier d’infecter des cellules.
L’observation au microscope de la présence d’effet cytopathique (ECP) permet I’évaluation de
la présence d’anticorps. En effet, un tapis cellulaire présentant des ECP signifie qu’il n’y avait
pas d’anticorps présents dans le sérum. A I’inverse, 1’absence d’ECP coincide avec la présence
d’anticorps neutralisants. Les sérums étant dilués en cascade, la quantification des anticorps
est possible et est inversement proportionnelle a la dilution du sérum. Le déroulement de la
technique est le suivant :

1) Dilution en série du sérum et ajout d’une dose viral égale a 100 TCID50

2) Incubation pendant 1h30 a 37°C, 5% CO2
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3) Ajout des cellules cibles sensibles a ’infection virale Les cellules utilisées pour les
SNT sont généralement des cellules VERO (cellule épithéliale de reins du singe vert
d’ Afrique).

3) Quantification par observation ou non de I’effet cytopathogéne ou par technique
immuno-réactive apres 3 jours d’incubation pour WNV, 4 jours pour USUV et 5 jours

pour TBEV.

Cette technique est plus spécifique que le test ELISA pour la détection des anticorps
IgG. Elle permet I’obtention d’un résultat quantitatif, utile en cas de réactivité croisée comme
c’est le cas pour les orthoflavivirus recherché chez les équidés. Cependant, il s’agit d’une
technique qui est chronophage et nécessite la manipulation des virus dans un laboratoire de

biosécurité de niveau 3.

D’autres tests sérologiques existent pour le dépistage de la fievre du West Nile d’apres
la littérature (4), mais sont en réalit¢ de moins en moins utilisés aujourd’hui car caduques et
peu sensibles. On pourra citer la technique d’inhibition de I’hémagglutination, ou la technique

de fixation du complément.

Pour résumer, plusieurs techniques sont envisageables pour la détection d’une affection
virale. Le choix de la technique la plus adaptée dépend des caractéristiques et objectifs de
I’¢tude et de la maladie. Dans notre cas, I’enjeu est le dépistage d’une circulation virale, et non
le diagnostic d’une affection dans un contexte de suspicion clinique : on se tourne donc vers un
protocole d’une trés bonne sensibilité (on veut minimiser la quantité de faux négatifs). Cette
caractéristique va de pair avec un seuil de positivité le plus faible possible : d’apres les données
présentées dans la Figure 16, les test ELISA et de séroneutralisation virale sont parmi ceux qui
offrent des limites inférieures de détection les plus basses. D’ailleurs, la technique de
séroneutralisation virale est considérée comme le gold standard en virologie : un résultat négatif
peut étre considéré comme indubitable. (48) D’autre part, nous sommes ici dans le cadre d’une
¢tude a grande échelle avec plusieurs centaines d’échantillons testés, les facteurs économiques,
de reproductibilité et de facilité de mise en ceuvre sont donc également essentiels a prendre en
compte. C’est pourquoi, il est justifié¢ de ne pas se tourner vers la technique de dosage radio-
immunologique, certes trés sensible mais qui entraine des risques d’exposition aux radiations

et des problémes de gestion des déchets radioactifs.
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Limites inférieures de détection des épreuves sérologiques usuelles
(plus petite concentration détectable)

Tests pg/mL (protéines)
Réactions primaires
Radio-immuno essai compétitif 0,00005
ELISA 0,0008

Réactions secondaires

Neutralisation virale 0,00005
Inhibition de I'hémagglutination 0,005
Neutralisation des toxines 0,005
Fixation du complément 0.05
Agglutination directe 0,01 a1
Test de I'anncaun 2415
Précipitation en gélose 0,5230

Réactions tertiaires
Anaphylaxic cutanée induite/IDR 0,084 32 2

Figure 16 : Comparaison des seuils de détection des différentes techniques de détection sérologique usuelles (48)

2. Enquéte 2023 sur le portage des arbovirus par les équidés en Gironde

2.1. Enjeux et objectifs de I’enquéte

2.1.1.  Des enjeux multiples en santé humaine et animale
2.1.1.1. Une maladie réglementée a potentiel zoonotique

La fiévre du West Nile est responsable de symptomes neurologiques graves chez
I’humain. C’est pourquoi elle est classée en catégorie E par la loi européenne de santé animale
datant de 2021, avec obligation de déclaration et de surveillance. Plus précisément, la
déclaration de cas a la Commission Européenne est obligatoire pour 1’avifaune depuis 2021,
mais les cas équins et humains sont concernés par cette réglementation depuis 2009 (53). Ainsi,
en cas de suspicion d’une infection par le virus du West Nile, des prélévements sont réalisés
par le vétérinaire sanitaire a visée diagnostique, et si la suspicion s’avere vérifiée, le cas sera

immeédiatement déclaré.

2.1.1.2. Les équidés, marqueurs sentinels de la circulation des
orthoflavivirus et enjeu One Health
Le contréle et le suivi de la circulation des orthoflavivirus est un enjeu actuel
d’importance majeure, d’autant que la plupart des infections sont asymptomatiques, rendant la
surveillance passive, telle qu’elle est faite en France, difficile, et donc la détection tardive.
Pourtant, leur présence a bas bruit dans un territoire sans mesure préventive associée représente
un danger important pour la santé publique : en effet, la protection contre les arthropodes
vecteurs ne suffit pas, car il existe des moyens de transmission non vectorisés du virus : les

secteurs hospitaliers doivent également prendre des précautions en termes de transfusions
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sanguines, dons d’organes qui sont une source potentielle de contamination. Une infection lors
d’activités professionnelles est également possible par voie conjonctivale, percutanée lors de
manipulations de tissus infectés ou de matieres fécales d’animaux infectés voire méme peut-
étre par aérosols. Cela concerne donc notamment les vétérinaires lors d’autopsies, les
techniciens de laboratoire ou les €leveurs avicoles (2).

Des programmes de surveillance épidémiologique basés sur plusieurs facteurs aident
ainsi les autorités compétentes a prendre les mesures nécessaires pour protéger la santé¢ humaine
et animale. Ces programmes sont fondés sur la surveillance des oiseaux sauvages, notamment
de certaines especes sentinelles comme les corvidés, et des populations humaines et équines.
Dans beaucoup de pays européens, les équidés constituent 1I’espéce animale sentinelle de choix
dans le systtme One Health, et sont ainsi utilisés dans plusieurs études de surveillance
épidémiologique récentes en France, Allemagne ou Belgique : une étude de séroprévalence du
WNV et des orthoflavivirus associés que sont le TBEV et ’'USUV menée en Allemagne en
2023, précise que cette surveillance chez les chevaux non vaccinés constituerait le marqueur
d’alerte le plus précoce d’un risque d’infection humaine. De méme, pour le TBEV, le dépistage
sérologique des équidés représente un outil efficace d’estimation de la prévalence du virus sur
un territoire, ajouté a la détection du TBEV chez les tiques et au signalement des cas humains
(49).

En effet, leur mode de vie a la fois proche de ’Homme et en extérieur en fait de bons
marqueurs d’exposition aux vecteurs d’orthoflavivirus. On pourra par ailleurs noter que ces
caractéristiques, partagées avec les chiens de bergers ou d’¢élevage, en font également de bons
marqueurs sentinelles de la circulation du WNV et de ’'USUV dans un écosysteme, d’apres une
¢tude menée en France en 2023 (28). De plus, contrairement aux oiseaux sauvages ou aux
arthropodes, les chevaux sont faciles a approcher et a prélever. En outre, les équidés sont
particulierement sensibles a I’infection par le WNV, le TBEV ou ’'USUYV, et développent une
réponse immunitaire facilement identifiable par analyse sérologique, avec la production
massive de deux types d’immunoglobulines : les IgM et IgG, ces derniéres étant détectables au
moins 15 mois post-infection (Ostlund et al. 2001) voire a vie d’apres certains auteurs (2). Pour
WNV comme TBEV, un autre avantage d’utiliser les chevaux comme sentinelles est la
possibilité de mettre en évidence des microfoci d’infection et d’obtenir une cartographie précise
de la séroprévalence, a une moindre échelle (49). D’autre part, dans les régions ou beaucoup de
chevaux sont vaccinés contre le virus du West Nile, il peut étre intéressant de considérer les

autres especes d’équidés (anes, mules) comme especes sentinelles tout aussi efficaces (54).
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Dans le contexte actuel, les arboviroses comme celles causées par les orthoflavivirus
émergent dans des territoires toujours plus étendus. Au vu de leurs conséquences pour la santé
humaine et animale, et des moyens de lutte trés limités a existants, il est essentiel d’anticiper
ces mouvements et d’améliorer les moyens de détection précoces d’émergence pour en gérer

I’impact.

2.1.2.  Objectif de I’enquéte : une premicre documentation sur la circulation

des orthoflavivirus dans le département de Gironde
Dans le contexte d’émergence du virus du West Nile dans le Sud-Ouest de la France
hexagonale, une premiere enquéte épidémiologique a ét¢ menée au cours de 1’année 2023 dans
le département de Gironde afin d’évaluer I’intensité de la circulation du WNV sur ce territoire
nouvellement atteint en 2022, et de dégager les facteurs de risques d’infection. L objectif était
également de fournir une premicre base de données concernant la prévalence des

orthoflavivirus chez les équidés dans cette région.

2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Conception de I’étude

Suite a la confirmation de trois cas autochtones d’infection par le virus du West Nile
dans la population équine de Gironde en octobre 2022, la premicre enquéte de séroprévalence
de la région a ét¢ initiée parmi les équidés vivant dans les structures proches des cas déclarés,
dans I’objectif d’apporter des données concretes sur la circulation du WNV, mais aussi USUV
et TBEV dans ce territoire nouvellement touché.

De nombreux acteurs ont travaillé ensemble au cours de cette étude, a savoir : la
Clinique Equine de Conques, le RESPE (Réseau d’épidémiosurveillance en pathologie équine),
I’ANSES (Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de 1’environnement et du
travail), la DDPP 33 (Direction départementale de la protection des populations de Gironde),
et les vétérinaires traitants de Gironde.

L’enquéte de séroprévalence a été menée du 15 avril au 31 mai 2023, afin de refléter au
mieux 1’exposition des équidés aux virus au cours de I’été problématique 2022. Cette période
d’échantillonnage s’est voulue achevée avant le début de la saison d’activité estivale des
moustiques en 2023, pour ne prendre en compte que les chevaux infectés au cours de la saison
estivale de 2022. En effet, d’apres les connaissances actuelles sur les caractéristiques des

vecteurs principaux du WNV en France hexagonale, le moustique Culex pipiens pipiens, la
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femelle de cette espeéce de moustique est capable de survivre toute ’année grace a la stratégie
de diapause hivernale, se réfugiant dans les caves, les salles de chaudiére... (55). Cependant,
I’activité piqueuse mais aussi la compétence vectorielle de ces moustiques, c'est-a-dire leur
capacité a transmettre le virus a I’hote piqué, dépend de la température extérieure. Ainsi, en
Europe, la transmission du WNV par le moustique Culex lors d’un repas sanguin serait
significativement plus élevée pour une température extérieure supérieure a 18°C (56).
D’ailleurs, on observe de facon empirique en France, et plus précisément en Gironde, une
augmentation de la nuisance causée par les moustiques surtout durant les mois de juillet et
d’aott. D’autre part, les cas cliniques humains et équins déclarés présentent tous des symptomes
en été ou a I’automne, correspondant a une infection au plus tot en fin de printemps, si 1’on se
base sur la période d’incubation du WNV qui est de 5 a 15 jours.

Le recrutement des équidés échantillonnés a été réalisé au sein de la clientele du Centre
Hospitalier Vétérinaire Equin de Conques (Saint Aubin de Branne, Gironde) par courrier
¢lectronique pour les structures localisées dans la zone d’étude, et également a travers les
réseaux sociaux, a I’aide d’un flyer informatif expliquant le principe de I’étude (Annexe 2).
Cette étude a été approuvée par le Comité d'éthique pour la recherche clinique (ComERC) de
I'Ecole vétérinaire d'Alfort (EnVA) (numéro d'accord : 2023-06-23). Les prélévements ont été
anonymes et gratuits pour les détenteurs de chevaux, et un consentement éclairé a été signé
avant toute collecte de données ou d’échantillon sanguin (4nnexe 3). 1ls ont été réalisés par le
Dr Noémie Chevalier (résidente en médecine interne a la Clinique Equine de Conques), assistée
par Clément Bigeard, vétérinaire et ISPV stagiaire alors en stage a la DDPP 33 et au LNR West
Nile et instigateur du projet. Dr Marianne Depecker (vétérinaire associée a la Clinique Equine
de Conques) et moi-méme, alors étudiante en 3éme année a I’Ecole Nationale Vétérinaire de
Toulouse, ainsi que les vétérinaires exercant dans la région, avons également participé a la
collecte des échantillons sanguins et des données épidémiologiques. De plus, un recueil de
données par cheval a été effectué¢ dans le but de déterminer des facteurs de risque d’infection,

cela est détaillé plus loin.

2.2.2. Découpage de I’aire géographique de 1’étude

L’¢tude a été menée dans le département de Gironde, dans le Sud-Ouest de la France,
un département situé sur le littoral océanique, au paysage contrasté, abritant vallées, terres de
polyculture, foréts et vignes (Figure 17). Néanmoins, 75% de la population humaine y est

citadine, notamment avec la présence de son chef-lieu, la métropole de Bordeaux. Ce
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département de la région Nouvelle-Aquitaine doit son nom a ’estuaire de la Gironde, le plus
large d’Europe, ou se rejoignent les fleuves de la Garonne et de la Dordogne. Entre ces deux
fleuves se trouve le plateau calcaire de I’Entre-Deux-Mers (57, 58). Le littoral est marqué par
son occupation urbaine intense et saisonniére, notamment autour du bassin d’Arcachon.
L’estuaire quant a lui, présente des dynamiques géographiques spécifiques : fortement soumis
aux marées, I’accumulation d’alluvions en fait une terre viticole humide, riche et marécageuse.
Le climat girondin est tempéré, de type océanique : les hivers y sont relativement doux et les
¢tés chauds. C’est un département ensoleillé et humide, avec des précipitations bien réparties

sur les saisons.
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Figure 17 : Les territoires de la Gironde (59)

Les chevaux et les sports équestres ont une place importante dans la région. La

métropole bordelaise abrite ainsi le pdle équestre du Bouscat, qui accueille notamment chaque
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année le célebre Jumping de Bordeaux. Les courses hippiques, ’¢levage, les centres
d’entrainement et surtout les structures équestres font aussi la dynamique de la filiére équine
en Gironde. En tout, la Gironde génére 20% du chiffre d'affaire régional de la filiere équine en
Nouvelle-Aquitaine, et abrite prés de 17 000 équidés, en grande majorité des chevaux de selle
(60, 61).

Le département de Gironde est également une réserve de biodiversité précieuse et
protégée. Une partie importante du territoire est classée comme réserve naturelle, favorisant la

préservation des espéces animales et végétales et la protection des écosystemes (Figure 18).

AIRES DE PROTECTION FORTE EN NOUVELLE-AQUITAINE
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Figure 18 : Les aires protégées du département de Gironde (62)

(Légende : les repéres circulaires rouges représentent les réserves naturelles nationales, et les étoiles orange indiquent les

réserves nationales régionales. Le cercle rouge montre le département de Gironde)

Des actions sont en particulier menées en faveur de la protection des especes sauvages
migratrices. En effet, ’estuaire est situé sur un des axes les plus empruntés par les oiseaux au
cours de leur migration : la voie Est-Atlantique (Figure 19), et les zones humides de la zone

sont ¢galement des sites de nidation et d’hivernage privilégiés (63).
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Figure 19 : Les grands axes migratoires a l’échelle mondiale (4) (61) et en France (B) (64)

L’aire d’¢étude a ainsi été divisée en trois zones selon des critéres géographiques
épidémiologiques (Figure 20) :

La premiére, Confluence, correspond a la zone ou les cas de 2022 ont été signalés.
Confluence se situe a la jonction entre les deux cours d’eau que sont la Garonne et la Dordogne,
en faisant un territoire humide potentiellement propice au développement des populations de
moustiques.

Le bassin d’Arcachon, deuxi¢me zone de 1’étude, se trouve a I’aplomb la voie de
migration Est-Atlantique, un des huit axes de migration d’oiseaux les plus importants de la
planéte. Aucun cas d’infection au virus du West Nile n’a été rapporté dans cette zone. Tout
comme Confluence, le bassin d’ Arcachon constitue ainsi un habitat humide et protégé propice
a I’installation d’oiseaux autochtones ou a la halte d’oiseaux migrateurs au cours de leur

voyage. Ainsi, la situation est particulierement favorable aux interactions entre les moustiques
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vecteurs et les hotes aviaires compétents, et donc a la mise en place du cycle de transmission

des virus Usutu et du West Nile.
La troisiéme et derniére zone couvre le territoire intermédiaire entre Confluence et le

bassin d’Arcachon.
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Figure 20 : Localisation des écuries réparties sur les trois zones géographiques de [’étude. (65)

(Légende : les points noirs représentent les structures ou les chevaux ont été échantillonnés. Les cercles rouges

correspondent aux écuries ou les cas cliniques ont été signalés en 2022. Les zones vertes matérialisent les aires de protection
des oiseaux sauvages).

M¢éthodes d’échantillonnage et sites de prélévement

2.2.3.
Pour cette enquéte, des échantillons sériques d’une population de 494 chevaux, poneys

et anes adultes (4gés de plus de deux ans), ont été¢ prélevés, dans 39 structures équestres

différentes réparties sur les trois zones d’étude, et plus précisément :
306 équidés provenant de 25 écuries dans la zone Confluence
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- 77 équidés résidant dans 5 structures dans la zone d’ Arcachon

- 111 équidés venant de 9 établissements situés dans la zone intermédiaire

Le nombre d’équidés échantillonnés par structure était proportionnel a la taille de cette
derniére, selon le modéle suivant :
e Structures de moins de 10 individus : prélévement de 1’ensemble des animaux
e Structures de 10 a 15 individus : prélevement de 10 équidés

e Structures de plus de 15 individus : prélévement de 15 équidés

L’objectif était d’allier a la fois des considérations pratiques, en limitant le nombre
d’exploitations visitées et les colits, et d’optimiser la représentativité des échantillons a 1’échelle
de chaque structure, afin de limiter le risque de biais de classification avec des structures qui

sortiraient faussement négatives de I’étude.

Les trois cas confirmés d’infection par le WNV n’ont pas ¢té inclus dans la cohorte
d’étude, cependant deux des trois structures équestres concernées y sont représentées (Figure

20).

2.2.4. Criteres d’inclusion des animaux prélevés

L’ensemble des animaux testés avait vécu dans 1’aire d’étude au cours de 1’année 2022,
et était 4gé d’au moins 2 ans. En effet, au-dela de considérations pratiques et de sécurité¢ au
moment du prélévement, I’objectif était d’avoir des indications sur la circulation virale en 2022,
donc les jeunes de quelques mois d’age n’étaient pas intéressants a inclure dans notre étude. Au
moment de I’enquéte, aucun des équidés choisis n’était vacciné contre le virus du West Nile, et
n’avait voyagé vers la cote Méditerranéenne sur les 6 dernicres années. En effet, méme si tres
peu de données sont disponibles dans la littérature sur la persistance des IgG chez le cheval,
certaines études estiment qu’elles seraient décelables 5,5 ans en moyenne chez les chevaux en
condition d’infection naturelle (enquétes sérologiques menées en Camargue entre les années
2000 et 2003 (66)), et jusqu’a 6 ans apres la vaccination (67). Tous les animaux étaient

asymptomatiques au moment de la campagne de prélevement.
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2.2.5. Données additionnelles collectées

En complément des prélévements sériques effectués, 1’étude a été complétée par la
collecte de données sur les caractéristiques individuelles des individus testés, ainsi que sur la
gestion et le mode de vie des animaux dans les différents établissements. Ainsi, a 1’échelle
individuelle ont été recueillis I’age, le sexe, la robe, I’activité et les antécédents médicaux de
chaque équidé. Pour les structures, le type d’hébergement, 1’utilisation ou non de méthodes de
lutte contre les insectes (répulsifs chimiques, couvertures...), ou encore le ressenti des
détenteurs d’équidés concernant la nuisance causée par les moustiques pour les humains et les
animaux ont été documentés. De plus, la distance par rapport au plus proche plan d’eau et aux
zones protégées (ZPS : zones de protection spéciale) ont également été recensés (Annexe 4).
Les surfaces d'eau sont considérées comme un indicateur des zones d'habitat des moustiques
vecteurs, et les ZPS comme un indicateur des zones ou la biodiversité aviaire est plus élevée.
En effet, les ZPS ont été créées pour la protection des especes d'oiseaux sauvages répertoriées
dans l'annexe 1 de la directive européenne sur les oiseaux (Directive 79/409/CEE), ou qui
servent de zones de reproduction, de mue, d'hivernage, ou de halte pour les oiseaux migrateurs.

Cing ZPS ont été définies dans la zone d'étude autour des zones humides (Figure 20).

2.2.6. Prélevement et traitement des échantillons

Afin d’obtenir les sérums nécessaires a 1’enquéte de séroprévalence, une prise de sang
a été réalisée sur chaque équidé de la cohorte d’étude, a la veine jugulaire, a I’aide de tubes secs
sous-vide. Les échantillons ont ensuite été centrifugés dans les 24h suivant le prélévement, a
5000 rpm durant 5 minutes. Les séra ont été séparés et stockés a 4°C avant d’étre envoyés au
Laboratoire National de Référence (LNR) pour le virus du West Nile : I’ANSES (Maisons-

Alfort, France), ou ils ont été analysés.

2.2.7. Analyses sérologiques réalisées par ’ANSES

Test ELISA : (9, 68-70)
Dans un premier temps, les IgG spécifiques des principaux orthoflavivirus circulant en
France : USUV, WNV et TBEV ont ¢té recherchés dans les séra par I’intermédiaire du test

ELISA Pan-Flavivirus “ID Screen Flavivirus competition” ND (Innovative Diagnostics,
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Montpellier, France), selon le protocole préconisé par le concepteur (Figure 21). Ce test est
positivé par la présence d’anticorps spécifiques a I’un ou plusieurs de ces trois virus, sans qu’il
ne permette pour autant de les distinguer les uns des autres. Les résultats de ce test ont été
exprimés en %S/N :

- Résultat inférieur ou égal a 40% : positif.

- Résultat strictement supérieur a 50% : négatif.

- Valeurs intermédiaires, entre 40% et 50% : douteuses.

En outre, il est important de garder a ’esprit que le test “ID Screen Flavivirus

competition” ND permet, d’apres son concepteur, la détection d’anticorps dirigés contre WNV,
TBEV et USUV, mais également contre JEV, ZIKAV, et DENV, et ce chez de nombreuses

especes : humain, chevaux, oiseaux.

65



Etape 1:
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Figure 21 : schéma descriptif du principe du test sérologique ELISA “ID Screen Flavivirus competition” ND (Innovative

Diagnostics, Montpellier, France) (Schéma : Margaux De Mas)
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Test de séroneutralisation virale (SNT) :

Les échantillons ressortis positifs ou douteux du premier test ELISA ont ensuite été
testés par séroneutralisation, afin de distinguer les anticorps dirigés contre le WNV, USUV ou
le TBEV spécifiquement. Ce test a été réalisé en plaque 96 puits, selon le principe décrit

précédemment, et tel que décrit dans 1’étude menée par Beck et al. 2020 (Figure 22) (71) :

Etape 1: Sérum dilué en
cascade par un facteur
2:de1:5a1:160
Etape 2 : ajout de 50 uL

Volume final dans chaque de virus (dose
puits : 100 uL infectieuse de 100
. TCID50)
Etape 3 : ajout de
: 100 uL de cellules
Incubation pendant =
1h30 4 37°C et 5% O e e

de CO2 cellules/mL)
Plaque de 96 puits \ %

Pour chacun des trois
virus : WNV, USUV, TBEV

Incubation pendant
3abjoursad7°C
et 5% de CO2

Obtention du titre de
observation de |'effet '
cytopathique au microscope
_—C

Cellules intactes : quantité d'Ac Q
=

suffisante pour neutraliser tous
les virus présents =

/QﬂMﬁJy_s.éﬁ_; absence ou
quantité d'Ac insuffisante
pour neutraliser tous les virus

o

Figure 22 : schéma descriptif du principe du test de séroneutralisation utilisée, décrite dans [’étude de Beck et al. 2020 (71)

La derni¢re dilution sérique montrant une absence d’ECP ou une proportion d’ECP
inférieure a un quart du puits a été notée comme étant celle ou il existe encore une protection
contre le virus, le titre conservé comme résultat correspond donc a I’inverse de cette dilution.
Le seuil de positivité des tests de neutralisation virale a été fixé a un titre de 20. Les séra

neutralisant plus d’un virus ont été considérés positifs pour le virus neutralisé a une dilution
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quadruplement supérieure aux autres virus. Si cet écart n’était pas atteint, le sérum est considéré
non différentiable en raison des réactions croisées qui peut étre observées. Quant aux séra testés
positifs par ELISA compétitive et négatifs par neutralisation virale, ils ont été notés négatifs

pour les virus testés, le test de séroneutralisation étant considéré comme le Gold Standard.

2.2.8. Analyses statistiques

Les données ont été¢ analysées a l'aide de modéeles de régression logistique a effets
mixtes, en utilisant 1'écurie comme effet aléatoire. La variable a expliquer était le statut
sérologique des animaux, obtenus par le test de séroneutralisation. Les effets fixes étaient 1'age
des animaux (en années), le sexe (male ou femelle), la robe (claire ou foncée), le type
d'hébergement (paturage exclusif, ou a la fois au paturage et en intérieur), la distance jusqu'a la
surface d'eau la plus proche (qu’elle soit intermittente ou permanente, et de tout type : rivicre,
canal, estuaire, lac, marais, réservoir...), et la distance jusqu'a la zone de protection spéciale
(ZPS) la plus proche. En partant du modele avec tous les effets fixes, le modéle le plus
parcimonieux a €té sélectionné en utilisant le test du rapport de vraisemblance : celui-ci est basé
sur une sélection du modéle montrant le meilleur équilibre entre les observations faites et le
nombre de parameétres, par élimination progressive des variables. Malheureusement, certaines
variables n’ont pu étre intégrées dans 1’analyse statistique car nous ne disposions pas des
informations pour I’ensemble des individus considérés : c’est le cas des criteres “utilisation de
moyens de lutte contre les moustiques”, et “présence d’autres animaux sur la structure”. Afin
de documenter l'association entre les résultats SNT positifs contre le WNV, 'USUV et le TBEV
(c'est-a-dire le nombre d'équidés positifs pour un, deux ou trois de ces virus), une approche non
paramétrique, en 1'occurrence celle proposée par Vaumourin et al., (2014) a permis de tester si
les résultats obtenus différaient significativement de la distribution attendue sous I'hypothése
nulle de résultats positifs indépendants. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a 'aide

de R 4.3.3 (R Core Team 2024).

2.3. Résultats de I’enquéte : prévalence des orthoflavivirus chez les équidés

en Gironde

Comme cela a été précisé plus haut, le recrutement des équidés participant a I’enquéte a été fait

surtout selon des critéres géographiques et pratiques, dépendant de la motivation des
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propriétaires contactés au sein de la clientele du CHVE de Conques. Ce faisant, les différentes
catégories d’animaux choisies pour I’étude (sexe, couleur de robe, mode de vie, activité...) ont
¢été plus ou moins représentées dans notre échantillon. Ainsi, I’enquéte a concerné 494 équidés
adultes que 1’on peut classer :
e Par espece : 334 chevaux (68%), 151 poneys (30%) et 9 anes (2%)
e Parsexe : 271 males (55%) et 223 femelles (45%)
e Par activité : 412 équidés actifs (83%) (club, loisirs, sport, élevage, débourrage) et 82
€quidés non actifs (17%) (sans activité, retraité)
e Par type d’hébergement : 328 animaux en pature exclusive (66%), et 166 animaux en
logement mixte (34%) (écurie et pature)
e Par couleur de robe : 331 animaux de robe foncée (67%) (alezan, bai, chocolat, noir), et
163 animaux de robe claire (33%) (pie, appaloosa, aubére, blanc, créme, gris, isabelle,

palomino, perlino, souris, rouan)

2.3.1. Résultats de séroprévalence

Les résultats de I’enquéte ont mis en évidence la présence des trois orthoflavivirus
d’intérét dans la zone d’étude, a différents niveaux (7ableau 2). Parmi les 494 équidés testés,
70 ont eu un résultat ELISA positif (les résultats ELISA douteux n’ont pas été comptabilisés
comme étant positifs). La grande majorité des cas positifs (64 chevaux) se situaient dans la zone
de Confluence, ou I’on trouvait alors une prévalence de 21% (IC 95% : 16% - 26%). En
comparaison, on n’a retrouvé que 5% de séroprévalence dans la zone intermédiaire (IC 95% :
2% - 10%), et un seul cheval est ressorti positif dans la zone d’ Arcachon (1%, IC 95% : 0% -
7%). Ces résultats mettent en évidence un effet zone entre Confluence et les autres territoires
¢tudiés. D’ailleurs, une large distribution des cas positifs détectés était observée parmi les
structures de Confluence, avec 80% des établissements visités touchés, alors que dans la zone
intermédiaire et celle d’Arcachon, les cas positifs étaient plus localisés, dans un nombre moins
important de structures, avec 44% des structures touchées dans la zone intermédiaire, et une

seule structure parmi 5 dans la région d’Arcachon.
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Tableau 2 : Résultats de séroprévalence obtenus par test ELISA des chevaux échantillonnés dans les trois zones d’étude :
Confluence, Arcachon et la zone intermédiaire.

Nombre de chevaux

ELISA

Prévalence (IC

Proportion des

structures testées

testés/nombre de structures + 95%)
touchées
0,21 (0,16 -
Confluence 306/25 64 20/25 = 80%
0,26)
0,01 (0,00 -
Arcachon 77/5 1 1/5=20%
0,07)
Zone 0,05 (0,02 -
111/9 5 4/9 = 44%
intermédiaire 0,10)
Total zones 0,14 (0,11 -
494/39 70 25/39 = 64%
d’étude 0,18)

Dans un second temps, les tests de séroneutralisation (SNT) des échantillons positifs et

douteux en ELISA (81 séra au total) ont permis de caractériser 1’espéce virale a I’origine de la

séropositivité détectée. Les résultats ont été reportés dans le Tableau 3 : c’est dans la zone

d’étude de Confluence qu’ont été retrouvés la majorité des cas séropositifs a I’un ou plusieurs
des orthoflavivirus recherchés, avec 9% (IC 95% : 6% - 13%) de cas positifs au WNV, 5% (IC
95% : 3% - 8%) de cas positifs au USUV et 2% (IC 95% : 1% - 4%) d’équidés séropositifs au
TBEV. Dans la zone intermédiaire, 3 cas positifs au WNV ont été détectés (3%, IC 95% : 1%
- 8%), ainsi qu’un équidé positif a P'USUV (1%, IC 95% : 0% - 5%) et un cas positif au TBEV
(1%, IC 95% : 0% - 5%). Enfin dans la zone d’ Arcachon, seul un cas séropositif pour le WNV

a été trouveé (1%, IC 95% : 0% - 7%). 1l est intéressant de constater que pour 35 échantillons

testés par séroneutralisation virale, soit 43% d’entre eux, aucun des trois orthoflavivirus

d’intérét n’a été mis en évidence, nous y reviendrons plus loin.
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Tableau 3 : Résultats de séroprévalence obtenus par séroneutralisation virale dans les trois zones d’étude : Confluence,
Arcachon et la zone intermédiaire. (L’effectif “Non caractérisable” regroupe les échantillons positifs ou douteux par ELISA
et négatifs par SNT)

WNV + USuUV + TBEV +
Prévalence Prévalence Non
Prévalence USUV L.
WNV TBEV caractérisable
(IC 95%)
(IC 95%) (IC 95%)
27 14 6
Confluence 0,09 (0,06 - 0,02 (0,01 -
0,05 (0,03 - 0,08)
0,13) 0,04)
1 0 0
Arcachon 0,01 (0,00 - 0,00 (0,00 - 35
0,00 (0,00 - 0,05)
0,07) 0,05)
3 1 1
Zone intermédiaire| ()03 (0,01 - 0,01 (0,00 -
0,01 (0,00 - 0,05)
0,08) 0,05)

Il est également intéressant de remarquer que la séropositivité a plusieurs orthoflavivirus
chez un méme cheval est possible et non anecdotique d’apres nos résultats par SNT (Tableau
4). Ainsi, 5 chevaux étaient positifs a la fois pour WNV et USUV, correspondant a de la réaction
croisée en raison de leur appartenance au méme sérocomplexe. Dans ce cas, il n’a pas été
possible de les différencier. Deux chevaux étaient positifs pour WNV et TBEV et un autre pour
USUYV et TBEV. En revanche, il n’a été mis en évidence aucun cas de séropositivité aux trois

orthoflavivirus simultanément.
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Tableau 4 : Séroprévalence des différentes associations de statuts sérologiques obtenus par SNT pour WNV, USUV et TBEV

Nombre
WNV USuv TBEV d'animaux

Positif Positif Positif 0
Positif Positif Négatif 5
Positif Négatif Positif 2

Positif Négatif Négatif 24
Négatif Positif Positif 1
Négatif Positif Négatif 9
Négatif Négatif Positif 4

Négatif Négatif Négatif 449

TOTAL 494

Sil’on s’intéresse a la distribution géographique des cas, la Figure 23 met en évidence
une circulation des orthoflavivirus relativement généralisée dans la zone de Confluence, ou la
séroprévalence s’est avérée Etre la plus €levée. Cependant, on peut tout de méme relever deux
zones ou la concentration semble supérieure au sein méme de cette zone, d’aprés nos données
: au niveau de la limite Sud de la ZPS colorée en vert sur la carte, ainsi que sur le plateau de
I’Entre-Deux Mers, entre les bras de la Dordogne et de la Garonne, juste avant que celles-ci se
rejoignent. En effet, dans ces deux zones, on trouve les structures équestres ou les résultats
ELISA positifs ont été les plus nombreux en regard du nombre de chevaux échantillonnés :
jusqu’a 73% de chevaux séropositifs par ELISA dans une écurie. Les gérants des structures ou
I’on retrouve ces prévalences les plus élevées signalent tous des scores de nuisance due aux
moustiques de 5/5. Cette corrélation n’est cependant pas réciproque : d’autres écuries annongant
des scores de nuisance maximum s’averent indemnes d’orthoflavivirus. Quant aux deux écuries
incluses dans 1’étude ou les premiers cas cliniques de Gironde avaient été signalés en 2022, il
n’a pas été mis en évidence une séroprévalence significativement supérieure par rapport aux
autres structures visitées durant ’enquéte. Dans la premiere (repere (1), Figure 20), un cas a
été positif au WNV par SNT sur 9 chevaux testés, tandis que dans la deuxieme (repere (3),
Figure 20), les résultats par SNT ont révélé un cas positif pour le WNV ainsi qu’un cas positif

pour le TBEV, sur 12 individus prélevés.
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Figure 23 : Distribution des équidés séropositifs au WNV, USUV et/ou au TBEV dans les trois zones d’étude : Confluence,
Arcachon et la zone intermédiaire en 2023 (65)

Les cercles représentent les structures équestres visitées, leur diamétre étant proportionnel au nombre de chevaux

échantillonnés dans chacune. L’intensité de la couleur des cercles augmente avec le nombre de cas séropositifs détectés.
2.3.2. Analyses statistiques des facteurs de risque

Pour I’analyse statistique des facteurs de risque deux échelles ont été considérées : a
I’échelle individuelle, nous disposions des facteurs : sexe, espece, activité, couleur de robe, age.
A TDéchelle des structures, nous avions récoltés des informations concernant le type
d’hébergement, les mesures répulsives mises en place, le score de nuisance causée par les
moustiques, la présence d’autres animaux sur 1’exploitation, notamment les poules ou les
bovins, et la proximité avec une ZPS ou une zone humide. Dans un premier temps, les analyses
statistiques ont été réalisées en s’affranchissant du facteur « zone », ¢’est-a-dire en considérant
le nombre total de cas sur le département. Pour I’ensemble des facteurs cités, individuels
comme collectifs, aucune influence significative n’a pu étre mise en évidence par le test du

Khi?, pour aucun des trois orthoflavivirus. Cependant, des données concernant le score de
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nuisance et la présence d’autres animaux sur la structure n’avaient pas été fournies par un quart
des établissements équestres participants. Concernant le score de nuisance, il est tout de méme
intéressant de souligner que 80% des structures hébergeant des chevaux séropositifs pour au
moins un des trois orthoflavivirus recherchés rapportaient un score de nuisance de 4 ou 5 sur
I’échelle de 5 fournie.

Pour une analyse statistique plus poussée et mettant en relation les différents facteurs
de risque par régression logistique a effets mixtes, seuls les statuts sérologiques pour le WNV
et USUV ¢taient exploitables, étant donné la prévalence trés faible trouvée pour le TBEV, et il
a été décidé de concentrer I’analyse des facteurs de risque sur la zone de Confluence, ou la
majorité des cas séropositifs au WNV et USUV ont été enregistrés au cours de 1’enquéte. De
plus, seuls les facteurs pour lesquels nous disposions de données pour 1’ensemble des chevaux
et structures inclus dans I’étude ont été retenus. Ainsi, I’analyse logistique multivariée des
facteurs de risque a inclus d’une part a I’échelle individuelle, les facteurs : espece, age, espece,
activité principale, couleur de robe. A 1’échelle des structures équestres d’autre part, ont été pris
en compte les facteurs : proximité avec une ZPS, proximité avec une zone humide, type
d’hébergement.

L’analyse statistique par sélection de modele a montré qu’aucun des facteurs individuels
n’était significativement associé a un risque plus élevé de séropositivité au WNV. En revanche,
le type d’hébergement s’est révélé €tre associ€ a un risque d’infection beaucoup plus important
dans le cas d’un hébergement en pature uniquement (Odds-ratio de 4,99 (IC 95% : 1,83 -
17,47)). De méme dans le modele choisi, le risque qu’un animal soit séropositif au WNV
augmentait de fagon significative & mesure que I’on se rapprochait d’une ZPS (Odds-ratio de
0,85 (0,78 - 0,93)), mettant en évidence le caractére protecteur d’un éloignement par rapport a
ces zones protégées (Tableau 5). Pour ’'USUV, aucun des facteurs de risque n’a pu étre retenu
comme significatif.

Par ailleurs, 1’analyse non-paramétrique de 1’association entre les résultats de SNT
positifs aux différents orthoflavivirus a révélé que des statuts sérologiques positifs a la fois pour
WNV et USUV chez un méme individu serait significativement associé¢ (p=0,006), le nombre
d’équidés séropositifs pour les deux virus (5 animaux) étant significativement plus élevé

qu’attendu dans 1’hypothéese nulle (IC 95 : 0 a 4 animaux).
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Tableau 5: Modele de régression logistique a effets mixtes pour les statuts sérologiques obtenus par VNT concernant le WNV
dans la zone de Confluence

Variable Valeurs Odds-ratio (IC 95%)

Intercept (risque résiduel) 0.10 (0.03-0.27)
Pature stricte Référence

Type d'hébergement
Intérieur et pature 4,99 (1,83 - 17,47)

' Implémentation par

Distance a la ZPS la plus proche| 0,85 (0,78 - 0,93)

kilomeétre

3. Discussion des résultats, critiques de I’étude et perspectives pour 1’avenir

3.1. Contextualisation des résultats de I’enquéte épidémiologique de 2023 et
limites d’interprétation
3.1.1. Circulation des orthoflavivirus en 2023 en Gironde, comparaison avec

d’autres publications

Les orthoflavivirus West Nile, Usutu et le virus de 1’encéphalite a tiques sont des virus
émergents difficiles a appréhender, notamment en raison du caractére asymptomatique tres
majoritaire des cas infectés. L’enquéte sérologique menée en 2023 dans trois zones
particuliérement a risque du département de la Gironde, ou les trois premiers cas €quins avaient
été signalés quelques mois plus tot, ont révélé une circulation virale active dans la région,
jusqu’alors insoupgonnée. Ainsi pour le WNV, les tests sérologiques ont dévoilé¢ des
séroprévalences allant de 1% dans la zone d’ Arcachon, jusqu’a 9% dans la zone de Confluence,
résultant en une séroprévalence moyenne de 6% sur les trois zones a risque €tudiées ici. Quant
au virus Usutu, il circulait également méme si dans une moindre mesure, allant de 0% de
séroprévalence dans la zone d’Arcachon a 5% dans la zone de Confluence, soit une
séroprévalence moyenne globale de 3%. Si pour le WNV, ces résultats ne sont pas anodins, ils
restent tout de méme bien inférieurs aux 13,19% de séroprévalence obtenus lors d’une enquéte
menée entre 2016 et 2020 (92) en Camargue, ou le virus du West Nile est endémique depuis
plusieurs décennies. Concernant le virus Usutu, les prévalences sont comparables, avec une
estimation de 3,83% en Camargue d’apres cette méme étude. Ainsi, les virus du West Nile et

Usutu ont circulé de fagon active au sein de la population équine au cours de I’année 2022,
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notamment dans la zone de Confluence, qui s’avere étre un « hot spot » de circulation des

orthoflavivirus vectorisés par les moustiques du genre Culex en 2022.

Concernant le TBEV, transmis par différentes especes de tiques, la séroprévalence
moyenne sur les trois zones concernées était de 1,4% avec des chiffres allant de 0% dans le
Bassin d’Arcachon a 2% dans la zone de Confluence. Au vu de ces faibles séroprévalences, il
est difficile de conclure quant a la circulation ou non du TBEV dans le Sud-Ouest de la France,
méme s’il elle semble bel et bien exister, d’autant plus que la sélection de la population
¢chantillonnée pour notre étude n’était pas réellement adaptée a 1’étude de la circulation du
TBEV dans la région spécifiquement. En effet, le TBEV est connu pour circuler dans le Nord-
Est de la France, notamment dans le Jura. Or, les chevaux ayant voyagé dans cette région au
cours des dernieéres années n’étaient pas exclus de notre échantillonnage (contrairement au
pourtour méditerranéen, en considération de I’habitat des moustiques vecteurs du WNV et
USUYV). Cependant, au vu du faible nombre de cas séropositifs au TBEV révélés par notre
enquéte, il nous a été possible de nous renseigner au cas par cas des déplacements des chevaux
concernés, et un seul s’est avéré avoir voyage dans I’Est de la France par le passé. 1l est donc
possible d’affirmer qu’excepté un doute sur ce cheval en question, les cas séropositifs révélés
lors de notre enquéte sont des cas autochtones d’infection a un virus appartenant au
sérocomplexe du TBEV. Des études plus ciblées et approfondies sur ce virus et sa présence
chez les vecteurs (tiques) et réservoirs (rongeurs) seront nécessaires afin de caractériser et

affirmer la présence et la circulation du TBEV en Gironde.

Le tableau 6 rassemble les résultats de séroprévalence obtenus dans différentes régions

d’Europe et du monde concernés par la circulation des orthoflavivirus.
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Tableau 6 : Comparaison des résultats de séroprévalence dans différentes régions de France, d’Europe et du monde) (3, 72—
83) Le signe « - » signifie que le virus n’a pas été recherché dans les études citées.

Résultats de séroprévalence WNV [ USUV | TBEV
Gironde (trois zones confondues), 2023 | 6% 3% 1%
Camargue, 2016-2020 13% 4% -
Serbie, 2011 12% 0,3% |-
Croatie, 2012 3% - -
Grece, 2013 4% - -
Ukraine, 2013 14,5% | - -
Albanie, 2013 22% - 1%
Corse, 2017 9% - -
Pologne, 2018 15% 28% |-
Egypte, 2018 16,8% | - -
Catalogne, Espagne, 2010-2019 5% 0,6% | 0,2%
Kosovo, 2018-2019 3% 0% -
Autriche, 2021 5% 0% 15%
Espagne du Sud-Ouest, 2021 20% 1% -
Allemagne centrale et de I’Est, 2023 3% 0,4% | 6%

Ainsi, les chiffres de séroprévalence pour le virus West Nile obtenus en Gironde sont
comparables avec d’autres régions telles que la Catalogne, I’ Autriche... Il est assez alarmant
de constater que le virus circule aux frontieéres de la France hexagonale : il est présent en Corse,
mais en Espagne, pays frontalier de la France, avec jusqu’a 20% de la population équine
séropositive dans le Sud-Ouest espagnol. Les résultats obtenus en Pologne, Albanie, Ukraine,

Serbie, allant de 14,5% a 22% de séropositivité, prouvent une fois de plus que le virus du West
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Nile pose un enjeu sanitaire d’importance majeure qu’il est nécessaire d’appréhender a I’échelle
internationale. De plus, si les résultats en Gironde sont pour I’heure inférieurs a ceux obtenus
dans les ¢études menées en Camargue et ailleurs dans le monde, il apparait essentiel de
poursuivre les recherches afin d’anticiper 1’évolution de la circulation du WNV et des autres
orthoflavivirus dans cette région nouvellement atteinte. Ainsi, il est intéressant de rappeler
qu’une étude menée en Camargue en 2003 (72) faisait a cette époque état d’une séroprévalence
de 8,1% pour le WNV (contre 13% en 2020), ce qui est comparable aux chiffres estimés dans
la zone de Confluence dans notre étude de 2023. Le Sud-Ouest pourrait donc connaitre la méme
évolution que le pourtour méditerranéen avec une éventuelle endémisation du WNV.

Concernant le virus Usutu, la France semble particuliérement touchée, contrairement
aux autres pays ou il a été recherché, exceptée la Pologne ou des anticorps spécifiques du virus
ont été trouvés dans presque un tiers de la population équine (7). L’enquéte réalisée en
Camargue entre 2016 et 2020 a révélé qu'une plus forte prévalence d’USUYV était retrouvée
chez les humains, chiens, moustiques et oiseaux plutot que chez les chevaux, qui présentaient
par contre davantage d’anticorps contre le WNV par rapport aux autres especes (84). Cette
différence de séroprévalence observée, entre le WNV et ’'USUV qui sont pourtant vectorisés
par les mémes familles d’arthropodes, pourrait étre en partie liée aux caractéristiques
immunitaires des différentes especes touchées.

Enfin, on dispose de beaucoup moins de données épidémiologiques sur la distribution
du TBEV, qui circule cependant trés activement dans certains pays, avec des séroprévalences
de 15% en Autriche, et de 6% en Allemagne du Sud et de I’Est ((3, 83)). Cela concorde avec la
répartition du TBEV en France, pour I’heure détecté seulement chez les humains dans le Nord-
Est de la France et les Alpes, avec 71 cas notifiés entre mai 2021 et mai 2023 d’apres les bilans

les plus récents (32).

Par ailleurs, une part conséquente des tests de séroneutralisation pour le WNV, USUV
et TBEV dans notre étude sont sortis négatifs (7%), alors qu’ils étaient positifs en ELISA.
Comme cela a déja été précisé, le test ELISA utilisé ressort positif en présence de WNV, USUV
et TBEV, mais également de JEV, Louping LIV, DENV. D’autre part, la réactivité croisée entre
les orthoflavivirus est connue et il n’est pas exclu qu’un autre orthoflavivirus encore, ou une
nouvelle souche d’un orthoflavivirus connu, non caractérisés a ce jour, soit a I’origine de tests
ELISA positifs. L’orthoflavivirus Bagaza (BAGV) est ainsi évoqué dans certaines études (28).
Ces résultats peuvent suggérer la circulation possible de souches virales inconnues et

potentiellement pathogénes en Gironde, et confirment la nécessité de poursuivre les recherches
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et enquétes épidémiologiques sur les orthoflavivirus présents en France. Enfin, les tests utilisés
ne mettent pas exactement en évidence les mémes anticorps. En effet, le ELISA permet la
détection de tous les types d’anticorps IgG tandis que la SNT permet uniquement la détection
des anticorps neutralisants pour lesquels la durée de persistance dans un organisme n’est a ce
jour pas connue. De ce fait, les résultats positifs en ELISA et négatifs en SNT pourrait résulter
soit d’une infection antérieure par WNV et/ou USUV et/ou TBEV ou bien par un

orthoflavivirus non caractérisé.

3.1.2. Adéquation entre les zones de prélévement et I’emplacement des sites

positifs

Considérant le fait que cette enquéte menée en 2023 était la premiére dans la région, la
détermination des zones de prélévement a été majoritairement centrée sur les endroits ou les
cas positifs avaient été déclarés en 2022, et dépendante de la motivation des écuries contactées,
sans pouvoir se baser sur une étude précédente. Les résultats ont néanmoins montré que
I’adéquation entre les zones d’étude et les sites positifs était relativement bonne, notamment
avec la mise en évidence d’un foyer de circulation active dans la zone de Confluence, ou la
majorité des prélévements ont été faits (306/494 équidés). De méme, la zone de transition dans
notre étude s’est révélée étre également celle ou la séroprévalence était intermédiaire entre
Confluence et le bassin d’ Arcachon, méme si le nombre de chevaux prélevés a été bien moindre
que dans la zone de Confluence. Cette étude permettra pour les enquétes futures d’orienter de
facon plus précise les zones d'échantillonnage, en se concentrant par exemple sur la zone de
Confluence tout en s'élargissant vers la zone intermédiaire, et en y recrutant le plus d’écuries

possible.

3.1.3. Limite de I’interprétation temporelle des résultats

Les tests immunologiques utilisés sont basés sur la réaction immunitaire de 1’hote en
réponse a I’infection par les virus recherchés. Ils dépendent donc des caractéristiques de cette
réaction, et les résultats doivent €tre interprétés a la lumiére de ceux-ci. Ainsi, le test ELISA
utilisé détecte la présence d’IgG dans le sérum de I’individu testé : ces IgG peuvent €tre présents
suite a un contact avec le virus, mais également suite a la mise en place de la réponse vaccinale
si le cheval a été vacciné. Dans notre étude, I’échantillonnage a permis d’écarter cet écueil.

Cependant, une autre limite persiste. L objectif de notre étude était d’obtenir des informations
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sur la circulation du virus West Nile, ainsi que de I’'USUV et du TBEV, dans les zones a risques
de Gironde au cours de I’année 2022. Or, du fait de la persistance des IgG dans le sérum
plusieurs années apres la rencontre avec les virus (jusqu’a 5,5 ans d’apres certaines études (66)),
nous ne pouvons affirmer que I’ensemble des cas positifs échantillonnés au printemps 2023
aient été infectés au cours de 1’année 2022. Cependant, les caractéristiques choisies pour la
sélection de la cohorte échantillonnée, notamment 1’absence de voyage en zone endémique sur
les 6 derniéres années, permettent au moins d’affirmer que les chevaux séropositifs aient été
infectés sur le territoire frangais, ou le virus n’avait pas été détecté, et plus vraisemblablement
en Gironde, alors la seule région ou des cas cliniques ont été recensés en dehors du Sud-Est. En
effet, le premier cas symptomatique de Gironde ayant été signalé en automne 2022, on peut
raisonnablement supposer que le virus du West Nile circule depuis relativement peu de saisons
dans la région, et donc que les résultats de séroprévalence obtenus illustrent I’incidence de la
maladie au cours de la saison 2022. En outre, I’age des équidés n’a pas montré d’impact
significatif sur les résultats obtenus au cours de notre étude, ce qui laisse supposer que la
circulation du WNV dans cette zone est récente. Contrairement aux zones ou le virus est présent
depuis plusieurs années, il est admis que les équidés agés présentent plus d’anticorps dirigés
contre le virus que les équidés jeunes (72).

L’enquéte épidémiologique de 2023 en Gironde, la toute premiére dans ce département,
ne permet en outre pas de conclure quant a I’évolution de la circulation des orthoflavivirus dans
le futur : une endémisation est-elle a prévoir, comme sur le pourtour méditerranéen, ou plutot
des épisodes épizootiques/épidémiques plus ou moins récurrents ? Si des hypothéses peuvent
déja étre avancées, et développées plus loin, seule une étude de I’évolution de la séroprévalence
sur plusieurs saisons de transmission permettra de corroborer un scénario plutdét qu’un autre.
En effet, certaines études utilisent la répartition de la séroprévalence selon les classes d’ages
des animaux touchés pour orienter les hypothéses : si les chevaux plus 4gés sont davantage
touchés, une allure endémique de longue date serait plus probable (72). Mais une fois encore,
I’absence de connaissances précises sur la persistance des IgG spécifiques aux orthoflavivirus
d’intérét chez les chevaux est une limite a ces conclusions. Enfin, notre enquéte de
séroprévalence est une enquéte épidémiologique transversale : les données de séroprévalence

ont été collectées simultanément aux données d’exposition aux facteurs de risque.

3.1.4. Comparaison des facteurs de risques avec d’autres ¢études

sérologiques en fonction des conditions du milieu
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Les résultats de notre étude concernant les facteurs potentiellement associés a une
probabilité plus élevée de séropositivité pour le WNV dans la zone de Confluence ont montré
que seuls des facteurs liés a I’environnement et au mode de vie des équidés, tels que le logement
en paturage exclusif et la proximité avec des zones spéciales protégées, augmentaient
significativement le risque. Cela est cohérent avec les connaissances actuelles sur le cycle
biologique du virus et de ses vecteurs, et les études publiées : les chevaux n’étant pas rentrés
aux heures ou les moustiques Culex sont les plus actifs, classiquement au crépuscule et jusqu’a
I’aube (101, 102), sont logiquement davantage exposés a leurs piqlires. De méme, les ZPS sont
des aires ou la biodiversité est riche et propice a la rencontre des différents acteurs et a la
réalisation du cycle de transmission, d’autant plus que la concentration de cette diversité
biologique dans des espaces restreints favorise 1’infection d’hotes culs-de-sac (2).

De maniére surprenante, 1’étude statistique n’a pas révélé de corrélation significative
entre le statut sérologique des équidés aux virus West Nile et Usutu vectorisés par les
moustiques et le degré de nuisance lié a ceux-ci, renseigné par les propriétaires dans le
questionnaire. Cependant, ce résultat est difficilement interprétable, considérant le caractére
subjectif et treés individu-dépendant de cette donnée, et les renseignements trés lacunaires dont
nous disposions, 10 des 39 structures sollicitées n’ayant pas fourni d’informations a ce sujet.

En revanche, dans notre ¢étude, aucune -caractéristique individuelle n’a été
significativement associée a I’infection par le WNV. Ce résultat est compatible avec des études
menées en Camargue (72), en Allemagne (3), ou encore en Autriche (83). Néanmoins, d’autres
enquétes ont retenu ’age et la robe comme significativement associés a un risque de
séropositivité au WNV accrue : les chevaux adultes et ceux de couleur claire seraient davantage
a risque d’apres une étude menée dans le Sud-Ouest de 1I’Espagne (73). D’autres résultats
obtenus au sein de la population équine en Israél entre 1997 et 2013, révelent que I’espece et la
race seraient également des facteurs prédisposants a la piqiire par les moustiques vecteurs du
virus du West Nile : les Quarter horse et chevaux Arabes étant davantage exposés, et les pur-
sangs et poneys moins a risque. Cette étude conclut également a un risque plus élevé pour les
chevaux de robe claire par rapport a ceux de robe foncée (85). Cependant, les auteurs restent
prudents quant a ces conclusions, contredites par d’autres résultats qui montrent au contraire
une séroprévalence pour le WNV plus élevée chez les chevaux de couleur foncée (86). De
meéme pour I’influence de la race, qui peut étre liée a une différence d’utilisation et de mode de
vie des chevaux : les pur-sangs et autres chevaux de sport sont ainsi communément davantage

protégés contre les moustiques que des chevaux de loisirs vivant en extérieur.
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Concernant le virus Usutu, peu d’études se sont intéressées a I’influence des différents
facteurs de risques potentiels, cependant, les chevaux « pure race » seraient plus a risque
d’apres 1’é¢tude menée en Espagne du Sud-Ouest citée plus haut (73). Dans notre étude en
Gironde, aucun facteur de risque n’a pu étre mis en évidence, mais le facteur “pure race” n’a
pas été analysé.

Ainsi, les résultats des différentes études sur les facteurs de risque favorisant I’infection
par le WNV et USUV ne se rejoignent pas toujours et se contredisent méme parfois. Il est
difficile dans 1’état des connaissances actuelles de tirer des conclusions consensuelles et
certaines de ces enquétes. Cela met en lumiére le manque de connaissances qui demeure
aujourd’hui vis-a-vis de la biologie des orthoflavivirus et de leurs vecteurs, et la nécessité

urgente d’en apprendre plus sur leur fonctionnement et modes d’expansion.

3.1.5. Les mécanismes expliquant 1I’émergence et I’expansion de WNV sur

un territoire, application a la Gironde
L’émergence inattendue du virus du West Nile dans ce nouveau territoire frangais, mise
en évidence par notre étude en 2023 et ’apparition de plusieurs cas cliniques équins en 2022,

souléve des interrogations sur les facteurs ayant favorisé son introduction.

Introduction du virus dans un nouveau territoire :

L’hypothése principale implique les oiseaux migrateurs. En effet, la Gironde est a
I’aplomb d’une des principales routes migratoires de la planéte, ainsi qu’une région de halte et
de nichage importante pour de nombreuses espéces de passereaux et de rapaces, deux groupes
majoritairement concernés dans le cycle de transmission du WNV (87). Des programmes
d’étude ciblés sont maintenant nécessaires afin d’identifier les especes d’oiseaux présentes en
Gironde jouant le role d’hotes réservoirs et amplificateurs dans cette nouvelle région touchée.
Par ailleurs, les incendies dévastateurs survenus en Gironde en juillet 2022 ont été a I’origine
d’une désorganisation dramatique des écosystemes sur pres de 30 000 hectares de foréts. En
modifiant les interactions complexes et I’équilibre entre les organismes, ces feux de foréts ont
pu favoriser I’implantation du virus et sa transmission au sein d’un écosysteme fragilisé.
D’autre part, les incendies jouent un role moteur mésestimé dans le maintien de la biodiversité
et le renouvellement de la richesse interspécifique, elle-méme favorable a de nouvelles

interactions entre le virus et ses hotes (88).
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Plus généralement, pour comprendre 1’émergence et les tendances de circulation des
virus dans un territoire, il faut non seulement étudier les phénoménes d’introduction, mais

¢galement les mécanismes d’amplification, de transmission et de persistance dans le temps.

Amplification et transmission du virus du West Nile :

L’implantation du virus sur le territoire tient en premier lieu a la présence d’espéces
d’oiseaux sauvages réservoir/amplificatrices et d’espeéces arthropodes vectrices, les
moustiques, permettant la réalisation de son cycle biologique. Cette présence dépend
essentiellement des caractéristiques environnementales et climatiques des écosystémes, en
termes de températures, précipitations, fréquence des épisodes d’inondations et présence de
zones humides permanentes qui favorisent a la fois la halte migratoire des oiseaux et le
développement des populations de moustiques. L'année la plus propice a I’explosion de
I’abondance du vecteur moustique comporte un hiver doux, un printemps sec, un été avec de
longues vagues de chaleurs, suivi d’un automne orageux (2, 89). Ainsi, de facon surprenante,
un printemps tres sec augmenterait les risques d'occurrence d’une épidémie chez I’homme (85).
En outre, ’importance de ’amplification du virus au sein d’un écosystéme donné dépend de la
réceptivité des especes hotes et vectrices présentes, ainsi que de leur résistance a I’infection et
de leur potentiel d’amplification : toutes les especes d’oiseaux, méme si elles sont susceptibles
d’étre infectées par le virus, ne sont pas d’aussi bons hotes réservoirs et/ou amplificateurs, cela
dépendant de facteurs génétiques et d’interactions biologiques complexes (4). D’autre part, le
milieu doit offrir des facteurs favorisant le contact entre les différents acteurs du cycle. La
densité vecteur/hote est déterminante, et elle-méme influencée par les caracteres
environnementaux : la sécheresse entraine ainsi un contact plus rapproché entre les vecteurs et
les hotes réservoirs aviaires autour des rares points d’eau. Par ailleurs, les couloirs végétaux
facilitent le déplacement des moustiques sur de plus grandes distances par rapport aux espaces
ouverts (2). Tous ces aspects font partie de la capacité vectorielle. Au sein de la capacité
vectorielle, des caractéristiques inhérentes aux vecteurs permettent également d’expliquer
I’amplification et les mécanismes de transmission du virus. Parmi elles, la compétence
vectorielle désigne ’aptitude a acquérir un agent infectieux au cours d’un repas sanguin, de
I’amplifier et de le retransmettre au cours d’un nouveau repas sanguin. Tous les arthropodes ne
peuvent pas assurer la transmission biologique de n’importe quel agent pathogéne, cette
réceptivité résulte notamment de facteurs génétiques et de I’évolution adaptative entre le virus
et le vecteur (2). Ainsi certains vecteurs seront hotes préférentiels, ou accessoires s’ils

interviennent seulement de facon minoritaire en raison de leur moins bonne réceptivité. La
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compétence vectorielle est estimée en laboratoire, et dépend notamment de la capacité
d’amplification du virus au sein de I’organisme de 1’insecte et de la concentration des particules
virales infectantes dans les sécrétions de celui-ci, transmissibles lors du repas sanguin. Le
potentiel d’amplification, ou capacité réplicative virale (fitness), est également une
caractéristique déterminante dans I’amplification et la transmission du virus. Elle tient compte
de la sensibilité a I’infection du moustique et de la capacité du virus a se répliquer au sein du
moustique et a franchir des barriéres biologiques telles qu’intestinale et salivaire. Ce dernier
critéere varie en fonction de nombreux facteurs, parmi lesquels la température joue un role
primordial : la réplication virale s’intensifie & température plus élevée. Ainsi, un étude a
démontré qu’a 30°C, 90% des moustiques transmettent le virus West Nile au cours du repas,
alors qu’a 18°C seulement 30% des Culex le transmettent (90). La température et I’humidité
influenceraient également la croissance des populations de moustiques vecteurs ainsi que leur
agressivité (4, 85, 90, 91). Finalement, les préférences trophiques du vecteur, c¢’est-a-dire les
préférences alimentaires manifestées par le moustique pour un type d'hote déterminé,
définissent le spectre d’hdtes potentiellement impliqués dans le cycle d’infection du West Nile.
En effet, en fonction de 1’espéce, les moustiques sont préférentiellement ornithophiles,
mammophiles ou alors peu sélectifs. Par exemple, d’apres une étude réalisée dans le Sud-Ouest
de I’Espagne, les espeéces Culex perexiguus, Cx. modestus et Cx. pipiens, préférentiellement
ornithophiles, permettent le maintien du cycle enzootique oiseaux-moustique dans la région,
tandis que Cx. theileri serait impliqué seulement dans la transmission aux humains (91).
Ainsi, I'installation du cycle de transmission du virus West Nile en Gironde serait le
résultat de I’existence de plusieurs facteurs concomitants : arrivée ou présence d’especes
actrices du cycle biologique viral, augmentation du potentiel de rencontre de ces especes,
évolution des parametres climatiques favorisant le développement des vecteurs et leur capacité

a transmettre le virus...

Persistance du virus du West Nile :

La situation épidémiologique en France oriente davantage vers I’hypothése d’une
persistance du virus d’une année sur 1’autre plutét que d’une réémergence annuelle. En effet,
les épizooties successives sur un méme territoire, comme en Camargue, et la grande proximité
des souches virales mises en cause d’un épisode a I’autre (Lignage 1 du WNV détecté chez les
moustiques et les chevaux depuis 2000, et la souche USUV Africa 3 depuis 2015 chez C.
pipiens d’apres une étude menée en Camargue entre 2016 et 2020) (84) supportent le scénario

d’endémisation pour ces virus dans la zone d’étude.

84



Les hypothéses expliquant la persistance du virus West Nile sur les territoires ou il
circule sont diverses et plus ou moins controversées, méme si plusieurs mécanismes coexistent
vraisemblablement. L’infection chronique des oiseaux, avec une persistance du virus
notamment dans le tissu rénal, a été mis en évidence (92) et pourrait expliquer la circulation du
WNYV sur plusieurs années. De méme, la transmission verticale chez les moustiques, ou encore
la capacité des femelles infectées a entrer en diapause hivernale sont autant d’idées avancées.
La transmission vectorielle continue, sans pause d’activité hivernale, est un autre mode de
persistance possible, originellement surtout dans les régions plus chaudes ou les températures
descendent peu, mais plus seulement aujourd’hui, avec le réchauffement climatique qui favorise
le gommage des saisons et des hivers moins rigoureux a des latitudes de plus en plus hautes
(92). Enfin, une biodiversité riche, ainsi que des paysages hétérogeénes multiplient les
interactions écologiques complexes et diversifiées, permettant I’entretien et le développement

pérenne du virus (2).

Infection des hotes culs-de-sac épidémiologiques et apparition de cas cliniques :

La circulation enzootique du virus peut étre importante alors méme que le risque de
transmission aux chevaux et aux humains est plus faible, car cette transmission a des hotes
accidentels dépend de facteurs supplémentaires. Par exemple, les moustiques ne se nourrissent
pas forcément sur 1’hote le plus abondant, en fonction de leurs préférences trophiques : une
¢tude menée en Italie du Nord met en évidence le caractere protecteur de la présence de poules
vis-a-vis de I’infection des humains et chevaux par le West Nile. De fagon corrélée, il est
observé qu’une diminution saisonni¢re de la population d’oiseaux préférée par les vecteurs
augmente le risque d’infection des hotes accidentels (93). Ainsi, le risque pour les humains et
les chevaux d’étre infectés par le WNV dépend des vecteurs présents sur le territoire. C’est
pourquoi I’étude entomologique des espeéces de moustiques présentes en Gironde et de leurs
préférences trophiques est essentielle a 1’appréciation du risque dans la région. Outre des
criteres d’espeéces, la préférence des moustiques pour un individu donné au sein d’une
population semble dépendre de divers criteres : le choix de I’hdte se fait de fagon générale grace
aux fonctions sensorielles de I’insecte, capable de percevoir des émissions tels que 1’acide
lactique, I’acétone ou les composés phénoliques excrétés dans la sueur des animaux cibles, de
méme que les variations de gaz carbonique expiré (90). Les couleurs foncées exercent
¢galement un pouvoir attractif sur le moustique. Cela corrobore les conclusions d’études
montrant une séroprévalence positive pour le WNV plus élevée chez les chevaux de robe

foncée, méme si I’infection semble davantage mortelle chez les chevaux de robe claire d’apres
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cette méme ¢étude (86). Cette sensibilité accrue des chevaux de robes claires vis-a-vis du
développement de signes cliniques suite a 1’infection par le virus du West Nile pourrait étre
expliquée par un lien génétique existant entre la couleur de robe et la réponse immunitaire de
I’héte. Rappelons cependant qu’une autre étude menée en Israél citée plus haut montre une
séroprévalence plus importante chez les chevaux de robe claire, méme si cette conclusion
pourrait étre biaisée par le lien entre la robe et la race des chevaux inclus dans 1’étude (85).
L’influence de la robe sur les risques de piqlre est donc sujet a débat, et ne peut étre étudi¢e
comme facteur isolé expliquant les préférences trophiques des moustiques et les risques
d’infection liés. Par ailleurs, la femelle moustique utilise ses pieces buccales pour le repérage
thermique des capillaires sanguins, les zones a peau fine et glabres ou a poils courts sont donc
préférées. Ce constat concorde bien avec la séroprévalence pour le WNV inférieure chez les
poneys trouvée par la méme étude menée en Israél (85).

Le risque est également 1ié¢ aux probabilités de contact et de rencontre entre les vecteurs
et les hotes accidentels. L’activité des chevaux et leur mode de vie est ainsi un facteur
prédisposant ou non a la rencontre avec les moustiques infectés. Cette probabilité de contact
peut également connaitre des variations, ce qui explique alors 1’observation d’une saisonnalité
dans le spectre d’hdtes touchés : I’infection et la déclaration des cas humains se concentrent par
exemple en été, époque a laquelle non seulement les moustiques sont les plus actifs, mais ou
nous passons aussi davantage de temps en extérieur et proches des points d’eau, donc davantage
au contact des vecteurs. Des facteurs génétiques propres aux espéces hodtes culs-de-sac
sembleraient également jouer un role dans les différences de réceptivité et de sévérité de la
maladie contractée. Ainsi, les chevaux de race Camargue, soumis au contact du virus du West
Nile depuis des décennies, paraitraient plus résistants au développement de la maladie, méme
si des cas mortels ont tout de méme été recensés en 2024 (94). Des recherches complémentaires
sont cependant nécessaires pour vérifier ces constats. En revanche, il est intéressant de constater
que I’infection des hotes culs-de-sac, incapable de poursuivre le cycle de transmission du virus,
provoque un effet de dilution : I’impact positif ou négatif de la diversité biologique dépend de
la compétence des especes présentes : s’il y a davantage d’espéces compétentes pour
transmettre le virus, cela favorise son maintien et son développement, par contre, si beaucoup
d’especes sont non compétentes, le nombre de repas des moustiques pris sur des hotes
incapables d’amplifier le virus va en conséquence diminuer le taux d’infection dans la
population de moustiques, et donc le risque d’infection diminue (2).

Enfin, ’expansion rapide du virus & de nouveaux territoires et a de nouvelles especes

peut s’expliquer par I’émergence de souches plus virulentes, capables de se développer dans
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I’organisme d’autres especes, ou encore par I’apparition de mutations améliorant I’efficacité de
réplication du virus chez I’hote (95). Cela a notamment été le cas en Israél entre 1997 et 1999,
ou encore lors de I’expansion fulgurante vers I’Ouest des Etats-Unis en 1999 (2). C’est d’autant
plus le cas du virus Usutu, dont la virulence est trés lignage-dépendante. Cette plasticité
génétique propre aux virus a ARN rend ces événements mutationnels encore plus inquiétants
par leur fréquence et leur imprévisibilité (96).

Enfin, avec 1’évolution climatique globale et la remontée de 1’aire de répartition des
vecteurs, une explosion de I’ampleur des épizooties et épidémies est par ailleurs a craindre car
le virus pourra atteindre des populations naives complétement dépourvues d’immunité. Ainsi,
une enquéte sérologique menée au Royaume-Uni en 2019 a révélé I’absence de cas de WNV
autochtones sur le territoire, les seuls équidés séropositifs ayant vraisemblablement été
vaccinés. Les pays du nord de I’Europe s’intéressent ainsi de fagon croissante a la situation
européenne concernant la circulation du West Nile, car leurs populations non immunisées sont
d’autant plus a risque. En revanche, I’étude de 1’évolution de la séroprévalence au sein de ces
populations totalement naives présente un intérét certain car elle permettra de connaitre
précocement I’introduction et I’expansion du WNV et d’en suivre les limites, afin de prendre

des mesures préventives en conséquence (97).

3.2.  Critiques et perspectives pour I’avenir

Les résultats obtenus par notre étude offrent des perspectives intéressantes et inédites
quant a la situation sanitaire en France concernant le virus West Nile. Cependant, il est essentiel
d’en évaluer les limites et les implications, afin d’ouvrir la voie a des recherches futures plus

approfondies.

3.2.1. Représentativité de 1’échantillon testé

Comme cela a été décrit plus haut, les criteres de sélection des équidés inclus dans
I’étude ont été choisis en fonction des objectifs de celle-ci, a savoir déterminer 1’état de la
circulation des orthoflavvirus WNV et USUV au cours de I’année 2022, dans les zones
considérées comme les plus a risque en Gironde. Nous avons également profité de cette enquéte
pour étudier I’éventuelle circulation du TBEV jusqu’alors jamais décrite dans cette région.

Fondamentalement, cette assertion comporte déja un biais car ces “zones a risques” ont été
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déterminées en fonction de la localisation des premiers cas cliniques de 2022, sans étude
préliminaire d’orientation accessible. D’autre part, cet échantillonnage s’est évidemment heurté
a des considérations pratiques qui ont limité sa réalisation : notre capacité a joindre les
différentes structures, la motivation et la disponibilité des gérants de ces mémes structures, le
caractére manipulable des chevaux... Autant de facteurs qui créent inévitablement un biais
d’échantillonnage, celui-ci n’étant de fait pas véritablement aléatoire. Quant a la
représentativité de la cohorte étudiée, il faut prendre en compte les objectifs de 1’étude : si I’on
se place a I’échelle du département, la cohorte échantillonnée ne représente que pres de 2% de
la population équine de Gironde (494/23300 (60)). Cependant, a 1’échelle des 39 structures
visitées, on compte au total environ 1100 équidés : la population échantillonnée représente alors
45% de I’effectif total de ces structures (494/1100). Ainsi, notre cohorte d’étude peut, par sa
taille, étre considérée comme représentative des zones ciblées dans cette premiére enquéte
comme étant les plus a risque. Cela correspond bien aux fins de cette enquéte 2023, qui
rappelons-le, n’avait pas pour ambition de balayer I’ensemble de la Gironde, mais d’étudier
I’é¢tendue et I’intensité de circulation du WNV en 2022 a la suite des premiers cas équins
autochtones en Gironde dans la zone Confluence. Il s’agissait d’une étude pilote financée sur
fonds propres de chaque partenaire de I’étude (Clinique de Conques, DDPP33, LNR West
Nile).

Outre les considérations sur la taille de ’échantillon, et pour des raisons pratiques
¢galement, notre cohorte n’est pas forcément représentative de la population équine de Gironde,
en termes d’abondance relative des différentes especes (seulement 3 anes inclus dans 1’étude),
de couleurs de robe... Cela a également eu pour conséquence que certains facteurs de risques
n’ont pu étre pris en compte dans 1’analyse statistique car ils n’étaient pas assez représentés au

sein de notre échantillon.

3.2.2. Perspectives d’amélioration

Cette premicre enquéte menée en 2023 constitue en fait une étude pilote qui permettra
I’optimisation des protocoles et des modalités de réalisation pour le futur. Tout d’abord, le
questionnaire envoyé¢ aux propriétaires pourrait étre complété afin d’en exploiter les réponses
au mieux : il serait intéressant, pour les chevaux qui sont rentrés le soir en box, de savoir a
quelle heure ils le sont, et surtout s’ils sont déja en intérieur au moment du crépuscule, ou les
moustiques du genre Culex sont les plus actifs. D’autre part, concernant les informations sur

I’utilisation principale des chevaux de sport, dont on peut supposer qu’ils sont davantage
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déplacés pour participer aux compétitions, des informations sur ces déplacements, tels que leur
distance par rapport au domicile, leurs destinations, permettraient par exemple d’explorer leur
impact sur le risque d’infection en fonction des régions visitées. Par ailleurs, le score de
nuisance renseigné par les propriétaires s’est avéré peu exploitable dans notre étude a cause du
caractére trés subjectif de ce critere. Afin de palier a cela, il serait intéressant de fournir une
grille de score avec des critéres précis, permettant aux participants de se situer selon des critéres
plus objectifs et donc comparables d’une structure a ’autre. Il serait par ailleurs pertinent de
savoir a quel moment de la journée ou de la nuit les équidés sont le plus génés par les
moustiques. En outre, on pourrait envisager de caractériser précisément quels moustiques sont
responsables de la nuisance rapportée : en effet en journée, les moustiques du genre Aedes,
vecteurs du virus de la dengue, peuvent par exemple étre davantage impliqués que les
moustiques du genre Culex. Cela permettrait de mutualiser les données pour la surveillance des
multiples agents pathogeénes d’importance en sant¢ humaine. La variabilité inter-enquéteur et
la facon de poser les questions est aussi un biais a prendre en considération que 1’on pourrait
rectifier, par exemple, par la formation homogénéisée des intervenants de terrain. Si ’on veut
¢galement explorer de fagcon plus précise 1’impact de la couleur de robe sur I’attirance des
moustiques vecteurs, il s’agira d’€tre plus rigoureux sur la caractérisation des robes, notamment
pour les robes pies, pour lesquelles la quantité de blanc sur le pelage peut énormément varier
d’un cheval pie a ’autre. Finalement, un des principaux enjeux pour les prochaines études sur
la circulation autochtone des orthoflavivirus en Gironde sera de sélectionner les équidés n’ayant
pu s’infecter sur d’autres territoires. En effet dans notre étude, les criteres ont été établis
uniquement pour le WNV, seuls la vaccination WNV et un séjour en zone de circulation
endémique (pourtour méditerranéen ou Espagne) au cours des 6 derniéres années étaient des
critéres d’exclusion. Concernant le virus TBEV, les tiques dures /. ricinus sont retrouvées sur
quasiment tout le territoire francais a I’exception du sud-est de la France ou il fait trop sec. Un
¢chantillonnage adapté spécifiquement a 1’étude de ce virus serait nécessaire afin d’évaluer
correctement 1’état de sa circulation dans le Sud-Ouest de la France, notamment en incluant des
€quidés ayant vécu uniquement en Gironde. De plus, dans certaines études, il a ét€ montré que
les bovins étaient de trés bonnes sentinelles pour la circulation du TBEV (98). Il serait d’abord
nécessaire de valider le fait que les équidés peuvent étre utilisés comme sentinelles pour ce
virus.

Il a d’autre part été envisagé pour notre enquéte, mais non réalisable dans un premier

temps, de déterminer le groupe sanguin de tous les équidés échantillonnés, afin d’évaluer si,
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comme chez les humains, les moustiques Culex piquaient préférentiellement un groupe sanguin
en particulier (99). Cela pourrait étre intéressant a étudier pour les futures investigations.

Par ailleurs, il serait intéressant de poursuivre les investigations sur les interactions
existant entre WNV et USUV. En effet, il a été mis en évidence que chez C. pipiens, une pré-
infection par USUV réduit la transmission de WNV, tandis qu’une co-infection simultanée
réduit la transmission d’USUV uniquement (100). Chez les hotes aviaires, des études réalisées
chez des pies ont montré qu’une infection USUV protégeait partiellement contre une infection
WNV (101). Cependant, il a déja été trouvé dans la nature des cas mortels aviaires ou les deux
virus ¢€taient présents au sein des organes. C’est le cas en 2023, ou un pigeon ramier en
Charente-Maritime et une grive musicienne en Gironde étaient co-infectés (Données LNR West
Nile). Enfin, USUV ¢étant asymptomatique chez les équidés, il serait intéressant de savoir si une

infection a USUV pouvait fournir une protection contre une infection a WNV.

Pour aller plus loin dans 1’approfondissement des connaissances sur les orthoflavivirus,
il serait indispensable de mener des enquétes conjointes sur leurs circulations chez les
arthropodes, par des campagnes de capture, les oiseaux, les autres especes de mammiferes, et
notamment de caractériser avec précision les especes de vecteurs présentes en Gironde, comme
cela a été fait en Camargue. En effet, cela est déterminant pour prévoir 1’évolution enzootique
ou épizootique dans la région, le potentiel d’expansion et le risque d’infection pour I’homme et
les différentes especes hotes potentielles. Cet apport de connaissances, associé¢ a une étude
précise des biotopes, des flux migratoires et des écosystémes, pourra permettre de cibler de

nouvelles zones potentiellement a risque et d’adapter les mesures de prévention.

3.2.3. Les orthoflavivirus : une maladie ré-émergente méritant une
surveillance renforcée
3.2.3.1. En Gironde et en France : saison 2023 et mesures

mises en place depuis notre étude

Cette premicre enquéte de séroprévalence menée en 2023, en amont de la saison de
transmission 2023, dans la population équine de Gironde proche des lieux de confirmation des
premiers cas infectés dans la zone, a permis de mettre en évidence la circulation active du WNV
et USUV dans des zones précises. Dans le domaine de la recherche, ces résultats préliminaires

ont permis d’installer sans tarder, mi-juillet 2023, des piéges a moustiques dans la région de
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Confluence afin de poursuivre les investigations sur la circulation du WNV et USUV chez les
autres especes dans cette zone a haut risque (102). L’enquéte de 2023 apparait comme une étude
pilote, fournissant les premiers résultats et permettant de dessiner les prochaines pistes de
recherches opérationnelles pour appréhender et controler au mieux 1’émergence du WNV dans
cette région jusqu’alors indemne. Elle met également en évidence la nécessité, mais aussi la
faisabilité d’une prise en compte intégrée et globale de I’enjeu dans une logique One Health,
ou la coopération entre les acteurs de la santé publique humaine, animale, environnementale et
des organismes de recherche et administratifs, est essentielle pour gérer au mieux ce danger
nouveau dans les territoires du Sud-Ouest de la France.

D’autre part, cette enquéte a contribu¢ au lancement de mesures préventives nécessaires
pour garantir la santé publique en Gironde et Charente Maritime, notamment par le
renforcement des précautions prises en milieu hospitalier pour les dons du sang et dons
d’organes (100). En effet, pour la premicre fois, les données en sant¢ animale et
environnementale ont été prise en compte pour la sécurisation des produits labiles sanguins.
Jusqu’a aujourd’hui, seule la détection du premier cas humain dans un département donné
déclenche les mesures de diagnostic génomique viral (DGV, recherche du génome WNV au
sein des poches de sang et organes des donneurs) pour le département. En 2023, a la suite du
diagnostic du premier cas humain dans la métropole de Bordeaux, le Haut Conseil de la Santé
Publique (HCSP) a réuni tous les acteurs de la surveillance régalienne du WNV, réunissant
I’EFS, le Centre National de Référence (CNR) des arbovirus, le LNR West Nile,... dans le but
d’établir la zone ou le DGV allait étre mis en place. Dans un premier temps, il était prévu de
restreindre le DGV a la métropole bordelaise. Cependant, les données recueillies via 1’étude
des pi¢ges a moustique précisément placés dans les écuries a forte circulation en 2022 que notre
¢tude avait mis en évidence, ont rév¢lé la circulation active du WNV au nord de la Gironde. De
plus, grace aux acteurs de terrain et notamment aux vétérinaires sensibilisés, des suspicions
cliniques équines dans le sud de la Charente-Maritime ont été remontées. De ce fait, le DGV a
été étendu a tout le département de la Gironde mais également a la Charente-Maritime par
anticipation (103). Quant a la filiére équine, les propriétaires et gérants de structures équestres
sont depuis d’autant plus vivement encouragés a vacciner leurs animaux contre le WNV, surtout
dans le secteur de Confluence ou le risque apparait a priori comme étant plus élevé.

A T’échelle de la France, selon le bilan de la saison 2022 publi¢ par I’ANSES (Figure
24), ainsi que d’apres les données de Santé publique France, 6 cas humains auront été recensés
en Provence-Alpes-Cote d’Azur (PACA), et 9 cas équins, dont 6 localisés sur le pourtour

méditerranéen, en Corse, et pour la premicre fois 3 en Gironde. Cette “conquéte de I’Ouest”
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insidieuse est confirmée par notre étude de séroprévalence, qui a révélé la circulation active
jusqu’alors silencieuse, du virus West Nile dans le département girondin. D’ailleurs, le bilan de
la saison suivante 2023 en est ’image : les cas rapportés ont explosé en nombre, et ’aire de
répartition s’est encore élargie vers 1’Ouest, avec la déclaration d’un premier cas dans le
département du Gers, et I’expansion de la circulation en Gironde aux départements de Charente
et Charente-Maritime. Ainsi, au cours de la saison de transmission 2023, 49 cas humains ont
été recensés en Nouvelle-Aquitaine, PACA et Corse, 49 cas équins ont été diagnostiqués en
Nouvelle-Aquitaine, sur le pourtour méditerranéen et dans le Gers, ainsi que 7 cas aviaires en

Nouvelle-Aquitaine.

; ' - ) .
{ ' [ £
> - »! i,
u ’: ‘ ‘)/; Gironde: 24 3
Y 0 -
- ’/‘/ B * { - Gers - 1
= T | 2 »
\, 3 § »
IR A )| | m I |

Figure 24 : Cas équins d’infection West Nile rapportés au cours des saisons de transmission 2022 et 2023 (Crédit :
Laboratoire National de Référence, (104))

Si les enquétes de séroprévalence s’averent ainsi étre de bons indicateurs prédictifs de
I’évolution du virus et de son expansion, une telle explosion du nombre de cas détectés entre
2022 et 2023 peut également en partie étre expliquée par la sensibilisation accrue des
professionnels et des détenteurs d’équidés quant a la détection de la maladie, permettant la
déclaration de davantage de cas qui seraient auparavant passés inapercus (100, 104). Ainsi, en
cas de suspicion d’un cas d’infection aigué par le WNV, le vétérinaire doit envoyer un
¢chantillon de sérum a un laboratoire départemental agréé par la DGAL via sa participation a
des essais inter-laboratoires organisés par le LNR West Nile, pour le diagnostic sérologique
chez les équidés, ou seront effectués des tests sérologiques ELISA IgG et IgM. Les délais
d’obtention des résultats sont environ de 4h pour les IgG et de un jour pour les IgM. Si le
résultat est positif ou douteux, ou s’il y a une forte suspicion clinique malgré un test ELISA
négatif, les échantillons sont ensuite transférés a I’ANSES, au LNR West Nile pour

confirmation et déclaration du cas aupreés de la DGAL. Un test de séroneutralisation, réalisé au
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LNR, est nécessaire lorsqu’un des deux tests ressort « douteux ». Une amplification génique
par RT-PCR peut théoriquement également étre réalisée sur urine (le matériel viral y serait plus
longtemps détectable en raison du portage rénal du virus WNV notamment) (41). En post-
mortem, le prélevement d’échantillons de tissu nerveux (encéphale, moelle €piniere) permet
I’isolement et le séquengage de 1’agent pathogéne infectant, et d’en caractériser ainsi la souche.

Aujourd’hui, I’absence de tests a la fois spécifiques et sensibles, directement utilisables
sur le terrain motive le développement de nouveaux tests sérologiques rapides, spécifiques et
utilisant du matériel non contagieux. Une méthode de diagnostic sérologique multiplexe des
infections a orthoflavivirus chez les équidés utilisant la technologie Luminex® (Biorad) a été
développée par le LNR West Nile en 2016 en collaboration avec I’Institut Pasteur et montre
des résultats encourageants. Fondée sur le principe de la cytométrie en flux, cette technique
allie l'utilisation de microsphéres magnétiques recouvertes d’antigénes (protéines virales)
différentiables et une double lecture aprés excitation par deux lasers. La technique Luminex®
a beaucoup d’avantages : le volume de sérum nécessaire est limité, ce qui est un atout
notamment lors des tests réalisés chez les oiseaux. De plus, les résultats sont disponibles en 24h
et pour plusieurs virus grace a sa forme multiplex, contrairement a la séroneutralisation qui
requiert plusieurs jours et la manipulation des virus en laboratoire confiné de niveau 3.
Cependant, si cette méthode est prometteuse, il reste toujours difficile de discriminer les
orthoflavivirus du méme sérocomplexe JEV (WNV, USUV, JEV) (105). Des travaux de

recherche sont en cours pour tenter d’améliorer la spécificité de ce test.

Cette volonté d’améliorer la détection du virus et de documenter sa circulation de facon
plus rigoureuse et compréhensive s’est également étendue au virus Usutu, sa surveillance étant
adossée a celle du WNV et réalisé par le LNR WNV. L’année 2023 a été marquée par une
circulation exceptionnelle du virus parmi les populations d’oiseaux sur une large partie du
territoire métropolitain francais, apres 5 ans de faible circulation continue (pour rappel, en 2018
une tres forte épizootie due a USUV a été observée en France ou plus d’une centaine de cas
aviaires répartis sur 47 départements ont ét¢ diagnostiqués — LNR WNV) (Figure 25). Le virus

a également été détecté chez I’homme en Gironde en 2022.
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2023 : une année exceptionnelle pour USUV
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Figure 25 : Cas d’infection par le virus Usutu au cours des saisons de transmission 2022 et 2023. (Crédit : Laboratoire
National de Référence (100))

Face a la flambée de cette circulation virale et a son extension marquée engendrant un
risque sanitaire accru en santé humaine et animale, le Comité de Veille et d’ Anticipation des
Risques Sanitaires (COVARS) a émis le 20 octobre 2023 une note, elle-méme mise a jour le 18
juin 2024, faisant un état des lieux de la situation et établissant de nouvelles recommandations
pour lutter contre les risques liés aux virus WN et Usutu. Le COVARS vy insiste a nouveau sur
la nécessité d’une action concertée des différents acteurs nationaux dans un cadre One Health,
et d’une action territorialisée, ainsi que d’une approche globale comprenant le renforcement
des mesures de surveillance humaine, animale et environnementale, et des moyens
d’information et de sensibilisation, la lutte anti-vectorielle, I’optimisation de la prise en charge
médicale et la poursuite des recherches sur les arboviroses (106).

Les bilans des saisons de transmission du WNV, chez les équidés mais aussi les oiseaux
et les humains, établis par le Laboratoire national de Référence pour le WNV et Santé Publique
France durant I’année 2023, suggerent que I’on se dirige vers une dynamique endémique du
virus dans la région. La comparaison avec la situation dans les régions historiquement touchées
par le WNV est également intéressante pour anticiper 1’évolution possible de la circulation
virale dans les zones nouvellement touchées : ainsi, le virus West Nile est endémique en
Camargue depuis des décennies, cependant son allure épidémiologique n’est pas réguliere, et a
notamment ét¢ marquée par une période de silence entre 2004 et 2015, année marquée par une
explosion de cas cliniques. La question se pose donc ici d’un phénomeéne de réintroduction ou
plutét d’une période de persistance a bas bruit qui aurait accompagné une diminution de

I’immunité chez les populations d’héte. Cela suivi d’une année plus propice au développement
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et a la transmission du virus expliquerait ensuite la réémergence massive de la maladie. Ce
phénomene ne semble pas isolé puisqu’il a €¢galement été observé en Israél en 2000 et en 2005
(85). Plusieurs scénarios sont donc envisageables quant a 1’évolution de la circulation du virus
du West Nile en Gironde et seule la poursuite et I’¢largissement des recherches sur les années
a venir permettra d’y voir plus clair.

Par ailleurs, une poursuite de 1’expansion de son aire de circulation, vers le nord
notamment, est également a craindre dans le futur proche, compte tenu des dynamiques
actuelles, de 1’évolution climatique et de la géographie/topologie. De nouvelles études sont
cependant nécessaires pour anticiper plus précisément 1’évolution épidémiologique de ce virus
: il faudrait pour cela multiplier les années d’études, approfondir les recherches sur les
phénomenes migratoires, les mécanismes de persistance des vecteurs et I'impact du

réchauffement climatique sur leur répartition géographique (72).

3.2.3.2. Enquétes  épidémiologiques et  avancées

scientifiques en France et a l’international en 2024

Notre étude de séroprévalence en 2023 s’inscrit dans une dynamique actuelle globale
de recherche active autour de des orthoflavivirus émergents, a toutes les échelles. En Nouvelle-
Aquitaine d’une part, une enquéte sérologique semblable a celle menée en Gironde a suivi en
Charente-Maritime en 2024, suite a la déclaration de 6 cas équins dont le premier le 11 aott
2023. Le LNR WNV a également lancé d’autres opérations de recherche sur le terrain, comme
une analyse de la sérothéque du zoo de la Palmyre (2015-2023), ou le WNV a été incriminé
dans la perte d’une quarantaine d’oiseaux de la collection, afin de tenter de dater I’introduction
du virus en Charente-Maritime. A 1’échelle nationale, des enquétes sérologiques ont été menées
a travers tout le territoire chez les especes aviaires de 18 parcs zoologiques sur 2023 et 2024
(Données LNR West Nile). D’autres enquétes chez les équidés, oiseaux, bovins sont en cours
de réalisation dans d’autres départements de la Nouvelle Aquitaine (Thése FCPR de Clément
Bigeard — Encadrement CHU Bordeaux et LNR West Nile).

Dans le monde entier, depuis I’année 2023, des centaines d’études ont été publiées sur
le virus West Nile : des enquétes de séroprévalence similaires a la notre révelent la circulation
du virus dans de nouveaux territoires, comme en Libye ou le virus a été détecté pour la premiere
fois chez les animaux (107), ou en Espagne dans la communauté¢ de Madrid, parmi les
populations d’oiseaux sauvages (108). Face a la montée en latitude de 1’aire de distribution du

WNV, les pays plus au nord s’intéressent également de plus en plus aux orthoflavivirus : une
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enquéte de séroprévalence menée aux Pays-Bas sur le WNV, USUV et TBEV permet un
premier état des lieux de la situation épidémiologique dans le pays ou un cas humain a été
déclaré en 2020 (109). Elle révele néanmoins de trés faibles séroprévalences chez les chiens et
les chevaux (110). Le virus du West Nile réémerge également dans des zones ou il était resté
silencieux pendant plusieurs années, comme en Italie ou les lignages 1 et 2 ont récemment été
responsables d’épizooties massives et inattendues (111, 112). La connaissance plus approfondie
des facteurs de pathogénicité, des mécanismes de transmission et de persistance et des modes
d’interactions entre le virus et ses hotes est primordiale pour la mise en place de moyens de
lutte efficaces contre le virus. C’est ainsi que la caractérisation plus poussée du génome du virus
permet I’identification de génes intervenant dans sa virulence et la compétence vectorielle des
vecteurs (113). Par ailleurs, I’intervention de bactéries symbiotiques appartenant au microbiote
du moustique Culex jouerait un role favorisant dans le développement du WNV au sein de
I’organisme de ce dernier (114). Les recherches sur le développement d’outils de détection et
des méthodes de surveillance sont également de plus en plus nombreuses : une étude menée au
Pays-Bas démontre I’intérét de I’utilisation d’oiseaux de basse-cour comme sentinelles de la
circulation du WNV et USUV (115), tandis que de nouveaux tests de dépistage sont proposés
pour simplifier et optimiser la détection précoce des infections sur le terrain et dans des régions
plus reculées ou disposant de peu de moyens, comme le test sérologique multiplexe développé
par ’ANSES précédemment cité, ou encore un test immunologique par micropuce a flux latéral
indépendant de l'espece, développé par une équipe néerlandaise (116).

Outre la nécessité¢ d’améliorer nos performances diagnostiques, il apparait également
nécessaire de développer le volet préventif dans le controle de la maladie. La vaccination contre
la fievre de West Nile est une mesure essentielle a promouvoir dans les territoires ou le virus
circule. Vient alors la question de la population concernée par la vaccination : au vu de la
prévalence de cas asymptomatiques séropositifs, est-il pertinent de vacciner les individus déja
séropositifs, ou sont-ils protégés a vie contre la maladie ? Si oui, combien de temps ? La
littérature manque de données concernant 1’espéce équine sur la persistance des défenses
immunitaires contre le WNV. D’apres les résultats d’une nouvelle étude menée a I’Université
de Médecine vétérinaire de Budapest, les chevaux ayant développé des signes cliniques a la
suite d’une infection par le WNV conservent une quantité protectrice d’anticorps neutralisants
au moins 4 ans apres I'infection (117). En revanche, d’apres ces mémes travaux, les chevaux
séropositifs n’ayant jamais déclaré la maladie voient leur taux d’anticorps diminuer rapidement
dés les premieres années post-infection, il n’est donc pas possible d’assurer qu’ils seront

protégés contre une potentielle réinfection. En considération de ces récentes découvertes, et
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bien que 1I’on manque encore de recul, il parait donc judicieux de conseiller la vaccination de
tous les chevaux n’ayant jamais montré de symptomes de la fievre de West Nile dans les régions
touchées par le virus (pourtour méditerranéen en Occitanie et PACA, Corse, Nouvelle-
Aquitaine), en accord avec les recommandations actuelles du RESPE ou de réaliser des
dépistages annuels au LNR West Nile afin de s’assurer la présence d’anicorps neutralisants
dirigés spécifiquement contre le WNV (118). La primo-vaccination consiste en deux injections
a 4-6 semaines d’intervalle, avec un rappel annuel plus judicieusement au printemps. Le
protocole de vaccination peut étre initié¢ dés 5 mois d’age, et une vaccination des pouliniéres
avant le poulinage garantit un transfert colostral des anticorps au poulain. Concernant les
chevaux qui ont déja été infectés et cliniques de la maladie, un suivi sérologique peut étre
envisagé afin d’évaluer I’évolution du statut immunologique et la nécessité de vacciner (119).

Il est intéressant de se placer a 1’échelle internationale pour envisager les perspectives
de la situation épidémiologique européenne. En effet, le WNV est aujourd’hui présent a travers
I’enticreté du territoire nord-américain. Mais grace a des politiques de vaccination de grande
envergure, le nombre de cas équins déclarés est passé de 15 257 en 2002 a 116 en 2022 (120).
Cela prouve qu’une mobilisation coordonnée des différents acteurs en santé publique, animale
et des autorités gouvernementales, ainsi que la mise en place de stratégies basées sur la
prévention vaccinale sont nécessaires et efficaces dans la prise en charge de cette nouvelle
menace.

La recherche d’un vaccin humain efficace est également un enjeu majeur au vu de
I’explosion des cas cliniques, et des pistes sur 'utilisation de moustiques transgéniques
semblent prometteuses (121). En outre, la vaccination n’est pas la seule solution de contrdle
envisagée et des outils thérapeutiques sous la forme de molécules antivirales sont également en
cours d’étude (122).

Les recherches ¢pidémiologiques sur le virus Usutu sont souvent menées
conjointement a celles étudiant le WNV, en parall¢le de recherches poussées sur la séquence
génétique du virus, afin de mieux en appréhender les dynamiques d’évolution et de transmission
(123).

Concernant le virus de I’encéphalite a tiques, le recensement des études menées au
cours des derniers mois montre également un intérét accru pour ce virus et ces mécanismes. De
méme que le WNV, le TBEV conquiert continuellement de nouveaux territoires, comme en
Allemagne du Nord ou de nouveaux foci ont ét¢ découverts récemment grace a des études de
séroprévalence parmi les animaux sauvages et domestiques (124), ou encore en Croatie (125).

La communauté vétérinaire ne dispose cependant toujours pas de vaccin contre le TBEV chez
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les chevaux, mais des résultats sont parus sur la performance du vaccin humain chez le cheval,

sans pouvoir encore en démontrer 1’efficacité (126).

3.2.3.3. Bilan de la saison 2024 en France et en Europe

En 2024, la France hexagonale a fait face a la plus forte saison de transmission depuis
son arrivée sur le territoire, surtout chez les équidés, causant 89 cas dont 11 déces. (Données
LNR West Nile et Santé Publique France). La majorité des cas étaient localisés sur le pourtour
méditerranéen. Cependant, la saison a surtout ét¢ marquée par une extension spectaculaire de
I’aire de répartition du virus, notamment en Nouvelle-Aquitaine, avec la notification d’un

premier cas équin en Vendée et des cas aviaires dans le département de la Vienne (Figure 26).
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Figure 26 : Cas d’infection par le virus West Nile en 2024 pour les foyers/cas animaux et pour les cas humains dans les pays
d’Europe (UE et voisins) (source : bulletins hebdomadaires Plateforme ESA) (127)

La Corse a également signalé 3 cas équins, et les DOM-TOM n’ont pas été épargnés
puisque des cas équins symptomatiques ont été diagnostiqués en Guadeloupe en aott 2024, et

le virus a été décrit pour la premiere fois en Martinique en décembre. Les populations animales
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n’étaient pas les seules concernées par cette expansion : le Gard, I’Hérault, le Var les Pyrénées-
Atlantiques ont di déplorer des cas humains dont un déces. La saison s’est étendue du 15 juillet
2024, avec les premiers cas équins symptomatiques dans le Var et Bouche-du-Rhone, jusqu’a

fin octobre. (Figure 27)

2 cas aviaires (Vienne) 1 cas aviaire (Charente Maritime)
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Var
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1¢ cas équins dans I'Hérault 81 chevaux infectés: Gironde
Dont 1 en Charente- Maritime

Figure 27 : Cinétique de I’épidémie West Nile en France hexagonale en 2024 chez les équidés et oiseaux basée sur la date de
début des symptomes (Données LNR West Nile)

Des recherches sur les souches circulant au cours de la saison 2024 ont permis de
conclure que deux souches de la lignée 2, apparentées a celle de 2023 en Gironde et celle
circulant en Italie ont circulé de fagon active sur le territoire cette année-la. Ces données
démontrent pour la premiére fois la circulation du WNV lignée 2 en Camargue ou seule la
lignée 1 avait été¢ décrite. De plus, les analyses phylogénétiques des souches retrouvés en
Charente-Maritime et Vienne démontrent que ces derniéres découlent de la souche circulante
de 2023 (Données LNR West Nile).

En Gironde, un seul cas de maladie de West Nile chez les équidés a été déclaré au cours
de la saison, tardivement (Figure 27). Cela pourrait peut-étre s’expliquer en partie par
I’ensemble des mesures mises en place suite aux résultats de I’enquéte sérologique de 2023, et
au travail de communication et de sensibilisation qui ont accompagné cette dernicre. En effet,
le WNV n’était pas méme connu de beaucoup de propriétaires et acteurs de la filiere équine
dans cette région jusque-la épargnée. De méme, la prise de conscience a également concerné
les professionnels vétérinaires. Maintenant conscient de la menace, ceux-ci sont en mesure de

promouvoir la vaccination, mesure de lutte essentielle, ainsi que de conseiller les détenteurs de
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chevaux sur les autres plans de lutte a mettre en place, notamment contre les arthropodes
vecteurs. Si la vaccination explique réellement ces chiffres en Gironde en 2024, cela est de bon
augure quant a I’efficacité des mesures de prévention mises en place sur ce territoire et motive
leur extension aux autres régions touchées. Enfin, la forte circulation du WNV en 2023 dans ce
département ou 24 cas équins ont été déclarés, il semblerait également que beaucoup de
chevaux se seraient immunisés naturellement.

Hors des frontiéres francaises également, la saison 2024 a ¢été marquée par une
circulation importante du WNV en Europe, avec notamment un nombre de cas humains
rapportés presque doublé par rapport a 2023, et une moyenne mensuelle supérieure a celle des
dix derniéres années. Les chiffres restent toutefois inférieurs a ceux de 2018, ou on avait assisté
aune explosion du nombre de cas. Cette saison 2024 se distingue également par une distribution
géographique du virus encore plus large, de nouvelles régions se voyant nouvellement touchées
dans la plupart des pays ou le WNV circule. La méme dynamique d’expansion et de circulation
active est retrouvée chez les animaux aussi, avec de nombreux cas équins et aviaires rapportés
en Allemagne, Espagne, Autriche, Hongrie, Italie, Portugal, Croatie, Pologne, Lettonie (dans
I’ordre décroissant du nombre de cas déclarés), entre avril et novembre 2024. Le rapport de de
décembre 2024 de I’ECDC (European Center for Disease Prevention and Control) dont est issu
ce bilan annuel précise que les chiffres publiés sont en plus trés probablement sous-estimés du
fait du caractére majoritairement asymptomatique de la maladie et des retards de diagnostic et
de déclaration associés (128). Cette intensification de la circulation virale était attendue dés le
début de la saison par les autorités de surveillance, compte tenu des conditions météorologiques
favorables aux vecteurs et a une saison de transmission allongée.

Concernant les virus USUTU et TBEV, la France n’a pas encore connu ses premiers cas
équins en 2024, bien que le virus TBEV circule bien en région Auvergne-Rhone-Alpes chez les
humains, comme en témoignent les épisodes d’infection alimentaire par le lait cru survenues
de fagon sporadique, notamment en Haute-Savoie en 2024 et dans I’ Ain en 2020 (129, 130). A
savoir, depuis 2021, a la suite des premiers cas humains contaminés par la consommation de
fromages de chévre au lait cru en 2020 dans 1’ Ain, la maladie est depuis, soumise a déclaration
obligatoire (131). La séroprévalence du TBEV dans les populations équines et humaines est
d’autre part en augmentation chaque année juste aux frontieres de la France, comme en Suisse,

Allemagne, Italie, ou la saison 2024 a encore été marqué par des chiffres historiques (25, 132).
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3.2.4. Les autres virus a considérer pour le futur en médecine vétérinaire

équine

Aujourd’hui, I’expansion des zones de circulation de virus menagant la santé humaine
et animale, la découverte de leur présence active dans des territoires ou I’on ne les soupgonnait
pas jusqu’alors, comme en témoigne 1’étude de séroprévalence réalisée en Gironde en 2023,
nous amene a redouter le futur : de nouvelles espéces virales sont découvertes chaque année,
d’autres réémergent, tandis que le réchauffement climatique bouleverse les dynamiques
biologiques et nos connaissances sur les vecteurs de ces agents pathogénes. Pour ne citer que
I’espece équine et outre les orthoflavivirus déja évoqués présents sur le territoire frangais,
d’autres agents viraux de maladies vectorielles devront étre pris en compte dans le futur de la

médecine vétérinaire.

Tout d’abord dans la famille des orthoflavivirus, le virus Bagaza (BAGV) est un
exemple d’agent pathogéne vectorisé sur lequel on dispose de peu de connaissances, mais qui
mérite une surveillance accrue dans le contexte actuel. Le BAGV est connu depuis 1966 en
Afrique centrale et a récemment ét¢ impliqué dans des épisodes fatals parmi les populations
d’oiseaux d’Espagne (2010) et du Portugal (2021). C’est un virus @ ARN monobrin positif
vectoris€¢ par les moustiques du genre Culex, comme le WNV et USUV. Le BAGV est
responsable de maladie neurologique touchant majoritairement certaines especes de perdrix, de
faisans ainsi que le pigeon ramier avec un taux de mortalité s’¢élevant jusqu’a 30% (133). La
mise en évidence du virus chez des pies bavardes au Portugal en 2023 témoigne du manque de
connaissances criant concernant le spectre d’hotes, les dynamiques de transmission et de
persistance de ce virus (134). Pour I’heure néanmoins, le BAGV n’a jamais été détecté chez les
mammiféres en conditions naturelles, et les expériences réalisées montrent un potentiel de
réplication des particules virales 100 000 fois moins importante dans des cellules de rongeurs,
humains et primates par rapport a des cellules d’oiseaux et de moustiques (135). Cependant,
I’implication du BAGV est évoquée dans le cadre d’une enquéte de séroprévalence du WNV et
de 'USUV menée sur des chevaux et des chiens dans le Sud-Est de la France en 2023 :
caractéris€ par une grande réactivité croisée avec ces deux derniers virus, le BAGV pourrait
étre proposé comme potentiel responsable des résultats ELISA positifs non caractérisables par
SNT, obtenus chez 19% des chiens testés (28). De plus amples recherches sont nécessaires pour
explorer le risque représenté par cet orthoflavivirus pour les différentes espéces de mammiferes,

dont I’homme et le cheval.
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D’autres familles d’arbovirus comptent également des espéces virales d'intérét majeur
en médecine vétérinaire équine. C’est le cas de la peste équine africaine (136), causée par
I’agent pathogéne nommé AHSV (African Horse Sickness Virus). Ce virus est un orbivirus de
la famille Reoviridae, pour lequel neuf sérotypes ont été décrits a ce jour. Distincts d’un point
de vue antigénique et immunogene, ces sérotypes montrent peu d’ immunité croisée, et la primo-
infection par une souche est immunisante pour cette souche uniquement. Historiquement
endémique en Afrique subsaharienne parmi les populations de zebres résistants au
développement de la maladie, le virus de la peste équine africaine est transmis par la piqire de
culicoides africains de la famille des Ceratopogonidae, dont la répartition s’étend aujourd’hui
vers le nord avec le réchauffement climatique. De ce fait, longtemps cantonnée au continent
africain, la peste équine a fait son apparition dans la Péninsule ibérique dans les années 70 et
plus récemment en Thailande en 2020. Cette maladie touche majoritairement les équidés : les
chevaux sont plus sensibles que les mules et les anes, tandis que les zeébres jouent le rdle d hotes
réservoirs. Les chiens sont les seuls autres mammiferes chez lesquels le virus a déja été détecté.
La peste équine est une maladie a déclaration obligatoire par I’OIE et classée ADE en France
(obligation de déclaration, de surveillance, de prévention, de certification et d’éradication
immédiate). En effet, I’enjeu économique et sanitaire est majeur et les dommages peuvent
atteindre 90% de mortalité chez les populations €équines naives. La maladie se caractérise par
une atteinte des cellules endothéliales et peut prendre plusieurs formes : la forme subaigiie est
frustre et caractérisée par une fievre peu prononcée, des muqueuses congestives, de 1’apathie et
de I’anorexie. La forme pulmonaire est la plus mortelle, avec jusqu’a 95% de mortalité : aux
symptomes généraux s’ajoutent hyperhidrose, toux spasmodique, détresse respiratoire et jetage
nasal. La deuxieme forme aigue est cardiaque, et provoque environ 50% de mortalité : le cheval
présente de la fievre, un cedéme de la téte, de I’encolure, une effusion pleurale, parfois des
pétéchies. La présentation clinique la plus commune est finalement une forme mixte pulmonaire
et cardiaque (16). Ainsi, la présentation initiale peu spécifique de la maladie la rend de prime
abord peu différentiable d’autres maladies vectorielles comme la fievre du West Nile, I’anémie
infectieuse équine et les encéphalites équines exotiques. Tout comme pour le WNV, des test
ELISA sont disponibles pour un diagnostic précoce mais ne permettent pas d’identifier la
souche ni de faire la différence avec la présence d’anticorps vaccinaux. C’est pourquoi en
France et dans les autres zones européennes indemnes du virus ou sous surveillance, la
vaccination est soumise a autorisation préalable. Cependant, la vaccination semble la solution

la plus efficace pour controler cette maladie et un vaccin vivant atténué contenant les souches
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les plus rencontrées est largement utilisé en Afrique depuis les années 1960. Des études sont
actuellement en cours pour développer un vaccin DIVA qui n’interférerait pas avec les mesures
de surveillance. De mémes que pour la fievre du West Nile, il n’existe pas de traitement
spécifique pour la peste équine africaine, et outre la vaccination, les mesures de prévention de
la maladie consistent en une réduction de I’exposition aux vecteurs (hébergement des chevaux
en intérieur avant la nuit, utilisation de répulsifs, favorisation de la présence de prédateurs des
culicoides : poissons, grenouilles, chauve-souris) (137).

Un autre groupe d’arbovirus d’importance considérable est celui des encéphalites
équines exotiques, qui regroupe les virus de 1’encéphalite équine de I’Est (EEE), I’encéphalite
équine de 1’Ouest (EEO), I’encéphalite équine vénézuélienne (EEV) appartenant au genre
Alphavirus au sein de la famille Togaviridae, ainsi que 1’orthoflavivirus de I’encéphalite équine
Japonaise (JEV), déja évoqué car appartenant au méme complexe que le virus du West Nile.
Ces maladies sont assez similaires au niveau des signes cliniques chez les chevaux :
hyperthermie associée a une anorexie, symptomes neurologiques caractérisés par des
modifications de posture (raideur, incoordination des membres, ataxie), ou du comportement et
de la vigilance (agressivité, hyperexcitabilité, inconscience...). Les symptomes peuvent se
dégrader et conduire a la mort de I’animal. Cependant, la durée d’incubation et la sévérité de la
maladie différe d’un virus a I’autre.

L’encéphalite équine de I’Est est transmise par la piqire de moustiques du genre
Culiseta, ornithophile, qui assure le maintien du cycle avec les oiseaux, et notamment les
passereaux, hotes réservoirs. Des vecteurs ponts mammophiles, du genre Ochlerotatus, et Aedes
sont & ’origine de I’infection des mammifeéres. Parmi ceux-ci, les chevaux et les humains sont
fréquemment touchés, mais d’autres espéces de reptiles, de mammiféres domestiques et
sauvages sont également concernés, et de petits rongeurs peuvent aussi étre vecteurs
amplificateurs, sans que la plupart ne développent de signes cliniques. Exceptionnellement, la
maladie peut également se transmettre par un contact avec des animaux malades ou morts,
notamment via la manipulation d’organes internes, de tissu nerveux ou de liquide
céphalorachidien d’un animal infecté (130, 138). Les chevaux et les humains sont des culs-de-
sac épidémiologiques pour le virus de I’EEE. L’EEE est une des plus séveres des encéphalites
exotiques avec 75 a 100% de Iétalité. La période d’incubation est moyenne, entre 5 et 14 jours.
En raison de la biologie des vecteurs, 1’encéphalite équine de I’Est est majoritairement
rencontrée en Amérique du Nord entre les mois de juin et d’octobre.

Le virus Madariaga correspond aux lignées II, III et IV du virus EEEV autrefois

décrites. Tres proche du virus de I’EEE, il sévit en Amérique centrale et du Sud. Pathogéne
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pour les chevaux et les humains, il circule aussi chez un grand nombre d'espéces de mammiféres
dont les rats et les chauves-souris, peut-étre aussi chez des oiseaux et des reptiles. Ce virus
émergent figure également parmi ceux sur lesquels on dispose de trés peu de connaissances
concernant le cycle, les hotes et la pathogénicité, ainsi que le risque potentiel qu’ils
représentent. C’est pourquoi des programmes de surveillance s’implantent aujourd’hui,
notamment au Brésil ou le BAGV circule activement et a été a I’origine d’une crise épizootique
mortelle dans la population équine en 2019 (139).

L’encéphalite équine de I’Ouest, quant a elle, est une maladie plus rare avec des taux
de mortalité faible, de 1’ordre de 4% et une 1étalité de 20 a 50%. Vectoris¢ par les moustiques
des genres Culex et Culiseta, le virus de I’EEO circule surtout dans les Etats & 1’Ouest du
Mississipi et en Amérique du Sud. Apres une durée d’incubation de 5 a 14 jours, I’infection est
le plus souvent infra-clinique (140). Récemment, le virus a été toutefois responsable d’une forte
épizootie chez les équidés en Argentine ou faute de moyen plus d’une centaine de cas ont été
confirmés, mais d’apres les remontées faites par les vétérinaires, environ 1400 chevaux auraient
été touchés, avec un taux de mortalité avoisinant les 50% (Données du Laboratoire de Référence
de I’Union Européenne pour les Maladies Equines, porté par I’ANSES).

Finalement, 1’encéphalite équine vénézuélienne touche principalement I’ Amérique
centrale et I’Amérique du Sud, et concerne tous les équidés (chevaux, anes, mules, zebres) et
les humains. Deux des six souches existantes, IAB et IC, sévissent de fagon épizootique et sont
hautement pathogeénes chez les chevaux et les humains, elles peuvent se répandre tres
rapidement et largement dans la population €quine et sont a 1’origine d’épisodes pouvant
s’étendre sur plusieurs mois. Les rongeurs sont les considérés comme les hotes réservoirs.
Cependant les souches ¢épizootiques IAB et IC peuvent réaliser un cycle de transmission
secondaire impliquant les chevaux et les humains comme hotes amplificateurs et les moustiques
du genre Ochlerotatus en sont les vecteurs préférentiels. D’autres souches, ID et IE, d’allure
plutdt enzootique, ont pour especes réservoirs des rongeurs et pour vecteurs les moustiques du
genre Culex. Elles peuvent étre a I’origine de signes cliniques chez I’humain. Si les humains et
équidés sont des impasses épidémiologiques pour les autres encéphalites exotiques, cela est
différent dans le cas de ’EEV : les humains et chevaux peuvent étre infectants pour le
moustique, et les chevaux peuvent également représenter une source d’infection a travers leurs
fluides corporels, par contact direct ou aérosols (141). Dans le cas de ’EEV, la période
d’incubation est courte (1-5 jours) et les taux de létalité atteignent 80%. Ainsi, les encéphalites
équines de 1’Ouest, de I’Est et vénézuélienne sont des zoonoses, circulant activement sur

I’ensemble du territoire américain. Au 22 octobre 2024, 117 cas d’EEE sont déja recensés par
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le réseau de vigilance du RESPE pour I’année 2024 (142). Si elles n’ont pour 1’heure pas atteint
I’Europe, leur distribution géographique est en expansion et le risque d’importation des espéces
réservoirs et des vecteurs est faible mais non négligeable, accru par les échanges internationaux
de plus en plus nombreux de personnes et d’animaux, notamment d’équidés (143). En France,
elles font partie des maladies a déclaration et surveillance obligatoire (catégorie E), avec
obligation de certification pour ’EEV (catégorie DE) (144). Comme pour la fieévre du WNV,
le diagnostic est fait le plus communément par SNT (test sérologique de référence). La PCR et
I’isolement viral sur sang, sérum, LCR ou encéphale sont aussi utilisés. Il n’existe aucun
traitement spécifique, et les vaccins disponibles sur le marché ne sont pas autorisés en France.
Les moyens de prévention consistent la encore en une lutte anti vectorielle : aménagements du
territoire (réduction des niches écologiques) ou utilisation d’insecticides et de répulsifs, sorties
des €quidés en dehors des périodes de forte activité des vecteurs (crépuscule), sans oublier la
désinfection des locaux et du matériel surtout dans le cas de ’EEV qui peut également étre
transmise via les fluides corporels infectés.

Par ailleurs, I’anémie infectieuse équine (AIE) mérite également d’étre considérée, car
elle représente un danger déja présent pour la santé équine sur le territoire francais.
Majoritairement transmise par la piqlre de taons et de stomoxes, ¢’est une maladie vectorielle
qui ne peut étre néanmoins incluse dans les arboviroses car les arthropodes jouent ici le role de
vecteurs mécaniques, a la maniere d’une aiguille souillée. Il n’y a aucune réplication virale dans
I’organisme de ces vecteurs. Le virus de I’ AIE appartient au genre Lentivirus de la famille des
Retroviridae, comme le virus du VIH chez ’homme. Sa répartition géographique est mondiale
et il affecte les chevaux, mulets et anes. Ce virus circule en France sous forme de foyers
sporadiques émergeant tous les uns a deux ans dans la population équine, notamment en
Ardeche, dans le Var et la Dordogne. Historiquement, beaucoup de cas sont des chevaux
importés d’Europe de I’Est et notamment de Roumanie ou I’AIE est enzootique. L’Italie est
¢galement concernée, I’ AIE y étant enzootique chez les mules, et I’ Allemagne est le troisiéme
pays le plus touché, mais seulement de facon sporadique. L’infection par le virus de I’AIE est
le plus souvent asymptomatique mais la persistance du virus dans le sang des animaux infectés
en fait des réservoirs contagieux a vie. La transmission naturelle par voie sanguine entre équidés
reste cependant assez faible, et semble exceptionnelle via le lait, I’alimentation ou la saillie. Par
contre, la transmission in utero est possible. Lorsque des signes cliniques apparaissent, apres
une période d’incubation de 10 a 15 jours et le plus souvent a la belle saison ou les insectes
vecteurs sont les plus actifs, ils se caractérisent par des cedémes déclives, une perte de poids,

des signes locaux oculaires, une fiévre d’origine indéterminée. Une anémie et une
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thrombocytopénie sont des anomalies hématologiques fréquemment rencontrées. La mort
survient en une dizaine de jours dans 80% des cas. Les survivants présenteront ensuite une
forme chronique ou latente, avec la réactivation possible du virus en période de stress. Une
forme suraigué peut également étre observée, bien que rarement, chez les jeunes équidés : la
mort survient 1 a 3 jours apres la déclaration d’une fievre importante (>40°C) et un abattement
intense. L’AIE est une maladie réglementée en France et catégorisée DE, c’est-a-dire a
obligation de déclaration, surveillance et certification. Les cas doivent étre déclarés a la
DDETSPP, ce qui conduit a la mise sous arrété préfectoral portant déclaration d’infection
(APDI), a la conduite d’une enquéte épidémiologique et a I’interdiction de mouvement dans un
rayon de 3 km autour de la structure. Les animaux positifs sont mis a mort et 1’Etat déclare les
cas a ’OIE. Cette surveillance active et radicale est nécessaire mais compliquée en pratique,
comme en a témoigné 1’épisode de 2019 en Dordogne, avec I’existence de foyers secondaires
parfois difficiles a mettre en évidence et 1i¢ au lien affectif entre les propriétaires et leurs
chevaux. L’infection par le virus de I’AIE est par ailleurs un vice rédhibitoire pour lequel un
délai de 30 jours s’applique. Ainsi, les conséquences économiques et sanitaires de cette maladie
peuvent étre extrémement préjudiciables pour la filiere équine, d’autant plus qu’il n’existe pas
de traitement spécifique ni de vaccin. En France et en Europe, le contréle de la maladie passe
par le dépistage des étalons reproducteurs utilisés en insémination artificielle et des animaux
importés ou exportés, ainsi que par la lutte contre les insectes vecteurs et de bonnes pratiques
médicales (dépistage des donneurs de sang, utilisation d’aiguilles a usage unique). Le test
d’immunodiffusion en gélose, ou test de Coggins, est le test de référence pour dépister la
maladie (145).

Pour finir et afin d’avoir une vision la plus exhaustive possible, des virus non vectorisés
sont également a 1’origine de maladies neurologiques chez les équidés et doivent étre pris en
compte dans le diagnostic différentiel : le virus EHV-1 responsable notamment de la forme
neurologique de la rhinopneumonie, est bien connu en France et fait ’objet de moyens de
surveillance et de controle déja importants. Cependant, ce n’est pas encore le cas du virus de
Borna BoDV-1, dont I’infection provoque une maladie polio-encéphalomyélitique sporadique
chez les chevaux et les moutons majoritairement, et mortelle dans 80% des cas. Ce virus n’a en
effet encore jamais été détecté en France mais sa présence sérologique s’étend a de plus en plus
de pays dans le monde. Ainsi, en 2017, la forme clinique était encore seulement détectée dans
les zones endémiques d’Europe centrale (certaines régions d’Allemagne, Suisse, Autriche) et
au Japon. Le réservoir naturel du BoDV-1 est la musaraigne bicolore, mais d’autres especes de

rongeurs et de chauve-souris peuvent étre impliquées. La contamination se fait par voie
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olfactive, probablement par contact direct avec des sécrétions corporelles provenant d’individus
infectés. L’infection des grands mammiféres (chevaux et moutons surtout, ruminants,
carnivores domestiques et sauvages, singes et humains) ne semble étre qu’un accident rare dans
le cycle de transmission, cependant ceux-ci pourraient aussi étre réservoirs et vecteurs
potentiels du virus, sans que cela ne soit encore démontré. Le virus infecte I’organisme via les
terminaisons nerveuses olfactives, a travers la salive, I'urine, les sécrétions lacrymales ou
encore les cellules épidermiques. Une migration transneuronale lui permet ensuite d’atteindre
I’encéphale, ou il se réplique au sein des neurones et cause des 1ésions multifocales. Chez le
cheval, la majorité des infections sont asymptomatiques. La période d’incubation varie de deux
semaines a trois mois. La phase aigué de la maladie est marquée par des signes neurologiques
variés : déficits posturaux, proprioceptifs, mouvements répétitifs, grincements de dents, marche
en cercle, raideur de la nuque, nystagmus, hyperesthésie, agressivité, 1éthargie, somnolence ou
stupeur. L’hyperthermie n’est pas toujours observée. En phase finale, des paralysies,
convulsions souvent associées a des mouvements de “pousser au mur”, voire un décubitus avec
pédalage aboutissent a la mort de I’animal. La maladie de Borna peut étre diagnostiquée par
sérologie, détection d’antigene, PCR ou isolement du virus, mais aucune méthode n’est
suffisante a elle seule pour effectuer un diagnostic de certitude, d’autant plus que les taux
d’anticorps sont le plus souvent tres faibles, et difficilement détectables en dehors de la phase
aigué de la maladie (146). Le virus de Borna possede aussi un potentiel zoonotique, et serait
impliqué dans certains désordres psychiatriques, méme si cette théorie est encore largement
controversée (147). Récemment, en 2019, un nouveau variant a été découvert et présenterait un
potentiel zoonotique létal : le VSBV-1 (148). Par ailleurs, une étude allemande publiée en
janvier 2020 met en cause le virus de Borna dans § cas mortels humains survenus en Allemagne
entre 1999 et 2019. Ces récents évenements ravivent 1’attention pour ce virus dont on connait
une fois encore trés peu de choses mais qui constitue sans aucun doute un risque avéré et
grandissant pour la sant¢ humaine et animale. Des recherches sont ainsi lancées pour

développer de nouveaux vaccins qui protégeraient contre 1’infection.
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Conclusion

Les orthoflavivirus WN, USUV et TBEV sont des arbovirus zoonotiques présents en
France métropolitaine, transmis principalement par les moustiques du genre Culex pour les
deux premiers, et les tiques dures du genre Ixodes pour le dernier. Ces virus sont capables de
circuler a bas bruit, et la grande majorité des infections chez les humains, comme chez les
animaux, sont asymptomatiques, rendant leur surveillance trés complexe. Seules des enquétes
épidémiologiques ciblées chez les différentes espeéces concernées - notamment hommes,
oiseaux, chevaux et vecteurs arthropodes - permettent d’appréhender 1’évolution de ces agents
pathogenes et leurs dynamiques d’extension. D’apres plusieurs études, les chevaux se révelent
étre de bons marqueurs sentinelles de la pression d’infection et du risque encouru par les
humains d’étre infectés. C’est dans cette optique que [’étude de séroprévalence
transdisciplinaire sur 500 équidés du département de Gironde, dans le Sud-Ouest de la France,
a été lancée par I’ANSES en étroite collaboration avec la Clinique équine de Conques et la
DDPP33, suite a la déclaration des trois premiers cas équins d’infection par le WNV dans la
zone. Les résultats de cette enquéte ont révelé une circulation non négligeable des virus WN et
USUYV parmi les équidés dans les zones a risque échantillonnées, au cours de la saison 2022,
voire méme avant cela. Cela a permis la mise en place immédiate de mesures de prévention et
de controle adaptés, et le lancement de nouveaux programmes de recherche sur les autres
especes impliquées dans le cycle biologique de ces arbovirus. Ces résultats se sont par ailleurs
bien avérés annonciateurs de 1’évolution de I’extension virale par la suite, avec une explosion
des cas sur la saison 2023 et bénéfiques pour la protection de la santé publique avec la mise en
place du DGV en Gironde et Charente-Maritime par le HCSP. Cette étude a également mis en
¢vidence la circulation potentielle d’autres orthoflavivirus jusqu’alors non caractérisés sur le
territoire, et donc non identifiables par les tests de dépistage utilisés aujourd’hui. Cependant,
cette premiere enquéte d’envergure, inédite dans la région (I’étude du WNV se limitait
jusqu’alors au pourtour méditerranéen), comporte des limites : nos résultats de séroprévalence
ne peuvent €tre généralisés a I’ensemble du département girondin car 1’échantillonnage réalisé
a ciblé les zones considérées comme les plus a risque, dans un premier temps. Néanmoins, les
résultats montrent une disparité entre les différentes zones échantillonnées, ce qui permettra
d’adapter les critéres de choix et d’orienter les prochaines études. D’autre part, trop de données
manquaient a I’échelle individuelle et collective, concernant certains facteurs de risque, pour
pouvoir réellement conclure et apporter des résultats originaux. En outre, les critéres de

conception de notre travail de recherche étaient essentiellement basé sur les caractéristiques
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biologiques et épidémiologiques des vecteurs moustiques, en raison de la menace dominante
que représente le virus WN pour la santé humaine et équine. Ces travaux sont donc moins
probants pour I’étude de I’épidémiologie du virus TBEV, transmis par les tiques, qui présentent
des caractéristiques biologiques tout a fait différentes.

La discussion autour de ces nouveaux ¢léments met en évidence les connaissances
encore trés lacunaires sur les dynamiques des arbovirus et ouvre la voie a d’autres
questionnements et pistes de recherche. Il apparait nécessaire de poursuivre sans attendre les
recherches sur les espéces vectrices de ces agents pathogenes, qui en conditionnent 1I’expansion,
ainsi que sur les interactions biologiques complexes en permettant I’émergence, la diffusion et
la persistance sur un territoire. Nous disposons également d’encore trop peu de notions sur les
facteurs individuels et collectifs déterminant le risque d’infection et la gravité des symptomes
développés chez les especes touchées, et 1’exploration plus avant des mceurs des vecteurs,
comme, par exemple, une possible influence du groupe sanguin de 1’hote, ou de I’existence de
prédispositions  génétiques, raciales... pourraient aider a prévoir les évolutions
épidémiologiques et a protéger les populations les plus a risque.

Par ailleurs, le développement d’outils diagnostiques fiables et rapides est un enjeu
décisif dans la lutte efficace et précoce contre cette menace. En effet, les perspectives
thérapeutiques étant a ce jour trés limitées lors d’infections cliniques par les orthoflavivirus
¢tudiés dans ces travaux, la prévention, par la lutte antivectorielle et la vaccination, est I’axe de
lutte a privilégier, tout en renforgant la surveillance et les recherches sur les arboviroses. Ces
quatre pivots d’action sont clairement €énoncés et développés par Comité de Veille et
d’Anticipation des Risques Sanitaires (COVARS) dans son avis du 18 juin 2024, sur la prise
en charge de la menace West Nile (106).

Finalement, cette enquéte épidémiologique transdisciplinaire met en lumiere
I’importance d’appréhender de facon urgente et intégrée, selon le concept One Health, ces
problématiques d’expansion arbovirale zoonotique. Aujourd’hui, la pression exercée par les
arboviroses sur la santé publique et animale ne cesse d’augmenter, portée par 1’explosion de
I’aire de distribution des vecteurs, en raison du réchauffement climatique et des échanges
internationaux, et par I’émergence de nouvelles espéces virales capables d’atteindre de
nouvelles especes. C’est une course contre la montre et un véritable défi pour la recherche qui
doit appréhender la biologie de virus toujours plus nombreux, des différentes especes de
vecteurs, et comprendre les interactions et facteurs épidémiologiques a I'ceuvre afin d’anticiper

I’évolution de la situation a I’échelle mondiale.
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Un dialogue transfrontalier et méme intercontinental est ainsi capital si I’on veut espérer
combattre efficacement ces virus, qui ne respectent aucune démarcation. Une ¢étude
phylogénétique datant de 2024, s’intéressant aux différents lignages du WNV qui circulent a ce
jour dans le Sud de I’Espagne, a ainsi mis en évidence que les provinces du sud espagnol
constituent un point clé de passage pour les souches exotiques du virus de I’ Afrique a I’Europe,

en faisant une région clé-de-votte dans les programmes de surveillance internationaux (149).
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Annexes

Annexe 1 : Seroprevalence of West Nile, Usutu and tick-borne encephalitis viruses

in equids from south-western France in 2023, N. Chevalier & al., 24 av. 2025
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Abstract

The circulation of West Nile virus (WNV), Usutu virus (USUV), and tick-borne encephalitis virus (TBEV) was inves-
tigated in south-western France during the first six months of 2023, following the emergence of WNV in equids

in Gironde, a département in south-western France, in 2022. Blood samples were collected from 494 horses located
in the Gironde département and divided into three zones: the Confluence zone, the Intermediate zone and the Arca-
chon Basin. Samples were tested for WNV-, USUV- and TBEV-specific antibodies. An overall seroprevalence of 14%
(95% CI [11-18%)) for orthoflavivirus antibodies was detected in Gironde. The highest seroprevalence rates for WNV
and USUV were observed in the Confluence Zone (9%, 95% Cl [6—13%] and 5%, 95% CI [3-8%], respectively),

where the type of housing (animals kept in pasture only) and proximity to a special bird protection area were identi-
fied as risk factors for WNV seropositivity. This study presents the first seroprevalence investigation of WNV, USUV
and TBEV infections in equids located on the Atlantic coast of France and demonstrates intense circulation of WNV
in this region, as well as evidence of equine USUV-specific infection.
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Introduction

West Nile virus (WNV) is a reemerging zoonotic mos-
quito-borne orthoflavivirus (Flaviviridae family) that
represents a growing threat to human and animal health.
It is one of the main viral agents causing encephalitis in
humans and horses in Europe [1]. It was identified for the
first time in Uganda in 1937 [2], and its circulation is now
evident on all five continents [3]. WNV is maintained in
an enzootic cycle involving ornithophilic mosquitoes as
vectors (Culex spp.) and avian reservoirs and/or amplify-
ing hosts. The virus can infect approximately one hun-
dred mammalian host species, which are considered
epidemiologically dead-end hosts that do not participate
in virus spread [4]. Among them, humans and horses are
known to develop symptoms following WNV infection.
WNV infection is predominantly asymptomatic or can
cause flu-like syndrome. In 1 to 10% of cases, neurologi-
cal signs, the most common of which are ataxia, weakness
and muscle fasciculations, are encountered. Some horses
develop signs of encephalitis, leading to death or eutha-
nasia [5—7]. In addition, human-to-human transmission
of WNV during blood transfusions or organ transplants
has been extensively documented and remains a major
concern in the transfusion context [8, 9]. To reduce the
risk of nonvector transmission, Europe introduced pre-
cautionary measures to control labile products, such as
the exclusion of blood donors for 28 days after a visit to a
high-risk area (European Directive 2004/33/EC) [9].

As WNV circulation is heterogeneous between Mem-
ber States and is a compulsory notifiable disease for
birds (since 2021), equines and humans (since 2009) to
the European Commission [10], each country has imple-
mented an appropriate surveillance and monitoring
system to detect WNV cases in Equidae, avifauna and
humans.

Over the last decade, Europe has faced significant
changes in the distribution of WNYV, as well as two other
mosquito-borne orthoflaviviruses, Usutu virus (USUV)
and tick-borne encephalitis virus (TBEV), most likely
caused by global change and increasing global warming.
The three viruses actively cocirculate in most European
countries. Infections are mainly subclinical, and accurate
estimations of infection incidence rates are difficult.

The surveillance of WNYV infection relies heavily on
neurological syndromic surveillance in humans and
horses in most EU countries. Serosurveillance of equines
is often employed to detect virus circulation in a territory
and allows estimation of the intensity of circulation in
that territory [3, 11-17]. The outdoor lifestyle of equines
and their proximity to humans are good indicators of
WNV circulation and human exposure.

In France, WNV was detected for the first time in
the Camargue region in 1962. Between 2000 and 2021,
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several WNV outbreaks of varying intensity were
reported, all of which were located in the Mediterra-
nean region and Corsica [18-21]. The 2022 transmis-
sion season was marked by the emergence of WNV in
south-western France, which is located on the Atlantic
coast. In October 2022, three horses of three distinct sta-
bles in Gironde, a département in this region (Figure 1),
exhibited neurological signs, including ataxia, weakness,
muscle fasciculations, and encephalitis. Acute WNV
infection was confirmed by serological diagnostic meth-
ods (ELISA for IgM and IgQ) carried out by the French
National Reference Laboratory for WNV. USUV was
detected for the first time in 2015 in blackbirds in the
Rhone and Haut-Rhin départements [22]. A record cir-
culation of the USUV was recorded in 2018, with earlier
and more widespread detection than in previous years
[23]. In 2022 and 2023, the USUV continued to circulate
actively in France, with a human case diagnosed in Nou-
velle Aquitaine region [24]. TBEV has been an increasing
concern in France in recent years, with a slight increase
in the number of cases reported since 2015 [25]. TBEV
infection has been a notifiable disease in France since
May 2021 [26].

To obtain an accurate assessment of orthoflavivirus
circulation in Gironde, the first seroprevalence survey
was conducted among equids located near stables where
WNV cases in horses were newly reported in 2022 by
investigating possible seroconversion to WNYV, USUV
and TBEV (Figure 1).

We aimed to provide valuable insights into the inten-
sity of WNV circulation in 2022 in this newly emerging
West Nile virus zone and the associated risk factors for
infection. We also evaluated the occurrence of UUV and
TBEV in horses in this area.

Materials and methods

Geographical zones

The survey was conducted in Gironde, south-western
France, which is characterized by its contrasting land-
scape. The epidemiological parameters of the three
defined zones were determined. The first zone, named
Confluence, corresponds to the area where WNV-
infected horses were reported in 2022 (Figure 1). The
confluence lies at the junction of two rivers, the Garonne
River and the Dordogne River, where large populations
of mosquitoes can be expected. The second zone corre-
sponds to the Arcachon Basin. The Arcachon Basin lies
at the heart of the East Atlantic Flyway, one of the eight
most important bird migration corridors on the planet.
No cases of WNV infection were reported here [27].
These two zones offer a protected habitat for resident
and migratory bird species (represented in green in Fig-
ure 1) that use wetlands as a stopover during their long
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Figure 1 Map of the study area in south-western France, with black dots representing the stables where horses were sampled, grouped
into two main zones: the Confluence and Arcachon zones. The red circles indicate the stables where clinical cases were reported in 2022,
and the green polygons indicate the special protection areas for the protection of wild birds.

journeys. These avian tranquility zones encourage inter-
actions between local mosquitoes and competent avian
hosts, which promotes the establishment of the bird-
mosquito-bird transmission cycle of WNV and USUV.
The third zone covers the area between the Confluence
basin and the Arcachon Basin.

Study design and sample collection

The study was a cross-sectional prospective study. It took
place in April and May 2023, prior to the occurrence of
seasonal orthoflavivirus activity, to reflect the exposure
of horses to WNV, USUV and TBEV during the summer
of 2022, as IgG and neutralizing antibodies tend to have

a longer duration in infected horse sera [28, 29]. Ani-
mals were recruited by the Clinique Equine de Conques
(Saint-Aubin-de-Branne, Gironde, France) through social
media and client mailing, according to our three different
zones. All owners signed a consent form, and the treat-
ing veterinarians were informed of the procedure. This
study was approved by the Ethics Committee for Clinical
Research (ComERC) of the Veterinary School of Alfort
(EnVA) (Agreement number: 2023-06-23).

A convenience-sampling scheme that involved par-
ticipants who were easily accessible and willing to par-
ticipate in the study was applied. Serum samples were
collected from 494 adult (>2-year-old) client-owned
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equids residing in 39 different stables of the three stud-
ied zones: 306 equids from 25 stables in the Confluence
zone, 77 equids from 5 stables in the Arcachon zone, and
111 equids from 9 stables in the Intermediate zone (Fig-
ure 1). The animals were unvaccinated against WNV and
had been living in the sampling area for the past 6 years
throughout 2022 without travelling to the Mediterranean
region.

The number of equids sampled was stable in size: all
horses were sampled from small stables (1 to 6 animals),
10 horses were sampled from medium stables (between
10 and 15 animals), and 15 horses were sampled from
large stables (more than 15 animals). The average and
median age of the horses was 12 years. The 25% and
75% percentiles were 7 and 17 years, respectively. All
the animals were asymptomatic at the time of sampling.
Three cases from 2022 were not included in our cohort,
although two of the three corresponding stable cases
were included (Figure 1).

Serum samples were collected from each included
animal. Blood samples were collected in vacutainer dry
tubes and centrifuged at 5000 rpm for 5 min within 24 h
of collection. The serum was separated, stored at 4 °C,
and sent to the French National Reference Laboratory
for West Nile virus, ANSES (Maisons-Alfort, France), for
further analysis.

In addition to sample collection, each stable manager/
owner completed a survey consisting of personal face-
to-face interviews to gather information on individual
characteristics and stable management as well as their
perceptions of the nuisance caused by mosquitoes. This
information included age, sex, hair colour, and type of
housing. We also collected information about the envi-
ronment, such as the distance to the nearest water sur-
face and the distance to the northern special protection
areas (SPA) located in the Confluence zone. SPAs have
been created for the protection of wild bird species listed
in Annex 1 of the EU bird directive (Directive 79/409/
EEC) or that serve as breeding, moulting, wintering, or
staging areas for migrating birds. Five SPAs have been
defined in the study area around wetlands (Figure 1).

Serological testing

ELISA tests

The serum samples were first tested for IgG flaviviruses
via the commercial Pan-Flavivirus ELISA “ID Screen Fla-
vivirus competition” (Innovative Diagnostic, Montpellier,
France). The protocol was performed according to the
manufacturer’s instructions. The results are expressed as
%S/N. If a sample had a %S/N less than or equal to 40%,
the sample was considered positive. If it is strictly greater
than 50%, the sample is negative. If the result is between
40 and 50%, the sample is considered doubtful. Positive
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and doubtful results were confirmed for the presence of
WNV-, USUV- and TBEV-specific neutralizing antibod-
ies using specific virus neutralization tests.

Virus-neutralization test (VNT)

To identify specifically against which flaviviruses the IgG
antibodies detected by ELISA are directed, a virus neu-
tralization test (VNT) was carried out for the three main
orthoflaviviruses circulating in France: WNV, USUV
and TBEV. This test was performed in 96-well plates as
described in Beck et al. [20].

Briefly, the sera were diluted in a cascade by a fac-
tor of 2, from 1:5 to 1:160, in a final volume of 100 pL.
Fifty microliters of virus was added at an infectious dose
of 100 TCIDg,. After 1h30 of incubation at 37 °C and
5% CO,, 100 pL of Vero cells was added at a concentra-
tion of 2.10° cells/mL. The neutralizing antibody titre
was obtained by observing the cytopathic effect (CPE)
under a light microscope after 3, 4 and 5 days of incuba-
tion at 37 °C and 5% CO, for WNV, USUV and TBEYV,
respectively. The last dilution of serum showing no CPE
or a proportion of CPE less than a quarter of the well
observed was noted as the dilution of serum considered
where there was still protection against the virus. The
neutralizing antibody titre was therefore the inverse of
the serum dilution. A serum sample was considered posi-
tive if it displayed protection (no CPE) for a neutraliz-
ing dilution>1:10 for only one orthoflavivirus [30]. Sera
neutralizing more than one virus were considered posi-
tive for the virus neutralized at a fourfold higher dilution
than all other viruses. Sera were identified as those con-
taining antibodies against the virus displaying the highest
positive serum dilution. If a fourfold difference in neu-
tralizing antibody titres was not reached, the serum was
considered undifferentiated between the viruses. Sera
that tested positive by competitive ELISA and negative by
VNT were considered negative.

Statistical analysis
All collected variables were described in terms of fre-
quency distribution (qualitative data) or median and
range (quantitative data) classified by serological status.
Although we checked during the survey that the sam-
pled horses had no travel history to the Mediterranean
region, we did not have access to their travel history
inside the study region. Later, some horses had moved
between the three zones. In particular, the horses in the
Arcachon zone had been living for several months while
the Confluence zone was stable the year preceding the
survey. Additionally, the Intermediate zone is a rather dry
zone that is covered mainly by forests and is ecologically
different from the confluence zone, which is a mosaic
of pastures, woods, cultivated areas and vineyards. For
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this reason, and to minimize the impact of classification
errors due to horse movements, we chose to focus on the
Confluence zone in the remainder of the statistical analy-
sis. Donkeys were excluded from the analysis because
their physiological characteristics differ from those of
horses. Data related to the horses and stables of the Con-
fluence zone were analysed using mixed effects logistic
regression models, with the stable as a random effect.
The dependent variable was the serological status of the
animals according to the seroneutralization test. Fixed
effects were first individual-level data: animal age (years),
sex (male or female), hair colour (light or dark), and type
of housing (always on pasture, or both on pasture and
indoors). There were 150 water bodies in the confluence
zone, mostly segments (N=68) of low-flow natural rivers
(as the study region is rather flat, with a maximum alti-
tude of just 100 m and no fast-flowing rivers), water res-
ervoirs (N=>50) and gravel pit water bodies (N=25). The
others were estuaries, marshes and lakes. Culex breeding
sites can be found in these habitats, and the distance in
kilometres (km) to the nearest water surface was added
as a fixed effect.

Two SPAs were present in the Confluence area: a large
one to the north and a smaller one to the south (Figure 1).
Both were marshland areas. The distances in km to these
two SPAs were also added to the list of fixed effects.

Starting from the model with all the fixed effects, we
selected the most parsimonious model via backwards
model selection on the basis of the likelihood ratio test,
p value<0.05. The existence of spatial autocorrelation
between observations may bias parameter estimation in
statistical models. To determine if this was the case, we
tested the spatial autocorrelation of the model deviance
residuals [31] via Moran’s I test for increasing distances
in the range of the between-stable distances inside the
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Confluence zone. The exponentiated regression coef-
ficients produced odds ratios (ORs) as a measure of the
effect of the variables.

We used the nonparametric approach proposed by [32]
to test whether the associations between positive VNT
results and WNYV, USUV and TBEV (i.e., the number of
equids positive for 1, 2 or 3 of these viruses) significantly
differed from the expected distribution under the null
hypothesis of independent positive results. We also car-
ried out this test at a stable level, considering a stable test
to be positive if at least one horse was VNT positive.

All the statistical analyses were performed using R
4.3.3 (R Core Team 2024). Mixed effects logistic regres-
sion models were fitted using the Ime4 package [33].
Model selection was performed using the buildmer pack-
age [34]. Spatial autocorrelation was tested using the
pgirmess package [35].

Results

This study included 494 adults: 334 horses and 160
ponies, 271 of whom were male and 223 of whom were
female. The majority (412 horses) were active at the time
of sampling: 328 animals lived in pasture, whereas 166
had a mixed lifestyle (stable and pasture). In terms of hair
coat colour, 331 animals had a dark coat, whereas 163
had a light coat.

ELISA and VNT

Among the 494 horses included in the study, 70 were pos-
itive for orthoflavivirus antibodies according to competi-
tive ELISA, yielding a seroprevalence rate of 14% (95% CI
[11%-18%]). Among them, 60 animals were located in 20
stables in the Confluence zone, 5 horses were housed in
4 stables in the Intermediate zone, and 1 was based on 1
stall in the Arcachon area (Table 1).

Table 1 Comparative serological results among selected horses in the Confluence, Intermediate and Arcachon zones in the

Gironde département

Geographical zone

Confluence Intermediate Arcachon
Tested horses/stables 306/25 111/9 77/5
ELISA results
Positive horses/stables 64/20 5/4 11
Animal prevalence 21% (16-26%) 5% (2-10%) 1% (0-7%)
(95% Cl)
VNT results in ELISA-positive animals:
Positive horses/stables WNV 27/13 3/2 11
usuv 14/5 11 0/0
TBEV 6/4 1/1 0/0
Animal prevalence WNV 9% (6-13%) 3% (1-8%) 1% (0-7%)
(95% Cl) Usuv 5% (3-8%) 1% (0-5%) 0% (0-5%)
TBEV 2% (1-4%) 1% (0-5%) 0% (0-5%)
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Within the Confluence zone, 27 equids from 13 differ-
ent stables were positive for WNV by VNT (9%, 95% CI
[6-13%]). Within the same zone, 14 equids from 5 differ-
ent stables were positive for USUV (5%, 95% CI [3—-8%]),
and 6 equids from 4 different stables were positive for
TBEV (2%, 95% CI [1-4%]). In the intermediate zone, 3
equids housed on 2 stables were positive for WNV (3%,
95% CI [1-8%]), one horse was positive for TBEV, and
another horse was positive for USUV neutralizing anti-
bodies (1%, 95% CI [0—5%)]). For the Arcachon zone, only
one horse was positive for WNV (1%, 95% CI [0-7%)]),
and no horse was seropositive for the other viruses
(Table 1 and Figure 2). As the horse had been living for
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several months in a stable Confluence zone the year pre-
ceding the survey, we consider it an artefact.

Undifferentiable VNT results were also observed. In
total, 24 equids tested positive for WNYV, 5 horses tested
positive for both WNV and USUYV, 2 horses tested posi-
tive for WNV and TBEV, and none tested positive for
all three viruses simultaneously (WNYV, USUV, TBEV).
Additionally, 9 horses tested positive for USUV only, 1
horse tested positive for both USUV and TBEV, and 4
horses tested positive for TBEV only (Table 2).

The individual characteristics of the sampled animals
as a function of their WNV and USUV serostatus are
shown in Table 3. The qualitative comparison revealed

usuv
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Figure 2 Distribution of WNV, USUV and/or TBEV seropositive equids in the Confluence zone, the Arcachon Basin and the Intermediate
zone in the Gironde département in 2023. The circles represent the stables selected for the study, the size of which is proportional to the number
of sampled horses. The darker the color of the circles is, the greater the number of seropositive horses.
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Table 2 Association between VNT serological status for
WNV, USUV and TBEV

WNV usuv TBEV Number
of
animals

Positive Positive Positive 0

Positive Positive Negative 5

Positive Negative Positive 2

Positive Negative Negative 24

Negative Positive Positive 1

Negative Positive Negative 9

Negative Negative Positive

Negative Negative Negative 449

Total 494

that horses that tested positive for WNV were mainly
males kept on pasture only. This does not apply to horses
seropositive for USUV.

Risk factor analysis
A mixed effects logistic regression model of VNT
serostatus was fitted for WNV and USUV only since,
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for TBEV, the number of seropositive stables and equids
was very low. Furthermore, we focused our analysis on
the Confluence zone, where the vast majority of WNV-
and USUV-seropositive equids (306 equids) were located
(Table 3). For WNYV, starting from the full model (i.e.,
including all the fixed effects, Additional file 1), back-
wards model selection allowed us to identify two risk
factors for VNT seropositivity: the type of housing with
a strongly increased risk in animals always kept on pas-
ture (odds ratio [OR] =3.64) and the distance to the SPA
to the north of the Confluence zone (Figure 1), with a
decreasing risk when this distance increased ([OR]=0.93
for a 1 km increase) (Table 4). Other variables (age, sex,
hair colour and distance to the nearest water surface)
were not retained in the selected model. No spatial auto-
correlation was detected in the residuals of either the full
model or the model resulting from the selection proce-
dure, suggesting that these models captured the main
determinants of spatial variations in risk. For the USUYV,
model selection resulted in an empty model (containing
the intercept only) and did not allow the identification of
any seropositivity risk factors.

Finally, we detected a significant association between
WNV and USUV serological status (p=0.006), with the

Table 3 Characteristics of horses as a function of WNV and USUV serostatus

Individual horse characteristics WNV

Usuv

Positive horses

Negative horses

Positive horses Negative horses

Sex
Male 19 (70%)
Female 8 (030%)
Age 13 (2-30)
Hair colour
Dark 14 (52%)
Light 13 (48%)
Type of housing
Pasture only 23 (85%)
Pastures and indoors 4 (15%)

162 (58%) 8 (57%) 173 (59%)
117 (42%) 6 (43%) 119 (41%)
11 (2-35)° 10.5 (6-25)° 11 (2-35)°
197 (71%) 9 (64%) 202 (69%)
82 (29%) 5 (36%) 90 (31%)
158 (57%) 9 (64%) 172 (59%)
121 (43%) 5 (36%) 120 (41%)

@ Median and range, in years.

Table 4 Mixed effects logistic regression model of the VNT WNV serological status of the horses sampled in the Confluence

zZone
Variable? Value p value Odds-ratio °(95% Cl)
Intercept 0.002 0.10 (0.03-0.27)
Type of housing Pasture and indoors

Pasture only 0.04 3.64(1.11-13.15-17.47)
Distance to the Northern SPA Increase by 1 km 0.03 93 (87-99)

2 Reference class for the calculation of the odds ratio.
b Confidence interval.



Chevalier et al. Veterinary Research (2025) 56:91

number of equids positive for both viruses (five of the 494
equids, located in two stables) being significantly greater
than the expected 95% interval under the null hypothesis
(0—4 animals). Four of the 39 stable strains were positive
for WNV and for USUV. No association was detected
between WNV and USUV positivity at the stable level,
although the statistical power was lower than that at the
individual level.

Discussion

Over the last decade, France has witnessed a changing
epidemiology of WNV, USUV and TBEV orthoflavivi-
ruses, with an increased incidence of diseases in verte-
brate hosts [3, 16, 36].

From cohorts of equines located in the three defined
areas of Gironde, we demonstrated WNYV seroprevalence
rates ranging from 9% (95% CI [6—13]) in the Confluence
area to 3% (95% CI [1-8]) in the intermediate area and
1% (95% CI [0-7]) in the Arcachon Basin. These findings
are comparable to those of previous reports from Kosovo
[37], Spain [38-41], Germany [42—45] and France [18,
19]. In the Camargue region, which has been consid-
ered the historical area of WNV circulation in France
since the 1960s, the seroprevalence rate among equines
estimated between 2016 and 2020 is slightly higher, at
approximately 13% [19].

The highest USUV seroprevalence rate observed in
horses was obtained in the Confluence area (5%). It was
null near the Arcachon Basin.

Therefore, the Confluence area appears to be a local
amplification zone for Culex-borne orthoflavivirus cir-
culation. Our data revealed a low percentage of seroposi-
tive individuals infected with TBEV (0.3%). Nevertheless,
this low seroprevalence rate does not allow us to con-
clude that TBEV is circulating in south-western France.
The virus is known to circulate in the north-eastern part
of the country [46—48], with outbreaks detected further
south in Jura and other regions [49]. Further investiga-
tions in ticks and reservoir animals, such as rodents, are
needed to confirm the presence of TBEV in the Nouvelle
Aquitaine region.

In this study, we analysed the risk factors that might
affect the exposure of horses to WNYV infection in the
Confluence zone. The risk of exposure to WNYV increased
when horses were kept outdoors and thus were more
exposed to vector bites and when the stable was close to
the northernmost special protected areas (SPAs) in the
Confluence zone. SPAs were created to preserve the bio-
diversity they harbor. In and around these areas, bird and
vector species assembly may favour local WNV circula-
tion, as already suggested in south-eastern France. This
finding is in line with the association, at the European
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level, between West Nile disease occurrence in humans
and the local diversity of wild bird species [50, 51].

Age, sex, horse color and distance to the nearest water
surface were not identified as risk factors associated with
WNYV and USUV seropositivity. Our data are consistent
with those of Garcia-Bocanegra et al. [52] and Vanhom-
wegen et al. [53], who reported no significant differences
among age classes; Durand et al. [18] in France; Hassine
et al. in Jordania [54]; and Bazandéw et al. in horses in
Poland [55], who reported the absence of an effect of sex
on WNYV and USUV seropositivity. Analyses of the color
of horse coats are rare in WNV seroprevalence studies
in horses. The results from several research groups are
disparate, with studies showing an association between
darker color and a lower WNV seroprevalence rate [56,
57] and others demonstrating no correlation between
this variable and WNV and USUV seropositivity [58].

Interestingly, we did not find a correlation between the
seroprevalence of mosquito-borne viruses and the nui-
sance caused by mosquitoes evaluated by owners. As it is
a personal assessment and may vary from one individual
to another, our data here do not allow conclusions to be
drawn.

The number of equine and avian cases recorded by
the French National Reference Laboratory for West Nile
during the 2023 transmission season suggests that the
virus tends to establish itself and extend its range [59].
Cases have been detected in départements bordering the
Gironde, especially in Charente-Maritime and Charente.

Carrying out seroprevalence surveys such as the one
conducted in this study is essential for strengthening
monitoring of WNV circulation. This helps us under-
stand viral emergence and evaluate the intensity of cir-
culation in new areas. The seroprevalence survey carried
out close to syndromic cases diagnosed in 2022 identified
areas with high viral circulation. In 2023, these data ena-
bled mosquito traps to be set in mid-July, providing rapid
evidence of active circulation of the West Nile and Usutu
viruses in the Confluence area. These data have played a
major part in the rapid implementation of the measures
needed to ensure the safety of products derived from
the human body (blood and organ donations) through-
out Gironde and Charente Maritime, a neighbouring
département [60]. Horse owners located in the Conflu-
ence zone were encouraged to vaccinate their animals to
prevent WNYV infection in 2024 and the development of
severe forms of the disease.

This first seroprevalence study conducted in equids
located in Gironde on the Atlantic coast of France revealed
that WNV, USUV and an orthoflavivirus belonging to the
TBEV serocomplex circulated in this area and infected
horses in 2022. Horses, known as sentinels of WNYV infec-
tion, exhibited intense circulation of this virus in this region
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of France as well as equine USUV-specific infection. This
study confirmed the usefulness of serosurveys in horses
for detecting the circulation of orthoflaviviruses, especially
WNYV, in specific regions.
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Annexe 2 : Organigramme de classification des arbovirus (réalisation : Margaux

De Mas)

Orange : Orthoflavivirus capables d’infecter les équidés - Bleu : arbovirus n'affectant pas les équidés - Gris :
familles ne contenant pas de virus a l'origine d’arboviroses.

Il est a noter que les membres des autres familles ne sont pas tous des arbovirus. Les exemples d’arboviroses
donnés en vert ne constituent pas une liste exhaustive des maladies provoqués par les agents viraux des
différentes familles.
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Margaux De Mas
Orange : Orthoflavivirus capables d’infecter les équidés - Bleu : arbovirus n'affectant pas les équidés - Gris : familles ne contenant pas de virus à l’origine d’arboviroses.

Il est à noter que les membres des autres familles ne sont pas tous des arbovirus. Les exemples d’arboviroses donnés en vert ne constituent pas une liste exhaustive des maladies provoqués par les agents viraux des différentes familles.


s9pInbg sa|
Zayo suoljosulp

sa|qesuodsal O
SnIIA
S9S0U007 % ,

>w=m> Aesinpy m_ ap aa1jeydaoua | ap snii

BIIN-158 W 8P STUIA

) _ I uidno ap sni|A

‘ %w.m:u: e 931jeydasuacasuluaw P _“ (anBuoj anjg) uonow
K _ g| 3p SNJIA %a—« BUAYEL SNUIAY Ls np 8|eLeYIed 8IAS14
LMW*W > sinoT-ules ap ayjeydadua, | ap sniIA | ﬁ
i{m. sawojoqa|yd auinba aysay 3
T uoinow
Snatop y Y1y np a9||en P 2 2IA314 *ﬁ > ) mwh“ohomw\,w_
dwo) E] ap 2JA14 " aluioyle) ap ;«u P ne 914
E| 9p 9X3| el a)l|eydaou] =
_ v % : \%.y SNIIAIGJO
xﬂw bl sndieue || snuiAnynn || SNAIAOG3IYd || snuiaodieN || snuiaeAung
. aunel ainaiq / / \ \\1 \ SNJIAOSY
mm_u_.:>m>c_x.m 9BPLINOQY snJineloy
(A343 ‘Aval)
SNJIAISad eINWepoN
_ — SEpLIAINE]4
(auniod Bmm& | aepliinepoN
SNJIAISSd
- R s SNJIAO|NDISL,
(AHP3 D 31edaY) e il
snJiAeds)
el 9BPUINOPGBYY | 5|  snuinessAq
SNYHINOGYY

eAun3unyiyd

2[anzauaf np 1sanQ,| @p 153,
2P auINba aijeydadua | ap snuj

auiealje aullod asad

sniiaeyd|y

sepuinesol |7

/v ?_ownzb snaIAIgNY




Annexe 3 : Consentement éclairé utilisé au cours de I’enquéte de séroprévalence
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ETUDE DE CIRCULATION DU VIRUS WEST NILE / USUTU / ENCEPHALITE

A TIQUES EN GIRONDE
Consentement éclairé des propriétaires ou des responsables d’écuries

L’objectif de cette étude est de déterminer 1’exposition des équidés a trois agents pathogeénes que sont le virus de la fiévre

de West Nile, le virus Usutu et les virus de 1’encéphalite a tiques,
Prélévements réalisés chez les propriétaires ou responsables d’écurie volontaires pour participer a
I’étude

Les résultats des prélévements sur chevaux vous seront transmis gratuitement par courrier ainsi qu’éventuellement a

votre vétérinaire traitant si vous le souhaitez (délai prévu : juin 2023).

Je soussigné-e, Madame, MONSICUL .........o.uiuitinii e s
<13 Lo 1 1 S s
Autorise les responsables de 1’étude a utiliser les informations recueillies dans le cadre de leur étude.

Autorise a transmettre les résultats des analyses a mon vétérinaire traitant.

J’ai bien noté que I’ensemble des informations est confidentiel, que je dispose d’un droit d’accés et de

modification des données me concernant et que les résultats seront conservés de maniére totalement anonyme.

Le droit d’accés s’exerce aupres de :

- Dr Gaélle GONZALEZ, PhD, Responsable du laboratoire national de référence West-Nile et adjointe au directeur du

laboratoire de référence de 1’Union Européenne sur les maladies équines, 14 rue Pierre et Marie Curie 94701 Maisons-

Alfort (Tel : +33 (0)1 43 96 73 76, Email : Gaelle.gonzalez@anses.fr)

- Dr Marianne DEPECKER, vétérinaire spécialisée en médecine interne équine, Clinique de Conques 3 Chateau de

Conques 33420 Saint-Aubin De Branne (Tel : 05.57.74.94.21 Email : mdepecker@cliniquedeconques.com)

- Pr. Agnés LEBLOND, Professeur a Vetagrosup, 1 avenue Bourgelat, 69280 Marcy 1’Etoile (Tel : 04 78 87 27 33, Fax :
04 78 87 26 75, Email : agnes.leblond@vetagro-sup.fr)

- Dr Christel Marcillaud-Pitel, DMV - directeur RESPE (Email : c.marcillaud-pitel@respe.net)

Signature :

VetAgro Sup

A Campls Vétéinaira de Lye =1

ot de |'équitation

Laborartois-
Nationai a-
Reterenc
West Nile



mailto:Gaelle.gonzalez@anses.fr
mailto:c.marcillaud-pitel@respe.net
mailto:agnes.leblond@vetagro-sup.fr
mailto:mdepecker@cliniquedeconques.com
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Annexe 5 : Questionnaire destiné aux détenteurs des équidés ayant participé a

I’enquéte de séroprévalence
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Enqueéte sérologique équidés WN en Gironde
Mode d’emploi

1 Arrivée sur I’écurie

Présentation de I’étude avec le Flyer (importance ++ : confidentialité, résultats transmis, réunion
avec autres professionnels envisagée en juillet)

Signature du Consentement éclairé

2 Rappel des criteres d’inclusions et récupération des carnets

* [’animal était présent sur les lieux entre juin et décembre 2022 (tolérance = +/-2 mois)
* Pas de voyage sur le territoire méditerranéen dans les 6 derniéres années

* [’animal doit avoir plus de 2 ans

* L’animal ne doit PAS étre vacciné contre le West Nile

3 Questions générales écuries

Quel est votre vétérinaire traitant ? Nom :
Sachant que les résultats (négatifs comme positifs) vous seront transmis, voulez-vous que nous lui
transmettions également les résultats ? Oui / Non

Combien d’animaux sont présents ?

Cheval : Poney : Ane: Bovins :
Ovins : Caprins : Chiens : Poules :
Canards : Colombidés : Autres :

Des équidés sont-ils vaccinés contre le WN ? Oui / Non
Proximité d’une zone humides a moins de 7 km ? Oui / Non
Proximité d’une zone de chasse a moins de 7 km ? Oui / Non

Score de Nuisance

Pensez-vous que les animaux sont génés par les moustiques :

Pas du tout d’accord / Pasd’accord / Neutre / D’accord / Tout a fait d’accord
Pensez-vous que les humains sont génés par les moustiques :

Pas du tout d’accord / Pasd’accord / Neutre / D’accord / Tout a fait d’accord

Conseils :
Poser des questions sur I’hébergement des animaux, 1’utilisation de répulsifs et de couvertures a ce
stade, souvent tous les animaux vivent dans les mémes conditions

Pour le questionnaire chevaux : date d’acquisition la plus précise possible pour I’année 2022,
demander le mois pour 2021-2020, sinon 1’année suffit.
Pas besoin impératif d’une zone de provenance précise si 1’animal est présent depuis 6 ans ou plus
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Titre : Bilan d’une étude de séroprévalence des Orthoflavivirus West Nile, Usutu et du virus de
I’encéphalite a tiques sur un échantillon de la population équine de Gironde en 2023

Résumé : Une étude de séroprévalence des Orthoflavivirus West Nile (WNV), Usutu (USUV) et Tick-
borne encephalitis virus (TBEV) a été réalisée en Gironde, au printemps 2023, suite a I’émergence du
WNV chez les équidés dans ce département en 2022. Le statut sérologique de 494 chevaux, répartis sur
trois zones géographiques (Confluence, Zone intermédiaire et Bassin d'Arcachon), a été établi par
prélevement sanguin pour ces trois virus. Les résultats montrent une séroprévalence globale de 14% pour
les trois orthoflavivirus, avec les taux les plus élevés observés dans la zone de Confluence : 9% pour WNV
et 5% pour USUV. Le type d’hébergement (paturage exclusif) et la distance par rapport a la zone de
protection spéciale des oiseaux (SPA) la plus proche étaient des facteurs de risque significatifs pour la
séropositivité au WNV. Cette étude, la premiére sur la cote atlantique francaise, démontre une circulation
active du WNV dans cette région, ainsi que la présence du virus USUV chez les équidés.

Mots-clés : Orthoflavivirus, West Nile, Usutu, TBEV, séroprévalence, One Health

Title : Assessment of a seroprevalence study of West Nile, Usutu, and Tick-borne encephalitis viruses in a
sample of the equine population in Gironde in 2023

Abstract : A seroprevalence study of West Nile virus (WNV), Usutu virus (USUV), and Tick-borne
encephalitis virus (TBEV) was conducted in Gironde in the spring of 2023, following the emergence of WNV
in equids in this department in 2022. The serological status of 494 horses, located in three geographical areas
(Confluence, Intermediate Zone, and Arcachon Basin), was assessed through blood sampling for these three
viruses. The results showed an overall seroprevalence of 14% for the three orthoflaviviruses, with the highest
rates observed in the Confluence zone : 9% for WNV and 5% for USUV. Housing type (exclusive pasture)
and the distance to the nearest Special Protection Area (SPA) for birds were identified as significant risk
factors for WNV seropositivity. This study, the first of its kind on the French Atlantic coast, demonstrates
active circulation of WNV in this region as well as the presence of USUV in equids.

Key-words : Orthoflavivirus, West Nile, Usutu, TBEV, seroprevalence, One Health
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