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Avant-propos

Apres un internat a la Clinique des Equidés de get&up sur le Campus Vétérinaire de
Lyon, jai débuté ma carriere d’enseignante en esapte 2004 en tant que chargée de
consultation a la clinique équine de I'Ecole NagilenVétérinaire d’Alfort (ENVA). Depuis
cette date, j'enseigne aux étudiants vétérinaiee®tf et 3™ cycles, la médecine interne et
I'anesthésie des Equidés sous la forme de travilmigues lors des consultations sur rendez-
vous et des urgences et de travaux pratiquesigéslirMa charge d’enseignement annuelle
correspond a 250 heures « équivalents cours magystr environ.

En parallele, pendant I'année scolaire 2005-20@6,0ptenu un diplédme de Master 2R en
Méthodes de Recherche en Environnement et Sant&8YIR Grenoble. En novembre 2006,
j'ai débuté cette thése dé™S cycle, tout en poursuivant mon activité d’enseigast a la
clinigue équine de I'ENVA et en assumant une paajdurs croissante de charges
administratives (responsable de la pharmacie éguiegponsable de [linternat...). En
septembre 2007, j'ai obtenu un poste de Maitre defé&ences Contractuel en médecine
interne et anesthésie équines dans ce méme service.

La dualité du statut d’enseignant-chercheur essalmiment devenue pour moi une réalité.
J'ai poursuivi mes activités d’enseignement a laiglie équine en paralléle de l'activité de
recherche dans le cadre de cette thése. L’'actautésein de la clinique équine n’a fait
gu'augmenter depuis la fin de I'année 2004. Lessutiations en meédecine interne sont
passées de 140 en 2004 a 220 en 2009. Le nombgedaes accueillies dans le service a
également fortement augmenté : 50 en 2004 a plidesn 2009. Ce statut d’enseignant-
chercheur m’a conduite, en paralléle de ce tragiailrecherche, a publier également des
articles de formation continue (liste de publicati@n Annexe 1).

L’obtention d’une thése d’université me permetteande présenter a un concours de Maitre
de Conférences en médecine interne des équidéSN¥ A, qui sera ouvert au printemps
2011. Grace a ce poste de Maitre de Conférensegedherches débutées pendant cette these
en épidémiologie des maladies infectieuses du ¢theeairront étre poursuivies et

développées dans une unité de recherche de 'ENVA.
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Circulation enzootique du virus West Nile en populon équine : identification de

facteurs de risque environnementaux en Camargue, Bnce

Lors du congres EDENEfnerging Diseases in a changing European eNvirom)resn mai
2010, James Mills du CDCCenter for Diseases ControlUJSA) a dressé un bilan des
maladies infectieuses émergentes dans le mondesdtitfactuellement répertoriées et 75 %
d’entre elles sont des zoonoses. Depuis le déb@0dif siecle, les maladies vectorielles,
comme le paludisme, la dengue ou la maladie de Wiést ont été responsables de plus de
morts chez les humains, que toutes les autres saesmortalités confondues (Kalluri et al.
2007). Les maladies vectorielles, transmises gamleustiques en particulier, sont parmi les
causes principales de maladie et de déces dansrideéMAinsi I'importance de I'étude des
maladies infectieuses émergentes, en particulienaojues et vectorielles, n'est plus a

démontrer d’un point de vue sanitaire, aussi b fHomme que pour I’Animal.

La maladie de West Nile (WN) s’inscrit parfaitemetdns ce cadre. Cette arbovirose,
transmise essentiellement par des moustiquesaesée par uflavivirus de la famille des
Flaviviridae. Les oiseaux sauvages sont les hoétes-réservansigaux et jouent un role
essentiel dans la dissémination du virus d’'un gays autre. Les moustiques des genres
Culexet Aedessont les principaux vecteurs biologiques. Le chevdhomme sont des hotes
accidentels et des « culs-de-sacs » épidémiologidtie comparaison des nombreux autres
mammiféres pouvant étre infectés par le virus WiNgHeval et ’lhomme semblent étre les
plus sensibles. Chez ces hoétes, la maladie seittrpdu des formes variables allant de
l'infection asymptomatique au décés, en passantupasyndrome grippal bénin ou des
troubles neurologiques graves (10 % des chevaiectiéd et 1 % des hommes infectés)
(Castillo-Olivares et al. 2004).

Le virus West Nile, isolé pour la premiere fois zh#Homme en 1937 en Ouganda et
enzootique dans beaucoup de pays dans le Monde,cétsidéré comme un virus peu
pathogene jusqu’a son introduction a New York e@916t son expansion fulgurante dans le
Nouveau Monde. Cet arbovirus possede actuelleraertrie de distribution mondiale la plus
large. En Europe, les épidémies les plus imporsagtenombre de cas humains ont eu lieu a
Bucarest en 1996 (393 hospitalisations, 17 morts)aeVolgograd en 1999 (826
hospitalisations, 40 morts) (Reiter 2010).

11
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Les conséquences de la maladie de WN chez 'lhomeoeent étre importantes et des
séquelles persistent souvent plus d’'un an: fatiga@té physique meédiocre, dépression,
incapacité sévere a moderée (Trevejo et al. 2@Eje maladie occasionne des frais majeurs
de soins et d’hospitalisations, ainsi que des paftmnomiques dues aux arréts de travail a
cause de la sévérité des signes cliniques et tmdpe durée de la maladie (Trevejo et al.
2008). Komar en 2000 a estimé le montant des dépgmsbliques pour I'épidémie de WN
en 1999 dans I'état de New York a plus de 15 nmlide dollars (Komar 2000).

Cette maladie a également des conséquences tréstamies sur la filiere équine en cas
d’épizootie : mortalité (22 % en France en 2004ll€Zeet al. 2004a)), morbidité avec des
séquelles potentielles, frais de soins et d’hokgdtton, mesures de prévention par
vaccination, restrictions des mouvements commexaias chevaux vaccinés aux USA vers

les autres pays ou le vaccin est interdit (Kom&020

Depuis 1999, les publications sur ce virus n’orgséed’augmenter aux USA, mais aussi en
Europe et notamment en France, depuis le retotteimdu du virus en Camargue en 2000.
La situation épidémiologique récente du virus WNIitatie depuis 2008, ou une émergence
de cas équins et humains est survenue dans plusiégions de ce pays, contribue a
entretenir l'intérét des chercheurs, mais aussiqlliétude des autorités sanitaires. La
déclaration de nombreux foyers de WN a partir da@@l0, de cas humains en Grece,
Russie, Turquie, Roumanie et Hongrie, et équingGeece, ltalie, Espagne, Bulgarie et
Maroc, va certainement contribuer a renforcer Mgiance (Alertes consultables sur les
sites :http://www.oie.intet http://www.promedmail.org consultés le 13 octobre 2010).

Les mécanismes principaux de transmission du Wssont décrits depuis les années 1950
(Hurlbut et al. 1956), mais en 2010 I'épidémiologie ce virus n’'est toujours pas
completement comprise. Il subsiste encore de nambse questions, en particulier
concernant l'identification des espéces d’oiseaéservoir. Or pour pouvoir lutter

efficacement contre une maladie, il est primordiel bien connaitre les mécanismes de
transmission de I'agent pathogene et les acteucyda épidémiologique.

Du fait de sa transmission principalement vectlajela circulation du virus WN est

fortement influencée par des facteurs environneawentlLa présence, I'abondance des
vecteurs et des réservoirs, ainsi que les contantee eux sont déterminés par un
environnement particulier.

Il parait donc logique et essentiel de mieux céraswr le lien entre cet environnement et la

circulation du virus WN. L'utilisation d’indicatearenvironnementaux pertinents, dans des



zones connues de circulation du virus, peut perenelit conforter des hypotheses sur les
especes impliquées dans le cycle épidémiologiquards, mais aussi sur les mécanismes de
transmission. Identifier des facteurs de risqueirenmementaux peut servir également a
I'élaboration de cartes prédictives de circulatiorale permettant de cibler les actions de
surveillance, de prévention et/ou de lutte dangdae étudiée, mais aussi dans d’autres
zones.

L’objectif de notre travail est d’évaluer le risqde circulation enzootique du virus WN en
Camargue, zone ou ce virus a déja circulé a plisiEprises (1962, 2000, 2004). Ce risque
sera évalué a partir de données collectées chezh&val, hbéte accidentel mais
particulierement sensible a linfection et souveonsidéré comme un révélateur de la
circulation virale dans une région donnée (Ostlendl. 2000). L'étude de I'enzootie est une
premiére étape qui précéde I'étude de I'émergercead cliniques chez le cheval. En effet
en 2000 en Camargue, en 2003 dans le Var et en @@6les Pyrénées Orientales, les cas
cliniues équins ont été observés en bordure deszoansidérées comme favorables a la
circulation du virus WN (Durand et al. 2002, Durastdal. 2005, Eloit 2006). Il parait donc
intéressant d’identifier et de caractériser danpramier temps les zones enzootiques, puis
dans un second temps d’identifier les condition®fables a une émergence. Le cadre de ce
travail se limitera a I'étude de la circulation entique du virus WN, a partir de données

sérologiques équines, révélatrices d’'un contacedatcheval et ce virus.

Ce document comprend trois parties. Dans la prenpiartie, sont présentés :

-la problématique de ce travail, en décrivant t&miologie du virus WN et les facteurs

pouvant influer sur sa distribution,

-le contexte du travail, en exposant I'historiguevitus WN en France, les particularités de
la zone d’étude principale : la Camargue et la eolda cheval dans cet environnement

particulier,

-la question de recherche et les hypotheses dailtrav

13
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Dans une deuxieme partie, les travaux personnalsesposés, en décrivant tout d'abord les
enquétes effectuées en Camargue en 2007 et 2088dtinnées environnementales utilisées
dans ces travaux, puis en présentant successivdesetrbis études menées pendant cette
thése : la premiére sur le paysage et son lienlavaoculation enzootique du virus WN chez
le cheval en Camargue et dans le Var, la deuxiéanel'iefluence de l'eau sur cette
circulation en Camargue et la troisieme sur lesammes de transmission du virus WN en

Camargue.

Dans la troisieme partie, une discussion généralesyathétique sur ces travaux est

développée et des perspectives sont proposées.



Partie | — Problématique, contexte et questioredberche

. PROBLEMATIQUE, CONTEXTE ET QUESTION DE
RECHERCHE

Les articles anciens de Taylor et coll. en 1956 I'®wologie du virus WN en Egypte ou
encore ceux de Joubert, Oudar et coll. dans legesnh960-70 en Camargue décrivent déja
de maniére détaillée le cycle épidémiologique dusyWN (Hurlbut et al. 1956, Joubert et
al. 1974) (Figure 1). En 2010, le bilan des corsaises acquises sur ce cycle montre que
nous sommes encore loin d’avoir des certitudespfusieurs éléments majeurs. Le cycle
principal se déroule entre les moustiques vecteulss oiseaux réservoirs. Sous l'influence
de certains paramétres environnementaux et/ou noégamues, une espéce « ponbsidge

vectol) peut transmettre le virus a des hotes accidemietsyaux ou hommes.

Figure 1 : Schéma simplifié du cycle épidémiologigudu virus West Nile

Moustiques Chevaux
Vecteurs

Hotes accidentels et
culs-de-sacs
épidémiologiques

Oiseaux
Hotes-
Réservoirs

Hommes
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A. Epidémiologie du virus West Nile et facteurs pou vant modifier sa
distribution

1. Complexité du cycle épidémiologique du virus Wes t Nile :

Il existe de réelles difficultés dans lidentificat des especes de moustiques vectrices et
d’oiseaux réservoir du virus WN, partout dans lenli®, y compris aux USA ou la recherche
est trés active dans le domaine, du fait des ergankaires et économiques. Ces difficultés
sont probablement liées a la complexité du cyclelépiologique du virus WN faisant
intervenir plusieurs espéces pour un méme roéleu alitiérentes especes pour des roles
mineurs de diffusion (vecteurs-pont, espece d’aigésaervoir pour l'introduction différente
de l'espéce qui amplifie le virus et qui le disgery. Des mécanismes probablement
anecdotiques peuvent rendre encore plus complexeyde, comme la survie du virus
pendant I'hiver dans un moustiquedyerwintering », une transmission verticale du virus
chez le moustique ou encore la transmission diretes oiseaux, comme la voie oro-fécale
(excréments, cadavres)... Cette derniére pourraiticeigy I'amplification et la diffusion
rapide du virus aux USA, alors que la transmissomale aurait été assurée plutét par les
moustiques (Reiter 2010). Bien que la viréemie cleszmammiferes soit insuffisante pour
transmettre le virus aux moustiques, une infectdtmonique de ces animaux pourrait
contribuer a la transmission aux oiseaux charognaegaces, hiboux et alligators (Miller et
al. 2003, Reiter 2010).

Pour déterminer les especes impliqguées comme vscteu réservoirs dans le cycle

épidémiologique d’'un arbovirus, il est nécessaire sfappuyer sur des données
expérimentales de compétences vectorielles et dervdr, des données d’isolements
multiples du virus sur les hoétes et vecteurs apndsction naturelle et des données
sérologiques sur les hotes réservoirs et/ou acaldernce qui implique la collecte d’'une

guantité tres importante d’informations (Komar 2PQGs études sérologiques sur les hbtes
sont bien sdr insuffisantes a elles seules pougrahiter le réle des especes prélevées,

puisque une séropositivité ne signe qu’un contaet & virus.

De méme, il serait trés hasardeux de conclurengplication d’'une espéce de moustiques
dans la transmission du virus, avec le seul argtimapea plusieurs individus ont été trouves
naturellement infectés par le virus sur le terrai@me a plusieurs reprises. En effet il peut

s’agir de faux positifs a I'analyse (contaminati@rreur de manipulation). L'’ARN viral
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détecté par RT-PCR n’est pas forcément signe dwésence de virus actif. Les moustiques
infectés ne sont pas forcément capables d'étretanrfes. Enfin le moustique a pu se gorger

trés récemment sur un animal virémique (BalengBG06).

Il est admis que les moustiques sont les principacteurs du virus WN depuis les années
1950 (Hurlbut et al. 1956) et sa transmission drp&Emtale par ces insectes a été obtenue des
1943 (Philip et al. 1943). Pour une revue détailthe r6le des moustiques dans la
transmission du virus WN, en particulier en Framedecteur pourra se reporter a Balenghien
(Balenghien 2006).

En France, la question de savoir quelles especenalstiques transmettent le virus aux
hétes mammiferes accidentels est toujours poséesqumi les Culex présents sont
ornithophiles. Deux hypothéses ont été avancées :

-I'implication de moustiques opportunistes ou norricement mammamophiles,
suffisamment compétents pour le virus WN, appelssda littérature Rridge vectorss,
comme leAedeqTurell et al. 2005).

-la participation deCulexnon strictement ornithophiles, comr@eillex pipiensdans certains
pays (Balenghien 2006). La variation des préférermgphiques d’un moustique peut étre
lite a un déterminisme génétique (différentes farrde la méme espéece, hybrides), des
conditions environnementales particulieres (tentpéea teneur en matiere organique des
gites larvaires) et enfin a une disponibilité vialeades hotes préférentiels au cours de la
saison (Balenghien 2006).

Les oiseaux sont considérés comme les hotes retlwelirus WN depuis 1956 (Hurlbut et

al. 1956) pour trois raisons majeures :
-I'isolement régulier du virus chez les OiseauxsiEnMonde,

-I'association de clusters de mortalité aviairedaine intense transmission du virus a
'Homme et au Cheval aux USA (Mostashari et al. Z0Boberts et al. 2006, Liu et al.
2009a, Rios et al. 2009, Veksler et al. 2009),

-I'observation de virémies intenses et prolongdesz ccertaines espéces d’'oiseaux, comme

les Passériformes (Reisen et al. 2005, Nemeth 20@9).
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D’autres cycles de transmission que celui classigut décrit, par exemple avec la
participation d’autres hotes amplificateurs queQgéseaux ou la présence d’une transmission
non virémique, sont discutés dans notre articlerelelie. Une discussion tres détaillée

d’autres cycles potentiels est également menéBglanghien (Balenghien 2006).

En plus de la transmission vectorielle bien établie virus, 'lHomme peut étre infecté
directement par transfusion sanguine, transplamatiorganes (CDC 2002a, Kotton 2007)
et, plus rarement, par voie transplacentaire (CDED2B, O'Leary et al. 2006), par
I'allaitement (CDC 2002c, Hinckley et al. 2007) gar dialyse (2004). Une infection lors
d’activités professionnelles est également possiale voie conjonctivale (Fonseca et al.
2005), percutanée lors de manipulations de tigsestés ou de matiéres fécales d’animaux
infectés et peut-étre par aérosols (lors de chargaies tres élevées) , par exemple pour les
vétérinaires lors d’autopsies (Venter et al. 2068 techniciens de laboratoire (CDC 2002d)

ou les éleveurs avicoles (CDC 2003).

Chez les Oiseauy, il est maintenant clairementliégatune transmission non vectorielle par
voie oro-fécale ou par l'ingestion de carcassesteximais il reste a déterminer son

importance relative.

Les hypotheses de Paul Reiter sur les mécanismeargemission par voie oro-fécale dans
I'épidémie de WN aux USA sont les suivantes (R&@t0) :

1) Les corbeaux morts loin de leur nid transmetpeamtinfection orale le virus aux oiseaux

des nids voisins.
2) La transmission oro-fécale est significative slbas nids surpeuplés.

3) Les corbeaux se nourrissant de carcasses datmmaux/oiseaux infectés introduisent le

virus dans leur nid.
4) Les adultes viréemiques et les juvéniles infeckes oisillons par voie orale.

Les situations épidémiologiques du virus WN soes fproches entre 'Europe, '’Amérique
centrale, du Sud et les Caraibes (Gubler 2007). dd&pidémies et d'épizooties se sont
déclarées et peu de cas cliniques ont été rapptatésces régions du Monde. Cette situation
pourrait étre liée a une circulation ancienne dus/WN ou de virus trés proches, comme les
virus de I'encéphalite de Saint Louis ou de la engconférant une protection croisée aux

populations locales. D’autre part, les oiseaux drdfe par des souches trés virulentes ne
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seraient pas en mesure de migrer, mais cette akphcesta priori démentie par des études
expérimentales. Une sélection de souches moindemtas pourrait se faire dans les
populations d’hétes par des facteurs environnerm@nta d’autres facteurs non identifiés.
Par exemple, les souches virales isolées au Mexiquenontré une capacité de réplication

réduite chez les oiseaux (Reisen et al. 2007a).

A linverse, aux Etats-Unis, le virus a gagné detes territoires en trés peu de temps. Les
hypothéses actuellement formulées pour expliquée adiffusion rapide du virus sur un
territoire sont (Gubler 2007) :

-les déplacements des oiseaux migrateurs,

-'émergence d’'une souche avec un potentiel épigéeiet une virulence plus grands,
comme en lIsraél (cas de mortalité chez des oies)98& a 1999, puis lors du passage a
I'Ouest (USA),

-un large spectre d’hétes (plus de 300 especesediok et plus de 30 espéeces non aviaires)

et de vecteurs (61 especes de moustiques) a lesdisp du virus,

-et la rencontre de populations d’h6tes naifs, densays ou aucune émergence due au virus
WN n’avait été rapportée avant 1999.

De trés nombreux articles de revue sont aujourdiulilieés sur le virus WN, insistant, en
fonction de la politique éditoriale du journal, sliiférents points de la connaissance du virus
WN aux USA (Komar 2000, Hayes 2001, Campbell e2@02, Castillo-Olivares et al. 2004,
Gerhardt 2006, Gubler 2007, Kramer et al. 2007 sé&eiet al. 2007a, Kramer et al. 2008,
Petersen et al. 2008, Trevejo et al. 2008, BradM92 Gyure 2009) et en Europe (Hubalek et
al. 1999, Murgue et al. 2001a, Zeller et al. 200@buissinier-Paris 2006). lls pourront

apporter des compléments intéressants par rappopublication ci-aprées.

2. Avrticle : “Review on West Nile epidemiology and factors triggering
change in its distribution”

Cet article a été soumis a la Revue Scientifigueeehnique de I'OIE en mai 2010. L’article

sous son format de soumission est intégré directemetexte.
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Abstract (148 words):

West Nile virus (WNV) has historically been considered to be among the least virulent members of the
Japanese serogroup complex (family Flaviviridae, genus Flavivirus). WNV natural cyele involves birds as the
main amplifying hosts and several species of mosquitoes as vectors. Many outbreaks occurred during the last
decade, causing severe human encephalitis in the Old World. The virus has become established in many
countries and there is little chance that it will be climinated. Transmission is difficult to predict and even more
difficult to prevent. In this review, we present the latest knowledge on epidemiology and clinical symptoms.
Then, we focus on specific factors likely to trigger changes in the distribution of the disease in Europe, like
climate changes and their consequences on the potential vectors of WNV or bird migration routes. The control
of some anthropogenic and environmental factors could help preventing extension and re-emergence of

epidemics.

Keywords: West Nile virus, Flavivirus, epidemiology, vector-borne disease, zoonose, horses, birds,

mosquitoes, encephalitis.
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1. Introduction

West Nile (WN) fever is a flaviviral discase transmitted in natural cycles between birds and mosquitoes,
particularly Culex spp. (Figure 1). The virus was first isolated in 1937 from the blood of a woman of the WN

district of Uganda who was suffering from a mild febrile illness (85).

In the Old World, many outbreaks, causing severe human encephalitis, have been observed : Algeria 1994 (8
fatal cases), Morocco 1996 (1 fatal case), Romania 1996 (17 fatal cases), Tunisia 1997 (8 fatal cases), Russia
1999 (40 fatal cases), Isragl 2000 (33 fatal cases), France 2003 (21, 60, 82, 90). In Bucharest and Volgograd,
epidemics oceurred in urban areas where cellars flooded with sewage-polluted water were highly productive
breeding sites for an effective vector, Culex pipiens (90). Outbreaks on this scale have also occurred in Isracl
(95) (Figure 2). Recent outbreaks have been reported in northeastern Italy in 2008 and 2009 (Emilia-Romagna,
Veneto and Lombardy) : 6 human neuroinvasive cases, 1 case of WN fever and 4 WNV asymptomatic human
infections associated with 32 equine cases and 5 fatalities in 2008, 16 human neuroinvasive cases and 1 fatal
case in 2009 (8, 13, 33, 75) . No deaths have been reported in birds until now. WNV strains isolated from
samples of equids and birds (a pigeon and 3 magpies) were much closed genetically to 1998 Tuscany WNV

strain, as well as isolates from Romania, Russia, Sencgal and Kenya (38, 81).

West Nile virus (WNV) was first detected in the Western Hemisphere in 1999 in New York City (35).
Subsequently, WNV spread across continental USA as well as northward into Canada and southward into the
Caribbean Islands and Latin America leading to unparalleled morbidity and mortality rates in humans (96).
Between 1999 and 2009 in the USA, 1,164 fatal cases and 29,683 reported cases of WNV infection occurred

(17). Nowadays WNV is considered as endemic throughout much of the Western Hemisphere (1).

WN disease will most probably continue to be a public-health concern. Because of the most widespread
geographical distribution and the largest vector and host range of all mosquito-borne flaviviruses (96), WNV
has become established in several countries and there is little chance that it will be eliminated. This paper aims

at discussing factors that could lead to re—emergence in Europe.
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2. Disease transmission, epidemiology and clinical symptoms
a. Molecular epidemiology

WNV belongs to the mosquito-borne viruses of the genus Flavivirus. Phylogenetic studies on a region of the
envelop gene have shown the existence of two main lineages (9) (Figure 3) : lineage 1 includes WNV strains
from Africa, Europe, the Middle East, North America, India and Australia, while lincage 2 comprises WNV
strains mainly from Sub-Saharan Africa and Madagascar. European epidemics may be initiated by introduction
of variants from Africa through migratory birds, although introduction from Europe to Afiica cannot be ruled
out. In Hungary, both lineages have been described and disease reported in wild and domestic birds, as well as
in sheep and horses. In this country, lineage 2 has a remarkable pathogenicity for animals and seems to be
endemic (96). Noteworthy lineage 2 WNV has been recently associated with fatal neurological cases in horses

in South Africa (93).

The virus isolated in the USA in 1999 was closely related to a strain isolated in Israel a year earlier (50). Since

2003, it was recognized that a new dominant genotype had arisen (20).

Subclades of lineage 1 occur in Australia (Lineage 1b) and in India (Lineage Ic) and a distinct lineage has
been identified in India (lineage 5) (10, 50). Strains isolated in central Europe and Russia were classified as
new lineages of WNV (3 and 4 respectively) (3), but their taxonomic status is currently unclear. Recently in
Spain, a putative new lineage of WINV was detected in a pool of Culex pipiens mosquitoes (91). Phylogenetic
analysis is in favour of a common evolution between this Spanish strain and lineage 4 virus and both have not

been associated with natural diseases 1 animals and humans until now.

A great diversity of WNV strains is encountered in the Old World and virulence of the newly described strains

is yet poorly characterized.
b. Mosquito (Diptera: Culicidae) transmission
i. Enzootic cycle

Infectious mosquitoes carry WNV in salivary glands and infect susceptible vertebrate hosts at feeding. Vectors

must feed on viraemic hosts to become infected. A temperature-dependent “extrinsic period” then ensues,
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during which virus replicates and enters the salivary glands. Typically, this period lasts for 2 weeks during
warm periods, but is sensitive to both temperature and humidity (18). After this period, mosquitoes can
transmit the virus to susceptible hosts. In Europe and Africa, the main enzootic vectors are Cx. pipiens, Cx.

modestus, Cx. univittatus, and Cx. antennatus (38, 66).
ii. Bridge Vectors and Alternative Transmission Mechanisms

Bridge vectors (distinct from enzootic vector species) ensure transmission of WNV to humans. Population
density, host feeding studies (47) and genetic analyses (30) have implicated Cx. pipiens as the most important
bridge vector in Eastern Europe (80) and Russia (31). Pioneering studies by Spiclman (86) hypothesized that
anautogenous populations of Cx. pipiens form pipiens, that feed exclusively on birds, could hybrid with
autogenous populations of Cx. pipiens form molestus in late summer and then feed indiscriminately on either
birds or mammals. Cx. pipiens may therefore be involved in early-season amplification of WNV in enzootic

cycles and serve as bridge vectors when autogenous-anautogenous hybrids become abundant (46, 86).

ili. Long term perpetuation and spread

Potential mechanisms of WNV perpetuation within an enzootic focus include low-level continuous enzootic
transmission, vertical transmission by mosquito vector(s) and chronic infection in birds (7, 49, 73). From 2000
to 2004 in the Camargue, most likely owing to local perpetuation, equine epizootics occurred accompanied by
sentinel bird seroconversion (51). Enzootic activity of WNV has also been highlighted in the Camargue in
free-ranging birds with the detection of seropositive birds, including juveniles, from 2005 to 2007, without any

case of WN fever in horses or humans (5).

Vertical transmission of WNV in Culex and Aedes mosquitoes has been demonstrated experimentally (7) and
WNV isolated from field-collected larvae Cx. wnivittatus mosquitoes in Kenya (57). Whether these low

vertical transmission rates provide an effective way to perpetuate the virus remains unclear.
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¢. Birds, natural hosts for West Nile virus

Competent birds will sustain an infectious viraemia for 1-4 days after exposure, after which they develop life-
long immunity (19). In Europe, bird mortality related to WNV infection is rare. However, in Israel and in
Hungary, several storks and geese, and raptors respectively died from WNV infection (56, 97) and in North

America, emergence of WNV in New York city was revealed by the death of thousands of birds (87).

In laboratory studies, Passeriformes (song birds), Charadriiformes (shorebirds), Strigiformes (owls), and
Falconiformes (hawks) developed viraemia levels sufficient to infect most feeding mosquitoes (49). Some
passerines, including common grackles (Quiscalus quiscula), various corvids (crows, jays, magpies), house
finches (Carpodacus mexicanus) and house sparrows (Passer domesticus) could be important amplifying

hosts, in particular in the European context (13, 42, 43).

d. Possible other transmission cycles for West Nile virus
i. Other potential amplifying hosts

Humans, horses and most other mammals are incidental or ‘dead-end’ hosts because they do not produce
significant viraemia and do not contribute to the transmission cycle (12). WNV has been detected in several
animals such as bats, cats, dogs, raccoons, rabbits, mountain goats, reindeers, alpacas, camels, skunks,
harbour-seals, raptors, amphibians and reptiles (39, 53) . However, squirrels, eastern chipmunks (Tamias
striatus), eastern cottontail rabbits (Sylvilagus floridamus) and alligators mount viraemias sufficiently high to

infect at least a low proportion of mosquitoes and may be competent amplification hosts for WNV (39, 79, 89).
ii. Non viremic transmission

The possible infection of mosquitoes feeding on non-infected hosts near other infected mosquitoes has been
evoqued (36). This cofeeding phenomon is well-known in ticks (72). Only 2.3% (n=87) of Cx.
quinguefasciatus feeding with one infected mosquitoe on the same mice become infected (36). This
transmission modality should be evaluated for other potential vectors of WNV to evaluate the importance of

this mechanism.
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ili. Other potential vectors

The role of non-mosquito vectors in WNV epizootiology continues to be explored. WNV has been isolated
from soft ticks in Israel (59) and hippoboscid flies in the United States (28). The potential role as vectors of

non-mosquito dipterans such as midges, sandflies and blackflies has not been evaluated.
iv. New routes of transmission : non-vectorial transmission

There is strong evidence for non-vector routes of transmission, as with bird-to-bird transmission through the
fecal-oral route, via cloacal shedding and through consumption of infected carrion. Komar et al. (2003)
demonstrated WNV transmission between crows in the same cage, as well as oral transmission from infected
carcasses to crows (49). Direct transmission has also been demonstrated or strongly suspected for farmed

alligators, domestic turkeys in Wisconsin and domestic geese in Canada (2, 15, 39).

In humans, the most important areas of concern with respect to new modes of transmission include transfusion
and organ transplantation which were documented in 2002 in the USA (68). Serological studies conducted in
2000 among blood donors living in the South of France showed a significant level of WNV-IgG and IgM

prevalence (32). These cases led to the implementation of comprehensive surveillance of blood donations.

Other cases of WNV contamination transplacentally, through breast milk (34) or dialysis (16) have been
reported. WNV infection has also been occupationally acquired by laboratory workers or veterinarians through
percutaneous inoculation and possibly through acrosol exposure, for example recently during a horse autopsy
(14, 62, 92). An outbreak of WNV disease among turkey handlers at a turkey farm raised the possibility of

aerosol exposure (15) and in one instance a possible WNV transmission.
e. Clinical symptoms
i. Clinical features in humans

About 80% of WNV infections in humans are apparently asymptomatic. WN Fever (WNF) presents as a minor
influenza-like illness, characterized by an abrupt onset of moderate to high fever lasting 3 to 5 days
(Incubation period is 3 to 6 days). A maculopapular or roseolar rash (29) appears in approximately 50% of

cases, spreading from the trunk to the extremities and head. Lymphadenopathy, anorexia, nausea, abdominal
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pain, diarrhea, myositis, orchitis and respiratory symptoms are also encountered (84). Hepatosplenomegaly,

hepatitis, pancreatitis, myocarditis (69) and hemorrhagic fever have been reported (65).

Occasionally (<15% of cases), acute aseptic meningitis or encephalitis occurs (54, 78). Flaccid paralysis can
accompany, generally without sensory loss (83). However, there have been reports of axonal polyneuropathy
in which both sensory and motor neurons appear to be affected (37). A striking feature of WNV encephalitis is

movement disorders, many characterised as Parkinsonism (76).

Up to one year may be necessary for convalescence following encephalitis. Myalgia, confusion and
lightheadedness may persist beyond this period. Prolonged depression persists in as many as 31% of patients

(61).
ii. Host risk factors

The incidence of neuro-invasive WNV disease and death increases with age. Other risk factors associated with
the development of neuro-invasive disease rather than West Nile Fever included male sex, hypertension and
diabetes mellitus (40). Hypertension and cerebrovascular disease presumably promote virus entry and
replication in the endothelium of the blood—brain barrier. Diabetes and hypertension are both independent risk

factors for increased permeability of the blood—brain barrier.

Immunocompromised humans are at greatest risk for disseminated WNV infection. The induction of a specific,
neutralizing IgM response early in the course of WNV infection limits viraemia and dissemination into the

central nervous system (CNS) and protects against lethal infection (22, 54).
iii. Clinical features in mammals

Following WNV infection, approximately 10% of horses present neurological disorders. Except for fever,
clinical signs of WNV in horses almost exclusively reflect lesions of the CNS (Table I). Mortality rates among

clinically affected horses have been estimated around 40 — 50% (64).

There is only limited information available on WNV occurrence in sheep, except for seropositivity (44). A
case of a 4-year old ewe with WNV infection and neurclogical symptoms has been described in Hungary (45).

The isolated virus belonged to lincage 2 of WNV (the highest sequence identity (99.5%) was found with a

27



28

WNV strain detected in a goshawk (Accipiter gentilis) that died after showing central nervous signs in
Hungary in 2004) (4). These observations indicated that a tropical African strain of WNV was successfully

maintained during successive years in the moderate European climate.

4. Factors triggering changes in WNV distribution
i. Factors linked to climate change and mosquito populations

As soon as 1999, Epstein suggested that a mild winter, followed by dry spring and summer seasons, hot waves
in July and storms with rainfalls in the beginning of autumn would favor the emergence of mosquito-borne
diseases (25). During the outbreak in Israel in 2000, the minimum temperature was found as the most
important climatic factor that encouraged disease earlier appearance (67). The outbreak development was

comparable in Romania (1996). Each of these epidemics appeared after a long heatwave.

Climate is vital for vector abundance, biology or physiology (77). Mosquitoes are exquisitely sensitive to
weather conditions at many stages of their life cycles. The net effect of global climate change on vector-bormne
disecases may be positive or negative, depending on the relative contributions of variations in each of the
contributory parameters. For example, it is likely that increasing temperature will lead to an increase in the
vector-biting rate, but also to an increase in the mortality rate, tending to decrease transmission (77). Drought
brings avian hosts and vector mosquitoes into close contact and facilitates the epizootic cycling and
amplification of arboviruses within these populations (25). In the South of France, retrospective study of the
2000 outbreak showed that Cx modestus aggressiveness was positively correlated with the temperature and

humidity coupled with rainfall and sunshine (55).
ii. Factors linked to bird populations
1) Bird movements : migration and dispersion

During migratory movements, birds carry pathogens that can be transmitted between species at breeding,
wintering and stopover places where numerous birds of various species are concentrated. A list of birds

potentially involved in the introduction, amplification and spread of WNV in the Camargue was recently
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provided (41). Birds were classified according to their migration routes and to other ecological factors such as
habitat use and abundance. For example mostly passerines and shorebirds could introduce the virus in spring
from the African continent. Birds potentially involved in the spread of WNV from wet to dry areas at the end
of summer could be herons (Bubulcus ibis, Ardea cinerea), gulls (L. cachinnans, L. melanocephalus, L.
ridibundus), corvids (P. pica, Corvus corone, C. monedula), starlings (Sturnus vulgaris) and small passerine

species.

Bird roosting behavior may be a critical component regulating WNV transmission because of the
crepuscular/nocturnal feeding behavior of Culex mosquitoes. A study of the roosting behavior of American
crows (Corvus brachyrhynchos) and northern cardinals (Cardmalus cardinalus) showed that crows could
spread the virus throughout an area of around 20 km’, while viremic cardinals would only spread the virus over

an area of 0.03 km® on average (94).

A recent study investigates the role of migratory birds, principally Passeriformes, in the dissemination of the
WNV in the USA (24). On more than 13,000 avian blood samples, specific WNV neutralizing antibodies were
detected in 254 birds (39 species) and WNV viraemias identified in 19 birds only during fall migration.

Migratory birds may have been the principal agent involved in the spread of WNV in the USA.
2) Host diversity and heterogeneity

Recent ideas suggest that biodiversity could play a great role in enhancing contact rates between hosts or
between hosts and vectors. Ezenwa ef a/. showed that non-passerine species richness (number of non passerine
species) was negatively correlated with both mosquito and human infection rates for WNV (26). Kilpatrick et
al. showed that WNV transmission was dominated by extreme heterogeneity in the community of avian host
species, with a single relatively uncommon specics, American robin (Turdus migratorius), accounting for the
majority of WNV-infectious mosquitoes (48). In Southern France (Var) in 2003, the two areas with IgM

positive horses were located near protected natural zones where biodiversity is greater than elsewhere (23).

In the castern USA, increased avian diversity was associated with a lower incidence of human WNV infection

(88). This study illustrated the concept of “Dilution Effect” and show that wildlife diversity can help in
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protecting human populations from infectious diseases. Where native vertebrate diversity is high, mosquito
vectors can feed from a large variety of hosts, mostly poor reservoirs for the WNV, resulting in lower infection
prevalence (63). Conservation of avian diversity and biodiversity in general might help the prevention of WNV

epidemics.
iii. Environmental, anthropogenic changes and socio-economical patterns

The distribution of both susceptible avian reservoir hosts and competent mosquito vectors is influenced by
geographic variables such as land use/landcover, elevation, human population density, physiographic region,
and temperature. Identifying links between environmental variables and infectious disease risk is essential to
understand how human-induced environmental changes will affect the dynamics of human and wildlife

discases.

In the Camargue, two clusters of equine WNV cases were identified after the 2004°s outbreak, both in the wet
arca (52) (Figure 4). Rice fields, dry bushes, wet “‘sansouire’” and open water were the major components of
the landscape that were associated with the presence of cases. In the Var and the Camargue, high level viral
circulation was positively associated with the landscape metrics, interspersion and juxtaposition index (1), as
well as with the surface covered by heterogenous agricultural areas. Both variables are indicators of a complex

landscape structure that may favour the contact rates of competent vectors with reservoir hosts (71).

In the Colorado, authors found that WNV infection rates among Culex mosquitoes declined with increasing
wetland cover. These results suggest that preserving large wetland areas may represent a valuable ecosystem-
based approach for controlling WNV outbreaks (27). In Northeastern United States, a study based on analysis
of 8 years (1999-2006) of human WNV discase surveillance data showed that urbanization is a risk factor for
the incidence of this disease, but independent of human population density (11). These results are consistent

with knowledge of vector species in this area.

11
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6. Risk prediction models

Models developed for the risk assessment of WNV emergence are either statistic or dynamic. The
objective is to identify key parameters that could be included in routine surveillance systems and allow for an

carly warmning and implementation of control measures.
a. Vector-based models of prediction

To forecast the dynamic of mosquito populations, a theoretical framework allowing the estimate calculation of
the abundance dynamics of mosquitoes of the genera Aedes and Culex breeding and emerging from rain fed
ponds was developed (70). The dynamic of vectorial abundance was sensitive to flooding dynamics and

depended on the bio-ecology of mosquito species and the topography of breeding sites.

These models have also to take into account the capacity of flight and dispersion of the vectors (6). For
example, Culex modestus has a low distance flight in open spaces; however, it can fly at longer distances along

vegetation corridors.
b. Populations-based models

Instead of focusing on vector-population, other studies focused on the links between WNV-hosts cases
(reservoirs and/or incidental, human or horses) and environment to built predictive models for the risk of
transmission. This approach, mainly statistic, has the advantage to need a lower degree of knowledge about
vector abundances, but the disadvantage to need WNV cases, identified thanks to the surveillance systems. So,

the external validation of these models needs to be conducted.

In France, as the disease is mandatory to be reported by veterinarians, and vaccination of horses is yet very
limited, a syndromic surveillance system allowed the collection of clinical cases in horses during the
consecutive years. A model was built to generate a prediction map for the areas at risk of endemic circulation
of WINV along the Mediteranean coast (71). Areas with significant probability of a high level viral circulation
status were located in the Camargue and in the Var, but also at an intermediate distance between both zones,

near Aix en Provence. Equine cases reported in 2006 near Perpignan were also located near high risk areas.

12
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Further work is needed to provide an external validation of this predictive map and a generalization to other

European countries.
7. Conclusion

The spectacular panzootic of WNV in the Americas has drawn attention to this virus and it has frequently been
suggested that it is also an emerging pathogen in the Old World. Recent data suggest an increase in the
circulation of WNV in European countries like Hungary, Austria and Italy. However it is important to put in
perspective the fact that even if we include the urban outbreaks in Romania and Russia, less than 200 deaths in
humans have been recorded over the past decade. Of course, many countries have limited facilities for
surveillance and diagnosis, but there is certainly no evidence of large-scale epidemics anywhere in the region.
The urban outbreaks in Romania and Volgograd were an exception, but were directly attributable to poor

construction and sub-standard sanitation. Similar circumstances exist throughout the ex-Soviet Bloc countries.

Without an explanation for the erratic recrudescence of WNV, it is hard to anticipate what may happen in the
future. Temperature is only one of many interacting factors that are likely to influence transmission (74). The
history of Yellow fever, Dengue, Malaria, Chikungunya and other diseases in Europe shows that the risk of
importation and establishment of exotic pathogens is a direct result of the revolution of transport technologies
and increasing global trade. Globalization is potentially a far greater challenge to public health than any future

changes in climate.
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Table I: Clinical signs recorded in horses diagnosed with WNV disease in Camargue, France, 2000

and 2004 (60)

No. confirmed

No. confirmed

Clinical signs cases in 2000 cases in 2004 Remarks
(76 horses) (32 horses)

Ataxia 55 (72 %) 20 (63 %) Forelimbs 2, hind limbs 2, hind and forelimbs 1,
not specified 70

Abnormal behaviour 11 (15 %) 11 (34 %) Hyperesthesia 12, teeth grinding 6, hydrophobia
1, anxiousness 1, circle walking 1, others 2

Paresis, paralysis 30 (47 %) 11 (34 %)

Muscular tremors, 7 (9 %) 10 (31 %) Generalized tremors 14, local (lips, eyelid) 1,

myoclonia trismus, myoclonia 2

Hyperthermia (>38.5°C) 47 (62 %) 9 (28 %)

Anorexia, lethargy 8(25 %)

Cranial nerve deficits 6 (19 %) Blindness 2, dysphagia 4, facial paralysis 2

Others 1 9 (28 %) Colic 2, lameness 3, cervical orthoracicpain 2,
anemia 2, glossitis 3, hepatitis 1
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Legend of figures:
Figure 1: Basic WNV transmission cycle

Figure 2: Geographical distribution of WNY in the Old World
Countries in Red = confirmed human cases of WNV

Countries in Yellow = WNV antibodies in vertebrates
Figure 3: Phylogenetic tree of WNV

Phylogenetic tree based on the complete genomic sequence of WNV strains; GenBank accession
numbers are indicated on tree branches for each viral strain. The tree was constructed with the
program MEGA by neighbour-joining. Bootstrap confidence level (1000 replicates) and a

confidence probability value based on the standard error test were calculated using MEGA.
Figure 4:

Results of serological, clinical and environmental studies conducted on WNV circulation in horses

in Camargue, France, 2003 - 04

a) Results of a survey conducted in equine population in Camargue, 2003: location of stables

according to the presence/absence of IgG-positive horses.

b) Results of a survey conducted in equine population in Camargue, 2003: resultant spatial
prevalence-map; white areas indicate a high IgG-WNVY-prevalence (80%) (except for the white area

in the north that is an artefact due to a border-effect)

c) 2004 WN outbreak in horses in Camargue, France: location of positive and negative IgM-stables

for WNV disease and analysis of environmental risk factors thanks to a SPOT-4 image
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Figure 1: Basic WNV transmission cycle
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Figure 2: Geographical distribution of WNV in the Old World

22

41



42

Figure 3: Phylogenetic tree of the WNV
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Figure 4: Results of serological, clinical and environmental studies conducted on WNV circulation

in horses in Camargue, France, 2003 - 04
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3. Conclusion

Les questions sur I'épidémiologie du virus WN ercarésoudre sont multiples. La figure 1
présente les différents cycles de transmissionidis WN actuellement admis ou formulés
par les auteurs. Pour comprendre les mécanismeserjénce, il faut s'intéresser aux

meécanismes d’introduction, d’amplification et degigance du virus dans une zone donnée.

Figure 2: Schéma des cycles de transmission du vgWest Nile
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L’introduction et la circulation du virus dans leokde semblent étre essentiellement
attribuables aux oiseaux migrateurs. Pour transenéibfection a d’autres oiseaux sur les

lieux de passage ou a leur arrivée, les oisealectié$ doivent étre encore en cours de
virémie. Le stress physiologique de la migrationnpait entrainer une durée de virémie plus

longue, ainsi gu’une potentielle réactivation \érérs d’infection chronique.

Certains auteurs ont également émis I'hypothéseedpersistance du virus dans des tiques
infectées fixées sur l'oiseau migrateur. Méme dtechypothése est séduisante, il parait

raisonnable de la rejeter puisque les seules tigloed le repas sanguin dure quelques jours,
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sont les Ixodidag pour lesquelles la compétence vectorielle n’'a aamété établie
(Balenghien 2006, Reisen et al. 2007b).

L’introduction par I'entrée frauduleuse ou commalei d’oiseaux infectés est suspectée

egalement, surtout de I’Ancien vers le Nouveau Mond

Pour le maintien du virus, il existe de nombreuyspmpeérés dans lesquels le virus semble
persister au cours de I'hiver, puisque des épidemie épizooties peuvent se produire

plusieurs années successives au méme endroit, cramexemple aux Etats-Unis depuis

1999, en Roumanie en 1996 (Cernescu et al. 2000§rance en 1962 (Panthier 1968) ou

plus réecemment en Italie depuis 2008 (Rizzo eR@09). De plus les souches isolées au
méme endroit mais pendant des épidémies différantgssouvent trés proches d’un point de
vue phylogénétique.

Les hypotheses pour expliquer cette persistancaldod’'une année sur l'autre sont
aujourd’hui encore tres discutées. A I'heure atdyel est trées probable que plusieurs
meécanismes coexistent, leur importance relativevgaiu varier en fonction des zones
étudiées.

Les cycles épidémiologiques du virus WN sont eximérent complexes et peuvent varier en
fonction des souches virales, des populations deteuss et d’hotes et enfin de
'environnement. La contribution relative des oiseaen particulier a ces cycles de
transmission est encore trés mal connue et ilersain qu’elle varie en fonction de la zone
géographique considérée. Les vecteurs sont miennusy en particulier grace aux travaux
de Balenghien en 2006 (Balenghien 2006). Il estdibair qu'une étude locale des foyers de
circulation du virus est nécessaire pour compretelranécanismes de transmission dans la
zone géographique concernée. C’est pourquoi, hiende nombreuses publications existent
déja et paraissent régulierement dans ce domaixeéEtais-Unis, une étude du virus WN

dans le bassin méditerranéen francais est indiaptns
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B. Situation du virus West Nile en France

1. Historigue du virus West Nile en France

L’historique du virus WN, sa découverte en Ougagild 937, son étude épidémiologique en
Egypte dans les années 1950, remarquable par Iprébension précoce des cycles de
transmission du virus (Taylor et al. 1953, Hurlletital. 1956), puis son évolution dans le
Monde, ont été récemment décrites par plusieueuasi{Hubalek et al. 1999, Dauphin et al.
2004, Balenghien 2006).

En France, I'histoire du virus WN a commencé désalenées 1960 dans le sud du pays. Un
groupe d’étude pluridisciplinaire a été constitué détérinaires de I'Ecole Nationale
Vétérinaire de Lyon (ENVL), de membres de I'IndtiRasteur de Paris, de chercheurs de
'INRA (Institut National de la Recherche Agronomi) et d’entomologistes de TORSTOM
(renommé en 1998 IRD, Institut de Recherche poubdeeloppement). Ce groupe a été
chargé de mener une recherche systématique sérbesirus en France, pays en apparence
indemne d’arboviroses (Panthier 1968). Ce travtiit §ustifié a I'époque par plusieurs

raisons :
-une évolution rapide des connaissances dans caidem

-la découverte que ces arbovirus peuvent s’ampldtediffuser de facon silencieuse, sans

gue les manifestations cliniques chez les Mamnsfaesoient trés fréquentes,

-le fait que si des cas cliniques humains ou aninsauviennent, le diagnostic étiologique est

pratiguement impossible a établir cliniquement,

-la découverte a cette époque que plus de 200 esp#arbovirus se distribuent déja
largement dans le Monde.

De plus ces arbovirus présentent un danger nomngeégle pour la santé publique. Ainsi un
laboratoire spécialisé de confinement a été anaeki@astitut Pasteur a Paris et une étude
sérologique a été réalisée chez 'Homme dans pitssigégions de France en janvier 1963.
Dans la basse vallée du Rhoéne, il est apparu gpepalation locale possédait des anticorps
contre les arbovirus du Groupe B. Dans la claggdifio de Casals, le Groupe B comprenait a
'époque les virus suivants : le Virus de la Fievene, le Virus Dengue |, le Virus de

'Encéphalite d’Europe Centrale, le Virus N'Taya, Virus Murray Valley, le virus Saint-
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Louis et enfin le virus WN. En juin 1963, les entpsede terrain ont ainsi commenceé en

Camargue.

En paralléle, le laboratoire a recu des sérums alemqs du Languedoc, hospitalisés a
Montpellier pendant I'été 1962 pour encéphalite vgrgPanthier 1968). Ces sérums
contenaient également des anticorps contre lesviansodu Groupe B. Les enquéteurs ont
alors interrogé les vétérinaires et médecins locgukont fait part de nombreux cas graves
d’encéphalites chez I'Homme et le Cheval dans ¢gorépendant cet été 1962. Enfin parmi
les sérums récoltés en 1963, une séroconversion Ipsuarbovirus du Groupe B a été
détectée sur une patiente originaire de Camargueogpitalisée a Arles pour fievre et

« réaction méningée ».

Il a alors été décidé d’effectuer une enquéte dppdie en Camargue, delta du Rhéne
contenant une réserve naturelle autour de 'Etanyaccares et région non démoustiquée
contrairement au Bas-Languedoc a I'époque. Cetremvement paraissait idéal pour la
circulation et donc I'étude des arbovirus. Cettessian de terrain a permis de débuter les

études sur le virus WN en particulier, dans lagBgi

Chez 'Homme dés 1935 et jusqu’en 1942, plusieyped de syndromes grippaux estivaux,
de courte durée et bénins, ont été rapportés patlil@ciens de la région de Montpellier,
Mauguio et Lunel (Hérault), mais attribués a I'épega la leishmaniose, anciennement
appelée « fievre a phlébotomes » (Rispe 1941, Jaabal. 1942). Panthier et coll. en 1968
ont remis en cause ce diagnostic et ont formulgpbithése d’une circulation du virus WN,
pouvant expliquer ces cas (Panthier et al. 19@8)orit effectué des enquétes sérologiques
dans la population humaine de la région et lamalye sérums de cas humains
d’encéphalites. En 1964, le virus WN a été isolézcties cas cliniques humains et chez des
moustiquesCulex modestusapturés a la méme époque. Panthier et coll e8 196
egalement effectué une étude clinique détailléel8uras humains de maladie de WN (dont
un déces) de 1962 a 1964. Ces cas ont été confipaésisolement viral sur deux
entomologistes et par séroconversion pour les sytatients (Panthier et al. 1968). D’'un
point de vue spatial, les cas étaient situés er2-636assez largement sur le pourtour
meéditerranéen (au Nord Remoulins, a 'Ouest Bézetra\gde) et en 1964, ils restérent
concentrés en Camargue, probablement grace a lauséoation du reste du littoral d’apres

les auteurs (Panthier et al. 1968). A I'époque,aeteurs suspectaient déja la participation
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d’'un autre vecteur qu€. modestuen 1962-63 pour expliquer les cas hors de la ziene

présence de ce moustiqué.:pipiensou une tique.

Chez le cheval, depuis longtemps, il était obseeuts la région des cas de « lourdige » dans
la population équine, terme vétérinaire employérmsigner tout syndrome neurologique
avec ataxie et parésie postérieures. Le chevaintatéait une démarche ébrieuse et
« lourde », d’ou le terme utilisé dans la régiorsstl du provencal (Joubert et al. 1970b). Ces
cas étaient attribués a une «grippe d’été » ou wdengue », termes regroupant des
affections virales d'étiologie variée et indétergenpar les vétérinaires de I'époque. Les
chevaux semi-sauvages étaient souvent retrouvéssranns les « roubines » et I'hypothése
avancée était une intoxication par I'herbe charggeessivement de sel dans certaines
circonstances climatiques et dans des lieux péigisu En 1963, de nombreux cas de
« lourdige » survenus I'été précédent ont été rapp@aux membres de I'enquéte de terrain
par les vétérinaires locaux (Joubert et al. 1978b)lieu d’étre cantonnés au seul delta du
Rhéne, ces cas survenaient bien au-dela des tsaléss, dans les vignes. Une autre
explication en accord avec les observations chelonime au méme moment a été

recherchée. Des enquétes cliniques et sérologaniesé menées chez le cheval.

L’enquéte clinique en 1963-64, consistant en undtevisystématique des écuries de
Camargue et de la région de Beaucaire, a permsodstater qu’'une trentaine de cas de
méningo-encéphalites était survenue pendant I'&@2 lautour des étangs et marais de
Camargue (Joubert et al. 1970b) (Carte 1). Les athewatteints présentaient une ataxie et
parésie postérieures, évoluant vers la mort apnedégubitus ou bien la guérison, souvent
accompagnée de séquelles (amaurose, ataxie petsista Il est trés possible que bon
nombre d’autres cas soient passés inapercus,dgané le mode de vie des chevaux dans la
zone. Dans la région de Beaucaire (Carte 1), leseignements sont plus précis: la
morbidité était de 10 % environ, soit 50 cas, sdissinction d’age, race et activité des
chevaux atteints et la |étalité était entre 25¥@(Joubert et al. 1970b). L’épizootie s’était
déroulée de juillet a octobre avec un pic de mitaoini-septembre. Les signes cliniques

observés étaient tres proches de ceux rapport€amargue.
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Carte 1: Le virus West Nile en Camargue 1962-2004
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L’enquéte sérologique de 1963 a concerné 47 cheviaaxt en plein air dans un triangle
Beaucaire/Saintes Maries de la Mer/Port-Saint-LoBislans la région de Beaucaire et 41 en
Camargue. Dix de ces chevaux ont présenté desssigne lourdige ». Trente sérums témoin
de chevaux vivant en région lyonnaise et parisiamietgalement été récoltés. Le choix des
ecuries et des chevaux n’a pas été précisémerit.dges anticorps contre les 12 principaux
arbovirus connus a I'’époque (Chikungunya, Fievrenda West Nile, Tahyna...) ont été
recherchés par inhibition de I'hémagglutination A)H révélant un contact récent. Une
séroneutralisation (SN) sur souris vis-a-vis de Wi} plus spécifique que le précédent, a
ete effectuée (Joubert et al. 1970b). Les 30 sét@amsin étaient négatifs pour tous les tests.
Les 47 sérums de la zone d’étude étaient tousifegaur 9 arbovirus. Seuls les virus WN,
Tahyna et Saint Louis ont révélé une positivitdleA sur ces sérums. Quatre sérums sur 47
étaient positifs pour WN, 21 sur 47 pour Saint Ispunais a des titres faibles et sans
concordance avec les signes cliniques observésesiaiins chevaux. En SN, 12 chevaux sur
47 étaient positifs pour WN : 6 chevaux séropasgiir 10 ayant été malades contre 6 sur 37
chevaux sains. Cette enquéte a permis de congtadpus les chevaux ayant été malades en
1962 n'ont pas été atteints par le virus WN et diaitres arbovirus circulaient dans la zone
d’étude, renforcant I'idée que le diagnostic étiidpie basé sur la clinique est impossible.
D’autre part, il est déemontré dés 1963 que le VINN circule dans la zone d’étude sans

entrainer systématiquement une infection apparente.

Il faut attendre septembre 1965 pour qu’une sowitade de WN soit isolée en Camargue
chez une pouliche Camargue de 6 mois, atteinte@engo-encéphalomyélite. Elle vivait a
I'état sauvage dans une manade. Elle a présent#nuzurose et une hyperthermie a 39°C au
premier examen, puis 7 jours aprés, une paralysg mbstérieurs I'ayant conduit au
décubitus. Elle a été euthanasiée et autopsiée dmteénent. Un isolement viral a pu étre
effectué seulement sur la partie terminale de lal@piniere lombo-sacrée et a été identifié
comme étant une souche du virus WN. Une reproduetipérimentale de la maladie de WN
chez le cheval par trois voies d’'inoculation (intBneuse, sous-cutanée et intra-cérébrale) a

été par la suite réussie a partir de cette soulheért et al. 1971).

A I'époque, les auteurs concluaient déja au faé tusyndrome « lourdige » en Camargue
traduisait I'existence de plusieurs affectionsalds ou non, dont I'infection par le virus WN

faisait partie et que le diagnostic étiologique pmivait étre établi autrement que par la
réalisation d’examens complémentaires. D’autre, partvirus WN paraissait causer plus

d’infections inapparentes que de maladies révétlas cette zone d’étude. Ces mémes
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auteurs remarquaient également que linfection rasviWN chez le cheval suivait des
« cycles multi-annuels, probablement déterminédgsavariations du climat, la biologie du
vecteur et I'immunité spontanée occulte, engendegaine atteinte antérieure, silencieuse ou
exprimée » (Joubert et al. 1970b). lls proposalanparticipation de facteurs favorisants

l'infection chez le cheval : le jeune age, la déition et le parasitisme.

Enfin le dernier volet de cette enquéte de teremrCamargue a porté sur la seule espece de
moustique identifiée comme naturellement infectéaelp virus WN par 2 fois en France :
Culex modestubicalbi (Hannoun et al. 1964, Mouchet et al. 1970)époque, les auteurs
n’excluaient pas la participation @ pipienspour maintenir et transmettre le virus parmi les
Oiseaux. Mouchet et coll. en 1970 ont donc mingéeoent étudié et décrit la répartition,
I'historique, la biologie (écologie larvaire, cyddaisonnier, longévité des femelles, lieux de
repos...), I'incidence épidémiologique et enfin llsment du virus WN cheZulex modestus

en Camargue (Mouchet et al. 1970). lls concluageria participation principale de ce
moustique dans le cycle de transmission du virus ¥i\particulier pendant les mois d’aodt

et septembre en Camargue.

Apres 1965, il n’existe plus de preuves de cir¢ofadu virus chez 'Homme ou le cheval
dans la littérature. Une étude sérologique menite échelle de 1975 a 1979 en Camargue
a montré une séroprévalence de 4,9 % chez 'Homme285) et de 2 % (n =99) chez le
cheval (Rollin et al. 1982). Des études en 1992080 ont démontré I'absence d’anticorps
dirigés contre les Flavivirus chez les chevauxgué& (Murgue et al. 2001b).

Il faut donc attendre 35 ans avant que le virusdasparler de lui en France. Le 6 septembre
2000, une épizootie équine a été déclarée en Camargec la confirmation par dosage
d’'IgM et d’'lgG de deux infections par le virus WNrgles chevaux vivant a Lansargues dans
'Hérault (& 20 km a I'Est de Montpellier) et présant des signes neurologiques aigis
(Murgue et al. 2001b). Le 8 septembre, des biopigeserveau sur ces chevaux euthanasiés
ont permis la détection d’ARN du virus WN dans lébe rachidien, le cortex, le cervelet et
la moelle épiniere lombaire. Les signes cliniquesés deux chevaux ont débuté entre le 24
et le 28 aolt, ils présentaient une hyperthermie parésie des postérieurs, puis un
décubitus. Un autre cheval avait présenté des sigheiques comparables dans la méme

commune le 3 aodt et avait succombé quelques pusstard sans diagnostic établi.

La confirmation de ces infections par le virus WNanduit & une alerte sanitaire par les
Ministéres de I'Agriculture et de la Santé, tréguiets de la situation en cette saison encore
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touristique dans la région. Des mesures de déncatistn larvaire, ciblées s@. modestus
ont été appliquées des le lendemain de la confiomates cas sur une surface de 200 ha
environ, autour de Lansargues (Murgue et al. 2Q01b)

Les mouvements d’équidés ont été immédiatementitdéesuite a des directives de I'Union
Européenne, sur une zone de 25 km de rayon autsuéaliries ou des cas ont été confirmés
dans les 30 jours précédents. Ces écuries ontigés en quarantaine pendant 21 jours et a la
fin de cette période, des dosages sérologiques éiét effectués. Cette mesure
d'immobilisation a été tres mal comprise par legppetaires de chevaux qui ont du annuler
les nombreux événements équestres prévus a ceibelgoéPlusieurs de ces personnes ont
aujourd’hui avoué de ne pas avoir respecté ces nemsle principe de précaution a été
appligué alors gu'il existait plusieurs études expéntales montrant une virémie tres faible
et de trés courte durée chez les chevaux attédatsn{idt et al. 1963, Joubert et al. 1971,
Oudar et al. 1971). Les autorités sanitaires onsicieré a I'époque qu'il était difficile de
statuer sur ces quelques études dont I'extrapalatait hasardeuse car valable dans des
conditions et avec des souches différentes (Murgual. 2001b). Il faut souligner que
pendant cette épizootie, les tentatives pour istlevirus en RT-PCR a partir du sang des

chevaux atteints, y compris ceux dont la biopsieatgeau était positive, ont échoué.

Au 30 novembre 2000, 129 chevaux et 2 anes avgedgenté des signes cliniques
compatibles avec une maladie de WN. Cinquantedastont été confirmés (57 chevaux et
un ane avec un dosage des IgM positif) et 18 @asrdtprobables (dosages des IgG positif et
des IgM négatif). La létalité était de 28 % (21 S). Quatre-vingt pour cent des cas

confirmés ont été déclarés avant le 30 septembuegé et al. 2001b).

Une enquéte sérologique a grande échelle a étéensendous les chevaux dans un rayon de
10 km autour des cas confirmés, pour tenter d'étéblnombre d’infections subcliniques.
Sur les 5107 sérums préleves de septembre a déz@dm0 (4776 chevaux et 91 anes), 432
étaient positifs (prévalence = 8,5 % ; IC 95%=19,Z]), dont 182 également positifs en IgM
(Durand et al. 2002). Malheureusement, pour desra@iotes logistiques, seuls les sérums
positifs en IgG ont été testés en IgM, les chevsemi-sauvages n'ont pas été prélevés, la
zone d’étude a été restreinte a seulement 10 koulades cas et les prélevements ont été
collectés des le debut de I'épizootie et non pashier. Tous ces facteurs ont tres

certainement conduit a une sous-estimation de<tiofes sub-cliniques. Le plus grand
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nombre de cas confirmés et de sérologies posiétas concentré en zone seche autour de
Lunel, zone d’épizootie déja décrite en 1962 (Ddranal. 2002).

Aucun cas humain n’a été confirmé en 2000. Seubr@las-chasse ont eu des sérologies
positives en IgG sans signes cliniques associéareti’entre eux a présenté un dosage en
IgM légerement positif (Murgue et al. 2001b). Aueumortalité aviaire anormale n’a été
détectée mais des résultats sérologiques positifgté détectés sur 8 % des canaAlmé
platyrhyncho} 0,9 % des goélandsdrus cachinanset 22 % des pied{ca picg (Hars et

al. 2001). Tous les pools» de moustiques récoltés pendant I'épizootie @tamegatifs
(Durand et al. 2002).

Cette période a beaucoup marqué les esprits desarGaais qui ont gardé un souvenir trés

cuisant de I'épizootie, a cause de la mortalité dbevaux, des pertes économiques

importantes (restrictions de mouvements des chevanmulation de nombreuses activités

touristiques, comme par exemple des colonies dane&s ou des stages), de la peur et de
lincompréhension générale entretenues pendant gettiode. Cet évenement a constitué
sans aucun doute un handicap pour les enquétesrdentque nous avons effectuées

ultérieurement, la confiance des propriétairesaraypas été facile a reconquérir.

Une étude sérologique a été a nouveau conduiteapehiiver 2001-2002 dans un périmeétre
délimité par Beaucaire-Tarascon au Nord, Saint iMae Crau et Port-Saint Louis a I'Est, la
mer au Sud et Mauguio a I'Ouest. 488 sérums ontéewdtés dont 26 étaient positifs en IgG
(5,3 %) et aucun positif en IgM (Leblond et al. 3D0_a surveillance sérologique d'oiseaux
sentinelles (une séroconversion sur un canard, suteune poule) avait montré une

circulation virale sans cas cliniques déclarés gHaial. 2005).

En 2003, le virus WN fait a nouveau parler de Ini lerance, dans le Var cette fois.
L'originalité de cet épisode était que des cas hnsant été rapportés et que leur détection
précédait celle des cas equins (Mailles et al. 2@08and et al. 2005). Les premiers cas
humains ont été confirmés par sérologie le 6 oetohk s’agissait d'un homme vivant a
Fréjus et atteint d’encéphalomyélite, dont le détes signes datait de fin aolt. Sa femme
avait présenté une fievre d'origine indéterminéelques jours auparavant. Grace a une
étude rétrospective des cas humains hospitalisésdas signes cliniques compatibles avec
une maladie de WN, cing autres cas ont été condir@®| Giudice et al. 2004). Ces 7

patients ont guéri.
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Le 9 octobre 2003, le premier cas équin a été nuafpar analyse sérologique IgG et IgM.
Ce cheval avait présenté des signes d’encéphaksepembre, puis avait récupéré (Durand
et al. 2005). Aprés une étude rétrospective deg@aisis similaires dans les mois précédents,
deux autres cas confirmeés par sérologie ont ét#ifabs, ainsi qu'un cas probable. Aucune
mortalité aviaire anormale n’a été détectée etet mombre de pools» de moustiques
récolté était négatif. Comme en 2000, une étudelagique autour du premier cas équin
confirmé a été effectuée mais cette fois-ci dansayon de 30 km. Neuf-cent-six sérums ont
été collectés et 305 d’entre eux étaient positifsigls (34 %), parmi lesquels 23 étaient
également positifs en IgM (7,5 %) (Durand et aD20

En parallele en 2003 en Camargue, la surveilladoglagique d’oiseaux sentinelles n'a pas
montré de séroconversions et aucun cas cliniqguaimou équin n’a été rapporté (Hars et al.
2005).

En 2004, une nouvelle épizootie s’est déclaréeandatgue fin aodt, essentiellement dans la
région des Saintes Maries de la Mer : 32 cas équihgté confirmés par le laboratoire dont
7 morts et 5 classés comme probables (Zeller @0@Ka, Leblond et al. 2007b). Encore une
fois, aucune mortalité aviaire inhabituelle n'a &pportée et aucunpool » de moustiques
ne s’est révélé positif (Leblond et al. 2007a). ®artre une séroconversion a été détectée des
le mois de juillet sur un poulet sentinelle pres @&aintes Maries de la Mer. Puis 12 autres
oiseaux sentinelles (canards et poulets) ont savect dans la méme commune, mais
également a Saint Just, Saint Laurent d’AigouzelatTour du Valat prés du Sambuc d’aolt
a octobre (Hars et al. 2005) (Carte 1). Des amgdgG dirigés contre le virus ont été
détectés sur trois pies juvéniles et un moinézasger domesticisains, capturés pendant
I'épizootie. Le virus a été isolé et séquencé ssr derveaux d'une pie et d’'un moineau

malades et morts peu aprés leur capture (Jourtdain2007b).

En 2005, 271 pies ont été capturées pour une danas sérologique dans des sites ou des
cas équins avaient été confirmés en 2004 (Jouetawh 2008). Une prévalence de 10,7 %
(IC 95 % = [7,3-15]) a été observée, sans aucumeagversion. De plus, les oiseaux adultes
avaient une prévalence significativement plus déeggie les juvéniles, indiquant une
exposition ancienne au virus. Enfin la détectioMRN viral par PCR nichée sur un
ecouvillon cloacal de pie juvénile séropositive gérgit tout de méme une circulation virale
cette année-la, méme si aucun autre signe de tisgiemn’a été détecté par les réseaux de

surveillance aviaire et équine en 2005 (Jourdaal.2008).
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Fin septembre 2006, 5 cas cliniques équins d’'ildad virus WN ont été confirmés dans les

Pyrénées Orientales, autour d’Argelés-sur-Mer (E1006).

Enfin une étude sérologique sur les oiseaux sagvdge2005 a 2007 en Camargue portant
sur 3978 sérums issus de 3250 oiseaux capturésnaémme séroprévalence globale tres
faible de 0,3 % (Balanca et al. 2009). Les espaygant des anticorps dirigés contre le virus
WN étaient des moineauRdsser domesticyg0,46 % ; n = 7/1526), des pieBi¢a picad

(0,8 % ; n=2/256) et des hiboux juvénilé&tis scops(0,33 % ; n=2/6). La recapture de 239

oiseaux a montré une séroconversion sur un moisearenue entre mars et octobre 2007.
Cette séroconversion, ainsi que la détection dtaiseséropositifs pendant les 3 années de
I'étude, en particulier sur deux oiseaux juvénilasconduit les auteurs a suggérer une

circulation annuelle faible mais constante du viid dans la région.

En conclusion, le virus WN a suivi une évolutiopitjue de beaucoup d’arbovirus dans la
région de Camargue, caractérisée par de longuesdpgrde circulations a bas bruit,
entrecoupées d’émergences. Reste a détermineupkr mécanismes le virus peut circuler
chaque année en France (réintroduction ou mainpiendant I'hiver), quels facteurs
conduisent a son amplification, puis a son émergenenfin si cette évolution se poursuivra
a lidentiqgue dans l'avenir ou si des émergences giraves et/ou plus fréquentes sont a

prévoir.

2. Description de la zone d’étude principale : La C  amarque

L’origine exacte du mot Camargue est inconnue.i@lus hypothéses sont proposées, dont
celles en langue d’Occara-marcaqui veut dire « chére frontiére » ola cap marcaqui
signifie « n’a pas de frontiere » (Balay et al. 2ZD0_es deux significations pourraient tres
bien convenir a cette région si particuliere denEea qui donne l'impression d’'un espace

sans limites, mais qui pourtant comprend des Isrhiien marquées entre les milieux.
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Géographie de la Camargue

La Camargue au sens strict désigne l'lle ensemtre ks deux bras du Rhone qui se divise
au Nord d’Arles, en un Petit Rhdne a I'Ouest e@Qrand Rhone a I'Est (Carte 2).

La Grande Camargue est située entre les deux bras son cceur se trouve I'Etang du
Vaccares. La presque totalité de cette zone essadadepuis 1970 en Parc Naturel Régional
(86 000 ha, 7200 habitants permanents en 2007ayRxlal. 2007). Le Parc abrite lui-méme
la Réserve Nationale de Camargue (13 000 ha) foand®27, classée Réserve Naturelle en

1975 et centrée sur I'étang du Vaccares (Balal, @087).

La Petite Camargue est située a I'Ouest, entrecibanRhone vif et le Petit Rhone, la
Camargue Gardoise entre le Petit Rhéne et le GAn&hdne a Séte et enfin le Grand Plan
du Bourg a I'Est du Grand Rhoéne (Carte 2). Cetftyoréest le lieu de mélange entre les eaux
douces du Rhone et les eaux salées de la Médierrafeau structure le paysage depuis des
siecles dans cette région. De fortes interventdnHomme comme I'endiguement total au
19°™ siécle ont permis de stabiliser des phénoménesmeotes crues du Rhone, les
inondations et la salinisation des sols, par urgi@e presque complétement artificielle de
'eau, dans l'espace et dans le temps. Cette régoomise au climat méditerranéen
caractérisé par un déficit important en eau enété&haque année le phénomeéne inverse
grace au drainage et a lirrigation, permettantiiae en eau des riziéres au printemps et en
été. Les marais salants offrent également descasfan eau salée, riches en ressources

alimentaires pour certains oiseaux I'éte.
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Carte 2: Géographie de la Camargue
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Il convient de préciser que la zone d’étude quiagpsielée « Camargue » dans ce manuscrit
comprend un territoire plus large que le seul delta Rhone. En effet il est logique
d’employer souvent ce terme au sens large carrlessdu Rhéne n’ont pas toujours suivi le
cours actuel et la zone plus vaste englobée danerce présente un environnement trés

similaire de celui du Delta.

En fait la zone d'étude est délimitée par : a I'Estussane et Fos sur Mer, au Sud la mer
Méditerranée, a I'Ouest Lattes et Montpellier, aordN Sommiéres, Nimes et Beaucaire-

Tarascon (Carte 3).

59



60

Carte 3: Répatrtition des écuries visitées en 2002007 et 2008
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Cette région est unique en France mais ses cdsticges geographiques, climatiques,
géologiques et biologiques sont proches d’'autreezae deltas méditerranéens comme en
Espagne, au Portugal et en ltalie. Ces caractiregi uniqgues en France ont de fortes
répercussions sur le peuplement des milieux parfamee et une flore particulieres, qui

interviennent nécessairement dans le cycle dentias®n du virus WN.

La Camargue est une plaine d’alluvions quaternaégosées par le Rhone et dont I'altitude
est partout inférieure a 10 m (Hoffmann et al. 98& Nord-Ouest, cette plaine s’adosse
aux collines calcaires du Gard. Au Sud-ouest, stétia petite Camargue, plaine du Bas-
Languedoc. Au Nord-est, la plaine s’adosse auxatntecalcaires de Provence et au Sud

d’Arles, s’étend la plaine de la Crau (Carte 2).

Les sols du Nord de la Camargue ne sont pas attpant le sel, alors que ceux du Sud,
souvent inondés, sont halomorphes. Du fait dexXtute limoneuse ou limono-sableuse des
sols et du faible dénivelé, les zones d’eaux statgsasont nombreuses : vastes étangs salés
au Sud contre marais d’eau douce au Nord. Le systgmrographique de la Camargue est
essentiellement constitué des bras du Rhone aatuetit endigués (Grand Rhoéne et Petit
Rhéne), desservant un réseau artificiel complexmdkines et de canaux alimentés par des
stations de pompage. Au Sud-est, les étangs da@d éela mer par des chenaux artificiels et
sont transformés en salins. Le Vaccares et leg®tdin centre du delta recoivent des apports
d’eau douce du Rhone, trop plein de l'irrigatiors d@eltures. lls ont tendance a s’adoucir du
fait de l'irrigation des rizieres. Enfin lors deups abondantes, de tres nombreuses mares
temporaires se créent sur les sols imperméablassaédinité dépendant de la teneur du sol en
NaCl (Hoffmann et al. 1968).

La présence variable de sel dans le sol est fonutateepour expliquer la formation de
biotopes spécifiques de la Camargue, comme leogiaes, déterminant la répartition des

especes animales comme les moustiques.

La Camargue est une des régions les plus sechdsraiee (précipitations annuelles
comprises entre 400 a 800 mm du Nord au Sud) (Bhlen 2006). Les pluies sont de plus
en plus abondantes au fur et a mesure que l'onigié de la mer. D’autre part, cette région
de plaine offrant peu d’obstacles naturels est s&i@ une fréquence et une violence des
vents caractéristiques, comme le Mistral. En éig, fait des hautes températures, de

I'ensoleillement et du Mistral, une intense évatioraasseéche les marais temporaires et est
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mise a profit dans les salins. L’automne est lasala plus pluvieuse, alors que 'hiver et le

printemps sont presque comparables.
Paysages de la Camargue

Les zones écologiques successives de la Camardguétérres précisement décrites par
Hoffmann et coll. en 1968 (Hoffmann et al. 1968).

En partant de la mer, s’étend tout d’abord uneeldg sable fin, large de quelques métres a
plusieurs hectometres, bordée par un cordon desdifiieres. Ce milieu abrite de nombreux

mollusques et crustaces, excellente nourriture [gsuniseaux sauvages.

Plus au Nord, la sansouire basse couvre les zoéesgs saumatres, voire sursalés (marais
salants), formant une zone de transition gracey@pbrt important d’eau douce et dont la
végétation unique dans les zones émergées eslidarsa @Arthrocemum glaucujn Cette
sansouire héberge entre autres des Tabanidés eid€sy commeAedes caspiugt A.

detritus

La sansouire haute et les marais couvrent une keaacoup plus étendue, du nord de la
précédente jusqu’a Arles (Figure 2). En hiver, zeses sont immergées par les eaux de
pluie. Une autre salicorne croit dans ce mili8alicornia fructicosq Sur les terrains plus
secs et moins salés, cette végétation est remplaaéda pelouse a saladell&tdtice
limonium, Obione portulacoides), parsemée de tamarigamarix gallicg, d’ormeaux
(Ulmus campestr)set de nombreuses xérophytes. Des peuplRopylus alba et des ronces
(Rubus sp.peuvent border les roubines qui traversent céemilsi elles sont irriguées de
facon permanente et abondante, alors que les pos@hragmites communis, Typha
angustifolig envahissent les roubines elles-mémes. La végatdgs marais de la sansouire
haute est composée également de roseaux, maismégdlele scirpesSgirpug, joncs,
Myriophyllum spicatunet Potamogeton pectinatu€e milieu est plus riche et plus diversifié
en especes animales aquatiques et terricoles. uiamncerne les moustiques, les larves
d’Aedes caspiuet d’A. detritussont retrouvées dans les eaux saumatres aussigben
douces, contrairement@ulex modesty<C. pipienset les Anophéles qui sont exclusivement

dulcaquicoles.
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Figure 3: Photographie d'un paysage de sansouire bt (Source : Dr Elsa Moulin)
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Pour résumer, les sansouires ou enganes domirsendies ou la salinité est importante, les

roselieres occupent des milieux a inondation lorefusalinité faible et enfin les prés salés ou
peuvent paitre chevaux et taureaux se trouvent dass milieux ou linondation est
périodique ou accidentelle.

La Crau est composée de milieux trés variés, cestplaine caillouteuse, cone de déjection
marquant I'ancien lit de la Durance, a végétatimpique. La végétation est composée de
scirpaies, de roselieres a Phragmites, de peupterdenchénes verts, de garrigue et parfois
de marais.

La ripisylve s’étend le long des bras du Rhoneagtsdses iles. Dans cette forét-galerie, le
peuplier blanc, l'aulne, le saule blanc, le fréhel@&ns les portions les plus hautes le chéne
sont retrouvés. Cette bande arbustive a eu tendas’@nincir au profit de vergers irrigués.
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Au nord de la zone d’étude, la majeure partie ddigum est constituée par des cultures qui
se développent vers le sud et le centre au déttideela sansouire haute. Les riziéres sont les
principales cultures dans cette zone (20 000 ha0&6 (Balenghien 2006)), se comportant
comme un marais ouvert, puis comme une roseliefarat a mesure de la croissance du riz.
Elles contribuent fortement au dessalage des solgpport continu d’eau douce. Les autres
cultures sont les céréales qui alternent souveet #&s rizieres, la vigne, les vergers, les
luzernieres et les prairies artificielles irrigué€gs cultures sont abritées du Mistral par des

haies de cypres.

Les milieux urbains ne doivent pas étre négligésis@ébergent de nombreux gites larvaires

deC. pipiensdans les caves inondées, citernes, bassins esfesptiques.

La zone des étangs du sud de Montpellier ne diffasede la partie littorale de la Camargue,

excepté la forte urbanisation de la c6te, de CaanBort-Camargue.

Enfin la Costiere correspond a un ancien bras dinBhformée par le dép6t de matériaux
grossiers, comme les galets. Cette vaste plaingoesinée par Nimes dans le Gard et s’étire
vers Montpellier en s’amincissant, entre les gaefy au Nord et les étangs au Sud
(Balenghien 2006). Cette zone est traversée parod@reux cours d’eau : le Vidourle, le

Dardaillon.... et drainée par le Vistre. La vigne gstdominante dans cette région, associée
a des cultures maraicheéres, céréalieres et a ddsgvargers. Cette zone contraste fortement

avec la Camargue, par I'absence d'étendues d’daurtednisation.

A I'opposé de ce que peuvent laisser penser ldeyv@tendues peu peuplées de Camargue
aux nouveaux Vvisiteurs, les paysages actuels ndteds pas d’'une nature laissée a I'état
sauvage et a I'abandon par 'Homme, mais sont auraioe le fruit de travaux humains
colossaux et constants : l'irrigation, le drainagjd’endiguement (Tomas-Roux 1998). Pour
maintenir un équilibre sans cesse remis en causlegpa caprices » du Rhoéne, I'entrée de la
mer, le sel et le vent, ’lhomme a transformé la @ayue en un vaste réseau hydrographique,
les canaux et roubines, alimentés par des pompkssetannes. Mais cette gestion sans cesse
renouvelée de I'eau et du sel met en conflit peanaides utilisateurs aux besoins différents,
du riziculteur au chasseur, en passant par la cgnig@aaliniére, le touriste et I'écologiste...

Pour une description détaillée du littoral et dimet méditerranéens francais, ainsi que de
'environnement camarguais, dans l'optique d’unedétépidémiologique sur les vecteurs du

virus WN, le lecteur peut se référer a Balenghi@aldnghien 2006). Les milieux
temporaires humides de Camargue, comme les saesoumilieu trés propice pour les
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moustiquesCulex modestugt C. pipienssont tres minutieusement décrits. Pour chaque

milieu, les connaissances sur les moustiques present détaillées.

Oiseaux de Camargue

La population aviaire de Camargue comptait en 1828 especes différentes avec une
prédominance pour les especes adaptées aux zomedeBu(Hoffmann et al. 1968) et en
2009 plus de 400 espéces sont répertoriées (Bgmnand public « La Camargue, un trésor
de biodiversité : états des lieux et enjeux poavdhir » publiée le 12 février 2009 par la

Tour du Valat et téléchargeable a I'adresssww.tourduvalat.org/actualites/projets

consultée le 24 septembre 2010).

Toutes les espéces dénombrées peuvent étre classésgaux sédentaires (ex : moineaux),
nicheurs en Camargue émigrant en Afrique tropi¢ete hirondelles), nicheurs au Nord et a
I'Est de 'Europe, hivernant en Afrique tropicalene séjournant en Camargue qu’au passage
(ex : fauvettes), nicheurs au Nord et a I'Est, me@at en Camargue et ailleurs autour de la

Méditerranée (ex : étourneaux).

Les routes de migration passant par la Camarguedsugées généralement du Nord-est au

Sud-ouest a 'automne et en sens inverse au pmp#em
Les groupes d'oiseaux les plus importants en Caneasgnt :

-les anatidés (canards et oies) : ces oiseaux mtictens le Nord-est de I'Europe, hivernent
en Camargue, voire en Afrique occidentale (Malné&gal).

- les laridés (mouettes, goélands...) : leurs effede sont multipliés dans les ports et
décharges, ils sont maintenant en grande partiensg@ides, mais aussi migrateurs d’Europe

centrale et septentrionale en hiver. Parfois ilgremt de fagon erratique vers I'Ouest.

- les limicoles (chevaliers, pluviers...) : ce som és grands migrateurs qui passent en
Camargue a I'automne et au printemps. lls sonira@iges de Scandinavie, Russie et Sibérie
et vont passer I'hiver en Afrique occidentale etaqriale, mais ils peuvent hiverner parfois

en Camargue.

- les ardéidés (hérons) : ils abondent et nichert@margue en colonies, une partie hiverne
en Afrique occidentale et équatoriale, I'autre hmneeen Camargue. A la fin de I'été et a

'automne, les hérons cendrés, originaires d’Eucgrdrale, stationnent en Camargue.
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- les rallidés (foulques, poules d’eau...): les espéherbivores vivent dans les marais
ouverts, les insectivores dans les roseliéres. dfkgrs venant d’Europe centrale, ils nichent
et hivernent en Camargue (foulques), une partienadgurs émigrent vers I'Afrique.

- les phoenicotéridés (flamands roses) : ils vivant les étangs saumatres, leur population

maximale est atteinte en été. Certains restenidihd’autres émigrent jusqu’au Sénégal.

Quelgues rapaces et passereaux sont liés aux xniligunides, tel que le busard des roseaux
(Circus seriginosus rousseroles et mésanges. lls peuvent étre raigsabu sédentaires.

Des études détaillées sur les Oiseaux de Camardei@ieus WN ont été menées récemment
(Jourdain et al. 2007a, Jourdain et al. 2007c).

L’évolution des activités humaines en Camargueoéitpraux espéces d’'oiseaux d’eau douce
et en moyenne tous les dix ans, trois a quatre ailmsvespéces nichent en Camargue.
D’autres espéces ont disparu en parallele maist ibleservé une augmentation d’'un indice
guantifiant la biodiversité de 65 % de 1970 a 260 TTamargue (Brochure grand public « La
Camargue, un trésor de biodiversité : états des let enjeux pour I'avenir »). Certaines
espéeces ont profité des mesures de protection raisggace en France ou a I'étranger au
20°™ siécle. Pour d’autres, la raison de 'augmentatdenleurs effectifs est inconnue. La
cause pourrait étre des changements non identiiés d’autres zones fréquentées par ces

especes.

Mammiféres de Camargue

Les mammiferes hors especes d’élevage présentamarGue sont généralement présents
ailleurs en France. Les especes prépondérantesesaastor, le ragondin, le sanglier, le

renard, le lapin, la belette, le blaireau et lerke

Deux especes principales sont élevées en Camargug de fagon tres atypique en France :
le taureau et le cheval (faisant I'objet du parpgeasuivant). Cet élevage est extensif, les
animaux ont a disposition un espace trés import2yst ha/téte), ils vivent uniquement a
I'extérieur, y compris pendant I'hiver et 'lhommatervient tres peu, que ce soit pour

I'alimentation, la reproduction ou les mesures tgar@s (vaccination et vermifugation).

Le taureau de Camargue est un animal considéré eonwoble et traité ainsi par les
manadiers et gardians qui s’en occupent. Il eseébm liberté totale sur de grands espaces de

plusieurs centaines d’hectares. Cette race a ktétisdnée pour sa grande rusticité, plus ou
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moins naturellement, du fait des conditions clipagis rudes et de la pauvreté des ressources
alimentaires en hiver dans les paturages salédniidohn et al. 1968). Le taureau de race
Camargue, fin, souple et nerveux, est élevé aviernga depuis plusieurs dizaines d’années
en vue d’étre utilisé pour les courses a la cocarddibres, sport typique de la Camargue
(Cardinale 1994). La sélection des taureaux seaisstsi sur des criteres de conformation
bouchére, du fait de la reconnaissance en AOC deéafede de taureau Camargue depuis
2000. Plusieurs élevages de taureaux de combhggsitpour les corridas ou les novilladas
sont également présents. Ces taureaux sont isstreidement de taureaux camarguais avec

des taureaux espagnols ou de taureaux de purespagnole.

Il existe également un élevage ovin non négligeatdms la zone d’étude qui est
essentiellement concentré en Crau. Ces troupeanshmment de juin & octobre vers les
Alpes. Enfin quelques élevages porcins sont raréme@contrés, comptant quelques dizaines

d’animaux.

La population humaine en Camargue

Les régions littorales de sansouire basse sont lpoplupart quasi-désertiques et I'homme
n'y pénetre que trés rarement a des fins professites avec autorisation, puisque ce sont
des propriétés privées détenues par les sociéliégess ou le Parc Naturel Régional de
Camargue. Les zones de sansouire haute abritagradds mas d’élevage de taureaux et/ou
chevaux de race Camargue (de 100 a plus de 100Qadgnsité de population humaine est
tres faible dans ces zones de « paturages ». Isselest beaucoup pratiquée en dehors de la
Réserve naturelle. Plus au Nord, se trouvent deeszagricoles de riziéres, céréales et

vignes, dans lesquelles la population humaine@stentrée dans de gros villages et villes.

La population totale recensée en 2007 dans les departements concernés par nos études,
le Gard, I'Hérault et les Bouches-du-Rhone est @&&3980 personnes (Données INSEE

Recensement 2007, consultables a I'adressew.insee.fr/fr).

Des contacts étroits de la population humaine daeblature ont lieu pour différentes

activités en Camargue :

-travail saisonnier dans les cultures: riz (repmp), vigne (vendanges...), vergers

(traitement, récolte...),
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-travail dans les patures des manadiers et gardiaciseval pour I'élevage de taureaux et

chevaux,
-chasse par les locaux et les touristes,

-activités traditionnelles de Camargue directendgams les patures : ferrade, déjeuner au pre,

« abrivado »...

-tourisme dans toute la région pour I'observatien diseaux, les balades a pied, a cheval, en

jeep, les activités nautiques ou autres sur lagepla.

Une exposition tres importante aux piqdres de nguess d’'une population non locale a lieu
dans la région et cette population est souvent mamunisée contre les pathogenes

enzootiques, pendant la saison a risque.

Il convient maintenant de détailler 'importanceletmode de vie de notre animal d’étude,

indicateur de la circulation du virus WN : le cheea Camargue.

3. Le cheval en région Camargue

a) Lafiliere équine en région Camargue

Les activités équestres pratiquées dans les téparttments du Gard, de I'Hérault et des

Bouches-du-Rhéne sont tres diverses. Les diffésesitactures rencontrées sont multiples.

Les écoles d’équitation pratiquent souvent plusieagtivités : dressage, concours de saut
d’obstacles (CSO), concours complet déquitatiorCEJ, promenade, pony games,

horse-ball...et comprennent un effectif de chevayoekeys.

Les centres de tourisme équestre pratiquent lesy@rades, les randonnées, I'équitation

traditionnelle camarguaise avec des chevaux epigagtielques poneys.

Les écuries dites « de propriétaires », permetartparticuliers de mettre en pension leurs

chevaux dans des structures spécialisées.

Un grand nombre de particuliers détient de peffisctfs de chevaux, souvent 2, pour du
loisir essentiellement. Cette catégorie est extréemt difficile a quantifier, mais est
minoritaire par rapport aux deux précédentes (T20G7).
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L’activité des courses est également minoritaire seul hippodrome se trouve en bordure de
la zone d’étude a Nimes et la plupart des chevauzodrse sont élevés et entrainés hors de

cette zone.

Il faut souligner qu’'une méme structure peut sotieeimuler plusieurs activités, y compris

I'élevage, complexifiant encore la description de établissements équestres.

Terry en 2007 a estimé, d’aprés des études silidia féquine en Languedoc-Roussillon en
2003 et en région Provence Alpes Céte d’Azur (PA@A)2007, que I'élevage de chevaux
dans le Gard, I'Hérault et les Bouches-du-Rhonelestiné par les chevaux de selle. Dans le
Gard et I'Hérault, la premiére race élevée en nerde juments était la race Camargue,
suivie par les Lusitaniens et les Pur-Sangs Arahes. élevages les plus importants en
nombre de chevaux étaient aussi de race Camangiues des Lusitaniens, Arabes, Barbes,
Pure Race Espagnole, Merens et Selle FrancaisAEAPla race Camargue est |5"8race

élevée en nombre d’élevages, derriere I'’Arabe 8elée Francais.

Terry a également mené une étude descriptive diésethits types de structures equestres de
la région Camargue : type d’activité, nombre talal chevaux détenus, age moyen des
chevaux, estimation du taux de renouvellement...Blusi sources de données ont été
utilisées (Terry 2007) :

-une base de données d’écuries, créée par le PesAlgablond en 2001 pour étudier la
maladie de WN chez le cheval dans cette régionldbebet al. 2005),

-une liste d’éleveurs de chevaux établie grace@I% (Direction des services vétérinaires)
du Gard,

-une enquéte de terrain (entretiens physiquedégthiéniques) pour mettre a jour les données

déja collectées et en collecter de nouvelles.

Les résultats de cette étude montrent que les gdevde chevaux Camargue détiennent le
plus grand nombre de chevaux par écurie (moyenB8)=suivis par les centres équestres
(moyenne = 18). Les centres équestres détiennechkvaux avec la moyenne d’age la plus
élevée (14,5 ans). Le taux général de mortalitédestviron 2 % par an pour toutes les
catégories de structures, sauf les centres égsegireo environ). Enfin, le taux de
renouvellement de la population équine dans ceitgon est de 14 % par an, toutes

catégories confondues, avec logiguement un tauredeuvellement beaucoup plus faible
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pour les élevages. En 5 ans, plus de la moitie@depulation équine des centres équestres

change, d’'apres cette étude.

La filiere équine en région Camargue offre une deavariété de structures équestres ayant
chacune des caractéristiques propres et pouvamtrétrcontrées ailleurs en France. Par
contre les manades et I'élevage du cheval Camagusituent un €lément trés original dans
la filiere équine. L'essentiel des activités équesste la région est tourné vers I'élevage du
cheval de pure race Camargue, sélectionné pourusticité et ses grandes qualités

indispensables aux gardians et manadiers pouv#igkedu taureau camarguais.

b) Les manades et le cheval Camargue

Le terme de manade peut étre employé aussi bienypotroupeau de taureaux camarguais
élevé en pleine nature que I'’équivalent pour lesvabx. Il désigne d’ailleurs a la fois le
troupeau et le lieu d’élevage. A l'origine, la mdaale chevaux Camargue et en particulier la
manade de juments ou « rosso » en provencal sarf@iter les céréales en terre d’Arles. Ce
mode de travail trées éprouvant pour les chevauté aldandonné peu a peu vers 1880, a la
suite de l'apparition des batteuses mécaniques cbapu plus efficaces et rentables
(Cardinale 1994). Aujourd’hui, les grandes manatkeshevaux ont presque toutes disparu,
mais le cheval Camargue est toujours utilisé at@utt comme I'outil de travail du gardian
pour rassembler, déplacer et trier les taureauxd{@ale 1994). Des activités traditionnelles
comme les ferrades consistant a marquer les veawawhée, permettent de montrer les

gualités exceptionnelles de certaines monturesxpeéllent dans le tri.
La race Camargue

L'origine du cheval Camargue, qui remonterait amnimum a I'’épogue romaine aux
environs de 350 aprés Jésus-Christ, est encorget’ale nombreuses théories qui sont
successivement exposées par Tomas-Roux (Tomas1aa).

La race Camargue a subi de nombreux croisementsoats de son histoire avec de
nombreuses races pour tenter d’améliorer certaitteyes comme la rapidité et la taille. Le
Pur-Sang Anglais, le Barbe, 'Espagnol, le Perchgle Trait Breton ont été utilisés a ces
fins, en particulier & la fin du % siécle. Les croisements les plus réussis se aiistdvec

I'Arabe. Depuis 1978, les croisements sont intsrditais officieusement ils existent encore.



Partie | — Problématique, contexte et questioredberche

Certains chevaux Camargue trahissent parfois letigsgnes non réglementaires et il est
important de garder a I'esprit que cette race rpest parfaitement pure et de se rappeler de
ce passé. |l parait surprenant que cette raceamiegson type originel si intact malgré ces
nombreux croisements, certains auteurs I'expliquent la capacité des races rustiques a
absorber les croisements et éliminer rapidemeninfagences d’autres races (Tomas-Roux
1998).

En 1964, est créée I'’Association des Eleveurs dev@ix de Race Camargue (A.E.C.R.C) de
la volonté de quelques éleveurs de sauvegarder reett trés ancienne et préserver I'élevage

camarguais traditionnehitp://www.aecrc.com/aecrc/index.phpLeur premiere tache fut de

définir les caractéristiques de la race (qui albautiu standard de la race) et de délimiter
I'aire géographique propre a I'élevage du Camargire, qui deviendra le « berceau de la
race », incluant le delta du RhOne et ses régioasplpériques. Trois régions sont
actuellement concernées (Provence = 16 communesargae = 2 communes et Languedoc
= 27 communes) et une liste de communes est |égaletéfinie a I'annexe Il du reglement
du Stud-Book du cheval Camargue, récemment padOadu 25 mars 2010 (disponible en
ligne a l'adresse http://www.aecrc.com/aecrc/stud-book-cheval-cameuiuy consulté le
26 juillet 2010) (Carte 4).
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Carte 4: Le berceau de la race Camargue
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En 1967, I’Association entreprend le recensemetuiltd des chevaux dits « Camargue »

dans les élevages existants. Le terme de « manesteators I[également défini : « un élevage
extensif en liberté et plein air intégral, de chev&amargue comprenant au minimum quatre
juments reproductrices, stationnées toute I'anrades de berceau de race, sur un territoire
comportant deux hectares par UGB (Unité Gros Betmidec un minimum de vingt hectares

d’'un seul tenant, en propriété ou en location >todte manade correspond un nom et une
marque a feu qui sont enregistrés par I'associal@rrace agréée, lorsque la manade est
reconnue. La liste des manades reconnues et de earques au feu est tenue a jour et
publiée annuellement par les Haras Nationaux sopgsition de la commission du Stud-

Book. Le reglement complet du Stud-Book du chewain@rgue est paru au JO du 25 mars

2010 et est disponible en ligne a l'adressétp://www.aecrc.com/aecrc/stud-book-cheval-

camargue.phpconsulté le 26 juillet 2010.

Dés lors, seuls les chevaux « nés, élevés et sedigpant en manades » eurent le droit
d’appartenir a la race « Camargue ». Ainsi la ditecréation et la date d’ancienneté de la
manade peuvent étre différentes pour les plus @anege puisque la date d’ancienneté
correspond a celle de la reconnaissance officiild.er étalon marqué du fer de I'élevage.
Cette date de reconnaissance officielle n’est jaraatérieure a 1978, date de reconnaissance
de la race du cheval Camargue.

La collaboration entre 'A.E.C.R.C. et le Parc matuégional de Camargue depuis 1974 et
I'action conjointe de I’Administration des Harastinaaux aboutirent a la promulgation de
'arrété ministériel du 17 mars 1978 portant re@ssance officielle de la race du cheval
Camargue, classée aujourd’hui dans la catégorielimsgmux de sang. Par arrété ministériel
du 10 octobre 2002, le Stud-Book du cheval Camaegtienclus dans le livre généalogique

des races francaises de chevaux de selle.

Par le biais de la Commission Nationale d’Appradati’Association procede chaque année
a une sélection des reproducteurs, en partenagatlas Haras nationaux. Par ailleurs, ceux-
ci assurent les relevés du signalement des poukamsgistrant leur inscription dans le livre

géneéalogique de la race Camargue.

L’arrété ministériel du 23 avril 2003 a officialiggrole antérieurement joué par I'A.E.C.R.C.
et étendu ses missions en l'agréant pour intervdairs la sélection et I'amélioration
génétique des équidés. En 2003, I'Association fgsiement ouverte a tous les éleveurs

francais, quels que soient le lieu d’implantatiom Ilevage et le nombre de juments
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reproductrices. Si bien que I'Association, au nagnlfadhérents sans cesse croissant,
compte aujourd’hui 261 membres répartis dans troiges distincts, selon gu'il s’agit
d’élevages en manade (99 élevages), hors manadé&l¢g@ges) ou hors berceau (102

€levages) et de manades outre-mer ou a I'étrange&?  €levages)

(http://www.aecrc.com/aecrc/stud-book-cheval-cameupiup consulté le 26 juillet 2010).
L’élevage du cheval Camargue
La manade est scindée toute I'année en plusieaupdaux :

-les poulinieres suitées (accompagnées de leurdsipswde quelques mois) et un étalon, (il

existe souvent dans les grandes manades plusiewngeg de poulinieres),
-les poulains males de I'année,

-les jeunes males de 2 et 3 ans,

-les pouliches (avant la mise a la reproduction),

- les montures (seulement des hongres).

Les étalons Camargue sont sélectionnés par le nesir@alr étre présentés a partir de 3 ans
au concours d’approbation a la monte publique ethagjue année jusqu’a I'age de 10 ans.
Ce concours comporte une présentation en mainprésentation monté aux 3 allures et un
test facultatif de travail du taureau. Les échangjésalons se pratiguent beaucoup entre

manades pour tenter de diminuer la consanguiniié da si petit groupe d’élevages.

Les juments poulinieres sont sélectionnées paev&ir selon ses propres critéres de
conformation essentiellement. Elles sont mises aefgoduction des I'age de 3 ans et
poulinent souvent chaque année jusqu’a leur réfqraréois tres tardive (20-25 ans). Dans
I'élevage traditionnel camarguais, les juments ot gamais montées et ne servent qu'a la
reproduction. Si certaines juments ne correspon@ast aux criteres sélectionnés par le
manadier, celui-ci les vend a I'extérieur du beucda la race pour la monte ou si ces juments

sont trop difficiles a domestiquer, pour la bouaher

Pour que les poulains soient reconnus « Camargaereproduction doit étre exclusivement
naturelle. Tous les poulinages ont lieu dans laadanen toute liberté, de février a mai,
souvent dans une pature plus séche ou les poulairisquent pas de se noyer.

Apres 7 a 8 mois de vie, a 'automne, tous lesgioglde race Camargue sont marqués au fer

rouge de la marque de la manade, toujours surissegauche et de la lettre de I'année de
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naissance suivie d’'un chiffre. Les males sont méscul’encolure gauche pour la lettre et le
chiffre, alors que les femelles, laissées libragtedeur vie, sont marquées a la croupe
gauche, au-dessus de la marque de la manade, ¢ectjie la lecture de loin. Ce jour de

marquage permet également d’effectuer le signalersens la mére avec la pose d'un

transpondeur électronique.

Fin novembre, la plupart des éleveurs sévrent leglajms males de l'année en les
rassemblant seuls au mas pour les habituer atéieh@s et manipulés. lls sont relachés au
marais ensemble a la fin de I'hiver, parfois avecjeunes males de 2 et 3 ans. Les pouliches

sont également sevrées de leurs méres et sépasgeasjleur mise a la reproduction.

Les montures sont essentiellement des hongresé¢sasts 3 ans ou plus tardivement pour
cause de réforme comme étalon. De plus en plualdiét sont également montés pour tester
leurs aptitudes dans le travail du taureau. Leres d’évaluation d’une monture sont la

conformation, le caractere, les origines et leditfisaau travail.

Un débat existe au sein des éleveurs sur le fadét®urrer certaines juments afin de les
tester également au travail, faciliter la sélecti@s reproducteurs et améliorer la qualité des
montures. Pour l'instant, la tradition prime et édeveurs expérimentés n’ont pas besoin de

recourir a ce changement de pratique pour leuctéte

Mode de vie, activités et soins apportés au chev@hmargue

Le cheval Camargue est élevé exclusivement a fFiexte souvent dans les mémes péatures
gue les taureaux, soumis aux mémes conditions ttjoes, manquant parfois de nourriture
et se reproduisant avec trés peu d’interventionmames. Il existe encore quelques
troupeaux de chevaux Camargue quasiment sauvageslek® marais de Camargue. Ce
cheval est tout de méme rentré a I'écurie, pen@arihases de sevrage, débourrage ou si des

soins médicaux doivent étre apportés. Il suppodkl’'anfermement, surtout seul.

Pour le travail du taureau, le gardian commenaeradnter dés I'age de 3 ans et les bonnes
montures sont parfois utilisées jusqu’a plus dar2f Il faut remarquer la longévité moyenne

importante des chevaux dans cette race, peutiégalsa rusticité |légendaire. Les chevaux
vivant paisiblement dans la manade a plus de 3@ &% ans ne sont pas rares (Tomas-Roux
1998).
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Le cheval Camargue est une monture polyvalentesllext cheval de randonnée, mais aussi
d’endurance, d'obstacles, de complet, d’attelagiealressage. Cette race est également tres
utilisée a des fins touristiqgues pour la promenaddneval des touristes trés nombreux a la
belle saison. Les hauts lieux de cette activittr@event aux Saintes Maries de la Mer (foyer

de cas cliniques équins de WN en 2004) et au Qudrad a I'Espiguette.

Dans cette race, il a longtemps été proscrit dirgeir trop sur la gestion de I'élevage pour
la nourriture, les mesures sanitaires et le débgerprogressif. Mais aujourd’hui la plupart
des éleveurs camarguais ont compris que s’ils ventigroduire des chevaux de qualité pour
toute leur vie, il fallait prendre garde a certairg@apes essentielles du développement d’'un
cheval. Préserver les qualités de la Race Camatgeie particulier sa rusticité a laquelle ils
tiennent tant, n'est absolument pas incompatiblecaVapplication de soins et de
complémentation de la ration aux périodes critiql@svermifugation est devenue un acte
courant dans les élevages bien tenus. Par contractanation n’est souvent appliquée que
par obligation légale. L'alimentation varie au c®ules saisons : le jonc est la nourriture de
base du printemps a I'automne dans les maraisyggiaté »), alors que I'hiver les chevaux
sont transportés si possible sur des terres mailées et herbeuses (« pays d’hiver »). Si
I'éleveur ne dispose pas de telles terres, lesathevecoivent du foin en quantité. Au cours
de mes enquétes, j'ai été confronté la pluparedys a des chevaux en exces d’embonpoint,

bien plus que dans la population équine générale.

Comme le remarquait Mr Guy Bideault, ancien directdu haras d’'Uzes, lors de la
reconnaissance officielle de la race Camargue &8,1® propos du cheval Camargue, c’est
« sans doute parce qu’en lui sincarne toute la &@goe qu'on donne a ce cheval le

substantif Camargue et non I'adjectif camargudis »

c) Démographie de la population éguine dans la zonedtude principale

Les renseignements bibliographiques ou statistiguesa population de chevaux vivant en
région de Camargue sont tres épars et souvent gmpedmme le sont ces mémes données
en France globalement. L’'obtention de donnéesdfatans ce domaine constitue un casse-
téte pour les scientifiques menant des études aupdpulation équine. Les études

épidémiologiques nécessitent la connaissance donuéateur de la population étudiée.
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Celui-ci est connu pour la plupart des espéeces aasrmomestiques, sauf le cheval. Dans
cette espéece, l'identification est devenue obligatpour tous les Equidés seulement depuis
le 1*" janvier 2008 et les sanctions pour une absendenmtification sont encore trés rares et
freinent I'application de cette mesure. D’autretplar cheval est surtout un animal de sport et
de loisir, donc moins concerné par la tracabilbégatoire pour les animaux de rente. Enfin
la filiere est trés cloisonnée avec une multitudactéurs qui ont beaucoup de mal a

s’entendre et se fédérer.

En plus des problémes généraux rencontrés en Franagégion Camargue, I'identification
des chevaux a longtemps été négligée du fait tkvéige extensif de la race Camargue et de

I'utilisation de beaucoup de chevaux croisés appalgourd’hui « d’origine non constatée ».

Ainsi il est a I'heure actuelle impossible d’'obtele@ nombre exact de chevaux dans cette
région. Il faut alors travailler par comparaison recoupement de différentes sources

statistiques et par des études de terrain longheses et fastidieuses.
En France, trois organismes détiennent des infoomagénérales sur la population équine :

-le S.I.LR.E. (Systeme d’Information Relatif aux kbgs) géré par les Haras Nationaux,
permet chaque année et par département au minigiggnnaitre le nombre de poulinieres
(estimé par le nombre d’élevages multiplié pardenbre moyen de poulinieres par élevage),
le nombre d’étalons, le nombre d'immatriculatiores ¢poulains de I'année et des chevaux

d’'origine  non constatée (ONC) (disponibles en lignsur http://www.haras-

nationaux.fr/portail/particuliers/sinformer/stafigtes-et-economie/chiffres-de-lelevage.html
consultés le 27 juillet 2010).

- le SCEES (Service Central des Enquétes et Et8tmsstiques) du MAAP (Ministere de
I’Alimentation, de I'’Agriculture et de la Péchepeganisé le dernier recensement agricole en
2000 (Un nouveau recensement agricole va étreteffete septembre 2010 a avril 2011). Ce
recensement permet de connaitre le nombre de jenpendinieres et autres équidés (tous
confondus) seulement dans les exploitations agscd)’autre part, il existe des données de
SAA (Statistiques Agricoles Annuelles) établies es services statistigues des DDAF
(Direction Départementale de I'Agriculture et deHarét) et comptabilisant une fois par an
(au *" novembre) I'effectif d’équidés présents dans umaétllon aléatoire d’exploitations
agricoles. Trois catégories d’équidés sont recenshevaux de selle, sport, loisir et course

(+ poneys) / chevaux lourds / anes, baudets, muiesdets, bardots. Ces données sont
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enregistrées par commune mais elles restent malhsement confidentielles. Seules les

données par département sont accessibles.

- la liste des établissements équestres agréék gafE (Fédération Francgaise Equestre).
Mais les données d’effectifs de chevaux pour chadenx n'est pas disponible. Il faut
estimer un nombre moyen de chevaux détenus danseot®s. Dans I'étude de Terry en

2007, il a été estimé a 28 dans la zone qui ndaseisse (Terry 2007).

Les données chiffrées du S.I.R.E. sont disponibléschelle du département et il n’a pas été
possible jusqu'a présent d'obtenir des Haras Natignles données de population totale
d’équidés déclarés par commune. D’autre part leREl comptabilise seulement les
naissances, les juments poulinieres et les étatbmsraces, ainsi que les nouvelles
immatriculations d’ONC, mais il est impossible ainstant t de connaitre le nombre exact de

chevaux présents dans une zone donnée.

Il est difficile de dire si ces données surestinmnsous-estiment la population équine car il

faudrait pouvoir évaluer la part relative des damémanquantes :

-les naissances de poulains non déclarés au S.I(Bysteme d’Information Relatif aux
Equidés)

-les chevaux adultes non encore identifiés
-les chevaux morts et non déclarés
-les chevaux vendus, donnés ou déplacés dansebaeégions.

Deux théses vétérinaires ont permis de synthégseimformations disponibles en 1998 et
2007 (Tomas-Roux 1998, Terry 2007). L’effectif deecaux Camargue a été estimé a
plusieurs milliers par les chercheurs en 1968 (iafin et al. 1968). Tomas-Roux a estimeé
en 1998 que l'effectif réel de chevaux Camargudeseent, vivant dans le berceau de race
(c’est-a-dire une zone un peu plus large que notree d’étude), était proche de 1400

chevaux (Tomas-Roux 1998).

Les tableaux | et Il présentent les principaux ltésside I'étude de Terry en 2007, dans le
premier tableau pour les trois départements deermine d’étude (Hérault, Bouches-du-

Rhoéne, Gard) et dans le deuxieme tableau pourddesecommunes de la zone d’étude, avec
'hypothese que la répartition des chevaux est lyggme dans chaque département (Terry
2007).
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Tableau 1: Estimation de la population équine dankes trois départements d’intérét (Terry 2007}

Dans le Gard, Hérault et Bouches-du-Rhéne

Nomtirmésle chevaux

Données SIRE 2005 21 370
Données Recensement agricole 2000 + 19 175
Données FFE

Données SAA 2004 + Données FFE 18 712

Tableau 2: Estimation de la population équine dank zone d’étude (Terry 2007) :

Zone d’étude

Nombre estimé de chevaux

Données SIRE 2005 4 070
Données Recensement agricole 2000 + 4 546
Données FFE

Données SAA 2004 + Données FFE 3 547

Apres prise en compte des différents biais, Testyre la population totale dans les trois

départements considérés a 20 000 chevaux envirdanst la zone d’étude a 4 500 (Terry

2007).

Une autre méthode permettant de s’affranchir degraiotes et biais des études décrites

précédemment et valable uniquement si la major@éadpopulation équine est logée a

I'extérieur, est le comptage par vol aérien, emmaveger a basse altitude. Ce comptage peut

étre exhaustif dans une surface délimitée au sopauéchantillonnage. Cette derniere

méthode consiste a compter le nombre d’animauxeptésdans une certaine largeur de

bande de comptage située entre deux reperes gianl’at dont la surface correspondante au

sol est mesurée a I'avance. Il existe plusieurscesud’erreurs liées au pilotage (altitude de

vol non constante par exemple) ou au comptage midigsidus (densité de groupes trop

importante, manque de visibilité, fatigue de I'alysgeur...). Les avantages sont la rapidité,

la couverture d'une grande zone d’explorationalalité d’acceés a tous les milieux.

Ce type de recensement a été mis en ceuvre daeszoo d’étude par Terry en 2007, mais

n‘a pas permis dobtenir de résultats précis ebldis essentiellement par manque

d’expérience sur cette méthode (Terry 2007). llaisecertainement tres informatif de

renouveler le comptage par cette méthode, en Fretese’autres données.
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En conclusion de ce paragraphe, il apparait trésechent qu’il est encore extrémement
difficile d’obtenir le nombre exact de chevaux dame zone donnée a un instant t. Mais
dans l'avenir, nous devrions pouvoir obtenir desrd®s plus fiables pour trois raisons

principales :

-L’article 38 de la loi rurale du 23 février 200&rrespondant a l'article L311-1 du Code
Rural a requalifié juridiguement les centres égessen tant qu’exploitations agricoles
(Terry 2007). « Sont réputées agricoles toutesatdivités de préparation et d'entrainement
des eéquidés domestiques en vue de leur exploitatiorfexclusion des activités de
spectacle ». Sont donc incluses dans les actiagésoles, les activités équestres suivantes :
I'élevage, la randonnée, les courses, I'enseignenheiéquitation. Sont toujours exclus de
ce recensement les chevaux de loisir et les «&cda propriétaires », dont les chevaux sont
seulement logés et nourris, sans travail effectwaup professionnel. En tout cas, les effectifs
en Equidés des structures maintenant qualifieegphbgations agricoles et jusqu’alors
difficiles a quantifier devraient étre systémationgmt comptabilisés dans le prochain

recensement agricole de 2010.

-La filiere équine a pris conscience de I'impor@ardune meilleure connaissance de ses
effectifs, surtout d'un point de vue économiqueilt¥ars. Un partenariat entre les Haras
Nationaux, I'Institut de I'Elevage, les Conseilssd€hevaux et/ou des Equidés et les
Chambres d’Agriculture a vu le jour pour créerdsaau REFErences, dont la vocation est de
fournir des repéres techniques et économiquesefabt actualisés dans la filiere équine

(http://lwww.haras-nationaux.fr/portail/professiorsisinformer/statistigues-et-

economie/etudes-thematiques.hjml

-Enfin depuis maintenant plus de deux ans, I'ideatiion de tous les Equidés est obligatoire
et les propriétaires de chevaux ont de plus enlplasuci de régulariser leur situation, méme

pour les plus récalcitrants en Camargue !

Mais il faudra garder a I'esprit gu’actuellemerg, sont surtout les chevaux détenus par des
particuliers qui sont le plus difficiles a compta®r. De plus I'enregistrement des déces et
des déplacements restent trés incomplets, ce qéssife la poursuite de recensements

réguliers pour actualiser les données.
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d) Mouvements de chevaux

Les chevaux dans la région étudiée sont amené® @@&blacés pour diverses raisons qu'il
convient de bien connaitre, pour savoir ou ces almevse situent pendant I'année et
notamment I'été, saison a risque pour la maladi®Vtie Cette information est primordiale

pour pouvoir interpréter le mieux possible les it@d$sl sérologiques de ces animaux témoins

d’un contact avec le virus WN.

Astier en 2004 a conduit une enquéte de terrais datre zone d’étude qui s’intéressait aux
caractéristiques générales des écuries de la rémomme leurs activités, leurs effectifs, mais
aussi les déplacements des chevaux (Astier 200d@ceGa cette étude et a notre propre
connaissance du terrain, il est possible de délesrenotifs de déplacements des chevaux de

la zone d’étude.
Reproduction (de février a septembre)

Les juments poulinieres de race Camargue ou awuné déplacées pour deux raisons

majeures :

-avant les poulinages, elles sont mises dans desepdlus seches pour éviter les noyades de

poulains a la naissance ou plus pres des habisgpionr Etre surveillées,

-pour les saillies, elles peuvent étre déplacées da autre élevage au contact d’un autre
étalon, parfois dans la méme pature que d’autmeenis, dans un haras ou dans une pature

de leur élevage plus facile a surveiller.

Il existe également de nombreux échanges d’étatmse élevages, pour diminuer la

consanguinité.
Changement saisonnier de patures

Les propriétaires de cette région ont souvent dgpes de patures: des « pays d'été »
utilisés du début du printemps au début d’autontnges « pays d’hiver » pour le reste de
'année. Le choix se fait en fonction des ressauraimentaires disponibles (roseau ou
herbe), de la mise en eau intermittente des patutitsées a d’autres fins (roselieres,

rizieres) et de la présence d’insectes nuisiblesrtaines périodes de I'année (moustiques,
tiques...) empéchant les chevaux de se nourrir demesnt. L’hiver, saison difficile pour les

chevaux par manque de nourriture, les chevauxpofais déplacés hors de la zone d’étude,
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plus au Nord dans les Cévennes ou dans les Algedéflacement évite aux propriétaires de

distribuer du foin.
Transports ponctuels

Dans cette catégorie, les motifs sont multiplesonenades ou randonnées sur plusieurs
jours pour le loisir ou a des fins commercialesrtipi@ation a des concours ou des
spectacles, transport des montures des gardiansi@duavail du taureau dans d’autres
manades ou pour des festivités dans des villagda d&gion, participation aux salons du

cheval a Montpellier, Avignon, Lyon ou Paris.

D’aprés cette description, il parait souvent pdesile prédire les déplacements d’'un cheval
en fonction de son activité et de son sexe. Pouittae faudra pas négliger de collecter ces
informations lors des enquétes de terrain au méime tue d’autres informations

primordiales, car les combinaisons sont multiples.

De cette partie du manuscrit, ressort la grandgiraiité de la région Camargue en France.
Elle regroupe a la fois tous les criteres favoraldd’instauration d’'une enzootie du virus
WN par la coexistence de conditions climatiquespggéphiques, de flore et de faune
optimales, ainsi que des conditions idéales ad&tde ce virus par I'historique marqué
d’événements majeurs du virus WN en Camargue etrliprésence du cheval. Le choix de
cette zone paraissait donc naturel pour notre étlidetant plus qu’un groupe de chercheurs
précurseurs avait déja effectué des travaux pré&® @ms plus tot (Panthier 1968).
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C. Question de recherche et hypothéses de travail

Ce travall vise a étudier les facteurs spatiauwralvles a une circulation enzootique du virus
WN en une zone donnée, la Camargue. Le choix de zene d'étude principale a été

effectué sur la base de I'observation de circuteticegulieres et probablement permanentes
du virus dans cette région, comme nous l'avonsitdgicis haut. Nous avons donc considéré

dans ce travail que la Camargue est une zone egaeqgiour le virus WN en France.

Les parametres environnementaux favorables a Igenee de la maladie a un moment
donné&, comme des facteurs météorologiques (tenupéyatumidité...), des variations de la
croissance de la végétation... devront étre idestifidais nous avons considéré que leur
étude devra faire I'objet d'une seconde étape duatt. En effet I'épizootie de 2000 en
Camargue a montré que la répartition des cas éauétait pas liée spécifiguement a un
milieu humide ou semi-humide (Durand et al. 20@R).contraire, la majorité des cas a été
rencontrée en zone de garrigue, ou la densité deews est supposée faible du fait des
démoustications pratiquées chaque année par [|'Entelmterdépartementale de
Démoustication. L’hypothése admise est que le yviameés une phase d’amplification en
zone humide, aurait été dispersé dans des milikusxgecs, plus au Nord. Il parait en avoir
été de méme en 2006 dans les Pyrénées Orientaldss @as cliniques sont survenus en
bordure de zones humides (Eloit 2006). Ainsi I'étwah deux temps des facteurs de risque
environnementaux favorables a I'enzootie, puisetnérgence du virus WN parait justifiée,

puisque les mécanismes sous-jacents paraisseotiésslans I'espace et dans le temps.

L’espéce équine a été choisie comme témoin dertalation du virus WN. En effet le
cheval est particulierement sensible a l'infecfian ce virus et est souvent considéré comme
un révélateur de la circulation du virus WN (Ostlwet al. 2000, Dauphin et al. 2007).

Il développe une réponse immunitaire facilemennidiable par analyse sérologique de
deux types d'immunoglobulines : les IgM et les Ig&s IgM, révélatrices d’'un contact
récent avec le virus, apparaissent dans le san@ @eg jours post-infection expérimentale
(Bunning et al. 2002) et persisteraient entre Ingo& apres I'apparition des signes cliniques
(Ostlund et al. 2000, Davidson et al. 2005). Canumoglobulines sont bien adaptées pour le
diagnostic d’une maladie de WN chez le cheval, masspour la détection d’'une circulation
virale dans un effectif. Par contre les IgG resthfiectables au moins 15 mois post-infection

(Ostlund et al. 2001) et a I'heure actuelle lessarg considerent qu’elles pourraient méme
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persister a vie. Elles sont donc révélatrices @ontact plus ancien avec le virus, mais sans
pouvoir le dater. C'est le dosage de ce type d'lg® a été choisie pour nos études
sérologiques dans la population équine.

La méthode que nous avons appliquée dans nos xrasiubasée sur |'utilisation du lien
direct existant entre I'environnement et la cirtiola enzootique du virus WN, par I'étude de

la séropositivité chez le cheval. Cette méthodesgstsentée dans la figure 4.

Figure 4: Schéma représentatif de la méthode utilée

' ENVIRONNEMENT

& >

Moustiques Chevaux

Séropositivité
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circulation

endémique
du virus West
Nile
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La biologie des moustiques, mais également l'inténdes contacts moustiques-oiseaux et
donc la transmission du virus WN, sont étroiteneamtditionnées par I'environnement. Pour
estimer le risque de circulation enzootique eniem tlonné, il faut identifier les paramétres

environnementaux favorables a I'enzootie, révébdgséropositivité chez le cheval.

Nous tenterons de répondre a cet objectif en abonolas spécifiguement la question de

recherche suivante :
Quels sont les facteurs qui influencent la ciréafatu virus WN dans la zone étudiée ?

La figure 5 représente les relations entre legdfits facteurs associés a la probabilité de

contact d’'un cheval avec le virus WN.

Nous avons fait le choix d’étudier certains defeeseurs et les résultats de ces travaux sont

présentés dans la deuxieme patrtie.
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Figure 5: Facteurs associés a la probabilité de ctatt d’'un cheval avec le virus WN
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Il. TRAVAUX PERSONNELS ET RESULTATS

L’objectif de notre travail est d’évaluer la ciratibn enzootique du virus WN chez le cheval
dans une zone d'étude principale, la Camargue, dentifiant des facteurs de risque
environnementaux, mais aussi individuels. Dan® adtixieme partie, le premier paragraphe
portera sur la description des données utilisées a@s travaux personnels, les données
collectées lors des enquétes en Camargue d’'unetpag données environnementales ayant

servi a rechercher des facteurs de risque d’aatite p
Puis trois études sont présentées :

-la premiére étude porte sur l'identification den@s a risque de circulation enzootique du
virus WN chez le cheval dans le Sud de la Franoes'iatéressant particulierement a la

structure du paysage.

-la deuxiéme étude s’intéresse a l'influence dau’sur la circulation enzootique du virus
WN, élément naturel important dans le cycle épiddmgique de ce virus. Certains facteurs

de risque liés au cheval sont également identifiés.

-la troisieme a pour objectif d’étudier les mécargs de transmission du virus WN en région
Camargue, en se basant sur des cartes de diginligs vecteurs et des hotes potentiels du

virus dans cette région et en les confrontant aldagées sérologiques aviaires et équines.

A. Matériel et méthodes

1. Description des enguétes en population éguine en 2007 et 2008

Le recrutement des écuries s’est fait dans la dasnnées Camargue créée par le Pr Agnes
Leblond de VetAgro Sup Campus vétérinaire de Lyepuis 2001 (Astier 2004, Leblond et
al. 2005). En avril 2007, cette base comptait 1it$hpétaires qui avaient participé déja au
moins une fois a une des enquétes sérologiquesicavgient eu un cheval malade, suspect
d’étre atteint de la maladie de WN. Plus de 15068vabhx étaient déja enregistrés dans la

base.

Cette base de données a été mise a jour au funesare des appels passés aux propriétaires
a partir de fin avril 2007. La majorité d’entre eniavaient pas changé de domicile et étaient
d'accord pour participer a nouveau. Certains restéintrouvables, n’avaient plus de

chevaux ou ne voulaient plus participer. Il fautlgmer que la participation a ces enquétes
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reposait sur le volontariat et n’était associéeuaune contrepartie financiére, excepté la
réception des résultats d’analyse de leurs chegaalques mois apres le prélevement. Pour
remercier et informer ces propriétaires et les nreées praticiens locaux, une réunion
permettant de présenter les résultats des étudéseames et en cours a été organisée entre

les deux enquétes.

La plupart des participants se sont vraiment insgsbur répondre aux questions le plus
correctement possible et mettre a disposition lesyaux, parfois difficiles a attraper, loin
des habitations et pas toujours coopératifs. Leprmtaires étaient informés que toutes les
données collectées lors des enquétes resteraiefidentielles, qu’ils disposaient d’un droit
d’accés et de modification des données les conceatajue les résultats seraient conservés
de maniére totalement anonyme (Autorisation Compmnsslationale de I'Informatique et
des Libertés (CNIL) N° 792166). Ces informationaiétt expliquées oralement et chaque
propriétaire signait un consentement éclairé endéd visite (Annexe 2).

Pendant I'enquéte 2008, I'objectif principal étdg recruter de nouvelles écuries pour
couvrir de facon plus homogene la zone d’étude.r&gutement s’est fait grace a la
participation trés active d’'un éleveur de chevaexpidire race Camargue qui a sollicité
d’autres éleveurs. Les centres équestres agréésa pa@dération Francaise d’Equitation
(FFE), les éleveurs inscrits au Stud Book (livreémogique) de la race Camargue auprés
des Haras Nationaux et les éleveurs membres dedtdation des Eleveurs de Chevaux de
Race Camargue (AECRC) ont également été contactés.

Au cours des deux enquétes, la méme procédure suité pendant les visites dans les
écuries et pour la gestion des prélevements. Urercdk laboratoire a été scrupuleusement
tenu a jour, indiguant les dates, les visites etpielévements effectués et / ou envoyes au

laboratoire, les personnes rencontrées, les remsuefyproblemes rencontrés...

Pendant chaque visite dans une écurie, plusiewstiqunaires et documents étaient remplis

et signés par le propriétaire. L’ensemble des decustfigurent en Annexe 2.

Toutes les informations collectées dans ces questices et les résultats des analyses

sérologiques ont été enregistrées dans une noulaskede données Access®.

Lors des visites dans les écuries, les actionssteg etaient systématiquement effectuées :

1) Relever les coordonnées géographiques de chiagueu les chevaux étaient prélevés et

le noter sur le questionnaire Exploitation (Anngxe
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2) Pour chaque propriétaire acceptant de particgpd¥étude, faire remplir et signer le
consentement éclairé (Annexe 2) en deux exempjagresgarder un exemplaire et laisser

l'autre au propriétaire.

3) Réaliser les prises de sang sur plusieurs tubes
0 2tubes secs
o 1tube EDTA
o Identifier les tubes au fur et a mesure : Codelthyal et date

Le code Cheval est un numéro unique a 6 chifftes deux premiers chiffres correspondant
au numéro du vétérinaire traitant au moment deréanere visite, les deux suivants au
numero de I'écurie dans la base de données cré@e0dn les deux derniers correspondant
au cheval lui-méme. Ce code Cheval est attribu&hmval pour toute sa vie, méme s'il

change de vétérinaire traitant ou d’écurie.

4) Remplir le questionnaire Cheval (Annexe 2) ermmé&emps que les prélevements sont

effectués.

Le questionnaire Cheval rassemble des donnéeshaque cheval prélevé : nom, race, age,
sexe, activité... Si le cheval était marqué par uména, comme tous les chevaux de pure
race Camargue, celui-ci était noté en méme tem@degnom pour garantir son identification

lors des enquétes successives.

5) Remplir le questionnaire Exploitation avec legiétaire.

6) Si certains chevaux ont eu des maladies récergesplir le questionnaire Maladies
(Annexe 2).

De retour de ces visites, les prélevements suistabes étaient laissés a sédimenter pendant
1 h a température ambiante. Les tubes EDTA étaemiédiatement congelés a -18°C. Les

tubes secs étaient centrifugés a 4000 tours/midgrgrb min, puis le sérum obtenu était
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séparé dans trois tubes de 1 mL, afin de facii#tetockage et 'acheminement ultérieur vers

les différents laboratoires. Ces tubes secs étagalement stockés a -18°C.

Pour chaque boite de tubes de sérum ou EDTA, entaire des tubes, identifiés seulement
avec le code Cheval et la date du prélevementgdoéirni au laboratoire d’analyse de
Virologie de 'TENVA-AFSSA-INRA a Maisons-Alfort, &b d’éviter les erreurs de saisie des

résultats.

Le tableau Il résume les principales informati@us les enquétes sérologiques entreprises
en 2007 et 2008.

Tableau 3: Descriptif détaillé des enquétes

PERIODES PROPRIETAIRES SITES (mas, paturesSERUMS
centre équestres,
marais...)
ENQUETE Du 03 Mai au 13| 84 126 643
2007 Juillet, pendant 6
semaines
ENQUETE Du 15 Avril au |71, dont 19 déja 100, dont 30 déja 700, dont 175
2008 21 Juin, pendant visités en 2007 visités en 2007 déja préleves en
6 semaines 2007
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Plus de sites sont répertoriés que de propriéta@esin méme propriétaire peut posséder
plusieurs sites sur lesquels il détient ses chev@extains sites peuvent étre dédiés a une
activité unique, par exemple la reproduction (sel#s juments, leurs poulains de 'année et
un étalon sont concernés), a une saison partieuliér bien tous les chevaux peuvent

indifferemment étre transportés d’une pature aawiee en fonction de la pousse de I'herbe.

Les sérums équins collectés au cours des deux tersgoét tous été analysés pour la
recherche d’anticorps IgG dirigés contre le virusNVgrace a une technique ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) de compétitlantest employé D Screen West

Nile Competition» est commercialisé par le laboratoire ID VET antpellier. Cette

procédure d’analyse sérologique qualitative a dféciée selon les instructions du
fournisseur. Lors d'un contrble qualité de ce teat le fournisseur, la sensibilité et la
spécificité, évaluées respectivement sur 12 sérdenghevaux positifs testés et sur 200

sérums de chevaux et oiseaux négatifs testés etdeetO0 % pour les deux paramétres
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(Annexe 3). De plus, ce test commercial a fait jeobd’'une validation interne par le

laboratoire de Virologie de Maisons-Alfort qui anctu a des résultats satisfaisants de
sensibilité et spécificité, au moins équivalenteta améthode de référence OIE (Office
International des Epizooties) de séroneutralisatiorplages de lyse (Rapport de validation

interne fourni en Annexe 3).

Les résultats sérologiques des 175 chevaux prémvé&007 et 2008 ont été attentivement
examinés. Neuf chevaux paraissaient changer det,skaséronégatifs en 2007 devenaient
séropositifs en 2008 et 4 devenaient négatifs tésts ont été effectués une nouvelle fois sur
ces sérums et il s’est avéré que leur titre ercamts variait faiblement autour du seuil de

positivité du test. Comme aucune séroconversionétéadétectée dans cet échantillon de
chevaux prélevés les deux années successivesagicga’ cas clinique équin ou humain n'a

éte rapporté par les réseaux de surveillance, agass décidé de regrouper les données
sérologiques des deux enquétes en un seul jeu mieéd® pour les analyses statistiques,

considérant qu’aucune circulation virale n’avaé gtise en évidence entre les enquétes.

2. Données environnementales utilisées

L’augmentation exponentielle de la puissance deutatles ordinateurs et la mise a
disposition facilitée d'images satellitales de glamésolution et de logiciels de plus en plus
performants de traitement d’'image et de systemefaination géographique (SIG) ont

permis ces dernieres années aux chercheurs deodpeelde nouvelles méthodes dans
l'identification des émergences et des facteursistpie environnementaux. De nombreux
articles sont publiés dans lesquels de grandestitgsamle données de nature différente
(données sanitaires, environnementales, démogragshiq) sont rassemblées, des
hypothéses ou mécanismes de transmission sord,tesié des cartes de distribution ou de
risque sont élaborées. Ces outils sont égalemenicbap utilisés par les gestionnaires de

crise sanitaire pour fournir une aide a la décisiox autorités publiques.

Tous ces outils sont basés sur des données sgp@dmlic’est-a-dire que tous les éléments
peuvent étre localisés les uns par rapport awesu8ans cette information spatiale, il est
impossible de traiter les données (Thompson et2@00). L'exemple le plus typique
d’utilisation conjointe de ces outils est la counstion de carte de dynamique de populations
de vecteurs, a partir de données d’occupation Hurszgiéorologiques, topographiques... qui
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sont disponibles selon un pas de temps plus ousrgiand (Thompson et al. 2000). Il est
ainsi possible de coupler des informations danspfee et dans le temps, ce qui est

fondamental pour étudier et controler des maladiestieuses, notamment vectorielles.

Global Positioning SysteniGPS)

Le chercheur doit donc disposer de données géenifées. Si les données ne figurent pas
sur des cartes conventionnelles, le seul systeme géleréférencement actuellement
opérationnel et accessible au grand public en ordgst le GPS, systéme ameéricain mis a
disposition par le Ministéere américain de la Dééedans les années 1980 (Duquenne et al.
2005). Il permet de localiser précisément un élémienlé grace a [Iattribution de
coordonnées géographiques : la longitude (X), titutde (Y) et l'altitude (Z). La précision
actuelle d’'un récepteur GPS est de 20 m maximum poappareil accessible facilement par
le grand public, mais les données sur l'altitudatsip prendre en compte avec prudence
(Duquenne et al. 2005). Tous les points sur laaserfie la Terre peuvent étre géoréférencés
par triangulation selon le référentiel géodésiqueS\B4, grace aux informations apportées
par 4 des 24 satellites en orbite autour de laeT@rhompson et al. 2000). Ce systeme est
trés fiable, mais certains facteurs peuvent dimirdaeprécision intrinseque de I'appareil.
Dans certains endroits stratégiques du Monde,idggsx sont intentionnellement brouillés
pour éviter une utilisation malveillante (SASelective Availability La présence de nuages,
de montagnes... peuvent perturber la réception derigic signal par un effet de réflexion.
Pour s’exonérer de ce type d’inexactitudes, il psssible d’utiliser un récepteur GPS
différentiel qui corrige la position de I'élémentige aux positions de points de contrdle déja
référenceés, la précision est alors de 10 m (Thompsal. 2000). Enfin, en 2011, le systeme
européen Galiléo devrait étre opérationnel et @iuaugmenter la précision de restitution de

la position par l'utilisation d’'un plus grand noreldte satellites.

s 07 s

Dans le cadre de cette these, toutes les donnéesf@@ncées ont été obtenues grace a un
récepteur GPS standard de marque Garmin®, Etats-Uni

Images satellitales et données d’occupation du sol

D’autres données spatialisées fondamentales podieéta répartition des cas d’'une maladie
dans I'espace et ses facteurs de risque enviromtamesont les images acquises par les

satellites d’Observation de la Terre. En effet terages permettent d’obtenir une mesure
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objective de 'occupation du sol sur de grandefasas, actualisée a intervalles réguliers et
acquise de maniére automatisée. Elles permettequiasatifier des données d’occupation du

sol, de structure du paysage, de densité de trisstinu.

Cette catégorie de satellites capture des infoaonsti environnementales également

géoréférencées, selon différents types de résnolutio

-temporelle : quel est la fréquence minimale despgs du satellite dans une méme zone ?

Elle peut varier de 30 minutes a 30 jours.

-spectrale : quelles signatures spectrales lelisatatquiert-il ? La signature spectrale est
I'émission électromagnétique caractéristique d'ljeben fonction de la longueur d’onde.
Par exemple chaque type de végétation possedagmatuse spectrale unique qui permet sa
reconnaissance sur une image satellitale. La résolspectrale dépend du nombre de

canaux du capteur et de leurs largeurs de bandes.

-radiométrique : quelle gamme de contraste maximent-on obtenir sur cette image ? Un
contraste élevé (nombre de niveaux de gris de gish@ermet de mieux différencier certains

éléments de signatures spectrales proches.

-spatiale : quelle est la taille des pixels (lasspgbetits €éléments de I'image) ? Elle peut varier

de moins d’un métre carré a plusieurs kilométregesa

Le choix du satellite et donc de la catégorie diesm a utiliser est déterminé par ces
différentes résolutions qui doivent étre adaptéds question posée. Un compromis est a
trouver entre les résolutions, méme si la résatusjmatiale est souvent prépondérante dans ce
choix. Par exemple, plus la résolution spatiala ggande, moins la résolution temporelle le

sera.

La taille de I'image, encore appelée « fauchéginagde » est aussi importante a considérer
car il faudra peut-étre coupler plusieurs imagesr mouvrir toute la zone a étudier. Cette
taille est dépendante des caractéristiques deiteodu satellite utilisé. Elle peut varier d’'un

hémisphere entier a un carré de moins de 100 kodtde

L’'acces aux images (prix, autorisation a demandélai d’attente...) peut étre un dernier

critére a prendre en compte.

Pour nos études, le choix s’est essentiellemené orr deux satellites tres utilisés : Landsat
et Spot. Leurs caractéristiques principales soaésentées dans le tableau IV (Thompson et
al. 2000, Kalluri et al. 2007).
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Tableau 4: Tableau comparatif des satellites Lands$at Spot

Satellites Pays Année de | Canaux Résolution | Résolution Taille de
lancement | disponibles* spatiale temporelle image
=i - (km de
(IR = infra-rouge) coté)
Landsat-5 USA 1984 3 dans levisible |30 m 16 jours 185
(USGS.: us 1 proche IR 30 m
Geological
Survey) 2 moyen IR 30m
Instrument 1 thermique 120 m
™
(Thematic
Mapper)
Landsat-7 USA 1999 3 dans levisible |30 m 16 jours 185
(USGS)
ETM+ 1 proche IR 30m
(Enhanced 2 moyen IR 30m
Thematic 1 thermique 60 m
Mapper _
Plus) 1 panchromatique | 15 m
Spot 4** France 1998 1 panchromatiqug 10 m 26 jours 60
HRVIR = 2 dans le visible 20 m
High
Resolution 1 proche IR 20m
Visible 1 moyen IR 20 m
Infrared
Spot 5** France 2002 1 panchromatique 5 m 26 jours 60
HRG = High 2 dans le visible 10m
Resolution
Geometric 1 proche IR 10m
1 moyen IR 20 m
*Visible = 0,4-0,7 um; Proche IR = 0,7-1,3 um; MoyIR = 1,3-5 um; IR
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lointain/Thermique = 5-14 um
** Spot = « Satellite Pour I'Observation de la Terre »

Pour obtenir des données d’occupation du sol,tinésessaire « d’'interpréter » les images,
en classant selon une certaine typologie les sigemtspectrales des différents milieux a
identifier. Cette classification demande une exgertertaine en télédétection, couplée a la
récolte de données de terrain actualisées, latiia de logiciels spécifiques comme

GEOIMAGE® (Géoimage, France) et un travail longmahutieux sur les images. Cette
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classification pourra étre non supervisée (valata#i posterior) ou supervisée (phases de
calibration, puis de validation grace a des donm&eterrain). La description de la méthode
de classification supervisée est effectuée dangicla sur linfluence de l'eau sur la

circulation du virus WN en Camargue (Etude*2nfluence of water on the circulation of the

West Nile Virus in horses in Southern Frahce

Une interprétation d’'images satellitales a déjaedféctuée dans un obijectif précis par la
Commission Européenne a trois reprises dans leecddrprojet CORINE Land Cover
(CLC). Une explication détaillée sur ce projeted liens pour télécharger gratuitement les
données sont disponibles sur le site du Servicd'Qleservation et des Statistiques de
Environnement (SOeS), géré par le Ministere dé&cdlogie, de [I'Energie, du

Développement Durable et de la Mehmttp://www.stats.environnement.developpement-

durable.gouv.fr/index.php?id=88onsulté le 28 septembre 2010).

La base de données géographiques CLC est prodaniteld cadre du programme européen
CORINE (Coordination de I'Information sur 'Enviraement). Ce programme a pour but de
rassembler, collecter et assurer la cohérencarderthation sur I'état de I'environnement et
des ressources naturelles de la Communauté Eumrogpé€nnseil européen du 27/06/85). La
continuité de ce programme et la diffusion des desnsont pilotées par I'’Agence
Européenne pour 'Environnement (EEA). En FraneeSOeS en assure la production, la

maintenance et la diffusion.

Cet inventaire biophysique de I'occupation desetefournit des données géographiques de
référence pour 38 états européens et pour les parit@res du Maroc et de la Tunisie
(superficie totale : 550 000 Km espaces marins et limitrophes).

Une premiere version de la base, appelée CLC k08 réalisée a partir d'images acquises
entre 1987 et 1994. Une deuxieéme version a éigadidans notre étude sur la circulation du
virus WN dans le bassin méditerranéen francaiséaide du paysage et de sa structure
(Pradier et al. 2008) et est appelée CLC 2000.eCmse de donnée a été réalisée a partir
d’'images satellitales acquises en 2000 (+/-1 ai}egau satellite américain Landsat TM (45
scenes de juin a septembre). L’échelle de tragaitle 1/100 000, correspondant a une taille
de pixel de 100 m. La derniere version de CLC disile est CLC 2006, réalisée a partir
d'images satellitales issue de SPOT 4 et IR®li&n Remote Sensipg’une résolution
spatiale de 20 m. Cette nouvelle version est exdndemt intéressante du fait de la trés bonne

résolution et de la gratuité des images.
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L'élaboration des cartes d'occupation du sol desveBsions de CLC est basée sur
l'interprétation visuelle des images satellitalesmplétée par plusieurs autres types de
données : photographies aériennes, cartes topoguashet de végétation, statistiques,

connaissances locales.

La nomenclature de CLC est hiérarchisée en 3 niveb& premier niveau (5 postes ou
classes) correspond aux grandes catégories d’dioonpiu sol repérables a I'échelle de la
planete : territoires artificialisés (classe 1)riteires agricoles (classe 2), foréts et milieux
semi-naturels (classe 3), zones humides (classt dQrfaces en eau (classe 5). Le second
niveau (15 classes) est utilisable pour les échel= 1/500 000 et 1/100 000, le troisieme
niveau (44 classes) est utilisé au 1/100 000. Lmemxlature a pour objet de décrire
I'occupation du sol et porte donc sur la nature alggts et non sur l'utilisation du sol par

I'hnomme.

L'inconvénient majeur de ce type de données, dijalisées, est que l'utilisateur est
nécessairement a distance du processus de créatibpeut en ignorer les limites et biais
(Thompson et al. 2000). Ces données sont toujarasngagnéees de mises en garde faites
par les créateurs, qu’il faudra consulter aveméitia et garder en mémoire au moment de

l'interprétation.

Indices de paysage

Un paysage peut étre représenté par une carteugpiatten du sol, mosaique de milieux
différents ayant une structure spatiale définigteCstructure spatiale des paysages joue un
réle important dans leur fonctionnalité écologiagtdeur diversité biologique (McGarigal et
al. 2002). Les indices de paysage ont pour butwmtifier la diversité existante dans un
paysage (McGarigal et al. 2002). lls caractérisemomposition et la configuration spatiale
d’'un paysage, en décrivant sa richesse, son horaiigéu au contraire son hétérogénéite, sa

fragmentation...

La composition d’'un paysage se référe au nombi lau richesse » des différents éléments
composants le paysage étudié (nombre de classesugation du sol) et a la proportion de

ceux-ci, encore appelée « occurrence ».
La configuration spatiale désigne la distributipatsale de ces éléments.

L’ensemble des deux compose la structure spatiatephysage.
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Il existe de nombreux indices de paysage qui oatdéiinition mathématique précise et sont
classés par famille : indices de forme, de surtmseité/frontiere, indices de connectivité,
indices de diversité, etc.(McGarigal et al. 200B).demandent un long temps d’extraction
pour pouvoir les utiliser. Un choix doit donc éfest et les criteres de sélection souvent
retenus sont leur signification d’un point de vaelégique, leur simplicité d’interprétation,
leur diversité (choix d'un indicateur dans chagamifle par exemple) et les corrélations
fortes qu’il peut y avoir entre eux (redondanceekains indicateurs).

Ces indices sont de plus en plus populaires dassétedes épidémiologiques qui
s'intéressent a I'écologie et en particulier a ladiversité (Bailey et al. 2007, Guis et al.
2007). lls ont également été utilisés par la Corsiois Européenne pour analyser les
interactions entre I'agriculture et 'environnementse basant sur des cartes d’occupation du
sol CLC (Publication consultable a l'adresse suian
http://www.ec.europa.eu/comm/agriculture/publi/lscabe/index.htm page consultée le 29
septembre 2010).

Certains de ces indices ont été utilisés dans etaide sur la circulation du virus WN dans le
bassin méditerranéen francais et I'étude du paysage sa structure (Pradier et al. 2008).
Dans le cadre de I'étude des facteurs de risqueoemementaux de la maladie de WN, une
autre étude a également utilisé des indices deapaysfin d’examiner les effets de la
structure spatiale des paysages sur la diffusiovirds WN par les moustiques et les oiseaux
(Liu et al. 2009b).

Systemes d’Information Géographique (SIG)

L’étape suivante est de collecter, stocker, visealies données, coupler d’autres données
spatialisées a ces images satellitales, constdeee cartes, analyser et enfin modéliser.
Toutes ces fonctions peuvent étre effectuées alemaogs SIG. Les logiciels utilisables
peuvent étre payants, comme Mapinfo® (PBBI, Etatss)) ArcGIS® (ESRI, Etats-Unis)...

ou gratuits comme Grass® ou Diva®. Les cartes aosstruites peuvent étre directement

utilisées par les décideurs et gestionnaires e gaiblique.
Ces SIG utilisent deux grands types de données :

-les données vectorielles : ponctuelles (ex: ijll&curies...), linéaires (ex: routes,

rivieres...) ou surfaciques (ex : zones urbaines;gilas agricoles...)
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-les données matricielles ou « raster » : grillmposée de cellules de méme taille (ou pixels)

de valeurs différentes (Ex : images satellitales).

Les principaux avantages d’'un SIG sont de pouwpeter des taches identiques un grand
nombre de fois de facon fiable et relativementdepde superposer des images de sources et
de référentiel géographiques différents et de pioukes comparer et enfin d’analyser
statistiquement des relations entre les donnéesordet al. 1999). Les inconveénients
majeurs sont le colt parfois élevé des logiciekcsigues et de I'ordinateur suffisamment
puissant pour traiter les données, mais aussidige nécessaire pour utiliser correctement
le SIG. Enfin une limite importante des SIG a ne pégliger est qu'il est souvent difficile de
représenter une distribution spatio-temporelle d’'oraladie, puisque par définition les cartes
représentent des données figées dans le temps éMbat. 1999). La question des échelles
spatiale et temporelle est alors cruciale car sihleix est inapproprié, le lien entre deux
facteurs pourra ne pas apparaitre. Souvent il étild de trancher d’emblée et il est

nécessaire de tester plusieurs échelles de tentfessetce.

La finalité de la procédure est la constructionné'.carte de risque ou de probabilité de
présence d’'un agent pathogéne. En appliquant ulmathtistique de régression logistique
obtenu grace a I'analyse des données, le SIG patengtédire la valeur de la probabilité en
chaque point de la carte.

Grace a la puissance et a I'accés facilité a cétspole chercheur peut obtenir des résultats
impressionnants, mais il faut toujours garder apfé les limites et les concessions faites
pour obtenir ces résultats, dont les principalesrddiées a la qualité des données en elles-
mémes, selon le principe GIGO Garbage In, Garbage Out (Thompson et al. 2000). Si
les données sont de mauvaise qualité a l'origilamalyse la plus sophistiquée qui soit

donnera forcément des résultats de mauvaise qaghktiément.

« Personnes, lieux, temps » sont les trois élémbatsiques dans linvestigation des
épidémies et en épidémiologie en général (Moorealet 1999). Historiquement en
épidémiologie, les chercheurs se sont intéressgseagnier lieu aux personnes et au temps,
avec moins d’attention accordée a linfluence despace, méme si la cartographie des
maladies a commencé depuis plus de 100 ans (Mooral.e1999). Parfois les
épidémiologistes pourraient oublier que I'analyselal distribution spatiale d’'une maladie

peut donner la clé de son étiologie, comme I'a déndoJohn Snow au % siécle avec le
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choléra. La convergence de facteurs, comme l'afam@lté a des images satellitales de tres
bonne qualité et des données épidémiologiques fgeeneées, la collaboration de plus en
plus courante entre les chercheurs en télédétediotes biologistes et la possibilité

d’utilisation de SIG plus performants mais aussisptonviviaux, a créée depuis quelques

années un champ fertile de recherche en épidénealkgliuri et al. 2007).

L'étude d’'une maladie dans I'espace est baséeespodtulat d’une distribution spatiale non
homogene des cas. L’hétérogenéité de cette distibpeut permettre de découvrir le point
de deéepart d'une épidémie, mais aussi linfluence diférents facteurs, notamment

environnementaux, qu’il s’agit ensuite d’identifier
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B. Etude sur le paysage et la circulation du virus West Nile en
Camarque et dans le Var

Ce paragraphe fait I'objet d’'une premiéere étudel'sdentification de facteurs de risque
environnementaux favorables a la circulation dws/iWwWN en France, basée sur des

données sérologigues équines collectées en 2@t

L'objectif principal de I'étude était d’analyser lden direct entre des données
environnementales (occupation du sol et indicepaysage) et la circulation du virus WN
dans deux régions d’étude considérées comme endésn@gn France : la Camargue et le
Var. Depuis les années 1960, la Camargue et lesdat des sites dans lesquels une
circulation du virus WN est décrite (Joubert et1#170a, Joubert et al. 1970b). De plus,
plusieurs épisodes récents de circulation intenseirds ont eu lieu en Camargue en 2000
et 2004 et dans le Var en 2003 (Murgue et al. 20D&b Giudice et al. 2004, Zeller et al.
2004a). Enfin dans le Var, la séroprévalence endg@nente avec I'age des chevaux, ce

qui confirme I'hypothése d’enzootie (Durand et24l05).

Durand et coll. en 2005 ont avancé une hypothese teater d’expliquer pourquoi le virus
WN se développe et s’entretient dans certaine®mégplutét que dans d’autres (Durand et
al. 2005). Une biodiversité plus riche serait p&ne nécessaire, pour que des interactions
écologiques complexes et spécifiques s’établiseatre les populations de vecteurs et de
réservoirs de la maladie. Un moyen pour quantdigectivement la structure spatiale d'un
paysage et notamment une biodiversité plus richd'@disation d’indices de paysages
(McGarigal et al. 2002). Dans cette étude, nousegmns une analyse multivariée des
données sérologiques équines obtenues dans len\2008 et en Camargue en 2004. Aprées
avoir défini des zones considérées comme enzoatipue la base des résultats sérologiques)
et d’autres non enzootiques, nous avons cherclaga&tériser ce statut en termes de classes

d’occupation du sol Corine Land Cover et d'indidespaysage.
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1. Résumé de l'article :

Les données sérologiques équines collectées enr@aenan 2004 et dans le Var en 2003
ont été rassemblées en un méme échantillon de dv&\aux répartis dans 149 écuries.
Ces données ont été recueillies dans un contertparable d’émergence de cas cliniques
équins de maladie de WN et d’'un point de vue shalens un périmetre défini par la
localisation des cas cliniques déclarés dans lasx d®mnes. Toutes les écuries de
'échantillon étaient géoréférencées. L'analyseols@ique portait sur la recherche
d’anticorps 1gG dirigés contre le virus WN par westt ELISA identique pour tous les
sérums. Dans I'échantillon total, 473 chevaux étaséropositifs en 1gG.

Les deux zones d'étude ont été quadrillées en esadhrrées (appelées ultérieurement
cellules) de 25 kfm Ce choix de taille de cellules permettait de grenen compte
'environnement des écuries, dans un rayon assge [#our étre cohérent par rapport aux
déplacements réguliers des chevaux, en promenades@mple.

Les cellules contenant moins de 5 chevaux testEg) (ent été exclues de l'analyse, car
nous avons considéré qu'’il était impossible dendefeur statut de circulation virale avec
si peu de données.

Les autres cellules ont été classées en deux ceggselon le nombre de chevaux
séropositifs :

-« a faible circulation virale » : si aucun chewal un seul cheval de la cellule était
séropositif (28 cellules).

-« a forte circulation virale » : si plus de 5 chex étaient séropositifs dans la cellule (16
cellules).

Les cellules contenant de 2 a 4 chevaux seropositif été exclues de I'analyse.

Des données d’occupation du sol Corine Land Cave€{) 2000 ont été utilisées avec une
typologie de 12 classes. Dans chaque cellule,gne de pixels de chacune des 12 classes
a été calcule.

Cing indices de paysage ont été choisis (nombrelatses (PR), densité de patchs (PD),
densité de frontiéres (ED), indice de diversité&Stiannon (SHDI) et indice d’imbrication et
de juxtaposition (1J1)) et calculés dans chaqukileeh partir des données CLC.

Une analyse multivariée par régression logistiquétfode pas a pas par minimisation du
critere d’'information d’Akaiké) a été conduite padentifier les variables significatives

pour la circulation virale dans ces zones. Lesades significatives dans le modele final
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étaient un des indices de paysage : l'indice deéaposition et d’'imbrication (1J1) et la
classe d’occupation du sol : Zones agricoles hgéires. Les autres variables sélectionnées
dans le modeéle étaient des classes d’occupatiosotiu territoires artificialisés, terres
arables, cultures permanentes, foréts, milieuxg@tation arbustive et/ou herbacée et zones
humides maritimes. Une variable indicatrice dedaezd’appartenance de la cellule a été
introduite dans le modéle final et cette variabepas conduit a un meilleur ajustement du
modele.

Une validation interne du modéle final en analysastcourbes ROC des modeles initial et
final (calcul des aires sous la courbe) a montrdam pouvoir discriminant du modéle.
Enfin ce modéle a été utilisé pour tracer une cdeteisque de circulation du virus WN
dans tout le bassin méditerranéen francais. Lésleglayant une haute probabilité d’étre a
forte circulation virale étaient situées en Camargtidans le Var, mais aussi a proximité
des sites ou des cas humains ont été rapportés learsnnées 1960 et a proximité
immédiate des cas équins rapportés en 2006 danByiemées Orientales. Une zone
intermédiaire entre les deux zones d’étude, prAsxen-Provence, paraissait également a
risque, zone dans laquelle aucune étude sérologiguie virus WN n’a été menée jusqu’a

présent.

2. “Land Cover, Landscape Structure, and West Nile Virus Circulation in
Southern France »

Cette étude a fait I'objet d’'un article dans laueWector-Borne and Zoonotic Diseases

publié en 2008, qui est intégré directement aletext
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VECTOR-BORNE AND ZOONOTIC DISEASES
Volume 8, Number 2, 2008

© Mary Ann Liebert, Inc.

DOI: 10.1089/vbz.2007.0178

Land Cover, Landscape Structure, and West Nile Virus
Circulation in Southern France
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ABSTRACT

The transmission of West Nile virus (WNV) is strongly influenced by environmental factors. In France, two en-
demic areas for WNV have been identified: Camargue and Var. The objective of our study was to test whether
landscape characteristics could be associated with the risk of endemic circulation of WNV in these two ecologi-
cally different areas. Equine serological data collected during outbreaks in Var (2003) and Camargue (2004) were
used. Both areas were marked out in cells of 5 km? and data were aggregated for each cell. Sixteen cells, classi-
fied as “high” level viral circulation, and 28 cells, classified as “low” level viral circulation were used for the analy-
sis. The Corine Land Cover database (European Environment Agency) was used to evaluate, for each geographic
cell, the area covered by 12 land cover classes, as well as the value of 5 landscape metrics (patch richness and den-
sity, edge density, the Shannon’s diversity index, and interspersion and juxtaposition index (IJI). Multivariate lin-
ear generalized regression showed that IJI as well as the surface covered by heterogeneous agricultural areas were
significantly higher in high level WNV circulation cells than in low level ones (p = 0.01 and 0.05 respectively).
Both variables are indicators of a complex spatial biotope configuration that may favor the co-existence of com-
petent vectors and reservoir hosts: the structure of the landscape thus appeared as a key element in WNV circu-
lation. An internal validation was performed and the model was used to compute a risk map for the French Mediter-
ranean coast. Cells with a probability > 0.8 of having a high level of viral circulation were found near
Aix-en-Provence, Beziers, and Perpignan, areas where no serological study has yet been conducted. Equine cases
reported in 2006 were all located in the neighborhood of cells having a > 0.8 probability for high WNV circula-
tion status. Key Words: Epidemiology—West Nile.

INTRODUCTION clinical cases arising after 2000 (e.g., 9,000 hu-

man cases and more than 4,000 equine cases in

EsT NiLE Virus (WNV) is a Flavivirus
(family: Flaviviridae) transmitted by mos-
quitoes to birds, the reservoir hosts (Zeller and
Schuffenecker 2004). Humans and horses are
incidental dead-end hosts. This epidemiologic
cycle is complex and deeply influenced by en-
vironmental conditions.
In the United States, WN fever became a se-
rious public health problem beginning in 1999,
with significant numbers of human and equine

2003 in the USA). The disease has spread very
quickly across the Western Hemisphere (Hayes
et al. 2005) and has been isolated in many Eu-
ropean countries, including France, Spain, Por-
tugal, Russia, the Czech Republic, Romania,
and Italy. In France, circulation of WINV was
first described in the 1960s in two neighboring
zones located on the Mediterranean coast: Ca-
margue and Var (Joubert et al. 1970a and 1970b).
More recently, outbreaks were recorded in

IUMR CNRS 5525 TIMC, Unit Environnernent et Prévisions de la Santé des Populations, Université |. Fourier,

Grenoble, France.
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Camargue in 2000 (Murgue et al. 2001) and
2004 (Leblond et al. 2007), as well as in Var in
2003 (Mailles et al. 2003, Del Giudice et al.
2004). The most recent French cases were also
reported from the Mediterranean coast in Sep-
tember 2006, near the Spanish border (OIE im-
mediate notification, September 29, 2006).

Camargue is an alluvial plain that corre-
sponds to the delta of the Rhone River. It pre-
sents diversified environments (wetlands but
also cultivated areas) favorable to both mos-
quito vectors and populations of birds (Blondel
and Isenmann 1981, Hoffmann et al. 1968). In
some parts of Camargue more than 30% of
horses were [gG-WNV positive after the 2000
outbreak, and this area was considered to be at
risk of frequent WNV circulation (Durand et al.
2002, Leblond et al. 2007). The ecology of Var
is in sharp contrast to that of Camargue. This
dry and mountainous area is mainly occupied
by two crystalline massifs with dense vegeta-
tion (Maures and Esterel), separated by a cul-
tivated alluvial plain. A serosurvey conducted
in a horse population in 2003 showed a high
anti-WNV IgG seroprevalence (33.7%) associ-
ated with an increase in IgG seroprevalence
with the age of horses in some stables (Durand
et al. 2005). As for Camargue, it is probably an
area where WNV circulates frequently.

Geographic information systems and remote
sensing technologies have been used in Ca-
margue to identify biotopes associated with
WNV transmission in horses: higher propor-
tions of dry bushes, open water, and wood-
lands in the vicinity of animals were identified
as risk factors for WNV cases. These biotopes
are favorable for the presence of birds and
could represent areas of a higher contact rate
among mosquitoes, reservoirs, and accidental
hosts {Leblond et al. 2007). In Var, a geo-
graphical analysis showed a close association
between equine immunoglobin G (IgG) sero-
prevalence and the proximity of two IBAs (im-
portant bird areas). It was hypothesized that
these areas, protected for their enriched avi-
fauna, also probably present a higher biodi-
versity that could favor frequent WNV circu-
lation (Durand et al. 2005).

Landscape ecology connects biotope analy-
sis with biodiversity through the elaboration
and use of landscape metrics for biodiversity
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assessment (Schindler et al. 2007). These met-
rics quantify the two major components of a
given landscape: the compositional compo-
nent, which refers to landscape richness (num-
ber of land cover types in a landscape) and
evenness (proportion of each land cover type),
and the structural component, which refers to
spatial configuration of landscape elements
(McGarigal and Marks 1995).

The principal objective of the present study
was to analyze the link between the landscape
metrics and WINV circulation in two regions of
southern France, Camargue and Var. Tt was
postulated that a richer environmental biodi-
versity would increase the probability of con-
tact between competent vectors and hosts.
Landscape metrics would then be linked with
WNV circulation. Land cover data were ex-
tracted from the general-purpose CORINE (Co-
ordination of Information of the Environment)
database. Previous studies have used this data-
base to compute landscape metrics for the
analysis of interactions between agriculture
and environment (European Commission

2007).

MATERIALS AND METHODS

Serological data

In Camargue (2004) and Var (2003), equine
sera were collected from stables georeferenced
with a global positioning system (GPS), around
the sites of clinical cases (human and/or
horses) confirmed by a WNV neutralization
test. Sera were processed and tested for anti-
WNV IgG using an enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA), as described by
Murgue et al. (2001).

The two geographic areas were cut into 25
km? cells, the size of which (5 > 5 km)was cho-
sen in accord with usual horse movements
(e.g., for trail rides). For each of the 79 geo-
graphic cells containing at least one stable, in-
dividual equine IgG serological results were
then aggregated: in the 52 cells that contained
at least one seropositive animal, the average
seroprevalence was 28.7% in both Var and Ca-
margue (Table 1). Aggregated serological re-
sults were then used to compute a cell status.
Seventeen cells with < 5 tested horses were ex-
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TaBLE 1. SEROLOGICAL DaTA FROM CAMARGUE (2004) AND VAR (2003) AGGREGATED IN
25 kv CELLS AND CEILS CLASSIFICATION FOR WEST NIE ViRus (WNV) CIRCULATION

Camargue 2004 Var 2003

Cells with > 1 tested horse

Number of cells 57 22

Average number of stables 1.9 1.9

Average number of tested animals 15 41
Cells with > 1 IgG-positive horse

Number of cells 33 19

Average anti-WNV IgG seroprevalence 287% 28.7%
Low WNYV circulation cells®

Number of cells 18 10

Average anti-WNV IgG seroprevalence 4.3% 4.5%
High WNV circulation cells®

Number of cells 7 9

Average anti-WNV IgG seroprevalence 35.1% 52.8%

a= 1 seropositive horse and > b tested animals.

b= 5 seropositive horses.
[5G, immunoglobin G.

cluded from further analysis, as available in-
formation was considered insufficient for any
classification. The status of the 62 remaining
cells was then defined according to rules based
on number of seropositive animals, instead of
proportions, to take into account cells with few
animals tested (5-10 horses):

Cells with no positive animal (n = 13) as well
as cells with a single reactor (n = 15) were con-
sidered “low WNYV circulation” cells, as the
presence of a single reactor may be attributed
to movements of the animal outside the cell
rather than to a significant WNV circulation in-
side the cell. Average seroprevalence for these
28 cells was 4.4% (95% confidence interval:
24%-6.4%). The highest seroprevalence was
16% (a single reactor among 6 tested horses).

Cells with = 5 positive horses were consid-
ered “high WNV circulation” cells (# = 16): the
simultaneous contamination of 5 animals out-
side the cell as a result of movement of horses
appeared unlikely, whereas significant WNV
circulation inside the cell became the most plau-
sible explanation. Average seroprevalence was
451% (95% confidence interval: 34.1%-56.1%).
All of these cells but two had > 20% sero-
prevalence, and all were above the 10% level,
with the lowest seroprevalence at 11% (10 pos-
itive animals of 88) and the highest seropreva-
lence at 94% (33 positive animals of 35).

Finally, to avoid misclassification, the re-
maining 35 cells with 2—4 positive animals were

excluded from the analysis, because evidence
for or against a significant WNV circulation in-
side the cell was considered insufficient.

Environmental data

Environmental data were derived from the
CORINE Land Cover 2000 (CLC2000) database,
provided by the European Environment
Agency (EEA, 2007). The working scale was
1:100,000, corresponding to a resolution of 100
m; thus every cell of 5 % 5 km defined for our
study contained 2,500 pixels. The CLC2000
database is the result of the European CORINE
and IMAGE programmes (IFEN 2007), and it is
based on images acquired by the Landsat-7
ETM satellite in 2000 (= 1 year). Raw satellite
images were first pre-processed and enhanced
to vield a geometrically correct document
(satellite image map) in the national projection
for each of the 29 participating countries. After
training of the national teams, a computer-as-
sisted photo-interpretation was conducted by
each team to classify images according to a pre-
defined and uniform 44-class nomenclature.
The resulting database was finally validated
using independent data: the LUCAS project
{Land Use and land Cover Area frame Sam-
pling) collected photos of the landscape at ap-
proximately 10,000 points. The observed land
covers were then compared with the corre-
sponding values stored in the database.
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TaBLE 2. CoMPARISON OF HIGH AND Low WEST NILE VIRUS (WNV) CIRCULATION CELLS
FOR AVERAGE VALUE OF LanpscapE MEtrics (PD, PR, ED, SHDI, anp IJI} AND FOR
THE PROPORTION OF CELL SURFACE COVERED BY LAND COVER CLASSES (C1-C12)

Cell status for WNV' circulation

Landscape metrics and land cover classes High? Low? p Value®
PR Patch richness 6.5 5.6 0.08
PD Patch density 1.0 1.0 038
ED Edge density 248 21.7 024
SHDI Shannon’s diversity index 13 1.2 0.07
I]I Interspersion and juxtaposition index 468 392 0.01
S Artificial surfaces 8.2% 8.8% 097
C2 Arable land 154% 14.8% 0.68
g3 Permanent crops 153% 15.7% 027
C4 Pastures 0.0% 0.2% 048
C5 Heterogeneous agricultural areas 19.0% 13.4% 015
Cé Forests 19.0% 16.8% 0.56
7 Shrub and /or herbaceous vegetation 94% 10.2% 049
C8 Open spaces with little or no vegetation 0.5% 0.4% 052
Co Inland wetlands 0.6% 0.9% 0.62
C10 Coastal wetlands 93% 9.0% 077
Cl11 Continental waters 1.2% 1.6% 041
C12 Marine waters 1.8% 3.2% 0.86

az= b seropositive horses.

b= 1 seropositive horse and > 5 tested animals.

“Wilcoxon’s tests.

The 44 classes of CLC2000’s nomenclature
aim at describing land occupation and are or-
ganized into a general-purpose three-level hi-
erarchy. For our study, the second level of this
hierarchy was used, except for classes 1.1
through 1.4, which were combined to a single
class named “artificial surfaces.” Twelve land
cover classes were retained for analysis (Table
2, Fig. 1). The corresponding land cover data
were aggregated at the cell level. The large eco-
logical differences between Camargue and Var
became apparent from comparison of the cor-
responding cells: Camargue cells contained sig-
nificantly more arable land (Wilcoxon's test:
p = 0.002), inland wetlands (p = 0.004), coastal
wetlands (p = 0.0004), and marine waters (p =
0.004). In comparison, Var cells included sig-
nificantly more artificial surfaces (p = 0.04),
forests (p << 0.0001), shrub and/or herbaceous
vegetation associations (p = 0.007).

For each cell, five landscape metrics were
computed (Table 3, Fig. 2) (MecGarigal and
Marks 1995): (1) patch richness (PR) and (2)
patch density (PD), which respectively quan-
tify landscape composition for the number of
patch types (i.e., land cover classes) and for the
number of patches (adjacent pixels that share

the same land cover class); (3) edge density
(ED), which is complementary to D as it mea-
sures the complexity of the patches” shape; (4)
the Shannon’s diversity index (SHDI), which is
a more composite metric that quantifies both
the number of different patch types and the
proportional area distribution among patch
types; (5) finally, the interspersion and juxta-
position index (IJI), which is also a composite
metric that explicitly takes into account the spa-
tial configuration of patch types, through the
neighborhood relations between patches. The
[JI measures the extent to which patch types are
interspersed—i.e., equally bordering other
patch types. As for land cover data, landscape
metrics reflected ecological differences be-
tween Camargue and Var, PD and ED being
significantly higher in Var (Wilcoxon's test, p <
0.0001), which dearly indicates a more frag-
mented landscape in Var (Fig. 2).

Statistical analysis

A bivariate analysis was conducted to com-
pare the land cover and the landscape metrics
between high and low WINV circulation cells. A
logistic model was used to identify variables
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- Artificial surfaces Shrub and/or herbaceous vegetation
Arable land Open spaces with little or no vegetation
Permanent crops - Inland wetlands
Pastures Coastal wetlands
Heterogeneous agricultural areas Continental waters
Forests ! Marine waters

FIG. 1. Land cover in Camargue cells (left), in Var cells (right), and cell status for WNV circulation (plus signs: high
WINV circulation cells; minus signs: low WNV circulation cells; circles: other cells where horses have been tested; no
symmbol: cells without tested animals).

that were involved in the level of viral circula-  the less significant value (bivariate analysis) was
tion, and a correlation matrix was computed for excluded from further analysis to avoid co-lin-
selecting variables included in the model. In the earity. Then, a descending stepwise regression
case of highly correlated variables pairs (Pear- allowed us to minimize the Akaike Information
son correlation coefficient > 0.80), the one with Criterion (AIC) { Akaike 1973). For each variable

TapLE 3. DEFMITICN OF THE LAND3CAPE METRICS

Landscape metric Definition Uit Range
FR Patch richness PR =n #classes =0
FR Patch density PD = 100n/A #patches /100 ha =1
ED Edge density ED = E/A m,/ha =0
SHDI Shannen’s diversity index SHDIL = =5 (P; *In Py None =0
i=1
i ™ kil E'E‘ Elj'
I Interspersion and = 5 | PIn| Percentage 0-100
juxtaposition index =1 e\ E E

I =

i — 1)
o)

n: number of land cover classes in the area, m: total number of land cover classes in the nomenclature, A: surface
of the area (hectares [ha]), E: total length of edges (m), By: total length of edge between land cover classes i and j (1),
P;: proportion of the area covered by land cover class 1.
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FIG. 2. Value of the landscape metrics
in Camargue geographic cells (left) and
Var cells {right) (classes are defined ac-
cording to the 20th, 40th, 60th, and 80th
percentiles of the distributions), and cell
status for WINV circulation {plus signs:
high WNV circulation cells; minus
signs: low WNV drculation cells; cir-
cles: other cells where horses have been
tested; no symbol: cells without tested
animals).

remaining in the final model, odds ratios were
computed for a 5% variation of the value.
Model evaluation first aimed at evaluating
potential differences in fit quality between Var
and Camargue cells: an indicater variable (1 for
Camargue and 0 for Var) was added to the fi-

nal model, and the two models (with and with-
out the indicator variable) were compared by
means of a likelihood ratio test. The extent to
which the final model captured aggregation de-
terminants for cell status was then evaluated
using the Moran’s test (Cliff and Ord 1981).
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Internal validation was based on a ROC (re-
ceiver operating characteristics) analysis in
which ROC curves were drawn for the initial
and final models and the area under the curve
(AUC) was computed. The AUC variable is
used to evaluate the quality of a classifier: a
random classifier has an AUC of 0.5, whereas
an ideal classifier has an AUC of 1. Sensitivity
of fit quality to the data was evaluated with a
“leave one out” approach. This method, based
on re-sampling, is used for estimating general-
ization error when datasets are small (Dohoo
et al. 2003). For each cell, a partial dataset was
computed, eliminating this cell. Logistic re-
gression was conducted for each of these par-
tial datasets, as well as for the ROC analysis.
An AUC figure was thus obtained for each of
the partial datasets. The mean of this distribu-
tion of AUCs was eventually compared with
the AUC obtained with the whole dataset.

Finally, the final model was used to compute
a risk map for high WNV circulation along the
French Mediterranean coast. Geographic vari-
ations of the predicted probabilities were com-
pared with the location of human cases de-
scribed in the 1960s (Panthier et al. 1968) and
with the location of equine cases reported in
2006 (5. Zientara, personal communication).

The R package (R Development Core Team
2006) was used for all statistical analysis.

RESULTS

The IJI was significantly higher in high WNV
circulation cells (Wilcoxon's test, p = 0.01). At
a threshold of 10%, both the PR and the SHDI
were also significantly higher in high WNV cir-
culation cells (Wilcoxon’s test; p = 0.08 and p =

0.07, respectively) (Table 2). No significant as-
sociation was observed between land cover
classes and cell status for WNV circulation.

The SHDI and IJ]I appeared strongly corre-
lated, as were the PD and ED (Pearson’s cor-
relation coefficient: 0.86 and (.82, respectively).
To avoid co-linearity, SHDI and PD were ex-
cluded from further analysis. Predictive vari-
ables included in the initial model were as fol-
lows:

* landscape metrics: PR, ED, and IJT;

¢ land cover classes: all 12 classes, except C4
(pastures) and C8 (open spaces with little or
no vegetation), which were present in only
very few cells (1 and 9 cells, respectively, out
of 44) and at a very low level (155 and 483
pixels, respectively, out of 110,000).

The AIC of the initial model was 65, it de-
creased to 57 for the final model. Two variables
of the final model were associated with signif-
icant regression coefficients: IJI and C5 (het-
erogeneous agricultural areas) (Table 4). The
odds ratio corresponding to a 5% variation of
IJI was 2.7 (95% confidence interval [CI]:
1.4-7.2). An increase of 125 pixels (5% of a cell’s
surface) of the area covered by C5 in a given
cell led to an odds ratio of 4.5 (95% CI: 1.5-27.6).

Incorporating an indicator variable in the fi-
nal model to link each cell with its geographic
area (Camargue or Var) did not lead to a sig-
nificantly better adjustment (likelihood ratio
test: p = 0.09), suggesting similar fit quality in
both areas. High WINV circulation cells ap-
peared significantly aggregated (Moran’s I: 0.25;
p = 0.02), but this aggregation disappeared in
regression residuals (permutation test with
10,000 permutations: estimated Moran’s I: 0.16;

Tapie 4. Locistic MODEL RESULTING FROM THE STEPWISE REGRESSION PROCEDURE

Landscape metrics and land cover classes

Estimated coefficient Wald's test p walue

I Interspersion and juxtaposition index
C1 Artificial surfaces
C2 Arable land
c3 Permanent crops
C5 Heterogeneous agricultural areas
Cé Forests
C7 Shrub and/or herbaceous vegetation
12 Marine waters
Intercept

19816 0.01
0.08 0.15
0.011 0.08
0.012 0.06
0.012 0.05
0.011 0.06
0.010 0.08
0.014 0.05

—35.904 0.04
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FIG. 3. ROC analysis of the final regression model: ROC curve {left) and sensitivity-specificity graph (right).

p = 0.10), indicating that the final model cap-
tures the main determinants of high WNV cir-
culation cells aggregation.

The area under the ROC curve (Fig. 3, left)
was 0.85, indicating a relatively good discrim-
ination ability of the model. The model com-
putes probabilities for a cell to have a high
WNYV circulation status. Computing sensitivity
and specificity of this prediction for various
probability cut-offs (Fig. 3, right) clearly
showed that at a decision threshold of 0.4, sen-
sitivity and specificity reached a value of 80%.

The average AUC cobtained from the 44 partial
datasets constructed in the “leave-cne-out”
procedure (cne dataset per cell) was identical
to the AUC obtained with the whole dataset
(0.85), suggesting that applying the model to
observations other than those of the dataset
should lead to a similarlevel of prediction qual-
ity.

A risk map was computed for the entire
French Mediterranean coast (Fig. 4). Cells with
significant probability of a high level viral cir-

culation status were located in Camargue and

FIG. 4. Geographical variations along the French Mediterranean coast of the predicted probability for a cell to have
a high WNYV circulation status and approximate location of {a): human cases described in the 1960s (Panthier et al.,

1968) and (b): equine cases reported in 2006.
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in Var, but also at an intermediate distance be-
tween the two zones, near Aix-en-Provence, an
area in which no serological study has been yet
conducted. Human cases described in the 1960s
were all located within, or in the neighborhood
of, cells having a > 0.8 probability for having a
high WNV circulation status. This was also the
case for equine cases reported in 2006 near Per-

pignan (Fig. 4).

DISCUSSION

The research in the present study sought to
analyze the links between the landscape char-
acteristics (composition, structure) and WNV
circulation. A high WNYV circulation level may
correspond either to an enzootic status or to
virus reintroductions. In our study viral circu-
lation was evaluated through IgG serological
results in horses. These data do not allow us to
distinguish an intense but occasional viral cir-
culation from a lower but more persistent cir-
culation. However, in Var, IgG seroprevalence
increased with the age of the sampled horses
{Durand et al. 2005), and in Camargue, equine
clinical cases have been regularly reported
since 2000 (Murgue et al. 2001, Leblond et al.
2007). These two observations suggest a fre-
quent viral circulation rather than an occa-
sional one. The fact that equine clinical cases
were described in the 1960s from both of these
areas (Joubert et al. 1970a and 1970b) also sup-
ports this hypothesis.

Landscape characteristics (land cover and
landscape metrics) were quantified using the
CLC2000 database. Primary satellite images
used to build this database have been acquired
recently (in 2000) with a spatial resolution (100
m) adapted to the objectives of the present
study. Furthermore, only features that are rel-
atively stable in time are mapped in the data-
base: CLC2000 is not interested in diurnal
changes (tide), seasonal changes (e.g., vegeta-
tion cycle), or short-term changes (e.g., flood-
ing). This feature is in agreement with the
study of the environmental conditions associ-
ated with an endemic (rather than epidemic)
WNV cireulation. CLC2000 finally presents the
advantage of having been validated and stan-
dardized over all the European Union, which

allowed us to build a risk map for the whole
French Mediterranean coast.

It is generally accepted that landscape met-
rics, because of the overall effects of landscape
structure, provide a useful quantification of
variations in biodiversity or species richness
(Bailey et al. 2007}). In particular, species rich-
ness of mobile animal groups (e.g., birds) has
been linked to landscape heterogeneity (Bailey
et al. 2007). Some landscape metrics are rough
indicators for several biological groups (e.g.,
PD), others express a finer scale of species rich-
ness (e.g., PR or SHDI), and still others work at
an intermediate scale (e.g., ED) (Bailey et al.
2007). Vector and host species (as well as
parasites) participate to biodiversity, and land-
scape metrics could thus reflect parasite cir-
culation and risk of vector-borne disease.
Browstein et al. (2005) showed a positive link
between fragmentation of the suburban land-
scape and entomological risk for lyme disease
(tick density and infection prevalence in ticks).
Jackson et al. (2006) obtained similar results:
half-forested landscapes with a large percent-
age of forest/herbaceous edges (high inter-
spersion of land cover classes} were statistically
associated with the highest Lyme disease rates.

Our results suggest similar correlations for
WNYV circulation. Statistical analysis showed a
significant association of WNV level of circu-
lation with IJI and with the surface area cov-
ered by heterogeneous agricultural areas. Both
parameters appear convergent: pixels of this
land cover class represent small agricultural
plots sometimes interrupted by natural spaces.
Similarly, IJI measures the degree of inter-
weaving of land cover classes (McGarigal and
Marks 1995) and is maximal when every class
represented in a landscape shares a common
border with each of the others. Both variables
are thus indicators of a complex spatial config-
uration that may favor the relation of compe-
tent vectors and reservoir hosts.

This assumption does not necessarily mean
that the infection risk increases for the inci-
dental hosts (i.e., horses and humans), because
increased biodiversity may also induce a dilu-
tion effect for vector-borne diseases. A pro-
posed reason is that vectors take only a limited
number of blood meals in their life. When, be-
cause of increased biodiversity, many of these
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meals are taken from hosts that are not com-
petent to amplify the pathogenic agent, trans-
mission risk is reduced (Dobson et al. 2006).
This dilution effect appears to exist for several
vector-borne diseases, such as malaria or Lyme
disease, as well as for West Nile Fever in the
USA (Dobson et al. 2006, Ezenwa et al. 2006,
Ostfeld and Keesing 2000).

The dilution effect induced by increased bio-
diversity might explain the relatively low level
of equine clinical cases of WN fever in Var and
in Camargue, (in comparison with the high
seroprevalence), as well as the virtual absence
of reported human clinical cases. The resulting
risk map appears compatible with locations of
human West Nile fever cases described in the
1960s, as well as with the location of the most
recently reported equine clinical cases in 2006.
However, this preliminary map should be in-
terpreted with caution, in particular because of
the relatively low number of geographic cells
included in our study. Hence an external vali-
dation of our model, by comparing predicted
probabilities for WNV circulation status in a
sample of cells with observed IgG seropreva-
lence, is desirable.
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C. Influence de I'eau sur la circulation du virus W est Nile chez les
chevaux en région Camarque

Ce troisieme paragraphe fait I'objet d’'une deuxieFhede sur I'identification de facteurs de

risque environnementaux favorables a la circulatiowvirus WN en France.

Il est logique de s’intéresser a l'influence dealiesur la circulation du virus WN, puisque
gue cet élément va étre fondamental dans le cyeleiel du vecteur de la maladie, le
moustique, mais aussi constituer un milieu potdatient favorable au réservoir, les
Oiseaux. Les milieux humides sont pour les Oisedex lieux de reproduction, des haltes
migratoires, des aires de repos et de nutritios.d2anes de circulation connues du virus WN
sont pour la plupart des zones humides, mais emcErane transmission a eu lieu en zone
seche, lors de I'épizootie en Camargue en 200par&it donc intéressant d’analyser plus
spécifiguement cet élément naturel qu'est I'eausdantre zone d’étude principale, la
Camargue et de tenter de déterminer linfluence médeux humides sur la circulation

enzootique du virus WN.

L’objectif principal de cette étude n’était pas leewent d’'analyser le lien direct existant
entre 'environnement favorable a la circulationvitus WN et la séropositivité des chevaux,
témoins de cette circulation, mais aussi d’idegttiies facteurs de risque individuels, comme
par exemple la race, 'age et I'activité des chevau

Les données environnementales utilisées et issumages satellitales Landsat étaient de
plus grande résolution spatiale (30 m) que les desr’occupation CLC (100 m) utilisées
dans la premiere étude. Un nombre conséquent démagete utilisée et l'interprétation de
celles-ci a été effectuée en vue de l'identificatite seulement deux classes d’occupation du
sol : I'eau libre (marais, étangs, lagunes, saktda végétation inondée (riziéres, sansouires,

roselieres).

115



116

1. Résumé de l'article

La zone d’étude était la Camargue au sens largegBa Les données sérologiques utilisées
étaient issues d’'un échantillon de 135 écuriesé&jémancées et visitées lors de deux enquétes
de terrain en 2007 et 2008. L'analyse sérologiges ahticorps IgG dirigés contre le virus
WN a été effectuée sur 1161 chevaux, dont les t@arstiques individuelles ont été
enregistrées lors des enquétes. La séroprévaldoizaleyde I'échantillon était de 12,2 % (IC
95 % =[10,3-14,1]).

Les données environnementales ont été collect@estia de la classification de 15 images
satellitales Landsat acquises d’aolt 2006 a add8.20rois classes d’occupation du sol ont
été distinguées sur ces images : eau libre, végétatondée et autre. Pour chaque image
satellitale, la surface de chacune des 3 classesupation du sol a été calculée dans une

zone tampon de 4 rayons différents : 2, 3, 4 eh@ltour de chaque écurie.

Les données d’occupation du sol ont été regrougétm 4 périodes d’acquisition des

images en fonction de la présence et de I'abonda@s@opulations de moustiques :
- Périodes avec présence de moustiques :
o Groupe 1 : totale (d’avril a septembre inclus)
0 Groupe 2 : I'été seulement (juin a aolt inclus)
o Groupe 3 : en avril et septembre
- Période sans moustiques (d’octobre a mars incl@spupe 4

Pour chaque groupe d’images, la moyenne (M), liyme (EC) et le coefficient de

variation (CV = EC/M) des surfaces en eau libreégfétation inondée ont été calculés.

Pour I'analyse statistique, nous avons considéet lgs écuries étaient positives quand au
moins un cheval était séropositif en IgG (= 61 &@3)r Pour les écuries négatives (=74),
nous avons voulu prendre en compte le fait queetodes écuries n‘ont pas été
échantillonnées de la méme facon (rapport non dixenombre de chevaux prélevés sur le
nombre total de chevaux de I'écurie) et qu'il exiistin risque de mauvaise classification des
écuries négatives si le pourcentage d'échantillganétait trop faible. Nous avons donc
calculé une probabilité d’erreur de classificatd@s ecuries négatives, qui nous a permis de
creer des sous-groupes d’écuries négatives aveoessnous avons effectué I'analyse

statistiqgue. Quatre valeurs de probabilité d’erantrété définies : 5, 10, 15 et 20 %.
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Une analyse bivariée a été effectuée pour testasdciation entre la séropositivité des
chevaux et les variables individuelles (age, raadjvité...), montrant des différences

significatives pour certaines variables.
L’analyse multivariée a été conduite en deux étapes

- sur les écuries pour identifier les variables immnementales significatives pour la

circulation enzootique du virus WN.

-sur les chevaux pour identifier cette fois lesialaes individuelles significatives pour la

circulation enzootique du virus, les facteurs emurementaux étant pris en compte.

Pour les écuries, le meilleur modéle était celuiogurespondait a une probabilité d’erreur de
classification des écuries négatives de 15 %, one tampon de 2 km autour des écuries et

le groupe 2 d’images Landsat (été). Les variabgsfecatives étaient :

-d'une part la surface moyenne en eau libre autbes écuries et les coordonnées

géographiques X et Y qui étaient négativement t&eséau risque de circulation du virus,

-d’autre part le nombre total de chevaux dans fiécat la surface moyenne en végétation

inondée, positivement corrélées au risque.
Ce modele avait un pourcentage global de bonnsifitagion de 64,4 %.

Pour les chevaux, les variables significativeseéitalia race, I'age et I'activité du cheval. Etre
né de race Camargue, aprés 2004 et utilisé dansentre équestre sont des facteurs

négativement corrélés au risque de circulationidissWWN chez les chevaux.

2. ‘“Influence of water on the circulation of the We st Nile Virus in horses in
Southern France”

Cette étude fait I'objet d’un article en préparaten vue d’'une soumission pour la revue

Vector-Borne and Zoonotic Diseasé&rticle est intégré directement au texte.
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Running title: West Nile Virus circulation in horses in France

Abstract :

West Nile Virus (WNV), a mosquito-borne flavivirus primarily circulating among bird
populations, can infect humans and horses, potentially causing severe, even fatal, neurological
manifestations in these hosts. WNV circulation is strongly influenced by environmental
conditions, in particular those influencing mosquito breeding sites. This study aimed at
evaluating the link between WNV circulation in horses and the presence of water bodies around
equine stables using LandSat images.

135 stables were selected and georeferenced in three French departments (Hérault, Gard,
Bouches-du-Rhéne) and 1161 horses were tested by serological analysis (anti-WNV IeG
ELISA) in 2007 or 2008. Data about horses were collected through a questionnaire.

Fifteen Landsat images (August 2006 to August 2008) were classified into three classes: open
water, flooded vegetation and other. Surface areas of the first two classes were calculated for
buffers of 2 to 5 km around each stable and for each date.

Two multivariate analyses were conducted: GLMs to identify which environmental variables
were involved in the circulation of WNV in stables and GRMs to identify the horse variables
linked to WNV circulation after having subtracted environmental effects.

The best model distinguishing 46 negative stables (no positive horse considering an error
threshold of 0.15) from 61 positive stables (at least 1 positive horse) used 2 km buffers and
included mean area of flooded vegetation in summer, total number of horses present in the
stable, mean area of open water in summer and X and Y geographic coordinates. The first two
variables had a positive effect and the other three a negative effect. The model predicted
correctly 75.4 % of positive stables and 55.4 % of negative ones. At the horse level, breed,
activity and age were significantly associated to WNV infection risk. Camargue horses borm
after 2004 and working in riding schools appeared to be the less affected.

These results could be used to target WNV surveillance in Southern France.
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INTRODUCTION

West Nile Virus (WNV) is a flavivirus belonging to the Japanese encephalitis virus
serocomplex and is transmitted by mosquitoes, mainly of the genus Culex, between wild
birds. This virus is the most widespread flavivirus in the world (Weissenbock et al.
2010). Having caused unprecedented human and equine outbreaks in the USA since its
introduction in New York City in 1999, WNYV also worries European health authorities
who qualify it as a re-emergent virus. In 2008 and 2009, equine and human outbreaks
have occurred in Italy and in Hungary (Barzon et al. 2009, Calistri et al. 2009, Gobbi et

al. 2009, Kutasi et al. 2009, Monaco et al. 2009, Rizzo et al. 2009). In France, the
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Camargue region is considered as an endemic area for WNV since the 1960°s
(Hoffmann et al. 1968).

Horses and humans are incidental and dead-end hosts, but show neurological disorders
in approximately 10 % of infected horses and 1 % of infected humans based on
epidemiological observations and horse experimental infections (Petersen et al. 2001,
Bunning et al. 2002, Castillo-Olivares et al. 2004). Real prevalence rate in these species
is difficult to establish because of a major proportion of unapparent infections.

Infected horses present clinical signs of encephalomyelitis: fever (not always observed :
14-62%), ataxia, paresis or paralysis of one, two or every limbs, weakness, recumbency,
muscle tremors and rigidity, abnormal behaviour (somnolence to hyperexcitability),
hyperesthesia, facial nerve paralysis, dysphagia and tongue paresis (Castillo-Olivares et
al. 2004, Pellegrini-Masini et al. 2006). Some clinically affected horses die
spontancously or are euthanized on humane grounds, but some recover with moderate
after-effects (Porter et al. 2003, Salazar et al. 2004). Mortality rates were estimated at 43
%, 28 %, 22 % and 15.6 % in Italy in 1998, in France in 2000, in France in 2004 and in
Italy in 2008 respectively (Cantile et al. 2000, Murgue et al. 2001, Zeller et al. 2004,
Calistri et al. 2009).

WNV epidemiological cycle is rather complex and the actors of this cycle are still
unknown in most countries where the virus is present. In Europe, WNV circulation is
confined to two types of cycles and ecosystems: a rural cycle between wild, usually
wetland, birds and ornithophilic mosquitoes and a urban cyele between synanthropic or
domestic birds and mammophilic / ornithophilic mosquitoes (Komar 2000).

In France, several epidemiological studies were undertaken on WNV considering data

from three actors of the epidemiological eycle:



Partie Il — Travaux personnels et résultats

- birds, virus reservoirs (Jourdain, Schuffenecker et al. 2007, Jourdain, Toussaint et al.
2007, Jourdain et al. 2008, Balanca et al. 2009)
- mosquitoes, vectors (Balenghien et al. 2008)
- horses, indicator of WNV circulation owing to their high sensitivity to the infection
(Ostlund et al. 2001, Durand et al. 2005, Leblond et al. 2005, Leblond, Hendrikx et al.
2007).
Disease control benefits from a thorough understanding of its pathogenic mechanisms
and risk factors. Like any vector-borne disease, WNV infection is highly influenced by
environmental conditions and the presence of specific habitat factors, such as vegetation
and standing water, allows for the prediction of infection foci (White 2001). Studying
environmental risk factors is a prerequisite for the identification of conditions
favourable to virus circulation. But one should not neglect individual factors which also
influence viral transmission. Horses can be used as animal sentinels for WNV
surveillance. In the Camargue, they are widely distributed and live in rural as well as
urban zones. Leblond et al in 2007 have shown that it is relevant to consider the equine
population as a sentinel for WNV circulation in this region (Leblond, Hendrikx et al.
2007).
Our study was designed in order to:

- determine environmental risk factors favourable to WNV circulation in stables,

using remotely sensed landscape elements and Geographic Information System
(GIS) technology
- analyze horse intrinsic risk factors by statistical multivariate analysis, once

environmental factors taken into account.
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Finally this investigation sought to develop a predictive model to account for these
factors and to assess their relative importance in the establishment of the WNV pattern
observed in horses in the Camargue region.

MATERIALS AND METHODS

Study area

The Camargue is the Rhone river delta region near the Mediterranean coast and the
main wetland area in south-eastern France. From an ecological point of view, this
region presents diversified environments in which dry areas are continuously irrigated
by canals, ditches and wetlands (Hoffmann et al. 1968). These biotopes are favourable
to the proliferation of mosquitoes and to the housing of resident or migratory birds.
More than 300 bird species are observed in this area (Isenmann 1993) and large
mosquito populations are present due to the great abundance and diversity of mosquito-
breeding sites (Poncon et al. 2007).

Landscapes in the Camargue are strongly influenced by the duration of submersion
periods and soil salinity (Poncon et al. 2007). Landscapes are roughly organized along a
south-to-north gradient of salinity with agricultural land (vineyards in particular) and
reeds in the north and natural salty ponds and marshes in the south. Rice is currently the
main cultivated crop in the Camargue.

Thousands of horses, often in extensive breeding, live in this region. The last French
Agricultural Census of livestock in 2000 estimated the Camargue equine population at
around 7000 individuals (Leblond, Sandoz et al. 2007). Horses are not distributed
homogeneously (Durand et al. 2002). In the north of the study area, land is more
devoted to vineyards and agriculture than in the south, where there is a greater equine

density.
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Field sampling and laboratory analysis

The target population included all horses living in the Camargue, but actually meant all
horses followed by veterinarians in the study area. Stables were randomly selected from
a database created and maintained since the 2000 WNV outbreak (Leblond et al. 2005).
135 stables were enrolled and georeferenced by the same person in the study arca
presented in Figure 1 (Table 2). Two periods of sampling were conducted (May to July
2007 and April to June 2008). Individual characteristics of sampled horses (breed, age,
sex, activity, date of arrival in the stable, diseases observed for 6 months) and data
about stables were recorded by the same person through a questionnaire.

1161 serum samples were collected from horses and ponies. Percentage of sampling in
stables varied from 7 to 100 % (Mean = 50.7 %) according to the owner availability and
to the accessibility and docility of horses.

After blood collection, serum was separated by gentle centrifugation and stored at
-20°C. Sera were processed and tested for anti-WNV IgG using an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (ID Screen® West Nile Competition, Montpellier,
France) in the Community Reference Laboratory (CRL) for Equine Diseases (ANSES,
French Agency for food, environmental and oceupational health safety, Maisons-Alfort,
France). Due to the absence of other flaviviruses circulating in the region, ELISA-

positive results were assumed to be WNV-specific.

Environmental data

15 Landsat Images corresponding to the study area and periods of interest were freely
acquired from the following Internet site: Landsat 7 Archive Earth Explorer

(http://glovis.usgs.gov/ accessed 18 June, 2010). Landsat sensors measure spectral
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reflectance in the visible, near infrared, mid-infrared and thermal-infrared wavelengths
and cover an area of 185 km X 180 km with a 30m spatial resolution. The mid-infrared
channel can be used to discriminate between open water and vegetation. Black bands
bordering Landsat images were handled with a generalization process with Geolmage™
software.

Pixels of Landsat images were classified into 3 land cover classes: open water, flooded
vegetation (rice fields, reeds...) and other. A supervised classification was conducted
using the software Geolmage™. A set of training data with ground truth was generated.
Ten training zones were selected. Half of the samples was used as a training set for the
parameter estimation phase. The other half was used as a validation set, calculating a
confusion matrix, in order to assess the accuracy of the classification for each land
cover classes. Images were then imported into a Geographic Information System
(ESRI®, ArcGIS™ 9.3),

Area of each land cover classes was calculated for buffers around stables of 4 different
radiuses (2, 3, 4 and 5 km), by using the software MapInfo™.

Landsat images were split into 4 periods: presence of mosquitoes (3 groups) or not (1

group). Dates of images considered in each group are presented in Table 1.

Statistical analysis:

Every stables in which at least one horse was found WNV IgG-positive were considered
as positive stables.

Negative stables were selected considering a threshold of potential misclassification as
negative stables as a consequence of the various sampling percentage.

This threshold was calculated for each stable by multiplying two proportions (P+*Px):
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-P+, the proportion of seropositive horses in positive stables: in our sampling, P+ =22.7
% (number of positive horses (=142) divided by the total number of tested horses in
positive stables (=625)).

-Px, the proportion of non tested horses in each stable (Px = 1 — proportion of tested
horses in each stable).

Statistical analysis was conducted with the Statistica™ software (http:/www.statsott.ft/.

2010).

A bivariate Chi-Square analysis was performed to assess the relationship between WN
seropositivity and horse variables. Differences were considered statistically significant
at alpha risk <0.05.

Then a multivariate analysis using logistic regression was conducted in two steps.

At the stable level, the probability of a stable to be at risk for WNV infection was
calculated. At this level, only environmental risk factors were considered. Generalized
linear models (GLZ) with a binomial distribution and a logit link function were used.
This link function 1s well adapted to dichotomic field data. Model selection was based
on Akaike Information Criteria (AIC) minimisation (Akaike 1973).

Explanatory variables included in the GL.Z models were total number of horses in the
stable, geographical coordinates X and Y, mean areas of open water and flooded
vegetation and their coefficients of variation (CV= ratio of the standard deviation to the
mean).

These models were assessed for different buffer radius (2, 3, 4 and 5 km), threshold of
misclassification of negative stables (5, 10, 15 and 20 %) and ecach group of images

(Table 1).
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For each model, an AIC and a percentage of stable good classification were calculated
and the best model was selected.

Once the GLZ model had been chosen, the difference between the probability of a
stable to be at risk for WNV infection and seropositivity of each horse in this stable was
calculated. This calculation aimed at explaining residual differences through the
identification of individual risk factors. General regression model (GRM) was used. The

dependant variable consisted of residues (r) caleulated by the following formula:

r ="WNYV seropositivity of horse—predicted value of the best model at stable level+0.5.

Explanatory variables were breed, age, sex, activity, date of acquisition, disease

occurrence up to 6 months before the study.

RESULTS

Serological results:

The overall prevalence rate was 12.2 % in our sampling (n = 1161, 95 % Confidence
Interval 10.3 to 14.1%). The mean number of seropositive horses was 1.05 horse per
stable (standard error = 0.164, minimum =0, maximum = 12).

74 stables were found negative. Threshold of misclassification of 5, 10, 15 and 20 %
selected respectively 16, 29, 46 and 72 negative stables.

Every positive stables (n = 61; 45 %) were included for further analysis (625 horses).
Figure 1 shows spatial distribution of seronegative and seropositive stables in the study

area.
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Bivariate analysis:

Several horse variables were significantly associated with WNV seropositivity (Chi-
Square test) (Table 3). Prevalence rate was significantly higher in Camargue horses than
in other breeds (p<0.0001) and in geldings than in other categories (p=0.0001). In
groups of horses born since 2004 (p<0.0001), acquired since 2004 (p<0.0001) and used
in riding schools (p<0.0001), prevalence rates were significantly lower than in every
other groups. Disease occurrence up to 6 months before the study had no significant

effect on WNYV status (p=0.25).

Multivariate analvsis:

Stable level:

The best model in terms of AIC and percentage of stable classification corresponded to
a buffer radius of 2 km, a misclassification threshold of 15 % (46 negative stables, 312
horses) and Landsat images in summer (Table 1). Selected variables in the best model
were total number of horses in the stable, geographical coordinates X and Y, mean area
of flooded vegetation in summer and mean area of open water in summer (AIC= 118,
p<0.0001).

Detailed results of this model are presented in Table 4.

Total number of horses in the stable and mean area of flooded vegetation in summer
were positively associated with positive stables, while mean area of open water in
summer was negatively associated.

This model had a global percentage of good classification of 64.4 %. 55.4 % of all the

negative stables and 75.4 % of the positive stables were correctly classified.

10
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Horse level:

Detailed results of the logistic regression at horse level are presented in Table 5 and in
Figures 2 to 4.

Horse variables which had a significantly positive effect on WNV seropositivity were a
birth date prior to 1987 and horse activity dedicated to livestock cutting.

On the contrary, birth date after 2004, Camargue breed and main activity in riding

schools had a significantly negative effect on WNV seropositivity.

DISCUSSION

We found an overall WNV seroprevalence rate of 12.2 % which is an intermediate
figure in comparison with previous serological surveys carried out in this region. In
1963-64, a serosurvey was conducted in the same zone and 6 of 37 horses (16.2 %)
were found positive for WNV (Joubert et al. 1970). In 2000 during the equine WNV
outbreak, equine seroprevalence rate was estimated around 8.5 % (Durand et al. 2002).
In 2003 in the Var region (150 km east to the present study area) after confirmation of
equine and human WNYV clinical cases, Ig(G seroprevalence rate was much greater (34
%) (Durand et al. 2005). However comparisons with these serosurveys are hindered by
differences in epidemiological situations at those times (epidemic context; studies were
conducted within a radius of 10 to 30 km of equine clinical cases, only one month after
the first report of cases). In such a context, seroprevalence rate mainly depends on the
definition of the serosurvey perimeter (Durand et al. 2002).

The main goal of this study was to determine the best statistical model to predict WNV
circulation in horses in the Camargue. To achieve this objective, a consistent sample of

equine sera was collected in 2 years. To reach a power of 80 %, an alpha risk of 5 %, a

11
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precision of 2 % and a seroprevalence around 12 %, around 1030 horses had to be
sampled: our study enrolled more than 1100 horses. This sampling seemed
representative of the equine population in this French region. The Camargue breed is
clearly dominant in the region, as in our sample (54.6 %). Livestock cutting horses are
also very specific to this region and this activity is well represented in our sample too.
Getting a better insight into the size and the geographic distribution of the equine
population in the study area should allow for a more precise assessment of the sample
representativeness.

The percentage of stable good classification obtained through the proposed model was
of more than 60 %. This result appears quite satisfactory for field biological data.
Moreover this percentage was more than 75 % for the good classification of positive
stables.

Several radiuses of buffers (2 to 5 km) around the stables have been tested on the basis
of the disease biology and of maximum distance of horse regular movements, for
livestock cutting for example. In Camargue, potential vectors of WNV are mosquito
species of the genera dedes and/or Culex. Aedes adults travel long distances from their
breeding places, 10-20 km being rather common, whereas Culex mosquitoes seem to
have a maximum flight distance of 5 km (Pratt et al. 1993). The radius selected in the
best model was 2 km. This small radius size could indicate that mosquito species of the
genus Culex participate in WNV transmission to horses, which is in agreement with
current entomological hypothesis (Culex modestus and/or C. pipiens are suspected to be
the main WNV wvectors in France) and with the study conducted in Camargue in 2004

(Leblond, Sandoz et al. 2007) : two rather small clusters of equine WINV cases were
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identified in the wet area of Camargue, the first one had a radius of 4 km and the second
9 km.

The group of Landsat images leading to the best model was the summer one (June to
August). This result can be interpreted in the light of knowledge on WNV
epidemiological cycle. In France, environmental conditions in summer are the most
favourable for the WNV cycle to operate at full speed. Birds are gathering around and
on water plans and mosquitoe densities are at their maximum. In late summer,
accidental hosts like horses can then become infected and manifest clinical signs,
typically in September.

Analysis of environmental risk factors based on remote-sensing data and GIS is widely
used in epidemiology (Moore et al. 1999, Thompson et al. 2000, Reisen 2010). A
logical sequence linking measures of radiation from a sensor on a satellite to vector or
host presence and disease occurrence is proposed (Crombie et al. 1999, Ward 2009).
Several studies dealing with the identification of environmental risk factors for WNV
circulation in horses have thus been published in the USA, Guadeloupe and Africa (Epp
et al. 2007, Mongoh et al. 2007, Pradel et al. 2009, Rios et al. 2009, Ward 2009, Ward
et al. 2009, Chevalier et al. 2010).

Vector-borne disease occurrence results from complex interactions which make the
interpretation of risk factors models somewhat difficult (Pradel et al. 2009). Risk factors
may indicate the presence of reservoirs, hosts and/or vectors. Identifying risk factors
may provide insight into the epidemiological cyele of WNV, even if the vector or
reservoir species have not yet been identified (Pradel et al. 2009).

The risk factors in our model can be widely commented. According to our model, the

more the total number of horses present in a stable, the more the stable would be at risk
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of WNYV infection. This result simply illustrates that with more exposed individuals,
WNV infection risk increases and becomes more easily identifiable and is a classical
finding in veterinary epidemiology: assuming all animals in a given group are exposed
to the same low-level probability of infection, the more animals in the group, the higher
the probability that one (or more) of them become infected (Durand et al. 2002). This
result concurs with what was reported earlier in the same region during the 2000 equine
outbreak (Durand et al. 2002).

Our study identified mean areas of open water and flooded vegetation around the stables
during the summer as environmental factors significantly associated with WNV
circulation in horses in the Camargue. These two variables had respectively a negative
effect and a positive effect on the risk of viral circulation. According to our results,
environment at risk for WNV transmission corresponded the flooded vegetation such as
rice fields or reed beds. These results could be compared with knowledge on preferred
biotopes for the suspected WNV vectors (Pratt et al. 1993). Preferential larval habitats
of Culex modestus are semi-permanent wet areas, for example rice fields, reeds or high
and wet “sansouire” (Arthrocnemum fructosum) (mean <2 g/l of salt) (Rioux 1958,
Hoffmann et al. 1968), which corresponds to our landscape class “flooded vegetation™.
C. pipiens oviposit preferentially in urban zones, in particular in flooded cellars,
cisterns, ponds and septic tanks (Hoffmann et al. 1968). Aedes larval habitats are
constituted by brackish temporary ponds and low “sansouire™ (Arthrocnemum glaucun)
in Camargue (mean of 10 g/L of salt) (Hoffmann et al. 1968). In France WNV was only
isolated from Culex modestus in 1964 and 1965 (Hannoun et al. 1964, Panthier et al.
1966). Nowadays neither entomological studies nor sequentially collected samples have

highlighted any other infected mosquito species. But the recent outbreak in 2000 in dry
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zones of the Camargue outside of the C. modestus distribution region suggested the
existence of other WNV vectors.

C. modestus, the most abundant bird-feeders in the wetlands of the Camargue
(Balenghien et al. 2006), was shown to efficiently transmit WNV by biting (Balenghien
et al. 2007) and exhibited high dissemination and transmission rates after experimental
exposure to WNV (Balenghien et al. 2008). As a consequence, C. modestus can be
considered an important natural WNV vector and is most probably involved in very
efficient rural cycles between wetland birds in breeding or resting sites where
mosquitoes and birds are abundant, like reeds. In such sites, as this species also feeds
aggressively on humans and horses (Mouchet et al. 1970, Balenghien et al. 2006), it
could serve as both a maintenance and a bridge vector (Balenghien et al. 2008).

C. pipiens, the most abundant bird-feeders in dry areas of the Camargue (Balenghien et
al. 2006), was found naturally infected with WNV in Europe (Hubalek et al. 1998,
Esteves et al. 2005) and is able to transmit WNV by biting (Tiawsirisup et al. 2005). But
Balenghien et al in 2008 considered this species as a moderately competent vector
(Balenghien et al. 2008). They postulated that this species could be involved as the main
epidemic vector in dry areas (between birds and horses) and the secondary vector in
wetlands.

Aedes caspius, the most abundant mammophilic species in the whole Camargue
(Balenghien et al. 2006), feeds aggressively on humans and horses and is able to
engorge also on birds, but this species can be considered as a poorly competent WNV
vector (Balenghien et al. 2008). Its role as WNV bridge vector in the Camargue seems

to remain anecdotal.
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Our results, that would suggest that Culex species are involved in WNV transmission in
the Camargue, are in agreement with the study from Leblond et al. (Leblond, Sandoz et
al. 2007), in which Culex spp. appeared to be the main epizootic vector involved in
WNV transmission eycle in wet zones of the Camargue during the 2004 outbreak.

In our study, mean area of open water had a negative effect on the risk of viral
circulation, which is in contradiction to results of a similar study in the same arca
(Leblond, Sandoz et al. 2007). In this previous study, rice fields and wet “sansouire”
were negatively associated with infection sites, whereas woodlands, dry bushes and
open water were positively associated. However comparison with this study is difficult
because of two major reasons:

-differences in data sets: clinical cases during a WNYV outbreak in the study of Leblond
et al versus serological data during a period of apparent inactivity of WNV in our study,

-spatial restriction of the study area to the wet zone of the Camargue in the study of
Leblond et al 2007 versus a larger study area including the dry zone of the Camargue in
our study.

In another study in 2002 in North Dakota, USA, the proposed model showed that
permanent water bodies were not a significant environmental factor associated with
WNV occurrence in horses (Mongoh et al. 2007). Authors postulated that smaller
temporary and seasonal water bodies created during warmer months by melting snow or
heavy rainfalls did play a significant role as a breeding ground for mosquitoes, but not
perennial water bodies.

In a study on environmental rigk factors for equine WNV cases in Texas during the
period of 2002 to 2004, Ward et al developed a predictive model which highlighted the

importance of the vicinity of the Brazos River watershed and lakes (Ward et al. 2009).
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Authors postulated that these factors were associated with the presence of wild birds or
of large mosquito populations around standing water. Presence of swamps was not
associated with occurrence of equine WNV cases.

Two basic assumptions, that all observations are independent and identically
distributed, underlie this type of statistical analysis. However, this is rarely true for
spatial data, where observations that are close have a higher probability of being similar
than observations far apart, a phenomenon called spatial autocorrelation. This
phenomenon can result in model misspecification, such as identifying significant
predictors that might be associated with the outcome simply because of their spatial
pattern (Ward et al. 2009). In this study, geographic coordinates X and Y were found to
be significant in the model, which allowed to take the spatial autocorrelation into
account and confirmed that the spatial position of stables is a significant risk factor for
this vector-borne disease.

Results of the logistic regression at horse level were also very interesting and original.
The study of Leblond et al in 2005, conducted in the same region, did not identify any
equine individual data like breed, age, sex and activity as WNV risk factor (Leblond et
al. 2003). Once risk factors related to the stables had been taken into account, we could
make out risk factors intrinsic to the horse. Horses born before 1987 were more likely to
be seropositive for WNV if they were housed in a stable at risk. This finding can be
explained by the fact that these old horses were exposed to many WNV circulation
events. We do not know much about WNV circulation between the 1960's and the
outbreak in 2000. According to the literature, WNV would have remained "silent" and
would not have caused detectable disease in horses and humans during this period. The

virus could have circulated among horses born before 1987 without severe clinical
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manifestations. The Camargue is now considered as an endemic region for WNV and it
would be logical to observe an increase of seroprevalence with age. This finding didn™t
concur with what was reported earlier (Durand et al. 2002). Authors postulated that an
endemic transmission cycle would be geographically restricted to marshes where half-
wild horses live and were not sampled in the serosurvey of 2000.

Livestock cutting horses housed in stables at risk had more risks to be seropositive than
horses used in riding schools. These results can be explained by an increased exposure
to mosquitoes in cutting horses housed in natural pastures frequently humid, while
horses of riding schools are housed in inside buildings and work in environments where
mosquito control measures are applied.

A protective factor related to the horse in stables at risk was the fact of being born after
2004, the year of the latest WNV outbreak identified in the Camargue. Since 2004, no
WNV confirmed clinical case has been reported in this region. Obviously WNV
circulation has become undetectable since 2004 by the existing monitoring systems
(network of sentinel veterinarians and passive surveillance of birds) and our results
confirmed this observation.

Another protective factor for horses is to belong to the Camargue breed. Our
assumptions to explain this result are:

-a genetic adaptation of the breed toward this endemic virus,

-the fact that Camargue horses are gray-coated and that it has been proven that gray-
coated horses are less frequently bitten by mosquitoes than dark-coated horses.

This result of the multivariate analysis is in contradiction with the results of the
bivariate analysis and a study in 2000 in the same region (Durand et al. 2002). By

integrating every equine variables at the same time in the model, after having taken into
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account the effects of the variables related to the environment, it appeared that the breed
Camargue significantly reduced the risk that the horse was found seropositive, when it
was in a stable at risk.

This study provides interesting results on WNV environmental and horse risk factors
and opens several prospects. Thanks to the statistical model established, a risk map will
be realized on all the study area, which could help increasing the sensitivity of the WNV
passive monitoring. External wvalidation using independent data should also be
performed. Moreover, this risk map could be superimposed on distribution maps of
several species of mosquitoes and birds potentially acting in the WNV transmission
cyele. Potential vaccination campaigns could be targeted on equine populations at
higher risk of WNV infection. Identifying vector species in the Camargue is also
important for the implementation of control measures.
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TABLES

Table 1: Grouping of Landsat Images

Groups Dates of images

Group 1= Total period
2006: August 20"

2007 :  April 17th
September 8th

September 24™

2008 :  June 22nd
July 8th

Presence of August 9th

mosquitoes Group 2 = Summer

2006 : August 20th

2008 :  June 22nd
July 8th
August 9th

Group 3 = Other
2007 :  April 17th

September 8th
September 24th

2006 : December 10th
December 26th

2007 : January 11th
No mosquito January 27th
March 16th

December 13th

2008 : February 15th
March 2nd
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Table 2: Description of stables

Variables Mean Standard Minimum Maximum
deviation

Total number of

254 1.9 2 132
equids
Number of tested

8.6 0.5 1 58
horses
25
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Table 3: Description of horse samples

Variables N Prevalence rates in
(Percentages) %
|95 % Confidence
Intervals]

Breed Camargue 634 (54.6) 9.0 [7.4-10.7]
Iberic 122 (10.5) 0.4[0.1-0.8]
Other 405 (34.9) 2.8[1.8-3.7]
(poneys, saddle horses...)

Born Before 1987 69 (53.9) 1.911.1-2.7]
1987-1999 660 (56.8) 8.0 [6.4-9.6]
2000-2003 251 (21.6) 1.9 [1.1-2.7]
Since 2004 158 (13.6) 0.410.1-0.8]
Missing 23(2.1)

Sex Gelding 675 (58.1) 9.0[7.3-10.6]
Mare 351 (30.2) 2.8[1.9-3.8]
Stallion 133(11.5) 0.40.1-0.8]
Missing 2(0.2)

Activity Riding school 224 (19.3) 0.8 [0.3-1.3]
Livestock cutting 271(23.3) 4.3[3.1-5.5]
Retired 54 (4.7) 1.3 [0.6-1.9]
Others 609 (52.5) 5.914.5-7.2]
Missing 3(0.2)

Date of acquisition Before 1987 28 (2.4) 0.9 [0.3-1.4]
1987-1999 356 (30.7) 6.1 [4.7-7.5]
2000-2003 311 (26.8) 3.1[2.1-4.1]
Since 2004 429 (37.0) 2.01.2-2.9]
Missing 37(3.1)

Diseases (<6 months) No 1057 (91.0) 11.6 [9.7-13.4]
Yes 94 (8.1) 0.710.2-1.2]
Missing 10 (0.9)

26

143



Table 4: Results of logistic regression at stable level

Variables of selected model Estimates p-values
Total number of horses 0.07M 0.002204
Geographic coordinate X -4.118 0.003642
Geographic coordinate Y -7.384 0.063589
Mean area of open water -0.005 0.059474
in summer

Mean area of flooded vegetation | 0.007 0.003241
in summer

Intercept 338.98 0.051986
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Table 5: Results of logistic regression at horse level

Variables

p-values

Estimates (p-value)

Breed :
Camargue
Iberic

Other

0.014800

-0.039 (p=0.004)

Age:
Before 1987
1987-1999
2000-2003
Since 2004

0.001239

0.179 (p=0.005)

-0.152 (p=0.0001)

Sex :
Mare
Gelding
Stallion

0.804571

Activity :
Retired
Livestock cutting
Riding schools
Other

0.000017

0.066 (p=0.03)
-0.144 (p=0.0001)

Date of acquisition
Before 1987
1987-1999
2000-2003
Since 2004

0.378199

Diseases for 6 months :
Yes
No

0.756789

Intercept

0.140701
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FIGURES
Figure 1:

Localisation of stables in the study zone (classification of a Landsat image of September g™

2007)

Selected stables :
+ Negative stables (46) [ | Other
* Positive stables (61) [l Open water

[ | Buffers of 2 km I Flooded vegetation

Land cover classes
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Figure 2: Results of logistic regression at horse level: Variable Breed

CHX_COD_RACE; LS Means
Current effect: F(2, 1083)=4.2296, p=.01480
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figure 3: Results of logistic regression at horse level: Variable Age

CHX_COD_AGE_08 2; LS Means
Current effect: F(3, 1083)=5.3071, p=.00124
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figure 4: Results of logistic regression at horse level: Variable Activity

CHX_ACTIVITE_08.2.2; LS Means
Current effect: F(3, 1083)=8.3413, p=.00002
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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D. Etude des mécanismes de transmission du virus We st Nile en
région Camargue

Ce paragraphe fait I'objet d’'une troisieme étudetdiapproche est différente des deux
précédentes.

Comme nous l'avons vu dans la premiére partie delamment, étant donné le grand
nombre d’especes hotes et vecteurs potentiellemmatiquées dans la transmission du virus
WN, I'épidémiologie d’une telle maladie infectieusellti-hotes est tres complexe.

Pour tenter de mieux comprendre les mécanismes enisjeu dans les cycles
épidémiologiques du virus WN, la démarche classiqu#isée dans les deux premiers
articles, était plutét d’observer les « patternsu»patrons de circulation du virus, puis de
formuler des hypothéses de mécanismes de transmiggi fonction des facteurs de risque
environnementaux identifiés. Dans cette étudeétaaiche est inversée. En effet, la méthode
utilisée est de construire des patrons de distabwtous forme de cartes de risque dans une
région donnée, ici la Camargue, a l'aide d’'un StG eartir de différentes combinaisons
d’hypotheses de mécanismes de transmission (agpst&marios). Puis ces patrons sont
comparés a ceux observés grace a la récolte deéédsnsérologiques chez les hétes
principaux, les Oiseaux, mais aussi accidentedsCleevaux.

Notre étude en Camargue Ss’'intéressera au fait cgge gdrocessus d’introduction,
d’amplification et d’émergence du virus WN sonsl&l’existence d’associations spécifiques
entre certaines especes de Moustiques vecteurti@esl Oiseaux, dans le temps et dans
'espace. Le paysage est considéré comme un réuélaie ces associations spécifiques
d’hétes et de vecteurs, puisque ces hotes et vecsemt eux-mémes associés a des unités

ecologiques spécifiques.

Comme plusieurs études aux Etats-Unis ont étaleliaamrélation négative entre la diversité
aviaire et l'incidence de la maladie de West Ntladuisant I'existence d’'un « effet de
dilution » (Ezenwa et al. 2006, Swaddle et al. 30@8us avons voulu étudier cet effet en
Camargue. Cet effet existe quand la présence ddumbre important d’especes aviaires non
compétentes pour le virus WN entraine une dimimudio taux d’infection dans la population

de moustiques vecteurs.

Il est important de préciser que le terme d’émergeest utilisé dans cette étude pour
désigner la phase de transmission du virus auxshéteidentels, que sont le cheval et

’lhomme. Cette transmission est révélée par destaés sérologiques positifs et peut aboutir
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dans certains cas a l'apparition de cas cliniglex ces hétes sensibles. Dans cet article
pour étudier la phase d’émergence, nous nous sos@uEEMment intéressés a la transmission

du virus au cheval, en utilisant des données sgimqles (IgG).

Basée sur des cartes de distribution saisonni@&egapulations de Moustiques et d’Oiseaux
issues de bases de données créées a dires d'eixpgrartir de données de terrain (Tran et al.
2007), cette étude avait pour objectif principal gsimuler des scénarios d’introduction,
d’amplification et d’émergence du virus WN, puis s comparer et valider en les

confrontant aux données de prévalence connuedeh&iseaux et les Chevaux.

1. Résumé de l'article

Distributions spatio-temporelles des Moustiques ates Oiseaux

Une carte d’occupation du sol de la région Camarmguté obtenue a partir d’'une image
satellitale Landsat de 2001. Vingt-sept classesatlipation du sol ont été distinguées,
correspondant a des unités écologiques pertingoaas caractériser les distributions des
espéeces de moustiques et d'oiseaux potentiellermgriquées dans le cycle du virus WN, a

dires d’expert et selon les connaissances biblpggaes (Tran et al. 2007).

Une base de données Moustiques a été créée, cantesaulement les deux especes
principalement impliquées dans le cycle du virus WN région Camargue, d’apres les
connaissances actuelle€ulex modestust Culex pipiensL’abondance de ces deux espéces
codée en 5 niveaux (0 = absent a 4 = densité keega) a été évaluée pour les 27 classes
d’occupation du sol de la carte précédemment cg@dpnction de deux types d’activité du
moustigue (ponte et recherche d’hotes) et desstissi Puis grace a un SIG (ArcGIS®), huit
cartes de distribution des moustiques (1 par espéqear saison) ont été construites en
prenant en compte la courte distance de vol deespsces autour des gites larvaires. Ces

cartes ont été validées par plusieurs campagnp®gdeages dans la zone d’étude.

Une base de données Oiseaux a également été enddagyroupant des informations sur 180
especes sélectionnées pour leur potentielle imitadans le cycle du virus WN en
Camargue, a dire d’'experts et grace aux connaigsaactuelles (Jourdain et al. 2007c).
L’abondance des 180 especes d'oiseaux a été cadgaieeaux (de 0 a 2) en fonction des 4
saisons et des 27 classes d'occupation du sol darfa précédemment citée. Ces données
d’abondance ont été validées par des observat®masrdhin dans la zone d’étude. Un indice
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de réservoir (Reservoir Index») codé en 4 niveaux a également été attribu@quehespéce
d’'oiseaux. Cet indice a été établi d’apres les édesrbibliographiques sur I'exposition de
'espece au virus, sa réceptivité et sa compétabeeindice synthétique qualifie la capacité
d’'une espece aviaire a étre un réservoir pourrleswVN, selon les données bibliographiques
disponibles. Enfin a chaque espéce, a été attribnéerigine de migration en fonction de la
saison (Afrigue du Nord, Afrique de I'Ouest, Euroge I'Est et du Nord...), une altitude
maximale ou I'espece est encore présente et umtmtee diffusion (distances de vol par
saison), d’apres les connaissances acquises amégnient sur ces especes (Jourdain et al.
2007a).

Définition des zones d’introduction potentielles dwirus WN
Deux hypothéses d’introduction du virus WN onttétsiees :

1) Une introduction par les oiseaux migrateurs dirpde I'Afrique sub-saharienne et du

Maghreb au printemps ou a partir de I'Europe dstl& du Nord en été.

2) Une survie du virus pendant I'hiver chez les stmues, soit seulement ch€z modestus
soit seulement che€. pipiens soit chez les deux. La survie chez les Oiseaaxpas été

testée.

bY

Cette phase aboutissait a 5 cartes dintroductioteriielle du virus WN : 2 par les
migrateurs, 3 pour la survie pendant I'hiver cheszrhoustiques.

Définition des zones d’amplification potentielles d virus WN

Les hypotheses d’amplification ont conduit a élabodes cartes correspondant aux

intersections de distribution des moustiques ebilsaux, pendant I'été.

Trois possibilités ont été testées pour 'amplifima par les Moustiques : seulement far

modestusseulement pat. pipiensou par les deux especes.
Trois possibilités ont également été testées mpaubOiseaux :

1) Une amplification seulement par les Moineauxlest Corvidés (seules espéces dans

lesquelles le virus a été isolé en Camargue).

2) Un potentiel d’amplification égal a I'indice déservoir attribué dans la base de données

Oiseaux a chaque espece.

3) Un potentiel d’amplification identique pour testles especes.
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L'effet de dilution a également été testé seloryRothéses : pas d’effet de dilution, un effet
de dilution croissant en fonction du nombre d’eggamon-compétentes.

Enfin la diffusion par les oiseaux a également s@éulée grace aux distances de vol en

fonction de I'espéce et de la saison, informatiotégrées dans la base de données Oiseaux.
Définition des zones d’émergence potentielles durus WN

Trois hypothéses ont été testées : €2umodestudu seulC. pipiensou les deux especes
transmettent le virus au cheval. Les cartes cooredgntes montraient les zones ou au moins

une des deux espéeces est présente en été avdoamukaiace supérieure a 2.
« Scénarios » d’'introduction, d’amplification et d'émergence

Un «scénario » est une combinaison d’hypothéses tdeis étapes successives de
transmission précédemment décrites. Une carte aré&e pour chaque hypothése testée,
puis les différentes cartes ont été enchainéemptéiplication en fonction des scénarios sur
le SIG et un indice de risque (aviaire et équirdté calculé en chaque point de la carte.
Toutes les cartes créées ont été validées paxpests.

Comparaison et validation des scénarios grace awodnées sérologiques collectées chez

les Oiseaux et les Chevaux :

Les différents scénarios d’introduction-amplificattiont été comparés statistiquement grace
aux données sérologiques collectées sur des piwagss dans la zone d’étude de 2004 a
2007 (Jourdain et al. 2008, Balanca et al. 2008)s Brécisément, I'analyse statistique a
consisté en la construction d’'un modele de régraspour chaque scénario. La variable a
expliquer était la séroprévalence des pies etilliaia explicative, I'indice de risque aviaire
calculé en chaque point des cartes correspondantddférents scénarios. Le critére
d’'information d’Akaiké (AIC) a été utilisé pour cgrarer les modeéles et notamment la
différence entre I'AIC d’un modéle et le plus fabRIC (Aac <2) et la somme des AIC

pondérés et normalisés (W), pour déterminer quel scénario était le plus pbd.

Puis les différents scénarios d’introduction-anigdifion-émergence ont également été
comparés statistiquement grace aux données sérobsyequines collectées en 2007 et 2008
dans la zone d’étude par mes soins. Un modele giession linéaire généralisée a été
construit pour chaque scénario, avec comme varelebepliquer le résultat sérologique WN

de chaque cheval (positif ou négatif en IgG) et manvariable explicative I'age du cheval et
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'indice de risque équin calculé en chaque poind dartes de scénarios d’introduction-
amplification-émergence. L’AIC a été utilisé demi@me maniére que pour les Oiseaux.

Résultats :

Les scénarios d’introduction-amplification aboudiefnt bien a des cartes de risque tres
différentes et les indices de risque calculés étaieus positivement corrélés a la
séroprévalence des pies, donc tous plausibles. dmbre restreint de scénarios était
statistiguement significatif, permettant de consdé&ertaines hypothéses comme mineures

dans la transmission du virus WN en Camargue.

Le meilleur scénario d’introduction-amplificatiomrcespondait & une introduction du virus
par les oiseaux migrateurs venant d’Europe du Nardde I'Est en été. Ce « scénario »
expliquait correctement les patrons de transmissiaservés dans la zone d'étude,
contrairement aux scénarios de survie du virus geindhiver chez les moustiques. Ce
résultat est en accord avec une récente étudeastirculation du virus entre I'Europe et
I'Afrique par les Oiseaux (Durand et al. 2010). Bae méme scénariGulex modestuétait
identifié comme le vecteur principal d’amplificatiadu virus, en accord avec les résultats
récents de Balenghien en Camargue (Balenghien B)énghien et al. 2006, Balenghien et
al. 2007, Balenghien et al. 2008). Bien que lesnemix et les pies soient les deux seules
espéeces d'oiseaux chez lesquelles le virus a élé ians la zone d'étude (Jourdain et al.
2007b), les résultats suggerent que d'autres esp&océre toutes les espéces d'oiseaux
présentes en Camargue, peuvent étre compétentemteibuer a I'amplification du virus.
Enfin, I'effet de dilution n’existerait pas en Cargae lors de I'amplification du virus WN,
contrairement aux USA (Ezenwa et al. 2006, Kilgatret al. 2006, Swaddle et al. 2008,
Allan et al. 2009).

Le meilleur scénario d’introduction-amplificatiomsérgence correspondait a une
introduction du virus par les oiseaux migrateurajsttette fois-ci venant de I'Afrique sub-
saharienne et du Maghreb au printemps, une angildic parC. modestusseulement,
plusieurs espéces d’'oiseaux compétentes pourétesvoir, pas d'effet de dilution et enfin

une transmission au cheval par les deux espedésldg: C. modestust C. pipiens

Cette étude permet de réaliser concretement comimenmaladie infectieuse multi-hote,
comme la maladie de WN, est difficile a étudier, Z@haque étape du cycle et dans chaque
zone géographique ou le virus circule, de nombepsssibilités de transmission existent.

Par cette méthode d’analyse, il est possible dertésutes les combinaisons imaginables
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d’hypothéses de mécanismes de transmission. Qgiteche globale permet également de
rassembler de trés nombreuses données de soudmfoemat tres différents et de coupler la
puissance de multiples outils. C’est la premiénedétintégrative, écologique et sur le
paysage, portant sur le virus WN en France. Elleraie contribuer a une meilleure

compréhension des mécanismes de transmission aisl WN en France, en permettant de
rejeter certaines hypothéses émises jusqu’alorsniaimum dans le contexte de la zone
d’étude, comme la survie du virus chez les moustgpendant I'hiver et de renforcer

certaines convictions, comme l'introduction du gipar les oiseaux migrateurs.

La production de cartes de risque validées papdé®ns de séroprévalence observés devrait
constituer un outil précieux pour les autoritéstsaes qui continuent a surveiller la maladie

de WN en France.

2. “Assessment of transmission processes of West Ni le virus in Southern
France using an ecological and landscape approach”

Cette étude fait I'objet d’'une publication en pregten. Cet article est intégré directement au

texte.
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Abstract

West Nile (WN) Fever is an emerging vector-bome disease affecting most of the countries in the world. Due to the great
mnumber of host and vector species potentially involved in the transmission processes, the epidemiology of such multi-host
disease is complex.

We propose an ecological and landscape approach to assess the transmission processes likely to explain the patterns of WN
virus circulation in the Camargue region, Southern France. Mosquito and bird populations were mapped for each season
using expert-based knowledge and geographic information systems. We then sirmilated risk maps corresponding to different
hypotheses of introduction, amplification and emergence of WNV and compared them with data of seroprevalence in horses
and bird populations.

Results show that some of the combinations of the different steps (introduction / amplification / emergence) do explain the
observed patterns of WN virus transmission in the study area, whereas some hypotheses may be rejected in the Camargue
context. This work highlights the potential of modelling host and vector communities and their interactions to study multi-

host diseases.

Keywords

West Nile virus, zoonotie disease, landscape, Geographic Information System, multi-host system
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Introduction

West Nile virus (WNV), member of the Flavivirus genus (family Flaviviridae), 1s responsible for West Nile fever (WNF), an
emerging arbovirosis originating from the Old World and recently introduced to North America. In its natural cyele, the
WNYV is transmitted from birds to birds by Culicidae mosquitoes, predominantly of the Ciulex genus (Hubalek & Halouzka
1999; Campbell 2002). Wild birds are the principal hosts of WNV and the virus has been isolated from a great number of
avian species in Europe (Hubalek 2000a). WN'V is pathogenie for horses and humans who are considered as incidental dead-
end hosts. WN virus circulation has been confirmed at erratic intervals in the last decades in several countries of the
Mediterranean basin (e.g. Abdelhaq 1996; Autorino 2002; Savini 2009) and in Eastern and Central Europe (e.g. Hubalek &
Halouzka 1999; Platonov 2001). In France, several outbreaks occurred near the Mediterranean coast in the delta of the river
Rhéne in 1962-63 affecting horses and humans (Joubert 1970), and in 2000 and 2004 in horses (Murgue 2001; Zeller &
Schuffenecker 2004).

Due to the high numbers of host and vector species potentially involved in the transmission processes, the epidemiology of
such multi-host disease is complex and the mechanisms of transmission of the virus between hosts and vectors remain pootly
nderstood (Dauphin 2004). Indeed, the vector or reservoir status and epidemiological importance of many mosquito and bird
species are unknown (Campbell 2002). Serosurveys conducted in Europe show low prevalences in resident and migratory
wild birds (e.g. Hubalek 2008; Lopez 2008; Balanga 2009). These data suggest that WNV circulates at low level in several
European places but that the transmission cycle amplifies only when some ecological conditions are met and outbreaks only
occasionally oceur. Nevertheless, little is known of the influence of the environment and climatic conditions on WNV
transmission in Europe. WNV circulation has been often recorded in wetlands (Tsai 1998; Hubalek 1999, Hubalek 2000b;
Lvov 2000; Durand 2002) but also in urban (Savage 1999) or in dry areas (Durand 2005). Moreover, it is unknown if
overwintering of WNV in mosquitoes (Nasci 2001 ; Farajollahi 2005) or introduction by migratory birds (Rappole & Hubalek
2003; Jourdain 2007b) is responsible for outbreaks in European countries, where WNV transmission stops in winter period.
Higher prevalences in some trans-Saharan migratory birds in Southern Spain suggest a potential role of these species in
introduction (Lopez 2008) although till now no proof of their involvement has been brought. Finally, little is known on how
the composition of the bird community impacts the transmission of WNV in Europe. Negative correlations between avian
diversity and incidence in West Nile infections were recently found in the United States (Ezenwa 2006; Swaddle & Calos
2008; Allan 2009; Loss 2009), observing the ‘dilution effect” (Ostfeld & Keesing 2000, Keesing 2006). This phenomenon
oceurs when an increase in the abundance of poorly competent hosts causes a decrease in the infection prevalence in the
vector population. As far as we know, until now there is no evidence of this effect in the Old World.

Several studies have identified environmental features as risk factors for WNV infection, highlighting significant statistical
relationships between environmental variables such as land use / land cover, climate, elevation, and epidemioclogical data of
either human cases (Cooke 2006; Ruiz 2007, Brown 2008, Liu 2009), equine cases (Ward 2005; Leblond 2007; Mongoh

2007; Pradier 2008; Pradel 2009, Ward 2009; Chevalier 2010), infected birds (Gibbs 2006) or infected mosquitoes (Ezenwa
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2007, Ozdenerol 2008). Based on those relationships, risk maps of WNV circulation are constructed; nevertheless, the
underlying mechanisms driving the correlations remain often unknown (Ezenwa 2007). On the other hand, several process-
based models have been developed to address various aspects of WNV disease transmission, such as the impact of possible
control methods (Thomas & Urena 2001; Wonham 2004; Bowman 2005), the importance of bird-to-bird transmission
(Naowarat & Tang 2004; Hartemink 2007), the effect of additional avian mortality (Lord & Day 2001), the role of migratory
bird in the spread of WNV (Liu 2006; Rappole 2006; Durand 2010), or of the spatial clustering of birds and mosquitoes
(Shaman 2007). Recently, Bouden et al. (2008) developed a multi-agent model to offer a decision support system simulating
the spread of WNV in Canada. Few of those models are spatially explicit (Liu 2006; Rappole 2006; Bouden 2008) neither
adapted to represent the host-vector contact at a local scale in a real landform (Shaman 2007). As far as we know, no model
was adapted to European countries where WNV outbreaks only oceur at erratic time intervals.

In this paper, we propose a new integrative framework to explore the possible role of different mosquito and bird species as
well as the impact of community composition to the different steps of introduction, amplification and emergence of WNV in
Southern France. Indeed, in the case of a multi-host disease like WNF, the high diversity of hosts and vectors potentially
involved in the transmission processes leads to a wide range of associations between hosts and vectors in space and time. The
Camargue region in particular presents a high diversity and abundance of wild birds. Our hypothesis is that some of these
associations in space and time are favourable to the occurrence of WNV. To characterize the spatial and temporal distribution
of potential vector/host contacts, vector and bird communities were mapped for each season using expert-based knowledge
and geographic information systems (GIS). Then, we used GIS modelling functionalities to simulate the potential areas of
circulation of WNV according to different hypotheses of introduction, amplification and emergence of the virus. The relative
risk maps were compared to data from studies on the seroprevalence in horses and bird populations to assess whether one or
several combinations of introduction, amplification and emergence processes could explain the observed WNV circulation

patterns in the Camargue area.

Material and methods

Study area

Our study area was the Camargue region, including the Rhone River delta, in Southern France (Figure 1). This area is
bordered by Mediterranean Sea in the South and covers about 70 x 40 km between 43.33° and 43.73° north and 4.05° and
4.93° cast. In this Mediterranean region, the climate is characterized by warm, dry summers and mild, wet winters. Total
annual rainfall usually ranges between 500 and 700 mm and occurs mainly in autumn, and the annual mean temperature is
14°C. The landscape is composed of wet areas, including coastal lagoons, marshes, rice fields, and dry areas (agricultural

zones, Mediterranean serubland, forests). It is mainly determined by the submersion duration and the salinity of the soils.
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The numerous water pools, marshes and rice fields are favourable to Culex mosquito population development (Balenghien
2008). Moreover, this large wetland area shelters a large variety of resident birds, and is a major route for birds migrating to

and from South (Africa) and East (Europe and Asia) (Isenmann 1993).

Database building

Ecological units, relevant for characterizing the distribution of both mosquito and bird species, were defined collectively by
entomologists and omithologists, based on bibliography and expert knowledge. Remote sensing images were used to map
those ecological units, resulting in an habitat map including 27 classes from five main ecotypes: maritime areas (sea, beaches
and herbaceous dunes, dune forest, lagoons, salted bare soil, salt marsh vegetation, salt works), natural coastal areas (clear
water, floating aquatic vegetation, mud flat, reed beds, marshes with scirpus and rushes, rush wetland temporarily flooded,
rush prairies never flooded), natural continental areas (forest, scrubland, ripatian forest), agricultural areas (dry herbaceous
areas, vineyard, fiuit trees, rice fields, cereals, fallow land, bare soil, hedges) and urban areas. The image processing method
is described in detail elsewhere (Tran 2007).

Description of the spatio-temporal distribution of Culex mosquitoes.

The variability in space and time within the study area was described by expert knowledge for the two most abundant
ornithophilic species in the Camargue area: Culex modestus, Ficalbi 1889, and Culex pipiens, Linnaeus 1758, which were
demonstrated as the two WNV vectors in this area (Balenghien 2006; Balenghien 2007; Balenghien 2008). For both species,
the abundance was evaluated in each land cover type (ecological unit) according to five classes of abundance (0: absent; 1:
very low densities; 2: low densities; 3: high densities; 4: very high densities) for each season (spring, summer, fall and
winter) and the two main female activities (breeding and host-secking) by bibliographic review (Rioux & Arnold 1955;
Rioux 1958; Service 1969; Mouchet 1970; Savage 1999; Vinogradova 2000, Medlock 2005; Balenghien 2006) and opinions
of entomologist experts. Then, GIS functionalities were used to map the distribution of mosquitoes for each season, taking
into account their short dispersal distance around their breeding sites. The resulting maps were validated through mosquito
collections (Method and Results presented in Supplementary Material).

Description of the spatio-temporal distribution of the bird community.

A database describing the seasonal variability in the bird species diversity, abundance and habitat selection over the study
area has been built. First, out of >350 bird species that have been recorded in Camargue (Isenmann 1993), 180 species were
selected, excluding relatively rare or vagrant species. Second, abundance of every bird species has been evaluated from
literature data and our own knowledge, according to three abundance categories (uncommoen, frequent, common) in every 27
habitats and every four seasons. Third, this bird database has been evaluated through field observations (See Supplementary
Material).

A specific reservoir index has been given to every bird species ranging from 1 (species likely to be of low epidemiological

importance in WNV transmission) to 4 (species of very high importance in WNV transmission), taking into account its
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exposition to the WN virus (4 classes based on seroprevalence data), its receptivity (2 classes based on (Komar 2003),
isolation and inoculation experiments data), and its competence (2 classes based on Komar’s reservoir class index given for
some species and high viremia data).
Additional information on the origin of migrating birds was included in the database. Indeed, migrating birds coming from
areas where WNV is endemic or epidemic ¢an introduce the virus in the area during migration, either in spring for migrating
birds coming from the African continent, or in summer for migrating species coming from Eastern Europe where some
migrating birds were tested seropositive for WNV (Hubalek 2008). Finally, for all bird species, a spread distance range (<0.5
km, <1 km, <10 km, <30 km, > 50 km) was estimated by bibliography (Cramp & Simmons 1977; 1979; 1982) and expert
knowledge and included in the database.
The whole database is available upon request.
Analysis process
Definition of WNYV ‘introduction areas’.
Because competent mosquitoes are not active during winter in the Camargue, we considered that WNV vectorial
transmission stops during winter time. Thus, we defined as “introduction areas’ the areas where the virus starts circulating for
the first time in the year, either in areas where the virus is introduced by infected migratory birds (hypothesis I,) or where
overwintering infected mosquito females become active again after diapause (hypothesis I,) (Figure 2).
For hypothesis I;, WNV could be introduced from migratory birds arriving in the Camargue region either in spring -
originating from sub-saharan or Maghreb areas (I;,) or in summer - originating from Eastern or Northern Europe (I;,)
(Jourdain 2007h). To map such introduction areas, the number of migrating birds coming from Africa or from Europe was
extracted from the bird database for each ecological unit in spring and summer, respectively. Then, a level of risk of
introduction ranging from 0 to 3 was attributed to each habitat according to the number of migratory species present
(classification using the standard-deviation method). For the second hypothesis (I,), different mosquito species could be
involved: either Culex modestus (15,) or Culex pipiens (I5,) or both species (Is,) (Balenghien 2008). The areas of introduction
in spring were defined as the areas where mosquito population is not rare (class of abundance higher than 2) before the period
of diapause in autumn.
Definition of possible WNV ‘amplification areas’.
Virus amplification occurs when a bird-to-bird transmission cycle takes place, the virus being transmitted by mosquitoes.
Thus, ‘amplification’ areas are located where competent host and vector populations intersect (Figure 3), and the level of
amplification was defined according to the abundance of vector and host populations and to the composition of the bird
community (Figure 2).
We considered that amplification oceurs in summer and mapped the ‘amplification areas’ performing the following steps:

1)  Different mosquito species could be competent for WNV amplification: either Culex modestus (hypothesis A,,,) or

Culex pipiens (Ass) or both species (As.) (Balenghien 2008). A level of risk of amplification by the vector
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population ranging from 0 to 3 was attributed to each habitat according to the abundance of either one (level of risk
equal to 0 when the species is absent or present at very low densities and equal to 1,2 or 3 when the species is
present at low, high or very high densities, respectively) or both mosquito species (Table 1).

2) Birds may have a different reservoir status for WNV amplification. House sparrows (Passer domesticus) and black-
billed magpies (Pica pica) are the only two bird species in which the virus was isolated in the Camargue region
(Jourdain 2007a) and thus could be considered as the only competent hosts in the area (hypothesis Ayy,). On the
other hand, every bird species could be involved in the WNV transmission cycle, either with different competence,
according to the reservoir index (hypothesis A...), or all with the same competence (hypothesis A...). For each
hypothesis, a level of risk for host amplification was calculated to each habitat as the weighted sum of the species
present in the habitat, with the following weights: 1 for sparrows and magpies and 0 for all other species (A,y,); the
value of the reservoir index defined in the bird database (A,,,); 1 for every species (A,s,). Then, this level of risk of
host amplification was recoded, ranging from 0 to 3 (classification using the standard-deviation method).

3)  Alevel of vector-host amplification was defined for each habitat by multiplying the vector amplification risk by the
host amplification risk, and then recoded between 0 and 3.

4)  The composition of the bird community may impact the amplification of WNV by creating a ‘dilution effect’, when
an increase in the abundance of poorly competent hosts causes a decrease in the infection prevalence in the vector
population. We therefore considered two hypotheses: firstly, the bird community composition does not impact the
virus amplification (hypothesis Ay no ‘dilution effect’); second, an increase of the number of non-competent host
causes a decrease of the virus amplification (hypothesis A_,). In this second case, a level of risk (0 to 3) was
attributed to each habitat decreasing when the mumber of non-competent species increases and multiplied to the
level of vector-host amplification.

Definition of possible WNV ‘emergence areas’.

Here we defined the “emergence’ as the transmission of WNV from mosquito to sensitive hosts, but not necessarly the
development of clinical symptoms. The ‘emergence areas” are defined as the areas with the mosquito species likely to bite
WNYV sensitive hosts, fe horses or humans, and transmit them the virus. Both Cidex modestus and Culex pipiens are likely to
act as bridge vectors between birds and mammals, so we considered three hypotheses of emergence. Either Culex modestus is
responsible for transmission of WNV to equine population (E,) or Culex pipiens (E,) or both species (Es). Thus, the
‘emergence areas” were defined as the areas where each or both species are present in summer (with class of abundance
higher than 2).

Scenarios of introduction, amplification and emergence of WNV.

The combination of the different steps of introduction, amplification and emergence composes a ‘scenario” of WNV
transmission. In a first step, the areas at risk of introduction (I) are intersected with the areas favourable to WNV
amplification (A) (Figure 4a). The level of resulting risk is obtained by the muiltiplication of the risk of introduction and the

risk of amplification. From those areas of introduction followed by virus amplification, birds involved in the amplification
7
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process can spread the virus outside of the amplification areas (Figure 4b). The spread distance of each bird species in
summer was used to map the areas of WN'V circulation in avian populations, characterized by an avian risk index decreasing
with the distance to the areas of virus introduction/amplification. This avian risk index corresponds to a “scenario’ of WNV
transmission in the bird community, noted [;A, withi={1a, 1b, 2a, 2b, 2¢} and j, k,lin {1,2,3}.

In turn, the obtained areas of a given introduction-amplification-spread scenario are intersected with the areas favourable to
WNYV emergence (E) (Figure 4¢). An equine risk index was calculated by multiplying the avian risk index by the risk of
emergence. Each resulting scenario, noted LAy E, with i={la, 1b, 2a, 2b, 2c}, j, k, m, in {1, 2, 3} and 1 in {1,2},
corresponds to a risk map of WNV emergence in sensitive hosts. We used GIS functionalities to model all the possible
scenarios and create the corresponding maps (ArcGIS Modeler) (Figure 5).

Assessment of the different maps.

We used seroprevalence data from avian and equine populations to assess the different maps of amplification in the avian
population (avian risk index) and emergence (equine risk index) and compare the different scenarios.

Comparison of the amplification maps with seroprevalence data from avian populations.

Data from two different serological surveys on black-billed magpies between 2004 and 2007 were used to characterize the
spatial variability of seroprevalence of WNV in birds in the Camargue area. They include 15 sites where more than 10
individuals were sampled and tested for WNV (Jourdain 2007a; Balanga 2009).

For each scenario, a regression model was built with the seroprevalence as the response and the avian risk index as
explanatory variable. We assumed an over-dispersed Poisson distribution of the data and thus used a negative binomial
distribution. The Akaike’s Information Criterion (AIC) was used to compare the models corresponding to the different
scenarios (Akaike 1974). Models were ranked according to Ay the difference of AIC values of a given model and the model
having the lowest AIC. Then, we calculated the normalized Akaike weights (w ;o) which can be interpreted as the probability
of a model to be a ‘good model” (Burnham & Anderson 2004). To compare different groups of models, we summed the
WAIC (Ew ) of the scenarios corresponding to each hypothesis of introduction, vector amplification, host amplification and
diversity effect. A hypothesis is more likely to be true if it has the higher Zw .

Comparison of the emergence maps with seroprevalence data from equine populations.

Data from an extensive serological survey on horses from 2007 to 2008 (Pradier, in press) were used to characterize the areas
of WNV emergence, e WNV circulation in equine populations. A total of 1161 horses originating from 135 stables were
included in the analysis. The age of all horses was recorded, ranging from 1 to 42 years. Indeed, age can have a significant
positive effect on WNV prevalence (Chevalier 2010). For each scenario, we used a generalized linear mixed model, with the
individual serological status as the binomial response and the age and the equine risk index as fixed effects. As previously,
AIC and w - were calculated to assess the different models and compare groups of scenarios corresponding to the different

hypothesis of introduction, vector amplification, host amplification, diversity effect and emergence.
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Results

Maps of WNV amplification in the avian population.

The combination of different hypotheses of introduction, vector and host amplification and diversity effect led to a total of 75
different maps of amplification in the avian population (avian risk index). Results showed heterogeneous spatial patterns
between the scenarios outputs (Examples Figure 6), highlighting that the combination of the different hypotheses considered
led to very different risk maps of WNV circulation in avian populations. In the regression models, all avian risk indices
resulting from the different scenarios of introduction and amplification were positively correlated with seroprevalence data
collected from magpies® populations in the Camargue area. The best model according to AIC was that where WNV is
introduced by migrating birds from Eastern or Northem Europe, amplified by Culex modesats populations and all birds
species, without any dilution effect (I;,A45,) (Table 2 and Figure 6a).

Of the 75 candidate models, 3 models can be considered having substantial support (A, < 2), 3 having slightly less support
(2 <Ap1e €4, 25 having considerably less support (4 <Az € 7) and 44 having no support (A e >7).

Comparing the families of scenarios by summing the w, (Table 4) showed that the hypothesis of introduction of the virus
by migratory birds has a much higher probability of being the « right » model than the hypothesis of virus overwintering.
This suggested that scenarios of introduction of the virus by migratory birds explained well observed spatial patterns of WNV
transmission in the study area, whereas the hypothesis of overwintering of WNV in mosquitoes did not. The mosquito species
Culex modestus was identified as the main amplifier of WNV. On the other hand, results suggested that magpies and
sparrows are not the only competent reservoir of WNV in the Camargue area but that other competent bird species - or all
bird species - contribute to WNV amplification. Finally, the composition of the bird community did not seem to play a major
role in the amplification of WNV in the Camargue region (no ‘dilution effect”.

Maps of WNV emergence in the equine population.

The combination of the 31 plausible maps of amplification in the avian population (A, < 7) with areas favourable to WNV
emergence led to a total of 93 different maps of emergence in the equine population (equine risk index).

In the regression models, the individual serological status was positively correlated with the age and the equine risk index. Of
the 93 candidate models, one can be unambiguously selected as the best model (Age € 2, Ware >0.5), three can be considered
having slightly less support (2 <Axsc < 4), two having considerably less support (4 <Axc < 7) and 87 having no support (Aac
>7) (Table 3). The best model resulted from a combination of a virus introduction by migratory birds from Sub-saharan
Africa or Maghreb, the virus amplification by Culex modestus, some competent bird species and without dilution effect, and
a virus emergence due to both Culex modestus and Culex pipiens (1;,A12.E3).

Comparing the families of scenarios by summing the w,;- supported all the conclusions of the confrontation of avian risk
maps with seroprevalence data in magpies (Table 4). In addition, results suggested that both vector species, Culex modestus

and Cudex pipiens, are involved in the process of transmission of WNV to equine populations.
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Discussion

In this paper, we proposed an integrative approach to study WNV fransmission in an area where the virus circulates at very
low level (Balanga 2009) and outbreaks only occasionally eccur (Joubert 1970; Murgue 2001; Zeller & Schuffenecker 2004).
Based on a landscape map and a seasonal time step, maps of vector and host populations were used to simulate WNV
transmission according to different scenarios of introduction, amplification and emergence of the virus. This allowed, for the
first time, to explore the underlying mechanisms driving the observed spatial heterogeneity of WNV seroprevalence in birds
and horses. Indeed, the comparison of the maps of WNV amplification in the avian pepulation and the maps of WNV
emergence in the equine population derived from different scenarios with seroprevalence data of birds and horses,
respectively, draws to the same conclusions about the hypotheses on the different steps of introduction, amplification and
emergence of WNV in the Camargue area.

The results showed that there is not one unique scenario (combination of the different steps of introduction, amplification and
emergence) explaining all the spatial heterogeneity of WNV seroprevalence in the area; different scenarios explain well the
observed seroprevalence patterns. Nevertheless, according to our analysis, some hypotheses alone do not fit with the
observed WNV patterns. Even if the existence of the corresponding mechanisms could not be ruled out, our results
highlighted that such mechanisms are not predominant in WNV transmission in the Camargue.

Comparing the families of scenarios by summing the wae showed that the hypothesis of introduction of the virus by
migratory birds received substantial support from the data (Table 3). Instead, the hypothesis of virus overwintering did not
explained the spatial heterogeneity of WNV circulation in the Camargue area. This result is in concordance with a recent
study proposing a metapopulation model for WNV circulation between Europe and Afiica, demonstrating that overwintering
mechanisms are not needed to reproduce the observed data of seroprevalence rates in migratory and resident wild birds,
minimal infection rates in vectors and seroprevalence and incidence rates in horses (Durand 2010).

According to our analysis, the mosquito species Culex modestus was identified as the main amplifier of WN'V. This result
corroborates the results of laboratory competence studies (Balenghien 2007, Balenghien 2008). In these studies, Culex
modestus was found an extremely efficient laboratory WNV vector and could thus be considered the main WNV vector in
wetlands of the Camargue.

Concerning the host populations, our results highlighted that sparrows and magpies are not the only two bird species involved
in WNV amplification, although they are the only species in which the virus was isolated in the Camargue region (Jourdain
2007a). Since sparrows and magpies are abundant species, inhabit most habitats and are often considered as good reservoirs
of WNV, recent studies have focussed on them but other species, particularly passerines such as Carrion crow (Corvis
corone) or finches (fringillidae), may have played a role as reservoirs of WNV and contributed to WNV amplification.

The composition of the bird community did not seem to play a major role in the amplification of WNV in the Camargue
region (no “dilution effect’), unlike what was recently observed in the New World (Ezenwa 2006, Swaddle & Calos 2008;

Allan 2009; Loss 2009).
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Finally, the comparison between the equine risk index and seroprevalence in horses in the Camargue showed that the
probability that both mosquito species are involved in the emergence process (i.e. the transmission of WNV to dead-end
hosts) is very high. Although Culex modests was identified as the main WNV amplifier species, the presence of Culex

pipiens seems therefore essential to the transmission of WNV to horses.

Our objective was to develop a simple and robust GIS-based method to map the areas of WNV circulation in the Camargue
area; thus, different simplifying assumptions have been made. In particular, here we assumed that virus transmission oceurs
in all areas where host-vector contacts are possible. Intensity of host-vector contacts, trophic preferences, virus properties as
well as host immunity were not considered here, such that the resulting maps represent the maximum of the areas potentially
infected by WNV. Moreover, the temporal cut-off into four seasons (spring, summer, fall and winter) may be considered too
rough to describe the high variability of the vector dynamics. Future work could consist in refine this temporal cut-off to
better describe the host-vector contacts between birds and Culex modestus and Culex pipiens during the amplification and
emergence phases, respectively, and better understand the transmission mechanisms of WNV, in particular which bird
species are involved in the amplification. Finally, different hypotheses of transmission were not tested here, as the bird-to-
bird transmission (Hartemink 2007) or the existence of other competent vectors like ticks (Mumcuoglu 2005). Nevertheless,
given the flexibility of the GIS tool, all of this different information or additional hypotheses can readily be integrated to

refine the initial maps and produce the corresponding risk maps.

Conclusion

We provided a GIS-based framework to help understanding the complex interactions between hosts and vectors and their
impact on the transmission of a multi-host pathogen, West Nile Virus. In this study, GIS modelling tools were appropriate to
describe the high spatio-temporal variability of contacts between hosts and vectors communities in the Camargue region,
Southern France, and to simulate different processes likely to play a role in WNV transmission. The confrontation of the
resulting maps of WNYV circulation in avian and equine populations with seroprevalence data suggested that some of the
combinations of the different steps (introduction / amplification / emergence) do explain the observed patterns of WN virus
transmission in the study area, whereas some hypotheses are probably not valid in the Camargue context. In particular, results
highlighted the role of migrating bird populations in the introduction of the virus in the area and showed that a great number
of bird species may act as reservoir of WNV, with no apparent “dilution effect’. Results also stressed the distinet roles of two
vector species, Culex modestus and Culex pipiens, probably involved in the amplification and emergence processes,

respectively.



Partie Il — Travaux personnels et résultats

Acknowledgments

This publication has been fimded under the EU 6th Framework Program (GOCE-CT-2003-010284 EDEN: Emerging
Diseases in a changing European eNvironment). It is officially catalogued by the EDEN Steering Committee as EDENOXX
(www.eden-fpoproject.net). The contents of this publication are the sole responsibility of the authors and do not necessarily
reflect the views of the European Commission. The authors thank Benjamin Vollot, who participated in field work and bird

database construction. We also thank Véromique Chevalier, CTRAD, and Benjamin Roche, TRD, for discussion.

References

Abdelhaq, A. 1996 West Nile fever in horses in Morocco. Bulletin de I'Office International des Epizooties 108, 867-869,
Akaike, H. 1974 A new look at the statistical model identification. JEEE Transactions on Automatic Control 19, 716-723.
Allan, B. F, Langerhans, R. B, Ryberg, W. A, Landesman, W. 1., Griffin, N. W, Katz, R. 8, Oberle, B. I., Schutzenhofer,
M. R, Smyth, K. N, de St Maurice, A, Clark, L., Crooks, K. R, Hemnandez, D. E., McLean, R. G, Ostfeld, R. 8. &Chase, J.
M. 2009 Ecological correlates of risk and incidence of West Nile virus in the United States. Oecologia 158, 699-708.
Autorino, G. L., Battisti, A., Deubel, V., Ferrari, G., Forletta, R., Glovamnini, A., Lelli, R., Murri, S. &Scicluna, M. T. 2002
West Nile virus epidemic in horses, Tuscany region, [taly. Emerg Infect Dis 8, 1372-8.

Balanga, G., Gaidet, N., Savini, G., Vollot, B., Foucart, A., Reiter, P, Boutonnier, A, Lelli, R. &Monicat, F. 2009 Low West
Nile virus circulation in wild birds in an area of recurring outbreaks in Southern France. Vector Borne Zoonotic Dis 9, 737-
41.

Balenghien, T., Fouque, F., Sabatier, P. &Bicout, D. J. 2006 Horse-, bird-, and human-seeking behavior and seasonal
abundance of mosquitoes in a West Nile Virus focus of southern France. Journal of Medical Entomology 43, 936-946.
Balenghien, T., Vazeille, M., Grandadam, M., Schaffher, F., Zeller, H., Reiter, P., Sabatier, P., Fouque, F. &Bicout, D. J.
2008 Vector competence of some French Culex and Aedes mosquitoes for West Nile virus. Vector Borne and Zoonotic
Diseases 8, 589-95.

Balenghien, T., Vazeille, M., Reiter, P., Schaffner, F., Zeller, H. &Bicout, D. J. 2007 Evidence of laboratory vector
competence of Culex modestus for West Nile virus. Journal of the American Mosquito Control Association 23, 233-6.
Bouden, M., Moulin, B. &Gosselin, P. 2008 The geosimulation of West Nile virus propagation: a multi-agent and climate
sensitive tool for risk management in public health. Int J Health Geogr 7, 35.

Bowman, C., Gumel, A. B, van den Driessche, P., Wu, J. &Zhu, H. 2005 A mathematical model for assessing control
strategies against West Nile virus. Bull Math Biol 67, 1107-33.

Brown, H., Duik-Wasser, M., Andreadis, T. &Fish, D. 2008 Remotely-sensed vegetation indices identify mosquito clusters
of West Nile virus vectors in an urban landscape in the northeastern United States. Vector-Borne and Zoonotic Diseases 8,

197-206.

167



168

Burnham, K. &Anderson, D. 2004 Multi model inference. Understanding AIC and BIC in model selection. Sociological
methods & research 33,261-304.

Campbell, G. L., Marfin, A. A, Lanciotti, R. 8. &Gubler, D. J. 2002 West Nile virus. Lancet Infect Dis 2, 519-29.

Chevalier, V., Dupressoir, A., Tran, A., Diop, O. M., Gottland, C., Diallo, M., Etter, E., Ndiaye, M., Grosbois, V., Dia, M.,
Gaidet, N., Sall, A. A., Soti, V. &Niang, M. 2010 Environmental risk factors of West Nile virus infection of horses in the
Senegal River basin. Epidemiol Infect 1-9.

Cooke, W. H., 3rd, Grala, K. &Wallis, R. C. 2006 Avian GIS models signal human risk for West Nile virus in Mississippi.
IntJ Health Geogr 5, 36.

Cramp, 8. &Simmons, K. 1977 The birds of the Western Paleartic, Vol. 1. Oxford University Press.

Cramp, S. &Simmons, K. 1979 The birds of the Western Paleartic, Vol. 2. Oxford University Press.

Cramp, 3. &Simmons, K. 1982 The birds of the Western Paleartic, Vol. 3. Oxford University Press.

Dauphin, G., Zientara, S., Zeller, H. &Murgue, B. 2004 West Nile: worldwide current situation in animals and humans.
Comp Inmunol Microbiol Infect Dis 27, 343-55.

Durand, B., Balanca, G., Baldet, T. &Chevalier, V. 2010 A metapopulation model to simulate West Nile virus circulation in
Western Africa, Southern Europe and the Mediterranean basin. Fer Res 41, 32.

Durand, B., Chevalier, V., Pouillot, R., Labie, J., Marendat, 1., Murgue, B., Zeller, H. &Zientara, S. 2002 West Nile virus
outbreak in horses, southern France, 2000: Results of a serosurvey. Emerging Infectious Diseases 8, 777-782.

Durand, B., Dauphin, G., Zeller, H., Labie, J., Schuffenecker, ., Murri, S., Moutou, F. &Zientara, S. 2005 Serosurvey for
West Nile virus in horses in southern France. Vet Rec 157, 711-3.

Ezenwa, V. O,, Godsey, M. S., King, R. J. &Guptill, S. C. 2006 Avian diversity and West Nile virus: testing associations
between biodiversity and infectious disease risk. Proceedings of the Roval Society B-Biological Sciences 273, 109-117.
Ezenwa, V. O., Milheim, L. E., Coffey, M. F., Godsey, M. S, King, R. I. &Guptill, S. C. 2007 Land cover variation and
West Nile virus prevalence: Patterns, processes, and implications for disease control. Vector-Borne and Zoonotic Diseases 7,
173-180.

Farajollahi, A., Crans, W. I, Bryant, P., Wolf, B., Burkhalter, K. L., Godsey, M. S., Asper, 8. E. &Nasci, R. S. 2005
Detection of West Nile viral RNA from an overwintering pool of Culex pipens pipiens (Diptera: Culicidae) in New Jersey,
2003. J Med Entomol 42, 490-4.

Foley, D. H., Wilkerson, R. C. &Rueda, L. M. 2009 Importance of the "What," "When," and "Where" of Mosquito Collection
Events. Journal of Medical Entomology 46, 717-722.

Gibbs, S. E. I., Wimberly, M. C., Madden, M., Masour, I, Yabsley, M. J. &Stallknecht, D. E. 2006 Factors affecting the
geographic distribution of West Nile virus in Georgia, USA: 2002-2004. Vector-Borne and Zoonotic Diseases 6, 73-82.
Hartemink, N. A, Davis, S. A, Reiter, P., Hubalek, Z. &Heesterbeck, 1. A. 2007 Importance of bird-to-bird transmission for

the establishment of West Nile virus. Vector Borne Zoonatic Dis 7, 575-84.



Partie Il — Travaux personnels et résultats

Hubalek, Z. 2000a European experience with the West Nile virus ecology and epidemiology: could it be relevant for the New
World? Viral nmunol 13, 415-26.

Hubalek, 7. &Halouzka, J. 1999 West Nile fever--a reemerging mosquito-borne viral disease in Europe. Emerg Infect Dis 5,
643-50.

Hubalek, 7., Halouzka, J. &Juricova, Z. 1999 West Nile fever in Czechland. Emerg Infect Dis 5, 594-5.

Hubalek, 7., Halouzka, J., Juricova, 7., Sikutova, S., Rudolf, I., Honza, M., Jankova, J., Chytil, J., Marec, F. &Sitko, J. 2008
Serologic survey of birds for West Nile flavivirus in southern Moravia (Czech Republic). Vector Borne Zoonotic Dis 8, 659-
66.

Hubalek, Z., Savage, H. M., Halouzka, J., Juricova, Z., Sanogo, Y. O. &Lusk, S. 2000b West Nile virus investigations in
South Moravia, Czechland. Viral Jmmunol 13, 427-33.

Isenmann, P. 1993 Oiseaux de Camargue. The Birds of Camargue. Brunoy, France; Société d'Etudes Ornithologiques.
Joubert, L., Oudar, J., Hanmoun, C., Beytout, D., Comniou, B., Guillon, J. C. &Panthier, R. 1970 Epidemiologie du virus West
Nile: Etude d'un foyer en Camargue IV - La meningo-encephalomyelite du cheval. dunales de ['Institur Pasteur (Paris) 118,
239-247.

Jourdain, E., Schuffenecker, 1., Korimbocus, J., Reynard, S., Mui, S., Kayser, Y., Gauthier-Clere, M., Sabatier, P. &Zeller,
H. G. 2007a West Nile virus in wild resident birds, Southern France, 2004. Vector Borne Zoonotic Dis 7, 448-52.

Jourdain, E., Toussaint, Y., Leblond, A., Bicout, D. I., Sabatier, P. &Gauthier-Clerc, M. 2007b Bird species potentially
involved in introduction, amplification, and spread of West Nile virus in a Mediterranean wetland, the Camargue (Southern
France). Vector Borne Zoonotic Dis 7, 15-33.

Keesing, F., Holt, R. D. &Ostfeld, R. S. 2006 Effects of species diversity on disease risk. Ecology Letters 9, 485-498.

Komar, N., Langevin, S., Hinten, S., Nemeth, N., Edwards, E., Hettler, D., Davis, B., Bowen, R. &Bunning, M. 2003
Experimental infection of North American birds with the New York 1999 strain of West Nile virus. Emerg Infect Dis 9, 311-
22.

Leblond, A., Sandoz, A., Lefebvre, G., Zeller, H. &Bicout, D. J. 2007 Remote sensing based identification of environmental
sk factors associated with West Nile disease in horses in Camargue, France. Prev Vet Med 79, 20-31.

Liw, A., Lee, V., Galusha, D., Slade, M. D., Diuk-Wasser, M., Andreadis, T., Scotch, M. &Rabinowitz, P. M. 2009 Risk
factors for human infection with West Nile Virus in Connecticut: a multi-year analysis. t.J Health Geogr 8, 67.

Liu, R., Shuai, J., Wu, J. &Zhu, H. 2006 Modeling spatial spread of west nile virus and impact of directional dispersal of
birds. Math Biosci Eng 3, 145-60.

Lopez, G., limenez-Clavero, M. A., Tejedor, C. G., Soriguer, R. &Figuerola, J. 2008 Prevalence of West Nile virus
neutralizing antibodies in Spain is related to the behavior of migratory birds. Vector Borne Zoonotic Dis 8, 615-21.

Lord, C. C. &Day, I. F. 2001 Simulation studies of St. Louis encephalitis and West Nile viruses: the impact of bird mortality.

Veetor Borne Zoonotic Dis 1,317-29.

169



170

Loss, 8. R., Hamer, G. L., Walker, E. D., Ruiz, M. O., Goldberg, T. L., Kitron, U. D. &Brawn, J. D. 2009 Avian host
community structure and prevalence of West Nile virus in Chicago, [llinois. Qecologia 159, 415-24.

Lvov, D. K., Butenko, A. M., Gromashevsky, V. L., Lanchev, V. P., Gaidamovich, S. Y., Vyshemirsky, O. 1., Zhukov, A. N,
Lazorenko, V. V., Salko, V. N, Kovtunov, A. I, Galimzyanov, K. M., Platonov, A. E., Morozova, T. N., Khutoretskaya, N.
V., Shishkina, E. O. &Skvortsova, T. M. 2000 Isolation of two strains of West Nile virus during an outbreak in sotuthern
Russia, 1999. Emerg Infect Dis 6,373-6.

Medlock, J. M., Snow, K. R. &Leach, S. 2005 Potential transmission of West Nile virus in the British Isles: an ecological
review of candidate mosquito bridge vectors. AMed Vet Entomol 19, 2-21.

Mongoh, M. N., Khaitsa, M. L. &Dyer, N. W. 2007 Environmental and ecological determinants of West Nile virus
ocecurrence in horses in North Dakota, 2002, Epidemiol Infect 135, 57-66.

Mouchet, J., Rageau, J., Laumnond, C., Hannoun, C., Beytout, D., Oudar, J., Comniou, B. &Chippaux, A. 1970 Epidémiologie
du virus West Nile: étude d'un foyer en Camargue V. Le vecteur: Culex modesrus Ficalbi Diptera, Culicidae. Annales de
F'lnstitut Pasteur (Paris) 118, 839-855.

Mumcuogly, K. Y., Banet-Noach, C., Malkinson, M., Shalom, U. &Galun, R. 2005 Argasid ticks as possible vectors of West
Nile virus in Israel. Vector Borne Zoonotic Dis 5, 65-71.

Murgue, B., Murri, S., Zientara, S., Durand, B., Durand, J. P. &Zeller, H. 2001 West Nile outbreak in horses in Southern
Franee, 2000: The return after 35 years. Emerging Infectious Diseases T, 692-696.

Naowarat, S. &Tang, [. M. 2004 Effect of bird-to-bird transmission of the West Nile virus on the dynamics of the
transmission of this disease. Southeast Asian J Trop Med Public Health 35, 162-6.

Nasci, R. 8., Savage, H. M., White, D. J., Miller, J. R., Cropp, B. C., Godsey, M. 8., Kerst, A. I, Bennett, P., Gottfiied, K.
&Lanciotti, R. S. 2001 West Nile virus in overwintering Culex mosquitoes, New York City, 2000. Emerg Infect Dis 7, 742-4.
Ostfeld, R. &Keesing, F. 2000 The fimetion of biodiversity in the ecology of vector-borne zoonotic diseases. Canadian
Jovrnal of Zoology-Revue Canadienne De Zoologie 78, 2061-2078.

Ozdenerol, E., Bialkowska-Jelinska, E. &Taff, G. N. 2008 Locating suitable habitats for West Nile Virus-infected
mosquitoes through association of environmental characteristics with infected mosquito locations: a case study in Shelby
County, Temnessee. Int J Health Geogr 7,12,

Platonov, A. E., Shipulin, G. A., Shipulina, O. Y., Tyutyunnik, E. N., Frolochkina, T. 1., Lanciott, R. S., Yazyshina, S,
Platonova, O. V., Obukhov, I. L., Zhukov, A. N., Vengerov, Y. Y. &Pokrovskii, V. I. 2001 Outbreak of West Nile virus
infection, Volgograd Region, Russia, 1999. Emerg Infect Dis 7, 128-32.

Poncon, N., Toty, C., L'Ambert, G., le Goff, G., Brengues, C., Schaffner, F. &Fontenille, D. 2007 Population dynamics of
pest mosquitoes and potential malaria and West Nile virus vectors in relation to climatic factors and human activities in the
Camargue, France. Med Vet Entomol 21, 350-7.

Pradel, J., Chalvet Monfray, K., Molia, S., Vachiery, N., Rousteau, A., Imbert, D., Martinez, D., Sabatier, P. &Lefrancois, T.

2009 Risk factors for West Nile virus seropositivity of equids in Guadeloupe. Prev Ver Med 92, 71-8.
15



Partie Il — Travaux personnels et résultats

Pradier, S., Leblond, A. &Durand, B. 2008 Land cover, landscape structure, and West Nile virus circulation in southern
France. Vector-Borne and Zoonotic Diseases 8, 253-263.

Rappole, I. H., Compton, B. W., Leimgruber, P, Robertson, 1., King, D. I. &Renner, S. C. 2006 Modeling movement of
West Nile virus in the Western hemisphere. Vector Borne Zoonotic Dis 6, 128-39.

Rappole, J. H. &Hubalek, Z. 2003 Migratory birds and West Nile virus. J.4ppl Microbiol 94 Suppl, 478-588.

Reisen, W. K. 2010 Landscape epidemiology of vector-borne diseases, Anmu Rev Entomol 55, 461-83.

Rioux, J. A, 1958 Les Culicidés du “Midi méditerranden”. Etude systématigue et écologique. Paris, France: Editions Paul
Lechevalier.

Rioux, J. A, &Arnold, M. 1955 Les Culicidés de Camargue (étude systématique et écologique). Paris, France: Société
Nationale d’Acclimatation

Ruiz, M. O., Walker, E. D., Foster, E. 8., Haramis, L. D. &Kitron, U. D. 2007 Association of West Nile virus illness and
urban landscapes in Chicago and Detroit. fnz J Health Geogr 6, 10.

Savage, H. M., Ceianu, C., Nicolescu, G., Kearabatsos, N., Lanciotti, R., Vladimirescu, A., Laiv, L., Ungureanu, A,
Romanca, C. &Tsai, T. F. 1999 Entomological and avian investigation of an epidemic of West Nile fever in Romania in
1996, with serologic and molecular characterization of a virus isolate from mosquitoes. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene 61, 600-611.

Savini, G., Monaco, F., Calistri, P. &Lelli, R. 2009 Phylogenetic analysis of West Nile virus isolated in Ttaly in 2008.
Eurosurveillance 13,

Schaffher, F., Angel, G., Geoffroy, B., Hervy, I.-P., Rhaeim, A. &Brunhes, J. 2001 The mosquitoes of Europe. Patis, France:
IRD Editions and EID Méditerrande.

Service, M. W. 1969 Observations on the ecology of some British mosquitoes. Bulletin of Entomological Research 59, 161—
194.

Service, M. W. 1997 Mosquito (Diptera: Culicidag) dispersal--the long and short of it. .J Med Fntomof 34, 579-88.

Shaman, J. 2007 Amplification due to spatial clustering in an individual-based model of mosquito-avian arbovirus
transmission. Trans R Soc Trop Med Hyg 101, 469-83,

Sudia, W. D. &Chamberlain, R. W. 1962 Battery-operated light trap, an improved model. Mosquito News 22, 126-129.
Swaddle, I. P. &Calos, S. E. 2008 Increased avian diversity is associated with lower incidence of human West Nile infection:
observation of the dilution effect. PLoS Orne 3, €2488.

Thomas, D. M. &Urena, B. 2001 A model describing the evolution of West Nile-like encephalitis in New York City.
Mathematical and Computer Modelling 34, T71-781.

Tran, A., Gaidet, N., L'Ambert, G., Balenghien, T., Balanga, G., Chevalier, V., Soti, V., Ivanes, C., Etter, E., Schaffner, F.,
Baldet, T. &De la Rocque, S. 2007 The use of remote sensing for the ecological description of multi-host disease systems: a

case study on West Nile virus in southern France. Veterinaria Italiana 43, 687-697.

171



172

Tsai, T. F., Popovici, F., Cernescu, C., Campbell, G. L. &Nedelcu, N. I. 1998 West Nile encephalitis epidemic in
southeastern Romania. Lancet 352, 767-71.

Vinogradova, E. B. 2000 Culex pipiens pipiens mosquitoes: taxonomy, distribution, ecology, physiclogy, genetics, applied
importance and control. SoPa-Moscow, Russia: PENSOFT Publishers.

Ward, M. P. 2005 Epidemic West Nile virus encephalomyelitis: A temperature-dependent, spatial model of disease
dynamics. Preventive Veterinary Medicine 71, 253-264.

Ward, M. P., Wittich, C. A., Fosgate, G. &Srinivasan, R. 2009 Environmental risk factors for equine West Nile virus disease
cases in Texas. Veterinary Research Communications 33, 461-471.

Wonham, M. I, de-Camino-Beck, T. &Lewis, M. A. 2004 An epidemiological model for West Nile virus: invasion analysis
and control applications. Proc Biol Sci 271, 501-7.

Zeller, H. G. &Schuffenecker, I. 2004 West Nile virus: An overview of its spread in europe and the Mediterranean Basin in

contrast to its spread in the Americas. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases 23, 147-156.



Partie Il — Travaux personnels et résultats

Tables

Table 1: Level of risk of amplification by the vector population attributed to each habitat according to the

abundance of both mosquito species.

modestiis Al Very low Low High Very high
Cx pipiens densities densities densities densities
Absent 0 0 0 0 0
Very low 0 ] 1
densities
Low densities 0
High densities 0
Very high 0
densities
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Table 2: Summary of the selection statistics for the top ten regression models evaluating the variation in

seroprevalence in magpies” populations, in relation to avian risk indices resulting from the different scenarios of

introduction and amplification, Camargue area, France. Models are ordered from best to worst among a set of 75

candidate models. The three first models can be considered having substantial support (Aare < 2) (bold text).

; ; Vector Host ; :
Scenario Introduction Aoy el alion Diversity effect AIC Asic Walc
Migratory bird e
TpAyss from Eastern and i All species Noditution 64.387 | 0.000 | 0.204
Northern Europe i ket
Culex
Migratory bird )
ILnAw | from Easternand | 'MO4estis All species No dilution 64.387 | 0.000 | 0.204
Northern Europe Al Lo elfect
P pipiens
Migratory bird
from sub-saharan Crilex . No dilution
L12A31 Africa aiid S— All species offoct 65.933 1.546 0.094
Maghreb
. . Culex
Migratory bird o
LyAss fom Pastepand | Ti0deonl | Semscompetent: | Nowlifuticn 68147 | 375 | 0.031
Nerthern Etrope and Culex species effect
pipiens
Migratory bird
IyAu, | fiom Eastemn and Culer Some competent | pypion effect | 68.303 | 3.915 | 0.020
e modestus species
5 ; Culex
Migratory bird
TipAss from Eastern and ’”‘(’ld”’l“ SOMECOMPEtent, | ryees e | g8370 | 3583 | Goom
Nerthern Europe L Cu & spseisr
pipiens
Migratory bird S
LuAm: from Bastern and el Spmecomipeien. | Mpdiliting 68436 | 4049 | 0.027
Wi mmpe modestus species effect
Migratory bird
from sub-saharan Culex Some competent s
Tiafhios Afiica and enosiatine el Dilution effsct 68.508 4.181 0.025
Maghreb
Migratory bird Culex
from sub-saharan modestus Some competent —
TiafAaan Aftica and i - Dilution effect 69.107 4.720 0.019
Maghreb pipiens
Migratory bird
from sub-saharan Culex Some competent No dilution
bz Aftica and modestus species effect 69.198 | 4811 | 0.018
Maghreb
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Table 3: Summary of the selection statistics for the top six regression models evaluating the variation in

seroprevalence in equine populations, in relation to equine risk indices resulting from the different scenarios of

introduction, amplification and emergence, Camargue area, France. Models are ordered from best to worst

among a set of 93 candidate models. The first model can be unambiguously selected as the best model (in bold).

Vector

Host

Diversity

Emergence

Sermaiia Itarcdtion amplification | amplification effect 28 Aue | Wae
Migratory
bird from Culex Some No mgg;?:us
sub-saharan e competent dilution d Cul.
Africa and modestits species effect ani iel:zfx
11aA121E3 | Maghreb e 725.539 | 0.000 | 0.568
Migratory bird Culex
from Eastern Culex T i No dilution | modestus
and Northern modestus effect and Culex
11bAI131E3 Europe pipiens 728.330 | 2.791 | 0.141
Migratory bird Culex Culex
from Eastern modestus ; No dilution | modestss
and Northern and Culex All species effect and Culex
I1bA331E3 Europe pipiens pipiens 728330 | 2791 | 0.141
Migratory bird Cudex o Culex
from sub- . No dilution | modestis
saharan Africa eileshes Allspecies effect and Culex
11aAl31E3 and Maghreb pipiens 729403 | 3.864 | 0.082
Virus Culex
overwintering Culex corSn(;)rfr:ltht No dilution | modestus
Culex modestus gk effect and q{!lex
12aA121E3 modestus pipiens 732.239 | 6.700 | 0.020
Virus Culex
overwintering Culex coi%rsteen i Dilution modestus
Culex modestus : effect and Culex
12aA122E3 modestus e piviens | 732239 | 6.700 | 0.020
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Table 4: Relative importance of the different hypotheses of introduction, amplification and emergence

explaining variations in magpies and horses seroprevalence data, Camargue area, France, based on their

normalized Akaike weights (warc). Bold text depicts the hypothesis having the higher support from the data.

Step Hypothesis Code Wi Wit
(avian risk (equine risk
index) index)
Introduction Introduction From Sub-saharan Africa L, 0.221 0.662
by migratory and Maghreb
birds From Eastern and Northern T 0774 0.553 0.3 0.288
Europe
Virus Culex modestus L 0.090 0.046
overwintering | Culex pipiens Ly, 0.226 | 0.006 | 0.053 [ 0.002
Both species L 0.070 0.002
Amplification | Vector Culex modestus Ay 0.499 0.847
amplification Culex pipiens A 0.131 0.002
Both species Asy 0.370 0.151
Reservoir Magpies and sparrows Ay 0.095 <0.001
amplification Some competent species Ay 0.344 0.627
All bird species A 0.561 0.373
Diversity No dilution effect . - 0.773 0.973
effects Dilution effect Ao 0227 0.027
Emergence Emergence Culex modestus E, - 0.012
Culex pipiens E,; - 0.005
Both species E; - 0.983
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Figure captions

Figure 1: Location of the study area and main land cover types, Camargue region, France.

Figure 2: Schematic representation of the different scenarios of introduction, amplification and emergence of
West Nile virus in the Camargue region, France.

Figure 3: Classical scheme showing how vector, host, and pathogen populations intersect to enable pathogen
transmission (adapted from (Reisen 2010)).

Figure 4: Conceptual representation of the construction of a “scenario” of WNV transmission. a: Identification
of the areas where the virus introduction is followed by an amplification (I/A). b: Spread of the virus from the
/A areas by avian populations. ¢: Identification of the areas of WN'V emergence in sensitive hosts resulting from
the T/A process (I/A/E).

Figure 5: Conceptual representation of the different steps to model different WNV possible scenarios and create
the corresponding maps in a GIS environment.

Figure 6: Results of seroprevalence studies in magpies and horses and examples of maps of WNV amplification
in the avian population (avian risk index) and WN'V emergence in the equine population (equine risk index),

Camargue, France. a: scenario Ij,Aqs1; b scenario Ty, A1 Fs; ¢: scenario T Agsy; scenario Ty,A12Fs.
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Figure 6
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Supplementary Information
1. Description of the spatio-temporal distribution of Culex mosquitoes.
We used the mosquito database information and GIS functionalities to map the most realistic distribution of mosquitoes for
each season, taking into account their short dispersal distance around their breeding sites. This active dispersal for
mosquitoes usually covers short distances, such as a few hundred meters, although longer flights of >1 km may be necessary
if hosts and oviposition sites are widely separated (Service 1997).
In a first step, for each season, each activity and each species, a value of mosquito abundance index was attributed to each
object in the land cover map with respect to its land cover type, according to the mosquito database. Nevertheless, in these
first maps, all potential host-seeking sites with the same land cover have the same abundance index, even if they are farther
from breeding sites than the active dispersal distance, which is not realistic (see example Figure Sla). Thus, to take into
account the short dispersal distance of mosquitoes from their breeding sites, we used the following process in order to select
the real host-seeking sites:
- Among all objects of the land cover map, the main breeding sites (defined as objects with an abundance class > 2)
were selected.
- Then, the secondary breeding sites (abundance class = 1) and main host-seeking sites (abundance class > 2)
neighbouring the current selection were added to it during an iterative process.
- Finally, the secondary host-seeking sites (abundance class = 1) neighbouring the selection were added to it.
- All selected objects retained the maximum abundance class value between the values defined for host-seeking and
breeding activities in the mosquito database, whereas all the others took a value of zero (see example Figure S1b).
The whole process was repeated for each species and each season.
Figure S1: Example of the process for mapping mosquito distribution. a) Map of mosquito abundance index directly derived
from the mosquito database. In this first map, all potential host-seeking sites (in green) have the same abundance index, even
if they are very far from breeding sites (in orange) than the active dispersal distance. b) Map of mosquito abundance index
once the dispersal distance of mosquitoes from their breeding sites is taken into account in the geographic model. The real

host-seeking sites are those connected to breeding sites. The examples are illustrated for Culex modestus in spring season.

a b
Culex abundance class N
Activity: breeding  Activity: host seeking Water bodies
1 1
2 2 20 Kkm
—
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2. Assessment of the mosquito distribution maps
Mosquito collections were carried out using carbon dioxide (CO,)-baited traps to assess the abundances of Cx. modestus and
Cx. pipiens in different seasons and locations in the aim to assess the accuracy of mosquito distribution maps. Miniature CDC
(Centers for Disease Control) traps (John W. Hock Co., Gainesville, FL, U.S.A.) (Sudia & Chamberlain 1962) without light
and baited with CO, dry ice were set overnight (from 18:00 to 10:00) in a location protected from wind exposure for two
consecutive nights.
Because sampling mosquitoes in each of the 27 land cover types issued from the land cover map would not be very practical,
we limited it to 8. The 8 land cover types chosen were representative of the abundance classes for Culex pipiens and Culex
modestus, according to the mosquito database. These 8 land cover types were sampled in different locations and seasons
(Table S1). Each mosquito collection was georeferenced using a Global Positioning System receiver (Foley 2009).
Collections were conducted three times during 2007; between May 21 and June 8 for “Spring”, between August 28 and 30
for “Summer”, and October 3 and 17 for “Fall”. Good meteorclogical conditions in the area (neither rain nor wind) were
required to conduct the trapping: when the weather was unfavourable, the sampling was delayed. A special effort was made
to trap in different places during the same night and to minimize the time between the first and last collections for each
Seasor.
Mosquitoes were identified down to species using standard morphological identification keys (Schaffner 2001).
In addition, we used data of Culex modestus and Culex pipiens abundances collected in 2005 and 2006 in the Camargue area
with similar protocols (Poncon 2007, L'Ambert, unpublished data). These data were collected for population dynamics
studies by capturing mosquitoes for two consecutive nights, once every two weeks. We used data collected between April 3
and June 8 for “Spring”, August 22 and 30 for “Summer”, and October 2 and 20 for “Fall™.
In total, 100 different places were sampled in the 8 land cover types, corresponding to 451 trap-nights (Table S1).
Table S1. Number of trap locations and corresponding trap-nights per land cover type and season, Camargue,

France, 2007.

Abundance class™ Land cover Spring** Summer®* Fall** Total**
0 Salt marsh vegetation 7 (48) 2(12) 3(6) 12 (66)
(absent) Serubland 3¢13) 3(10) 36 9(29)
1-2 Clear water 3¢26) 2(12) 2 (6) 7 (44)
(very low to low Rush prairies never flooded 328 321 216) 8 (55)
densities) Marshes with scirpus and rushes 6 (36) 5(34) 310 14 (76)
Reed beds 8 (26) 9 (59 9¢17) 26 (102)
34
(high to very high Rice fields 6(13) 8(17) 4(8) 18 (49)
densities)
Suburban areas 2 (16) 2(19) 2(4) 6 (39
Total 38 (208) 34 (184 28 (59) 100 (451)
28
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* Maximum class abundance for Culex pipiens and Culex modestus, all seasons, according to the mosquito database

** Number of trap locations (rumber of trap-nights)

To take into account the distance at which CO,-traps were most attractive to mosquitoes, an abundance index was defined as
the average of the abundance class values encountered within a buffer zone around the trap location (radius=200m). The
correlations were significant, with a better fit between the abundance index and the observed abundances for Cx. modestus

(Spearman 1=0.68, p<10"7) than Cx. pipiens (Spearman 1=0.58, p<107).

3. Assessment of the bird database from field observations

A standard 10 minutes point count census method was used to assess bird species abundance. Points were selected ensuring
that detection of birds was high (e.g. forest songbirds were only counted in spring early in the moming when songs are the
most frequent), and were located in order to cover most of the study area.

A total of 819 bird point counts were conducted in 11 different habitats, over 1-3 seasons (not in winter) and birds abundance
was evaluated in 18 habitat-season units out of a total of 108 units (27 habitats x 4 seasons). 33-56 (mean 45) bird point
counts were conducted in each of the 18 habitat-season units and resulted in 506 assessments of specific bird abundance
(number of birds contacted in 15 minutes). At each season, the mean of specific bird abundances has been calculated. As
expected, the means increase from uncommeon to common birds (Table $2). In order to compare the abundance during point
counts, of birds classified in distinet a priori abundance categories, we computed Wilcoxon test for comparison of means. For
these tests, we considered series of values for each abundance category; each value in a series was the mean of abundances
measured during the point count sessions. A distinct test was computed for each pair of abundance category and each of the
three seasons, giving rise to nine comparison tests. Each test resulted in a significant difference (Table S3), indicating that the
three abundance categories (uncommon, frequent, common) given in the bird data base are on average correct. The difference
is less significant in autumn between commen and frequent species, likely because of an under-estimation of the dispersion
of birds after breeding.

Table S2; Mean abundances of birds measured during the point count sessions in relation to abundance categories.

Abundance category spring summer autwmn
COMmImOon 1,21 3,57 2,58
frequent 0,98 1,08 0,68
uncommon 0,19 0,37 0,51
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Table S3: Results of Wileoxon test conducted for comparison of mean abundances.
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Partie 1ll — Discussion générale et perspectives

. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’objectif de notre travail était d’identifier eedcaractériser les zones a risque de circulation
enzootique du virus WN, en utilisant la Camarguemwe zone d’étude principale et des
données sérologiques équines comme indicateur e cieculation. En étudiant le lien
direct existant entre cet indicateur de circulatean’environnement, plusieurs facteurs de
risque environnementaux ont été identifiés (clagbescupation du sol : zones agricoles
hétérogénes, végétation inondée... et certains isdi® paysage). Des hypothéses de
transmission du virus WN en Camargue ont égalegéténestées. L'ensemble de ces travaux
a permis de tracer des cartes de risque pour talairon enzootique du virus WN et

d’améliorer nos connaissances sur le cycle épidégigue du virus en Camargue.

A. Mise en ceuvre du travail et méthodologie

Echantillon

L’échantillon conséquent d’écuries et de chevauxisdepuis de nombreuses années dans la
zone d’étude principale est a la base du travaikpris pendant cette these. Etant donné le
grand nombre de sérums collectés (1770 en 2003-200461 en 2007-2008) associé au
recueil longitudinal de données sur les chevauxXestécuries depuis 2001, les études
présentées ont bénéficié d’'une puissance statestigpérieure a 80 % pour I'estimation de la
prévalence et d'une grande fiabilité sur les doanéellectées. La question de la
représentativité de I'échantillon par rapport gpdgoulation équine générale peut étre posee,
en particulier si les résultats de ces travaux igev&tre généralisés. Comme nous I'avons vu
dans la premiére partie de ce document, la Camagu@orte de nombreuses particularités
concernant la filiere équine, de par I'élevage daval Camargue spécifique de cette région
et les mouvements de chevaux liés souvent a laogegarticuliere du cheval dans cette
zone. Par contre il a été démontré que le tauxedeuvellement des chevaux dans les
structures équestres de cette région est faiblgucaous a permis d’effectuer un suivi des
chevaux. Notre échantillon parait représentatifadpopulation équine présente dans le Sud
de la France, mais une généralisation a d’autraeszdu pays ou a d’autres pays serait a

effectuer avec prudence.
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Dans les études présentées, un biais de sélectiste éors du choix des chevaux prélevés
dans les écuries. Ce choix ne peut pas étre alatmr c’est le propriétaire qui décide
finalement des chevaux prélevés. En premier lieuchoix est effectué sur des critéres de
docilité des chevaux : il ne serait pas raisonnal@emettre en danger le propriétaire, le
cheval et le manipulateur pour une étude basék sunlontariat. Le choix a donc concerné
des chevaux manipulables dans les conditions derl& concernée : certaines disposaient
d’'un travail, ce qui a permis de prélever des chrvepossibles a tenir en main. Dans un
deuxieme temps, le choix était guidé par le temgsathible pour faire les prélévements avec

le propriétaire, ainsi que la proximité et la faéild’accés des chevaux.

Une autre difficulté importante a souligner, rertcéa pendant les enquétes, est I'existence
de sous-groupes de chevaux dans une méme écuné @yanode de vie tres différent
(activité, logement, état sanitaire). Certains sgnasipes ne sont jamais prélevés (juments
pouliniéres dans les marais, jeunes males isolésadres chevaux...) et d’autres le sont
systématiguement, comme par exemple les chevauttadail des gardians. Nous nous
sommes donc attachés a prendre des informationssgsésur chaque cheval prélevé et a
relever les coordonnées geographiques de chagueisité, pour pouvoir prendre en compte

ces différences.

Enfin les déplacements de chevaux ont été un prabk prendre en compte, en particulier
les changements de patures pendant plusieurs ssnd&n effet nous avions besoin de
caractériser I'environnement autour des chevauleyp#é au moment de la saison a risque
pour une circulation du virus WN, c’est-a-dire efripde d’activité des moustiques. Des
mouvements ont lieu pendant cette période, sowlemd un petit rayon autour de I'écurie. Si
la distance entre I'écurie principale et la patatait de plus d’l km, nous avons relevée
systématiqguement les coordonnées géographiquesiir®’g@art, nous avons fait le choix
d’effectuer les enquétes en fin de printemps etidldl&té, a la fois pour voir les chevaux a
I'endroit ou ils sont pendant la période a risquais aussi pour éviter la période de forte
circulation virale, c’est-a-dire en aolt et septegnlnfin I'environnement a été étudié dans
un périmetre autour des écuries, dont le choixadeulface a été adapté en fonction de ces

éléments.
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Résultats sérologiques versus cas clinigues

Nous avons choisi comme indicateur de la circulatemzootique du virus WN chez le
cheval, le dosage des Immunoglobulines G (IgG)cargds spécifiquement dirigés contre le
virus WN et persistants au moins plus d'une anmége a vie (Ostlund et al. 2001). Le
dosage de ces IgG est donc bien adapté a la détettin contact du cheval avec le virus
WN, sans qu'’il soit crucial d’en déterminer la daB I'objectif avait été de détecter un
contact récent, le dosage des IgM aurait été plepta, puisque ces anticorps sont
synthétisés précocement apres une infection eersesgent que quelques mois (Davidson et
al. 2005). Le dosage des IgG a été realisé selomélae méthode analytique (test ELISA)
pour tous les sérums équins utilisés dans les gtdéece document. La sensibilité et
spécificité du test utilisé ont été évaluées a%0far le laboratoire commercialisant le test et
au moins équivalentes a la méthode de référence(€gifeneutralisation) par le laboratoire
de virologie de Maisons-Alfort dans un rapport d@didation interne (Annexe 3). Dans la
littérature, il est souvent mentionné que l'intétation des résultats sérologiques concernant
le virus WN peut étre perturbée par des réactiowss@es avec les antigenes d’autres
membres du sérocomplexe de I'encéphalite japonhes® virus concernés ne circulent pas
en France : Alfuy, virus de I'encéphalite japonaisekobera, Koutango, Kunjin, le virus de
'encéphalite de Murray Valley, le virus de I'entégite Saint Louis, Stratford et enfin Usutu
(Komar 2000). Sur les sérums positifs en ELISA, snanons tout de méme effectué des

séroneutralisations qui ont toutes confirmeé leltasobtenu par le test ELISA.

Nos études ne se sont pas basées sur les casietinlg maladie de West Nile chez le cheval
car I'objectif était de détecter une circulatiorzeotique du virus en population équine. Or
nous savons actuellement par des études épidéngoésget d'infections expérimentales que
seulement 10 % des chevaux infectés par le virus MéMtrent des signes neurologiques
(Bunning et al. 2002, Castillo-Olivares et al. 2DOBn se basant seulement sur les cas
cliniques équins, la majeure partie des zones dmilation enzootique n’aurait pas été
détectée. Quand I'étude de I'émergence de la matbal\West Nile sera abordée, il sera alors

pertinent de changer d’indicateur et de s’inténeasg cas cliniques.
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Données environnementales

Dans le premier article sur I'étude du paysage efrculation du virus WN en Camargue et
dans le Var, des données Corine Land Cover (CLGYises en 2000 avec une résolution
spatiale de 100 m ont été utilisées. Les classmcdpation du sol et les indices de paysage
étudiés dans cette étude sont considérés commtveeiant stables dans le temps,
contrairement a d’autres données environnemental@sne les changements saisonniers de
végetation ou les durées de submersion des mili@extype de source nous paraissait bien
adapté a l'objectif de cette étude qui était deefé lien entre une circulation enzootique du
virus et des conditions environnementales favogalle plus ces images satellitales CLC
étaient disponibles, interprétées et validées dalonéme méthode pour toute I'Europe et le
bassin méditerranéen. Ces caractéristiques noyseomis de construire une carte de risque
pour le pourtour méditerranéen francais. Dans Ii@ene article sur I'influence de I'eau sur
la circulation du virus WN en Camargue, I'objedthit différent, puisque notre intérét était
centré sur I'eau. Cet élément évolue beaucoup gdins le temps et nécessite une échelle
d’étude plus fine. Nous avons donc décidé de chamgeource de données en choisissant
des images acquises en méme temps que les doraréésyisiues et avec une résolution
spatiale plus importante (Landsat 30 m) pour paupoéndre en compte également des
milieux humides de petite taille. Dans le derniglicke concernant les mécanismes de
transmission du virus WN en Camargue, la résolusipatiale de I'image satellitale utilisée
(Landsat 30 m) a également été choisie pour powasactériser au mieux les distributions
spatiales des Moustiques et Oiseaux potentielleingpliqués dans le cycle du virus WN.
Cette résolution a permis de distinguer 27 clasdegcupation du sol différentes,
correspondant a des unités écologiques pertingrtes décrire les habitats des acteurs du
cycle.

Dans ces travaux, nous nous sommes essentiellenm@atessés aux données
environnementales d’occupation du sol et de stractlu paysage. D’autres données
environnementales pourraient étre intéressantésdiee dans le cadre de I'identification de
facteurs de risque environnementaux pour la trasson du virus WN.

L’indice de végeétation le plus utilisé et le plusnou en épidémiologie, appelé NDVI
(Normalized Difference Vegetation Indlgxermet de mesurer I'abondance, la distribution
spatiale et la dynamique de végétation. Cet indisesouvent couplé a des mesures de
température et des données de réflectance deftcsuerrestre pour modéliser des milieux

favorables aux vecteurs de maladies, comme lesdiqu surtout les moustiques (Kalluri et
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al. 2007). Il représente une variation du pouragntde biomasse fraiche pour un intervalle
de temps donné et exploite la différence forteadiectance de la végétation entre les bandes
spectrales rouges et proche infrarouge (Kalluralet2007). Comme les dynamiques de
végetation sont influencées directement par lesattans meétéorologiques, il existe une
corrélation forte entre le NDVI et les variablestéw&ologiques (température, précipitations).
Cet indice mesure surtout les variations d’acticitdorophyllienne et son pic est atteint au
printemps. Le NDVI peut étre calculé a partir d’'gea Landsat ou MODIS par exemple,
gratuites, de résolution spatiale de 250 m et deluéon temporelle de 16 jours. Cet indice
présente donc plusieurs intéréts majeurs : ilastef a obtenir et a calculer, généralisable et
plus dynamique que des données d’occupation doussdu’actualisé deux fois par mois.

Il est utile pour caractériser des sites ou leditmms environnementales sont réunies pour
permettre la survie et surtout le développementpigmilations de moustiques, comme les
vecteurs du virus WN. Cet indice a été utilisé palentifier la distribution spatiale de
populations de moustiques vecteurs de la maladig/dst Nile en milieu urbain dans le
Nord-est des Etats-Unis (Brown et al. 2008). D'aygart Ward a tenté de déterminer si cet
indice était corrélé a 'émergence de cas cliniggggins en 2000 en Indiana (Ward et al.
2005). Les résultats n'ont pas été concluantsecaohe étudiée était fortement agricole et les
variations importantes de couverture végétale dwesactivités agricoles ont probablement
trop perturbé les mesures du NDVI au moment dedigance des cas. Une deuxieme étude
de cet auteur, cette fois sur 'émergence de caimgequ Texas de 2002 a 2004, a montré que
le NDVI permet de décrire, voire de prédire coreutnt la saisonnalité de la maladie de
WN chez le cheval (Ward 2009). Cette étude illuétgzalement la difficulté de généralisation
d’'une méthode d'utilisation du NDVI. En fonction thezone étudiée et donc des conditions
environnementales et des especes de moustiquedquégd, une durée différente
d’estimation du NDVI avant la survenue des casaétre choisie pour prédire correctement
une épizootie (Ward 2009). L’étude de I'utilisatida cet indice de végétation dans le cadre
d’'une prédiction de conditions favorables a lagmaission du virus WN en France pourrait

étre envisagée, en adaptant la méthode aux camsliboales.

Les données de démoustication, comme par exengpplication d’'un traitement insecticide
global, ciblé sur le€ulexou ciblé sur d’autres espéces de moustiques darsne d'étude
paraissent trés importantes a inclure dans lesahlas environnementales a prendre en
compte pour étudier la circulation du virus WN. Qeastements ont bien sdr un effet

immédiat sur les populations de moustiques présetd@s la zone étudiée, mais il serait

191



192

intéressant d’évaluer s'il existe un effet a plusg terme, pouvant influencer la transmission
du virus WN dans la région étudiée. Pongon et al26@7 ont suivi I'historique des
traitements phytosanitaires appliqués dans lesragide Camargue pendant 60 ans et ont
montré une corrélation forte entre ces traitementBévolution des populations deulex
modestuset Anopheles hyrcanud.’objectif serait d’étudier les effets de la démicetion
dans une zone d’étude, mais sur une échelle destpinp courte. La limite majeure a ce
travail est que les données sont détenues par I'EHBtente Interdépartementale de
Démoustication) et qu'il est nécessaire d’obteme @utorisation apres une demande bien

argumentée pour accéder aux informations

Analyse statistique

De facon plus ou moins implicite a toutes les témpes statistiques traditionnelles, deux
postulats de base doivent étre respectés : toetebservations sont indépendantes et
distribuées de facon identique. Or ces postulats faoix la plupart du temps quand il s’agit
de données spatiales. En effet dans I'espace,léeserts proches les uns des autres ont
beaucoup plus de chances de se ressembler quegeear sont €loignés (Thompson et al.
2000) ou en d’'autres termes tout élément estti@iBautre et ceux qui sont proches sont plus
liés que ceux situés a distance (Moore et al. 19885 données sont donc spatialement
corrélées. Ce phénomene existe dans toute étugmtantervenir la localisation de données
dans l'espace et des méthodes statistiques spésfignt du étre développées pour le
prendre en compte. Si cette autocorrélation sgatiadst pas prise en compte par une des
méthodes possibles, alors le chercheur prenddaeide commettre des erreurs d’estimation
des parametres de régression par exemple et deufEmussement a la signification d’une
variable au détriment d’une autre. Depuis le dé&ms années 1990, la grande majorité des
études environnementales sur les maladies vedtsriévalue I'effet de ce phénomene sur les
données par différentes approches (Thompson 20@0). La détection de I'autocorrélation
spatiale est aussi une méthode pour identifiecctiessers de cas d’'une maladie dans I'espace
(Ward et al. 2000). La prise en compte de cetteetairon spatiale est tres complexe a mettre
en ceuvre en fonction du type de données analysédke dait 'objet d'un vaste champ de

recherche en géostatistiques.

Le test le plus connu et simple d’application neissi le plus limité est le test | de Moran,

dont I'hnypothese nulle est que les observations distribuées au hasard. Ce test a été utilisé
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dans l'article sur la circulation du virus WN e¢tlide du paysage et de sa structure dans le
bassin méditerranéen francais (Pradier et al. 2008)

D’autres approches permettant de prendre en cofapterrélation spatiale des données
existent et ont été utilisées dans l'article préréohent cité, comme le maillage de la zone
d’étude et dans le deuxiéme article sur l'influeded’eau sur la circulation du virus WN en
Camargue, en intégrant les coordonnées géograghijeeY dans le modéle statistique.
Pour identifier des facteurs de risque environndemenassociés a la transmission du virus
WN au cheval, deux méthodes de travail ont été eyépl dans les travaux présentes.

Une premiere méthode consiste a utiliser des densédaciques, comme des mailles et a
agréger les données sérologiques équines a léntéde celles-ci. Cette option a été choisie
dans le premier article (Pradier et al. 2008). lfcdlté principale de cette méthode réside
dans le classement des mailles en « positivesexifte une circulation significative du virus
dans la maille) et «négatives » (pas de circulatiorale). Ce classement dépend
essentiellement du nombre de chevaux prélevésdtaugie maille, mais aussi du nombre de
chevaux présents dans la maille, pour pouvoir éadain pourcentage d’échantillonnage. I
faudrait donc avoir une idée précise de la demigtpopulation équine dans la zone d’étude.
Or nous avons exposé dans la premiéere partiend®s$ de cette connaissance. Nous avons
donc du trouver une solution pour trancher sarte aagfiormation.

Une deuxieme méthode, plus largement utilisée tEnétudes des maladies vectorielles, est
'emploi de données ponctuelles (les écuries owheraux dans notre cas) et I'étude des
variables environnementales autour de ces poinis das cercles oubuffers» de rayons
déterminés. C’est cette méthode qui a été utilides le deuxiéme article. L'avantage des
données ponctuelles, comme les écuries ou les gkeeat de pouvoir prendre en compte
d’autres facteurs que I'environnement, comme detedas liés a I'écurie ou méme au cheval

en lui-méme (age, sexe, activite...).
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B. Résultats acquis

Paysage, biodiversité et effet de dilution

Dans le premier article, nous avons montré qu’istexune association significative entre la
circulation enzootique du virus WN en France et té&rogénéité du paysage pouvant
permettre I'établissement de multiples contactseel#s vecteurs et les hétes. L'indice de
paysage le plus significatif dans cette étudedida d’'imbrication et de juxtaposition (131)
mesure objectivement le degré d’'imbrication detebhtes classes d’occupation du sol. I
est maximal quand chaque classe d'occupation dupsidente dans un paysage a une
frontiere commune avec toutes les autres (McGagagal. 2002). Il quantifie des variations
de biodiversité ou d’abondance d’especes, maisi ésscontacts qu’elles peuvent avoir
entre elles. L’autre variable trés significativendde modele final de cet article est une des
classes d’occupation du sol CLC : les zones agricbétérogenes. Cette classe correspond a
de petites parcelles agricoles interrompues patadeégétation naturelle et des espéces
forestiéres. La corrélation forte existant entre girculation enzootique du virus WN et ces
deux variables environnementales va dans le seme @onfiguration spatiale complexe du
paysage, indicatrice d’'une biodiversité importagitgpropice au maintien de la transmission
du virus West Nile. Un résultat du troisiéme adicur I'évaluation des mécanismes de
transmission du virus WN en Camargue va égalenmemg de sens. En effet dans cet article,
limpact potentiel d’'un effet de dilution est évallEtant donné que les moustiques vecteurs
ne peuvent prendre qu’'un nombre limité de repagwsas dans leur vie, plus le nombre de
repas pris sur des especes d’hétes non compétemtesamplifier le virus WN augmente,
plus le taux d’'infection dans la population de nimuses et donc le risque de transmission du
virus diminue (Ezenwa et al. 2006). Cet effet datdin existe dans un contexte de diversité
biologique marquée, a condition que la plupartegseces présentes soient non compétentes
pour le virus. Il apparait clairement dans le fgige article qu'il n’y aurait pas d’effet de

dilution en Camargue, contrairement aux Etats-Unis.

D’aprés nos études, dans le Sud de la Francephes Zavorables a la circulation enzootique
du virus West Nile sont des milieux dans lesquékstérogénéité du paysage est importante,
signe d’une biodiversité riche, sans qu’un effetidation n’ait d'impact sur la transmission

du virus entre les hétes, probablement parce queodebreuses especes d'oiseaux sont

compétentes pour le virus dans cette région.
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Identification des vecteurs du virus WN en Camargue

Les deux derniers articles vont dans le sens dion@ication majeure deC. modestus
comme vecteur principal du virus WN en Camargueisla deuxieme article sur I'influence
de I'eau sur la circulation enzootique du virus WiN Camargue, plusieurs tailles de zones
tampons autour des écuries ont été testées etléas@ectionnée dans le meilleur modéle
était de 2 km. Cette petite distance autour desig&cwriente vers un vecteur ayant une
distance de vol courte, comme [eslex De plus la surface moyenne en végétation inondée,
comme les rizieres ou les roselieres était positerg corrélée au risque de circulation
enzootique du virus WN dans les écuries. Ce faaewisque environnemental oriente vers
'implication de C. modestuglans la transmission du virus WN, puisque c'essdéce de
moustique la plus abondante dans ce type de miliBaxas le troisieme article sur les
mécanismes de transmission du virus WN en Cama@uaodestugst identifié comme le
vecteur principal d’amplification du virus WN en i@argue. Ces deux études confirment les
résultats récents obtenus par Balenghien en 2006lasuistribution, les préférences
trophiques et la compétence vectorielle @emodestusen Camargue (Balenghien 2006,
Balenghien et al. 2006, Balenghien et al. 2007eBgthien et al. 2008). Tres compétent pour
le virus WN, tres abondant en zones humides (&red), se dispersant peu en terrain
découvert,C. modestupeut certainement établir des cycles enzootigussdfficaces avec
les oiseaux présents dans ces milieux, piquer sigegsent les hotes accidentels (homme et

cheval) qui pénétrent ces gites et leur transmietiveus.

Dans le troisieme article, apres validation desnagés d’introduction-amplification-
émergence simulés grace aux données sérologiquagesgil apparait que la transmission
du virus au cheval en Camargue serait assurédaslparC. modestysmais aussi pat.
pipiens Ce résultat permet d’expliquer plus facilemennoment une épizootie de WN a pu
avoir lieu en zone seche en 2000 en Camargue,@o8e modestugst peu présent. D’'autre
part ce résultat corrobore les hypothéses de Baiengn 2006 su€. pipiens(Balenghien
2006). Trés abondant en zone humide, mais moinpétEnt queC. modestusce moustique
pourrait jouer un réle secondaire ou prendre lai ¢ C. modestusPar contre dominant en
zone seche, dans des gites artificiels, il poumaintenir un cycle, si la densité d’Oiseaux
est forte et transmettre également a I'hnomme athawal, du fait qu’il n’est pas strictement

ornithophile, dans les zones ou la densité de pdipnk équines et humaines est plus grande.
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Hypotheses sur les mécanismes de persistance dweilWWN en Camargue

A I'heure actuelle, les auteurs proposent plusidiysothéses de persistance du virus WN
d’'une année sur l'autre dans une zone géographidpie troisieme article peut permettre
de considérer comme mineures certaines de ceshagest en Camargue, comme la survie
pendant I'hiver du virus dans des femelles moussqgunfectées. Aux Etats-Unis, le virus
WN a été plusieurs fois isolé sur des femellegipiensayant passé I'hiver, probablement
infectées par transmission verticale (Nasci e@01, Farajollahi et al. 2005, Reisen et al.
2006) ou aprés de petits repas sanguins en prédiapa 'automne. Au printemps, elles
sortiraient de diapause et pourraient immédiatertransmettre le virus. Cette hypothése a
été testée dans notre étude a la foisGulex pipiensmais aussi SUE. modestuet a été
statistiguement rejetée au profit de I’hypothesetdiduction par les Oiseaux migrateurs. Par
contre d’apres nos résultats, il n’a pas été ptesslb trancher entre une introduction par
I'Afrique sub-saharienne et le Maghreb au printerepsine introduction par 'Europe de
'Est et du Nord en été. Il est probable que lesxdmécanismes co-existent en Camargue.
Une autre hypothese de persistance du virus epopée dans la littérature (Reisen et al.
2007a) : une infection chronique des Oiseaux awsigiance du virus WN dans certains
organes, comme les reins, pendant I'hiver chezedpgces aviaires ne succombant pas a
linfection. Cette hypothése n’a pas pu étre testéams notre étude. Enfin le virus WN
pourrait survivre a I’hiver par transmission veabte continue. Ce mécanisme est démontré
aux chaudes latitudes, zones ou des oiseaux ettionoess ont été trouvés infectés toute
'année (Tesh et al. 2004) et une réplication dusva lieu méme I'hiver chez le moustique
C. quinquefasciatugqui est capable de transmettre toute 'année.Héagmeéne a également
éeté demontré au Texas et en Californie (Reisen.&087a). Il est peu probable que ce
mécanisme existe en Camargue, du fait des conglitio#téorologiques trés dures en hiver

dans cette région.

Hypothéses sur les mécanismes d’amplification durds WN en Camargue

Deux mécanismes sont proposeés dans la littératureliamplification du virus WN (Reisen

et al. 2007a). Le premier est I'existence de vigmirés élevées développées par certaines
especes d'oiseaux, comme les Corvidés, permettmnpalticipation de vecteurs peu
compétents, comme€. pipiensdans I'amplification. Ce mécanisme a été testé denie

étude et n'a pas été retenu. D’aprés nos resultatslombreuses especes d'oiseaux, voire
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toutes les espéces étudiées pourraient contribilemplification du virus WN en Camargue.
Ce résultat va dans le sens du deuxieme mécanisamepldfication proposé dans la
littérature qui est une participation de vecteues tompétents comn@ modestugt une

transmission a des espéces d’oiseaux moins comegt@eisen et al. 2007a).

Facteurs de risque individuels vis-a-vis de l'infetton du cheval par le virus WN

Nous avons considéré que le cheval, choisi comutiedateur de la circulation enzootique du
virus WN dans nos études, a des caractéristiqueprgs qui peuvent faire varier la
probabilité de contact de cet indicateur avec tesyWN. Dans le deuxiéme article de ce
travail de thése, nous avons tenté d’'analyseddiémfce de certains de ces facteurs de risque
individuels, une fois les facteurs de risque emmementaux pris en compte. Dans les études
antérieures dans cette région, ces facteurs deerigsglividuels ont déja été étudiés, mais
simultanément a I'étude des facteurs de risquer@mvémentaux. Durand et al en 2002 ont
évalué trois facteurs : la race, I'age et le séxeseul facteur significatif était la race, la race
Camargue étant plus a risque (Durand et al. 20029. autre étude dans la méme région n'a
pas pu établir de lien significatif entre les cé@astiques individuelles du cheval (race, age,
sexe et activité) et la circulation enzootique tussWN (Leblond et al. 2005). Dans notre
étude, certaines caractéristiques individuellesiieval (I'age, I'activité et la race) ont été
identifiées comme des facteurs de risque, lesdextde risque environnementaux ayant déja
été pris en compte. Une naissance apres 200hétativement corrélée au risque, ce qui est
en accord avec l'absence d’émergence de cas dimigquins rapportées dans la région
d’étude depuis septembre 2004. Ce facteur serad dotémoin d’une absence de circulation
intense du virus WN depuis cette date. L'activigs c¢chevaux utilisés pour I'élevage du
taureau serait plus a risque, contrairement a gtieité dans un centre équestre. La race
Camargue serait un facteur protecteur vis-a-vibifection par le virus WN dans la région

d’étude, les facteurs de risque environnementaantadté pris en compte.

Ces facteurs de risque individuels vont pouvoituerf sur deux aspects de la circulation

enzootique du virus WN :
-la probabilité que le cheval soit piqué par unteacinfecté,

-la probabilité que le cheval développe une infattipuis une maladie clinique, une fois
piqué par le vecteur.
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Le premier aspect nous parait plutét lié a I'attidu cheval, signe d’un certain mode de vie
(logement, environnement de travail, traitementsparasitaires appliqués sur le cheval ou
dans I'environnement...). Mais il pourrait étre ligaement a la race, par I'intermédiaire de
la couleur de la robe (ex : robe grise exclusivanpeir le cheval Camargue par exemple).
En effet, il est connu que les chevaux a robesesaont moins piqués par les moustiques

gue les chevaux a robes foncées.

Le deuxiéme aspect nous parait plutét lieé a detedes génétiques de certaines races,
pouvant conférer une résistance a l'infection paritlus WN ou au contraire une plus grande
sensibilité. Chez 'lhomme, une base génétique arétévée et est encore explorée sur la
sensibilité a I'infection par le virus WN et autfdie développer des signes cliniques graves,
voire létaux (Diamond et al. 2006, Lim et al. 2008&shimo et al. 2008). Il est envisageable
gu’'une prédisposition géneétique existe égalemeeat ¢b cheval, en particulier dans la race
Camargue, tres anciennement établie dans une régida virus circule depuis longtemps.

Cette piste de recherche a commencé a étre expdomédées chevaux de notre base de
données (Sabakova et al. 2008).

C. Perspectives a court et moyen terme

De nombreuses perspectives sont envisageabldarai&xe des études entreprises jusque la.

Le modele statistique présenté dans le premiedl@dur I'étude du paysage et la circulation
enzootique du virus WN devrait étre validé aveattes données que celles ayant servies a
son élaboration. Les données sérologiques coleeti@®007 et 2008 pourraient étre utilisées
pour tester le pourcentage de bonne classificgieimle modéle. D’autre part, ce modele
pourrait étre appliqué a d’autres zones ou le Wi circule et pour lesquelles il existe déja
des données sérologiques chez les chevaux et degaetoCLC. La Roumanie, I'ltalie et le
Maroc répondent a ces criteres. Enfin d’autretetagt d’autres formes de cellules que celles
gue nous avions choisies (carrées de 5 km de caajrgent étre testées pour tenter

d’améliorer le modele.

Une carte de risque reste a construire grace aelmatiatistigue du deuxiéme article sur
I'influence de I'eau sur la circulation du virus Wih Camargue. Cette carte pourrait étre
superposée a des cartes de distribution des veabeudes réservoirs construites grace aux
données du troisieme article sur les mécanismdsadsmission du virus WN. Cette phase

servirait de validation a ce modeéle. En matiéreal@lation externe, ce modele pourrait étre
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appligué sur la zone d’étude varoise pour lagudEe données sérologiques chez les chevaux
sont déja disponibles. Une validation croisée murgalement étre envisagée avec les

données sérologiques de 2004 en Camargue.

Une autre étude sur le lien entre la circulatiornvitus WN chez le cheval et les indices de
paysage (en particulier des indices de biodivergturrait étre conduite en utilisant les
données sérologiques équines collectées en 20 €0l@s données CLC mises a jour en
2006, gratuites et de meilleure résolution spafiatem). D’autre part, la carte d’occupation
du sol utilisée dans le troisieme article sur lescamismes de transmission du virus WN,
issue d'images satellitales Landsat (résolutiortizleade 30 m), pourrait servir de base de
calcul des indices de paysage. Ces indices saetient influencés par la résolution spatiale
des données d’occupation du sol. Il serait utilpgdrofondir 'analyse dans ce sens. Enfin
une étude des facteurs de risque environnementaustgit étre conduite selon la méme
méthode que les précédentes, mais en utilisantidages satellitales de plus grande
résolution, comme les images Spot (10 m).

L’approche développée dans le troisiéme articldesimécanismes de transmission du virus
WN en Camargue pourrait étre appliquée dans d'suoatextes, d’autres maladies multi-

hoétes ou d’'autres zones d’étude.

Il serait intéressant pour toute étude épidémiglagiultérieure dans I'espece équine de
mieux connaitre la population équine générale amde et en particulier pouvoir avoir une

idée précise de sa distribution spatiale, au miningul’échelle de la commune. Des efforts

dans ce sens doivent étre poursuivis par tousdesud de la filiere équine. Les mémes
difficultés et besoins ont d’ailleurs réecemment &t@osés par nos confreres anglais (Robin
et al. 2010).

Grace a I'échantillon conséquent de données séquleg collectées par notre équipe depuis
2001, il serait également possible de s’intéreader stabilité temporelle de la transmission

du virus WN en Camargue, en construisant des cdetgsévalence par classes d'age.

Enfin une étude, en marge de cette thése, estugn aotuellement au sein du laboratoire de
Virologie de Maisons-Alfort. Elle porte sur la daption de la cinétique des anticorps
dirigés contre le virus WN chez le cheval apresdtibn naturelle et vaccination. Les
prélevements utilisés sont les sérums de chevarppasitifs en IgG issus des enquétes
sérologiques entreprises en Camargue depuis 208 .cbllecte de sérums a été effectuée

également en 2010 sur certains chevaux qu'il @adressant de suivre. Cette étude fait
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I'objet d’'une thése d’exercice vétérinaire de l@ant Nicolas Dauphin. Ce travail est dans la
continuité d'une étude débutée par le Pr Agnéesdreb(Bicout et al. 2003).
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Partie IV — Conclusion générale

IV. CONCLUSION GENERALE

Ce travail de these avait pour objectif d’évalierisque de circulation enzootique du virus
WN en Camargue. Il a permis d’identifier certaimetéurs de risque environnementaux,
comme des classes d’occupation du sol (zones t&pib@térogenes, végétation inondée) ou
des indices de paysage (Indice d’'Imbrication efadaposition), conduisant a I'élaboration

de cartes de risque pour cette circulation. D’aptig ce travail a permis de renforcer les
connaissances sur les mécanismes de transmissirudWN en Camargue, notamment en
ce qui concerne les vecteurs. Ces résultats pdysesmettre de mieux cibler la surveillance

de cette maladie en France et d’appliquer deségiett de contréle plus adaptées a la
situation locale (démoustication des zones a risgaecination éventuelle des chevaux a

risque par exemple).

Le grand volet de I'étude de I'émergence de casqtles de WN chez le cheval reste a
étudier en France. Apres avoir identifié et cargdéles zones de circulation enzootique du
virus WN chez le cheval, les zones et les périadesque d’émergence de cas cliniques
equins doivent étre étudiées. Pour cet autre d#elanalyse, le recueil de cas cliniques
équins est bien sir fondamental. Il existe dep@891un réseau d’épidémio-surveillance des
pathologies équines (RESPE) en France, doté d'usrsseau de surveillance des affections
neurologiques (Syndrome Nerveux) (Site Internet saotinble a [l'adresse:

http://www.respe.ngt Ce sous-réseau se base sur une approche délanceesyndromique

(Leblond et al. 2007a) et I'un de ses roles edstre’éapable de détecter le plus précocement
possible une émergence de cas cliniques équinsNlemFrance. L'évaluation de ce réseau
est actuellement en cours et devrait permettre &erminer s’il répond bien aux critéres
fondamentaux d’'un réseau d’épidémio-surveillanengwilité, spécificité, acceptabilite...).

Il ne faut pas oublier qu’'une surveillance passemose sur une déclaration des cas suspects
par les vétérinaires sentinelles et les performmaniceréseau dépendent de la sensibilisation
de ces vétérinaires et de leur activité. Or il @dair que dans notre région d’étude, ces
déclarations sont minoritaires du fait de la pedeconfiance des propriétaires de chevaux et
des vétérinaires envers les autorités sanitairpgisiéépizootie de 2000. Les modifications
réglementaires adoptées depuis 2004, qui ont aiésgiesures prises lors d’'une déclaration
de cas équins de WN, notamment sur les restrictiensiouvements de chevaux, devraient

contribuer a améliorer la situation.

201



202

Pour l'analyse de I'émergence de cas cliniquesnisqgde WN dans le sud de la France, il
faudra comparer des années d’émergence avec deSesartémoins. Des données
meétéeorologiques seront certainement pertinentediset; car elles traduiront les variations
de croissance de populations de moustiques vectBes données de température et de
précipitations pourraient étre collectées graceraasures des stations météorologiques de la
zone d’'étude, pendant les périodes d'intérét. Matte méthode est longue car il faut traiter
un grand nombre de données et I'extrapolation tetone zone a partir d'un petit nombre de
stations météorologiques est toujours discutabie &utre méthode consisterait a utiliser la
télédétection pour quantifier les variations deti\d@té chlorophyllienne, indicateur indirect
des variations météorologiques. Un indice de véigétacomme le NDVI, pourrait étre un
parametre intéressant a exploiter dans cet ohjgctisque il existe une corrélation forte entre

cet indice et les variables météorologiques.

Historiguement I'étude et la surveillance des miasathez les animaux et chez I'Homme
étaient séparées. Aujourd’hui, avec I'approche e ®tealth, One Medecine », il est de
notoriété publique qu’il serait dangereux et surtmefficace d’ignorer les connexions

existant dans les systemes biologiques et qu’it \aen mieux tenter de rassembler les
efforts des intervenants (Pfeiffer 2010). L'études dacteurs de risque de la circulation du

virus WN chez le cheval peut également servir &8ger la population humaine.

L'utilisation d'outils sophistiqués, comme la téétection et les SIG, n'exonere pas le
chercheur a prendre en compte des facteurs diffinght quantifiables que sont les

changements ou les différences de comportementsaihsnmou animaux qui peuvent

influencer le contact avec le vecteur d'une maladiectieuse, mais aussi les habitudes et
traditions régionales tres ancrées dans une réagiorme la Camargue. Par exemple, pour
’lhomme et la maladie de WN, il ne faudra pas rgeglie temps passé a 'extérieur, le type
d’habitations occupées, l'utilisation de moustigesiou de répulsifs, I'acces plus ou moins
facile & un centre médical...Tous ces facteurs iddiis sont influencés par les choix

individuels, mais surtout par I'appartenance acaraine catégorie socio-économique. Cette
notion est d’ailleurs également valable pour latigasdes animaux par les propriétaires.
L’épidémiologiste, toujours a la recherche de mesufte parametres fiables et objectifs ne
devra pas négliger ces facteurs s'il veut correeténcomprendre et prévenir une maladie.
Pour approcher au mieux ces caractéristiques uhadlies, I'enquéte de terrain restera

toujours un outil essentiel.
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ANNEXE 1: LISTE DES PUBLICATIONS EN SEPTEMBRE 2010

I/ Publications scientifigues et valorisation

- Articles dans des périodigues a comité de lecture

2010 :

Pradier SLecollinet S, Leblond A. Review on West Nile Verapidemiology and factors triggering
change in its distribution.
Soumis a Rev Sci Tech OIE le 06 mai 2010.

Pradier SSandoz A, Lefebvre G, Tran A, Lecollinet S, LataloA. Influence of water on the circulation
of the West Nile Virus in horses in Southern France
En cours de correction par les co-auteurs.

Tran A, L'Ambert G, Balanca G, Pradier Srosbois V, Roche B, Etter E, Balenghien T, Belde
Leblond A, Fontenille D, Reiter P, Gaidet N. Impatwector and host distribution on the procesges o
introduction, amplification and emergence of a mudist infectious disease.

En cours de correction par les co-auteurs.

2008 :

Pradier SLeblond A, Durand B. Land Cover, Landscape Stmgtand West Nile Virus Circulation in
Southern France. Vector Borne Zoonotic Dis. 2002, 8253-63.

2005 :
Leblond A, Pradier SPitel PH, Fortier G, Boireau P, Chadoeuf J, Sab&[An epidemiological survey

of equine anaplasmosis (Anaplasma phagocytophiimsguthern FrancgFrench). Rev Sci Tech. 2005,
24(3):899-908.

- Communications orales lors de congres :

Pradier SLeblond A, Aumasson C, De Goer J. Surveillancelsymique des maladies infectieuses chez
le cheval ou comment diagnostiquer une épidémigopulation équine ? Congres annuel AVEF
(Association Vétérinaire Equine Francaise), Re@a$s]l Oct 2008.

Pradier SLeblond A, Durand B. Etude de prédiction du risglinfection par le virus West Nile chez le
cheval. Congrés annuel AVEF, Deauville, 18 au 20lwe 2007

Tran A, L'Ambert G, Balanca G, Pradier Srosbois V, Roche B, Etter E, Balenghien T, Belde
Leblond A, Fontenille D, Reiter P, Gaidet N. Impatwector and host distribution on the procesges o
introduction, amplification and emergence of a mudist infectious disease.

International Conference EDEN (Emerging Diseasesdhanging European eNvironment), Montpellier,
10 au 12 mai 2010.
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- Posters lors de congres :

Pradier $Sandoz A, Lefebvre G, Tran A, Lecollinet S, LetdldA. Influence of water on the circulation
of the West Nile Virus in horses in Southern Frar@@engres ISHEID (International Symposium on HIV
and Emerging Infectious Diseases), Marseille, 22&mars 2010.

I/ Publications de développement ou de formatiomontinue ;

- Articles dans des périodigues a comité de lecture

2009 :
Pradier $Cadoré JL. Conduite thérapeutique devant une iendme aux hémopathogénes non viraux
chez les equidés. Le Nouveau Praticien Vét. Eqoe9, 5. 219 : 29-34.

Ténédos S, Lallemand E, PradietC®mment réaliser une transfusion chez le chelal Rouveau
Praticien Vét. Equine, 2009, 5. 219 : 54-59.

Zilberstein L, Pradier 9 'anesthésie lors de troubles hépatiques. Inftiona Chirurgicales Vétérinaires,
2009, 8, 2 : 19-23.

2008 :

Pradier STilliette B, Boulouis H-J, Pitel P-H, Leblond Biagnostiquer et traiter 'anaplasmose
granulocytaire chez le cheval. Le Nouveau Pratisiéh Equine, 2008, Hors-série Maladies infectisyuse
5:87-92.

Chahory S, Pradier. &valuation de la sécrétion lacrymale chez le ahet/le poney par le fil au rouge de
phénol. Prat Vét Eq, 2008, 40, 160 : 71-2.

2007 :

Merlin N, Pradier SGiraudet A. L'incontinence urinaire et ses coogtlons chez un cheval hongre
boulonnais de onze ans. Prat Vét Eq, 2007, 39; 63366.

Zilberstein L, Pradier S 'anesthésie lors de défaillance de la fonct@mate. Informations Chirurgicales
Vétérinaires, 2007, 5, 17-20.

- Communications orales lors de congres :

Pradier SLes ulceres gastriques chez le cheval : sigregspél et prévention.4émes Rencontres
Scientifiques/Professionnels du cheval AVEF, Deldleni7 octobre 2007

Pradier SVanore M, Carette O, Payen G, Saunier E, Verjt€lérc B, Sanaa M, Chahory S. Evaluation

du test oculaire du fil au rouge de phénol chezpdeys et des chevaux sains. Congrés annuel AVEF,
Versailles, Octobre 2006.
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- Posters lors de congres :

Tilliette B, Leblond A,_Pradier Boulouis HJAnaplasmaghagocytophiluminfections in horses in the
South of France: an emerging disease ? CongrésNE(EIropean College of Equine Internal Medecine),
Barcelone, 28 au 30 janvier 2009.
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ANNEXE 2: DOCUMENTS UTILISES PENDANT LES ENQUETES DE 2007 ET 2008

QUESTIONNAIRES ENVIRONNEMENT

Questionnaire Site — environnement 2007

Indications d’itinéraire :

Date: N° indentification du site
Vétérinaire traitant :
Enquéteur :
Etablissement : Nom :
Adresse :
Tél. /| Fax :
Mail :

)] GEOREFERENCEMENT DU SITE

Coordonnées (UTM WGS84 décimalX = Y = Z=

Proximité batiments d’élevage Couloir/corral Page d'été Paturage d’hiver

) CARACTERISTIQUES DE L’EXPLOITATION (nouvelles explo _itations)

» Activité principale :

* Nombre total d’équidés :

» Surface pour l'activité d’élevage (chevaux et bsyiovins) :

* Nombre de parcelles a disposition des chevaux :

» Localiser les parcelles sur une carte, précispétande pendant laquelle ces parcelles sont ocsupée
par des chevaux appartenant a I'exploitation.

)  ANIMAUX DOMESTIQUES

Chevaux = Poneys =
Anes = Mules =
Vaches = Moutons =
Chevres = Porcs =
Canards = Poules =

Autres (pigeons, oies...) =

V) REMARQUES ET SUGGESTIONS
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Questionnaire programme Camargue 2008
CARACTERISTIQUES EXPLOITATION

) CARACTERISTIQUES GENERALES
Date: N° identification de I'exploitation :

Vétérinaire traitant :

Enquéteur :
Etablissement : Nom :

Adresse :

Tél. / Fax :
1)} GEOREFERENCEMENT DU SITE - PATURE N°ldSite (1, 2, 3) :
Coordonnées (WGS84 décimal) X = Y = Z=
Proximité : Batiments d’'élevage 1  Couloir/corral a

Paturage d'été a Paturage d’hiver a

1)) CARACTERISTIQUES DE L'EXPLOITATION (a remplir si no _uvelle exploitation)

e Activité principale :

» Surface pour I'activité d’élevage (chevaux et bgyiovins) :
» Nombre de parcelles a disposition des chevaux :

* Nombre d’'animaux domestiques de I'exploitation :

* Nombre de chevaux prélevés en 2007 / en 2008 :

Chevaux = Poneys = Anes = Mules =
Vaches = Moutons = Chevres = Porcs =
Canards = Poules = Autres (pigeons, oies...) =

IV)  TIQUES ET TRAITEMENTS ANTIPARASITAIRES

Récolte de tiques sur la pature : ou NON [ (sinon, arréter & la fin de IV)
Récolte de tiques sur les chevaux : oUW NoN U

Les animaux sont —ils traités contre les tique®®1 NON
Si oui, nombre de traitements/an ?

Date du dernier traitement (mois/année) : /

Nom du produit :

Les animaux sont —ils vermifugés ? (el | NON
Si oui, date du dernier traitement (mois/année) : /
Nom du produit :
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QUESTIONNAIRE CHEVAL 2007

Date: Nom Proprio

code nom du WN | maladies nb de taille du

cheval cheval race age |sexe pére mere activité acquis | 2004 | récentes | mélanomes | + gros devenir
190601 | ENzO

190602 | MISTRAL

190603 | MOCA
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QUESTIONNAIRE CHEVAL 2008

NOM
Date : PROPRIETAIRE
code WN | WN | Anaplasma ?éilsr?ggi Tiques
cheval | oM du cheval race age sexe activité acquis 2004 | 2007 2007 (depuis 1 rgﬁ?}:\legil devenir Remarques
an)
100101 | Jonc J3 Camargue 1997 | H_|Loisir+ balade  |2000 1 |1 0 0 Ok
100102 jgglans eHAspor Camargue 1997 | H |Loisir+ balade 2002 ? 1 0 0 Ok
100103 | Indien Chevalde Selle  |1996| 2 |? 2000 2 | 2 ? 2 vendu en 2002
100104 | Ishou de Muria | cheval de Selle |1996| F | Club + balade | 2000 0] o0 0 0 Ok
100105 | Prince 1 Ol (Camargue)  |1990| H |Club + balade ? 0 0 0 0 Ok
100106 | Prince 2 Camargue 1992| H |Club +balade | 2000 0o | o 0 0 Ok
100107 IDEM Anglo-arabe 1996 | H [? ? 0 ? ? ? gﬂooorécollques .
100108 | BABY PS 1994| H |[Club 2001 0| o0 0 0 Ok
100109 | LASCAR SF 1999 | H |Loisir+ balade | 2003 1] 0 0 0 Ok
100110 | HARMONIE SF 1995| F |Elevage 2000 0| o0 0 naviculaire Ok
100111 | GASPER Camargue 1994 H |[? 2002 0 | 2 ? ? vendu 2006
100112 | Pacha ? 1997 ? |[? 2004 0o | 2 ? ? vendu en 2005
100113 | Apache ? 1996| 2 |? 2000 ?2 | 2 ? ? vendu en 2005
100114 | Magma ? 1999| 2 |? 2003 0| 2 ? ? vendue
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7—MINISTERE D E L' A G R 1 C UL T UR E
, Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon

" 1 avenue Bourgelat - BP 83 69280 MarclyEtoile
Ecole Nationale g Y

Vétérinaire de Lyon

DEPARTEMENT HIPPIQUE

ETUDE WEST NILE CHEZ LE CHEVAL
Consentement eclairé des propriétaires ou des respgables d’écuries

L’objectif de cette enquéte est de poursuivre I'ggmdes facteurs de risque environnementaux et
génétiques favorables a une persistance, voireeaéorergence du virus West Nile dans le sud ¢
France, en étudiant la circulation du virus dane population choisie de chevayxusieurs année
successives.

Au cours de cette enquéte, des prises de sangt sffectuées sur vos chevaux uiogs cette
année. Les résultats seront transmis a votre wétggi gratuitement (délai prévu : décembre 200ng
réunion d'information sra organisée a l'intention des éleveurs et degrigtaires en fin d’année, afin

vous informer de I'évolution de nos travaux et gesmiers résultats obtenus.

Je soussigné(e), Madame, MONSIEUN .........ccvveviiieviiiie e ceneeenens

L2353 [0 £ o |

autorise les responsables de I'étude a utilisenfesmations recueillies dans le cadre de leudétu

J'ai bien noté que I'ensemble des informations r#econfidentielles, que je dispose d’droit
d'acces et de modification des données me concestague les résultats seront conservés de me
totalement anonyme.

Le droit d’acces s’exerce aupres des :

- Dr. Agnés LEBLOND, Maitre de Conférences a I'Ecole Vétéripaide Lyon, 1 avent
Bourgelat, 69280 Marcy I'EtoileTel : 04 78 87 27 33, Fax : 04 78 87 26 75, Emaileblond@vet-lyon.f}
- Dr Sophie PRADIER, Chargée de consultationditéque équine de I'Ecole Nationale

Vétérinaire d’Alfort, 7, Avenue du Général de Gal4700 Maisons-Alfort (Tél : 01 43 96 71 07, Fax :
01 43 96 73 10, Emailspradier@vet-alfort.jr

Faitle ................
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Ecole Nationale
Vétérinaire de Lyon

/ M I NI S T E R E D E L"AGR 1 CWUWLTURE

Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon

1 avenue Bourgelat - BP 83 69280 MarclyEtoile

DEPARTEMENT HIPPIQUE

ETUDE DE MALADIES INFECTIEUSES CHEZ LE CHEVAL
(West Nile, Anaplasmose équine)

Consentement éclairé des propriétaires ou des regpeables d’écuries

L’objectif de cette enquéte est de poursuivre l'gse des facteurs de risque environnementaux
favorables & une persistance, voire & une émerglgagents responsables de la maladie de West Nile
et de I'anaplasmose équine dans le sud de la Francétudiant la circulation de ces agents dans une
population choisie de chevaux, plusieurs annéesessives.

Au cours de cette enquéte, des prises de sangt sffeatuées sur vos chevaux uioés cette
année. Les résultats vous seront transmis, ainsi gotre vétérinaire, gratuitementne réunior
d’'information sera organisée a l'intention des élag et des propriétaires au printemps 2009, afin d
vous informer de I'évolution de nos travaux et gdemmiers résultats obtenus.

Je soussigné(e), Madame, MONSIEUL .........ciiiiie e e e e e e e e e e aae e
=1 [0 F=T 0| SR PPN

autorise les responsables de I'étude a utilisenfesmations recueillies dans le cadre de leudétu

J'ai bien noté que I'ensemble des informations econfidentielles, que je dispose d'un di
d’acces et de modification des données me concestague les résultats seront conservés de me
totalement anonyme.

Le droit d’acces s’exerce aupres des :

- Dr. Agnés LEBLOND, Maitre de Conférences a I'Ecylétérinaire de Lyon, 1 avenue Bourgelat, 69280
Marcy I'Etoile (Tel : 04 78 87 27 33, Fax : 04 78 86 75, Email a.leblond@vet-lyon.f}

- Dr Sophie PRADIER, Maitre de Conférences aitdagiie équine de I'Ecole Nationale Vétérinaire
d’'Alfort, 7, Avenue du Général de Gaulle 94700 Mais-Alfort (Tél : 01 43 96 71 07, Fax : 01 43 96113
Email : spradier@vet-alfort.jr

Faitle ................
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Questionnaire Maladie

Date I /200! Code du\ce |
) IDENTIFICATION
Enquéteur
Responsable
Nom :
Adresse :
Tel : Xa
Cheval Nom : N° marque :

Date d'acquisition ou date d'arrivée sur I'exploitation :
Site (nom de la parcelle ou batiment principal) : _

) CARACTERISTIQUES SANITAIRES GLOBALES

* Vaccination

Date dernier rappel (mois / an)

Tétanos Ouill ~—~~~~"~"~"~"~""7"7"777 Non O
. - D e __ Non U4
Grippe : Oui U
: . e Non 4
Rhinopneumonie Oui U Non O
Autre GuQlq ~—~~~"~"T"T" "7~
» Activité PRINCIPALE du cheval (ne cocher_ gu’une sele casg
Travail taureaux U Course U Endurance u
Reproduction O Dressage 0 Attelage (]
Tourisme équestre O CSO a
Sans activité ou
Ballade occasionnelled Ecole (Centre Equestred Autre
» Maladies récentes (depuis 2007) Oui Q4 Non O Date (mois/an):
Un vétérinaire a t — il vu le cheval ? o Non O

» Déplacements durant les 15 jours précédant I'appatibn des signes cliniques

Déplacement 1 : Date : Motif : Lieu : Durée (jours) :
Déplacement 2 Date : Motif : Lieu : Durée (jours) :
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Le cheval a-t-il montré un des signes suivants 8i(symptédmes neuros, cf fiche spécifique

Paralysie flasque de la lévre inférieure W

Faiblesse des membres, parésie

Q

Paralysie des membres (préciser lequel)d

Incapacité a se tenir debout

Dépression, apathie Q
Anorexie, baisse d’appétit Q
Ptyalisme Q
Syndrome Fievre Q
hyperthermie Ictére a
Anémie, muqueuses pales a
Oedémes des membres a
Autre (soif,..)________Q
Coliques Q
Diarrhée Q
dsé ’gtﬁme Dysphagie, difficultés de déglutition U
Amaigrissement a
Autre (ulcéeres buccauy, ....) Q
Poulinage Q
Syndrome uro — - Ao tement a
génital
Autre Q
Toux a
Syndrome Jetage =
respiratoire Difficultés respiratoires a
Autre ____Q
Epiphora, larmoiement Q
Syndrome Conjonctivite, ceil rouge Q
oculaire Eil fermé d
Autre  ______Q
Dermite estivale récidivante a
Mélanomes :
Syndrome cutané Nombre : — ==
y Taille du plus gros (entourer) :  noix mandarine orange >
Localisation du plus gros :
Auttre
Boiterie Q
Syndrome Fourbure a
locomoteur
Autre . Q
Augmentation de I'appréhension Q
Grincements de dents Q
Amaurose a
Tremblements musculaires Q
Ataxie (préciser ant/post, symétrique ou U
Syndrome non)
nerveux
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RAPPORT DE VALIDATION INTERNE
ID Screen West Nile competition

alsSSa [ieraap

AGECE FRarCAISE
O3 BPCURIFE SANMITAIRE

<] LERPAZ

REiimENTE

it cie Matseaoe | Intitulé du rapport de validation : rapport de validation interne du kit 10 Screen Wiest Mile Competition

H* de révision de la méthode : ver 0308

Date : 0300612009

Ty pe de méthode

Type [ ] Cuartitative

] Qualitative

[] Semi-guantitative

Orgine

B<] Mouwelle méthode * kit commercial
[ Adaptation dune méthode hormalisée, publiee) [ Autre

] Méthode publiée non normalisée ] Projet de méthode normalisée

Synthése des résulfats

Paramétres de performance

Critéres o acceptaion
{5 pécific dions)

Fésultats obtenus

Reéférence du document wtilisé

Sensibilité équivalente &
la méthode de référence

MO-WIRO-14 et chapitre 2 120 sur Witest Mile
cdu Manvel des Tests de Diagnostic et des

OIE de nectralisation en
plages de lyse

BRHEHRIE OIE de newtralisation en Beaaie SeABtalmRe Wactins pour les Animau Terrestres publié en
plages de lyse 2008
Spécificité équivalente & MO-WIRD-14 et chapitre 2.1 .20 sur West MNile
Spéciicite la méthode de référence Spéciicite idertioue du Manuel des Tests de Diagnostic et des

Wacsins paur les Animal Terrestres publié en
2008

Conclusion générale

Les sensibiité et spécificité du kit 1D Screen West Mle competition sort satisfaisantes.
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RAPPORT DE VALIDATION INTERNE
5fssa ID Screen West Nile competition

AGENCE FRANGAISE
DE SECURITE SANITAIRE
DES ALIMENTS

Site de Maisons-Affort

CHAPITRE | - INTRODUCTION
1) Texte de la méthode

L'identification des anticorps d'équidés spécifiques de la fievre du Nil Occidental (ou virus West-Nile) par
technique ELISA 1gG fait partie des épreuves sérologiques recommandées par |'Office International des
Epizooties (OIE) décrites dans le chapitre 2.1.20. du Manuel des Tests de Diagnostic et des Vaccing pour les
Animaux Terrestres publie en 2008 (introduction de la partie 2), mais aucun mode opératoire particulier n'est
préconisé. La méthode d'analyse de la trousse commerciale « ID-Screen West Nile Competition » est donc
compatible avec ces recommandations.

Enannexe 1 est fournie la notice d'utilisation du kit ID Screen West Nile competition. A partir de cette notice a été
dérivé le mode opératoire MO-VIRO-14 « Recherche des anticorps 190G spécifiques du virus de la fiévre du Nil
Occidental chez les équidés par ELISA « ID-Screen West Nile Competition » ».

2) Objectifs de la validation interne

La validaticn interne a pour objectif de vérifier les performances du kit ELISA |ID Screen West Nile competition
dans le cadre de la détection des 1gG spécifigues du virus West-Nile. Elle s'appuie sur le dossier de validation
effectué initialement par le fournisseur et sur la vérification des performances des lots de kits distribués (voir
fiches de contréle qualité en annexe 2).

CHAPITRE Il - ORGANISATION DE LA VALIDATION INTERNE
1) Echantillons

Les échantillons utilisés pour la validation interne sont les échantillons de I'EILA « sérologie de I'infection équine
a virus West-Nile » organisé en avril 2008 et sont constitués de sérums équins contenant ou non des anticorps
(IgG) dirigés contre le virus West-Nile ; ces sérums provenaient, pour la plus grande partie, d'une enquéte
effectuée en 2007 sur des équidés de la région de la Camargue (A Leblond, S. Pradier).
Le panel de sérum a disposition avait été au préalable analysé avec la technique ELISA ID Screen West Nile
indirect, reconnue par la DGAI comme test de détection des anticorps |gG dirigés contre le virus West Nile (EILA
2006 et 2008) et se décomposait comme suit

* 5 echantillons constituant une gamme de détection des anticorps dirigés contre le virus West Nile,
carrespondant a des dilutions successives d'un facteur 2 (du ¥ au 1/32) d'un sérum équin posttif (JAMAALI) dans
un pool de sérums équins négatifs.

* 6 échantillons positifs, 3 fortement positifs et 3 faiblement positifs (critere de classification :
% S/P= DO whantiion/DO contrale pasiic X 100 avec le kit ELISA ID Screen West Nile indirect compris entre 50 et 100%
pour les sérums faiblement positifs et supérieur a 100% pour les sérums fortement positifs).

* 2 échantillons douteux (%S/P avec le kit ELISA ID Screen West Nile indirect compris entre 30 et 50%
au moins une fois au cours de cing déterminations successives)

* 11 négatifs, dont 2 présentant une fixation non spécifique sur les antigénes du virus West Nile (des
serums equins réagissant de fagon non spécifique en ELISA indirect sont refrouvés dans environ 2% des sérums
analysés).
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2) Méthode analytique

Ce panel de 24 sérums a été analysé selon 3 méthodes, a savoir la technique ELISA commerciale disponible
Jusqu'en avril 2008 et reconnue par la DGAl comme test de détection des 1gG West Nile (ID Screen West Nile
Indirect), 'ELISA ID Screen West Nile competition (disponible a partir de début 2008) et |a technique de
réference OIE de séroneutralisation par réduction des plages de lyse. La comparaison des résultats obtenus
avec les 3 techniques nous permet de comparer les performances du kit ID Screen West Nile competition a
celles des deux autres méthodes.

CHAPITRE Ill - RESULTATS (voir Annexe 3)

Le tableau en annexe 3 présente les résultats qualitatifs (-, + et douteux) obtenus sur les 24 échantillons de
FEILA avec les 3 méthodes.
Les résultats obtenus pour le kit ID Screen West Nile competition devaient satisfaire aux exigences suivantes

* une spécfficité équivalente ou légerement plus faible a la methode de référence OIE de neutralisation
en plages de lyse était attendue ('ELISA IgG peut mettre en évidence des anticorps induits apres infection avec
des virus proches du virus West Nile (réactions croisées souvent observées), alors que la technique de
heutralisation par réduction des plages de lyse met en évidence des anticorps dirigés spécifiguement contre le
virus West Nile),

* une sensibilité équivalente a la méthode de référence OIE de neutralisation en plages de lyse était
attendue

Au vu des résultats, les performances des kits ELISA ID Screen West Nile competition ef indirect sont
comparables en terme de spécificité et de sensibilité (les sérums trouvés +douteux sont comptabilisés comme
positifs).

fiti
indirect e Sérum postif Sérum négatif
Sérum positif 12 0
Sérum négatif 0 12

La comparaison des résultats obtenus pour le kit ID Screen West Nile competition et la méthode de neutralisation
par réduction des plages de lyse laisse apparaitre une sensibilité légérement supérieure de la technique ELISA
ID Screen West Nile competition pour 3 sérums ; ces 3 sérums positifs en ELISA étaient toxiques a la premiére
dilution, la dilution seuil, du test de séroneutralisation et apparaissaient négatifs a la dilution suivante (il peut
g'agir de sérums comportant trés peu d'anticorps dirigés contre le virus West Nile, la lecture ayant été génée par
la cytotoxicité des sérums ; la difficulté d'interprétation de la séroneutralisation pour ces 3 sérums ne permet pas
de comptabiliser ces sérums dans le tableur récapitulatif suivant). Un sérum positif en séroneutralisation {(sérum
positif fortement dilug, avec un titre seuil de 10) apparait toutefois négatif en ELISA ID Screen West Nile
competition.

titi
, - gompetiion Sérum positif Sérum négatif
séroneutralisation
Sérum positif 9 1
Sérum négatif 0 11

Les spécificités des techniques ELISA 1D Screen West Nile competition et de neutralisation par réduction des
plages de lyse apparaissent ici comparables. La sensibilté de la technique ELISA ID Screen West Nile
competition apparait satisfaisante . un sérum positif en 1gG West Nile et fortement dilué (1/32) est non détecté
avec IELISA ID Screen West Nile competition et avec 'ELISA indirect.
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Annexe 1: notice d’utilisation du kit ID Screen West Ndempetition

Validation

Le test est validé si :
¥ la valeur moyenne de densité optique des
Contréles Négatifs (DO,) est supérieure a
0,700

DO,, > 0,700

v la valeur moyenne de densité optique des
Controles Positifs (DO_,) est inférieure a 30% de

la DO,

DO, /DO, <0,3

Interprétation

Pour chaque echantillon, calculer le pourcentage

S/N (% S/N) :

DO,

SIN =

00,

Les échantillons présentant un S/N :

inférieur ou égal & 40% sont

considérés comme positifs

inférieur ou égal 4 50% et supérieur a

40% sont considérés comme douteux.

superieur a 50% sont considérés

comme négatifs.

Résultat Statut

S/N < 40% POSITIF
40% < S/N = 50% DOUTEUX
S/N > 50% NEGATIF

VET

innovative
diagnostics

ID Screen®
West Nile Competition

Kit de détection des anticorps anti-pr-E du virus West Nile dans les sérums
de chevaux et d’oiseaux.

Monocupule

192 réactions

Usage in vitro

WNC ver 0308-2P FR
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Ce kit de diagnostic est destiné a la mise en évidence, par
la méthode ELISA de compétition, d'anticorps de chevaux

et d'oiseaux dirigés contre la protéine d' PP

Composants du Kit

de la West-Nile, contenant un épitope commun a

I’Encéphalite Japonaise .

Les cupules sont sen:
virus de la West Nile.

sées avec un extrait puri

Les échantillons a tester et les controles, dilués au %, sont
di

ibués dans les cupules. Les anticorps anti- pr-E, s'ils

Réactifs Qté 1. Ne pas pipeter a la bouche.
Microplaques sensibilisées avec I'antigéne 2 2. ion de révélation peut étre irritante pour la
(prg) | Purifie.
Conjugué Concentré (10X) 3ml
Contrdle Positif 0.5ml 3. La solution d'arrét (H,SO, 0,5M) peut provoquer de
Controle Négatif 1l graves brulures (R35). En cas de contact avec la
peau ou les yeux, laver immédiatement et
Tampon de dilution 2 60 ml A A
abor a l'eau et consulter un médecin
Solution de lavage concentrée (20X) 60 ml (s26).
Solution de révélation (TMB) 60 ml
s I luti évélati a un
Solution d'arrét (.50, 0,5 M) T 4. Ne pas exposer la solution de révélation a une

1. Le conjugué, les controles, et la solution de

sont présents, forment un ¢ antigéne-anticorps.

Un conjugué anti-pr-E marqué a la peroxydase (Po) est
di
formant un complexe antigéne-anticorps-conjugué-Po.

ibué dans les cupules. Il se fixe a la pr-E restée libre,

Aprés élimination du conjugué en excés par lavage, la

réaction est révélée par une solution de révélation (TMB).

La coloration qui en résulte est liee a la quantité

d'anticorps spécifiques présents dans I'échantillon a

tester :

- en l'absence d'anticorps dans I'échantillon,

apparait une coloration bleue qui devient jaune
apreés blocage.

2 en présence d'anticorps dans I'échantillon,

n'apparait pas de coloration.

La lecture est réalisée a une longueur d’onde de 450 nm.

Page 2

doivent étre stockés a 5°C (+ 3°C)

2. Les autres réactifs (dont les plaques) peuvent étre

stockeés entre +2°C et +26°C.

3. Les composants portant la méme dénomination

de dil

de lavage, P

peuvent

étre utilisés dans I'ensemble de la gamme ID-VET.

Matériel nécessaire mais non fourni

1. Pipettes de préc
capables de déli:

2. Embouts de pipette a usage unique.
3. Lecteur de microplaques a 96 puits.

4. Eau distillée ou désionisée.

5. Systéme de lavage manuel ou automatique.

n mono ou multi-canaux
rer des volumes de 10 pl, 100 pl,

|lumiére vive ni a des agents oxydants.

5. Décontaminer tous les réactifs avant élimination.

Préparation des échantillons

Pour réduire la différence des temps d'incubation

entre les échantillons, il est possible de préparer une
microplaque de 96 puits contenant les échantillons a

| tester et les échantillons de contréle, puis de les
{
| transférer dans laplaque ELISA avec une pipette

multicanaux.

Préparation de la Solution de lavage

Si nécessaire, ramener la Solution de lavage concentrée

(20X) a température ambiante (21°C + 5°C) et bien

agiter pour assurer la dissolution des cristaux.

Préparer la Solution de lavage (1X) par dilution de la
(20x)

Solution  de dans de l'eau

di

lavage

ée/désionisée.

Mode opératoire

Ramener tous les réactifs a température ambiante (21°C

3

5°C) avant

I'emploi et les homogénéiser par

retournement ou au Vortex.

1

Distribuer :

50 pl de Tampon de dilution 2 dans chaque
puits.

50 pl de Contréle Positif dans les cupules A1 et
B1.
50 pl de Contréle Négatif dans les cupules C1 et
D1.

50 pl de chaque échantillon a tester dans les
cupules restantes.

Incuber 90 min + 6 min a 21°C (+5°C).
300 pl
de Solution de lavage. Eviter le dessechement

Laver 3 fois chaque cupule avec environ

des cupules entre les lavages.

Préparer le Conjugué 1X en diluant le

Conjugué 10X au 1/10" en Tampon de

dilution 2.

Distribuer 100 pl de Conjugué 1X dans chaque

cupule.
Incuber 30 min £ 3 min a 21°C (5°C).

300 pl

de Solution de lavage. Eviter le dessechement

Laver 3 fois chaque cupule avec environ

des cupules entre les lavages.

Distribuer 100 pl de Solution de révélation

dans chaque cupule.

Incuber 15 min + 2 min a 21°C (¢5°C) a
I'obscurité.

Distribuer 100 pl de Solution d'arrét dans
chaque cupule pour arréter la réaction.

Mesurer et enregistrer les densités optiques.

Page 3
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Annexe 2 : fiche de contréle qualité des lots 110 et 145 du kit ID Screen West Nile competition

D VET

Ihnovetlve d/'agno;f/'cs

FICHE DE CONTROLE QUALITE — QUALITY CONTROL DATA SHEET

ELISA WEST NILE COMPETITION / WEST NILE COMPETITION ELISA

Code Produit / Product code : WNC - N° de lot / Batch : 110 - Exp. : 09/2009

COMPOSITION DU KIT /KIT COMPONENTS

Lot/ Exp./Verw.bis/
Ch.-B. Cad./Scad
2x1 Microplates coated with purified antigen. 12 strips of 8 microwells 620-003 03/2010
Iml Posifive Control / Confrole positi ) 320002 “02/2000
1ml Negative Control / Controle négatif 26-001 06/2010
60ml  Dilution buffer 2 / Tampon de Dilution 2 2-005 10/2010
3ml_ Conjugate 10X / Conjugué 10X o 420-003 02/2010
60ml  Wash concentrate 20X / Solution de lavage conceq!{ég 20X 15002 09/2009
60 ml Substrate solution / Solution de révélation . o . 7-005 01/2010
60ml_stop solution / Solution d'amét B 10001 10/2009
Product Code WNC Lot / Ch.-B. 110
Insert/ Mode 082 Exp./Verw.bis/Cad./Scad 09/2009
d'emploi
ACTIVITE /ACTIVITY
DO corrigée moyenne du Contrle Négatif / Mean corrected OD of Negative Control 1.769
DO corrigée moyenne du Controle Positif / Mean corrected OD of Positive Control 0.131

CONTROLE DE IA DETECTABILITE / DETECTABILITY CONTROL

La détectabilité est obtenue par dilution d'un sérum positif fort (standard interne 1D VET) dans un sérum négatif. Ce standard

permet de garantir une détectabilité constante d'un lot de kit a l'autre.

The detectability is tested using an internal standard (a strong positive serum diluted in a negative one) proposed by ID VET
By analyzing the detectability of this internal standard, ID VET is able to guarantee that the kit’s detectability remains constant

between batches.

CONTROLE DE LA SENSIBILITE/ SENSITIVITY CONTROL

12 sérums de chevaux positifs testés (origine : Camargue, France) : les 12 échantillons ont été trouvés positifs.
12 positive horse sera were tested (origin : Camargue, France) : these 12 samples were found positive

CONTROLE DE 1A SPECIFICITE/ SPECIFICITY CONTROL

200 sérums de chevaux et d'oiseaux négatifs testés (origine : France) : tous les échantillons ont été trouvés négatifs.
200 negative horse and bird samples were tested (origin : France) : all samples were found negative

CONTROLE DE IA REPETABILITE/ REPEATABILITY CONTROL

La répétabilité a été évaluée par la mesure du coefficient de variation sur 48 répétitions du contréle positif et d'un sérum faiblement

positif : ce coefficient de variation est respectivement de 7 et 9%

The repeatability was evaluated by mesuring the coefficient of variation for 48 repetitions of the positive control and a weak positive

serum : this coefficient of variation was respectively 7 and 9%.

DOC 445

AFSSA LERPAZ - Validation interne du kit ID Screen West Nile competition

g

P =t
=

Quality Control Manager Director
Responsable Contréle Qualité Directeur

167 rue Medhi Ben Barka - GAROSUD ~ 34070 MONTPELLIER - France
Tel :+ 33 (0)4 67 41 49 33 - Fax : + 33 (0)4 67 45 36 95 www.id-vet.com - E-mail : idvet.info@id-vet.com
SIRET 478 123 219 00014 APE731z TVAFR 17478123219
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innovative
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QUALITY CONTROL DATA SHEET — FICHE DE CONTROLE QUALITE
ID Screen® West Nile Competition — Screening test

Product code / Code Produit : WNC
Batch / N° de lot : 145 - Exp. : 12/2010 Fabrication 12/2008

KIT COMPONENTS / COMPOSITION DU KIT

Lot/ Exp Nerw.bis/
ch-8 Cad /Scad
Bogi 7‘,'2?23:2’;",'}3"{3 ;;;T purified antigen (12x8) / Microplaques sensibilisées avec ) ézooo-s 12000
1ml Postive Control / Contrdle positf 320003 1212010
im Negative Control / Contrdle négatif o 26.002 122011
“60ml  Dilution buffer 2 / Tampon de Dition 2 2006 0512012
3ml Conjugate 10X / Conjugué 10X . 420004 1272010
"60ml Wash concentrate 20X / Solution de lavage concentrée 20X 15003 102012
60ml  Substrate solution / Solution de révélation o 7-006 0172011
60m  Stop solution / Solution d'amrét 10-003 0572013
Product Code WNC lotich8_ 145
insert/ Mode demploi 03082 Exp Nerw.bis/Cad /Scad 1212010
AcTiviTY | ACTIVITE
Mean corrected OD of Negative Control / DO corrigée moyenne du Controle Négatif 1.769
Mean corrected OD of Positive Control / DO corrigée moyenne du Contrdle Positif 0.131

DETECTABILITY CONTROL / CONTROLE DE LA DETECTABILITE

The detectability is tested using an intemal standard (a strong positive serum diluted in a negative one) proposed by ID
VET. —

By analyzing the detectability of this internal standard, ID VET is able to guarantee that the kit's detectability remains
constant between batches.

La détectabilité est obtenue par dilution d'un sérum positif fort (standard inteme ID VET) dans un sérum négatif. Ce
standard permet de garantir une détectabilité constante d'un lot de kit a l'autre.

SENSITIVITY CONTROL / CONTROLE DE LA SENSIBILITE

12 positive horse sera were tested (origin : Camargue, France) : these 12 samples were found positive.

12 sérums de chevaux positifs testés (origine : Camargue, France) : les 12 échantillons ont été trouvés positifs.

SPECIFICITY CONTROL / CONTROLE DE LA SPECIFICITE

200 negative horse and bird samples were tested (origin : France) : all samples were found negative.

200 sérums de chevaux et d'oiseaux négatifs testés (origine : France) : tous les échantillons ont été trouvés négatifs.

REPEATABILITY CONTROL / CONTROLE DE LA REPETABILITE

The repeatability was evaluated by measuring the coefficient of variation for 48 repetitions of the positive control and a
weak positive serum : this coefficient of variation was respectively 7 and 9%.

La répétabilité a été évaluée par la mesure du coefficient de variation sur 48 répétitions du contréle positif et d'un sérum
faiblement positif : ce coefficient de variation est respectivement de 7 et 9%.

""A/"’ -
,'59 1
Quality Control Manager : S. Lesceu Director : Philippe Pourquier
Responsable Controle Qualité Directeur
stephanie.lesceu@id-vet.com hilippe.pourquier@id-vet.com

167 rue Medhi Ben Barka - GAROSUD — 34 070 MONTPELLIER - FRANCE
Tel :+ 33 (0)4 67 41 49 33 - Fax : + 33 (0)4 67 45 36 95 www.id-vet.com - E-mail : idvet.info@id-vet.com

SIRET 478 12321900014 APE731z TVAFR 17478123219
DOC 763
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Annexe 3 résultats de la validation interne du kit ID &m West Nile competition

numéro | échantillon ID Screen West Nile | Séroneutralisation, ID Screen West Nile
AFSSA (sérum) indirect, lot 069, Vero NK P.45, competition, lot 110

animal identification dilution 11/03/2008 16/05/2008 30/04/2008

1 230310 |Camargue2007, Boite 4| PUR - Neégatif i

2 JAMAALI | 08-00169, D-08-086 1/8 + faible (84%) * t“;ﬁ;ﬁgﬁ’}%ﬁq“e +

3 112604 |Camargue2007, Boite 2| PUR +/douteux (50%) Negatif (cyti%gguej“sq“'au +

4 190802 |Camargue2007, Boite 4| PUR - Négatif i

5 112601 |Camargue2007, Boite 2| PUR + (232%) +, titre = 30 +

6 210805 |Camargue2007, Boite 2| PUR - Négatif B

7 JAMAALI | 08-00169, D-08-086 |  1/4 + (132%) s Yoy e +

8 100909 [Camargue2007, Boite 4| PUR - Négatif B

9 220115 |Camargue2007, Boite 2| PUR + faible (63%) Neégatif (Cyt(i%tg;uejusqu‘au +

10 241115 |Camargue2007, Boite 4| PUR - Négatif B

11 JAMAALI | 08-00169, D-08-086 1/16 +/douteux (49%) +, tire = 10 +/douteux

12 JAMAALI | 08-00169, D-08-086 1/32 - +, titre = 10 B

13 110147 |Camargue2007, Boite 4| PUR + faible (85%) +, titre = 10

14 112105 [Camargue2007, Boite 4| PUR + (132%) +, titre = 30

15 220715 |Camargue2007, Boite 2| PUR -BF Négatif B

16 211209 |Camargue2007, Boite 4| PUR - Négatif i

17 220102 |Camargue2007, Boite 2| PUR - Négatif i

18 111628 |Camargue2007, Boite 6 PUR +/douteux (51%) Neégatif (cyt(ill)it(i)c;uejusqu'au +

19 JAMAALI | 08-00169, D-08-086 1/2 + (175%) * “t;ﬁ;gg%%“q“e +

20 110164 |Camargue2007, Boite 4| PUR - Négatif i

21 110152 |Camargue2007, Boite 4| PUR - Négatif i

22 110130 |Camargue2007, Boite 4| PUR + (260%) +,titl’?u:SqZJ(;LfCly/tf(|)))/tique +

23 220716 |Camargue2007, Boite 2| PUR - BF Négatif _

24 110105 |Camargue2007, Boite 4| PUR + faible (57%) +, titre = 30 +/douteux

AFSSA LERPAZ - Validation interne du kit ID Screen West Nile competition
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Circulation enzootique du virus West Nile en populion équine : identification de
facteurs de risque environnementaux en Camargue, Bnce

L'objectif était d’évaluer le risque de circulati@mzootique du virus West Nile (WN) chez le cheval
en Camargue, région dans laquelle ce virus a d®jaécplusieurs épizooties (1962, 2000 et 2004).
L’épidémiologie de la maladie de WN est trés comgledu fait de l'implication potentielle d’'un
grand nombre d’espéces de vecteurs et d’hbétes.abegptransmission principalement vectorielle, la
circulation du virus WN est fortement influencée gas facteurs environnementaux. L’espéce équine
a été choisie comme témoin de la circulation dusAVN, car le cheval est particulierement sensible
l'infection par ce virus. La méthode appliquée daas travaux est basée sur l'utilisation du liaect
existant entre I'environnement et la circulationzastigue du virus WN, par I'étude de la
séropositivité (IgG) chez le cheval. Dans les dptemiéres études présentées, certains facteurs de
risque environnementaux ont été identifiés, come® dasses d'occupation du sol (zones agricoles
hétérogenes, végétation inondée) ou des indiceayiage (Indice d’'Imbrication et de Juxtaposition),
ayant conduit & I'élaboration d’'une carte de risgaar cette circulation dans le bassin méditernanée
frangais. Des facteurs de risque individuels, cortamace, I'age et I'activité du cheval, ont égadern

été identifiés. Dans la troisieme étude préseites hypothéses de transmission du virus en Camargue
ont été testées. Dans la région d’'étude, le viengitsintroduit par les oiseaux migrateurs et afidpli

par Culex modestu®t plusieurs especes d'oiseaux compétentes. L'eiedilution n'aurait pas
d’'impact sur 'amplification du virus en Camargule. virus serait transmis au cheval garmodestus

et C. pipiens Ces résultats pourront permettre de mieux cilalesurveillance de cette maladie en
France et d’appliquer des stratégies de controle gllaptées a la situation locale.

Mots-clés : virus West Nile, épidémiologie, envinement, cheval, Camargue

Endemic transmission of West Nile Virus in equine ppulation: identification of
environmental risk factors in Camargue, France

Our objective was to assess risk of endemic citiculaof the West Nile Virus (WNV) in horses in
Camargue, where WNV caused several outbreaks (1282) and 2004). Epidemiology of WN
disease is much complex, due to the great numbeeabr and host species potentially involved.
Mainly transmitted by vectors, WNV circulation iseply influenced by environmental factors.
Horses were chosen as indicator of WNV circulatibecause they are particularly sensitive to
infection by this virus. The method applied in atudies is based on the use of direct link between
environment and endemic circulation of WNV, by stad seropositivity in horses (IgG). In the first
two studies, some environmental risk factors haeenbidentified, such as land cover classes
(heterogeneous agricultural areas, flooded vegebator landscape metrics (Interspersion and
Juxtaposition Index). Risk map of endemic WNV ciation were computed for French
Mediterranean coast. Individual risk factors, likeed, age and activity of horses were also idedtif

In the third study, WNV transmission processes am@argue were assessed. In the study region,
WNV would be introduced by migrating birds and aifigdl by Culex modestuand many competent
bird species. Dilution effect would have no impantWNV amplification in Camargue. WNV would
be transmitted to horses by both modestusand C. pipiens Our results could permit to target
monitoring of this disease in France and apply mbmeasures well adapted to local conditions.

Key-words : West Nile Virus, epidemiology, enviroent, horse, Camargue.
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