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« La théorie, c’est quand on sait tout et que rien ne fonctionne.

La pratique, c’est quand tout fonctionne et que personne ne sait pourquoi.
Ici, nous avons réuni théorie et pratique :

rien ne fonctionne et personne ne sait pourquoi ! »

Albert Einstein
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Introduction

« ... Seeking his secret deeds
With tears and toiling breath,
1 find thy cunning seeds,

O million-murdering Death.

1 know this little thing

A myriad men will save,

O Death, where is thy sting?
Thy victory, O Grave?.»

Ross R., 1897,
découvrant des oocystes de
Plasmodium chez I’anophéle.

L’observation de larves de la filaire de Bancroft chez un moustique par Manson permet,
pour la premiere fois en 1877, d’impliquer les insectes dans la transmission des maladies. En
un quart de siecle, les grands cycles vectoriels étaient établis, grace aux travaux de Finlay sur
la fievre jaune en 1881, de Bruce sur la trypanosomose en 1895, de Ross sur le paludisme en
1897, de Bancroft sur la filaire en 1899, de Nicolle sur le typhus en 1909... (Rodhain et Perez
1985). Les maladies vectorielles sont un des problémes majeurs de santé publique a travers le
monde. La maladie la plus répandue et la plus meurtriére est le paludisme, avec un a deux
millions de morts par an'. Les filarioses lymphatiques touchent 100 millions d’individus
(Rodhain 1985). La maladie du sommeil est en recrudescence dans ses foyers africains et la
nagana (trypanosomose animale) est un des principaux freins au développement de I’élevage
et de Dagriculture dans les pays subsahariens (de La Rocque et al. 2001). Parmi les
arboviroses, c’est la dengue qui est sans conteste la plus répandue, avec une incidence
annuelle de 50 a 100 millions de cas, dont des centaines de milliers de cas de dengue
hémorragique particuliecrement meurtriere (Gubler 2002).

La découverte de I’effet insecticide du DDT* en 1939 ouvre le champ a de vastes
programmes de lutte antivectorielle. Certains de ces programmes ont été couronnés de succes
(régression ou disparition du paludisme dans des zones instables en Europe et en Chine), recul
de I’onchocercose dans le bassin des anciennes Voltas, recul d’Aedes aegypti (Linnaeus)® en
Amérique du Sud). Néanmoins, depuis une vingtaine d’année, on assiste a une dramatique

résurgence des maladies vectorielles, avec I’émergence de nouvelles maladies ou la

! Estimation de 1’Organisation mondiale de la santé (http://www.who.int).

? Dichlorodiphényltrichloroéthane

3 Dans tout le document, nous garderons Aedes comme genre et considérerons Stegomyia et Ochlerotatus comme
des sous-genres d’Aedes (Savage 2005).
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recrudescence et la globalisation de maladies précédemment sous contréle (Gubler 2002). Le
changement climatique est souvent incriminé dans cette résurgence. Néanmoins, 1’interaction
entre les systémes vectoriels et leur environnement est complexe (Rodhain 2003) et, a de rares
exceptions, il n’y a pas d’exemple de maladies vectorielles dont on peut attribuer la
résurgence a une augmentation de la température (Rogers et Randolph 2000 ; Reiter 2001 ;
Rodhain 2003 ; Reiter et al. 2004). Dans certains cas, 1’arrét des programmes de lutte
(instabilité politique ou redistribution des financements) peut anéantir rapidement des années
d’efforts (de La Rocque et al. 2001 ; Glaser 2001). Mais ce sont sans doute les changements
démographiques et sociaux actuels qui sont les principaux responsables de la résurgence des
maladies infectieuses en général et vectorielles en particulier (Gubler 2002 ; Rodhain 2003).
Parmi ces changements, on peut citer I’'urbanisation rapide et anarchique des pays en voie de
développement (concentration de personnes et insalubrité), les déplacements de populations
liés aux conflits (personnes non immunes et affaiblies en zone d’endémie), la déforestation
(entrée des hommes dans les foyers sylvatiques de zoonoses), la généralisation des échanges
(déplacements rapides d’hotes et de vecteurs) (Rodhain 2003). De plus, la dégradation ou la
disparition des structures de recherche ou de lutte dans le domaine des maladies vectorielles
rend difficile la réaction a ces nouveaux défis (Hubalek 2000 ; Glaser 2001 ; Cuisance et

Rioux 2004).

La fievre du Nil occidental ou fievre West Nile est un exemple d’arbovirose émergente.
Cette maladie est endémique et largement distribuée en Afrique subsaharienne (Murgue et al.
2002 ; Zeller et Schuffenecker 2004). Bien que son impact en sant¢ humaine n’ait jamais été
mesuré en zone subsaharienne, le virus West Nile a longtemps été considéré comme un
arbovirus peu pathogeéne, sans conséquence importante pour la santé publique (Rodhain et
Perez 1985). Pourtant, depuis une dizaine d’années, des épidémies de plusieurs dizaines a des
centaines de cas ont été reportées dans le bassin méditerranéen (Murgue et al. 2001a ;
Dauphin et al. 2004). Et surtout, suite a son introduction dans le Nouveau Monde, le virus
West Nile s’est étendu en quelques années du Canada a 1I’Argentine (Gancz et al. 2004 ;
Morales et al. 2006). Dans ce nouvel écosystéme, il a trouvé des vecteurs et des hotes lui
permettant d’établir des cycles de transmission durables. Depuis, il provoque chaque année
des milliers de cas, essentiellement aux Etats-Unis (Hayes e al. 2005a).

En France, le virus West Nile a été décrit pour la premicre fois dans les années 1960 en
Camargue, provoquant cas humains et épizooties équines pendant quelques années

successives (Panthier 1968). Aprés 35 ans d’absence apparente, il provoque une large
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épizootie en 2000 et depuis, circule régulierement sur le littoral méditerranéen (Murgue ef al.
2001b). A I’heure actuelle, ce virus n’est pas un probléme de santé publique en France, mais
I’exemple américain incite a prendre au sérieux le risque sanitaire associé au virus West Nile.
En revanche, il pose un probléme vétérinaire important dans une région ou les activités
culturelles et touristiques associées au cheval sont essentielles. Les conditions de la ré-
émergence du virus West Nile restent a étudier et a comprendre. Les hypotheses concernant la
transmission du virus West Nile en France établies il y a 40 ans (Panthier et al. 1968 ; Joubert
et al. 1970 ; Mouchet et al. 1970) ne permettent pas d’expliquer 1’ensemble des récents
épisodes de circulation. La ré-émergence du virus West Nile en France pose donc de
nombreuses questions scientifiques concernant d’une part les espéces d’oiseaux et de vecteurs
impliquées dans la transmission, d’autre part les relations entre environnement et cycles de

transmission.

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de theése sur 1’étude des vecteurs du virus
West Nile en France. Concernant les autres aspects associés a la circulation du virus West
Nile, a savoir le role des oiseaux et I’épidémiologie de la maladie dans les populations
équines, nous recommandons au lecteur de se référer a d’autres auteurs (Jourdain 2006 ;

Leblond 2006).

Ce travail a deux objectifs :
1) identifier les vecteurs du virus West Nile dans le sud de la France,
i1) proposer une démarche de modélisation du risque d’infection dans 1’espace et au cours

du temps.

La démarche mise en ceuvre pour satisfaire le premier objectif est triple : étude de
I’interaction entre les moustiques et les hotes impliqués dans les cycles de transmission ;
recherche de vecteurs infectés sur le terrain ; étude de la compétence vectorielle des vecteurs
potentiels.

Pour répondre au deuxiéme objectif, une formalisation généralisée et spatialisée du risque
d’infection est d’abord proposée, puis, la dynamique des vecteurs dans le temps est explorée
grace a des modeles de dynamique de population, et enfin la distribution des vecteurs dans
I’espace est étudiée en se basant sur une cartographie des milieux favorables aux espéces

considérées.
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Ce document comprend trois parties. Dans la premiére partie, nous décrivons :

- ’évolution du statut du virus West Nile au cours du temps et une synthése de son
épidémiologie, pour replacer cette étude dans un contexte plus général (chapitre 1) ;

- ’histoire du virus West Nile en France et I’environnement dans lequel la transmission
s’effectue. Cette description permet de faire ressortir les questions scientifiques a résoudre et

donc justifie les objectifs de cette étude (chapitre 2).

La deuxi¢me partie s’intéresse a I’identification des vecteurs du virus West Nile dans le
sud de la France. Nous exposons successivement :

- les résultats d’une saison de capture sur appats oiseau, cheval et homme et 1’analyse de
I’interaction entre ces hotes et les principales especes de moustiques, puis les résultats de la
recherche virale sur des individus capturés sur le terrain (chapitre 3) ;

- la compétence vectorielle des espéces potentiellement vectrices, aprés une revue des
infections expérimentales publi¢es depuis 60 ans qui permet de discuter les résultats obtenus

(chapitre 4).

La troisiéme partie s’intéresse a la modélisation du risque d’infection dans 1’espace et au
cours du temps. Nous proposons :

- un indice de risque d’infection par le virus West Nile. Le fonctionnement des systemes
vectoriels est d’abord briévement exposé et la notion de capacité vectorielle expliquée. Cette
démarche est appliquée a la fievre West Nile pour définir les taux de reproduction de base
applicables a la transmission enzootique (dans une population d’oiseaux) et épidémique (des
oiseaux aux hotes accidentels). Ces indices définis dans un schéma simple sont ensuite
généralisés a plusieurs especes d’hotes et de vecteurs et spatialisés (chapitre 5) ;

- d’utiliser des modeles de dynamique de population pour reproduire les dynamiques
saisonnicres observées chez les especes considérées et ainsi obtenir 1’évolution des densités
de vecteurs au cours du temps (chapitre 6) ;

- de nous baser sur une cartographie des milieux favorables aux moustiques afin d’étudier

la distribution des vecteurs dans 1’espace (chapitre 7).

Enfin, une conclusion générale permet de dégager, a partir des différents résultats obtenus
tout au long de ce travail, des hypothéses de fonctionnement des cycles de transmission du

virus West Nile dans le sud de la France.



Premiére partie :

La fievre West Nile a travers le monde et

son contexte en France






L’introduction du virus West Nile aux Etats-Unis en 1999 est un des exemples de la
capacité d’émergence des maladies vectorielles hors de leurs zones de distribution. Cet
épisode a considérablement relancé [’intérét porté a ce virus. Pourtant, sa découverte
remonte a presque 70 ans. Ses cycles de transmission ont été étudiés en détail des le début des
années 1950 en Egypte. Aussi nous a-t-il paru important de commencer ce document par un
aper¢u de [’histoire du virus, de sa découverte a aujourd’hui, afin de comprendre [’évolution
de son statut. Ensuite, il a nous semblé indispensable de présenter une synthese de
I’épidémiologie de la fievre West Nile, afin de planter le décor des éléments connus, mais

surtout des zones d’ombres qui persistent, et ainsi mettre en perspective le travail réalisé.

La présence du virus West Nile en France n’est pas nouvelle, non plus. La encore, un
retour sur les premieres études réalisées dans les années 1960 s’impose. Aprés 35 ans
d’absence apparente de la maladie, le virus West Nile circule de nouveau depuis [’année
2000 sur le littoral méditerranéen francais. La mise en paralléle de ces deux périodes
souligne les questions encore a résoudre sur la transmission de ce virus en France, et donc
définit le contexte de cette étude. Nous décrirons aussi [’environnement des zones de
transmission, en nous focalisant sur la zone d’étude, c'est-a-dire la région camarguaise. Cela
permet de délivrer les clefs de compréhension des cycles de transmission du virus West Nile

en France.






Histoire et épidémiologie de la fievre West Nile

Nous commencerons par exposer [’histoire du virus West Nile : sa découverte, les
premieres études qui lui sont consacrées et l’évolution a travers le temps de son statut, de
virus non pathogene a celui de virus émergent.

Ensuite, nous proposerons une synthése de [’épidéemiologie de la fievre West Nile. Loin
d’étre exhaustive, elle a surtout pour but de mettre en exergue les points non résolus dans les
modalités de transmission du virus.

1. Histoire d’un virus globe-trotter

1.1. Un virus largement réparti, supposé peu pathogéne

« 1l s’avangait vers Babylone (...). Arrivé prés des murs de la ville, il voit
plusieurs corbeaux qui se disputaient et se frappaient les uns les autres : il en tomba
méme quelques-uns a ses pieds. (...) Dieu, s’écria le roi, quel horrible présage ! »

Plutarque, Vies paralléles I — Vie d’Alexandre, vers ’an 100 apres J. C.

Aprées son périple asiatique, Alexandre le Grand retourne a Babylone. Peu de temps aprés
son arrivée, il y meurt au terme de 10 jours de fievre. Plutarque rapporte différents présages
annonciateurs de cette maladie, dont la mort brutale de corbeaux. Certains auteurs ont cru
reconnaitre dans ces lignes et dans les symptomes d’Alexandre le Grand la premiére
description de I’activité du virus West Nile en 323 avant J. C. pres de 1’actuelle Bagdad (Marr
et Calisher 2003). Le débat autour de cette hypothése (Cunha 2004 ; Oldach et al. 2004)
illustre I’intérét que suscite toujours la mort des « grands hommes », mais aussi 1’intérét
scientifique et médiatique actuel pour la fievre West Nile, qui n’est en fait que trés récent.

La découverte. L’histoire officielle du virus West Nile commence en 1937 en Ouganda,
avec les enquétes épidémiologique de la fondation Rockefeller sur la répartition de la fievre
jaune en Afrique centrale. Durant ces enquétes, un virus est isolé du sang d’une femme venant
du West Nile District. Ce virus provoque chez le singe une encéphalite mortelle aprés
inoculation intracérébrale, un syndrome fébrile et neurologique réversible apres inoculation
intranasale et une maladie fébrile bénigne par inoculation intraveineuse. Par similitude aux

virus des encéphalites japonaise et de Saint Louis, il rejoint le genre Flavivirus et le
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« complexe de la japonaise’ ». Au début des années 1940, on connait la large répartition du
virus West Nile en Afrique centrale grice a des enquétes sérologiques et la capacité des

moustiques a le transmettre expérimentalement (Philip et Smadel 1943).

L’étude de la fievre West Nile en Egypte. Treize ans aprés sa découverte, le virus West
Nile est isolé chez I’homme en Egypte, dans un village ou il circule intensément (70 % de
séroprévalence’) (Melnick et al. 1951). L’équipe de Richard Taylor a dirigé dans ce pays les
premiéres études écologiques sur le virus West Nile. Elles sont remarquables dans la mesure
ou elles ont permis d’identifier les points clefs de 1’épidémiologie du virus (Figure 1). Nous
reprenons brievement le cheminement qui a abouti a 1’¢tablissement des cycles de
transmission du virus West Nile.

Pour établir I’importance du virus chez I’homme, de vastes enquétes sérologiques sont
menées le long du Nil. Les hommes sont particuliérement exposés au virus de 1’Egypte au
Soudan (séroprévalence moyenne de 60 % et jusqu’a 84 % au Caire et dans le nord du delta
du Nil) (Smithburn ef al. 1954 ; Taylor ef al. 1956). La séroprévalence augmente avec 1’age,
ce qui est le signe d’une situation endémique (Taylor et al 1956). En recherchant
régulierement le virus pendant les années 1952 et 1954, cette équipe établit le caractére
saisonnier de la maladie, avec des isolements de virus uniquement entre juin et septembre
(Taylor et al. 1956).

Pour rechercher I’existence d’un réservoir animal, des enquétes sérologiques sont réalisées
chez les mammiféres domestiques et les oiseaux. Le virus circule intensément chez ces
populations (par exemple, 86 % chez les chevaux et 65 % chez les corneilles) (Taylor ef al.
1956). Mais le virus n’est isolé qu’a partir d’oiseaux’, & savoir une corneille mantelée’,
Corvus (corone) cornix, et deux pigeons Biset d’¢élevage, Columba livia, dont 1’un présente
des signes de maladie (Work et al. 1953). Cela laisse supposer I’importance du réle des
oiseaux dans les cycles de transmission, notamment dans la dispersion du virus : Work et al.
(1953) évoquent « a possible mechanism for dissemination of the virus by local pigeon

movements ».

* Ce complexe comporte 10 espéces selon le Comité international de taxonomie des virus, parmi lesquels on peut
citer les virus des encéphalites japonaise, de la Murray Vallée, de Saint Louis et les virus Usutu et Kunjin
(http://www.virustaxonomyonline.com).

> Les tests sérologiques (dans la partie : études West Nile en Egypte) consistent a rechercher des anticorps
neutralisants (Taylor et al. 1956).

% Les noms d’oiseaux utilisés (noms vernaculaires et scientifiques) sont ceux adoptés par la Commission
internationale des noms frangais des oiseaux.

7 Appelée dans 1’étude Hooded crow, Corvus corone sardonicus.
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Pour mettre en évidence un éventuel vecteur, la présence du virus est recherchée chez pres
de 80 000 arthropodes (puces, mouches, acariens, poux, moustiques et tiques). Des isolements
viraux sont réalisés uniquement a partir de moustiques, a savoir Culex univittatus Theobald et
Culex antennatus (Becker), les Culex les plus abondants dans la zone (Taylor et al. 1956).
Parmi les arthropodes, ce sont les moustiques qui montrent la plus grande aptitude a
multiplier le virus (Hurlbut 1956). Culex univittatus, Cx. antennatus et Culex pipiens
Linnaeus peuvent transmettre le virus par piqlre apres infection sur un animal virémique
(Taylor et Hurlbut 1953 ; Taylor et al. 1956). Le rd6le des moustiques comme vecteurs
principaux de la fievre West Nile devient alors évident.

L’implication des oiseaux comme hdtes amplificateurs principaux est confirmée par des
infections expérimentales. Apres piqire par un moustique infecté, différentes especes
d’oiseaux développent des virémies importantes et de longue durée, notamment la corneille
mantelée et le moineau domestique Passer domesticus (avec des virémies® entre 10 et
10*° DL, pendant six jours) (Work ez al. 1955). Les cycles de transmission entre oiseaux et
moustiques sont facilement reproduits. A cette époque, le role potentiellement pathogéne du

virus West Nile chez des oiseaux est observé en conditions naturelles et expérimentales (Work

et al. 1953, 1955).

Qiseaux Qiseaux

v Figure 1: Schéma des cycles de

transmission du virus West Nile
d’aprés Taylor et al. (1956).

Les fleches représentent une transmission
4 vectorielle. La partie grisée et en pointillée est
Hommes Hommes hevau Chevaux considérée comme hypothétique.

N

¥ Les titres sont obtenus en effectuant des séries de dilution de 1’échantillon  tester et en inoculant en
intracérébral des souris de 3 semaines avec 0,03 ml de chaque dilution et en calculant la dose 1étale pour 50 %
des souris (DLs). Ce titre n’est pas exprimé rapporté a un volume donné, il est donc difficilement comparable
avec les études d’autres auteurs, mais peut servir de comparaison entre les différents articles de la période
égyptienne.
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La capacité du virus West Nile a provoquer des encéphalites mortelles est mise en
évidence chez les chevaux en conditions naturelles et expérimentales (Schmidt et El
Mansoury 1963). La virémie des chevaux est supposée trop faible pour infecter des vecteurs
(Schmidt et E1 Mansoury 1963). En revanche, et contrairement au cheval, ’homme présente
des virémies suffisantes pour infecter des vecteurs trés compétents comme Cx. antennatus ou
Cx. univittatus (Melnick et al. 1951 ; Hurlbut 1956 ; Taylor et al. 1956). Concernant le role
pathogene du virus West Nile chez I’homme, 1’infection est rarement rattachée & un syndrome
clinique, sauf dans certains cas de contamination accidentelle en laboratoire (Hamilton et

Taylor 1954).

Le virus West Nile : un virus non pathogene ? Le virus West Nile a longtemps été décrit
comme un virus non pathogéne. Pourtant, trés tot, des preuves de sa pathogénie chez I’homme
existent. La premiére preuve de sa capacité a provoquer des épidémies remonte a 1951, ou
40 % des 300 habitants d’un campement agricole de la plaine cotiere d’Isra€l présentent de la
fievre, avec un exanthéme et éventuellement un sévere mal de téte (Bernkopf et al. 1953). La
maladie touche principalement les jeunes enfants, qui guérissent plus rapidement que les
adultes atteints. Cet épisode est aussi la premiére description du virus West Nile hors
d’Afrique. Dans les années suivantes, plusieurs épidémies et des cas d’encéphalites sont
décrits (Goldblum er al. 1954 ; Nisenbaum et Wallis 1965). C’est Cx. pipiens’ qui est
considéré comme le principal vecteur en Israél (Bernkopf ef al. 1953 ; Tahori et al. 1955).
C’est ensuite en France, en Camargue et dans le Bas-Languedoc, que le virus West Nile
provoque des affections bénignes a graves chez I’homme (d’une fie¢vre d’été a une encéphalite
grave) et des épidémies d’encéphalites chez le cheval (Hannoun et al. 1964a).

A la méme époque, le role pathogéne du virus West Nile chez I’homme est confirmé
expérimentalement. En effet, certains virus ayant montré des effets antinéoplasiques sur
modeles animaux, on envisage de les utiliser comme traitement expérimental chez des
patients en phase terminale de cancer. La souche égyptienne du virus West Nile, considérée
comme non pathogéne, est inoculée en intramusculaire & 95 patients (Southam et Moore
1954). Dans 89 % des cas, I’infection entraine uniquement une hyperthermie, mais provoque

des encéphalites diffuses pour le reste des individus (Southam et Moore 1954). La phase

? Nommé dans I’étude Culex molestus.
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fébrile est longue (6 jours pour 73 % des patients) et accompagnée d’une virémie élevée
(atteignant 10% 2 10° DLsg)'® (Southam et Moore 1954).

Du Caire au Cap, de ’océan Atlantique a I’océan Indien. Le virus West Nile est
largement réparti dans 1’Ancien Monde, sa distribution étant connue au fur et a mesure des
enquétes sérologiques ou des épisodes de circulation. Sa limite orientale est I’Inde, ou il est
mis en évidence des 1952. Dans ce pays, le virus a été isolé chez des espéces du complexe
Culex vishnui Theobald et chez Culex quinquefasciatus Say'' (Pavri et Singh 1965 ; Work
1971). Son réle pathogene réel en Inde n’est reconnu qu’au début des années 1980 (George et
al. 1984). Sa limite sud est constituée par les hauts plateaux d’Afrique du Sud, ou des cas de
fievre estivale sont rapportés dans les années 1950 et, rétrospectivement, attribués aux virus
Sindbis et West Nile (Mclntosh et al. 1967). Sa circulation dans le bassin de la Volga en 1963
montre sa présence en Asie centrale (Bashkirtsev et al. 1969).

Dans I’océan Indien, il est présent a Madagascar, ou il est isolé pour la premicre fois en
1978 (Fontenille et al. 1985). Il est vraisemblablement 1’arbovirus le plus fréquent de I’ile
rouge (Fontenille ef al. 1989), avec un taux de séroconversion de 14,7 % en une saison (de
décembre 1988 a juillet 1989) dans les environs d’ Antananarivo (Morvan et al. 1990) et une
séroprévalence de 10,6 % a Mahajanga en 1999 (Lonchampt et al. 2003).

Par la suite, les preuves sérologiques ou virales de circulation du virus West Nile a travers
I’Ancien Monde se sont accumulées. Nous n’essayerons pas d’en faire la liste exhaustive.
Différentes revues ont repris avec détails les isolements du virus West Nile chez les
arthropodes (Hubalek et Halouzka 1999), les différentes preuves de circulation du virus en
Afrique, Asie, Europe de I’Ouest (Murgue et al. 2002) et Europe de I’Est (Hubalek et
Halouzka 1999 ; Hubalek 2000).

1.2. La seconde vie du virus West Nile

Regain d’activité dans le bassin méditerranéen et en Europe. A partir de 1994, on
assiste a la multiplication d’épidémies importantes d’encéphalites a virus West Nile dans le
bassin méditerranéen et en Europe (Murgue et al. 2001a ; Dauphin et al. 2004). Son statut de

virus peu pathogeéne est remis en question.

' La encore, le titre n’est pas exprimé rapporté a un volume. I est estimé par inoculation intracérébrale a des
souris.
"' Nommé Culex fatiguans dans 1’étude.
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Des épidémies de plusieurs dizaines a centaines de cas sont recensées en Algérie en 1994
(Le Guenno et al. 1996), en Roumanie en 1996 (Anonyme 1996a, 1996b), en Tunisie en 1997
(Triki et al. 2001), en Russie en 1999 (Platonov et al. 2001) et en Israél en 2000 (Weinberger
et al. 2001). De plus, des cas sporadiques sont recensés en Roumanie en 1997 et 1998
(Cernescu et al. 2000), en République tchéque en 1997 (Hubalek ez al. 1999) et en France en
2003 (Del Giudice et al. 2004). En parall¢le, la circulation du virus West Nile dans le bassin
méditerranéen est marquée par des épizooties équines : au Maroc en 1996 et 2003 (Tber
Abdelhaq 1996 ; Schuffenecker et al. 2005), en Italie en 1998 (Autorino et al. 2002) et en
France en 2000, 2003, 2004 et 2006 (Murgue et al. 2001b ; Zeller et al. 2004 ; Durand et al.
2005). En 2004, une circulation virale est mise en évidence en Espagne (preuves sérologiques
avec vraisemblablement quelques cas humains) (Bofill ez al. 2006) et au Portugal (lots de
moustiques positifs) (Esteves et al. 2005). Des preuves sérologiques de circulation du virus
West Nile sont aussi mises en évidence au Royaume-Uni (Buckley et al. 2003 ; Buckley et al.
2006).

Un épisode est assez particulier. En aolt 1998, un groupe d’un millier de cigognes
blanches (Ciconia ciconia) effectue une migration d’automne de I’Europe du Nord vers
I’Afrique. Des vents particulierement violents le forcent a interrompre sa route et a atterrir
dans le sud d’Isra€l. Le virus West Nile est isolé a partir de certaines cigognes retrouvées
mortes (Malkinson ef al. 2002). Les mois suivants, des élevages d’oies en Isra€l connaissent
de la mortalit¢ (jusqu’a 40 %) associée au virus West Nile (Malkinson et al. 2002). Cet
épisode montre le role potentiel des oiseaux migrateurs dans I’introduction du virus West Nile.
Il s’agit, de plus, de la premiére description de mortalité aviaire importante associée au virus

West Nile en conditions naturelles. Cet épisode va avoir des conséquences importantes.

Le virus West Nile dans le Nouveau Monde. L’événement qui a le plus participé au
changement de statut du virus West Nile est son introduction aux Etats-Unis.

Fin aolt 1999, des cas d’encéphalites virales (61 cas avec 7 déces) sont rapportés a New
York (Garmendia et al. 2001). Le virus West Nile n’est pas immédiatement identifié (Asnis et
al. 1999 ; Briese et al. 1999). Ces cas sont accompagnés d’encéphalites équines et de la mort
de plusieurs centaines d’oiseaux sauvages, essentiellement des corneilles d’ Amérique (Corvus
brachyrhynchos) et des oiseaux exotiques du zoo du Bronx (Garmendia et al. 2001). Le virus
West Nile est isolé de corneilles, d’un épervier de Cooper (Accipiter cooperii) et de lots de
Cx. pipiens et d’Aedes vexans (Meigen) (Anderson et al. 1999). Cette souche du virus West

Nile, trés similaire de la souche israélienne isolée en 1998, a trés certainement été introduite
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aux Etats-Unis a partir du Proche-Orient (Lanciotti et al. 1999). On pourrait dire que
I’introduction du virus West Nile aux Etats-Unis est la conséquence indirecte de quelques
jours de vents violents au large d’Isra€l en aotit 1998.

Plus que cet épisode, c’est la naturalisation du virus West Nile, sa rapide extension a
’ensemble des Etats-Unis (en 4 ans) et ses conséquences sanitaires qui vont considérablement
augmenter 1’intérét de la communauté scientifique et des sociétés civiles pour ce virus'?. Au
total, entre 1999 et 2006, plus de 23 000 cas et presque 900 décés sont répertoriés (statistiques
du CDCP). 11 s’agit de la plus grande épidémie d’encéphalites a virus West Nile jamais
décrite.

Par la suite, le virus West Nile va gagner une grande partie du continent américain,
atteignant vers le nord le Canada en 2002 (Gancz et al. 2004) et, vers le sud, les iles Caiman
et la Jamaique en 2001, le Mexique, la République dominicaine et la Guadeloupe en 2002, le
Salvador, le Guatemala, les Bahamas et Cuba en 2003, Porto Rico, Trinidad et la Colombie en
2004, 1’Argentine en 2006 (Dupuis et al. 2003 ; Estrada-Franco et al. 2003 ; Komar et al.
2003b ; Quirin et al. 2004 ; Cruz et al. 2005 ; Lefrancois et al. 2005 ; Mattar et al. 2005 ;
Komar et Clark 2006 ; Morales et al. 2006 ; Morales-Betoulle et al. 2006 ; Pradel 2006 ; Pupo
et al. 2006).

12 Le nombre d’articles référencés dans PubMed qui comprennent « West Nile » dans leur titre est d’en moyenne
9,3 par an entre 1950 et 1998 et passe de 6 en 1998, a 17 en 1999, 74 en 2000, 144 en 2001, 145 en 2002, 268 en
2003, 293 en 2004, 274 en 2005 et 278 entre le 1* janvier et le 27 novembre 2006.

13 Center for disease control and prevention - http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile/index).
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En résumé, a peine 20 ans apres sa découverte, les cycles de transmission du virus West
Nile ont été établis en Egypte. Les oiseaux, notamment les corneilles et les moineaux, sont
considérés comme les hotes amplificateurs, et les moustiques du genre Culex comme les
vecteurs. L’homme et les équidés sont supposés étre des hotes tangentiels. La virémie des
hommes est considérée comme suffisante pour infecter des vecteurs trés compétents (Taylor
et al. 1956). Un demi-siécle plus tard, ces considérations sont toujours d’actualité.

Au début des années 1960, le virus West Nile est considéré comme un arbovirus peu
pathogene pour I’homme, responsable d’épidémies de maladies asymptomatiques a bénignes
se compliquant rarement en syndromes neurologiques graves. Illustrant ses capacités
d’adaptation a différentes especes d’oiseaux et de vecteurs, il est présent dans toute I’ Afrique
subsaharienne, & Madagascar, dans le bassin méditerranéen (Maghreb, Egypte, Proche-Orient,
Europe du Sud), en Europe'® et en Asie Mineure jusqu’en Inde. Jusqu’au début des années
1990, le virus West Nile est toujours considéré comme peu pathogene, responsable parfois
d’épidémies, essentiellement en marge de son aire de répartition.

Au cours de ces 10 derniéres années, le statut du virus West Nile a radicalement changé. Il
a montré sa capacité a provoquer des épidémies de plusieurs centaines de méningo-
encéphalites dans le bassin méditerranéen, mais surtout aux Etats-Unis. Cependant, comparé a
d’autres Flavivirus, comme la dengue, son importance sanitaire reste relative. Mais il est sans
doute I’arbovirus le plus largement distribu¢, manifestant de grandes capacités d’adaptation a

de nombreux écosysteémes.

' La littérature concernant le virus West Nile dans tout 1’ancien bloc soviétique est difficilement accessible :
probléme de langue et d’acces aux revues. Le site des Armed forces and pest managment board propose la
traduction en langue anglaise de certains articles russes concernant la fievre West Nile (http://www.afpmb.org).
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2. Synthese sur I’épidémiologie de la fiévre West Nile
2.1. Les oiseaux, hotes naturels du virus West Nile

Les oiseaux sont considérés comme les hotes naturels du virus West Nile depuis les études
égyptiennes (Taylor et al. 1956). Cette hypothese s’appuie sur I’isolement régulier du virus
West Nile chez des oiseaux a travers le monde (Work ef al. 1953 ; Bashkirtsev et al. 1969 ;
Berezin 1971 ; Nir ef al. 1972). De plus, les clusters de mortalité aviaire sont associés a une
intense transmission a I’homme et au cheval aux Etats-Unis (Guptill ef al. 2003 ; Mostashari
et al. 2003 ; Eidson et al. 2005 ; Reisen et al. 2006a ; Roberts et Foppa 2006). Enfin, apres
inoculation'® avec le virus West Nile, certains oiseaux, notamment passériformes, développent
des virémies longues et intenses (Work et al. 1955 ; Langevin ef al. 2001 ; Komar ef al. 2003a
; Reisen et al. 2005). Pour une revue détaillée du rdéle des oiseaux dans la transmission du

virus West Nile, se reporter a Jourdain (2006).

2.2. Les moustiques, vecteurs du virus West Nile

La transmission expérimentale du virus West Nile par des moustiques a été réalisée dés
1943 (Philip et Smadel 1943) et le role des moustiques comme principaux vecteurs est

accepté depuis les années 1950 (Taylor et al. 1956).

Les especes impliquées dans la transmission. Les principales especes impliquées dans la
transmission du virus West Nile appartiennent au genre et au sous-genre Culex (a I’exception
de Culex modestus Ficalbi). 1l s’agit de Cx. univittatus, Cx. antennatus et Cx. pipiens en
Egypte (Taylor et al. 1956), de Cx. pipiens et Cx. univittatus en Israél (Nir et al. 1972), de
Cx. univittatus et Culex theileri Theobald en Afrique du Sud (Mclntosh et al. 1967), de
Cx. modestus et Cx. pipiens en Europe et Russie (Mouchet ef al. 1970 ; Berezin 1971 ; Savage
et al. 1999) et de Culex tritaeniorhynchus Giles et Cx. quinquefasciatus en Inde et au Pakistan

(Pavri et Singh 1965 ; Akhter ef al. 1982). Aux Etats-Unis, on soupgonne dans le nord-est

'% Suivant les études, Iinfection expérimentale des oiseaux ou des mammiféres est réalisée par piqire de
moustiques ou par injection (le plus souvent sous-cutanée). Ces deux méthodes sont équivalentes en terme de
durée et de niveau de la virémie, la dose injectée n’ayant pas de conséquence (Tahori ef al. 1955 ; Reisen et al.
2005 ; Sbrana et al. 2005 ; Tiawsirisup et al. 2005b).
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Cx. pipiens, Culex restuans Theobald et Culex salinarius Coquillett (Andreadis et al. 2004 ;
Lukacik et al. 2006), et au sud Cx. quinquefasciatus associ¢ a Culex nigripalpus Theobald a
I’est et Cx. tarsalis a I’ouest (Reisen et al. 2004 ; Hayes et al. 2005a).

Pourtant, de nombreuses espéces de moustiques (de genres différents) ont été trouvées
naturellement infectées par le virus West Nile (Hubalek et Halouzka 1999). 11 faut cependant
garder a I’esprit que capturer sur le terrain des individus positifs au virus West Nile ne signifie
en aucun cas que l’espéce en question est vectrice. Les erreurs d’interprétation peuvent
provenir 1) de faux positifs (erreurs de manipulation ou contamination croisée) (Turell et al.
2002), ii) de la détection d’un matériel viral non infectieux (par RT-PCR'®) (White er al.
2001), ii1) de la présence de femelles fraichement gorgées sur un animal virémique (Woodall
et al. 1961) ou iv) de la mise en évidence de moustiques infectés mais non infectants. Au
final, lorsque peu d’isolements sont obtenus, il est difficile de discriminer les espéces
impliquées dans la transmission de celles accidentellement infectées (Hribar et al. 2004 ;
Godsey et al. 2005). Néanmoins, I’isolement d’un virus de fagcon répétée atteste que 1’espece

concernée rencontre le virus en conditions naturelles.

La transmission du virus West Nile aux mammiféres. Dans les zones ou les especes de
Culex présentes sont ornithophiles, se pose la question de quelles espéces peuvent transmettre
le virus West Nile aux hotes accidentels (hommes et chevaux). Deux possibilités peuvent
s’envisager, sans nécessairement s’exclure. La transmission des oiseaux a [’homme ou au
cheval est réalisée soit par des moustiques opportunistes ou non strictement mammophiles,
suffisamment compétents pour le virus West Nile, les « bridge vectors'’ » (Turell et al. 2002 ;
Turell et al. 2005), soit par les espéces de Culex non strictement ornithophiles (Kilpatrick
2005).

L’existence de vecteurs « ponts » est suspectée a cause de I’isolement répété du virus West
Nile chez des espéces mammophiles, comme Ae. vexans aux Etats-Unis (Andreadis et al.
2004) et en Russie, ou comme Cogquillettidia richiardii (Ficalbi) en Russie (Berezin 1971). De
méme, Aedes albopictus (Skuse) est souvent suspecté de jouer ce role, car il est compétent

pour le virus West Nile et présente des préférences trophiques opportunistes (Turell et al

'® Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction.

1 . cr \ . / :

7 La traduction littérale de ce terme, vecteur pont, n’est pas trés heureuse, mais sera conservée dans un souci de
clarté.
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2005). L’absence de détection virale répétée chez cette espece peut s’expliquer par sa sous-
représentation'® dans les populations capturées par piége CO, (Gingrich et Williams 2005).

Les préférences trophiques sont les paramétres clefs a étudier pour comprendre dans
quelle mesure les Culex ornithophiles peuvent transmettre le virus West Nile aux mammiferes.
Prenons I’exemple de Cx. pipiens, qui est particulierement illustratif. En fonction des études
de repas de sang, cette espece peut étre considérée soit comme trés ornithophile (Apperson et
al. 2002 ; Molaei et al. 2006), soit comme opportuniste (Andreadis ef al. 2004 ; Gingrich et
Williams 2005). Il est important de comprendre le déterminisme des préférences trophiques
de cette espece pour savoir si elle est capable de transmettre le virus aux mammiferes et, dans
ce cas, dans quelles conditions.

Les préférences trophiques pourraient étre liées a un déterminisme génétique. Il existe, en
effet, deux formes chez Cx. pipiens (Harbach et al. 1985) : une forme pipiens réputée
anautogéne, eurygame et ornithophile, et une forme molestus, considérée comme autogene,
sténogame et anthropophile (Vinogradova 2000). Les différences de biologie entre ces deux
formes seraient liées a une adaptation écologique rapide a des gites épigés pour la forme
pipiens et hypogés pour la forme molestus (Barr 1981 ; Harbach et al. 1984). Si, dans le nord
de I’Europe, les deux formes sont bien différenciées et éventuellement en voie de spéciation
(Rioux et al. 1965), dans le sud de I’Europe, les populations restent en interconnexion (Rioux
et al. 1965 ; Pasteur et al. 1981 ; Bourguet et al. 1998 ; Chevillon ef al. 1998). Ainsi, des
formes de gites épigés sténogames et anautogenes ont été décrites dans le sud de la France
avec des préférences trophiques soit anthropophiles, soit ornithophiles (Rioux et al. 1965 ;
Pasteur et al. 1977). D’autres auteurs estiment que ces deux formes sont en réalit¢ deux
espéces distinctes & travers le monde, et que la présence aux Etats-Unis d’hybrides entre ces
deux especes y expliquerait la transmission intense du virus West Nile (Fonseca et al. 2004).
Dans ce cas, les hybrides piqueraient de fagon indifférenciée les oiseaux et les hommes, ce qui
n’est pas toujours confirmé par les études de préférences trophiques (Spielman et al. 2004).

Les préférences trophiques pourraient varier en fonction d’un déterminisme
environnemental. Une variation des préférences trophiques (d’ornithophiles 8 mammophiles)
au cours de la saison a déja été décrite pour Cx. pipiens au Colorado (Tempelis et al. 1967) ou
pour Cx. nigripalpus en Floride (Edman et Taylor 1968). Il est possible que la température ait
une influence sur le comportement trophique ; en effet, des nuisances a Cx. pipiens sont

constatées en milieu rural et en plein jour pendant des périodes de fortes chaleurs dans le sud

'8 Un ratio de 28 est trouvé entre le nombre d’Ae. albopictus capturés sur appat humain et par piege CO,.
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de la France (EID-Méditerranée 2003). D’autres déterminismes sont envisageables ; dans la
méme région, la teneur en matiere organique des gites larvaires de Cx. pipiens est
positivement corrélée a la mammophilie des adultes issus de ces gites (Gabinaud et al. 1985).
Enfin, la variation de la disponibilité en hote peut modifier le comportement trophique de Cix.
pipiens. Par exemple, le départ en migration en fin d’¢t¢ du merle d’Amérique
(Turdus migratorius), considéré comme le principal hote de Cx. pipiens, expliquerait que
Cx. pipiens se tourne a ce moment la vers les hommes (Kilpatrick ez al. 2006b).

Les préférences trophiques des Culex sont donc complexes ; or, il s’agit d’un des facteurs
clefs pour comprendre les conditions de transmission de la fievre West Nile a ’lhomme et au

cheval.

2.3. Le role éventuel des mammiféres dans les cycles de transmission

« The apparent insignificant role of wild mammals in the ecology of WN
virus may be from lack of scrutiny rather than from lack of importance »

(McLean et al. 2002)

De nombreux mammiféres sauvages et domestiques peuvent étre infectés par le virus West
Nile (McLean et al. 2002). 11 est classiquement admis que les mammiferes n’interviennent pas
en tant que source de virus pour les moustiques (Hayes et al. 2005b). Nous discutons ici de

cette supposition.

Les équidés. Ce sont les équidés qui sont les mammiferes les plus sensibles a I’infection
par le virus West Nile, avec de véritables épizooties d’encéphalites et une 1étalité d’environ
40 % (Ostlund et al. 2001 ; Dauphin et al. 2004). Les premiéres infections expérimentales
d’équidés leur attribuent une virémie insuffisante pour infecter des moustiques (Taylor et al.
1956 ; Schmidt et El Mansoury 1963). Plus récemment, la virémie'® de chevaux inoculés
(inférieure 4 10*” PFU/ml) s’est révélée insuffisante pour infecter Ae. albopictus (Bunning et
al. 2002). Néanmoins, toutes ces expériences ont été réalisées avec des chevaux adultes. En
France, des infections expérimentales ont ¢t¢ menées avec des équidés de différents ages

(Guillon et al. 1968 ; Lapras et al. 1968 ; Oudar ef al. 1971). Ces auteurs décrivent que la

" Titrage par inoculation a des tapis cellulaires de cellules Vero et comptage du nombre de plages de lyse induite
par le virus. Le titre est estimé en Plaque-Forming Units par millilitre.
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virémie des poulains est plus ¢élevée que celle des adultes, en particulier pour des poulains en
mauvais état général (parasitisme) (Joubert et al. 1971). Ces auteurs consideérent que la
virémie des poulains est suffisante pour infecter des vecteurs. Cet effet de 1’age a été mis en
évidence pour d’autres especes : poulets, souris ou porc (les animaux développent une virémie
d’autant plus intense qu’ils sont jeunes) (Hurlbut 1956 ; Taylor et al. 1956 ; Teehee et al.
2005). Les poulains pourraient alors servir de source de virus. Ce phénomene ne doit
cependant pas €tre quantitativement important, si ce n’est lors d’épizooties intenses.

Les autres mammiféres. Des infections expérimentales ont ét¢ menées chez différentes
espeéces de mammiferes (van der Meulen et al. 2005). La plupart développent des virémies de
courte durée et de faible intensité : le macaque rhésus (Ratterree ef al. 2004), le mouton
(Taylor et al. 1956 ; Oudar et al. 1972), le chien (Austgen et al. 2004) et le porc adulte (Oudar
et al. 1972 ; Teehee et al. 2005). Néanmoins, pour certains, la virémie semble suffisante pour
I’infection de moustiques, comme le chat, chez qui la virémie dure 3 a 5 jours (Austgen et al.
2004). Les lémuriens (Lemur fulvus) présentent quant a eux des virémies pendant 5 a 6 jours
qui permettent d’infecter & maintes reprises des femelles d’Ae. aegypti (Rodhain ef al. 1985).
Pour les petits mammiferes, la situation semble différente, puisque des cycles de transmission
entre moustiques et souris ou hamsters sont possibles en conditions de laboratoire (Philip et
Smadel 1943 ; Davies et Yoshpe-Purer 1954 ; Vermeil et al. 1960) et que le lapin a queue
blanche (Sylvilagus floridanus) présente une virémie suffisante pour infecter Cx. pipiens,
Cx. salinarius, Ae. albopictus et Ae. aegypti (Tiawsirisup et al. 2005b). Ainsi, le role de la
plupart des mammiféres en tant que source du virus West Nile pour les vecteurs est sans doute
anecdotique. Mais cette régle admet des exceptions ; c’est pourquoi les mammiféres ne

devraient pas étre exclus a priori de 1’étude des cycles de transmission.

2.4. D’autres cycles de transmission du virus West Nile ?

Les cycles de transmission du virus West Nile sont classiquement décrits avec les oiseaux
comme hotes amplificateurs, les moustiques du genre Culex comme vecteurs et les hommes et
chevaux comme hotes tangentiels, victimes et culs-de-sac épidémiologiques (Zeller et

Schuffenecker 2004). D’autres cycles et voies de transmission sont néanmoins possibles.
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D’autres hotes amplificateurs ? Au Tadjikistan, des cycles de transmission du virus
West Nile existeraient entre des grenouilles (grenouille rieuse, Rana ridibunda) et les
moustiques (Kostyukov et al. 1985)*°. Ainsi, la question du role des amphibiens ou des
reptiles comme hétes amplificateurs peut se poser. D’autant plus que la proportion de repas
des Culex, en particulier Cx. pipiens, sur amphibien ou reptile peut étre importante (Apperson
et al. 2004). Chez quasiment tous les amphibiens ou reptiles inoculés avec le virus West Nile
aux Etats-Unis, la virémie est faible ou indétectable (Klenk et Komar 2003). Par contre les
alligators juvéniles (Alligator mississipiensis) développent des virémies élevées (10°*
PFU/ml) et de longues durées (10 a 14 jours) (Klenk et al. 2004), et peuvent &tre considérés

comme des hotes amplificateurs, par exemple dans les fermes d’alligators (Floride).

Une transmission non virémique. L’infection de moustiques se gorgeant sur un hdte sain
a coté d’un moustique infectant est possible en laboratoire (Higgs et al. 2005). Ce phénomeéne
a ¢été¢ bien documenté chez les tiques (Randolph ef al. 1996) et décrit aussi chez les simulies
(Mead et al. 2000), mais n’avait jamais été envisagé chez les moustiques®’. Les taux
d’infection sont faibles. Seulement 2,3 % (n = 87) des Cx. quinquefasciatus qui se gorgent sur
la méme souris qu'un seul moustique infectant s’infectent (Higgs et al. 2005). Mais ce
phénomene n’a été observé que pour Cx. quinquefasciatus, qui n’est pas un bon vecteur de
virus West Nile. Ce taux de transmission non virémique devrait étre évalué¢ pour d’autres
vecteurs, avant que l’on puisse juger de I’importance de ce mode de transmission en

conditions naturelles.

Une transmission non vectorielle. Des contaminations accidentelles de laboratoire
montrent la possible contamination directe du virus West Nile, vraisemblablement par aérosol
(Nir 1959). La voie conjonctivale pourrait aussi étre infectieuse (Hannoun et al. 1967 ;
Fonseca et al. 2005). 1l est important de savoir dans quelle mesure une telle transmission peut
se produire dans les populations d’hdtes, notamment d’oiseaux. Chez différentes espéces, un
oiseau sain peut s’infecter s’il est présent dans la méme cage qu’un groupe d’oiseaux inoculés

(Langevin et al. 2001 ; Swayne et al. 2001 ; Komar et al. 2003a), alors qu’il reste indemne

2% Un cycle de transmission Rana ridibunda et Cx. pipiens aurait été reproduit expérimentalement, mais la
publication originale n’a pas été retrouvée : Kostyukov et al. (1986) Med Parazitol (Mosk) 6 : 76-8.

*! Les tiques et les simulies, telmophages (se nourrissant dans un lac sanguin créé par la dilacération des tissus),
sont capables de prélever un agent pathogeéne hors circulation sanguine, dans le derme. La transmission non
systémique d’un agent pathogéne entre vecteurs se nourrissant sur le méme hote (co-feeding) est
compréhensible. Elle est moins intuitive pour les moustiques, solénophages, cathétérisant les capillaires veineux.
Ainsi, un moustique serait capable d’absorber du virus circulant & des doses non détectables.
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dans une cage adjacente (McLean ef al. 2001 ; Banet-Noach ef al. 2003). Une transmission
directe est donc possible chez les oiseaux ; le mode de transmission précis n’est pas expliqué,
mais nécessite a priori un contact étroit. Le virus présent dans les féces chez la plupart des
especes d’oiseaux (Banet-Noach et al. 2003 ; Komar et al. 2003a) est une source possible
pour une contamination oro-fécale ou par aérosol. Ce mode de transmission pourrait prendre
de I'importance chez les espeéces d’oiseaux coloniaux (Jourdain 2006). Lors d’épizooties
assez importantes (10 % de mortalité¢) dans les fermes d’élevage d’alligators, la transmission
directe semble jouer le rdle principal (Miller et al. 2003 ; Klenk et al. 2004).

Une contamination orale est suspectée depuis qu’une buse a été retrouvée infectée en
février 2000, a priori hors période d’activité des moustiques (Garmendia et al. 2000). Cette
voie de contamination a été¢ confirmée expérimentalement chez différentes especes d’oiseaux
ingérant une souris, une carcasse ou un moustique infect¢ (Komar ef al. 2003a). Les
alligators, chats et hamsters peuvent aussi s’infecter par ingestion (Austgen et al. 2004 ;
Klenk et al. 2004 ; Sbrana et al. 2005).

Aux Etats-Unis, une transmission du virus West Nile par transfusion est connue depuis
2002 et un dépistage des donneurs effectué depuis 2003. Malgré cette précaution, environ une
dizaine de cas depuis 2002 sont rapportés. Plus anecdotiques, quelques cas de transmission

intra-utérine ou par allaitement sont suspectés (Hayes et al. 2005a).

D’autres vecteurs ? La mise en évidence du virus West Nile chez d’autres arthropodes
que les moustiques peut poser la question de I’existence d’autres vecteurs. Pour les
Hippoboscidae ou les Culicoides, le nombre réduit de détections (ou la présence d’individus
gorgés dans les lots testés) ne permet pas de conclure & un rdle de ces arthropodes dans la
transmission du virus West Nile (Gancz et al. 2004 ; Farajollahi et al. 2005b ; Sabio et al.
2006). En revanche, le virus West Nile a été isolé de différentes espéces™ d’Argasidae (tiques
molles) et d’Ixodidae (tiques dures) a travers I’ Afrique et I’Eurasie, posant la question de leur
implication, notamment dans des mécanismes de persistance (Schmidt et Said 1964). Les
infections expérimentales répondent en partie a cette question.

Jamais au cours de différentes expériences les Ixodidae ne se sont révélées capables de
transmettre le virus West Nile. Aprés inoculation, les tiques dures™ sont moins aptes que les
moustiques a amplifier le virus West Nile (Hurlbut 1956). Le taux d’infection de larves,

nymphes ou adultes, fixés sur des animaux virémiques, est faible (10 a 40 %) pour

22 Pour une revue de ces différentes espéces, voir Mumcuoglu ez al. (2005).
> Les noms des tiques employés sont ceux recensés dans la derniére revue connue (Horak et al. 2003).
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Dermacentor variabilis (Say), Ixodes scapularis Say, Dermacentor andersoni Stiles et
Amblyomma americanum (Linnaeus) (Whitman et Aitken 1960 ; Anderson et al. 2003) ou nul
pour Ixodes ricinus (Linnaeus) (Lawrie et al. 2004). Pour les individus infectés, le virus peut
étre maintenu par transmission trans-stadiale jusqu’a 1’adulte, mais n’est pas transmis a la
descendance (Whitman et Aitken 1960 ; Anderson et al. 2003). Aussi, les tiques dures ne
semblent-elles jouer aucun rdle dans la transmission.

La situation est différente pour les Argasidae. Certaines espéces sont réfractaires a
I’infection et se montrent incapable de transmettre le virus West Nile : Ornithodoros savignyi
(Audouin), Argas persicus (Oken) et A. hermanni (Hurlbut 1956 ; Abbassy et al. 1993). Au
contraire, d’autres s’infectent sur animaux virémiques (taux inférieur a 50 %) et sont capables
de transmettre le virus jusqu’a plusieurs centaines de jours aprés 1’exposition, par exemple
aprés 10 mois pour Carios coniceps (Canestrini)**, 45 jours pour Ornithodoros erraticus™
(Lucas) (Vermeil et al. 1958, 1960), 57 a 224 jours pour Ornithodoros moubata (Murray)
(Whitman et Aitken 1960 ; Lawrie et al. 2004), 418 jours pour Argas reflexus (Fabricius)*®
(Hannoun et Rau 1970), 20 jours pour Argas arboreus Kaiser, Hoogstraal et Kohls (Abbassy
et al. 1993) et 35 jours pour Carios capensis (Neumann) (Hutcheson et al. 2005). La
conservation du virus West Nile dans les tiques molles est imparfaite ; en effet le titre viral ou
le nombre d’individus infectés décroit avec le temps (Whitman et Aitken 1960 ; Hutcheson et
al. 2005). Une transmission verticale n’est mise en évidence que chez 4. arboreus (Abbassy
et al. 1993). La transmission est souvent mise en ¢évidence par le biais d’une infestation
massive (Whitman et Aitken 1960), sauf chez certaines espéces : C. coniceps ou A. reflexus
(Vermeil et al. 1960 ; Hannoun et Rau 1970).

Il est donc possible que certaines especes d’Argasidae puissent jouer le role de vecteurs
du virus West Nile dans des situations particulicres de densités importantes d’oiseaux et de
tiques. Un tel cycle oiseaux-tiques est proposé pour expliquer I’infection par le virus West
Nile des populations de goélands argentés (Laurus argentatus) infestés par C. capensis®’ dans
des iles de la mer Caspienne en I’absence de moustiques (Lvol 1987). Un cycle oiseaux-tiques
est aussi suspecté en Israél dans des colonies de hérons garde-beeufs (37,8 % de
séroprévalence), ou le virus West Nile est mis en évidence par RT-PCR chez 4. arboreus

(taux d’infection minimal 16/1000) (Mumcuoglu et al. 2005). La longue vie des tiques

2 Nommée Ornithodoros coniceps (Canestrini) dans 1’étude.

 La compétence de C. coniceps est jugée « bien supérieure » a celle d’O. erraticus (Vermeil et al. 1960).
* Nommée Argas reflexus reflexus dans 1’étude.

> Nommé Ornithodoros capensis dans 1’étude.
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molles, 10 a 20 ans selon les espéces (Rodhain et Perez 1985), pourrait permettre une

persistance du virus West Nile de fagon localisée dans certains foyers.

2.5. La fievre West Nile a I’échelle mondiale

Le virus West Nile est largement répandu et endémique en Afrique tropicale. Il circule
ensuite dans d’autres zones du monde, souvent dans des foyers (zones humides, deltas) ou son
endémie est moins certaine. Nous discutons ici de la fagon dont le virus peut étre introduit
dans de nouvelles zones et des modalités nécessaires a son maintien plusieurs années

consécutives dans ces foyers, en particulier pendant 1’hiver dans les zones tempérées.

La circulation du virus West Nile. Les oiseaux migrateurs ont depuis longtemps été
suspectés d’étre a 1’origine de I’introduction du virus West Nile dans de nouvelles zones
(Zeller et Murgue 2001). L’introduction du virus en Israél en 1998 en est I’exemple le plus
démonstratif (Malkinson et al. 2002). 4 priori, un oiseau en migration ne peut introduire le
virus que si sa durée de virémie (de 1’ordre de quelques jours) est plus longue que celle de la
migration. La détermination des durées de virémie et de migration peut théoriquement
permettre d’identifier les espéces potentiellement introductrices. Néanmoins, il est aussi
possible que le stress physiologique de la migration puisse entrainer une immunodépression
rendant la virémie plus longue et plus intense ou réactiver le virus maintenu en infection
chronique dans le corps de ’oiseau (Zeller et Murgue 2001). Certains ont ajouté comme
hypothese, le transport par les oiseaux migrateurs de tiques infectées fixées qui serviraient de
point de départ a un nouveau cycle de transmission. Cependant, le repas sanguin ne dure
plusieurs jours que chez les Ixodidae (a tous les stades) contre quelques minutes pour les
nymphes et les adultes des Argasidae®® (Rodhain et Perez 1985). Ainsi, seules les premiéres
sont susceptibles d’étre transportées lors des migrations (Hoogstraal ef al. 1961 ; Hoogstraal
et al. 1963)*. Les Ixodidae n’ayant jamais été trouvées compétentes pour le virus West Nile,

130

leur réle dans I’initialisation d’un cycle de transmission doit étre quasi nul®’. Pour les Etats-

8 Le repas des larves dure plusieurs jours, mais les espéces du genre Ornithodoros ne se gorgent pas au stade
larvaire.

% Parmi les oiseaux en migration examinés en Egypte, les oiseaux allant de I’Europe ou I’ Asie vers 1’ Afrique ne
transportaient que des Ixodidae (30 000 individus examinées, 1000 infestés avec 1700 tiques) et, sur le chemin
inverse, seules 2 larves d’Argasidae sont collectées (340 oiseaux infestés par 1025 tiques).

30 La probabilité qu’un oiseau transporte une tique infectée, qui, ensuite ingérée par un oiseau résident, initialise
un cycle de transmission est sans doute trés faible.
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Unis, les voies de migration depuis I’Ancien vers le Nouveau Monde étant rares (Rappole et
al. 2000), les hypotheses les plus probables sont I’introduction commerciale (Iégale ou non)
d’un ou plusieurs oiseaux virémiques, et non l’introduction par des oiseaux migrateurs
(Weaver et Barrett 2004). En revanche, les mouvements migratoires ont sans doute permis au
virus de passer du nord-est des Etats-Unis a la Floride (Peterson ef al. 2003) et & la Caraibe
(Rappole et Hubalek 2003), et ’extension de la fievre West Nile d’est en ouest semble liée a
des mouvements d’oiseaux résidents assurant la propagation de proche en proche (Rappole et
al. 2006).

L’analyse phylogénétique des isolements viraux réalisés permet de tracer de grandes
zones géographiques a I’intérieur desquelles les souches de virus West Nile circulent
vraisemblablement par le biais des oiseaux migrateurs. Les souches de virus West Nile sont
séparées en deux grandes lignées®' (Zeller et Schuffenecker 2004). La lignée I comprend des
souches isolées en Afrique, Europe, Asie et Amérique, et la lignée II la souche initiale
d’Ouganda et des souches isolées uniquement en Afrique subsaharienne et a Madagascar.
Néanmoins, une souche de lignée II a ét¢ isolée en 2004 en Hongrie (Bakonyi et al. 2006) et
deux souches isolées a partir de lots de Cx. pipiens en 1997 et 1999 en République tchéque
(Hubalek ef al. 1998 ; Hubalek et al. 2000) appartiendraient a une nouvelle lignée ou un
nouveau Flavivirus (Bakonyi et al. 2005).

Parmi les souches de la lignée I, on peut distinguer plusieurs clusters (Schuffenecker et al.
2005). Un cluster américain/israélien, comprenant les souches américaines et des souches
israéliennes de 1998 et 2000, plus une souche qui a provoqué la mort d’oies en Hongrie en
2003 (Bakonyi et al. 2006). Un cluster regroupe des souches européennes, méditerranéennes
et africaines (Zeller et Schuffenecker 2004), séparées en deux groupes : les souches isolées a
Volgograd (1999 et 2000) et en Roumanie (1996) associées a une souche kenyane et a des
épidémies humaines ; les souches Maroc 1996 et 2003, Italie 1998 et France 2000 et 2004,
associées a des épizooties équines (Jourdain et al. 2007a). Ainsi, il est certain que le virus
West Nile peut étre transporté par les oiseaux migrateurs de I’Afrique vers I’Europe, ou
inversement, mais les modalités de persistance du virus pendant la migration restent

inconnues.

3! Le virus Kunjin précédemment décrit en Australie a été rattaché au virus West Nile.

30



Chapitre 1. Histoire et épidémiologie de la fievre West Nile

Le maintien du virus West Nile dans une zone donnée. On sait que le virus West Nile
peut se maintenir dans une zone donnée plusieurs années successives et en particulier passer
I’hiver des pays tempérés. En effet, aprés les épidémies ou épizooties de fievre West Nile en
Isra€l en 1951 (Goldblum et al. 1954), en France en 1962 (Panthier ef al. 1968 ; Joubert et al.
1970) ou en Roumanie en 1996 (Cernescu et al. 2000), la circulation du virus a persisté les
années suivantes. Les souches isolées dans le méme foyer avec quelques années d’écart sont
souvent tres proches comme en Israél en 1998 et 2000, a Volgograd en 1999 et 2000 ou en
France en 2000 et 2004 (Schuffenecker et al. 2005 ; Jourdain et al. 2007a), ce qui suggere la
persistance de la souche localement. De méme, le virus West Nile s’est maintenu dans le nord-
est des Etats-Unis pendant les hivers suivant son introduction pour y réapparaitre les années
suivantes.

Si I’existence de ce phénomene est connue, ses mécanismes ne le sont pas encore. Les
différentes hypotheses sont : 1) le maintien d’une transmission a bas bruit pendant I’hiver, ii)
une infection chronique chez les oiseaux ou ii1) une persistance chez le vecteur. En Californie,
la persistance d’une transmission a bas bruit n’a pas ét¢ mise en évidence pendant I’hiver,
moins rude que dans le Sud européen : aucune séroconversion de sentinelles (190 poulets)
(Reisen et al. 2006b). En revanche, le virus peut se maintenir chroniquement dans les organes
des oiseaux pendant au moins 6 semaines apres infection expérimentale (Reisen et al. 2006b),
mais les conditions d’initialisation d’un nouveau cycle restent a ¢lucider (relargage du virus
dans le sang, contamination par voie orale). La possible persistance du virus chez le vecteur a
¢té mise en évidence en conditions naturelles, par la présence du virus West Nile (isolement
ou RT-PCR) chez des femelles Cx. pipiens en diapause hivernale dans le nord-est des Etats-
Unis (Nasci et al. 2001 ; Bugbee et Forte 2004 ; Farajollahi ef al. 2005a). En effet, ce sont les
femelles qui passent I’hiver chez les Culex et les Anopheles, alors que, chez les Aedes, le stade
quiescent est 1’ceuf (Mitchell 1988). Ainsi, des femelles Culex infectées a la fin de la saison
pourraient maintenir le virus jusqu’au printemps suivant.

La question est de savoir comment ces femelles ont pu s’infecter. En effet, les femelles
Cx. pipiens ou Cx. tarsalis trouvées dans les sites d’hibernation sont quasiment toutes non
gorgées, inséminées et nullipares (Reisen er al. 1986a ; Vinogradova 2000), ce qui peut
signifier que les femelles n’ont pas pris de repas sanguin avant d’entrer en hibernation ou
qu’il existe un phénomene de discordance trophogonique. Chez certaines especes
d’anopheles, ce phénomeéne est décrit : la diapause n’interrompt pas complétement le
comportement de recherche de 1’hote, les femelles se gorgent, mais le repas n’est pas suivi de

la maturation des ceufs (Mitchell 1988 ; Jetten et Taekken 1994). Au contraire, chez
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Cx. pipiens, aprés diminution de la photopériode marquant I’entrée en diapause (Eldridge
1987 ; Mitchell 1988), tout comportement de recherche d’hote est inhibé (Mitchell 1983). De
plus, 50 % des femelles placées en conditions de diapause survivent 6 mois apres la prise
unique de jus sucré, contre seulement 20 jours apres la prise d’un repas sanguin (Mitchell
1983). Enfin, les femelles Cx. pipiens en hibernation semblent inaptes a prendre des repas
sanguins (Mitchell et Briegel 1989 ; Robich et Denlinger 2005). Il semble donc que les
Cx. pipiens ne prennent pas de repas de sang pendant la période de diapause. Ainsi, comme
les femelles retrouvées en hibernation sont essentiellement nullipares, la majorité des femelles
Cx. pipiens destinées a hiberner semblent uniquement se nourrir de jus sucrés pour développer
des réserves et gagnent ensuite les gites d’hibernation®” (Vinogradova 2000). Si on peut
extrapoler ces résultats aux autres Culex, la persistance du virus chez les Culex passe
nécessairement par une transmission verticale, c'est-a-dire une transmission de la femelle
infectée a sa descendance qui entrera en diapause (Rosen 1987). Dans ce cas, les Aedes
peuvent aussi permettre la persistance du virus pendant I’hiver.

L’existence d’un tel phénomene en conditions naturelles est suggérée par 1’isolement du
virus West Nile chez un male Cx. univittatus au Kenya (possible transmission sexuelle)
(Miller et al. 2000) et démontrée par I’isolement du virus chez des adultes
Cx. quinquefasciatus issus de larves collectées en Californie (Reisen et al. 2006b). La
transmission verticale du virus West Nile a été reproduite au laboratoire™ en 1990 pour
Ae. albopictus, Ae. aegypti et Cx. tritaeniorhynchus (Baqar et al. 1993).

Différents essais expérimentaux ont été réalisés aux FEtats-Unis pour quantifier ce
phénomene (Dohm et al. 2002b ; Goddard et al. 2003 ; Reisen et al. 2006b). Ils se déroulent
sur le méme schéma : des femelles sont inoculées en intrathoracique, sont gorgées 5 a 7 jours
postinoculation et la descendance est élevée jusqu’au stade adulte et testée sur cellules Vero
pour la présence de virus (annexe 1). Seuls Reisen et al. (2006b) quantifient la transmission
verticale pour des femelles Cx. tarsalis exposées oralement au virus West Nile.

Il en ressort que le virus West Nile peut étre transmis verticalement chez les Culex et les
Aedes, comme c’est le cas pour les autres Flavivirus : virus de la dengue et de la fievre jaune
chez Ae. aegypti et Ae. albopictus, de 1’encéphalite de Saint Louis chez Cx. farsalis,
Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus et Cx. nigripalpus, ou de 1’encéphalite japonaise chez

Cx. tritaeniorhynchus et Cx. vishnui (Rosen 1987). Les taux minimaux d’infections filiales

32 Dans les zones de transition entre climats tempéré et tropical, il peut exister pour la méme espéce un dégradé
de comportements entre diapause franche et absence de diapause. Voir les études réalisées sur Cx. farsalis en
Californie (Reisen ef al. 1986a, 1986b, 1986¢).

33 Voir annexe 1 pour le détail des résultats des essais expérimentaux de transmission verticale.
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sont faibles et équivalents a ce qui est observé pour les autres Flavivirus, a savoir entre 0,1 et
1 % (Rosen 1987). Pour étre plus précis, chez Cx. tarsalis, seule une partie des femelles
(= 25 %) transmet le virus West Nile a sa descendance, avec un taux moyen de 4,1 % (Reisen
et al. 2006b), phénomene déja observé chez Cx. tritaeniorhynchus et le virus de I’encéphalite
japonaise (Rosen et al. 1989). La transmission sexuelle du virus West Nile est possible, mais
les femelles infectées ne sont pas capable de transmettre le virus horizontalement (Reisen et
al. 2006b), comme c’est le cas pour le virus de La Crosse et Aedes triseriatus (Say)
(Thompson et Beaty 1976).

Ainsi, il est certain que le virus West Nile peut se maintenir dans ses foyers des zones
tempérées d’une année sur 1’autre en survivant a 1’hiver. Si les hypothéses concernant les
modalités de son maintien sont posées, I’importance relative de chacun des phénomenes est

encore a évaluer.
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En résumé, les cycles de transmission décrits il y a 50 ans en Egypte montrent une grande
uniformité a travers le monde. Les oiseaux sont les hotes naturels du virus West Nile, les
moustiques du sous-genre Culex (Culex) les principaux vecteurs et les hommes et chevaux les
principales victimes. Secondairement et localement, d’autres cycles de transmission sont sans
doute possibles, avec d’autres vertébrés comme hotes amplificateurs (mammiferes, reptiles ou
batraciens) et une transmission directe ou vectorielle (moustiques) ou avec d’autres
arthropodes vecteurs (Argasidae) et des oiseaux comme hétes amplificateurs. L’identification
des especes d’oiseaux et de moustiques responsables de la transmission du virus reste a mener
dans de nombreux endroits du monde. Plus généralement, les voies de transmission du virus
aux mammiferes (role relatif des Culex ou des vecteurs « ponts») ne sont pas encore
totalement expliquées. Les mémes souches de virus West Nile circulent dans plusieurs zones
de transmission différentes, introduites par les oiseaux migrateurs. Néanmoins, le virus est
capable de se maintenir localement d’une saison sur 1’autre. Bien que les différentes
hypotheses de ce maintien soient posées (Figure 2), le role relatif de chacune d’entres elles

reste a élucider.
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Figure 2 : Schéma général de I’épidémiologie de la fievre West Nile.
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La fievre West Nile en France

Nous détaillerons d’abord les épisodes de circulation du virus West Nile en France. Deux
périodes se distinguent. Au début des années 1960, le virus est pour la premiere fois décrit en
France, ou il est responsable d’encéphalites humaines et équines. Aprés 35 années de
« disparition » de la maladie, le début des années 2000 est témoin de nouveaux épisodes de
transmission. Cette description en deux temps a pour but de souligner les questions soulevées
par ces derniers épisodes en regard des travaux réalisés il y a maintenant 40 ans.

Ensuite, nous nous intéresserons a l’environnement des zones de transmission du virus
West Nile. Ainsi, aprés un apercu rapide du Midi méditerranéen et de son climat, nous
decrirons la zone d’étude, a savoir la zone de transmission autour du delta rhodanien.

1. Une histoire en deux temps

« En Camargue et dans les régions voisines de I’Hérault et du Gard persiste,
depuis longtemps, 1’énigme étiologique d’un syndrome parésique postérieur du
cheval, baptisé « lourdige » en dialecte provencal local, pour évoquer la démarche
ebrieuse, « lourde », de ’animal atteint. [Ce syndrome était] déja décrit dans les
textes anciens du XIX® siécle retragant [’histoire culturelle et pathologique de la
Camargue. »

(Joubert et Oudar 1970)

« Les cliniciens de la région de Montpellier ont observé, des 1935 et
Jusqu’en 1942, plusieurs types de syndromes grippaux estivaux d’évolution courte et
bénigne qui laissaient aprés eux une asthénie profonde pouvant durer plusieurs
semaines. De véritables épisodes épidémiques ont été observés a plusieurs reprises
dans la région de Mauguio-Lunel (...). Il s’agissait essentiellement d’affections
fébriles d’apparition brutale et persistant trois a quatre jours avec des céphalées,
des courbatures, une injection conjonctivale et un léger état méningé. »

(Panthier et al. 1968)

« On observe aussi des cas d’encéphalites séveres ne relevant pas des
étiologies bactériennes ou virales habituelles. Enfin, on parle souvent dans la
région de fievres d’été, de grippes d’été, de fiévres des marais, de fiévres
d’acclimatation. »

(Hannoun et al. 1964a)
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1.1. Les années 1960 : description et premiéres études

Au cours de I’été¢ 1962, de nombreux cas d’encéphalites graves sont constatés, en
Camargue et dans la partie orientale du Bas-Languedoc, aussi bien chez I’homme que chez le
cheval (Panthier 1968). L’analyse des sérums de malades prélevés montre la circulation d’un
arbovirus du groupe B** (Panthier 1968). Un « groupe de recherche sur les arbovirus en
France » est alors constitué pour enquéter de maniere rétrospective. Quelques cas humains de
méningite ou d’encéphalite, apparus entre fin juin et fin septembre, sont répertoriés, les cas
les plus graves semblant apparaitre chez les adultes les plus agés (Panthier ef al. 1968). Une
trentaine de cas équins en Camargue et une cinquantaine dans la région de Beaucaire sont
recensés (Joubert et al. 1970). La maladie est apparue au début de 1’été, avec le maximum de
cas entre le 15 aoft et le 15 septembre. Elle a touché un dixieme des 500 chevaux de la zone
et a tué 25 a 30 % des chevaux malades (Joubert et al. 1970). 1l apparait suite aux examens
sérologiques qu’un virus apparenté au sous-groupe encéphalite japonaise/West
Nile/encéphalite de la Murray Valley circule dans la région, au coté du virus Tahyna et du
virus de la fievre a phlébotomes type Sicile (Hannoun et al. 1964a). Le virus West Nile est
fortement suspecté.

En 1964, trois missions successives sont organisées en juin, septembre et novembre, afin
d’isoler le virus circulant (Hannoun et al. 1964a). Des prélévements sanguins sont effectués
sur des hommes, des chevaux, des mammiferes domestiques, des rongeurs, des lagomorphes,
des oiseaux de basse-cour et sauvages et sur des animaux sentinelles. L’ensemble des especes
prélevées présentent des anticorps (Hannoun et al. 1966). En septembre 1964, 900
Cx. modestus, 50 Aedes caspius (Pallas) et 12 Anopheles hyrcanus (Pallas) sensu lato sont
collectés sur la digue au Rhone aux alentours du Sambuc. Le virus West Nile est isolé d’un
des lots de Cx. modestus et du sang de deux entomologistes qui ont présenté une brusque
fievre de trois jours avec frissons et céphalées (Hannoun er al. 1964b). Ce virus est de
nouveau isolé en 1965 de lots de Cx. modestus capturés a la Capeliére et du cerveau d’un
poulain atteint d’encéphalite (Panthier et al. 1966). Par la suite, des enquétes sérologiques
chez ’homme ont permis d’identifier deux foyers principaux sur le littoral méditerranéen
(carte 1) : le foyer camarguais s’étendant a I’ouest jusqu’a Agde et Montpellier, limité au nord

par Nimes et Beaucaire et débordant légérement le grand Rhone a ’est et le foyer de la Cote

34 Ce groupe contenait alors les virus suivants (dans la nomenclature de la référence citée) : figvre jaune,
encéphalite japonaise, encéphalite Saint Louis, encéphalite Murray Valley, dengue, encéphalites a tiques Europe
et Extréme-Orient, fievre hémorragique d’Omsk, Louping-ill, N’taya, Wesselsbron, West Nile, virus de chauves-
souris (Joubert et Oudar 1969).
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d’Azur, englobant Cannes et Menton (Joubert 1975). Des preuves sérologiques® sont
¢galement mises en évidence en Corse (Joubert 1975).

La Camargue est une zone écologique particuliere (Hoffmann ez al. 1968). La diversité de
ses habitats en fait une terre d’accueil pour de nombreux oiseaux résidents ou migrateurs
venus nicher ou hiverner. On peut estimer a preés de 300 le nombre d’especes d’oiseaux
réguliecrement présentes (Jourdain et al. 2007b). Les groupes systématiques les plus
représentés comprennent des especes adaptées aux zones humides dans le sens le plus large, a
savoir les anatidés (canards, oies), les laridés (mouettes, goélands...), les limicoles
(chevaliers, pluviers...), les ardéidés (hérons), les rallidés (foulques, poules d’eau...), les
phoenicotéridés (flamands roses) et certains passereaux (Hoffmann ez al. 1968). De plus, une
vingtaine d’especes de moustiques sont recensées en Camargue, dont Cx. modestus, qui est
considéré comme une espéce en pleine expansion a cause du développement de la riziculture
(Rioux et Arnold 1955 ; Rageau et Mouchet 1967). Les densités importantes d’oiseaux et de
moustiques font sans doute de la Camargue un milieu privilégié pour la transmission du virus
West Nile, tout comme les autres zones deltaiques du bassin méditerranéen ou de I’Europe :
les deltas du Nil, du Danube, de la Volga... Le virus West Nile est alors considéré comme
enzootique en Camargue (Hoffmann et al. 1968).

A vpartir de 1966, la maladie semble disparaitre : aucun cas humain ou équin n’est
rapporté. Une enquéte sérologique, réalisée en Camargue de 1975 a 1979, donne une
séroprévalence de 4,9 % chez I’homme (n = 242) et de 2 % chez le cheval (n = 99) et la
séroconversion de lapins sentinelles montre une circulation du virus West Nile en 1978
(Rollin ef al. 1982). Entre 1982 et 1983, aucun des 54 petits mammiferes prélevés en Corse ne
présentent d’anticorps contre le virus West Nile (Chastel et al. 1986). Entre 1986 et 1987, sur
61 lapins de garenne (Oryctolagus cuniculus) prélevés dans les environs du Sambuc, un seul
présentait une réaction sérologique au virus West Nile, soit une prévalence de 1,6 % (Le Lay-

Rogues et al. 1990).

3 Pour ’anecdote, lors d’une conférence en 1965, le professeur Joubert « évoque le cas d’un chevreuil tué en

Alsace a ’automne dernier et dont le serum se révélera tres positif a [’antigene West Nile » (Joubert et Oudar
1965)
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1.2. Le retour aprés 35 ans de silence

Le 6 septembre 2000, I’infection par le virus West Nile de deux chevaux atteints
d’encéphalite est confirmée par analyse sérologique et isolement viral (Murgue et al. 2001b).
Ces chevaux proviennent de Lansargues, une commune située a une dizaine de kilométres des
limites de la Camargue gardoise. Entre début septembre et fin octobre, 58 cas équins
confirmés et 18 probables sont recensés, avec environ 30 % de 1étalité (Murgue et al. 2001D).
Une enquéte sérologique menée dans un rayon de 10 kilomeétres autour de chaque cas
confirmé donne une séroprévalence®® de 8,5 % sur les 5107 équins prélevés (Durand et al.
2002). L’analyse de la distribution géographique des chevaux séropositifs situe I’épicentre sur
les communes Lansargues/Lunel (Durand et al. 2002), c'est-a-dire en zone de Costiére,
dominée par la vigne et la culture, en dehors des zones humides du delta. La séroprévalence
est constante quel que soit 1’age (Durand et al. 2002), suggérant une €pizootie en zone naive.
Il est vraisemblable que la zone d’enzootie ait été centrée sur les zones humides du delta
camarguais et que le virus ait été¢ dispersé, sans doute par des mouvements d’oiseaux ou de
vecteurs, vers les zones s€ches voisines (Jourdain et al. 2007b).

Un systeme de surveillance de 1’activité du virus West Nile est mis en place suite a cet
épisode, comprenant un volet aviaire de surveillance active (Hars ef al. 2002) et un volet
équin de surveillance active et passive (Zientara et al. 2004). Par ce biais, des séroconversions
sont mises en ¢évidence chez les oiseaux en 2001 et 2002 (Zeller et Schuffenecker 2004) et
chez des équidés (Zientara et Leblond 2002), mais sans apparition de la maladie. Le systéme
de surveillance ne concerne alors que la zone camarguaise. En septembre 2003, un habitant de
Fréjus (Var), présentant des signes de méningo-encéphalite, est confirmé infecté par le virus
West Nile (Del Giudice et al. 2004). Au total, 7 cas humains sont décrits dans le Var, associés
a 4 cas €équins, dont un fatal. En octobre, une enquéte sérologique est effectuée dans un rayon
de 30 kilometres autour du cas équin mortel, et concerne au total 906 équidés. La
séroprévalence en IgG varie de 3 a 95 % parmi les écuries positives (80 % du total des
écuries) et est en moyenne de 33,7 % (Durand et al. 2005). La circulation du virus West Nile
pourrait €tre réguliére dans certaines zones du Var, notamment dans la vallée de I’ Argens, a
proximité de ZICO (zones importantes pour la conservation des oiseaux) (Durand et al.

2005).

3% 11 s’agit ici de la séroprévalence en immunoglobulines G (IgG). Ces anticorps persistent longtemps et donc la
distinction entre une infection ancienne ou récente n’est pas possible.
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L’année suivante, c’est de nouveau en Camargue, plus précisément autour des Saintes-
Maries-de-la-Mer que le virus West Nile circule. Une quarantaine de cas équins (avec environ
10 morts) est rapportée essentiellement durant le mois de septembre 2004, aprés que des
séroconversions aviaires ont été¢ signalées par le systeme de surveillance pendant le mois
d’aolt (Zeller et al. 2004). Les cas sont concentrés autour de la jonction de la Grande
Camargue, de la Petite Camargue et de la Camargue gardoise, mais une partie est recensée a
’ouest de la Camargue gardoise, dans la zone seche (Zeller et al. 2004). L’isolement du virus
chez un moineau domestique et une pie européenne moribonds montre que les deux souches
sont trés proches de celle isolée en 2000 (Jourdain et al. 2007a). Cette souche identifiée en
2000 aurait pu se maintenir localement et circuler a bas bruit (entralnant uniquement des
séroconversions) entre 2001 et 2003 pour finalement se manifester de nouveau en 2004.
Aucune circulation virale n’a été détectée par le réseau de surveillance en 2005 (Hars et al.
2006). Le 29 septembre 2006, un cas équin est confirmé a Argelés-sur-Mer, dans les
Pyrénées-Orientales. Cinq cas équins West Nile sont confirmés, les symptomes €tant apparus

chez ces chevaux entre les 16 et 25 septembre”.

1.3. Mise en paralléle de ces deux périodes

La circulation du virus West Nile a ét¢ mise en évidence a presque 40 ans d’intervalle dans
deux zones géographiques bien distinctes, 1’une située entre Montpellier, Beaucaire et Fos-
sur-Mer, ’autre située sur la Cote d’Azur. De plus, un nouveau foyer de circulation a été
défini prés de Perpignan. Quelles sont les questions soulevées par la mise en paralléle de ces
deux périodes de transmission ?

Dans les années 1960, le virus West Nile a été isolé uniquement chez Cx. modestus deux
années consécutives (Hannoun et al. 1964b ; Panthier ef al. 1966). Cette espece a donc été
considérée comme le principal vecteur du virus West Nile en Camargue et sa biologie a été
étudiée apres les premiers épisodes de transmission (Mouchet et al. 1970). Culex modestus est
actif des février et jusqu’en octobre et pique agressivement une grande variété d’hotes :
mammifeéres (homme, cheval, taureau, lapin, mouton...), oiseaux et reptiles (Mouchet et al.
1970). Les gites larvaires sont constitués des roseli¢res et marais a végétation serrée (jonc et

scirpe), mais aussi des rizieres évoluées. Les gites de repos des femelles sont constitués des

37 Communiqué de presse de I’Institut de veille sanitaire du 4 octobre 2006 (http://www.invs.sante.fr)
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roselieres, des haies et de la ripisylve, les femelles ayant un rayon de vol en milieu découvert
tres faible (Mouchet et al. 1970). Les femelles Cx. modestus passent I’hiver en Camargue
dans la végétation serrée des roselieres (Mouchet et al. 1969). Le virus West Nile pourrait se
maintenir d’une année sur ’autre chez ce vecteur. Soit les femelles s’infectent avant 1’hiver —
I’hibernation ne semble pas compléte chez cette espece (Mouchet ef al. 1969) — soit le virus
se maintient par transmission verticale. Les tentatives d’isolement viral chez des femelles
hivernantes ont échoué¢ (Mouchet er al. 1969). Aucun essai expérimental de transmission
verticale n’a été mené avec Cx. modestus, vraisemblablement parce qu’en France toutes les
tentatives d’¢levage ont échoué™® (Callot et Ty 1942, 1944-1945 ; Rioux 1958 ; Mouchet et al.
1970). Les femelles, reprenant leur activité en février piquent, pondent et meurent. Les
températures encore basses rendent le temps de développement larvaire trés long. Ainsi, les
femelles sorties de I’hiver meurent avant que leur descendance n’ait pu émerger et on observe
une trés faible densité d’adultes pendant le mois d’avril et le début de mai (Mouchet et al.
1970). Les tres faibles densités de I’espece a cette époque de 1’année la rendent peu propice a
la circulation et a I'introduction du virus. C’est pourtant a cette période que la majorité des
oiseaux migrateurs en provenance d’Afrique arrivent (migration de printemps)’’. De plus, si
le virus a passé I’hiver chez les femelles hivernantes, il reste a éclaircir comment le virus se
maintient au cours de cette période de faibles densités.

Culex modestus est une espece de zones humides, abondante dans les deltas et les zones
inondables. La transmission du virus West Nile en zone séche (zone de la Costiére en marge
de la Camargue ou plus typiquement zone varoise), inapte a priori au développement et au
déplacement de Cx. modestus, pose la question de I’existence d’autres vecteurs ou remet en
cause la distribution supposée de Cx. modestus. Les enquétes entomologiques menées dans le
Var durant I’année 2004 (Schaffner, pers. comm.) et dans les Pyrénées-Orientales début
octobre 2006 (L’ Ambert, pers. comm.) n’ont pas détecté la présence de Cx. modestus.

Entre les années 2000 et 2004, le virus West Nile semble avoir circulé chaque année, avec
seulement deux années épizootiques. Le rythme d’apparition d’épizooties est-il a relier au
vecteur ou a d’autres facteurs : introduction du virus, immunité de la population ? Certains
travaux suggerent des conditions météorologiques particulieres influengant les densités de
Cx. modestus les années €pizootiques, sans exclure d’autres facteurs (Ludwig 2004 ; Ludwig

et al. 2005).

3 De tels essais ont peut-étre été menés en Russie ou en Europe de 1’Est, oul des populations sténogames et
autogenes ont été signalées (Mouchet et al. 1970), mais aucune littérature n’a été retrouvée.
3% Voir les travaux de D. Doctrinal (Doctrinal 2004 ; Doctrinal ez al. 2005).

41



Chapitre 2. La fievre West Nile en France

En résumé, des encéphalites humaines et équines dues au virus West Nile ont été
observées dans le sud de la France en 1962 et les années suivantes. D’ importantes recherches
ont été¢ conduites sur les cycles de transmission, permettant les premiers isolements du virus
en Europe occidentale. Deux zones de transmission ont pu étre identifiées, I’une camarguaise
et I’autre azuréenne. Depuis les années 1960, Cx. modestus est supposé étre le principal
vecteur. Mais il est absent des zones varoises de transmission et a priori peu abondant dans la
partie seche de la zone camarguaise. L’implication de Cx. pipiens est fortement suspectée,
mais il est considéré comme presque exclusivement ornithophile en zone rurale. Les questions
posées par ces nouveaux ¢épisodes en France font écho aux interrogations précédemment
exposées (chapitre 1).

Quelle est la capacité des espéces de Culex ornithophiles a transmettre le virus West Nile
aux mammiferes (Cx. modestus en marge de sa zone de distribution classiquement décrite et
Cx. pipiens en dehors de ses préférences trophiques) ?

Quel est le role relatif de chaque espéce de Culex dans les cycles de transmission ?

D’autres espéces de moustiques, notamment mammophiles, sont-elles impliquées dans les
cycles de transmission du virus West Nile en France ?

Les moustiques peuvent-ils assurer le maintien du virus d’une année sur I’autre et initier

un nouveau cycle de transmission ?
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2. Les terrains de jeu du virus West Nile

2.1. Le Midi méditerranéen et son climat

Le littoral méditerranéen. Le Midi méditerranéen est caractérisé par une végétation
xérophile typique, qualifiée souvent de végétation méditerranéenne (Harant et Jarry 1961 ;
Bournérias et al. 1992)*. 11 est difficile d’en donner une caractéristique unique. Louis
Emberger associe la zone méditerranéenne a 1’aire de répartition du chéne vert", Quercus
ilex. Charles Flahault préfere la zone ou la culture de 1’olivier est possible. Néanmoins il
concédait que : « le Chéne vert est partout, dans le bassin francais de la Méditerranée, ou
regne le climat méditerranéen ; il est partout ou se développe la flore méditerranéenne dans
les limites du bassin. 1l est le terme principal d’une association de végétaux qui caractérise la
région méditerranéenne, mieux que tout autre caractere » (Flahault 1937). En France, la zone
méditerranéenne est cerclée d’un étage montagnard, comprenant d’ouest en est : les Albéres et
Corbicres (Roussillon), la Montagne Noire, les Cévennes et ses Causses (Languedoc) et les
Préalpes (Provence et Cote d’Azur). A 1’ouest, le Midi méditerranéen s’arréte avant la ligne

de partage des eaux, au sud a la bande littorale et a I’est aux Alpes maritimes.

Le littoral méditerranéen présente deux zones bien distinctes, la cote d’Azur a 1’est et le
golfe du Lion & I’ouest, séparées grossiérement par le Rhone. A I’est, le littoral, rocheux et
découpé, est contigu a des massifs montagneux de formation géologique ancienne (les
Maures, 1’Estérel...) fragmentés en un systéme complexe de basses montagnes et cuvettes
réduites.

A D’ouest, la cote réguliére est une édification marine qui a gagné une dizaine de
kilométres sur les rivages anciens. Ainsi, d’anciens ports romains, Montpellier, Agde ou
Narbonne, sont aujourd’hui prisonniers des terres. Cette construction est le résultat de I’action
des fleuves (apport de sédiments), de la mer (courants marins d’est en ouest, faibles marées,
faibles profondeurs de la plate-forme littorale) et de points d’appui rocheux (Maguelone,
Mont Saint-Clair...). En bordure du golfe du Lion, on trouve une succession de grands étangs,

alimentés en eau douce par un fleuve et communiquant avec la mer par un grau. Autour de ce

% Sauf autre citation, les éléments bibliographiques principaux proviennent de ces deux publications, qui ne
seront pas citées a chaque fois dans un souci de lisibilité.

! Les noms latins des végétaux utilisés dans ce document correspondent & ceux préconisés par M. Kergélen
(http://www.dijon.inra.fr/flore-france/index.html).
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golfe, en partant de la mer vers I’intérieur des terres, se succedent une bande d’étangs
saumatres, la zone de Costicre plus ou moins large, le pays de garrigue bord¢ au nord par les

Causses, puis les sommets cévenols pour I’Hérault et le Gard (carte 2).
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Carte 2 : Carte botanique simplifiée du domaine méditerranéen francais, d’aprés Flahault (1937).
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Dans la partie orientale du golfe du Lion, deux entités se distinguent. L’ancien delta de la
Durance a fagonné la Crau : triangle calcaire, essentiellement constitué¢ de galets et cailloutis
des Alpes et de la Provence, limité au nord par les Alpilles. Aujourd’hui la Durance se jette
dans le Rhone, qui a comblé la majorité du golfe Séte-Avignon-Fos en charriant graviers et
limons. Un de ces anciens bras a formé la Costiere, zone de transition entre la partie
sablonneuse des étangs et la partie calcaire des garrigues. La Camargue constitue ’actuel
delta du Rhone (carte 2). Ce dernier se sépare au nord d’Arles en un grand et un petit Rhone.
Entre les deux, se situe I’ile deltaique du Rhone : la Grande Camargue. Les bras du fleuve
n’ont pas toujours suivi ce cours et une zone plus vaste que I’ile deltaique peut étre englobée
dans le terme de Camargue, tant I’environnement est similaire. Il s’agit a 1’est du Grand
Rhone, du Grand Plan du Bourg et, a ’ouest du Petit Rhone, de la Petite Camargue (entre
I’ancien Rhéne Vif et le Petit Rhone) et de la Camargue gardoise*” (entre le Petit Rhone et le
canal du Rhone a Seéte). Le littoral camarguais est un des plus mobiles au monde, il a
longtemps gagné sur la mer grace a ’apport de matériaux par le Rhone. Aujourd’hui, avec la
diminution de P’apport de la fraction solide amenée par le Rhone (aménagement hydro-
¢lectrique et endiguement du Rhone), certains points du littoral s’érodent, et d’autres

s’engraissent.

Le climat méditerranéen. Il est caractérisé par un été chaud et sec, un automne ou se
concentrent les pluies et un hiver relativement doux.

Sur la zone Camargue-Costiére-Etang de Mauguio, il pleut entre 500 et 800 mm par an
(Ascensio 1984), les isohy¢etes des précipitations €tant paralleéles au relief cévenol. Il pleut
460 mm sur les plages de la Grande Camargue, 620 mm a Arles et entre 700 et 800 mm par
an sur la Costiere et I’Etang de Mauguio (Ascensio 1984 ; Bournérias et al. 1992). Les
précipitations augmentent régulierement d’aolit a octobre (mois le plus pluvieux) mais
décroissent irrégulierement de novembre a juillet (mois le plus sec), avec des maxima locaux
éventuels en janvier ou février (Ascensio 1984). A la fin de 1’été, sous ’effet des vents de la
mer, les masses d’air chaud et humide sont déplacées du littoral vers les reliefs cévenols. Si
elles rencontrent des masses d’air froid venues du nord, éclatent de violents orages (par
exemple, 400 mm a Nimes en 6 heures le 3 octobre 1988). Ce sont les pluies cévenoles, qui,
lorsqu’elles tombent dans un bassin versant, ruissellent jusqu’a la mer dans les lits calcaires.

En dehors de ces phénomeénes exceptionnels, les pluies sont souvent rares et intenses.

*2 Dans la suite du manuscrit, en I’absence d’indication contraire, le terme Camargue sera & prendre dans sa
définition large (Grande Camargue, Petite Camargue, Camargue gardoise et Plan du Bourg).
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La température moyenne annuelle est d’environ 14,5 °C, avec 23 °C en juillet (mois le
plus chaud) et 5 °C en janvier (mois le plus froid). Cependant la température quotidienne la
plus élevée est souvent enregistrée en aott (10 a 30 jours/an ou la température dépasse 30 °C,
de juin a septembre) et la plus basse en février (20 a 30 jours/an ou la température descend au
dessous de 0 °C, de décembre a mars). L’amplitude entre les valeurs des températures

minimale et maximale augmente au fur et & mesure que 1’on s’¢loigne de la cote.

L’ouest du littoral méditerranéen est soumis a quatre vents principaux : le mistral
d’orientation nord, la tramontane d’ouest, le marin du sud et le grec de sud-est, ces deux
derniers apportant la pluie (Harant et Jarry 1961). Le mistral présente une orientation nord
presque parfaite dans la plaine du sillon rhodanien, pour subir une diffluence a sa sortie. Ainsi
le mistral vient du nord a Nimes, du nord-nord-est & Montpellier et du nord-nord-ouest a la
Tour du Valat. Il est le vent quasi exclusivement dominant a Nimes, alors que Montpellier
subit aussi I’influence d’un vent ouest-nord-ouest et la Tour du Valat d’un vent sud-sud-est
(Ascensio 1984). En Camargue, le mistral dépasse les 5 km/h durant 280 jours par an
(Bournérias et al. 1992).
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2.2. Le triangle camarguais du virus West Nile

2.2.1. La Camargue

« Les terres cultivées dépassées, nous voici en pleine Camargue sauvage. A
perte de vue, parmi les padturages, des marais, des roubines, luisent dans les
salicornes. Des bouquets de tamaris et de roseaux font des ilots comme sur une mer
calme. Pas d’arbres hauts. L’ aspect uni, immense, de la plaine, n’est pas troublé.
De loin en loin, des parcs de bestiaux étendent leurs toits bas presque au ras de
terre. Des troupeaux dispersés, couchés dans les herbes salines, ou cheminant
serrés autour de la cape rousse du berger, n'’interrompent pas la grande ligne
uniforme, amoindris qu’ils sont par cet espace infini d’horizons bleus et de ciel
ouvert. Comme de la mer unie malgré ses vagues, il se dégage de cette plaine un
sentiment de solitude, d’immensité, accru encore par le mistral qui souffle sans
reldche, sans obstacle, et qui, de son haleine puissante, semble aplanir, agrandir le
paysage. Tout se courbe devant lui. Les moindres arbustes gardent [’empreinte de
son passage, en restent tordus, couchés vers le sud dans [’attitude d’une fuite
perpétuelle... »

Alphonse Daudet, Lettres de mon moulin, 1869

La Camargue peut étre schématiquement séparée en deux parties, 1’'une fluvio-lacustre au
nord, la Camargue agricole, et 1’autre laguno-marine au sud, pays de sel (carte 3). Tout
paysage des zones humides est le résultat d’une action en deux dimensions, celle de la salinité
et celle des conditions hydriques (durée d’inondation). L’eau provient pour sa partie douce
des pluies irrégulieres, de I’irrigation et des débordements du Rhone (pour les zones hors
digue), et pour sa partie saumatre des entrées maritimes. La teneur en sel est influencée par
des facteurs climatiques (évapotranspiration, vent, pluie), par le substrat (pédologie et
topographie), par I’hydrogéologie (profondeur et salinité de la nappe phréatique, drainage de
I’eau), par la couverture végétale ou encore par 1’action de I’homme et des animaux (Corre
1975).

Schématiquement, on distingue en Camargue une zone halophile, occupée par les dunes,
les lagunes et les étangs saumatres, les marais et les prés salés, et une partie dulgaquicole,
composée des milieux aquatiques d’eau douce, des zones boisées et des milieux cultivés

(Molina 1996)*.

# Sauf indication contraire, les principaux éléments descriptifs sont tirés de la Flore de Camargue (Molina
1996).
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Carte 3 : Carte d’occupation des sols de la zone camarguaise.
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Les dunes

Les dunes peuvent se séparer en dunes littorales et dunes intérieures, comprenant les
montilles*, anciennes dunes littorales intériorisées par I’avancée du littoral, et les dunes
fluviatiles en bordure des bras du Rhone.

Les dunes littorales naissent de la capacité de plantes pionnieres, comme le cakile
maritime (Cakile maritima) ou la salicorne glauque (Arthrocnemum macrostachyum), a
pousser dans un environnement tres salé. Le vent pousse le sable, qui s’accumule au pied des
plantes pionnieres. Une fois ensevelies, elles sont remplacées par d’autres plantes capables de
résister a I’ensevelissement comme le chiendent des rivages (Elytrigia juncea). Dés que 1’eau
de pluie a dessalé ces petites dunes, d’autres plantes moins halophiles continuent a édifier la
dune : c’est le cas de ’oyat (Ammophila arenaria). La lentille « sous-dunaire », poche d’eau
douce reposant sur la nappe salée, permet a différentes plantes de coloniser la dune. La
présence de la dune et de la lentille d’eau crée, du coté opposé a la mer, un environnement
juxta-dunaire préservé du sel. Au fur et a mesure que I’on s’¢loigne de la dune, le sel
redevient prédominant. Dés que la force des ¢léments (vent et sel) s’adoucit, la dune vive tend
a devenir fixe et a étre colonisée par des arbustes et par des arbres comme le pin pignon
(Pinus pinea). Aujourd’hui, 1’évolution vers ces dunes fixes est rare en Camargue, a cause des
vents violents, de la diminution de 1’apport de sédiments par le Rhone et de I’augmentation de

la pression anthropique (Huet 2000).

Les dunes littorales intériorisées, ou montilles, ont une organisation compliquée, li¢e a
I’histoire de la formation de la Camargue. Les plus célebres sont les bois de Rieges, au sud du
Vaccares, recouverts d’une végétation arborescente de genévriers de Phénicie et dont les
fourrés sont constitués de filaires, garances voyageuses (Rubia peregrina), pistachiers
lentisques (Pistacia lenticus) et romarins (Rosmarinus officinalis).

Les dunes fluviatiles sont des formations en bordure des bras du Rhone, témoins du temps
ou le Rhone, en débordant, déversait d’énormes quantités de sédiments. Leur évolution tend
vers une couverture par le chéne vert et les plantes caractéristiques de 1’yeuse verte (Molina

1996).

* Le terme de montilles sert aussi a décrire les bourrelets des lagunes et des étangs (Molina 1996).
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Les lagunes et les étangs saumatres

« De place en place, les étangs fumaient au soleil comme d’immenses cuves,
gardant tout au fond un reste de vie qui s agitait, un grouillement de salamandres,
d’araignées, de mouches d’eau cherchant des coins humides. 1l y avait la un air de
peste, une brume de miasmes lourdement flottante qu’épaississaient encore
d’innombrables tourbillons de moustiques. »

«Ce qu’il y a de beau en Camargue, c’est le Vaccarés. Souvent,
abandonnant la chasse, je viens m’asseoir au bord de ce lac salé, une petite mer qui
semble un morceau de la grande, enfermé dans les terres et devenu familier par sa
captivite méme. Au lieu de ce dessechement, de cette aridité qui attristent
d’ordinaire les cotes, le Vaccares, sur son rivage un peu haut, tout vert d’herbe fine,
veloutée, étale une flore originale et charmante : des centaurées, des tréfles d’eau,
des gentianes, et ces jolies saladelles, bleues en hiver, rouges en été, qui
transforment leur couleur au changement d’atmosphere, et dans une floraison
ininterrompue marquent les saisons de leurs tons divers. »

Alphonse Daudet, Lettres de mon moulin, 1869

Les lagunes sont des étangs littoraux, salés, permanents et de faible profondeur (Les
Ecologistes de I'Euziére 1998)*. En Camargue, un complexe réseau d’étangs saumatres est
dominé par le Vaccares, qui occupe une place centrale et absorbe de nombreux apports d’eau
douce. Les lagunes situées sous la digue a la mer sont en communication importante avec la
mer en hiver et en sont isolées en ¢été. L’influence de la mer permet des remontées salées par
les nappes phréatiques, méme au-dela de la digue. Ce phénoméne est particulierement
important par vent de sud. Les sels ainsi dissous passent dans les étangs inférieurs avant de
participer a la resalinisation du Vaccares.

La composition floristique des lagunes et étangs est constituée d’herbiers et d’algues
(phytoplancton et algues macroscopiques). La répartition des herbiers dépend notamment de
la teneur en sel. La cymodocée (Cymodocea nodosa) plutdt marine occupe les zones en
communication avec la mer, alors que le potamot (Potamogeton pectinatus) plutot
dulgaquicole occupe les zones d’entrée d’eau douce. La majeure partie des étangs est occupée
par les ruppias (Ruppia cirrhosa et Ruppia maritima) et par les zosteres (Zostera noltii et
Zostera marina) ayant une tolérance intermédiaire. Nous encourgeons le lecteur a consulter
les ouvrages cités ci-aprés pour une description complétes des différentes algues des lagunes
(Les Ecologistes de I'Euziére 1998 ; Région Languedoc-Roussillon 2001).

Certaines zones lagunaires sont exploitées pour la production de sel : il s’agit des salins
d’Aigues-Mortes et de Salin-de-Giraud. Les bassins sont actuellement compartimentés et
I’eau pompée dans la mer. Quand le niveau de sel devient trés important, seule une algue

microscopique (Dunaliella salina) résiste, donnant une couleur rosée aux lagunes.

* Certains réservent le terme de lagune aux plans d’eau les plus proches de la mer et donc les plus salés (Molina
1996).
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Les milieux temporaires

En Camargue humide, ce sont les milieux naturels les plus propices au développement des
moustiques. Ils sont soumis a une inondation plus ou moins prolongée. Les sansouires ou
enganes dominent les zones ou la salinité est importante. Les milieux a inondation longue et
salinit¢ faible sont occupés par les roselieres. Enfin, on rencontre les prés salés la ou

I’inondation est périodique a accidentelle.

Les sansouires. Les sansouires se rencontrent sur terrains salés limoneux ou sableux. La
durée d’inondation varie de 1 a 8 mois par an et la salinité est dominante, dépassant 30 g par
kilo de sol. Elles sont composées exclusivement de salicornes, supportant de fortes salinités.

Sur les greves des étangs, une formation exclusivement composée d’annuelles (Suaeda
maritima et Salicornia europea) marque la limite atteinte par les derni¢res vagues. En effet,
les graines flottées se déposent en fin d’hiver et au printemps. Elles germent sur place dans un
alignement qui illustrent les différentes phases de retrait de I’eau (Corre 1975).

A proximité immédiate des étangs, on rencontre une formation a salicorne radicante
(Sarcocornia perennis), qui occupe des zones a engorgement permanent et submergées de 7 a
8 mois par an (Corre 1975). Lorsque la durée d’inondation hivernale diminue, dominent les
formations a salicorne en buisson (Sarcocornia fructicosa), parfois trés denses, atteignant 50 a
80 cm. Ces formations sont plus riches que les précédentes, en effet, en plus des salicornes, on
peut rencontrer des saladelles, des joncs, de la soude... (Région Languedoc-Roussillon
2001), en fonction des nuances de salinité et de drainage (Corre 1975).

Lorsque la teneur en sel du sol augmente, les deux formations sont remplacées par la
salicorne glauque, la seule a résister a une salinité trés importante. Sur le sommet des buttes,
ou la submersion est rare, Arthrocnemum macrostachyum prend une forme prostrée. Au
contraire, dans les bas-fonds a submersion quasi permanente, elle prend une forme érigée ; on
la retrouve alors associ¢ée a des plantes aquatiques halophytes, comme Ruppia maritima
(Région Languedoc-Roussillon 2001).

Ces formations servent de gite de ponte a des especes de moustiques, dont les larves sont
halophiles : Aedes detritus (Haliday) et Aedes caspius (Pallas). Ces deux espéces sont
fortement anthropophiles et se dispersent largement, pouvant provoquer d’importantes
nuisances. C’est sur le sol humide, essenticllement dans la zone a salicorne en buisson
(Sarcocornia fructicosa), que ces especes déposent leurs ceufs (Gabinaud 1975). L’éclosion se

produit lors de la mise en eau de ces gites. Elle est alors massive et synchrone (Sinegre 1974).
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Les roselieres et les marais. Ces milieux temporaires sont caractérisés par une période de
submersion longue et une salinité plus faible que dans les sansouires. Dans des gammes de
salinité faible, la composition des especes est déterminée par la profondeur de 1’eau. Maximal
en hiver et minimal en été, c’est surtout le niveau d’eau au printemps qui est important

(figure 3).

Pré salé Jongaie : Bord Scirpaie Roseliére Herbier
sec de . aquatique
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Figure 3 : Succession de la végétation dans un milieu temporaire saumétre de Camargue.
Schéma d’apreés Mesléard et Perennou (1996).

Si ce niveau est supérieur a 50 cm, ce sont les especes les plus hautes qui dominent : les
massettes (Typha angustifolia et Typha latifolia), les grands scirpes (Schoenoplectus litoralis
et Schoenoplectus lacustris) et le roseau (Phragmites australis), ce dernier étant plus
halotolérant que les autres. Il est en revanche défavorisé¢ par 1’accumulation de maticre
organique, le faible niveau d’oxygénation et le patlirage (Région Languedoc-Roussillon
2001). En Camargue, ou toutes les eaux sont plus ou moins saumatres, le roseau domine et
constitue de vastes étendues monospécifiques. La submersion est souvent supérieure a
10 mois par an, la hauteur d’eau importante et la salinité faible. Les formations dominées par
le roseau évoluent par augmentation de la salinité vers les sansouires et par asséchement vers
les prés salés (Corre 1975).

Avec des niveaux d’eau inférieurs au printemps (entre 10 et 50 cm), le scirpe maritime
domine (Bolboschoenus maritimus) formant des scirpaies. Il supporte, de plus, des salinités
plus importantes que le roseau. Néanmoins, si la salinit¢ augmente encore le scirpe maritime
est remplacé par le jonc de Gérard ou par les salicornes. De plus, d’autres facteurs que 1’eau

ou la salinité¢ interviennent, notamment le paturage (Mesléard et Perennou 1996).
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Par la suite, nous réserverons le terme de roseliére aux formations quasiment
monospécifiques de roseaux (Sinnassamy et Mauchamp 2000). Le terme de marais sera
employé pour caractériser des milieux temporaires a submersions longues, ou le roseau est
dominé par les scirpes a cause d’une hauteur d’eau peu importante ou par les joncs a cause du
paturage.

Les zones les plus longuement en eau permettent le développement de moustiques
pondant leurs ceufs sur 1’eau. Ainsi, les roselieres et marais servent de gites larvaires
essentiellement a Cx. modestus et a certaines anopheles (Anopheles maculipennis Meigen

sensu lato ou Anopheles hyrcanus (Pallas) sensu lato) mais aussi a Cx. pipiens (Rioux 1958).

Les prés salés. lls sont caractérisés par une période de submersion de périodique a
accidentelle (moins de 6 mois par an) et une salinité plus faible que dans les sansouires.
Suivant 1’hydromorphie liée au microrelief, on distingue deux grands groupes de prés salés
(Molina 1996).

Dans les zones les plus basses, I’inondation est périodique. C’est le domaine des
graminées vivaces, des joncs et de la saladelle de Narbonne (Limonium narbonense). A la
jonction avec le marais, le dactyle maritime (Aeluropus littoralis) domine (Corre 1975). A
mesure que la durée d’inondation diminue (moins de 4 mois par an), les formations a jonc se
développent pleinement. Les jongaies a jonc maritime (Juncus maritimus) sont souvent
monospécifiques car ce dernier forme des peuplements denses (Région Languedoc-Roussillon
2001). Dans les zones légérement plus séches, différents groupements sont possibles en
fonction du substrat ou de la salinité, les groupements a chiendent (Elytrigia acuta et Elytrigia
elongata) marquant la transition avec les prés salés secs. Ces zones, dont I’inondation est
irréguliere, n’autorisent le développement que d’especes du genre Aedes. Les zones a jonc
maritime sont des gites trés productifs surtout pour Ae. caspius, mais aussi Ae. detritus
(Gabinaud 1975).

Dans les zones plus hautes, la submersion devient exceptionnelle. Les prés salés secs sont
toujours hors d’eau en hiver et la présence de sel est moins intense. On y trouve différents
tréfles et luzernes associés a la laiche (Carex divisa), la paquerette annuelle (Bellis annua) ou
le campanule raiponce (Campanula rapunculus). On peut aussi y rencontrer quelques

orchidées (Ophrys sphegodes, Barlia robertiana...).

53



Chapitre 2. La fievre West Nile en France

Les milieux aquatiques doux

En Camargue, I’influence de la nappe salée se fait sentir dans tout le delta. Aussi la partie
douce est-elle réduite et la séparation entre zone douce et salée plus théorique que réelle. On
peut rattacher a cette classe les parties les plus douces des étangs saumatres (cf. supra), mais
surtout les canaux et roubines qui parcourent la Camargue, distribuant les eaux du Rhone en
fonction des besoins d’irrigation. Ces canaux sont envahis de plantes aquatiques flottantes, a
savoir lentilles d’eau (Lemna sp.) et moréne (Hydrocharis morsus-ranae), ou de plantes
aquatiques fixées, a savoir jussies (Ludwigia sp.), renoncules (Ranunculus baudotii),
myriophylles (Myriophyllum spicatum), potamots (Potamogeton sp.) et naiades (Najas sp.).
De plus ces canaux et roubines peuvent étre colonisés par le roseau. Ils sont en général bordés
de tamaris, d’oliviers de Bohéme (Elaeagnus angustifolia) ou de faux-indigotiers (Amorpha
fruticosa) et éventuellement d’iris (Iris pseudacorus). En tant que milieux doux et

permanents, ces milieux peuvent héberger des espéces de Culex et d’Aedes (Rioux 1958).

Les zones boisées

La forét camarguaise occupait la partie la plus au nord du delta. Aujourd’hui, elle se
résume a une ripisylve s’étirant le long des anciens bras du Rhone et bordant les deux bras
actuels. La strate arborée est composée de peupliers blancs et noirs (Populus alba et Populus
nigra), de frénes (Fraxinus angustifolia), de saules (Salix alba) et aulnes (Alnus glutinosa).
Cette composition illustre 1I’intrusion d’une flore d’Europe tempérée dans la zone
méditerranéenne a la faveur des conditions particulieres offertes par les cours d’eau. En
certains points, on trouve en plus des chénes pubescents et pédonculés (Quercus humilis et
Quercus robur). La strate arbustive est dominée par le laurier (Laurus nobilis), associé a
I’aubépine (Crataegus monogyna) et au sureau noir (Sambucus nigra), sur lesquels se
développent des lianes. Le lierre (Hedera helix) compose 1’essentiel du sous-bois, ou 1’on
rencontre, par exemple, U'iris fétide (Iris foetidissima), la ficaire (Ranunculus ficaria) et
I’arum d’Italie (Arum italicum). Ces zones offrent des gites de développement larvaire pour
les moustiques des trous d’arbres, comme Aedes geniculatus (Olivier) ou Anopheles plumbeus
Stephens. Ces zones étant particuliecrement protégées, elles offrent aussi aux différents

moustiques comme Cx. modestus d’importants gites de repos.
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Les zones cultivées

Jusqu’au XIXC siécle, 1’élevage du Mérinos d’Arles a été ’activité agricole principale de
la Camargue. Les meilleures patures du nord du delta lui étaient alors réservées. Les chevaux
et taureaux étaient relégués dans les marais, essentiellement pour I’entretien de ces zones
marécageuses. Au milieu du XIX® siécle, I’essor des courses taurines a augmenté 1’intérét
porté au taureau et par conséquence au cheval.

Au lendemain de la seconde guerre mondiale, les pelouses, autrefois réservées au paturage
des moutons, ont été récupérées au profit de la riziculture pour pallier la pénurie vivriere et
I’arrét de D’apport colonial. La surface occupée par les riziéres s’étend aujourd’hui a
20 000 hectares. C’est la principale production céréaliere de Camargue (110 000 tonnes de riz
paddy par an). Les semis sont réalisés en général dans la seconde quinzaine d’avril dans une
lame d’eau de quelques centimétres. Un assec est réalis¢é 15 a 20 jours aprés semis, pour
favoriser 1’enracinement et lutter contre certains pathogeénes, mais aussi pour réaliser des
traitements herbicides. Ensuite, la hauteur d’eau est maintenue a 7 centimétres pendant la
phase de tallage, puis a 20 centimetres entre le tallage et la formation des grains. L’eau douce
nécessaire est pompée dans le Rhone et transportée par les roubines. La riziculture est une
grande consommatrice d’eau, en moyenne 23 000 m’ par hectare, dont 5 000 a 10 000
s’infiltrent. Cet apport d’eau douce aboutit a un recul des terres salées. Les riziéres permettent
le développement de différentes especes de moustiques (Rioux 1958). Lors de la mise en eau,
on peut observer des émergences d’Aedes : Ae. vexans ou Ae. caspius. Lorsque ’eau est
permanente, ces gites sont colonisés par Cx. pipiens. Enfin, les riziéres évoluées abritent en
grande quantité des larves de Cx. modestus et d’An. maculipennis s.1. et An. hyrcanus. Ainsi,
Cx. modestus, rare en Camargue avant la seconde guerre, y devient une espéce treés présente
dans les prospections de Rioux (1958) a cause du développement de la riziculture.

La majeure partie des terrains sableux de la Petite Camargue est occupée par la viticulture.
Elle a pris son essor en Camargue a la fin du XIX® siécle, quand le phylloxéra dévastait les
ceps francais, y compris ceux de Camargue, a I’exception des vignes plantées dans le sable ou
inondées en début de saison. Les vignobles d’ Aigues-Mortes ont depuis gardé leur production
particuliére de « vin des sables ».

Les terres cultivées couvrent 50 000 hectares, dont la moitié entre les deux bras du Rhone.
En dehors des deux cultures principales, riz et vigne, le maraichage et I’arboriculture irriguée
se développent dans le nord du delta et le long du Rhone. La culture de 1’asperge est

importante dans les sols sableux de la Petite Camargue.
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2.2.1. La Costiere

Dans la zone d’étude, en dehors de la Camargue, se détachent deux entités, 1’étang de
Mauguio (ou étang de 1’Or) et la Costiére®. La zone des étangs du sud de Montpellier ne
differe pas de la partie littorale de la Camargue, a ceci prés qu’a partir du Grau-du-Roi la cote

est trés urbanisée. Cette partie ne sera pas décrite.

La Costiere correspond a un ancien bras du Rhone. Elle a ¢ét¢ formée, a la fin de I’ére
tertiaire, par le dépot de matériaux grossiers, essentiellement des galets. La Costiere est une
vaste plaine dans sa partie gardoise dominée par Nimes. Elle s’étire vers Montpellier, en
s’amincissant, coincée entre la Camargue et les étangs au sud et les garrigues au nord. Dans sa
limite sud-est, la plaine s’¢éléve en coteaux entre Vauvert, Générac, Beauvoisin et Saint-Gilles,
qui par endroits s’accentuent en puechs (hauteurs en occitan). Cette zone est drainée par le
Vistre et traversée de nombreux cours d’eau qui descendent de la zone des garrigues pour se
jeter dans les étangs et marais littoraux : le Virdoule, séparant 1’Hérault et le Gard, ou plus a
I’ouest le Dardaillon, la Cadoule, le Lez...

La Costiere est couverte de cailloutis a galets siliceux, le gress, trés drainant. La vigne est
la seule culture naturellement adaptée a cette caractéristique. Elle est donc aujourd’hui la
culture dominante de la Costiére. Les travaux d’irrigation du Bas-Rhone-Languedoc ont
dessiné de nouveaux paysages. Les cultures se sont diversifiées, avec 1’apparition de cultures
maraichéres et céréaliéres et de grands vergers. Cette zone trés agricole contraste avec la
Camargue a cause de I’absence d’étendues d’eau et de I’'importance de 1’urbanisation, en
particulier dans 1’Hérault. Ce milieu offre peu de gites naturels pour les moustiques, a part les
trous d’arbre en bord de riviéres. En revanche, de nombreux gites artificiels permettent le

développement de Cx. pipiens, souvent accompagné de Culiseta annulata (Schrank).

La Costiere butte au nord contre la bande calcaire des garrigues. Il existe sans doute autant
de définitions de cette formation végétale que d’auteurs qui s’y sont intéressés. Nous
retiendrons la définition d’une « formation végétale xérique, sur sol calcaire pauvre en humus
et avec rocher affleurant, provenant de la dégradation anthropogene de la forét primitive de
Chénes verts » (Harant et Jarry 1987). La circulation du virus West Nile n’atteint jamais la

zone des garrigues, nous n’entrerons donc pas dans le détail de sa description.

% L atlas des paysages de la région Languedoc-Roussillon offre une description intéressante des unités
paysageres de la région (http://www.languedoc-roussillon.ecologie.gouv.fr/paysages.asp).
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En résumé, la végétation du littoral méditerranéen est caractérisée par le chéne vert,
dominant dans la partie occidentale et dominé par le pin d’Alep (Pinus halepensis) dans sa
partie orientale. Elle est interrompue a 1’ouest et au nord par la végétation de 1’Europe
tempérée, c'est-a-dire par le chéne pubescent et le chataigner (Castanea sativa) dans les
basses vallées et par le hétre (Fagus sylvatica) dans 1’étage montagnard. De plus, les fleuves
et rivieres traversant la zone méditerranéenne apportent avec eux une flore d’Europe
tempérée, dominée par les peupliers (Populus alba) et les saules (Salix alba). Enfin, au sud, la
végétation méditerranéenne est bordée par la zone des halophiles, qui, large de quelques
kilometres sur le littoral (zone des étangs), atteint son plein développement dans le sud du
delta rhodanien. L’hiver est relativement doux et I’été chaud et sec. Sous I’action conjuguée
du vent et de I’ensoleillement, le déficit hydrique est important, notamment en été. La
végétation méditerranéenne est composée de plantes adaptées a cette sécheresse.

Le virus West Nile circule dans une zone triangulaire définie par Montpellier, Beaucaire et
Fos-sur-Mer. La Camargue occupe la majeure partie de cette zone, contrastant avec la
sécheresse des garrigues languedociennes. Sa mosaique écologique est née de la lutte du
Rhone et de la mer et déterminée par 1’eau, le sel et le vent. Aujourd’hui, cet espace est
devenu artificiel, endigué et controlé par I’irrigation pour la culture, la chasse ou la péche.
Dans le sud du delta, les dunes s’opposent aux assauts de la mer, délimitant la zone des étangs
et lagunes entourés par les sansouires dans un univers dominé par le sel. Les marais moins
soumis a I’influence du sel sont envahis soit par de vastes roseliéres soit par un mélange de
différents joncs, suivant I’influence de I’eau, du sel ou du paturage. La culture est devenue
omniprésente en Camargue, diminuant la surface des paturages disponibles pour les taureaux
et les chevaux. Elle est dominée par le riz dans le delta et par la vigne en Petite Camargue et
Camargue gardoise. Cette diversit¢é de milieux attire chaque année de grandes quantités
d’oiseaux migrateurs, qui trouvent en Camargue une zone propice a leur nidification ou a leur
hivernage, et autorise une grande diversité de culicidés (Rioux et Arnold 1955). Le virus West
Nile ne circule pas uniquement en Camargue, mais aussi dans une zone beaucoup plus seche,
coincée entre les zones humides littorales et les garrigues et dominée par I’agriculture
(essentiellement viticole) : la Costiere. C’est cette dualité qui interroge sur les conditions du
passage du virus West Nile des zones humides propices a sa circulation aux zones seéches a

priori moins propices, par le biais du mouvement des oiseaux ou des vecteurs.
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Les cycles de transmission du virus West Nile impliquent les oiseaux comme hotes
amplificateurs et les moustiques du genre Culex comme principaux vecteurs. Ces cycles ont
eété etablis il y a un demi-siecle. Ils montrent une grande constance a travers |’Ancien et le
Nouveau Monde. Néanmoins, dans des conditions particulieres, ces cycles admettent des
exceptions : autres hotes amplificateurs, autres vecteurs ou transmission non vectorielle.

C’est pourquoi, il convient d’étudier I’épidémiologie de la fievre West Nile sans a priori.

En France, la fievre West Nile sévit dans trois foyers distincts, un autour de la Camargue,
un autre dans la partie orientale de la Cote d’Azur et le dernier dans la zone cotiere des
Pyrénées-Orientales. Culex modestus est considére comme le vecteur principal du virus West
Nile depuis les années 1960. Pourtant, cette espece ne semble pas étre responsable de
[’ensemble des épisodes récents de transmission, laissant supposer au moins une autre espece
de vecteur. En effet, Cx. modestus serait présent en trop faibles densités dans la zone de
Costiere en bordure de la Camargue et totalement absent des zones de transmission varoise
et catalane. L’un des objectifs de ce travail est donc d’identifier [’ensemble des vecteurs du

virus West Nile en France.

Nous avons choisi de nous concentrer sur la zone de transmission camarguaise. En effet,
la Camargue présente une grande richesse écologique, abritant de nombreuses espéces
d’oiseaux résidents et migrateurs et de nombreuses especes de moustiques. Elle pourrait
héberger des cycles enzootiques de la maladie et servir de thédtre a la réintroduction du virus
par les oiseaux migrateurs a l’instar des autres deltas méditerranéens et européens. De plus,
on retrouve dans cette zone des facies de transmission tres différents, avec d’un coté la

Camargue et ses milieux humides, de I’autre la Costiere avec ses terres agricoles seches.






Deuxiéme partie :

Identification des vecteurs du virus

West Nile dans le sud de l1a France






L’implication d’une espéce dans la transmission d’un agent pathogene repose sur la
reunion de différentes preuves (Mitchell 1995). Une espece peut étre considérée comme
vectrice : i) si elle présente une biologie compatible avec le contact hote/vecteur (préférences
trophiques adaptées et présence durant la période de circulation virale), ii) si [’agent
pathogene est régulierement isolé a partir d’individus capturés sur le terrain (exposition
fréquente au pathogene en conditions naturelles), et iii) si cette espéce est compétente pour

[’agent pathogene en question.

Pour identifier les especes vectrices de West Nile, nous avons essayé d’explorer chacune
de ces conditions. En suivant les criteres définis ci-dessus, le premier objectif était de lister
les especes de moustiques piquant les différents intervenants du cycle épidéemiologique du
virus West Nile. Deux sites ont été choisis. Le premier est situé dans le coeur du delta du
Rhone, a la station biologique de la Tour du Valat, le second dans la zone de la Costiere, au
centre équestre « Le Dardaillon » de Lunel-Viel. Ces deux sites ont connu par le passé des
épisodes de transmission du virus West Nile et présentent des environnements tres différents.
Sur chacun des sites, des captures sur appdt oiseau, cheval et homme ont été réalisées au
cours d’une année, du printemps au début de I’automne. La dynamique saisonniere et le
rythme nycthéméral des especes collectées ont été décrits. Ces captures se sont déroulées
durant un épisode de transmission virale. La présence du génome viral dans les lots de
moustiques collectés a donc été recherchée. Enfin, la compétence vectorielle des especes
jugées pertinentes par notre expéerience de terrain a été évaluée lors d’infections

expérimentales.






Recherche du virus et de ses vecteurs en France

Dans ce chapitre, nous commencerons par exposer les résultats des captures sur appats,
pour présenter la diversité et la dynamique saisonniére et journaliere des moustiques
capturés. Puis, nous analyserons les résultats des captures pour détailler le comportement
trophique des especes présentes et donc étudier les especes présentant une biologie
compatible avec le contact hote/vecteur.

Ensuite, nous exposerons la méthode et les résultats de la recherche de virus a partir de
lots de moustiques capturés pendant un épisode de circulation virale.

L’ensemble de ces résultats sera analysé dans une discussion permettant de définir les
especes potentiellement vectrices, dont il faut tester la compétence vectorielle.

1. Qui pique quoi, quand et ou ? Les vecteurs potentiels

1.1. Diversité et dynamique saisonniere et journaliére

Les résultats des captures. Ces résultats ont fait 1’objet d’une publication, qui est intégrée

directement au texte.
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VECTOR/ PATHOGEN/ HOST INTERACTION, TRANSMISSION

Horse-, Bird-, and Human-Seeking Behavior and Seasonal Abundance

of Mosquitoes in a West Nile Virus Focus of Southern France

T. BALENGHIEN,' F. FOUQUE,” P. SABATIER," axp D. J. BICOUT'

J. Med. Entomol. 43(5): 936-946 (2006)
ABSTRACT After 35 yr of disease absence, West Nile virus (family Flaviviridae, genus Flavivirus,
WNV) circulation has been regularly detected in the Camargue region (southern France) since 2000.
WNV was isolated from Culex modestus Ficalbi, which was considered the main vector in southern
France after horse outbreaks in the 1960s. Recent WNV transmissions outside of the Cx. modestus
distribution suggested the existence of other vectors. To study potential WNV vectors, horse- and
bird-baited traps and human landing collections of mosquitoes were carried out weekly from May to
October 2004 at two Camargue sites: one site in a wet area and the other site in a dry area, both chosen
for their past history of WNV transmission. At the wet site, the most abundant species in bird-baited
traps were Culex pipiens L. and Cx. modestus; both species also were found in lower proportions on
horses and humans. The most abundant species in horse-baited traps and human landing collections
were Aedes caspius (Pallas), Aedes vexans (Meigen), and Anopheles hyrcanus (Pallas) sensu lato; some
of these species were occasionally collected with avian blood at the end of the summer. Anopheles
maculipennis Meigen sensu lato was an abundant horse feeder, but it was rarely collected landing on
human bait and never contained avian blood. At the dry site, Cx. pipiens was the most abundant species
in bird- and horse-baited traps. The seasonal and circadian dynamics of these species are analyzed,

and their potential in WNV transmission in Camargue discussed.

KEY WORDS Camargue, host-baited collections, mosquito potential vectors, West Nile fever

West Nile virus (family Flaviviridae, genus Flavivirus,
WNV) was first isolated in 1937 from the blood of a
febrile woman in Uganda (Smithburn et al. 1940), and
its transmission by mosquitoes was experimentally es-
tablished in 1943 (Philip and Smadel 1943). This ar-
bovirus was reported to cause mild disease and was
reisolated from apparently healthy children in Egypt
in 1950 (Melnick et al. 1951). During the 1950s, WNV
was suspected to be responsible for human disease
outbreaks in Israel (Bernkopf et al. 1953), and its
etiological role in human encephalitis was established
(Southam and Moore 1954). At the same time, eco-
logical studies undertaken in Sindbis district in Egypt
described WNV transmission cycles, involving mos-
quitoes (mainly Culex species) as vectors, birds as
amplifying hosts, and humans and horses as sensitive
but probably dead-end hosts (Taylor et al. 1956). Dur-
ing the subsequent decades, WNV was isolated in
many countries of Africa, the Middle East, Asia, and
Europe (Murgue et al. 2002), and its transmission was
studied after outbreaks in Israel (Goldblum et al.
1954), France (Panthier 1968), and South-Africa
(McIntosh et al. 1967).

! Unité Biomathématiques et épidémiologie. Ecole Nationale Vét-
érinaire de Lyvon, 1 avenue Bourgelat, 692580 Marcy I'Etoile, France.

2 Unité Biomathématiques et épidémiologie. ENVL/ Institut Pas-
teur, Domaine du Merle, 13300 Salon de Provence.

During the past 10 yr, severe WNV outbreaks oc-
curred around the Mediterranean basin, with human
mortality in Algeria in 1994 (Le Guenno et al. 1996),
Romania in 1996 (Savage et al. 1999), Tunisia in 1997
(Triki et al. 2001), Russiain 1999 (Platonov et al. 2001),
and Israel in 2000 (Weinberger et al. 2001). Horse
epizootics also were reported from Morocco in 1996
(Ther Abdelhaq 1996), Italy in 1998 (Autorino et al.
2002), France in 2000 (Murgue et al. 2001 ), and Mo-
rocco again in 2003 (Schuffenecker et al. 2005). In
1999, two fatal human cases of West Nile fever were
reported from Israel (Giladi et al. 2001). after WNV
mortality in bird populations the previous year
(Malkinson et al. 2002). The same vear, the emergence
of WNV was reported for the first time from North
America associated with the death of seven people,
several horses, and thousands of wild birds in New
York city (Garmendia et al. 2001). The WNV strain
isolated in The United States was closely related to a
strain isolated from a goose in Israel in 1998 (Lanciotti
et al. 1999), suggesting an introduction of the virus
from Israel. After this first outbreak, WNV became a
major problem for public health in the United States
(Hayes et al. 2005) with =~20,000 human infections and
=800 fatal cases (CDC statistics, http://www.cde.
gov/ncidod/dvbid/westnile/) and the virus spread to
Canada (Gancz et al. 2004), Mexico (Estrada-Franco
et al. 2003), and the Caribbean islands (Dupuis et al.
2003, Komar et al. 2003, Quirin et al. 2004).

0022-2585/06/0936-0946504.00/0 © 2006 Entomological Society of America
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* Delta region: "Grande Camargue” [ Water

Fig. 1.

In Camargue (region of the Rhone River delta in
southern France), summer influenza-like syndromes
in humans, and neurological syndromes in horses
called “lourdige” were described since the beginning
of the 20th century (Panthier et al. 1968, Joubert et al.
1970). In 1962, a large number of encephalitis syn-
dromes occurred in horses associated with report of
human cases in Camargue (Panthier 1968). Epidemi-
ological studies in the subsequent years confirmed
the implication of WNV, which was isolated in 1964
from field-collected mosquito pools of Culex modestus
Ficalbi and from the blood of two entomologists (Han-
noun et al. 1964), and, in 1965, from the brain of a foal
with encephalitis (Panthier et al. 1966). Further se-
rological investigations suggest the existence of a pri-
mary WNV focus in Camargue, a smaller focus around
the city of Cannes, and some serological evidence
from Corsica (Joubert 1975). The entomological stud-
ies carried out in the 1960s considered Cx. modestus,
a species breeding in reed marshes or rice fields and
aggressively feeding on birds, humans, and other
mammals, as the main WNV vector. However, these
authors did not exclude the role of Culex pipiens L. as
an enzootic vector (Mouchet et al. 1970). After the
first WNV outbreak, the virus seemed to persist in the
environment as detected by seroconversion in rabbits
in 1978 (Rollin et al. 1982) but failed to produce
human or equine cases. Investigations in a large pop-
ulation of wild rabbits in 1986 showed a very low level
of WNV antibodies (Le Lay-Rogues et al. 1990). More
recently, and like other European countries, France
faced new WNV episodes. A large equine outbreak
occurred in 2000 in western Camargue (Durand et al.
2002), and serological evidence of virus circulation
was reported in the bird surveillance network in 2001
and 2002 (Zeller and Schuffenecker 2004). In 2003,
five human cases and an important WNV circulation
in horse populations were reported (Del Giudice et al.
2004, Durand et al. 2005) from the Var department
(Cote d’Azur region). Recent WNV transmission in
dry areas inappropriate for development of Cx. mod-

@ Main towns ® Study sites

Location of the study sites: the biological station of the Tour du Valat and the riding center of Lunel-Viel.

estus suggests transmission cycles involving other vec-
tors.

In this context, a research program was undertaken
to study potential WNV vectors and improve knowl-
edge of WNV transmission cycles in southern France.
To be implicated as a vector, a mosquito species must
satisfy specific requirements: a biology compatible
with the required host-vector contact (e.g., adequate
host preferences, activity during the period of virus
circulation), a demonstrated laboratory vector com-
petence, and virus isolation from field-collected in-
dividuals (Turell et al. 2002). To explore the first
requirement, weekly host-baited collections were car-
ried out from May to October 2004 by using bird- and
horse-baited traps and human landing collections.
Collections were performed in one wet and one dry
site, both with past evidence of WNV transmission.
Mosquito diversity and abundance were analyzed and
compared for these two sites. The population dynam-
ics and circadian biting activities of the most important
species are discussed as well as the potential role of
vectors based on host preference and relative abun-
dance.

Materials and Methods

Collection Sites and Associated Environment. The
Camargue region includes the Rhone River delta
(called “Grande Camargue”) and western areas of the
delta, with southern wet areas and northern dry areas
(Fig. 1). The wet areas of Camargue host large pop-
ulations of migratory and resident birds and extensive
breeding of cattle and horses. Human and horse WNV
outbreaks occur both in wet areas and in bordering
dryer areas. Study sites were therefore chosen in these
two contrasted zones. One site was located at the
biological station of the Tour du Valat in the delta area,
and the other site was located in a riding center at
Lunel-Viel in a bordering dry area (Fig. 1).

The ecological mosaic of the Rhéne River delta
results from the influence of the sea in the south and
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Fig, 2.

agricultural activities in the north (Devaux 1978),
leading to a south-north gradient of salinity (originat-
ing from the mixing of the tide water from the sea and
the irrigation system of fresh water from the Rhéne
River). Localized in the center of the delta and east of
the Vaccares pond, the domain of the Tour du Valat
includes a nature reserve (Hoffmann et al. 1968). The
southern landscapes are under the influence of the
saltwater and exclusively composed of associations of
halophytic plants (locally called “sansouire™ Arthroc-
nemum glavcum Ungern-Sternberg, Arthrocnemum pe-
renne (Miller), and Salicornia herbacea 1..) and salt
ponds (Zostera noltii (Horneman) and Ruppia cir-
rhosa [Petagna] ). The network of southern salt ponds
is connected with the sea during the winter, when
pond levels are high, or during storm events. The tides
are very low for the Mediterranean Sea (mean of 40
cm). The vegetation associated with fresh water is
composed of reed marshes (Phragmites australis
(Trin.), Potamogeton pectinatus L., and Myriophyllum
spicatum L.), wet meadows ( Juncus maritimus Lam.,
Trifolitun species, and Medicago species), and riverine
forest (Populus alba L., Populus nigra L., Fraxinus an-
gustifolia Vahl, Quercus pubescens Willd., Laurus no-
bilis L., and Tamarix gallica 1.). Rice fields and pas-
tures are the third ecological complex of this area. In
the delta, flood levels are conditioned by rainfall and
artificial flooding through a complex network of canals
maintained for human activities (cultivation, livestock
productions, and hunting and fishing), colonized by
reeds, and bordered by trees (Tamarix gallica and
Eleagnus angustifolia L.). The extensive breeding of
Camargue bulls in large marshes is an important part
of agricultural activities in Camargue. The Camargue
horse is essential for the “gardians”™ (local cow shep-
herds) to sort out herds of bulls and is one of the major
folk symbols of Camargue.

In contrast, the Lunel-Viel village is situated in a dry
area of the Camargue region (Dupias et al. 1966),
where agricultural areas are composed mainly of vine-
vards, forage production, and fallow fields surrounded
by Mediterranean vegetation (Quercus ilex L., Pinus
halepensis Miller, and Quercus pubescens). The study
site was located in a riding center near a small river,

Moscuito collection methods: horse- and bird-baited traps and human landing.

partially drained at the end of the summer, and bor-
dered by poplars (P. alba).

The sites under study were selected according to
epidemiological considerations. After the WNV epi-
sode of 1962 (Panthier et al. 1968, Joubert et al. 1970),
entomological WNV studies in the 1960s were carried
out in the Tour du Valat area (Mouchet et al. 1970).
The riding center of Lunel-Viel was chosen because a
clinical infection in a resident horse was reported
during the 2000 outbreak (Durand et al. 2002).

Meteorological Data. Temperature and rainfall
data were obtained from the meteorological stations
(Météo France) in the Tour du Valat domain and in
the town of Vérargues, situated at =3 km from the site
of Lunel-Viel.

Mosquito Collections. Mosquito collections were
carried out weekly from 10 May to 11 October 2004 at
the Tour du Valat site and from 27 May to 14 October
2004 at the Lunel-Viel site by using horse- and bird-
baited traps and human landing collections (Fig. 2).
The animals used in baited traps were the same during
all collections. We used an 11-yr-old Camargue geld-
ing at the Tour du Valat site and a 14-yr-old “selle
frangaise” mare at the Lunel-Viel site. We used two
1-yr-old ducks of the “Mulard” breed at the Tour du
Valat site and two 3-yr-old male ducks of the “Barba-
rie” breed at the Lunel-Viel site. Outside of the col-
lection periods, the animals were maintained by their
owners.

Horse-baited traps were net boxes (4 by 4 by 3 m),
with a free space of =10 cm from the ground allowing
mosquitoes to enter. The bird-baited traps were net
and wood cages (0.5 by 0.5 by 0.7 m) with a gutter-
shaped opening and a mosquito-collecting chamber at
the top of the cage. The horse-baited traps were in-
stalled in an open area inside a forested area at the
Tour du Valat site and in a pasture near the river at
the Lunel-Viel site. At each site, two bird-baited traps
with one duck per trap were suspended in a tree =1
and =8 m above the ground. Animal-baited traps were
installed at noon and operated for 24 h. Mosquitoes
were collected every 4 h (at 4, 8, 12, 16, 20, and 24 h)
with a backpack aspirator (Modified CDC Backpack
Aspirator model 1412, John W, Hock, Gainesville, FL)
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in the horse-baited traps and with a hand aspirator
(Aspirator, model 1135A, BioQuip, Gardena, CA) in
the bird-baited traps. Mosquitoes landing on humans
were collected with a hand aspirator by two collectors
exposing their calves for 15 min every 4 h for 24 h
starting at noon.

Collected mosquitoes were sorted by species (iden-
tified using morphological keys, Schaffner et al. 2001),
by sex, by whether they were engorged or unen-
gorged, and counted. Mosquitoes were frozen and
stored at —20°C for further investigations.

Bloodmeal analysis was carried out on engorged
female Aedes, Anopheles, and Coquilletticia collected
in bird-baited traps to confirm the ability of these
species to feed on bird. A direct enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) was used for bloodmeal
identification, following the method described by
Beier et al. (1988). All bloodmeals were tested with
antisera (Sigma-Aldrich, Lyon, France) against hu-
man, bird, horse, and cattle, with positive and negative
controls.

Results

Meteorological Data. In 2004, total rainfall was 476
mm at the Tour du Valat site and 585 mm at the
Lunel-Viel site. During the collection period, rainfall
was sporadic from May to July at both sites (Fig. 3).
Total rainfall in August, September, and October was
8, 72, and 157 mm at the Tour du Valat site and 71, 88,
and 92 mm at the Lunel-Viel site. In these areas, total
annual rainfall usually ranges between 400 and 700 mm
and is irregular, with important storms mainly at the
end of summer (with up to 200 ml during a day).

The mean daily minimum and maximum tempera-
tures were, at the Tour du Valat site, 10.8 and 20.4°C
during the spring, 17.4 and 28.0°C during the summer,
and 9.1 and 16.5°C during the fall and at the Lunel-Viel
site, 9.5 and 22.4°C during the spring, 16.2 and 30.2°C
during the summer, and 7.6 and 17.6°C during the fall.
These values reflect a Mediterranean climate, char-
acterized by warm and dry summer and mild and wet
winter. In southern France, mean temperatures usu-
ally range between 0 and 10°C during winter and
between 15 and 30°C during summer. The weekly
temperature means were similar at both sites, but the
minimum and the maximum temperature range was
smaller at the Tour du Valat site, because of the in-
fluence of the sea. The Mediterranean Sea surface
temperature lies between 10 and 15°C during the win-
ter and 21 and 30°C during the summer.

Diversity. In total, 141,071 mosquitoes of 14 differ-
ent species were collected (22 collection days) at the
Tour du Valat site and 1,646 mosquitoes of nine species
(21 collection days) at the Lunel-Viel site (Table 1).

At the Tour du Valat site, Aedes caspius (Pallas),
Aedes vexans (Meigen), Anopheles maculipennis Mei-
gen sensu lato, and to a lesser extent Anopheles hyr-
canus (Pallas) sensu lato represented 98.8% of en-
gorged females collected on the horse. The same
species, except for An. maculipennis, represented
95.5% of females collected landing on human bait.
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Cx. pipiens and Cx. modestus represented 97.3% of
engorged females collected on birds. Cx. modestus fed
mainly at ground level, and Cx. pipiens was found
equally at ground and canopy levels.

At the Lunel-Viel site Cx. pipiens, Ae. caspius, and
Culiseta annulata (Schrank) represented 95.4% of en-
gorged females collected on the horse. Only 13 mos-
quitoes, mainly Cx. pipiens and Cx. modestus, were
collected landing on human bait. Cx. pipiens was the
only species collected on birds, mainly at the tree-top
level.

Host Preferences. Aedes caspius, Ae. vexans, An.
maculipennis, and An. hyrcanus exhibited a strong
mammophilic feeding pattern. However, engorged
specimens of all species except An. maculipennis also
were collected in bird-baited traps in August and at
the beginning of September when mosquito densities
were peaking (Table 1). Seven (7/9) Ae. caspius, 10
(10/12) Ae. vexans, and one (1/2) An. hyrcanus col-
lected engorged in the bird-baited traps were con-
firmed to contain avian blood. One Ae. caspius had
engorged on cattle, one Ae. vexans on the horse, and
the bloodmeal origin of the other three engorged
females was not identified.

At the Tour du Valat site, Cx. pipiens was found
essentially feeding on birds but also on the horse
during September when mosquito densities were
high. At the Lunel-Viel site, the feeding behavior of
Cx. pipiens seemed different; indeed, this species was
found to be more opportunistic, with significant
numbers found in all traps. In both sites, captures of
Cx. pipiens on human bait were infrequent. At the
Tour du Valat site, Cx. modestus fed on birds and also
on humans and horses. In contrast, at the Lunel-Viel
site, the few individuals of Cx. modestus were collected
landing on human bait.

Coquillettidia richiardii (Ficalbi) showed an inter-
esting opportunistic feeding behavior with engorged
females collected on all hosts (both Cq. richiardii
collected on birds were confirmed by ELISA test to
contain avian blood). Despite the very low densities
observed in our survey, this species may be very abun-
dant and even cause nuisance problems in some areas.

Relative Abundance. At the Tour du Valat site,
Ae. caspius and Ae. vexans densities fluctuated with
successive peaks of abundance during the capture
season (Fig. 3). The peaks were at the end of June, at
the end of July, and at the beginning of September,
without any apparent relation with rainfall, except
perhaps for the last peak of Ae. caspius (week 39). This
pattern may be explained by artificial flooding of pas-
tures and marshes during summer for agriculture and
hunting activities. An. maculipennis and An. hyrcanus
exhibited one peak of abundance at the end of August,
after the dry summer (Fig. 3). During the dry summer,
rice fields in late maturation may offer large breeding
areas for Anopheles species. Cx. pipiens and Cx. mod-
estus were present from July to September, with peak
abundance during September (Fig. 3). Other less
abundant species in horse collections, Aedes detritus
(Haliday) sensu lato and Cs. annulata, were collected
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Fig. 3.

Time (weeks)
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Weekly relative abundance of dominant species, i.e., the number of engorged females collected during the 24 h
of collection on one host (horse or bird: mean of the two traps), at each site (left, Tour du Valat site and right, Lunel-Viel
site), plotted with the weekly rainfalls (histogram) and the weekly mean temperatures (dotted gray line).

regularly, with an increased abundance at the end of
the capture period.

At the Lunel-Viel site, Cx. pipiens was present
during July, August, and September, with a peak of
abundance in horse collections during August (Fig. 3).
Ae. caspius exhibited two successive peaks of abun-
dance at the end of August and September (Fig. 3).
Cs. annulata was captured mainly during the end of
the capture period (Fig. 3).

Circadian Biting Activity. Between May and Octo-
ber, the collection interval 4-8 h included the sunrise
and the dawn crepuscular period; the collection in-
tervals $-12,12-16, and 16-20 h included only diurnal
periods (except during October); the collection in-
terval 20-24 h included the sunset and the evening
crepuscular period (except during October); and the
collection interval 0-4 h included only the nocturnal
period (Fig. 4).
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Table 1. Di\'ﬂ'sit)‘ and al lance of me Juito species in host-baited collections at the Tour du Valat and the Lunel-Viel sites from
May 1o October, 2004
Biological station of the Tour du Valat Riding center of Lunel-Viel
Host Species f\n,.fﬂn.ﬂes No. males Species Moy femeles No. males
(no. engorged) (no. engorged)
Horse-baited Ae. caspius 43,517 (39.347) 4849 Cx. pipiens 583 (251) 39
Ae. vexans 40,744 (34.897) 1.999 Ae. caspius 165 (159) 0
An. maculipennis ). 40,531 (38,000) 32 Cs. annulata 78 (72) 0
An. hyreanus s, 6,663 (5,881) 1 An. maculipennis s.l. 16 (15) 0
Ae. detritus sl 566 (493) 2 An. plumbeus 5(T) 0
Cx. modestus 397 (318) a7 Cs. longiareolata 2(0) 0
Cs. anmulata 361 (326) 0 Ae. detritus s.], 1(1) 0
Cx. pipiens 170 (90) 26
Cy. vichiardii 42 (40) 0
Aedes species” 26 (26) ]
Culiseta subochrea (Edwards) 22 (18) ]
An. plumbeus 12 (7) 0
Ae. geniculatus 11 (9) 1
Aedes annulipes (Meigen) 3(2) ]
Cx. theileri 3 (3) 0
Bird-baited (=1 m)  Cx. pipiens (95 (419) Cx. pipiens 197 (131)
Cx. modestus 134 (104)
Ae. caspius 23 (8) 2
Ae. vexans 24 (11)
An. hypreanus s.l. 7(1)
Cy. rvichiardii 2(2)
Bird-baited (=8 m)  Cx. pipiens G55 (360) Cx. pipiens 544 (341)
Cx. modestus 34 (29)
Ae. caspius 11 (1)
Ae. vexans 7(1)
An. hyreanus 1 (1)
Cy. vichiardii 1(0)
Aedes. species 1(0)
Human-baited” Ae. caspius 2,055" 1 Cx. modestus G
Ae. vexans 1,354 Cx. pipiens 4
An. hyreanus s, 244 Ae. geniculatus 2
Cx. modestus 5 Ae. caspius 1
Ae. detritus sl G2
An. maculipennis s.1. 13
An. plumbeus 12
Cx. pipiens 3
Cy. richiardii 3
Ae. geniculatus 1
Cs. annulata 1

“ Damaged specimens of Aedes genus for which identification was not possible.
" As soon as possible. females are collected before biting. All females (engorged and unengorged) are considered as ageressive females, thus

number of engorged females is not naticed.

“ As soon as possible, two captors were present for human landing collections.

The biting activity of Ae. caspius was clearly diurnal
during May, when 88% of engorged females were
collected on the horse between 8 and 20 h, with a peak
between 12 and 16 h (Fig. 4). After May, engorged
Ae. caspius were collected on the horse also during
the night. However, the minimum number of en-
gorged females was always collected during the inter-
val 0-4 h, representing diurnal activity. The activity of
Ae. vexans was also diurnal: during all collections,
67% of engorged Ae. vexans were collected on the
horse between 8 and 20 h. The maximum number of
engorged females was always collected between 12
and 16 h and the minimum between 0 and 4 h (Fig. 4).

In contrast, during all collections 85% of engorged
An. maculipennis and 90% of engorged An. hyrcanus
were collected on the horse between 20 and 8 h.
Engorged An. maculipennis were collected during the
beginning (20-24 h) and the end (4-8 h) of the night
in May, June, September, and October and throughout
the night in July and August (Fig. 4), when nighttime

temperatures were warmer (>17°C). The biting ac-
tivity of An. hyrcanus started after midnight in July and
August and just after sunset (20 h) in September (Fig. 4).

Cx. pipiens exhibited a nocturnal biting activity:
during all collections, 96% of engorged females were
collected on birds between 20 and 8 h, essentially after
midnight (Fig. 4). During the study period. 67% of
engorged Cx. modestus were collected on birds be-
tween 20 and 8 h, with minimum activity at midday
(Fig. 4). Surprisingly, 58% of engorged Cx. modestus
were collected on the horse between 8 and 20 h, with
maximum biting activity at midday (35% between 12
and 16 h) and minimum biting activity at midnight (9%
between 0 and 4 h).

Discussion

In the current study, 15 of the 24 mosquito species
found in Camargue by previous authors (Rioux and
Arnold 1955) were collected with horse- and bird-

71



Chapitre 3. Recherche du virus et de ses vecteurs en France

942 JOurNAL OF MEDICAL ENTOMOLOGY Vol. 43, no. 5

16:00

16 19 16 14 19 1B —

1 Ae. caspius 51 23 29 21 17 25

12:00

1 Ae. vexans 32 25 33 44 36 3f

= 19 21 17 20 13 22

1 28 22 12 8 14 27

8:00

4:00

0:00

Jan Feb Mar Apr May June July Aug Sept Oct Nov Dec

00
Jan Feb Mar Apr May June July Aug Sept Oct Nov Dec

Fig. 4. Monthly percentage of engorged females collected on a given host (in bird-baited traps for Culex species; in
horse-baited trap for other species) during each collection interval. Time of sunrise and sunset, duration of the day (white),
of the night (dark gray), and of the erepuscular period (clear gray) is plotted in background. In each capture month (May
to October), the total number of engorged females collected was 265, 1,290, 10,807, 15,395, 8,218, and 1,582 Ae. caspius; 191,

901, 6.173, 11,505, 12,022, and 375 Ae. vexans: 14, 1,205, 3,175, 2

g

7,772, 4,494, and 76 An. maculipennis; 0, 3, 38, 4,101, 1,640, and

4 An. hyrcanus: 0, 18, 93, 176, 327, and 7 Cx. pipiens, and 0, 6, 3, 66, 44, and 0 Cx. modestus.

baited traps and human landing collections in the two
different ecological sites. The Tour du Valat site pro-
duced the greatest diversity with 14 species and the
Lunel-Viel site yielded nine species, including two

specimens of Culiseta longiareolata (Macquart) col-
lected only at this site. At the Tour du Valat site as well
as in all wet areas of Camargue, abundant ponds,
marshes, flooded meadows, and rice cultures produce
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numerous breeding sites. In contrast, in the dry site of

Lunel-Viel, breeding sites were almost restricted to
artificial breeding containers (as automatic waterers),
where larvae of Cx. pipiens and Cs. annulata were
regularly found during our survey. Because of its great
dispersal ability, Ae. caspius was found in very low
densities at the Lunel-Viel site, probably dispersing
from littoral breeding sites. Such small densities may
result from insecticide spraying against Ae. caspius and
Ae. detritus larvae as carried out routinely in tourist
visited littoral areas by the mosquito control agency
(Entente Interdépartementale pour la Démoustica-
tion du littoral méditerranéen). No spraying activities
are carried out in the delta of the Rhéne River, in-
cluding the Tour du Valat site.

The host preferences described in our study are in
agreement with the previous descriptions (Rioux
1958)., except for the Culiseta species that usually are
described as bird feeders (Rioux and Arnold 1955,
Medlock et al. 2005). Numbers of bites received by a
host in a baited-trap may differ from those received in
natural conditions, and estimation of the latter is dif-
ficult. One expects that an animal-baited trap allowing
blood feeding would attract more mosquitoes than a
trap that prevents them from feeding on the host
(Service 1993). Thus, our results from animal-baited
traps allowing blood feeding may overestimate the
number of bites received by a host in natural condi-
tions. The finding of engorged mosquitoes with mam-
mal blood in bird-baited traps suggests the need for
caution when interpreting collections for animal-
baited traps.

In the wet areas of Camargue, the peaks of abun-
dance of the main species were driven mostly by
artificial flooding for human activities (cultivation,
hunting and fishing) rather than rainfall. Conse-
quently, only the understanding of the complex sys-
tem of artificial flooding in the delta could explain the
dynamics of the different species, especially Aedes

species. In dry areas of Camargue, the persistence of

Cx. pipiens throughout the season could be explained
by the presence of permanent artificial breeding sites,
such as automatic waterers and containers.
Knowledge of the circadian rhythms of mosquito
vectors is important to determine the period of con-
tact between hosts and vectors. At the Tour du Valat
site, during periods of high mosquito density, collec-
tion of all mosquitoes in the horse-baited trap was
difficult, in particular during the night (because up to
11,300 individuals were collected in one visit). This
difficulty may explain residual activity of some noc-
turnal species in the morning. Moreover, in temperate
regions, the use of constant collection intervals during
a long period limits the study’s sensitivity to circadian
rhythms. Nevertheless, the rhythms observed are in
agreement with previous descriptions (Rioux 1958)
for the different species. Patterns of mosquito activity
are related to the natural daily cycle of light and dark
and can fluctuate according to the season (Clements
1999) or daily, for example, under the influence of the
temperature or moonlight. Cx. modestus was found by
Mouchet et al. (1970) to be active throughout the diel,
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except in the middle of the day in summer and except
during the night in fall.

During the 2004 summer, seroconversions of senti-
nel birds, including at the Tour du Valat site, and an
outbreak of 30 confirmed equine cases (including one
in the town of Lunel situated very close to Lunel-
Viel), showed that WNV circulated close to our study
sites (Languille et al. 2005), during the period of mos-
quito collections.

During past WNV outbreaks in France, seroconver-
sions of sentinel birds and/or equine clinical cases
were reported for August, September, and the begin-
ning of October (Joubert et al. 1970, Durand et al.
2002, Del Giudice et al. 2004, Durand et al. 2005,
Languille et al. 2005). The period of viral circulation
usually spans weeks 30-40, when the most abundant
mosquito species collected in our survey are at their
peak. Ae. caspius and Ae. vexans were present in great
numbers at the Tour du Valat site during September
and could be involved as “bridge” vectors in equine
outbreaks in wet area of Camargue. Dispersing from
wet areas, Ae. caspius may export the virus into dry
neighboring zones. Ae. caspius infected by intratho-
racic inoculation can transmit experimentally WNV
(Akhter et al. 1982). Field-collected individuals of Ae.
vexans have been found positive for WNV in United
States (Bernard et al. 2001), where its laboratory vec-
tor competence was established (Turell et al. 2000,
Sardelis et al. 2001, Goddard et al. 2002). An. maculi-
pennis and An. hyreanus peaked at the end of August
and then quickly declined during the beginning of
September, whereas maximum equine infections were
reported during September. An. hyrcanus was found
engorged on birds, but to our knowledge, this species
has never been implicated in WNV transmission. No
An. maculipennis were collected in bird-baited traps:
however, WNV was isolated from field collected in-
dividuals of this species in Portugal (Filipe 1972). The
number of Culex mosquitoes increased progressively
during the summer, with a peak in September when
the number of WNV clinical cases was greatest. Both
Culex species have been involved in WNV transmis-
sion: Cx. mocdlestus in France (Mouchet et al. 1970) and
Cx. pipiens in Israel (Goldblum et al. 1954), Romania
(Savage et al. 1999), and the United States (Bernard
et al. 2001). These two species are strongly ornitho-
philic and good enzootic vector candidates in wet
areas of Camargue. However, only Cx. pipiens seems
able to play this role in the dry zones. Cx. modestus
aggressively fed on people and horses and is a “bridge”
vector candidate in wet areas of Camargue. Cx. pipiens
(more ornitophilic than Cx. modestus) also fed on
horses and acts as a “bridge” vector according to some
authors (Kilpatrick et al. 2003).

However, the case of Cx. pipiens is complicated by
the fact that the Cx. pipiens taxon is divided in two
forms in Europe: the pipiens form, described as anau-
togenous, eurygamous and mainly ornithophilic and
the molestus form, described as autogenous, stenoga-
mous, and strongly anthropophilic (Vinogradova
2000). Behavioral and physiological differences be-
tween the two forms are considered as rapid ecolog-
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ical adaptations of the form pipiens to rural open air
(anautogenous) and of the form molestus to urban
hypogenous (autogenous) breeding sites (Rioux 1958,
Barr 1981, Harbach et al. 1984). However, the exis-
tence of two species is still debated (Fonseca et al.
2004). At both capture sites, Cx. pipiens individuals
develop in open air habitats and belong to the pipiens
form. Stenogamous and completely anautogenous
populations breeding in open air sites were described
in southern France with anthropophilic (Rioux et al.
1965) or ornithophilic (Pasteur et al. 1977) pref-
erences. Physicochemical characteristics (especially
degree of organic pollution) of breeding sites were
found associated with the degree of mammophily of
Cx. pipiens populations in southern France (Gabinaud
et al. 1985). In both sites, only nine Cx. pipiens were
collected landing on human bait. A better knowledge
of the distribution, dynamics, and host preferences of
Cx. pipiens is an important point to better understand
its potential role in WNV transmission in France.

Among other lower densities species collected in
our survey, vector competence was established for
Cs. longiareolata in Egypt (Hurlbut 1956), Aedes
geniculatus (Olivier) and Anopheles plumbeus Ste-
phens in France (Vermeil et al. 1960), and Culex
theileri Theobald in South Africa (Jupp et al. 1966).
WNV was found in field collected individuals of
Cx. theileri (McIntosh et al. 1967) and Cq. richiardii
(Bashkirtsev et al. 1969).

These host-baited collections established the abun-
dance and tendencies of bird-, horse-, and human-
feeding species in two sites of Camargue during a
WNV epizootic. The next requirement to confirm
these mosquito species as WNV vectors is to conduct
vector competence tests.
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Résultats complémentaires : identification des anopheles du complexe Maculipennis.
Anopheles maculipennis Meigen sensu lato appartient aux trois espéces les plus agressives
pour un cheval en zone humide (jusqu’a 10 000 piqires par cheval et par jour). Quelques
individus ont aussi été capturés sur homme a la Tour du Valat et sur cheval a Lunel-Viel. Ce
complexe regroupe huit especes présentes en Europe (Schaffner ef al. 2001), parmi lesquelles
Anopheles atroparvus Van Thiel était considérée comme le principal vecteur de paludisme en
Europe de I’Ouest (Rioux 1958).

Les especes du complexe Maculipennis ne sont vraisemblablement pas candidates a la
transmission du virus West Nile. Aucune espece d’anophele n’a été clairement impliquée dans

la transmission du virus et An. maculipennis s.1. ne se gorge pas sur oiseau (Balenghien et al.

76



Chapitre 3. Recherche du virus et de ses vecteurs en France

2006 ; Pongon et al. submitted). A notre connaissance, seule Anopheles plumbeus Stephens a
été testée et s’est révélée compétente expérimentalement (Vermeil et al. 1960). De plus,
méme si le virus West Nile a été isolé de lots de femelles An. maculipennis s.1. au Portugal,
ces lots contenaient des femelles fraichement gorgées (Filipe 1972). Cependant, il nous est
apparu intéressant de déterminer les especes capturées.

Un échantillon des femelles d’An. maculipennis s.1. capturées en 2004 sur chaque hote et
chaque site a été sélectionné, soit au total 97 femelles capturées sur cheval et 6 sur homme a
la Tour du Valat et 11 sur cheval & Lunel-Viel. Les individus ont été testés par PCR au
Laboratoire de lutte contre les insectes nuisibles (LIN, IRD-Montpellier) pour déterminer a
quelle espece ils appartiennent (Proft ef al. 1999).

Les résultats sont présentés tableau 1.

Tableau 1 : Identification des espéces du complexe Maculipennis capturées.

Espéce Tour du Valat Lunel-Viel
Cheval (%) Homme (%) Cheval (%)
Anopheles melanoon Hackett 91 (93,8) 5(83,3) 3(27,3)
Anopheles atroparvus Van Thiel 44,3) 1(16,7) 0
Anopheles maculipennis Meigen sensu stricto 0 0 6 (54,4)
Non identifié 2(2,1) 0 2 (18,2)
Total 97 6 11

A la Tour du Valat, le nombre important de femelles du complexe Maculipennis capturées
sur cheval (43 517) contraste avec celui des femelles capturées sur homme (13). La majorité
appartenant a An. melanoon, cela confirme la zoophilie quasi stricte de cette espece et son
abondance en Camargue, déja décrite par Rioux (1958). Les nombres de moustiques capturés
sur homme sont trop faibles pour mettre en évidence I’anthropophilie d’An. atroparvus
classiquement décrite (Schaffner et al. 2001). Cette espece semble beaucoup plus rare a la
Tour du Valat qu’An. melanoon, comme dans d’autres sites de Camargue (Pongon et al.
submitted).

Anopheles maculipennis s.s. est retrouvée uniquement a Lunel-Viel. Cette espece est
associée a des gites d’eau douce (Schaffner et al. 2001). Des larves d’An. maculipennis s.1.
ont été retrouvées dans le Dardaillon (petite riviere bordant le centre équestre de Lunel-Viel),

au milieu des lentilles d’eau, pendant la réalisation des captures sur appats.
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1.2. Le comportement trophique des vecteurs potentiels

Introduction. Les espéces de moustique ont des spécificités d’hotes plus ou moins
strictes. On peut distinguer les especes qui piquent préférentiellement une classe de vertébrés
(oiseaux, mammiféres ou batraciens/reptiles), de celles qui sont opportunistes (Clements
1999). Néanmoins, si on connait la spécificité d’hdtes des moustiques, la question de savoir
comment ils sélectionnent leur hote reste entiere (Scott et Edman 1991). Le choix de 1’hote est
important pour la transmission vectorielle. En effet, cette derniére nécessite qu’un vecteur
s’infecte sur un vertébré en phase de virémie (ou de parasitémie) et repique dans un repas
ultérieur un vertébré naif. Par définition, un vecteur doit donc montrer un comportement
trophique lui permettant de piquer successivement ces deux hotes. Dans le cas de maladies
comme la fievre West Nile, les hotes peuvent appartenir a des classes de vertébrés différentes
(oiseaux et mammiferes). Le virus West Nile est un virus dont les hdtes naturels sont les
oiseaux (Taylor et al. 1956). Le caracteére ornithophile des moustiques transmettant le virus
dans les populations d’oiseaux est communément admis. De plus, le virus West Nile est
transmis a ’homme ou au cheval par des moustiques piquant a la fois les oiseaux et les
mammifeéres. Pour certains auteurs, ce role revient a des espéces opportunistes ou
mammophiles qui jouent le role de vecteur « pont » (Turell et al. 2005). Pour d’autres, la
relative non-spécificité des espéces ornithophiles et leur forte compétence vectorielle leur
permettent de jouer ce rble (Kilpatrick 2005). C’est pourquoi I’étude du comportement
trophique des vecteurs est essentielle pour comprendre les schémas de transmission.

Nous nous intéressons ici au comportement trophique des principales especes de
moustiques en Camargue. Nous cherchons a formaliser le comportement trophique des
moustiques pour en quantifier certaines composantes et permettre la comparaison entre
espeéces. De plus, le réle potentiel des espéces dans la transmission du virus West Nile en
fonction du comportement trophique est discuté. Nous nous basons sur les résultats des
captures sur animaux appats, ou, pendant 24 heures consécutives, un cheval et deux oiseaux
sont exposés aux attaques de moustiques dans un environnement donné. Bien que ni 1’age, ni
le nombre, ni I’espece des moustiques n’aient été contrdlés, il nous a semblé que la capture de

moustiques sur le terrain dans leur comportement trophique habituel présentait un réel intérét.
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Matériel et méthodes

Captures sur appits. Les protocoles de captures ont été détaillés précédemment (captures
hebdomadaires pendant 24 heures consécutives de mai a octobre 2004 sur appat cheval et
canard) (Balenghien et al. 2006). Les sites ont été décrits précédemment : Tour du Valat
(fortes densités de moustiques) et Lunel-Viel (faibles densités) (Balenghien et al. 2006). Les
résultats des collectes sont présentés en calculant la proportion de femelles capturées sur les 2
hotes et dans les 2 sites.

Comportements trophiques. Les facteurs connus influencant le choix d’un héte sont 1)
une préférence trophique innée pour certains hotes, ii) la distribution spatiale des femelles en
recherche d’hote et leur rythme nycthéméral, iii) les réactions de défense de 1’hote, et iv) la
disponibilité des hotes (Clements 1999). Ce choix peut se décomposer en une partie liée a
I’attraction du moustique (i, ii, et iv) et en une partie liée au succes du repas sanguin (iii).
L’attraction dépend d’une préférence intrinséque (considérée comme dirigée vers une classe
de vertébrés), de la taille de 1’hdte, qui, plus que I’espéce, est corrélée positivement au nombre
de moustiques attirés, et de la disponibilité des hotes (Dow et al. 1957 ; Edman et al. 1974 ;
Clements 1999). Le succes du repas est essentiellement 1ié¢ aux réactions de défense de 1’hote
(Edman et al. 1974), qui différent en fonction des espéces d’hotes (Edman et Kale IT 1971) et
augmentent avec la densité de vecteurs (Edman et al. 1972 ; Nelson et al. 1976). On considére
un environnement avec Np oiseaux d’une espéce donnée, Ny chevaux et D autres hotes
potentiels disponibles. Alors, en prenant en compte ce qui a été exposé, les nombres de
moustiques d’une espece i attirés par I’ensemble des oiseaux de 1’espéce en question et par

I’ensemble des chevaux, notés Mo et My, sont donc égaux a

M, = JioNo D M =x,M
fioNo+ fuNy+ 2 ;N
=
(1
M, = ﬂHNH > M =x,M
foNo+ fuNy + D 3N,
=

ou f;p représente 1’attraction de I’espece d’oiseau pour le moustique d’espéce i et M le nombre
total de moustiques en recherche d’hdte dans 1I’environnement donné.
On peut réécrire que :

fio = préférence intrinseque €0 x facteur de poids de I’hote po.
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Dans ce cas, les proportions de moustiques attirés par 1’ensemble des oiseaux de I’espece en

question et par I’ensemble des chevaux peuvent se formuler :

D
EoPoN, Zfiij
X, =¢q,,(1-F,),avec q,, = 00" 0 et F, = / =
EoPoNy+EyPyNy foN,+ fuN,, +Zf“NA )
i i y-J
j
E. N

Xy =4y (1= Fp), avec q,y =1-q,, = £.p Z\szng Hp N
(0] A0 AN0] iIHEH®"H

le facteur Fp peut étre considéré comme un facteur de dilution, c'est-a-dire qu’il prend en
compte les moustiques piquant d’autres hdtes que ceux qui nous intéressent. Il n’est pas
possible, dans un environnement donné, d’estimer g;o ou ¢;y, ne connaissant ni le nombre
d’hotes réellement présents ni les préférences trophiques intrinséques.

Dans nos captures, seuls sont connus M;o et My, qui correspondent aux nombres de
femelles de 1’espeéce i capturées dans les pieéges oiseaux et le piege cheval pour chaque
capture, avec Np = 2 et Ny = 1, si on considere que les autres canards et chevaux de la zone
sont inclus dans les autres hotes disponibles D. Les préférences trophiques intrinséques

dirigées contre un oiseau ou un mammifere peuvent s’écrire a partir de 1’équation (1) comme

suit :
M, A M, A N
g, =—%—ete, =—2—— avec A= f,,N,+ f,,N, + N 3
i0 M NO Do iH M NH Py f;O o fl‘H H ;fl; J ( )
Dans ce cas :
e —_ %o _ MioNy Py (4)

T Eio T € (MiONHpH +MiHNOpO)

avec Np = 2 et Ny = 1. La probabilité ¢ peut étre considérée comme une préférence trophique
relative, de telle sorte que ¢ = 0,5 s’il n’existe pas de préférence pour I’espece i entre
mammifere et oiseau, que & = 1 pour une espece ornithophile stricte et &; = 0 pour une espece
mammophile stricte.

Il n’y a pas de méthode connue pour prendre en compte le facteur de poids. Kay et al.
(1979) utilisent simplement le rapport des poids. Ici, nous considérons que I’attraction,
supposée liée aux émanations de CO; et d’odeurs (Scott et Edman 1991), est proportionnelle

au métabolisme basal, qui est lui-méme proportionnel au poids a la puissance 3/4 suivant la

loi de Kleiber (Kleiber 1932), tel que :

po=c(My)" et p,=c(M,)" 5)
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Ainsi, en reprenant la méthode proposée pour le Feeding Index (Kay et al. 1979) et corrigeant
avec le facteur de Kleiber, le rapport de biomasse entre un cheval de 400 kg et un canard 5 kg
est de 26,7. Dans ce cas, on peut réécrire 1’équation (4) comme suit :

26,7xM,,

= 6
K (26,7xM,, +2xM,, ) (©)

Nous avons décrit la partie liée a I’attraction des moustiques par un oiseau ou un cheval.
Seule une partie de ces moustiques attirés va se gorger, avec un taux de réussite appelé s;o
pour le repas sur oiseau et s;; pour celui sur cheval. Pour chaque espéce de moustique, ces
taux de repas réussis peuvent facilement étre calculés en divisant le nombre de femelles
gorgées a chaque capture par celui des femelles capturées.

Pour chaque espeéce de moustique, la moyenne des ¢;, s;o et s;z et leurs écart-types sont
calculés en ne prenant en compte que les captures récoltant plus de 10 individus de I’espéce
considérée. Ces quantités ne suivant pas des distributions normales, les tests statistiques
utilisés pour les comparer sont tous des tests non paramétriques (Siegel et Castellan 1988). De
plus, la dépendance des taux de succés de repas et des ¢ au nombre de moustiques capturés et
a la température hebdomadaire est testée en calculant le coefficient de corrélation de
Spearman (Siegel et Castellan 1988). Les données météorologiques proviennent des stations
Meétéo France de la Tour du Valat et de Vérargues (a quelques kilométres de Lunel-Viel).

Conséquences sur la transmission du virus West Nile. Les probabilités d’un moustique a
piquer deux fois un oiseau (Pg) et une fois un oiseau et une fois un cheval (Pg) peuvent étre
considérées comme le reflet de sa capacité a jouer un role de vecteur enzootique ou de vecteur
« pont » (Nelson et al. 1976 ; Bicout, pers. comm.). En se basant sur la méme supposition que

ces auteurs, c'est-a-dire que le choix d’un repas est indépendant du repas précédent, alors :

2 2
BE:(SiOin) savec By =x,," < F, =0

(7)
Fy = (SiOin)(SiniH )’ avec By =x,ox,; < F, =0
Les probabilités P;z et P;z peuvent s’exprimer en fonction de &, telles que :
2
P :( Si0 € By / By
iE
& B,/ B, +(1-¢,)
(8)

_ SioSi & (1 _gi)BO /B,
(¢ B,/ B, +(1-¢,))

ou Bp et By sont les biomasses de I’espéce d’oiseau considérée et des chevaux de la zone,
avec Bp = No X po et By = Ny % py. Les quantités Pz et P;p dépendent de la disponibilité en

hote. Elles sont tracées en fonction du rapport Bo/By pour chaque espece de moustique
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identifiée comme piquant les chevaux et les oiseaux et en prenant les valeurs moyennes de &;
et s; calculées dans cette étude. Pz et P;p n’ont de sens que dans un environnement ou
suffisamment de moustiques piquent I’espeéce d’oiseau considérée et les chevaux, c'est-a-dire

que Fp<1.

Résultats
Capture sur appdts. Environ 140 000 moustiques ont été capturés en 22 jours de captures

a la Tour du Valat (dont 96 % sur cheval) contre environ 1600 a Lunel-Viel en 21 jours de

captures (figure 4).

Site de la Tour du Valat Site de Lunel-Viel
Oiseau (N = 1 598) Cheval (N = 133 068) Oiseau (N = 741) Cheval (N = 853)

Seul Cx. pipiens a
été capturé sur oiseau

[ Culex pipiens - 85% Il Aedes caspius - 33% [ Cx. pipiens - 68%

[1Culex modestus - 10% [l Aedes vexans - 31% Il Ae.caspius - 19%

Y72 Autres espéces - 5% 21 Anopheles maculipennis sensu lato - 30% Culiseta annulata - 9%
1 Anopheles hyrcanus sensu lato - 5% Autres espéces - 3%

W72 Autres espéces - 1%

Figure 4 : Choix trophique des espéces de moustiques en Camargue.
Proportion de femelles collectées sur chaque hote (pour les oiseaux, il s’agit de la somme des deux oiseaux) et dans chaque site au cours de

toute la saison de capture.
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Comportements trophiques. Les succes de repas sur oiseau et cheval, et le rapport des

préférences trophiques ¢ sont présentés tableau 2.

Tableau 2 : Comportements trophiques des espéces de moustiques en Camargue.

Pour chaque espéce, sont donnés le nombre de captures (), le nombre total de moustiques (M), le nombre moyen de moustiques collectés
par capture sur cheval (My) et oiseaux (Mo), le taux de repas moyen sur cheval (sy) et oiseaux (so) et le rapport moyen des préférences
trophiques (¢), avec TDV : Tour du Valat et LV : Lunel-Viel. Toutes les moyennes sont présentées plus ou moins un écart-type. Par site, les
quantités suivies d’une lettre différente sont significativement différentes, celles sans lettre ne sont pas testées par manque de données. Les
especes Aedes detritus, Anopheles maculipennis et Anopheles hyrcanus sont données au sens large.

Site  Espeéce N M My M, Sy 50 &
Aedes caspius 21 43548 20721701 2+2 90,5+6,4% 21+28,1% 1,6+2,7°
Ae. detritus 8 530 66+74 0 84,4+7,0 - 0
Ae. vexans 21 40775 19404£3145 143 90,1+7,5% 46,3ﬂ:43,9a’b’C 1,3+3,0°
TDV Anopheles maculipennis 21 40529  1930+2888 0 93,443,3" - 0
An. hyrcanus 10 6646 664+718 1+2 90,3+4,1* 13,3+18,9 0,6+1,0*
Culiseta annulata 12 320 27+13 0 89,8+6,3 - 0
Culex pipiens 17 1507  10£10 79+94  50,1+14,1°  553+19,8° 96,5+4,9°
Cx. modestus 9 547 43427 1748 77,3+10,1° 80,6£12,0° 83,4+7,4°
Ae. caspius 5 135 27+16 0 96,1+2,5 - 0
LV Cs. annulata 4 51 1343 0 93,6+3,9 - 0
Cx. pipiens 13 1297 44+43 56+39 43,7+£19,4 64,5+16,7 93,3+5,3

Pour toutes les espéces, la valeur d’e est différente de 50, qui symbolise une espéce sans
préférence entre mammiferes et oiseaux (test des signes de Wilcoxon, p < 0,01). Pour
Cx. pipiens, la valeur d’e n’est pas significativement différente entre la Tour du Valat et
Lunel-Viel (test de Mann Withney, p > 0,05), mais différente de celle de Cx. modestus a la
Tour du Valat (test des signes de Wilcoxon, p <0,01).

A la Tour du Valat, I’espéce influe sur les taux de succés des repas sur cheval (test de
Friedman, p < 0,01). Testées deux a deux, Cx. pipiens présente le taux de succes des repas sur
cheval le plus faible, Cx. modestus un taux moyen et les autres espéces (4edes et Anophéles)
un taux trés élevé, sans distinction entre elles (test des signes de  Wilcoxon, p <0,05). A
Lunel-Viel, le nombre de captures ne permet pas de tester les différences entre espéces.

Les taux de succes des repas sur oiseau sont différents selon I’espece a la Tour du Valat
(test de Friedman, p < 0,01). Testés deux a deux, les taux de repas sur oiseau sont
significativement différents entre Cx. modestus, Cx. pipiens et Ae. caspius (test des signes de
Wilcoxon, p < 0,05). Etant donné I’écart-type des valeurs, le taux de repas d’Ae. vexans n’est
significativement pas différent des autres especes.

Pour Ae. caspius a la Tour du Valat, le taux de succes des repas sur cheval est plus élevé
que celui sur oiseau, alors qu’on observe une situation inverse pour Cx. pipiens a Lunel-Viel
(test des signes de Wilcoxon, p <0,01). Il n’y a pas de différence significative entre ces taux

pour Ae. vexans, Cx. modestus et Cx. pipiens a la Tour du Valat.
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La valeur de ¢ n’est corrélée positivement au nombre de moustiques capturés que pour
An. hyrcanus s.1. (ry = 0,94, p < 0,01). Pour cette espece, ¢ est nul quand le nombre de
moustiques est inférieur a 500 et non nul (mais toujours faible) quand ce nombre est supérieur
a 1500. Les taux de succes des repas sur cheval ou sur oiseau ne sont pas corrélés au nombre
de moustiques collectés (p > 0,05). Pour aucune espéce, le taux de succes des repas et le € ne
sont corrélés a la température hebdomadaire, sauf pour Cx. pipiens a Lunel-Viel, ou le taux de

succes des repas sur cheval est corrélé positivement a la température (75 = 0,63, p = 0,02).

Influence sur la transmission du virus West Nile. La figure 5 présente les probabilités de
repas successifs (Pg et Pg) en fonction du rapport No/Ny pour les deux espéces de Culex, Ae.
caspius et Ae. vexans. Anopheles hyrcanus s.l. a été écarté car au total, seuls deux individus

ont été retrouvés gorgés dans les piéges oiseaux.

0,7 — S 0,16
Cx. modestus
2 B

0,6¢ E 0,14 Cx. modestus

0,12
0,5¢

0,1}

0,4

Cx. pipiens

0,3 B

0,08;

Cx. pipiens
0,06 Aedes sp.

-
- -

0,2

0,04 N\ -
0.1 1 0,02 1
e
0,1 1 100 01 i 0 100
BO / BH BO / BH

Figure S : Effet de la disponibilité en hote sur la probabilité de repas successifs sur oiseau ou cheval.
Probabilités enzootiques Pg (graphique de gauche) et probabilités « ponts » Py (graphique de droite) en fonction du ratio de la biomasse
d’une espéce d’oiseau donnée (Bo) sur celle des chevaux (By). Aedes caspius (trait plein), de. vexans (trait pointillé), Cx. modestus et
Cx. pipiens (Tour du Valat trait pointillé, Lunel-Viel trait plein).

Discussion. Le nombre de moustiques capturés sur chaque site montre des situations trés
différences en terme de densités de moustiques. La différence est liée essentiellement a
I’importance des moustiques mammophiles en Camargue humide (Tour du Valat). La valeur
d’e permet d’identifier aisément deux groupes de moustiques, les ornithophiles (Culex) et les
mammophiles (Adedes, Anopheles et Culiseta). Parmi les especes ornithophiles, Cx. pipiens est
plus strict que Cx. modestus. Parmi les espeéces mammophiles, seuls Ae. caspius, Ae. vexans et

dans une moindre mesure An. hyrcanus s.l. ne sont pas strictement mammophiles (¢ # 0).

Néanmoins, le caractére strict de la mammophilie n’est certain que pour An. maculipennis s.1.,
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¢tant donné les nombres de moustiques capturés. Pour les autres especes, le nombre de
moustiques n’est peut étre pas suffisant pour capturer des individus sur oiseau, comme pour

Ae. caspius a Lunel-Viel.

Le succes de repas d’un moustique est souvent attribué aux réactions de défense de 1’hote,
certains hotes étant qualifiés de tolérants aux piqlres de moustiques, alors que d’autres
manifestent un comportement de défense important (Edman et Kale II 1971 ; Edman et al.
1974). Les espéces les plus grandes sont souvent les plus tolérantes (Scott et Edman 1991).
Classiquement, lorsque la densit¢ des moustiques augmente, les réactions de défense
s’intensifient et le succes de repas diminue (Edman et al. 1972 ; Nelson et al. 1976).

Dans notre cas, les taux de repas réussi sur cheval sont toujours tres élevés pour les
mammophiles, quelle que soit la densité de moustiques observée, laissant supposer que le
cheval ne présente aucun comportement de défense vis-a-vis des moustiques. De méme, les
canards semblent tolérants aux piqlres de moustiques puisqu’ils autorisent des taux de repas
relativement ¢élevés en comparaison avec ce qui peut étre observé pour d’autres especes
d’oiseaux (Dow et al. 1957 ; Edman et Kale II 1971 ; Nelson et al. 1976 ; Scott et Edman
1991). Néanmoins, certaines réactions de défense (coups de bec) ont été observées. De plus,
contrairement aux especes mammophiles, des différences sont observées entre les deux
especes de Culex quant a leur capacité a se gorger sur oiseau, Cx. modestus étant plus agressif
que Cx. pipiens. La forte agressivité de Cx. modestus en Camargue a déja été signalée par
d’autres auteurs (Callot et Ty 1944-1945 ; Rioux 1958 ; Mouchet ef al. 1970).

A la Tour du Valat, les taux de repas sur cheval sont fortement diminués par rapport &
ceux sur oiseau pour Ae. caspius, alors que les taux de repas sur cheval ou oiseau semblent
équivalents pour les espéces ornithophiles. Etant donné le faible effectif, les données
concernant An. hyrcanus s.1. n’ont pas été testées. Pour le site de Lunel-Viel, le taux de repas
sur cheval de Cx. pipiens est plus faible que celui sur oiseau et augmente avec la température.
Cette influence de la température sur le comportement trophique des Culex avait été avancée
pour expliquer le changement de préférence trophique de Cx. migripalpus au cours d’une
année, passant d’ornithophile &8 mammophile (Edman et Taylor 1968). Le site de Lunel-Viel,
¢loigné de la mer, présente des variations de température plus importantes que le site de la
Tour du Valat, ce qui peut expliquer que cette observation ne soit réalisée qu’a Lunel-Viel.
Néanmoins, ce site se situe en zone seche, ou les gites de pontes sont rares. Des pontes de

Cx. pipiens ont été observées dans le seau d’eau mis a disposition du cheval, laissant supposer
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que des femelles venant de pondre ont été récoltées pendant les captures, ce qui diminue
artificiellement le ¢ et le taux de repas sur cheval.

En résumé, il semble que les Culex ornithophiles soient plus attirés par les chevaux que
les especes mammophiles ne le sont par les oiseaux. De plus, les Culex présentent le méme

taux de succes de repas sur cheval que sur oiseau (sauf Cx. pipiens a Lunel-Viel).

La probabilit¢ de se gorger deux fois sur oiseau (Pg) est trés faible pour les espéces
mammophiles. Pour les espéces de Culex, cette probabilité est plus faible lorsque la biomasse
des chevaux est plus importante que celle des oiseaux. Si I’on se base uniquement sur cette
probabilité, seuls les Culex pourraient jouer un réle de vecteur enzootique. Culex modestus
pourrait étre meilleur vecteur que Cx. pipiens, toutes choses égales par ailleurs, car il présente
des taux de succes de repas supérieurs. La probabilité de se gorger a la fois sur oiseau et
cheval (Pp) est nulle pour les Aedes lorsque la biomasse des chevaux domine largement celle
des oiseaux et atteint un maximum dans le cas contraire. On constate une situation opposée
pour les Culex. La différence de P entre les espéces d’4edes provient de la différence de taux
de succes des repas sur oiseau. La différence de Pp entre Cx. modestus et Cx. pipiens provient
des taux de succes des repas supérieurs pour Cx. modestus, que ce soit sur cheval ou sur
oiseau. Ainsi, les especes ornithophiles ou mammophiles pourraient jouer le role de vecteur
«ponty, mais uniquement dans des situations opposées (Bicout, pers. comm.).
Culex modestus est un meilleur candidat que Cx. pipiens a la transmission du virus des

oiseaux vers les chevaux, lorsqu’on ne considére que les probabilités Ps.

Les probabilités de deux repas successifs (Pg et Pg) ont été calculées a partir des données
de captures sur appat, réalisées avec un cheval et deux canards. Le canard a été choisi comme
espece appat pour des raisons de manipulation et non parce que cette espece serait impliquée
dans les cycles de transmission du virus West Nile. Pour que les conclusions qui viennent
d’étre exposées soient généralisables aux especes amplificatrices, il faut que : 1) la valeur de ¢
ne dépende pas de ’espece d’oiseau, c'est-a-dire que la préférence innée des moustiques soit
dirigée vers une classe de vertébrés plus que vers une espéce particuliére, et que ii) I’espéce
amplificatrice ait des réactions de défense de méme ordre que celles du canard. On peut
supposer que les espéces amplificatrices sont tolérantes puisque, par définition, elles sont
piquées par les moustiques. Ici, on a considéré que le facteur de dilution F)p était le méme
pour toutes les espéces de moustiques ; or rien ne prouve que ce soit le cas. Dans ce cas, les

tendances des probabilités Pz et Pp présentées figure 5 peuvent s’en trouver modifiées. De
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plus, nous avons considéré que chaque individu d’une méme espece était piqué de la méme
fagon que tous ses autres congénéres. Or on sait que des facteurs individuels, notamment
I’age, modifient a la fois I’attraction des moustiques et les réactions de défense de 1’hote entre
individus (Scott et Edman 1991).

Il s’agit donc plutot de donner des pistes de réflexion concernant le réle que peut jouer
chaque espéce dans la transmission du virus West Nile en fonction de son comportement
trophique. L’analyse de résidus des repas sanguins des moustiques, en particulier des espéces
de Culex, pourrait permettre d’estimer Fp et d’identifier si certaines espéces d’oiseau servent
d’hétes privilégiés. Cela permettrait de confirmer ou d’infirmer les régles utilisées ici. Par la
suite, il faudrait aussi prendre en compte d’autres composantes importantes de la capacité

vectorielle, comme la compétence vectorielle, la longévité ou la densité des vecteurs.
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En résumé, si on extrapole les résultats des captures de la Tour du Valat aux zones
humides de Camargue et ceux de Lunel-Viel a la zone de Costicre, les principales especes
piquant les oiseaux sont Cx. pipiens et Cx. modestus en zone humide, et principalement
Cx. pipiens en zone séche. Ce sont les principaux candidats a la transmission du virus West
Nile parmi les populations d’oiseaux dans les zones ou ils sont présents. Culex modestus
pique régulicrement ’homme et le cheval. Il est considéré comme se dispersant peu en terrain
ouvert et pourrait donc transmettre le virus aux mammiféres pénétrant dans ses sites de repos.
La capture de quelques individus a Lunel-Viel, en 1’absence de gite identifié, reste a éclaircir.
Culex pipiens est I’espece dominante sur cheval en zone seéche et a été retrouvé
occasionnellement gorgé sur cheval en zone humide. Il pourrait donc intervenir dans la
transmission du virus West Nile aux chevaux, notamment dans des conditions de fortes
populations équines. Sa faible représentation dans les captures sur homme provient d’une
faible anthropophilie vraie ou d’un biais dans la méthode de collecte. Les populations de ces
deux especes augmentent progressivement en densité au cours de I’été pour culminer en
septembre, lorsque la transmission aux chevaux est la plus intense.

Deux espéces d’Adedes, Ae. caspius et Ae. vexans, sont abondantes en zone humide,
piquent agressivement ’homme et le cheval et sporadiquement les oiseaux, notamment au
cours de 1’¢été, et présentent un pic de densité a la fin de 1’été suite aux pluies et irrigations de
mi-aolt & fin septembre. Ces especes sont considérées comme potentiellement capables de
transmettre le virus West Nile des oiseaux aux mammiferes, notamment dans des conditions
de faibles densités équines. Seul Ae. caspius est retrouvé en Costicre, vraisemblablement suite
a sa migration depuis les zones de forte production que sont les zones humides deltaiques et
littorales. En migrant, il pourrait entrainer avec lui le virus. La démoustication du littoral a
I’ouest du Petit Rhone limite néanmoins fortement ses densités en dehors du delta.

Une seule des deux especes abondantes d’anophéle, An. hyrcanus, n’est pas strictement
mammophile. Néanmoins, une seule femelle a été retrouvée gorgée sur oiseau. Enfin, cette
espece présente un pic de densité¢ fin aolt avec une rapide décroissance début septembre.
Méme si cette espece est compétente pour le virus West nile, son role dans la transmission de

ce virus est probablement anecdotique.
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2. Recherche de virus chez les individus capturés

Matériel et méthodes. Pour détecter une éventuelle circulation du virus West Nile
pendant la réalisation des captures, les animaux appats ont été suivi sérologiquement. Des
prélevements sanguins ont été effectués toutes les semaines sur les deux chevaux, et tous les
mois sur les canards. Le sang prélevé sur tube hépariné a été centrifugé et le sérum séparé du
culot sanguin. Les prélévements ont ¢té¢ conservés a - 20 °C, jusqu’a expédition au Centre
national de référence des arbovirus et fievre hémorragique de I’Institut Pasteur pour recherche
d’anticorps anti-West Nile.

Les moustiques capturés ont été répartis en lots monospécifiques de moins de 50 individus
de méme sexe, triés par site et date de capture, et par hote. Les lots sont conservés a - 20 °C.
Les lots a tester ont été envoyés au laboratoire de virologie de 1’Institut de médecine tropicale

du service de santé des armées pour recherche virale par RT-PCR en temps réel.

Résultats et discussion. Les deux chevaux et les quatre canards utilisés pour les captures
¢taient séronégatifs lors de la premiére capture. Parmi ces appats, un des canards utilisés a la
Tour du Valat a séroconverti entre le 3 aoit et le 20 septembre 2004. Toutefois, en dehors des
périodes de capture (c'est-a-dire 6 jours sur 7), les oiseaux appats de la Tour du Valat ont été
gardés dans le poulailler du domaine (situé¢ a 200 m du lieu de capture). Il est donc probable
que cet oiseau ait été infecté plutot dans le poulailler que dans la cage de capture. Néanmoins,
il reste certain que le virus West Nile a circulé a la Tour du Valat pendant I’ét¢ 2004.

Durant cette période, 13 séroconversions ont ét¢ observées parmi les 152 oiseaux suivis
sur les départements de I’Hérault, du Gard et des Bouches-du-Rhone par le réseau de
surveillance aviaire du virus West Nile (Hars et al. 2004) et une épizootie a été¢ constatée
parmi les populations équines (Zeller et al. 2004). L’épicentre de la circulation (maximum des
cas équins et des séroconversions aviaires) €tait situ¢ au nord des Saintes-Maries-de-la-Mer.
Ainsi, méme si le virus West Nile a circulé a I’endroit des captures, sa circulation a été plus
intense dans d’autres zones (20 % de séroconversions (n = 10) a la Tour du Valat, contre
58 % (n = 12) aux environs des Saintes-Maries-de-la-Mer) (Hars et al. 2004).

Etant donné le grand nombre de lots de moustiques collectés pendant les captures, tous les
lots n’ont pas pu étre testés systématiquement. Les moustiques les plus intéressants a tester

sont ceux ayant piqué 1’oiseau qui a séroconverti. Il a été décidé de tester tous les moustiques

&9



Chapitre 3. Recherche du virus et de ses vecteurs en France

capturés sur appat oiseau a partir de début aotit a la Tour du Valat. Les moustiques ont été
testés en entier, sauf pour ceux capturés gorgés sur I’oiseau séropositif, pour lesquels seule la
téte a été testée afin d’éviter une détection du virus a partir du sang ingéré. Au total, 35 lots
sont testés, correspondant a 1266 moustiques, dont 1061 Cx. pipiens, 142 Cx. modestus,
29 Ae. vexans, 25 Ae. caspius, 7 An. hyrcanus et 2 Coquillettidia richiardii (Ficalbi). Le
génome viral n’a été¢ détecté dans aucun des lots testés. La détection du virus a partir de
moustiques capturés sur le terrain remplit le deuxiéme critére d’identification d’un vecteur
défini par Mitchell (1995). Dans une zone ou le virus circule intensément, les taux d’infection
des vecteurs principaux restent faibles. Pour illustration, dans I’Etat de New York, une
surveillance entomologique en routine a été réalisée de juin a octobre pour les années 2000 a
2004, aboutissant au test de 35 280 lots de moustiques, soit plus d’un million de moustiques
(Lukacik et al. 2006). Dans ces lots, on a pu estimer le taux minimal d’infection moyen des

Culex a 1,5/1000 (Lukacik et al. 2006).

En résumé, la circulation du virus West Nile a été détectée pendant les captures sur
appats. Pourtant le virus n’a pas été¢ mis en évidence parmi les moustiques capturés. Au cours
des récents épisodes de circulation, tous les essais de recherche virale sur des lots de
moustiques capturés sur le terrain sont restés infructueux (Zientara et al. 2004). Ces constats
illustrent la faible sensibilité de cette méthode pour des protocoles de surveillance ou de
recherche. Dans d’autres pays, des résultats ont pu étre obtenus, en contrepartie de protocoles
de captures régulicres et d’un test systématique d’un grand nombre de moustiques, ce qui est
coliteux en moyens humains, techniques et financiers. Etant donné le caractére sporadique et
aléatoire des épisodes de circulation du virus West Nile dans le temps et dans I’espace en
France, cette méthode ne semble pas adaptée pour I’étude des vecteurs du virus West Nile
dans ce contexte. La connaissance de la compétence vectorielle des espéces candidates a la
transmission est donc essentielle pour évaluer leur implication dans les cycles de

transmission. Son étude fait I’objet du chapitre 4.
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Compétence vectorielle pour le virus West Nile

Depuis 60 ans, de nombreux travaux ont étudié les interactions entre moustiques et virus
West Nile. Dans un premier temps, il nous a semblé intéressant de synthétiser les résultats
des différentes études pour permettre une comparaison entre especes.

Dans un deuxieme temps, nous présentons les résultats des infections expérimentales
réalisées sur les candidats vecteurs de Camargue.

Enfin, ces résultats sont analysés dans un contexte plus global qui intégre les données
historiques.

1. Retour sur 60 ans de littérature

1.1. Un bref apercu historique

La compétence vectorielle peut étre définie par I’aptitude d’un insecte a s’infecter,
amplifier et transmettre le virus en conditions de laboratoire (Rodhain et Perez 1985). Pour
démontrer la capacit¢ d’une espéce a transmettre un virus, il faut reproduire
expérimentalement le cycle de transmission, c'est-a-dire réaliser i) le gorgement des
moustiques sur un hote virémique, puis ii) des tests de transmission a un hdéte naif. Pour éviter
I’utilisation d’animaux comme hdtes donneurs ou receveurs, on consideére que le cycle peut
étre reproduit par des méthodes artificielles permettant d’exposer oralement les moustiques au
virus et d’isoler ce dernier de la salive.

L’expérience princeps dans la transmission vectorielle du virus West Nile est celle de
Philipp et Smadel (1943). Des femelles d’Ae. albopictus sont gorgées sur des hamsters
préalablement inoculés. Aprés dix jours d’incubation, ces femelles sont capables de
transmettre le virus par piqlre a un hamster naif (Philip et Smadel 1943). L’ expérience est
reproduite’’ dans les années qui suivent avec Cx. pipiens, Cx. antennatus (Taylor et Hurlbut
1953 ; Tahori et al. 1955), Cx. univittatus (Taylor et al. 1956) et Ae. aegypti (Goldwasser et
Davies 1953 ; Davies et Yoshpe-Purer 1954).

Au fil des années, la liste des especes compétentes pour le virus West Nile en laboratoire
s’allonge : Cx. quinquefasciatus (Varma 1960), Cx. theileri (Jupp et al. 1966b),
Cx. tritaeniorhynchus (Hayes et al. 1980), Culex neavei Theobald (Jupp et al. 1986), et aussi
Aedes geniculatus (Olivier), Aedes punctor (Kirby) et An. plumbeus (Vermeil et al. 1960).

#7 La transmission du virus West Nile par Cx. tritaeniorhynchus et Culex pallens Coquillett a été décrite par
Kitaoka (1950) mais la publication (Jap. Med. Jour. 3, 77-81) n’a pas été retrouvée.
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Les interactions entre moustique et virus West Nile ont été ¢tudiées en détail pour les especes
considérées comme impliquées dans les cycles de transmission : Cx. pipiens en Israél (Tahori
et al. 1955), Cx. univittatus en Afrique du Sud (Jupp et Mclntosh 19700 ; Jupp 1974 ; Cornel
et al. 1993) et Cx. tritaeniorhynchus au Pakistan (Ahmed et al. 1979 ; Baqar et al. 1980 ;
Hayes et al. 1980 ; Akhter et al. 1982). Enfin, apres I’introduction du virus West Nile aux
Etats-Unis en 1999, les études de compétence vectorielle se sont multipliées, testant de
nombreuses espeéces nord-américaines de moustiques. La quasi-totalité de ces especes est

capable de transmettre le virus, mais a des niveaux tres différents.

1.2. Cinétique virale et quantification de la compétence vectorielle

Pour rendre un vecteur infectant aprés un repas virémique, le virus West Nile va infecter
différents tissus cellulaires pour passer de la lumiére du tube digestif a la salive.

Apercu général. Suite a un repas infectieux, le titre viral du corps d’un moustique suit
sensiblement le méme profil au cours d’une incubation entre 26 et 30 °C pour différentes
especes de Culex et d’Aedes (Tahori et al. 1955 ; Hayes et al. 1980 ; Cornel et al. 1993 ;
Sardelis et Turell 2001 ; Sardelis et al. 2002 ). Le jour de I’infection (JO), le titre viral est
équivalent a celui du repas infectieux. Il diminue par la suite, signe d’une destruction virale,
atteignant un minimum entre 24 et 72 heures post-infection (Hayes et al. 1980 ; Cornel et al.
1993). Ensuite, le titre augmente progressivement et atteint un plateau qui semble durer la vie
du moustique (Cornel ef al. 1993 ; Sardelis et al. 2002). En parall¢le, le titre viral des pattes
est nul a JO. I devient détectable au bout de quelques jours et augmente progressivement
jusqu’a atteindre un plateau (Sardelis et al. 2002).

Infection des tissus du moustique. La dissémination du virus West Nile dans les
différents organes a été bien décrite chez Cx. quinquefasciatus (Girard et al. 2004). Le virus
infecte d’abord les cellules du tube digestif. Aprés invasion des cellules intestinales, le virus
gagne I’hémoccele. Le terme de « barriere intestinale » regroupe 1’ensemble des filtres
(membranes intestinales) possibles associés a ces étapes. Par la suite, le virus arrive dans le
systeme salivaire et se concentre dans la salive. Le terme de « barriere salivaire » correspond
aux ¢léments qui s’opposent a ce passage et donc a la transmission du virus. Le temps
nécessaire a un moustique pour devenir infectant (i.e. présence de virus dans la salive) suite
au repas infectieux est appelé durée d’incubation extrinséque. Cette derniere est fortement

dépendante de la température. D’autre part, un facteur quantitatif important intervient, le seuil
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d’infectivité, dose virale en dessous de laquelle un vecteur, méme compétent, ne s’infectera
pas.

Quantification de la compétence vectorielle. Elle dépend du seuil d’infectivité et des
deux types de barriéres (intestinale et salivaire). Le taux d’infection® permet de mesurer le
seuil d’infectivité, le taux d’infection disséminée®® 1’effet global de la barriére intestinale et le
taux de transmission disséminée™® Ieffet de la barriére salivaire (Turell et al. 2000). C’est la
barriere intestinale qui est déterminante dans la compétence vectorielle des moustiques pour
le virus West Nile. En effet, le taux de transmission disséminée est toujours tres ¢levé quelle
que soit I’espece (Turell et al. 2005). De plus, la transmission du virus West Nile par des
femelles inoculées par voie intrathoracique (évitement de la barriere intestinale) est possible
quelle que soit I’espéce de moustique. De tels essais ont été réalisés pour Cx. vishnui (Hurlbut
1956), Culex fuscocephala Theobald, Culex pseudovishnui Colless, Ae. caspius, Aedes
indicus (Theobald) et Aedes lineatopennis (Ludlow) (Akhter et al. 1982), Aedes cantator
(Coquillett) (Turell et al. 2005) ou Coquillettidia pertubans (Walker) (Sardelis et al. 2001).
Seul Psorophora ferox (Von Humboldt) fait exception a la reégle et ne transmet pas apres
inoculation intrathoracique (Turell et al. 2005). Le taux de transmission (nombre de femelles
transmettant le virus par piqlre divisé par le nombre de femelles exposées oralement) permet

donc une mesure globale de la compétence vectorielle.

1.3. La compétence vectorielle des moustiques pour le virus West Nile

Une revue des études citées ci-dessus n’étant pas disponible dans la littérature, ce travail a

été réalis¢ pour ce document, malgré la diversité des méthodes utilisées (annexe 2).

Diversité des méthodes

Meéthode d’exposition. La méthode d’exposition au virus la plus classique est d’autoriser
les femelles a se gorger sur des animaux virémiques, dont 1’espéce, 1’age et la voie
d’inoculation différent selon les études. Cependant, il nous a semblé correct de considérer
comme comparables, pour une méme virémie, les résultats de différentes études utilisant ce

mode d’exposition.

* Femelles infectées (multiplication du virus dans le tube digestif)/femelles exposées, i.e. gorgées.
* Femelles avec une infection disséminée (multiplication du virus dans les pattes ou ailes)/femelles exposées.
>0 Femelles transmettant le virus par piqire/femelles avec une infection disséminée.
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A la place d’animaux virémiques, de nombreux systémes artificiels ont été employés,
aussi divers que : repas sur ceufs de poule inoculés, sur membrane, sur coton imbibé ou sur
goutte pendante’’. Pour de nombreux arbovirus, ces méthodes infectent un nombre moins
important de moustiques qu’une exposition sur animal virémique avec un méme titre viral
(Turell 1988). Pour Cx. tarsalis et I’encéphalite équine de 1’Ouest, il a ét¢ montré que la
distribution du virus dans le tractus digestif des moustiques est radicalement différente en
fonction du type de repas, le sang étant stocké dans le diverticule pour des repas artificiels,
contrairement aux repas sur animaux virémiques (ou le sang passe directement dans
I’intestion moyen) (Weaver et al. 1993). L’utilisation de sucrose dans les repas artificiels,
pour stimuler le gorgement, pourrait étre en partie responsable de ce phénoméne (Weaver et
al. 1993). En effet, les jus sucrés ingérés sont physiologiquement stockés dans les
diverticules, alors que le sang passe directement dans I’estomac (Clements 1992). Néanmoins,
méme sans utilisation de sucrose, a titre égal, les repas artificiels sont moins infectieux que les
repas sur animaux virémiques.

Parmi ces méthodes, I’infection de Cx. tarsalis avec le virus de I’encéphalite équine de
I’Ouest par exposition sur membrane semble plus efficace que 1’exposition sur coton imbibé
ou goutte pendante (Mahmood et al. 2004). C’est donc la méthode artificielle a privilégier,
méme si, comme nous 1’avons vu, elle sous-estime les taux d’infection par rapport a un repas
en conditions naturelles. Pour le virus West Nile, il faut un titre environ 100 fois supérieur
pour infecter le méme nombre de Cx. univittatus, de Cx. quinquefasciatus et de Cx. pipiens
sur membrane qu’il n’en faut sur animal virémique (Jupp et McIntosh 1970a, 1970b ; Jupp
1976).

Mesure du titre viral. C’est la diversité¢ des méthodes de titrage viral utilisées qui est le
principal obstacle a la comparaison des études. Les études les plus anciennes utilisent pour le
titrage viral I’inoculation intracérébrale a des souris adultes ou nouveau-nées. Les souris
nouveau-nées €tant plus sensibles que les souris adultes, Jupp (1974) propose de diminuer
d’un log le titre obtenu sur souriceau pour obtenir I’équivalent sur souris adulte. Les études
les plus récentes titrent sur cultures cellulaires, mais les unités peuvent étre différentes.

Estimation du taux de transmission. Elle est classiquement conduite en gorgeant les
moustiques infectés sur des animaux naifs et en recherchant des signes de I’infection. Les
méthodes artificielles consistent a recueillir la salive des moustiques (Hurlbut 1966), soit par

goutte pendante ou par « méthode capillaire ». La méthode de la goutte pendante consiste a

*! L’infection par mise en contact des tarses du moustique et d’un coton saturé avec une mixture sang/virus West
Nile est aussi possible (Jupp et al. 1966a).
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laisser pendre une goutte d’un mélange érythrocytes, sérum de veau fcetal et sucre a la surface
de la moustiquaire et a la récupérer lorsque le moustique testé a commencé a se gorger
(Gubler et Rosen 1976). La méthode capillaire consiste a introduire entieérement le proboscis
du moustique testé¢ dans un tube capillaire affiné a la flamme et contenant de I’huile de
submersion pour microscope ou du sérum de veau feetal et a récupérer le fluide apres début de
gorgement réflexe (Aitken 1977). Ces deux méthodes sous-estiment le taux de transmission
obtenu pour le virus West Nile chez Cx. univittatus par rapport a un essai sur hamster naif
(Cornel et Jupp 1989). Comparées entre elles, elles donnent des résultats équivalents (Cornel
et Jupp 1989). De plus, Cornel et Jupp (1989) insistent sur la nécessité de tester dans
I’immédiat le produit d’expectoration, la conservation a - 70 °C diminuant la probabilité

d’isoler le virus.

Comparaison des espéces

Une espéece étalon. Les résultats des infections expérimentales menées sur Cx. pipiens
sont relativement homogenes malgré les différences d’origine géographique : Israél (Tahori et
al. 1955), Egypte (Hurlbut 1956), Afrique du Sud (Jupp 1976) et Etats-Unis (Turell et al.
2000 ; Turell et al. 2001 ; Goddard et al. 2002) (annexe 2). La dose virale nécessaire pour
infecter 50 % des femelles (Dlso) gorgées sur animal virémique est de 10** 4 10° PFU/ml
(Tiawsirisup et al. 2004 ; Erickson et al. 2006) et de 10** DLso/m1> aprés 14 & 18 jours a 26-
27 °C (Jupp 1976), les titres étant relativement comparables. Pour un titre de 10’ PFU/ml, le
taux de transmission est compris entre 20 et 70 % pour 14 jours d’incubation a 26-28 °C
(Turell et al. 2001 ; Goddard et al. 2002 ; Tiawsirisup et al. 2005a). Toutes ces infections sont
réalisées avec la forme pipiens. Les résultats semblent équivalents avec la forme molestus,
gorgée sur poulet virémique (10°* a 10”° PFU/ml), avec un taux de transmission de 47 % (au
moins 16 jours a 26 °C) (Turell et al. 2006). Culex pipiens peut donc étre considéré comme
une espece moyennement compétente, avec une Dlsy assez forte et un taux de transmission
moyen.

Comme elle a été étudiée par beaucoup d’auteurs différents, elle peut servir d’espéce de

référence a laquelle comparer les autres espéeces.

Les especes de Culex. Culex univittatus semble €tre un vecteur extrémement compétent

pour le virus West Nile. Sa Dls est plus petite que celle de Cx. pipiens (10*° contre 10> DLs

>2 Le titre est exprimé en dose létale 50 % pour des souris adultes ; sauf indication contraire, tout titre exprimé en
DL, fera référence a cette méthode de titrage.
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en Egypte et 10*! contre 10*° DLsy/ml en Afrique du Sud) (Hurlbut 1956 ; Jupp 1976). Cette
espece est hautement sensible a I’infection. De plus, jusqu’a 100 % des individus exposés
peuvent transmettre le virus et cette espéce permet une dynamique rapide et compléte du virus
méme a température relativement basse (Cornel et al. 1993). Parmi les espéces testées, Cx.
univittatus semble le plus adapté a la transmission du virus, attestant, semble-t-il, d’une co-
adaptation importante avec le virus West Nile.

Culex tritaeniorhynchus est plus sensible a Dinfection au virus West Nile que
Cx. quinquefasciatus (Akhter et al. 1982), dont la sensibilité est équivalente a Cx. pipiens
(Jupp 1976). La Dlsy de Cx. tritaeniorhynchus est d’environ 10+° DLSNNso/m1> (Hayes et al.
1980). Aprés exposition sur membrane (10°° DLSNNso/ml), 100 % des femelles Cx.
tritaeniorhynchus (n = 45) sont capables de transmettre le virus par piqiire (12 jours a 28 °C)
(Hayes et al. 1980). Cette espece semble donc étre trés compétente pour le virus West Nile.
Mais ces expériences ont été menées avec une souche d’élevage (colonisée depuis plus de 11
ans), ce qui ne permet pas d’extrapoler ces résultats aux populations de terrain.

Parmi les autres Culex, certaines especes semblent trés compétentes, mais les études
n’ayant pas été aussi completes que pour Cx. univittatus, il n’est pas possible de 1’affirmer
avec certitude. Ainsi, Cx. antennatus semble présenter la méme sensibilité a I’infection que
Cx. univittatus (Hurlbut 1956) et est capable de transmettre le virus par piqire (Taylor et
Hurlbut 1953), mais avec un taux de transmission qui n’a pas été évalué. Pour Cx. neavei,
aprés gorgement sur poulet virémique (10" DLSNNiso/ml), jusqu’a 100 % des femelles (FO)
sont capables de transmettre le virus West Nile par piqire (apres 21 jours) (Jupp et al. 1986).
En revanche, cette espéce semble environ 25 fois moins sensible a I’infection que
Cx. univittatus (Jupp 1976). Enfin, la Dlsy de Cx. theileri est deux fois plus grande que celle
de Cx. univittatus aprés gorgement sur membrane (Jupp et al. 1966b ; Jupp et Mclntosh
1970b ; Jupp et al. 1972).

La plupart des autres especes de Culex semblent présenter une compétence vectorielle
équivalente a Cx. pipiens. C’est le cas de Cx. quinquefasciatus qui présente cependant une
grande hétérogénéité des taux de transmission en fonction de 1’origine géographique
(Goddard et al. 2002 ; Reisen et al. 2005) et des méthodes d’exposition utilisées. Les
méthodes artificielles donnent des résultats assez médiocres avec cette espece (Jupp et

Mclntosh 1970a ; Jupp 1976 ; Akhter et al. 1982 ; Goddard et al. 2002 ; Reisen et al. 2005).

>3 Dose létale sur souris nouveau-nées estimée par inoculation intracérébrale ; on peut estimer que ce titre est de
1’ordre de 10*° DLso/ml pour des souris adultes. Cette espéce serait donc 10 fois moins susceptible a I’infection
que Cx. univittatus et 10 fois plus que Cx. pipiens (Jupp 1976).
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Culex tarsalis présente des taux de transmission équivalents a ceux de Cx. pipiens (Goddard
et al. 2002), mais semble plus sensibles a I’infection (Reisen ef al. 2005). De plus, le virus
West Nile se développe quasiment de la méme manicre a 26 ou 30°C chez Cx. farsalis (Reisen
et al. 2005), alors que ce n’est pas le cas chez Cx. pipiens (Dohm et al. 2002a). Aux Etats-
Unis, Cx. nigripalpus, Cx. restuans, Cx. salinarius, Culex stigmatosoma Dyar et
Culex erythrothorax Dyar sont capables de transmettre expérimentalement le virus West Nile
(Sardelis et al. 2001 ; Goddard et al. 2002 ; Ebel et al. 2005). Le nombre d’études leur étant
consacrées est trop petit pour mettre en évidence une différence de compétence avec
Cx. pipiens, sauf peut étre pour Cx. nigripalpus, qui semble moins compétent (Sardelis et al.

2001).

Les espéces d’Aedes. Pour le virus West Nile, la compétence vectorielle a été sans
conteste la plus étudiée chez les espéces du genre Culex. Pourtant, c’est avec une espece du
genre Aedes que la capacité des moustiques a transmettre le virus a ¢été établie pour la
premiere fois en 1943 (Philip et Smadel 1943). D’autres études ont démontré la capacité des
especes du genre Aedes a transmettre le virus West Nile en laboratoire, mais sans en mesurer
la compétence (Goldwasser et Davies 1953 ; Davies et Yoshpe-Purer 1954 ; Varma 1960 ;
Vermeil et al. 1960 ; Nir 1963). Depuis 1’émergence du virus West Nile aux Etats-Unis,
plusieurs Aedes ont été testés pour leur compétence vectorielle, la plupart de fagon ponctuelle.

La quasi-totalité des especes d’Aedes sont capables apres exposition orale de transmettre
le virus West Nile par piqire. En revanche, la plupart des espéces d’Aedes sont peu
compétentes et présentent des taux de transmission toujours faibles par rapport a Cx. pipiens,
comme Ae. vexans, Ae. taeniorhynchus, Aedes sollicitans (Walker), Aedes dorsalis (Meigen),
Aedes melanimon Dyar, Aedes sierrensis (Ludlow), Aedes canadensis (Theobald),
Aedes triseriatus (Say) (Turell et al. 2000 ; Turell ef al. 2001 ; Goddard et al. 2002 ; Turell et
al. 2005).

Aedes trivittatus et Ae. albopictus sont légerement moins sensibles a l’infection que
Cx. pipiens (Tiawsirisup et al. 2004), mais présentent, lorsque la dose virale est forte, des taux
de transmission équivalents pour Ae. trivittatus et peut-étre supérieurs pour Ae. albopictus
(Tiawsirisup et al. 2005a). Cette derniere espéce est souvent qualifiée de trés compétente.
Cette affirmation doit étre nuancée par le fait que la majorité des études ont été réalisées a
partir d’individus d’élevage, alors que les individus capturés sur le terrain avaient des taux de
transmission plus faibles, équivalents a ceux de Cx. pipiens (Sardelis ef al. 2002). Seules deux

$ urrai é idéré u S u X. pipiens, 1 i
especes pourraient étre considérées comme plus compétentes que C , 1l s’agit
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d’Aedes atropalpus (Coquillett), mais 1’étude, unique, ne porte que sur 12 individus, et
d’Aedes japonicus (Theobald) (Turell et al. 2001). Chez cette derniére espece, les taux
d’infection sont équivalents a ceux de Cx. pipiens et les taux de transmission plus élevés
(Sardelis et Turell 2001). L’échappement a la barriére intestinale semble plus rapide et
complet, le virus étant retrouvé des le troisieme jour d’incubation a 26 °C dans les pattes
d’Ae. japonicus contre le 11° jour chez Cx. pipiens (Sardelis et Turell 2001).

Enfin, la capacité a transmettre le virus West Nile a été démontrée pour An. plumbeus,
sans quantification de sa compétence (Vermeil et al. 1960), et pour Culiseta inornata
(Williston), dont la compétence peut étre qualifiée de faible par rapport a Cx. pipiens

(Goddard et al. 2002).

Pour conclure ce chapitre, il faut rappeler qu’une bonne compétence vectorielle n’est pas
la seule caractéristique d’un vecteur et qu’une espéce trés compétente peut étre un mauvais
vecteur, a cause d’une biologie incompatible avec la transmission (Rodhain 1985). Aux Etats-
Unis, il ne semble pas exister de vecteur présentant une trés grande compétence (comme
Cx. univittatus). Cette absence pourrait expliquer le maintien d’une souche qui provoque chez
les oiseaux une forte virémie. En effet, les souches de 1’encéphalite de Saint Louis isolées
chez Cx. pipiens, vecteur médiocre, provoquent des virémies beaucoup plus importantes chez

les moineaux domestiques que celles isolées de Cx. tarsalis, bon vecteur (Bowen et al. 1980).
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En résumé, c’est Ae. albopictus qui a permis de démontrer dés 1943 la compétence
vectorielle des moustiques pour le virus West Nile. Par la suite, la compétence vectorielle a
¢té étudiée en détail pour les especes supposées impliquées dans les cycles de transmission, a
savoir des espéces du genre Culex.

Culex univittatus possede les caractéristiques d’un excellent vecteur du virus West Nile :
faible seuil d’infectivité et taux de transmission pouvant atteindre 100 %. D’autres espéces de
Culex semblent tres compétentes, mais les données disponibles sont moins nombreuses ; il
s’agit de Cx. tritaeniorhynchus, Cx. antennatus, Cx. theileri et Cx. neavei. La plupart des
autres Culex présentent une compétence vectorielle moyenne, équivalente a celle de Cux.
pipiens ou de Cx. quinquefasciatus. C’est par exemple le cas de la majorité¢ des Culex testés
aux Etats-Unis.

La quasi-totalit¢ des Aedes ont une compétence vectorielle faible a trés faible, sauf
Ae. albopictus et Ae. trivittatus, qui présentent une compétence vectorielle quasiment
équivalente a Cx. pipiens. Seuls Ae. atropalpus et Ae. japonicus semblent pouvoir étre
considérés comme de meilleurs vecteurs expérimentaux que Cx. pipiens, mais leurs seuils

d’infectivité n’ont pas été déterminés.
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2. Infections expérimentales des candidats vecteurs

2.1. Expériences préliminaires

Une premiere seérie d’infections expérimentales a été réalisée dans ['unité
Rétrovirus et pathologie comparée (INRA/ENVL/Université Lyon). Peu de résultats
ont été obtenus de ces expériences a cause de contraintes logistiques. Nous en
résumons ici le déroulement.

Moustiques. Ces infections expérimentales ont été réalisées avec Ae. caspius, Ae. vexans
et Cx. pipiens. Tous les individus testés (F0) ont été collectés en 2005 a la Tour du Valat.

Virus. La souche virale utilisée a été isolée en 2000 du bulbe rachidien d’un cheval
infecté¢ en Camargue (Murgue et al. 2001b). Le stock viral a été fourni par le Centre national
de référence des arboviroses et fievres hémorragiques de Lyon. Les repas infectieux ont été
préparés en diluant le stock viral dans un volume de sang héparinisé de canard ou de cheval
pour obtenir un titre final de 10>° PFU/ml.

Etude de la compétence vectorielle. Les femelles ont été privées de sucrose 24 heures
avant d’étre exposées au virus sur membrane (Vazeille-Falcoz et al. 1999) pour les Aedes et
sur coton imbibé pour les Culex. Seules les femelles gorgées ont été conservées (température
de 23 + 2 °C et humidité relative supérieure a 70 %) et maintenues grace a une solution de
sucrose a 10 %. Quand le nombre de femelles exposées a été suffisant, ces femelles ont été
sacrifiées par lot a intervalles réguliers. Les femelles sacrifiées ou retrouvées mortes ont été
disséquées pour extraire les glandes salivaires. Des squashs ont été réalisés avec une des
glandes salivaires et la téte entiere du moustique. Le reste du corps et I’autre glande salivaire
ont été placés en cryotube et conservés a - 80 °C. L’infection des échantillons a été testée par
immunofluorescence (IFI) (Kuberski et Rosen 1977). Les IFI et la lecture des lames ont été

réalisées dans ’unité Insectes et maladies infectieuses de 1’ Institut Pasteur de Paris.

Résultats. Au total, un repas sanguin a été proposé a 80 Ae. caspius (en deux essais a et
b), 81 Ae. vexans et 204 Cx. pipiens. Seuls 18 Ae. caspius, 15 Ae. vexans et 52 Cx. pipiens se
sont gorgés. Le détail du nombre de moustiques disséqués en fonction du temps d’incubation
est donné dans le tableau 3. Quel que soit 1’essai, le titre viral des repas sanguins reste le
méme, a savoir de 1’ordre de 10*° PFU/ml, soit 2 log de moins que le titre attendu. Aucune
infection disséminée ou infection des glandes salivaires n’a ét¢ détectée par IFI sur I’ensemble

des 85 moustiques testés.
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Tableau 3 : Infections expérimentales préliminaires avec le virus West Nile.

Nombre de moustiques exposés oralement au virus West Nile (10*° PFU/ml) et sacrifiés ou retrouvés mort en fonction du temps d’incubation
423 +£2 °C. NB: les repas infectieux sont constitués de sang de canard pour Cx. pipiens et Ae. caspius (essai a) et de sang de cheval pour
Ae. vexans et pour Ae. caspius (essai b).

Espéce Jour de Pincubation Total
Jo J4 J5 Jo J7 J8 J9 JII J12 J16 JI§8 JI9 J20
Aedes caspius (a) 1 1 4 6
Ae. caspius (b) 3 1 1 1 6 12
Ae. vexans 3 1 1 1 1 3 4 15
Culex pipiens 4 4 1 1 10 10 10 2 1 9 52
Total 85

Discussion. La différence entre le titre viral des repas infectieux attendu et celui obtenu
reste inexpliquée. Il est possible que des cycles congélation/décongélation aient entrainé une
dégradation rapide du virus. Un tel titre n’est pas suffisant pour obtenir I’infection d’un
nombre significatif de moustiques, surtout aprés un repas artificiel. De plus, 1’absence
d’insectarium dans le L3 impose des repas infectieux en milieu tres ventilé. Ces contraintes
logistiques ont entrainé une forte mortalité pour les Aedes et un faible taux de gorgement
(entre 20 et 25 %). La présence de génome viral a été recherchée par RT-PCR sur certains de
ces moustiques (10 au total) par H. Uteene dans le cadre d’un master de recherche (Uteene
2005). Les 2 Ae. caspius disséqués a J4 et J8 se sont révélés positifs. L’infection des pattes et
ailes d’un des Ae. caspius pose la question d’une possible infection disséminée non détectée
par IFIL. Ces observations sont néanmoins tres limitées. Pour compléter ce travail, les corps et
les glandes salivaires des moustiques exposés ont été analysés en RT-PCR quantitative par
F. Fouque a la Cellule d’intervention biologique d’urgence de I’Institut Pasteur de Paris. Les
résultats préliminaires ne mettent pas en évidence de virus West Nile dans les échantillons
testes.

Les difficultés logistiques se sont révélées trop pénalisantes. Elles sont liées exclusivement a
Uinfrastructure, qui n’est pas congue a l’origine pour ce genre d’expérimentation. Il a donc été decidé de
réaliser une autre série d’infections expérimentales a I’Institut Pasteur de Paris.

2.2. Compétence vectorielle des candidats vecteurs

2.2.1 Compétence vectorielle de Culex modestus, Culex pipiens et

Aedes caspius

Ces études font I’objet d’une publication en préparation qui est intégrée au
texte. Ensuite, des informations et expérimentations complémentaires sont exposées
pour chacune des espéces testées.
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Vector Competence of Some
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To identify the French mosquito species able to sustain the transmission of West Nile Virus
(WNYV) in the Camargue region (main WNYV focus of Southern France), we tested for vector
competence Culex modestus and Culex pipiens, the most abundant bird-feeders, and Aedes
caspius, the most abundant mammophilic species occasionally found engorged with avian
blood. Culex modestus was found to be an extremely efficient laboratory WNV vector and
can thus be considered the main enzootic and epidemic WNYV vector in wetlands of the
Camargue. Culex pipiens was a moderate efficient laboratory WNYV vector, but can play the
main role in WNV transmission between birds and from birds to mammals in dry areas of
the region. Aedes caspius was a poor efficient laboratory WNV vector and despite its high
densities, its role in WNV transmission may be minor in Southern France.

The transmission of West Nile virus (WNV) by
mosquitoes was first demonstrated experimentally in
1943 in Aedes albopictus (1). Vector competence for
WNV is well documented for numerous Culex
species in countries where WNV circulation has
occurred: Culex antennatus, Culex pipiens and Culex
univittatus in  Egypt and Israel (2-4), Culex
quinguefasciatus in India (5), Cx. univittatus, Culex
theileri, Cx. quinquefasciatus and Culex neavei in
South Africa (6-9), and Culex tritaeniorhynchus in
Pakistan (10, 11). Since the introduction of WNV in
the USA, numerous North American mosquito
species, both Culex and Aedes species, have been
tested for susceptibility to transmit experimentally
WNV (12-16). West Nile fever has been known in
Europe for almost 50 years. Human and equine
outbreaks have been regularly reported from
countries of southern and central Europe, with an
increase in frequency and severity since 1994 (17).
Nevertheless, although identitying which species
have the greatest potential for transmission is
essential for risk assessment, few European mosquito
species (Aedes geniculatus, Aedes punctor, and
Anopheles  plumbeus) have been tested for
susceptibility to transmit experimentally WNV (18).

West Nile fever was first reported in France in
the 1960s, with equine outbreaks and human cases in
the Camargue region (Rhéne river delta) (19, 20). In
1964, WNV was isolated from Culex modestus tield-

collected individuals in wetlands of the Camargue
and from the blood of two entomologists who were
collecting these mosquitoes (21). This species was
thereafter considered the main vector in southern
France, but has never been tested for susceptibility to
transmit experimentally WNV (22). After 35 years of
silence, WNV equine outbreaks occurred in the
Camargue region in 2000 (23). Its circulation the
following years was attested by equine outbreak in
2004 (24) and seroconversions of sentinel birds in
2001 and 2002 (25). This circulation was reported in
delta wetlands and in neighboring areas, including
southern wetlands and dry northern areas (26, 27).

To assist public health personnel in focusing
survey protocols and vector control, we conducted
laboratory studies to evaluate the vector competence
of potential WNV vectors in southern France (28):
Cx. modestus, Cx. pipiens and Aedes caspius.

Material and methods

Mosquitoes

Culex pipiens and Cx. modestus were tested because
they are the most abundant bird-feeders in wetlands
of the Camargue and Cx. pipiens is the most abundant
bird-feeder in dry areas (28). Adedes caspius was
tested because it is the most abundant mammophilic
species in the whole Camargue. It feeds aggressively
on humans and horses and is able to engorge on birds,
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Table 1. Date and location of the collection of the mosquito
species tested

ST Collection location Collection
wpecte: (French department) month
o et Tour du Valat, Arles ,
Culex pipiens (Bouches-du-Rhéne) 08/2005
. Lattes ;
53 = s £ ! S
Cx. modestus (Hérault) 07/200
Mas de Badet,
Aedes caspius  Saintes-Maries-de-la-Mer ~ 08/2005

(Bouches-du-Rhone)
acting as a potential “bridge” vector (28). The
individuals tested were collected in breeding sites of
the Camargue region as larvae for Culex species and
as eggs for Adedes species (Table 1).

Culex species were colonized in laboratory.
Larvae were reared in pans with tap water and yeast
tablets. Adults were maintained with 10% sucrose
solution and allowed to feed on heparinised rabbit
blood for egg production. Eggs of Ae. caspius were
hatched and larvae reared to the adult stage in the
same conditions than Culex larvae.

Larvae and adults of all species were reared at
26£1°C with =50% relative humidity and a 16 hr
photophase with 1.5hr simulated dawn crepuscular
period.

Virus

The WNV strain used (GenBank accession
number: AY268132) was isolated on Vero E6 cells in
2000 from the rachidian bulb of an infected horse in
Camargue (23) and passed four times on Vero E6
cells. The viral stock used in this study was produced
on C6/36 clones of de. albopictus (29). The mosquito
cells were maintained at 28°C on D-MEM
supplemented with non essential amino acids,
penicillin, streptomycin and 10% heated-inactivated
fetal calf serum. The percentage of infected cells was
monitored during the incubation period by indirect
fluorescent antibody assay (IFA) (30). When 100%
of the cells were infected, the supernatant fluid was
collected and the pH was adjusted to 7.5 with 10%
sodium bicarbonate. The viral stock was divided into
aliquots and stored at -80°C until used.

Titration of the viral stock was carried out by
plaque assay in twelve-well tissue culture plates
containing monolayers of Vero L6 cells. Serial
dilutions of the viral stock were inoculated (1 mL of
cach dilution) to confluent Vero E6 cells at 37°C in a
5% CO, atmosphere for one hour. Cells were then
maintained on Carboxyl Methyl Cellulose and D-
MEM with 10% heated-inactivated fetal calf serum at
37 °C in a 5% CO, atmosphere during 96 h of
incubation. Cells were overlaying with 1/80 neutral
red solution the day before the count. Plaques were
then counted and virus concentrations were
calculated as PFU/mL.

Vector competence studies
The feeding protocol used was adapted from
Vazeille et al. (31). Females were deprived of

sucrose solution 24 hr prior to the infectious meal and
then allowed to feed, for less than 90 min through a
chicken-skin membrane, on the feeding mixture
maintained at 37°C. The infectious meal consisted of
two-thirds washed rabbit erythrocytes, one-third virus
suspension, and adenosine triphosphate (ATP, as
phagostimulant) at a final concentration of 5x107 M.
Engorged females were transferred to small cardboard
containers and maintained at 26:+0.5°C for 14 or 21
days.

Salivary secretions were collected after 14
incubation days from some females, using a method
adapted from Aitken (32). Females were immobilized
by cold; their wings and legs were removed. The
entire proboscis was inserted into a glass capillary
tube containing 5 ul of D-MEM. After 20 min of
feeding, the residual meal was ejected into an
Eppendorf tube and stored at -80°C until RNA assay.

Disseminated infection was assessed by WNV
detection by IFA on head squashes. We defined the
dissemination rate as the percentage of females
exposed that contained WNYV in their head. The
presence of WNV RNA was assessed in salivary
secretions using a real time reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR). Briefly,
salivary secretion samples (5 pl) were adjusted to 200
ul with PBS. RNA extraction was performed on a
MagnaPure instrument (Roche Diagnostics, Meylan,
France) with the RNA Isolation Hight Performance
kit (Roche Diagnostics, Meylan, France) according to
the manufacturer’s instruction. Purified RNA (4 pl)
was submitted. Samples with a threshold cycle (Ct)
value below 40 were designated as positive, and those
above 40 were negative. Transmission rate was the
percentage of salivary secretions tested that contained
WNV RNA.

Statistical analysis

Dissemination and transmission rates were
compared between species and incubation time using
the Fisher exact test calculated with StatView 4.57
(Abacus Concepts, Berkeley, CA). Differences were
considered statistically significant at alpha < 0.05.

Results

Dissemination rates were assessed on 234 Cux.
pipiens, 37 Cx. modestus and 124 Ae. caspius at 14
days post exposure and 31 Cx. pipiens and 20 Ae.
caspius at 21 days post exposure. Transmission rates
were assessed on 57 Cx.pipiens, 22 Cx. modestus and
42 Ae. caspius at 14 days post exposure (Table 2).
The 3 species examined in this study were susceptible
to develop a disseminated infection with WNV afier
oral exposure with 10" PFU/ml, but with marked
differences (Table 2). After 14 incubation days, the
dissemination rate is very high (=90%) for Cx.
modestis, moderate (=40%) for Cx. pipiens and very
low (=1%) for Ade. caspius (p<0.0001). From 14 to 21
incubation days, the dissemination rate seemed to
increase for Cx. pipiens and Ae. caspius.
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Table 2. Dissemination and transmission rates for mosquitoes 14 or 21 days (at 26 + 0.5 °C) after oral exposure to West Nile

virus (10" PFU/ ml)

Dissemination rate®

Transmission rate” Dissemination rate”

Species Generation Replicate at 14 days at 14 days at 21 days
Culex pipiens Fl | 28/76 (36.8%) ND* 16/31 (51.6%)
2 62/158 (39.2%) 9/57 (15.8%) ND
Total 90/234 (38.5%) 9/57 (15.8%) 16/31 (51.6%)
Cx. modestus F3 1 5/6 4/6
2 3/3 1/3
F4 1 9/10 5/10
2 3/3 2/3
3 7/8 ND
4 6/7 ND
Total 33/37 (89.2%) 12/22 (54.5%) ND
Aedes caspius FO Total 1/124 (0.8%) 0/42 1/20 (5.0%)

“No. females positive by IFA / No. females tested (percentage)

®No. saliva positive by real time RT-PCR / No. saliva tested (percentage)

“Not determined

WNV RNA was detected only in saliva of the
Culex females. The estimated transmission rate was
54.5% for Cx. modestus and 15.8% for Cx. pipiens
(p<0.002). WNV RNA was detected in 57.9% of the
females with a disseminated infection for Cx.
modestus and in 35.0% for Cx. pipiens. Unfortunately,
the 42 females Ae. caspius tested for the presence of
WNV RNA in saliva were negative by IFA. Thus, no
saliva of Ae. caspius females with a disseminated
infection was tested for the presence of WNV RNA.

Discussion

The titre of the infectious meal was compatible
with viremias of experimental infected Passeriformes
in USA (33). Indeed, for different arboviruses (34),
including WNV (35), one admits that artificial blood
meals are less infectious than viremic animals. The
low number of Cx. modestus tested in each replicate
could be explained by the poor engorgement level of
this species on artificial system (always less than
10%). The RNA detection rate for females with a
disseminated infection seemed to be low for Culex
species compared to the disseminated transmission
rates regularly estimated in recent studies in USA:
=90% for Cx. pipiens (36). WNV transmission rates
estimated with capillary methods are always lower
than those based on biting tests on naive animals (37).
Thus, our results probably underestimate the number
of females with a disseminated infection able to
transmit WNV by bite.

Culex modestus was found naturally infected
with WNV in southern France in the 1960s (21) and
recently in Russia (38). As, to our knowledge, its
experimental ability of transmitting WNV by bite has
never been established, we confirmed the infectious
status of some saliva of females with a disseminated
infection by intrathoracic inoculation to Aedes
aegypti individuals (data not shown). Results show
that 90% of the exposed Cx. modestus females
develop a disseminated infection (versus 40% for

Cx. pipiens). This species can thus be considered an
extremely efficient laboratory WNV  vector.
Culex modestus larvae can be found in semi-
permanent reed marshes, irrigation canals or rice
fields (39). This species is thus associated with
wetland ecosystems (river deltas or floodplain
ecosystems). Culex modestus shows very low
dispersal ability in open lands and high densities of
aggressive females remain localized in breeding and
resting places: reed marshes and riverine forest in the
Camargue (22). Culex modestus feeds mainly on birds
(28). In the Camargue, It can thus be involved in very
efficient rural WNV cycles between wetland birds in
breeding or resting sites where mosquito and bird
densities are high, such as reed marshes. As this
species also feeds aggressively on humans and horses
(22, 28), it can transmit the virus to human or
mammal populations meeting the vector in these sites.

In Europe, Cx. pipiens was found naturally
infected by WNV in Czech Republic (40), in Portugal
(41), Romania (42) and Russia (38). The ability of
this species to transmit WNV by bite was regularly
established in different countries (2, 3, 13, 43, 44).
The French population of Cx. pipiens tested can be
considered a moderate laboratory WNV vector. This
species is found in the whole Camargue (39). Being
the main bird-feeder in the whole Camargue (28),
Cx. pipiens can be involved in enzootic WNV cycles
as the main vector in dry areas and a secondary vector
in wetlands. Culex pipiens is also the most abundant
species collected engorged on horses in dry areas (28)
; it can thus be considered the main WNV epidemic
vector in dry areas of WNV transmission.

The last species tested, de. caspius, is able to
transmit WNV by bite after intrathoracic inoculation
(11). Only a very low number of females orally
exposed with WNV developed a disseminated
infection. This species can be considered a poor
efficient WNV laboratory vector. Peak of abundance
occurs in September following fall rains. In periods of
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high densities, it has already been found engorged
with avian blood (28) and can then disperse in the
whole Camargue. Exceptional densities can reach
=250,000 Ae. caspius, as in September 2005 (one
night catch in a single CO; trap) (Schaffner F., pers.
comm.). Although these densities may partly
compensate for its low competence level for WNV,
its role in WNV transmission may remain anecdotic.

In wetlands of Camargue, Aedes vexans is an
abundant horse feeder and can be found engorged
with avian blood at the end of summer (28).
Although this species is considered a relatively
inefficient WNV laboratory vector in US (16), it
would be interesting to test the susceptibility of the
French populations. Moreover, the determination of
the oral dose allowing the infection of 50% of the
exposed Culex mosquitoes is necessary to better
understand the relative role of both Culex species in
WNV transmission in southern France.
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2.2.2. Informations et expériences complémentaires

Culex modestus : population et élevage. Nous avons utilisé des individus F3 et F4 d’une
population de Cx. modestus collectée a 1’état de larves dans un gite de Lattes (département de
I’Hérault) en juillet 2005 par ’EID-Méditerranée. Les conditions d’¢élevage sont décrites dans
’article ci-dessus.

Culex modestus était sténogame. Les accouplements ont été facilement observables et se
sont produits posés sur le support. La population en élevage était autogene (observation de F2
a F4). Ces observations sont en contradiction avec de nombreux auteurs, qui décrivent les
populations frangaises et notamment camarguaises comme eurygames (Callot et Ty 1942,
1944-1945 ; Rioux 1958 ; Mouchet et al. 1970). En revanche, de telles populations ont été
décrites en Russie (Mouchet et al. 1970). Les femelles ont été capables de se gorger sur
systéme artificiel : pot de yaourt et parafilm® ou gorgeur et peau de poulet. Les femelles
attirées piquaient, mais peu se gorgeaient. L’ajout d’ATP dans le sang a permis de gorger la
majorité¢ des femelles attirées par le systéme. Les premicres pontes ont €té observées 4 jours
apres gorgement a 25 °C, en accord avec Mouchet ef al. (1970) ou 7 jours apres les premicres
émergences pour les pontes autogenes. Le temps de développement larvaire était long : au
minimum 14 jours a 25 °C. Une forte mortalit¢ larvaire a été observée pour toutes les
générations avec un faible taux de passage des larves L4 aux nymphes. Ainsi toutes les larves
de la 5° génération sont mortes au stade L4, ne permettant pas un maintien de 1’élevage. Ces
probléemes d’élevage ne nous ont pas permis d’effectuer des tests de gorgement répétés pour
mettre au point le protocole optimal.

Infections expérimentales. Culex modestus est tres compétent pour le virus West Nile,
comme le montrent les résultats déja présentés. Les taux d’infections disséminées ont atteint
90 % et les taux de transmission 55 %. En effet, peu d’especes développent des taux
d’infection disséminée supérieurs a 80 % (Jupp et Mclntosh 1970a ; Sardelis et al. 2002 ;
Tiawsirisup et al. 2005a ; Turell et al. 2005). A notre connaissance, la capacité de
Cx. modestus a transmettre le virus West Nile par piqlire n’a jamais été mise en évidence en
conditions de laboratoire. Aussi, pour démontrer cette capacité, avons-nous cherché a isoler

du virus de la salive de Cx. modestus.

** Le sang est placé dans la partie extérieure et concave du fond d’un pot de yaourt en verre et recouvert de
parafilm tres étiré. Le pot est placé sur la cage et rempli d’eau a 40 °C. Ce protocole a été mis au point par
B. Massonet et N. Corre-Catelin, de I’unité Insectes et maladies infectieuses (Institut Pasteur, Paris).
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Cinqg femelles présentant une infection disséminée en IFI ont été choisies au hasard. La
salive de ces femelles (3 F3 et 2 F4) a été testée pour isolement viral par inoculation
intrathoracique d’Ae. aegypti (souche Paea) (Rosen et Gubler 1974). L’infection des
moustiques inoculés a été testée par IFI sur squashs de téte, apreés 14 jours a 28 °C (Kuberski
et Rosen 1977).

Le virus West Nile a été isolé de la salive des 2 femelles F4 testées, mais pas des
3 femelles F3. La conservation des salives dans un faible volume a - 80°C pendant plusieurs
jours et la méthode de collecte de la salive peuvent expliquer une sous-estimation du taux de
transmission (Cornel et Jupp 1989). Cependant, 1’isolement du virus West Nile dans la salive
de femelles exposées oralement nous a permis de démontrer la capacit¢ de Cx. modestus a

transmettre le virus West Nile par piqlre en conditions de laboratoire.

Culex pipiens : population et élevage. La population de Cx. pipiens a été collectée a
I’aide de pondoirs artificiels sur le domaine de la Tour du Valat en aotit 2005.

Culex pipiens est une espece qui s’éleve facilement en laboratoire. La population apportée
a D’Institut Pasteur était sténogame et anautogeéne (observation jusqu’a la F2). De telles
populations avaient déja été décrites dans le sud de la France (Rioux ef al. 1965 ; Pasteur et
al. 1977). Les femelles ¢étaient capables de se gorger sur systéme artificiel : pot de yaourt et
parafilm ou gorgeur et peau de poulet. Les premieres pontes ont été observées 5 jours apres
gorgement a 25°C. Le temps de développement larvaire était d’environ 10 jours a 25 °C. Les
femelles adultes vivaient au maximum 2 mois et demi a 25 °C.

Pour des femelles prises au hasard dans la cage et mises a jeun pendant 24 heures, le taux
de gorgement en 20 minutes sur sang total de lapin (avec un protocole tel que celui utilisé
pour les repas infectieux) variait entre 2 et 10 %, les taux les plus élevés étant observés
lorsque le gorgement s’effectuait au moment du passage du jour a la nuit. Lorsque
I’expérience était réalisée avec des femelles sélectionnées pour leur comportement agressif™,
ce taux augmentait, sans dépasser 25 %. Pour pouvoir travailler plus facilement pendant la
période de passage du jour a la nuit, les Cx. pipiens ont été transférées dans un insectarium,
dont les cycles jour/nuit étaient inversés (période de jour de 18 h a 10 h — période de nuit de
10 h a 18 h). Les meilleurs résultats de gorgement ont été obtenus de la maniére suivante.

Soixante femelles agressives ont été placées par pot de gorgement. Aprés 24 heures sans

> Les femelles agressives peuvent étre sélectionnées en capturant a 1’aspirateur a bouche celles qui se posent sur
la main introduite dans la cage ou celles qui sont attirées par un pot d’eau chaude posé sur la cage. L utilisation
d’un pot permet de ne capturer que les femelles ayant un comportement de piqire, alors que certaines femelles
non agressives se posent sur la main.
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glucose et ni eau, elles ont été autorisées a se gorger sur du sang contenant de I’ATP. Le
gorgement a été réalisé aux alentours de 10 h, en plagant un papier noir autour du gorgeur de
maniére a laisser les femelles dans la pénombre. Le taux de gorgement pouvait alors atteindre
97 % pour un repas de 40 minutes.

Infections expérimentales. Culex pipiens montre une capacité modérée a permettre
I’amplification du virus West Nile, ce qui est en accord avec les autres études de compétence
vectorielle réalisées sur d’autres continents (annexe 2). En revanche, le taux de transmission
estimé ici (16 %), était inférieur a ce qui est retrouvée dans les études nord américaines (20 a
70 %) (Turell et al. 2001 ; Goddard et al. 2002 ; Tiawsirisup et al. 2005a). Néanmoins, on sait
que la méthode capillaire sous-estime le taux de transmission par rapport au taux observé sur
animal naif (Cornel et Jupp 1989). Ensuite, les faibles volumes récoltés (5 pl de mélange
salive, milieu de culture) ont été dilués 40 fois avant d’étre testés (volume amplifié 200 pl), ce
qui a augmenté d’autant le seuil de détection de la méthode. Le statut infectieux de la salive
de Cx. pipiens n’a pas été confirmé ici, mais les preuves, de terrain ou de laboratoire, de sa

capacité a transmettre le virus West Nile abondent.

Aedes caspius : population et élevage. Des ¢chantillons de terre contenant des ceufs
d’Ade. caspius ont été prélevés dans des gites connus au Mas de Badet (Saintes-Maries-de-la-
Mer) par A. Carron (EID-Méditerranée) en aotit 2005.

Aedes caspius est eurygame. Aucune femelle disséquée n’a été trouvée fécondée, en
accord avec les descriptions classiques (Rioux 1958). Les femelles se sont gorgées facilement
sur un systeme artificiel (pot de yaourt et parafilm). Les premicres pontes ont été observées
5 jours apres gorgement a 25 °C, tous les ceufs étaient stériles. Le temps de développement
larvaire était d’environ 7 a 10 jours a 25 °C. La mortalité était nettement plus importante a
I’émergence avec I’utilisation de pots a émergence que lors de 'utilisation de plateaux. Pour
des femelles prises au hasard dans la cage et mises a jeun pendant 24 heures, le taux de
gorgement en 20 minutes sur sang total de lapin (avec un protocole tel que celui utilisé pour
les repas infectieux) était supérieur a 70 %.

Infections expérimentales. Les résultats présentés plus haut montrent qu’Ae. caspius est
un trés mauvais vecteur expérimental pour le virus West Nile, car il ne permet son
amplification que dans moins de 1 % des cas (apres 14 jours a 26°C), malgré 1’exposition a
une dose importante de virus. Seule une population d’Ae. caspius du Pakistan a déja été
étudiée pour sa compétence vectorielle vis-a-vis du virus West Nile (Akhter et al. 1982). Le

taux d’infection disséminée n’a pas €té estimé, ce qui ne permet pas la comparaison avec nos
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résultats. Ces auteurs soulignaient néanmoins la faible compétence d’A4e. caspius. En effet,
Ae. caspius était peu sensible a l’infection, sa DIsy était de 90 fois plus élevée que
Cx. tritaeniorhynchus (ZIO7’0 DLSNNso/ml contre =10° ’0). Dans nos expériences, la récolte de
salive a été réalisée sur un échantillon de femelles exposées, avant d’en connaitre le statut
d’infection. La salive n’a été récoltée pour aucune des femelles qui présentaient une infection
disséminée. Le caractére infectieux de la salive d’une femelle Ae. caspius infectée n’a donc
pas pu étre testé. Néanmoins, on sait que, apres inoculation intrathoracique, Ae. caspius est

capable de transmettre le virus West Nile par piqire (Akhter et al. 1982).

2.3. Les interactions entre le virus West Nile et ses vecteurs

Les infections expérimentales réalisées donnent une image de la compétence
vectorielle des espéces pour une durée et une température d’incubation données,
une dose virale donnée... Mais, l'infection des moustiques par le virus West Nile est
dynamique et influencée par différents facteurs intrinséques et extrinséques. Nous
discutons ici de ces aspects pour mettre en perspective les résultats obtenus.

Les facteurs intrinséques. Le systeme virus-vecteur, aboutissement d’une co-adaptation
des deux protagonistes, doit se concevoir en terme de souche virale et de population
d’insectes (Rodhain 1985).

La souche virale influe sur la compétence vectorielle estimée, mais peu d’études ont
mesuré cet effet de souche pour le virus West Nile. En fonction de la souche virale, le seuil
d’infectivité (Hayes et al. 1980) ou la cinétique virale peuvent étre modifiés (Reisen et al.
2006¢). A D’intérieur d’une espéce, la population testée influe sur la compétence vectorielle.
En effet, des différences importantes sont observées dans les populations californiennes de
Cx. tarsalis et Cx. quinquefasciatus en fonction de 1’origine géographique (Goddard et al.
2002 ; Reisen et al. 2005). De méme, la quantité de virus dans la salive de moustiques
infectants (Colton et al. 2005) varie entre populations de Cx. quinquefasciatus, mais aussi au
sein d’'une méme population en fonction du moment de I’année (Colton et Nasci 2006). Enfin,
la génération d’¢levage influe sur la compétence vectorielle. Les taux de transmission d’Ae.
albopictus sont de 36 et 50 % pour des populations nouvellement colonisées, et de 83 et 92 %
pour des populations anciennement colonisées (Sardelis et al. 2002). D’autres facteurs,
comme ’age des femelles, pourraient influencer la compétence vectorielle, mais les preuves

expérimentales sont plus rares pour le virus West Nile (Baqar et al. 1980).
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De telles différences ont été décrites pour d’autres couples virus-moustique. Ainsi la
compétence d’Ae. aegypti pour le virus de la dengue est différente selon le pays d’origine de
la population (Tardieux et al. 1990) ou I’ile d’origine en Polynésie frangaise (Vazeille-Falcoz
et al. 1999). La compétence vectorielle d’Ae. albopictus pour ce virus dérive aussi avec le

nombre de générations d’¢levage (Vazeille et al. 2003).

Nous avons donc utilis¢é une souche virale isolée récemment en Camargue et des
populations locales de moustiques nouvellement colonisées, de maniere a ce que les résultats

de nos infections expérimentales soient directement extrapolables sur le terrain.

Les facteurs extrinséques. Les facteurs extrinseques les plus influents pour la
compétence vectorielle sont la dose virale ingérée et la température.

Pour illustrer I’influence de la dose virale, reprenons les études completes menées par
Tiawsirisup et al. (2004 et 2005a), dans lesquelles des femelles Cx. pipiens, Ae. albopictus et
Aedes trivittatus (Coquillett) ont été exposées oralement a des doses croissantes de virus West
Nile et, pour chaque dose, les taux d’infection, d’infection disséminée et de transmission ont

été déterminés (figure 6) apres 14 jours d’incubation a 27 °C (Tiawsirisup et al. 2004, 2005a).
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Figure 6 : Illustration de ’effet de la dose virale sur la compétence vectorielle.
Taux d’infection (A), d’infection disséminée (B) et de transmission (C) pour Cx. pipiens (rond et trait plein gris), Ae. albopictus (carré et trait
pointillé noir), Ae. trivitattus (losange et trait point noir), en fonction de la dose viral en PFU/ml d’aprés Tiawsirisup ef al. (2004 et 2005a).
Les symboles correspondent aux données expérimentales, les courbes au modéle (courbe de Richards).

A partir de ces données, la dose virale nécessaire pour infecter 50 % des femelles
exposées (Dlsg) peut étre calculée par une méthode classique (Reed et Muench 1938) et
permet de comparer les espéces. Les DIsy sont de 10°° pour Cx. pipiens, 10°° pour

Ae. albopictus et 10°* PFU/ml pour Ae. trivittatus.
Les taux dépendent de la dose virale dans une relation de type sigmoidale pour les trois

especes. Plus précisément, les données expérimentales sont correctement représentées par une
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courbe de Richards™ (figure 6). Ainsi, lorsque la dose virale est trés faible, le nombre de
moustiques qui s’infectent est faible, voire nul. Quand la dose virale dépasse un seuil, les taux
de compétence vectorielle atteignent un maximum qui est fonction de I’espéce. A titre
d’exemple, par cette représentation, on obtient pour Cx. pipiens un maximum de 100 % pour
le taux d’infection, de 81 % pour le taux d’infection disséminée et de 53 % pour le taux de
transmission. Nous avons illustré ici ’intérét de tester une gamme complete de doses virales.
De telles études sont nécessaires pour essayer d’évaluer le role relatif que peuvent jouer
les deux especes de Culex en France. Certains auteurs ont étudié I’influence du profil de la
virémie des oiseaux sur le nombre de vecteurs s’infectant au cours du temps (Lord et al
2006). La connaissance de la relation entre dose virale et compétence vectorielle peut
permettre de comparer le role potentiel des espeéces compétentes en fonction du profil de
virémie des oiseaux (ou des mammiferes). En effet, une espéce de moustique avec un taux de
transmission ¢élevé uniquement a dose virale forte n’aura qu’un réle mineur dans une zone ou

la virémie des oiseaux reste modérée.

L’influence de la température sur la compétence vectorielle est également variable en
fonction du systéme virus-vecteur.

L’effet classiquement décrit est la diminution de la durée d’incubation extrinséque avec
I’augmentation de la température. Ainsi, pour obtenir 100 % de transmission chez des
femelles Cx. univittatus (lots de 5 a 10 femelles) exposées a une virémie de 10*% a
10>* CPDsy/ml”’, il faut environ 15 jours entre 26 4 30 °C, 20 4 18 °C et 60 a 14 °C (Cornel et
al. 1993). En considérant un nombre de 7 moustiques par lot, on peut calculer, a partir des
résultats graphiques de Cornel et al. (1993), le temps nécessaire pour obtenir 50 % de
femelles capables de transmettre (DIEs). I1 est de 10,6 jours a 30 °C, de 9 jours a 26 °C, de
14,7 jours a 18 °C et de 30,9 jours a 14 °C (Cornel ef al. 1993). Le logarithme népérien de la

DIEs est corrélé linéairement a I’inverse de la température (convertie en Calvin), tel que :
1
In(DIE,,) =5772,6 x?—16,91 ;72=0,78

Ce type de relation peut ensuite étre intégré dans les calculs de capacité vectorielle.

* Taux=T e X [1 + B Kxdose Jm , pour m < 0, ot Tpyax est le taux maximal obtenu lorsque la dose virale tend

vers Iinfini. Il s’agit d’une généralisation des courbes de type logistique (Richards 1959).
*7 « Median cytopathic dose » : dilution virale aboutissant a la lyse de 50 % du tapis cellulaire Vero.
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Les taux d’infection disséminée ou les taux de transmission évoluent au cours du temps en
suivant aussi une courbe de Richards, différente suivant la température d’incubation

(figure 7).
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Ce type de représentation permet de mesurer la dimension dynamique de la compétence
vectorielle en fonction du temps d’incubation et de la température. La compétence vectorielle
de Cx. univittatus est moins influencée par la température que celle de Cx. tarsalis et surtout
de Cx. pipiens. L’augmentation de la température entraine une accélération de la réplication
virale et une diminution de la durée d’incubation extrinseéque. Mais, les gammes de
températures permettant une dynamique optimale du virus West Nile chez ses vecteurs ne sont
pas les mémes en fonction de I’espeéce considérée. La largeur de ces gammes peut étre une
mesure supplémentaire de la compétence d’un vecteur.

Il semble que la température n’influe pas uniquement sur la durée d’incubation
extrinséque, mais aussi sur le taux maximal atteint lorsque le temps augmente. Ainsi le taux

de transmission pour Cx. univittatus serait de 100 % entre 26 et 30 °C, de 94 % a 18 °C et de
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78 % a 14 °C. Néanmoins, une autre interprétation est possible : la température ne modifie pas
le taux de transmission maximal, mais uniquement le temps nécessaire pour y parvenir. En
effet, pour Cx. univittatus a 14 °C, on observe une valeur du taux de transmission de 1’ordre
de 35 % a 98 jours, alors que les taux précédents a 78, 90 et 110 jours sont de 100 %. En ne
prenant pas en compte cette valeur, on revient sur un taux maximal de 100 %. Pour les deux
autres especes, il est difficile de juger, le temps d’observation étant assez court (moins de 40
jours). En analysant I’influence de la température sur la compétence vectorielle
d’Aedes taeniorhynchus (Wiedemann) et de Cx. pipiens pour le virus de la fievre de la vallée
du Rift (Turell et al. 1985), il nous semble que la température n’influence pas les taux de
transmission maximaux mais seulement le temps nécessaire pour les atteindre, tant que la
température est supérieure a un seuil en dessous duquel la réplication virale est quasiment
arrétée. L’influence de la température sur la compétence vectorielle des populations frangaises
devrait étre testée pour comprendre le role qu’elles peuvent jouer a différents moments de

I’année.

Lorsque la température est en dessous d’un seuil, la dynamique virale semble arrétée. En
effet, sur les 120 femelles Cx. tarsalis exposées oralement au virus West Nile et conservées a
température relativement basse (10 °C), aucune n’est retrouvée infectée pendant les 110 jours
d’incubation (Reisen et al. 2006c). En revanche, si apres cette incubation, un groupe de
femelles est transféré quelques jours a 26 °C, certaines d’entre elles deviennent infectées
(2/33) (Reisen et al. 2006c). Des résultats similaires sont obtenus pour Cx. pipiens. Aucune
infection n’est décelée chez des femelles exposées oralement au virus West Nile et conservées
sept jours a 18 °C, puis 30 a 40 jours a 10 °C (Dohm et Turell 2001). En revanche, 30 % des
femelles sont infectées, si en plus du régime décrit, les femelles sont transférées un jour a
26 °C (Dohm et Turell 2001). Ce pourcentage augmente avec le nombre de jours a 26 °C et
atteint quasiment 100 % pour 7 jours a 26 °C. Les taux d’infection et d’infection disséminée
sont équivalents (environ 100 et 40 %) pour des femelles maintenues en incubation 14 jours a
26 °C, méme si elles ont ét¢ maintenues auparavant une quarantaine de jours a basse
température (Dohm et Turell 2001). Ainsi, le virus West Nile semble pouvoir se maintenir
chez des moustiques a un niveau indétectable pendant plusieurs dizaines de jours a
température basse. Lorsque la température augmente, les moustiques deviennent infectés, puis

. c e . . 58
deviennent capables d’initier un nouveau cycle de transmission™ .

*¥ 11 peut donc étre utile de maintenir pendant quelques jours & 26°C des moustiques en hivernation avant de les
tester pour recherche virale, de manicre a augmenter les chances de trouver des lots positifs.
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En résumé, les principales especes candidates a la transmission du virus West Nile dans le
sud de la France ont été¢ exposées oralement & une dose importante de virus sur membrane et
leur compétence vectorielle évaluée.

Culex modestus est 1’espéce la plus compétente. Quatorze jours apres 1’exposition a 26 °C,
les taux de dissémination et de transmission sont d’environ 90 % et d’au moins 55 %. De plus
I’isolement du virus dans la salive de femelles oralement exposées a permis de démontrer
pour la premiere fois la capacité de cette espece a transmettre le virus par piqlre.
L’observation de I’infection disséminée chez des femelles n’ayant absorbé qu’une toute petite
quantité de sang laisse supposer que cette espéce présente un seuil d’infectivité faible.

La population de Cx. pipiens peut étre considérée comme moyennement compétente, ce
qui est en accord avec les études menées a travers le monde. Pour la dose virale utilisée, le
taux de dissémination de 40 % de Cx. pipiens confirme de fagon claire la meilleure
compétence vectorielle de Cx. modestus, dont le taux de dissémination est de 90 %. Pour une
meilleure comparaison entre ces deux especes, d’autres infections expérimentales doivent étre
menées notamment en testant une variété de doses virales et de températures pour déterminer
le seuil d’infectivité des espéces et I'influence de la température sur leur compétence
vectorielle.

Moins de 1 % des femelles Ae. caspius présentent une infection disséminée 14 jours apres
exposition a une forte dose virale et 5 % a 21 jours. Cette espéce présente donc une tres faible
compétence pour le virus West Nile. Les études réalisées n’ont pas permis d’évaluer la
compétence vectorielle d’Ae. vexans. Aux Etats-Unis, sa compétence est considérée comme

médiocre.
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Dans les zones humides, les espéces ornithophiles les plus abondantes sont CX. pipiens et
Cx. modestus. Cette derniere est hautement compétente pour le virus West Nile. Elle se
disperse peu en terrain découvert et se concentre dans les marais a roseliere (gite larvaire) et
les formations végétales denses (gite de repos), pouvant sans doute établir des cycles
enzootiques tres efficaces avec les oiseaux de ces formations végétales. Elle agresse aussi tout
mammiféere entrant dans ses gites, pouvant ainsi transmettre efficacement le virus West Nile a
[’homme et au cheval. Culex pipiens, moins compétent, pourrait intervenir dans les cycles
enzootiques de facon secondaire par rapport a Cx. modestus. Pour mieux comprendre le role
relatif des Culex, les études de compétence vectorielle doivent étre poursuivies afin
notamment de déterminer leur seuil d’infectivité, qu’il faudrait idéalement comparer a la

virémie des espéces d’oiseaux présentes en France.

Dans les zones seches de la Costiere, Cx. pipiens domine en forte densité, partout ou
I’homme lui offre des gites artificiels. La ou les densités d’oiseaux sont suffisantes, cette
espece doit pouvoir maintenir le virus dans les populations aviaires. De plus, son
ornithophilie n’étant pas stricte, cette espece est capable de transmettre le virus aux
mammiferes. La transmission aux chevaux semble favorisée dans les zones ou ces derniers
sont en forte densité. La quantification des préférences trophiques et [’étude de leur
déterminisme sont les facteurs clefs pour comprendre ['implication de CX. pipiens dans la
transmission du virus West Nile aux mammiféres. Par ailleurs, la capture de quelques
individus Cx. modestus a Lunel-Viel pose la question du role vectoriel potentiel de cette
espece en zone seche. Avant de préciser ce role, il est nécessaire de déterminer précisément
son aire de distribution. Plus généralement, croiser les informations concernant la répartition
au cours du temps des Culex et des oiseaux potentiellement impliqués dans la circulation
virale (Jourdain et al. 2007b) permettrait de décrire les cycles de transmission du virus West

Nile en zone camarguaise.

Les principales especes mammophiles capables de se gorger sur oiseaux sont Ae. caspius
et Ae. vexans. La premiere est tres abondante dans [’ensemble des zones humides, tres
agressive envers les mammiféres et trés dispersive. La démoustication du littoral
méditerranéen, principalement dirigée contre cette espéce, réduit fortement ses densités a
["ouest du Petit Rhone. Aedes caspius n’a qu’une trés faible compétence vectorielle pour le
virus West Nile et, malgré ses tres fortes densités, son role dans la transmission du virus aux

mammiferes est vraisemblablement anecdotique. Les infections expérimentales n’ont pas



permis d’évaluer la compétence vectorielle d’Ae. vexans. Cette espéce peut étre présente en
grande quantité dans certaines zones du delta camarguais, mais semble absente de la zone de
la Costiere. Son role dans la transmission du virus West Nile dans la partie seche semble

donc exclu, celui dans les zones humides ou Ae. vexans est abondant reste a explorer.

Cette analyse du réle relatif des espéces dans les cycles de transmission du virus West
Nile reste qualitative et donc soumise a une certaine subjectivité. Par exemple, décider que
les densités d’Ae. caspius peuvent ou non compenser sa faible compétence vectorielle est
discutable. La mise au point d’'une méthode de quantification du risque associée a chaque
espece est donc nécessaire pour juger de leur importance relative dans les cycles de

transmission du virus. C’est [’objet de la troisieme partie de ce document.



Troisiéme partie :

Vers une modélisation du risque

d’infection par le virus West Nile






La transmission vectorielle suppose [’existence de systemes épidémiologiques complexes
impliquant au minimum un triptyque hote-vecteur-pathogene. Il nous a paru intéressant de
présenter, dans un premier temps, quelques interactions entre ces trois acteurs et un bref
apercu des travaux de modélisation de ces systemes. Pour la fievre West Nile, la notion
d’hote comprend les hotes amplificateurs (un certain nombre d’especes d’oiseaux) et les
hotes accidentels (I’homme et le cheval). Nous proposons une méthode d’estimation du risque
d’infection par le virus West Nile pour des hotes amplificateurs (cycles naturels) ou des hotes
accidentels (cycles épidémiques). De plus, cette méthode doit pouvoir étre généralisée a

plusieurs especes d’oiseaux et de vecteurs, et étre spatialisée.

La définition d’un indice de risque permet de mettre en avant les parametres biologiques
importants dans la transmission du virus West Nile. Parmi ceux-ci, on s attend a trouver la
densité des vecteurs dans [’espace et au cours du temps. Aussi, apres avoir défini un risque
d’infection, nous proposons une démarche qui permet de modéliser la distribution des
vecteurs dans l’espace et dans le temps. Elle s’appuie sur des modeéles de dynamique de
population, qui permet d’obtenir la densité des vecteurs potentiels au cours du temps, et sur
une cartographie des milieux obtenue a partir d’'une image satellite, qui permet d’estimer la

présence des vecteurs potentiels dans [’espace.

Tout au long de cette déemarche, nous prenons en exemple trois especes : Cx. modestus,
Cx. pipiens et Ae. caspius. Il n’est plus nécessaire ici de justifier le choix des deux premieres
especes étant donné leurs préférences trophiques ou leurs compétences vectorielles. En
revanche, le choix de continuer a s’intéresser a Ae. caspius peut surprendre a cause de sa
mammophilie et de sa faible compétence vectorielle. Il nous a toutefois semblé intéressant
d’intégrer a notre étude une espece dont la bioécologie differe de celle des Culex, afin de
montrer que la démarche reste valide pour d’autres genres de moustiques et peut servir dans
d’autres contextes. De plus, dans la perspective future d’un calcul effectif du risque
d’infection par le virus West Nile, pouvoir exclure cette espéce des cycles de transmission sur

criteres quantitatifs, plutot que qualitatifs, est plus satisfaisante.






Comment modéliser le risque d’infection ?

Dans un premier temps, nous exposons brievement le fonctionnement des systémes
vectoriels et I’historique de leur modélisation. Par la suite, nous appliquons une démarche de
modélisation mécaniste a la transmission de la fievre West Nile, d’abord dans un systeme
simplifié, puis dans un systeme généralisé pour obtenir un indice de risque d’infection défini
pour tout point de l’espace évoluant au cours du temps.

1. Transmission et capacité vectorielle

1.1. Des systémes épidémiologiques complexes

Pour que la transmission vectorielle devienne le mode principal de propagation d’un agent
pathogéne, il est nécessaire™ : i) que ce dernier soit présent dans le sang d’un vertébré dans
une des phases de son cycle biologique, ii) qu’un arthropode hématophage présente un contact
¢écologique suffisant avec I’hdte amplificateur, et iii) que 1’agent pathogene puisse accomplir
son développement complet chez ’arthropode jusqu’a le rendre infectant (Rodhain et Perez
1985).

Ce mode de transmission impose des cycles épidémiologiques complexes, comprenant au
minimum le triptyque vecteur, hote et pathogéne. Plus précisément, la transmission n’est
possible qu’a I’intersection, dans le temps et ’espace, d’une population de vecteur et du
pathogene, présent chez I’héte amplificateur : c’est le concept du « filtre de rencontre »
(Combes 2001). Dans ces systemes, 1’hétérogénéité¢ de la transmission peut étre liée aux
préférences €cologiques des vecteurs, aboutissant a des spécificités de gites larvaires, de sites
de repos et d’aires ou d’horaires d’activité. Bien sir, symétriquement, la bioécologie des hotes
amplificateurs est tout aussi déterminante®. Les préférences trophiques des vecteurs sont des
facteurs clefs dans la rencontre entre le vecteur et 1’hote, et sont particuliérement importantes
dans les maladies multi-hotes, comme la fievre West Nile. L importance d’un vecteur est
évidemment étroitement liée a la prise de repas sanguins. Le nombre de contacts hote-vecteur

augmente avec la fréquence de piqire et la durée de vie. En outre, la transmission est d’autant

% Nous encourageons le lecteur a consulter le chapitre « introduction a I'entomologie médicale » du précis
d’entomologie médicale et vétérinaire de Rodhain et Pérez (1985) détaillant le fonctionnement des systémes
vectoriels.

% Les travaux réalisés sur la trypanosomose animale au Burkina Faso illustrent et détaillent I’importance pour la
transmission de ces lieux de rencontre entre vecteurs, hotes et pathogenes (de La Rocque et al. 2001).
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plus importante que la durée d’incubation extrinséque est courte par rapport a la vie de
I’insecte. La saisonnalité¢ de la transmission vectorielle illustre 1’importance des facteurs
environnementaux, qui influent sur les densités de vecteurs, mais aussi sur leurs compétences
vectorielles (par exemple, diminution de la durée d’incubation extrinséque avec

I’augmentation de la température).

1.2. La capacité vectorielle

La démarche d’une modélisation mécaniste pour décrire le fonctionnement des systemes
vectoriels date du début du XX° siécle (Ross 1915). Ross (1915) définit cette démarche, qu’il
nomme pathometric, comme suit: 1) supposer la connaissance des lois fondamentales
gouvernant les variations au cours du temps d’une maladie dans une population, ii) formaliser
ces considérations en terme d’équations différentielles, et ii1) déduire quelles composantes du
systeme vont influencer le fonctionnement de ce dernier et dans quelle mesure. Ce travail
précurseur est repris par Macdonald une quarantaine d’années plus tard, qui relie les aspects
mathématiques aux concepts entomologiques communément utilisés (Macdonald 1950a,
1950b, 1952a). Ces travaux portent sur le paludisme, qui, rappelons-le, implique
généralement un seul et unique hote a la fois amplificateur et cible, I’homme. Cet auteur
définit le taux de reproduction de base (Rjy) pour le paludisme, comme étant le nombre
d’infections dans une communauté directement liées a la présence d’un seul et unique cas non

immun (Macdonald 1952b). Cette quantité est définie mathématiquement par :

_ ma*bp"

R )

-rlnp
ou m est la densité d’anopheles pour un homme, a le nombre moyen de repas d’un moustique
pris sur homme par jour, b la proportion d’anoph¢les avec des sporozoites dans les glandes
salivaires qui sont réellement infectants, p la proportion d’anophéles survivant un jour entier,
n le nombre de jours du cycle d’incubation extrinséque, //r le nombre de jours de parasitémie
d’un homme et - //In p ’espérance de vie d’un moustique (Macdonald 1952b). Ainsi durant
les 1/r jours de parasitémie, un malade va infecter ma anophéles, dont p” vont survivre a la
période d’incubation extrinséque et b vont étre réellement infectants. Ces mabp”/r anophéles
vont piquer et contaminer @ hommes pendant chacun des - //In p jours qu’en moyenne chaque

anophele va vivre. Si Ry est supérieur a 1, chaque cas va contaminer plus d’un homme
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sensible, et la maladie va donc se répandre dans la population. Au contraire, un Ry inférieur
al suppose qu’un cas malade ne pourra pas étre a 1’origine d’une épidémie dans la

population. En réarrangeant 1’équation Ry = 1, Macdonald (1952b) obtient :

a= ‘6;1;{’ (10)
ou ma est la densité agressive critique. En fonction de la valeur de ma, Macdonald définit des
niveaux de stabilit¢ de la transmission du paludisme, ou par exemple un niveau stable
correspond a des valeurs de ma trés faibles de I’ordre de 0,025 piqlires par personne et par
jour et un niveau instable a des valeurs de ma de 1 a 10 piqlres par personne et par jour
(Macdonald 1952b). En se basant sur le R, précédemment défini, Garett-Jones (1964a)
introduit un indice, la capacité vectorielle, comme le « nombre d’infections qu’un vecteur

donné va occasionner par malade et par jour dans une population non immune ». La

définition mathématique de la capacité vectorielle est :

2.1
c="2L (1)

—Inp

c'est-a-dire strictement la quantité Ry, pour b = 1 et en considérant le nombre de cas
secondaires par unité¢ de temps et non pendant toute la durée de la parasitémie (Garrett-Jones
1964a). Cet auteur consideére que cette quantité peut servir de quantification du niveau de
transmission et surtout peut mesurer et pronostiquer I’impact potentiel d’une lutte anti-
vectorielle (Garrett-Jones 1964b). Cet indice a été largement utilis€ pour mesurer le niveau de
transmission dans une zone donnée®' dans le cadre du paludisme (Garrett-Jones et Shidrawi
1969 ; Reisen 1989 ; Girod et al. 1999). Les méthodes de détermination des parameétres de la
capacité vectorielle ont été listées et discutées lors d’un symposium de I American Society of
vector ecologists en 1989 (Freier 1989 ; Meyer 1989 ; Milby et Reisen 1989 ; Tempelis
1989).

Le calcul de ces paramétres se base sur certaines hypothéses qu’il est nécessaire de garder
a Iesprit pour bien comprendre les limites d’utilisation de cet indice (Dye 1990). D’abord, on
suppose une hypothése de mélange homogene, c'est-a-dire un contact hote-vecteur homogene.
Si cette hypothése peut étre valide a grande échelle, elle est fausse a petite échelle. Ensuite, la
population des moustiques est supposée constante au cours du temps. On suppose aussi que la
probabilité d’€étre piqué par un vecteur est la méme pour chaque hote. L’expérience de chacun

démontre le contraire, certaines personnes par exemple attirant davantage les moustiques que

%! Dans le but final de comparer plusieurs zones entre elles, comparer différentes saisons, mesurer I’impact d’une
méthode de lutte...
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d’autres. De plus, en présence d’un agneau en phase de virémie pour le virus de la fievre de la
Vallée du Rift et d’un agneau non infecté, Cx. pipiens se gorge préférentiellement sur celui
infecté, alors que Cx. taeniorhynchus ne montre pas de préférence (Turell et al. 1984). En ne
prenant pas en compte cette hétérogénéité dans le choix de I’hote, la capacité vectorielle sous-
estime le risque (Dye et Hasibeder 1986). Par ailleurs, le taux de mortalité (ou de survie) est
considéré comme constant au cours de la vie du vecteur, c'est-a-dire indépendant de 1’age.
Pourtant, certains auteurs ont montré qu’il dépendait de 1’dge dans bien des cas, ce qui affecte
grandement ’estimation de la longévité (Clements et Paterson 1981). De plus, le pathogene
peut induire des effets sur la bioécologie ou la survie du vecteur, non négligeables
épidémiologiquement. Par exemple, I’infection par le virus de la fievre de la Vallée du Rift
entraine chez Cx. pipiens une diminution de la survie et de la capacité a réaliser un second
repas sanguin apres le repas infectieux (Turell et al. 1983 ; Faran et al. 1987). Enfin la
formule de la capacité vectorielle décrite par Garett-Jones (1964a) suppose que toutes les
femelles se gorgeant sur un hoéte infecté et survivant a la période d’incubation extrinseque
deviennent infectantes, ce qui surestime le risque (Dye 1992).

Devant I’'importance des biais potentiels dans 1’estimation de la capacité vectorielle, Dye
(1992) préconise de ne pas utiliser cet indice comme mesure absolue du niveau de
transmission d’un pathogeéne. Cet auteur nous encourage a favoriser des approches
comparatives, en utilisant la capacité vectorielle de fagon relative pour comparer deux

situations entre elles.

En résumé, les systemes vectoriels sont des systéemes complexes a cause de 1’interaction
de trois acteurs au minimum, le vecteur, ’hdte et le pathogéne. La maladie intervient a
I’intersection de 1’activité, dans le temps et 1’espace, de ces protagonistes. La difficulté de
I’étude de tels systémes réside dans la variété des parametres influengant la transmission et
dans leur dépendance a I’environnement.

Une modélisation mécaniste de ces systemes permet d’obtenir des indices de
quantification du niveau de transmission, comme la capacité vectorielle. Son expression
repose sur des hypothéses mathématiques fortes, qui, le plus souvent, ne sont pas prises en

compte. C’est pourquoi de tels indices doivent étre utilisés de fagon relative et non absolue.
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2. Un indice de risque adapté au virus West Nile

2.1. Modélisation de la transmission du virus West Nile

En s’inspirant des modéles précédents, une démarche comparable peut étre menée pour la
transmission du virus West Nile. Ce virus circule dans les populations d’oiseaux et
occasionnellement des moustiques infectés transmettent la maladie aux hotes accidentels :
I’homme et le cheval. Dans le cas le plus simple, la transmission du virus West Nile nécessite
une espece d’oiseau, une espece de vecteur et un hote accidentel, et peut alors étre

schématisée (figure 8).
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Figure 8 : Transmission schématique du virus West Nile.

Les variables H;, V; et O, correspondent au nombre d’hétes, de vecteurs et d’oiseaux dans un état épidémiologique donné. Les paramétres de
la figure sont : o; taux de mortalité, f5; taux de transmission, p; taux de disparition de 1’état immun, y; taux de présence dans 1’état infectieux et
@; taux de renouvellement.

La dynamique de la maladie est décrite par un systéme SIR pour les populations d’oiseaux
et d’hotes accidentels et par un systéme SEI pour la population de vecteurs (Anderson et May
1979 ; May et Anderson 1979). Par définition, la population de chacun des acteurs est
subdivisée en compartiments en accord avec leur statut épidémiologique, c'est-a-dire sensible

(S), en incubation (E), infectieux (/) ou résistant (R). Autrement dit, Og représente le nombre
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d’oiseaux sensibles dans une population de Ny oiseaux ou Np = Os + O; + Og. La dynamique
de la maladie, c'est-a-dire I’évolution du nombre d’individus dans chaque compartiment au

cours du temps, peut s’écrire :

% = B, (005() - 2,05 (1) + POy (1) + 0 (0)
Hote 1990 _ 5 5 (00,(6)~ () +75) 0, (1)
amplificateur dt
M = 7/001 (t)_(ao +pO)OR(t)
dt
dVO;t(’) =By O, (Vs (1)—a, V() + 9, (1)
Vecteur de}}(t) = By O,V (t) = B,,0,(t=TW(t =T) — t, V, (t) (12)
% =7 B, 0,(t~TWs(t~T)—a, V, (1)
% BV (O (6) =ty H (1) + i H o (6) + 0y (1)
Ho d
accidenel | = BV OHS( (e + 7 ) H, (0
% = 7HHI(t)_(aH +pH)HR(t)

Les vecteurs s’infectent au contact d’oiseaux infectés avec une fréquence Soy, puis
transmettent le virus aux oiseaux et aux hotes sensibles avec des fréquences fyo et fym.
Chaque population subit une mortalité journaliére a;, avec a’; > a;, a cause de I’infection par le
virus. Les taux de mortalité sont supposés constants au cours de la vie des individus. La
probabilité de survie journaliére d’un vecteur est e, qui est équivalent au p de la capacité
vectorielle. Dans le méme systéme de notation, 1’espérance de vie d’un vecteur est //ay, qui
est équivalent au - //In p de la capacité vectorielle. Le temps de séjour dans un état infectieux
est de 1/y; jours et dans un état immun de //p; jours. La durée d’incubation extrinséque, notée
T, est constante. Les populations d’oiseaux, de vecteurs et d’hotes sont supposées constantes,

le renouvellement étant permis par les termes ¢(t).
Deux cycles sont a considérer dans la transmission du virus West Nile, le cycle naturel (ou

enzootique), a savoir la transmission du virus dans les populations d’oiseaux, et le cycle

épidémique, a savoir la transmission aux hotes accidentels.
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Dans I’exemple pris ici, le cycle naturel est un systéme €quivalent au systéme paludique,
c'est-a-dire a une espece d’hote et une espece de vecteur. Si le nombre de moustiques infectés
est constant au cours du temps (dVy/dt = 0) et que ce nombre est trés petit par rapport a la
population de moustiques (Vs(t) = Ny(t) = Ny(t-T)), alors il est décrit par :

=Ly, (1h0,a-T) (13)
aV
Dans ce cas, la proportion d’oiseaux infectés au cours du temps (o,(2), ou o,(t) = Oy(t)/No(t))

est:

ﬁOVeiaVTNVNO

do,() _ 4

dr 0,(t=T)os(t) = y,0,(t) = yoRy0,(t =T)os(t) — y,0,(t)  (14)

ay

avec a’o = 0. Le taux de reproduction de base Ry d’un tel systeme est donc :

R, = ﬂvoﬂove_aVTNvNo (15)
Yo%y

Ry correspond au nombre d’oiseaux secondairement infectés, si un oiseau virémique est
introduit dans une population de sensibles, considérée constante. Le taux de transmission
correspond a la probabilité qu’un vecteur sensible acquicere le virus a partir de 1’oiseau
virémique et devienne infectant, donc for = a Cy/No, ou a est la fréquence de piqilire et Cy la
compétence vectorielle. Le taux de transmission Sy représente la probabilité qu’un vecteur
une fois infectant contamine un oiseau par unit¢ de temps, d’ou fyo = a/No. En prenant
Cy =1, I’expression (15) est strictement équivalente au taux de reproduction de Macdonald
(1952b), ou Ny/No = m. En effet, T est la méme quantité que le n de Macdonald (1952b) et

donc e est équivalent & p” (probabilité de survie pendant la durée d’incubation extrinséque

et I/ay a— 1/In p (espérance de vie des vecteurs).

D’une manicre plus générale, les évolutions des nombres de vecteurs, d’oiseaux et d’hdtes

infectés au cours du temps, suite a la présence d’oiseaux infectés, sont :

%ze“‘”ﬂmq =Ty (t~T)—a,V,(0)
%%VOV,O)OSU)—(% +7,)0,(1) (16)
% = ﬂVHV;(t)HS(t)_(alli +7u )H1(t)

Suite a I’introduction d’un seul oiseau infecté, le nombre de moustiques infectés sera donc :
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1
R} =—xpB,,N, (17)

Yo
et un vecteur infecté pourra étre a I’origine de :

ROO — e_aVTﬂVONO et Réi — e_aVTﬂVHNH (18)
ay ay

cas secondaires d’oiseaux ou d’hotes.

On peut en conclure que, suite & I’introduction d’un oiseau infecté, le nombre de cas

secondaires d’oiseaux et d’hdtes accidentels sera R”xR® (ce qui correspond a 1’expression 9)

et VxR

Les taux de transmission sont des parametres clefs. Les contacts entre vecteurs et hotes
dépendent d’une concordance dans le temps et I’espace de ces acteurs, mais aussi des
préférences trophiques des vecteurs. Comme nous I’avons vu, de manic¢re générale
Por =a Cyxo/No ou xp est la proportion de moustique qui se gorge sur I’espece d’oiseau en

question. Dans le chapitre 3, nous avons vu que cette proportion est égale a

fz"ONO (19)
f;ONO +j[iHNH

ou Fp peut étre considéré comme un facteur de dilution (proportion de vecteurs qui ne se

X, =5,q,(1-F,),avecq, =

gorgent pas sur les hotes considérés), de telle sorte que, lorsque F)p tend vers 1, xo tend vers 0.

Les autres coefficients de transmission peuvent donc s’écrire fyo = a xo/No et fyy = a xi/Np,

d’ou:
yo 1 C,,efa’"Tmoa2 , C . 2
Ry Ry =— X, =—F,(1-F,) 70uPE:(qOSO)
Yo a, Yo 20
von 1 Ce ™ mya’ C s (20)
R R =————x,x, =—PFP,(1-F,)",ouF, :(qoso)(qHsH)
Yo a, Yo
C.e“"m,a’

avec C =~ 9~ et mo la densité de moustiques par oiseau de I’espéce en question.

ay
Ainsi, typiquement, les Ry associés a la fievre West Nile proviennent de la combinaison de la

capacité vectorielle décrite par Garett-Jones (1964a), de la durée de virémie chez I’oiseau, de
I’importance du facteur de dilution et de la capacité du vecteur a jouer le role de vecteur
enzootique (Pg) ou pont (Pjp), cette derniére dépendant des préférences trophiques, du succes

du repas et de ’abondance des hotes.
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2.2. Formalisation d’un indice de risque

En Camargue, différentes espéces de vecteurs et d’oiseaux sont potentiellement
impliquées dans les cycles d’amplification du virus West Nile (Balenghien et al. 2006 ;
Jourdain et al. 2007b). Les especes cibles a considérer sont I’homme ou le cheval. La
distribution des moustiques dans [’espace est d’abord déterminée par les gites de
développement larvaire. Par la suite, les moustiques diffusent dans les milieux qui leur sont
favorables a la recherche d’hotes, puis de gites de ponte. La bioécologie des oiseaux différe
fortement en fonction de I’espéce (espéce diurne ou nocturne, espece territoriale ou non,
espeéce vivant en colonie ou non...), de son régime alimentaire, du moment de ’année
(nidification ou non)... On peut schématiser en disant que la répartition des oiseaux est li¢e
aux lieux de repos ou de nidification et aux aires d’activité (recherche de nourriture). Dans le
cas de la transmission du virus West Nile, il ne faut considérer la répartition des especes
d’oiseaux qu’au moment de la journée ou les oiseaux sont vulnérables aux piqlres de
moustiques (par exemple lieux de repos ou de nidification dans le cas d’une espece d’oiseau

diurne et d’un vecteur nocturne).

Dans un région donnée, on fait comme hypothéses que :

i) la zone peut étre subdivisée en M cases a I’'intérieur desquelles on considére un
mélange homogéne des vecteurs et des hdtes, c'est-a-dire que chaque case est décrite par le
systéme (4),

i1) on suppose que les hotes accidentels ne changent pas de case pendant la période
d’étude, seuls les vecteurs et les oiseaux sont susceptibles de migrer entre les cases,

ii1) les mouvements (de vecteur ou d’oiseau) entre la case i et la case j se réalisent a

une fréquence o’ (distribuée exponentiellement).

Dans ce cas, la généralisation du systéme (12) peut s’écrire pour chaque espéce d’oiseau ep,

chaque espéce de vecteur ey, chaque espéce d’hote ey et chacune des i cases :
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[0,(0]" o, O,
% o, | =, [SIR]" + DAl 0m| -X a0
_OR (t) ey J _OR (t) J _OR (t)
Vo 0] V507"
% ACIE Z[SEI]W +Za>;{ V.| - Za)e{f V(1) (21)
ol e A R A0
(H ()™
% H,(t)| =Y [SIR]™
o]

ou les systetmes SEIR correspondent a ceux développés dans le systeme (12). De méme, le

systéme (16) s’écrit :

do" S |
L0 55,17 002" 0)~(a, +7, )00
+ Z o, 07 (1)~ z o] 0 (t)
J J
d VI;” () _ D (e‘aeyny B 0P (=T W' (t—T, )) —a, V(1) (22)

DNCARSORWoARNO
J J

%j(ﬂ B Z(,B;’VEH Vi (OH (t)) - (aé,, +7.,, )Hfﬁ”‘ (1)

Pour une espéce de moustique donnée, la taille de la case doit étre définie pour qu’on puisse y
considérer une densit¢ homogeéne et qu’un oiseau (ou hote) présent dans cet espace soit
susceptible d’étre piqué par tous les moustiques de la case (typiquement 1’aire de vol actif).
De méme, dans une case « oiseau», on doit pouvoir considérer une densité d’oiseaux
homogene. L’échelle peut alors étre trés différente de celle définie pour un moustique. En
effet, si on consideére que I’espéce d’oiseau est en contact avec les moustiques pendant sa
période d’activité, les mouvements de 1’oiseau peuvent lui permettre d’étre réparti de manicre
homogéne sur une grande zone et donc soumis aux piqlres des moustiques d’un grand
nombre de cases pour un pas de temps donné. Ainsi, 1’échelle d’étude doit étre définie en

fonction des especes de vecteurs et d’oiseaux amplificateurs retenues.
La force d’infection, c'est-a-dire le nombre de piqlres infectantes recues par un hote et par

unité de temps, est une mesure du risque d’infection. La force d’infection pour une espéce de

vecteur et d’hdte donnée s’exprime de la manicre suivante :
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Aeye )= By, Vi (8)
Aeyey )= Boye, Vi (8)

(23)

Si on considere dans chaque case i que le nombre de vecteurs infectés est constant au cours du

temps, on peut écrire que :

e,/e(, (t) ZKU B;/ €o
e,/eH (t) ZKU ey eH

t-T,,)
t-T,,)

ou K est la matrice de connectivité pondérée, telle que : K! =a,,

avec 1 la matrice unité : | . . ,

21 j2
w —Za)-’

W,, la matrice des déplacements: [a)”] =

R =0 )

ot Nj, Np
Bl/ (t) Cl] VSEV J (t) 0]60"/ (t)
eyey epeyer N; N(])
avec C!  etCY

epeyen epeyey

‘0 ey ‘0

90 ey EH CO ey

B N N! g%
eoe,, eyeg” ey~ T eo
i A7y Ty
B, N! N e
VEeH Vv H

24)

(2, 1w, ] @)

J

M

2M

,avec " =0

les capacités vectorielles généralisées et spatialisées, telles que :

(26)
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La force d’infection, qui est une mesure du risque d’infection, comprend donc deux
parties. Une partie B” qui correspond a la capacité d’infection d’un vecteur ey, qui, contaminé

par les oiseaux d’une case j, va devenir infectant dans la case i contenant N, oiseaux d’une
espece donnée et N, hotes accidentels (soit homme, soit cheval). C’est pourquoi on peut

parler de capacité vectorielle généralisée (plusieurs especes de vecteurs, d’oiseaux et d’hotes
accidentels) et spatialisée (prise en compte du lieu des contacts). L’autre partie K¥ est liée au
déplacement des vecteurs en question entre les différentes cases i, dont la connexion est

decrite par la matrice W, , qui est pondérée par les fréquences de déplacement o”. Construire

cette matrice de connectivité revient a construire un réseau des milieux favorables au
déplacement des vecteurs et connectés entre eux. Les caractéristiques et le fonctionnement
d’un tel réseau peuvent étre décrits par différents indices : indice de connectivité, distribution

du nombre de connections... (Balenghien 2003).

La force d’infection telle qu’elle est décrite est centrée sur le vecteur. Néanmoins, BY
dépend de la prévalence des individus infectés pour chaque espéce d’oiseaux infectés
(O(t)/No). Ainsi pour aboutir & une estimation complete de la force d’infection, il faut
connaitre la prévalence de I’infection chez les populations d’oiseaux, mais aussi les

mouvements des oiseaux au cours du temps.

Pour illustrer le fonctionnement des matrices K, I’exemple d’un systéme simple est pris,
c'est-a-dire un syste ece d dépl d i :
ystéme avec une espeéce de vecteur se déplagant dans trois espaces connectés

entre eux de la maniére suivante :

En prenant la méme fréquence de déplacement, notée w, entre ces 3 espaces, la matrice

des déplacements s’écrit :

-2 1 1
W=w|1 -1 0
1 0 -1

Si on pose a = a/w, ou a est le taux de mortalité de I’espeéce vectrice, alors la matrice de

connectivité pondérée s’écrit :
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4 I+a 1 1
a+?2 -1 1 )
Keal -1 atl :L ] [+3a+a 1
] 0 " 3+a I+a I+a
a ; i I+3a+d’
I+a I+a

On peut noter que K,; = K3, # 0, bien que W3 = W3, =0, c'est-a-dire que, méme si les espaces
2 et 3 ne sont pas directement connectés, les moustiques vont se déplacer de I’un a 1’autre par
le biais de I’espace 1.

Comme illustration, deux situations sont intéressantes : 1) celle ou a = 0, c'est-a-dire a = 0
(pas de mortalité), et ii) celle ou a tend vers I’infini, c'est-a-dire que o tend vers 0 (absence de

mouvement). Dans la premiére situation (a = 0), on obtient :

1 1 1
K=

W | —

111
111
c’est-a-dire on obtient une situation de mélange homogene, puisque les fréquences de

déplacements sont constantes. Dans la deuxieme situation (a tend vers 1’infini), on obtient :

1 0 0
K=\0 1 0f.
0 0 1

La prise en compte du déplacement des vecteurs complexifie le calcul du risque. En effet,
la force d’infection dans un espace i et au temps ¢ :
1) dépendra du contact entre les vecteurs infectants et les hotes naifs dans cet espace au
temps ¢,
i1) sera augmentée par I’arrivée de vecteurs infectés dans cet espace,
1i1) sera diminuée par le départ de vecteurs infectés de cet espace.

De méme, la présence de vecteurs infectants au temps ¢ dans un espace i dépend du
contact entre des vecteurs naifs et des oiseaux infectés au temps ¢ - 7' dans un espace j et de

I’histoire des déplacements de ces vecteurs.
La force d’infection telle qu’elle a été définie n’est pas normalisée et peut prendre des

valeurs allant de 0 a I’infini. Pour normaliser le risque, on peut calculer la force d’infection

nécessaire a infecter 50 % de la population d’un hote donné As), au bout d’une durée
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d’exposition 7, avec 459 = In(2)/z. Nous proposons donc comme indice de risque d’infection

généralisé et spatialisé pour le virus West Nile :

D A (O x4, (@)

[e/e -

7o Aso In(2) o
[i — i‘i’"o (t) _ X ﬂ“eiyeo (t)

v . (2

Pour estimer le risque d’infection, il est donc nécessaire de connaitre 1I’évolution du
nombre de moustiques dans 1’espace et au cours du temps, la compétence vectorielle des
espeéces de moustiques, les contacts entre hotes et vecteurs, et la répartition et les mouvements

d’hotes, notamment des oiseaux infectés.

En résumé, la modélisation de la transmission du virus West Nile dans un cas simplifié
permet d’aboutir & ’expression de deux Ry, associ€s i) a la transmission du virus dans les
populations d’oiseaux et ii) a la transmission du virus des oiseaux aux hotes accidentels. Ces
Ry correspondent a la combinaison d’une capacité vectorielle (telle que décrite par Garett-
Jones (1964)), de la durée de virémie chez 1’oiseau, d’un facteur de dilution et de la capacité
du vecteur considéré a jouer le role de vecteur enzootique (Pr) ou pont (Pp), cette derniere
dépendant des préférences trophiques, du succés de prise de repas et de 1’abondance des
hotes.

Cette démarche a été généralisée a plusieurs espéces d’oiseaux, de vecteurs et d’hotes
accidentels et spatialisée pour prendre en compte les déplacements des moustiques. Un indice
normalis¢é du risque d’infection par le virus West Nile est proposé. En dehors des
connaissances sur les hotes et notamment 1’infection chez les oiseaux, 1’estimation de ce
risque nécessite une connaissance des contacts entre hotes et vecteurs, de la compétence
vectorielle et de I’évolution du nombre de moustiques dans 1’espace et au cours du temps. Les
deux premiers aspects ont déja été explorés dans ce document et le dernier fait 1’objet des

chapitres suivants.
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Pour estimer le risque d’infection par le virus West Nile, il est nécessaire de déterminer
les densités de vecteurs au cours du temps et leur durée de survie. Dans ce chapitre, nous
utilisons des modeles de dynamique de population pour décrire les traits de vie d’especes du
genre Culex et Aedes.

1. Dynamique des especes du genre Culex

La longévité est un des facteurs clefs déterminant le potentiel de transmission des
vecteurs, parce qu’elle conditionne la taille de la population et la durée moyenne de vie
infectieuse (Macdonald 1952b ; Milby et Reisen 1989). Différentes méthodes sont utilisées
pour déterminer la longévité d’une population sur le terrain. L’une des méthodes les plus
fréquemment employées utilise le taux de parturité (proportion de femelles pares dans la
population) et la longueur du cycle gonotrophique (temps entre deux repas sanguins
consécutifs) (Davidson 1954). Les femelles pares sont celles qui ont pondu au moins une fois,
se distinguant des nullipares par 1’examen des ovaires (Detinova 1963). Néanmoins cette
méthode ne peut étre appliquée qu’avec une population stable dans sa taille et sa structure, ce
qui est rarement le cas sous les climats tempérés. Une autre méthode d’estimation du taux de
survie est la méthode de marquage, capture et recapture, qui suit une cohorte d’individus
marqués juste avant le lacher. La longévité est estimée a partir du nombre de moustiques
marqués, qui diminue progressivement au cours du temps. Cette méthode nécessite de lacher
un grand nombre de moustiques, a cause du faible taux de recapture habituel. De plus, il est
suppos¢ que la perte liée a I’émigration est négligeable et que le comportement et la survie du
moustique ne sont pas affectés par le marquage (Service 1993). Cette méthode est donc
colteuse en temps et son succes dépend de la taille de I’échantillon.

Le but de ce chapitre est de développer un modéle décrivant la dynamique de population
des especes type Culex, c'est-a-dire des especes multivoltines, dont les générations se
superposent dans le temps. Ce modele permet de donner une estimation du taux de survie a
partir de données de dynamique de population classiquement recueillies : capture sur appat ou
pieges CO,. Nous appliquons ce modele a des données entomologiques anciennes concernant

des Culex en Camargue.
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Matériel et méthodes

Modgéle. Soit M, () le nombre total de femelles de la n-ieme génération présentes dans un
environnement donné au temps ¢ En négligeant 1’émigration et 1’immigration dans
I’environnement considéré, la dynamique de la population peut étre décrite par les équations

différentielles suivantes :

M:_%M1(t)+f(t)
dt .
%:_%M”(”*_anlrnanl(f—Y;l);n>1

ou a, est le taux de mortalité, 7, le temps de développement aquatique, c'est-a-dire le temps
entre la ponte et I’émergence d’un adulte, et , le taux de reproduction, c'est-a-dire le nombre
moyen de descendants adultes par femelle. L’apparition des individus de la premiére
génération provient de la reprise d’activité de piqlre des femelles nullipares apres I’hiver.
Cette sortie d’hibernation est représentée par une fonction f{z), qui représente le nombre

moyen de femelles adultes sortant de la diapause hivernale par unité de temps, tel que :

f(t<0)=0

Jrae=m,

[ﬁﬂﬂm}

MO

f()= %e”’, avec: (29)

t, =

ou M) est le nombre total de femelles sorties de diapause, 7; le temps moyen nécessaire a
I’ensemble des femelles pour sortir de leur diapause et 7 = #,/2.

Données entomologiques. Ce modéle décrit le nombre total de moustiques dans un
environnement donné. Les picges (appat ou CO;) ne capturent qu’une fraction de cette
population, c'est-a-dire les femelles en recherche d’hdte. Si on considére que la fraction de la
population échantillonnée est constante au cours du temps (fréquence de piqire et attractivité
du piege constantes), alors le nombre de femelles capturées est proportionnel au nombre total
de moustiques présents. Pour estimer les paramétres du modele, nous nous basons sur une
série de données publiées. Ces données évaluent la densité¢ de Cx. modestus Ficalbi par
captures sur appat humain (deux captureurs pendant deux heures, deux jours par semaine)
dans une roseliere de Camargue (la Capeliere) au cours d’une saison d’activité compléte

(Mouchet ef al. 1970).
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Simulations numériques. Les solutions du systéme (1) sont obtenues en utilisant des
transformations de Laplace (annexe 3). Ces équations sont utilisées pour générer le nombre de
moustiques de chaque génération au temps ¢, a I’aide d’un programme (mosqu.m écrit par DJ
Bicout) utilis¢ sous Matlab (version 7). Les paramétres My, 7, a,, r, et T, permettant de
minimiser, au sens des moindres carrés, la différence entre données observées et données
simulées sont estimés en utilisant le programme Isgcurvefit. m (Matlab). Pour diminuer le
nombre de paramétres a estimer, 7, est considéré dépendant de la température, tel que le
logarithme népérien de 7, est linéairement corrélé a la température. Cette corrélation permet
de représenter correctement le temps de développement de 1’ceuf a 1’adulte en fonction de la
température dans plusieurs ¢tudes réalisées chez Cx. pipiens (Tekle 1960 ; Vinogradova
2000). Les données météorologiques utilisées sont la température moyenne quotidienne

fournie par la station MétéoFrance de la Tour du Valat ’année des captures (1966).

Résultats et discussion

La meilleure adéquation entre les données simulées et observées est obtenue pour un

nombre de cinq générations. Les résultats sont présentés figure 9 et tableau 4.
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Figure 9 : Dynamique de Culex modestus au cours de I’année 1966 a la Capeliére.

Graphique de gauche : nombre de femelles Cx. modestus capturées sur homme (symboles, par homme et par heure) a la Capelieére en 1966
(Mouchet et al. 1970) et dynamique simulée pour 5 générations (trait pointillé : une génération ; trait plein : somme de tous les moustiques a
chaque instant).

Graphique de droite : corrélation entre données observées et simulées, 2= 0,70 (p < 0,01).

La corrélation obtenue est relativement bonne (72 = 0,70) et n’est significativement pas liée au

hasard (p < 0,01). Une seule mesure semble totalement en dehors de la corrélation, il s’agit de
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celle du 19 aotit 1966, pour laquelle les auteurs rapportent des captures réalisées avec un fort
vent. En écartant cette mesure du calcul de la corrélation ; on obtient un coefficient de

corrélation %= 0,85.

Tableau 4 : Traits de vie de Culex modestus a la Capeliére en 1966.
Paramétres estimés par optimisation dans le sens des moindres carrés pour chacune des cing générations, avec M, = 26, T = 10 jours.

Génération Taux de mortalité  Durée de vie Temps de développement Taux de reproduction

a, (1/jour) 1/a, (jours) T, (jours) y
1 0,100 10,0 58,5 0,80
2 0,640 1,6 38,0 2,70
3 0,129 7,8 28,1 2,18
4 0,369 2,7 26,3 2,21
5 0,117 8,6

Par rapport a cette situation de cinq générations par an, le temps de développement et la durée
de vie moyenne augmentent lorsque le nombre de génération diminue, et inversement. Les
temps de développement, tels qu’ils sont intégrés dans le modele, regroupent le temps
nécessaire pour passer de I’ceuf a I’adulte et ceux nécessaires a la recherche d’un hote et d’un
gite de ponte. Les taux de mortalité sont ¢élevés pour la premiére génération émergée dans
I’année (on peut supposer I’influence d’une température basse et d’un développement larvaire
difficile) et pour celle du mois de juillet (mois le plus chaud et le plus sec). Nous avons utilisé
dans le mode¢le une survie de type II, c'est-a-dire avec un taux de mortalité constant quel que
soit 1I’4ge des moustiques. Nous ne disposons pas de courbe de survie de Cx. modestus au
laboratoire pour justifier ce choix. Pour Cx. pipiens, le taux de mortalit¢é semble plutot
augmenter avec 1’age (Gerberg et al. 1969). L utilisation d’autres courbes de survie pourrait

donner des estimations de parametres différentes.

En résumé, la modélisation permet de reproduire de manicre satisfaisante une dynamique
de population d’une espece de type Culex et d’estimer certains parametres, comme le taux de
survie, a partir de données de terrain simples a mesurer. Par contre, une validation de
I’estimation de ces paramétres est nécessaire. Elle demande la mise en place d’autres

protocoles, comme des marquages recaptures, pour comparer les deux estimations.
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2. Dynamique des especes du genre Aedes

Aedes caspius est un moustique des marais saumatres littoraux ou continentaux (Rioux
1958). Cette espece pond ses ceufs sur des zones exondées, potentiellement inondables. Lors
de la mise en eau de ses gites (pluie, irrigation...), les émergences sont massives et
synchrones (Becker et al. 2003). Cette espece est alors responsable de nuisances importantes,
car elle est fortement anthropophile et possede une grande capacité¢ de dispersion (Rioux
1958). La démoustication du littoral méditerranéen, en limitant la nuisance d’Ae. caspius, a
¢été un préalable indispensable au développement touristique de cette région.

Aedes caspius est actif de mars a octobre. Sa dynamique saisonniére est donc rythmée par
les mises en eau de ses gites de développement larvaire. Apres éclosion des ceufs et passé le
temps de vie aquatique (développement larvaire et nymphal), les adultes émergent, puis
disparaissent sous I’effet combiné de la mortalité et de I’émigration.

Le but de ce travail est de reproduire une dynamique de population d’A4e. caspius observée
dans une zone donnée, ne connaissant a priori que les dates de mise en eau des gites. Cette
modélisation permet d’estimer les principaux parametres de vie d’Ade. caspius et leur

dépendance a I’environnement.
Matériel et méthodes

Modéle. Suite a la mise en eau des gites, les ceufs éclosent, les différents stades larvaires se
succedent, puis apparaissent les nymphes qui deviennent des adultes, qui se dispersent ou
meurent. Nous considérons que I’évolution au cours du temps du nombre de moustiques
adultes présents peut étre décrit par le méme modele que pour les Culex, avec r, = 0. Pour
chaque émergence, on a :

%zm—amn (30)

ou M(t) est le nombre de femelles, o le taux de disparition supposé constant au cours d’une
émergence, et f(?) la fonction d’émergence décrite précédemment pour les Culex. Par taux de
disparition, nous entendons a la fois la disparition liée a la mortalité et a 1’émigration, leurs
deux effets étant indissociables. On a donc : a = a,,, + ¢, OU a, est le taux de mortalité, a. le
taux d’émigration. Aedes caspius est une espece trés dispersive qui présente un rayon de vol
important, contrairement aux Culex (Rioux 1958 ; Juminer ef al. 1964). Ainsi, dans le cas de

cette espece, le taux d’émigration ne doit pas étre négligé.
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En supposant les mémes hypothéses que précédemment (fraction échantillonnée constante),
on peut utiliser ce modele pour décrire la population d’adultes capturée par des pieges appats
ou COs. La solution explicite de I’équation précédente est :

[(m_1)t/(r—I)Jexp(:r/r)—exp(—at) R
(ar-1)

M()=M, (1)

(at)exi(—at) =l

Les paramétres nécessaires a la description de la dynamique de population d’Ae. caspius a
partir de la date de mise en eau sont donc 7, le temps entre 1’éclosion de I’ceuf et
I’émergence, 7 la moiti¢ du temps moyen d’émergence, M, le nombre total de moustiques
émergeant et a le taux de disparition. A partir de ces paramétres, le nombre de moustiques a

chaque pas de temps est simulé numériquement (programme Matlab : mosqu.m, Bicout DJ).

Application a une situation réelle

Données de mises en eau. Nous considérons deux gites larvaires de Camargue (nommés
Mourgues et Pont de Gau) au cours des années 2004 et 2005. La mise en eau de ces gites est
essentiellement liée a la pluie. Nous considérons que tous les événements pluvieux de plus de
15 mm entre mars et octobre sont capables de provoquer une émergence. Les données
météorologiques utilisées proviennent de la station MétéoFrance des Saintes-Maries-de-la-
mer. A partir des relevés pluviométriques et des dates d’irrigation artificielle connues
(données EID-M¢diterranée), la liste des dates de mises en eau de la zone est établie. Les
dates des émergences sont calculées comme suit avec )0 + Tyzevs0(T) — 7(T), ou ty0 est la date
de mise en eau, Ty .59 est le temps nécessaire entre 1’éclosion des ceufs et I’apparition de 50 %
des adultes, 7 est la moiti¢ du temps moyen d’émergence et T la température.

Dynamique larvaire. T, 5 est calculé a partir de données de laboratoire, qui suivent des
cohortes d’ceufs depuis I’éclosion jusqu’au stade adulte a différentes températures (Sinegre
1974). La dépendance de T,.50 @ la température est établie a partir de ces données. Ces séries
décrivent aussi le nombre d’adultes émergeant au cours du temps. Ces données sont
comparées a la dynamique d’émergence décrite par f(¢#) par régression entre données
observées et simulées. Pour chaque série, le nombre total d’adultes obtenus M, est connu, z
est estimé et sa dépendance a la température établie. Ces régles de dépendance de Ty.,s50 et de 7
a la température permettent de calculer les dates d’émergences, a partir de la date de mise en

eau et de la température.
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La capacité de la fonction f{z) a reproduire des dynamiques d’émergence sur le terrain est
testée. Les données utilisées proviennent de suivis larvaires réalisés sur les deux gites
considérés en 2004 et 2005 (données A. Carron, EID-Méditerranée). Aprés mise en eau et
apparition de nymphes dans les gites, des plots a émergence sont disposés et le nombre
d’adulte émergeant au cours du temps est enregistré quotidiennement.

Dynamique des adultes. Sur les deux gites considérés, le nombre d’adultes est évalué
hebdomadairement par capture sur piege CO, en 2004 et 2005 (données A. Carron, EID-
Méditerranée). A partir de la liste des dates d’émergences, la dynamique des adultes est
simulée. Les paramétres de dynamique de population My, a et 7 sont estimés en minimisant,
dans le sens des moindres carrés, la différence entre le nombre de moustiques observé et celui
simulé (fonction /Isqcurvefit.m de Matlab). La dépendance de ces parametres de dynamique de
population aux données environnementales (température, densité larvaire, quantité de pluie)

est testée.

Résultats

Temps de développement aquatique. Le temps de développement aquatique 50 %, Tyevso
dépend de la température, tel que :

In(T,, 5,) = 7094 x%— 21.8;r2=0.93 (32)

ou 7T est la température en Kelvin.
Fonction et temps d’émergence. Les données de laboratoire (Sinégre 1974) et la

dynamique décrite par la fonction f(?) sont comparées (figure 10). Pour chaque température, le

7 correspondant est estimé.
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Figure 10 : Temps d’émergence et température pour Aedes caspius au laboratoire.

Nombre d’adultes émergents en fonction du temps (observation toutes les 12 heures) et de la températures. Les histogrammes noirs
représentent les données observées (Sinegre 1974) et les gris les données simulées a partir de la fonction d’émergence précédemment décrite.
Les 7 indiqués correspondent a ceux obtenus par minimisation. Les coefficients de corrélations 7? entre données observées et simulées sont
pour chaque température 0,82 ; 0,67 ; 0,87 ; 0,64 ; 0,78 ; 0,76 ; 0,59 ; 0,58 (pour tous p < 0,01).

La fonction d’émergence utilisée reproduit correctement les données obtenues au cours de
suivis de laboratoire. La relation entre 7 et la température est de type exponentielle, c'est-a-
dire diminuant avec la température jusqu’a tendre vers un temps 7 minimal. Le logarithme
népérien de 7 peut de facon satisfaisante étre corrélé linéairement a I’inverse de la température
en Kelvin :

ln(r):4618x%—16,0;r2:0,83 (33)

Au cours des années 2004 et 2005, la dynamique larvaire est décrite pour quatre a cinq
mises en eau dans chacun des gites suivis. Les dates des mises en eau sont indiquées dans le
tableau 5. Les données observées et simulées sont comparées (figure 11) et les parametres

estimés (le tableau 5).
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Tableau 5 : Dynamique d’émergence d’Aedes caspius en Camargue.

Parametres estimés par optimisation dans le sens des moindres carrés pour les différentes mises en eau suivies (J: nombre de jours entre
deux émergences ; r?: coefficient de corrélation entre données observées et simulées avec pour tous p < 0,01 ; MO : Mourgues ; PDG : Pont
de Gau)

1" émergence 2° émergence

1 2
Emergence Mises en eau M, . M, . J r
MO — Sept. 04 11 et 13/09 239 1,55 321 0,47 2 0,98
MO — Avril 05 18 et 20/04 71 0,52 27 0,08 3 0,99
MO — Mai 05 3 jours de pluie 166 0,52 169 0,26 2 0,99
MO - Sept. 05 6 et 8/09 77 0,89 143 0,27 1 0,98
PDG — Sept. 04 11 et 13/09 3640 4,17 1227 0,55 6 0,54
PDG — Avril 05 18 et 20/04 303 0,23 7 0,28 2 1,0
PDG — Mai 05 3 jours de pluie 394 2,33 3133 0,30 3 0,97
PDG - Juin 05 13/06 5030 1,12 0,74
PDG — Sept. 05 6 et 8/09 4520 3,34 1817 0,53 7 0,56

La fonction d’émergence représente correctement les données observées pour toutes les
émergences, avec moins de précision pour celles de Pont de Gau en septembre 2004, et en
juin et septembre 2005. Dans ces trois cas, peu d’adultes émergent les premiers jours. Pour
juin 2005 a Pont de Gau, les émergences sont particuliérement étalées dans le temps. Elles
sont mieux représentées par un profil a 2 émergences successives (données non montrées,

avecJ=1etr?=0,94).

Date des mises en eau et des émergences. Le calendrier des mises en eau et celui des

dates d’émergences calculées sont présentés tableau 6.
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Tableau 6 : Date d’émergence et paramétres démographiques d’Aedes caspius en Camargue.

La température (T° en degré Celsius) correspond a la moyenne des températures minimales et maximales pour le nombre de jours nécessaire
au développement aquatique. Les zones grisées correspondent aux estimations qui ne seront plus utilisées par la suite (valeurs des paramétres
proches des bornes de 1’optimisation).

Gite Mise en Date To Paramétres c?lculés Paramétres estimés
eau Tpevso T Emergence M, a 1/ T
Pluic 16/04 14,8 17,9 1,04 02/05 Absence de capture

29/04 15,1 17,4 0,87 14/05 234 0,083 12,0 0,40
Mourgues Trrigation 18/06 22,8 9,2 0,64 25/06 1264 0,250 4,0 3,89
2004 11/08 25,6 7,4 0,63 16/08 1984 0,201 5,0 4,89
Pluic 11/09 21,2 10,5 0,75 19/09 481 0,500 2,0 1,71
13/09 20,8 10,8 0,74 22/09 9030 0,500 2,0 1,26
15/04 16,3 15,7 0,77 30/04 855 0,098 10,2 10,0

13/05 19,0 12,5 0,71 24/05 4 0,499 2,0 0
Mourgues ‘ 17/05 20,7 10,9 0,69 27/05 0 0,500 2,0 10,0
2005 Pluie 13/06 26,2 7,0 0,56 19/06 1615 0,071 14,1 1,23
10/08 22,7 9,2 0,74 19/08 2804 0,387 2,6 1,04
06/09 19,9 11,6 0,78 16/09 1260 0,500 2,0 0,67
08/09 19,6 11,9 0,75 19/09 317 0,174 5,8 5,67
Pont de Gau Pluie 11/09 21,2 10,5 0,75 19/09 5794 0,330 3,0 3,10
2004 13/09 20,8 10,8 0,74 22/09 15000 0,253 4,0 1,49
15/04 16,3 15,7 0,77 30/04 1014 0,123 8,2 8,11
13/05 19,0 12,5 0,71 24/05 2538 0,354 28 0,02
Pont de Gau . 17/05 20,7 10,9 0,69 27/05 8454 0,499 2,0 1,20
2005 Pluie 13/06 26,2 7,0 0,56 19/06 12416 0,167 6,0 4,77
10/08 22,7 9,2 0,74 19/08 4979 0464 22 1,09
06/09 19,9 11,6 0,78 16/09 7860 0,500 2,0 0,77
08/09 19,6 11,9 0,75 19/09 5767 0,182 5,5 5,40

Dynamique des adultes. Les résultats de I’estimation des parameétres sont donnés

tableau 6. Les résultats graphiques de la dynamique de population sont présentés figure 12.

Certaines densités ne peuvent pas étre reliées a des mises en eau des zones considérées, en

particulier semaines 29 et 30 de 2004 (deuxiéme quinzaine de juillet) et semaines 30 a 34 (fin

juillet a fin aotit) de 2005 a Mourgues, et semaines 30 et 31 (fin juillet a début aotit) de 2005 a

Pont de Gau. Ces densités non expliquées par une mise en eau dans la zone sont considérées

comme une « pollution » liée a une migration d’Ae. caspius et ne seront pas prises en compte.
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Figure 12 : Dynamique de population d’Aedes caspius en Camargue.

Nombres de femelles Ae. caspius capturées (symboles) par semaine comparés au nombre obtenu par simulation pour chaque émergence
(lignes discontinues). La ligne continue représente la somme, a chaque instant, des moustiques obtenus par simulation. Les coefficients de
corrélation 72 entre données observées et simulées sont de 0,95 et 0,83 pour Mourgues en 2004 et 2005, et de 0,95 et 0,87 pour Pont de Gau
en 2004 et 2005 (pour tous p < 0,01).

Lorsque les émergences sont trop rapprochées dans le temps (avril et mai 2005 a
Mourgues), la fréquence des observations n’est pas suffisante pour permettre de reproduire
plusieurs émergences. Lorsqu’on observe une augmentation brusque des densités suivie d’une
diminution brutale, I’optimisation tend a retenir un M et un « trés élevés, proches de la limite
supérieure des bornes de variation de ces paramétres, comme en septembre & Mourgues ou a

Pont de Gau. La valeur des parameétres estimés (en grisé dans le tableau 6) ne sera pas retenue

pour la suite.

Le temps de présence (//a, représentant le temps moyen de présence des moustiques d’une
émergence dans le bassin d’attraction du piege) dépend de la température selon une relation
de type quadratique. Ce temps est maximal pour les températures les plus froides et les plus

chaudes, il est minimal pour des températures moyennes de I’ordre de 19 a 23 °C.
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Une régression polynomiale d’ordre 2 donne la relation suivante :
1/a=0,6T>—25T+288 (34)
ou T est la température moyenne (degrés Celsius) mesurée pendant //o0 jours suivant

I’émergence (? = 0,68 avec p < 0,01).

Discussion

Au laboratoire, la dépendance de Ty .50 a la température est de type exponentiel. Le temps
de développement aquatique est dépendant de différents facteurs environnementaux :
température, densité, nutrition (Clements 1992). Dans cette étude, nous n’avons considéré que
la température. La fonction d’émergence f(?) reproduit parfaitement 1’émergence de cohortes
d’adultes au laboratoire et correctement ce qui est observé sur le terrain. En laboratoire, 7 (la
moitié¢ du temps moyen d’émergence) est dépendant de la température lui aussi selon une
relation de type exponentiel. Sur le terrain, les 7 estimés lors de suivis d’émergence sont
souvent plus grands que ceux calculés a partir de la température et de la formule (33)
(tableau 5). Cela s’explique par le fait qu’a I’échelle d’un gite réel I’histoire de 1’éclosion des
ceufs est plus complexe car liée a la vitesse de mise en eau du gite, a la migration des larves et
aux historiques de densités larvaires et de disponibilit¢ de la nourriture. De plus, avec

I’impossibilité de distinguer, chez les adultes émergents, ceux provenant de la 1 ou la 2°

mise en eau, I’estimation des 7 est plus délicate que dans le cas de données de laboratoire.

A partir des dates de mises en eau des gites et de 1’estimation des dates d’émergence, il est
possible de reproduire correctement la dynamique d’adultes observée. L’augmentation des
fréquences d’observation pourrait permettre d’améliorer 1’estimation des paramétres dans des
situations particulieres : émergences rapprochées dans le temps ou pic important des densités.
Pour générer le nombre d’adultes au cours du temps en ne connaissant que la pluviométrie et
la température, il faudrait pouvoir déterminer a priori 7 et My. Mais leur détermination est
difficile.

Les valeurs des 7 estimés a partir des données d’adultes capturés au piege CO, sont
globalement plus élevées que celles estimées a partir des suivis d’émergence. Le nombre

d’adultes capturés dans le piege a CO, ne correspond pas au nombre d’adultes provenant d’un
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gite bien déterminé. Il correspond a ceux présents dans le bassin d’attraction du piege,
provenant de différents gites de la zone ou provenant d’autres zones d’émergences. Ainsi le 7
estimé intégre le temps nécessaire entre I’émergence d’un adulte a un endroit donné et son
entrée dans le bassin d’attraction du piege. Ce point limite la possibilité d’utiliser
I’équation (33) pour calculer un 7 pour chaque émergence en fonction de la température.

Il n’a pas été possible de trouver une relation satisfaisante entre les M, estimés et les
densités larvaires ou la hauteur de pluie tombée. Selon la quantité de pluie tombée, une
surface plus ou moins importante du gite est mise en eau. Cette surface dépend du gite
(topographie, pédologie) et de son historique (sol plus ou moins gorgé d’eau, gite déja en
partie en eau). De méme, le nombre d’ceufs éclos dépend de la surface mise en eau, mais aussi
de la zone (les ceufs n’étant pas répartis de fagon homogene (Gabinaud 1975)) ou encore de
I’historique des mises en eau (nombre d’ceufs accumulés) et de la période de I’année (ceufs
quiescents ou non). C’est pourquoi une relation simple entre les M, estimés et un paramétre
de I’environnement est difficile a obtenir. Une modélisation plus complexe entre pluie,
topographie du gite, dynamique temporelle et production larvaire est nécessaire pour trouver

un déterminisme environnemental au nombre de larves produites.

En conditions de laboratoire, la durée de vie d’Ae. caspius (Egypte) a été étudiée (Abdel-
Malek et Adham 1978) a différentes températures, humidités relatives et conditions de dicte
(sans apport alimentaire, apport d’eau seule, apport d’eau et de sucre). La relation entre durée
moyenne de vie et température est de type linéaire quelle que soit I’humidité relative (Abdel-
Malek et Adham 1978). Ces relations sont compatibles avec les données de survie en
laboratoires des souches camarguaise d’Ae. caspius (Carron et al. submitted). En considérant
que, sur le terrain, la relation entre température et mortalité est la méme, c’est 1’émigration qui
impose la relation de type quadratique entre taux de disparition et température exprimée par
I’équation (34). En estimant le taux de mortalit¢ par les relations d’Abdel-Malek et Adham
(1978), I’émigration explique en moyenne 70 % de la disparition (écart-type 18 %).
L’émigration serait alors maximale pour des gammes de températures moyennes et minimales

pour des températures basses ou élevées.
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En résumé, a partir des événements pluviométriques et du calcul des parametres de
développement larvaire (basé sur des données de laboratoire), il est possible de reproduire la
dynamique saisonni¢re des adultes observés sur le terrain. En premicre approximation, le
temps de présence dans une zone donnée semble essentiellement déterminé par la migration.
Néanmoins, pour aller plus loin, il est nécessaire de connaitre la relation entre facteurs de
I’environnement et production larvaire d’un gite. Pour cela, une modélisation plus complexe
entre pluie, caractéristique du gite, dynamique temporelle et production larvaire est
nécessaire. De plus, un suivi ou il serait possible de connaitre le gite d’origine des adultes
grice a un marquage permettrait d’affiner les estimations des paramétres et de leur

déterminisme environnemental.
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Distribution des vecteurs dans I’espace

Apres avoir exposé, dans le chapitre précédent, la démarche pour estimer les densités de
vecteurs au cours du temps, nous nous intéressons ici a la distribution des vecteurs dans
I’espace. La démarche consiste a transformer une carte des milieux en carte de distribution
de Cx. modestus, Cx. pipiens ef Ae. caspius.

Dans un premier temps, nous exposons les regles d’association entre milieu et gites
larvaires d’un coté, et zones de dispersion de [’autre pour chaque espece considérée. Dans un
deuxieme temps, les cartes de distribution préliminaires sont discutées.

La démarche. Aprés émergence des gites larvaires et accouplement, les femelles se
dispersent dans les milieux qui leur sont favorables a la recherche de gites de repos et d’hotes.
Puis, apres la maturation des ceufs, les femelles se mettent a la recherche de gites de pontes
(Clements 1992). Nous partons du postulat que la distribution des vecteurs dans I’espace est
principalement liée a la répartition des gites de ponte. Donc, ’aire de distribution d’une
espece est constituée des milieux, propices a ses déplacements, qui sont en continuité avec ses
gites de ponte. Pour cartographier les aires de distribution des espéces, nous nous basons sur
la classification d’une image satellitale identifiant les différents milieux écologiques. La
capacité de chaque milieu a servir de gite de ponte ou de zone de déplacement favorable est
ensuite définie pour chacune des trois espéces cibles définies, & savoir Cx. modestus,

Cx. pipiens et Ae. caspius. Les résultats préliminaires de cette démarche sont ensuite discutés.

1. Détermination des gites de ponte et des zones de dispersion

1.1. Les gites de ponte du littoral méditerranéen

« Comme nous le verrons, la notion de « spécificité des gites de ponte »
permet [’application d’une telle méthode a I’étude écologique et chorologique des
Culicides. Au surplus, il suffit de caractériser un biotope sous [’angle
phytosociologique a I'aide de dix a douze relevés, pour en inférer, ipso facto, la
répartition des espéces inventoriées... »

(Rioux 1958)

Les moustiques montrent une certaine spécificité dans le choix d’un gite de ponte,
sélectionnant selon 1’espeéce un ou plusieurs types de gites (Rioux 1958). Ces gites peuvent

étre divisés en deux grandes catégories : les gites urbains et les gites ruraux.
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Les gites urbains sont essentiellement colonisés par Cx. pipiens, sous sa forme molestus
pour les milieux hypogés (cave inondée, fosse, vide sanitaire) ou sous sa forme pipiens pour
les milieux épigés (bassins, fossés, égouts a ciel ouvert...).

Les gites ruraux peuvent étre permanents ou temporaires. Les gites permanents
dulcaquicoles ou légeérement saumatres hébergent schématiquement Cx. pipiens s’ils sont
fortement chargés en matiére organique et Cx. modestus ainsi que des anopheles dans le cas
contraire. Les gites temporaires sont soit dulgaquicoles, ce qui est plutdt rare (prairie inondée
associée a Ae. vexans, creux de rochers ou d’arbres), ou soit halins (creux de rocher en

bordure de mer ou marais saumatres associés a Ae. caspius ou Ae. detritus).

Le but ici est de décrire les gites de ponte pour chacune des trois especes considérées au
cours de leur saison d’activité. Pour cela, nous utilisons deux méthodes.

D’abord, nous procédons a une revue bibliographique des documents décrivant les gites
des especes considérées sur le littoral méditerranéen. L’ouvrage de référence reste celui de
Rioux (1958), qui décrit notamment 1’écologie et 1’éthologie pour chacune des especes
inventoriées. Nous nous basons essentiellement sur ce document, complété par une
bibliographie spécifique a chaque espece.

Ensuite, nous exploitons deux séries de données de suivis larvaires (données EID-
Méditerranée, M. Babinot). La premiére série concerne un marais saumatre, La Bastide
(55 hectares), situ¢ a proximité de 1’étang de Berre, prés de Marignane. Les mises en eau de
ce gite ont été suivies de 1969 a 1971. La date et la nature de la mise en eau ont été
recueillies. La composition larvaire a été notée, ainsi que la surface occupée par les larves de
chaque espéce. La seconde série concerne deux rizieres de 40 et 50 hectares, situées une au
nord et 1’autre au sud d’Arles. Ces rizi¢res sont visitées tous les 15 jours entre 1999 et 2005
pendant leur période de submersion. A chaque visite est notée la présence ou I’absence
significative de larves de chaque espece. Nous utilisons ces deux suivis pour décrire au cours

d’une saison la composition faunistique de ces gites larvaires.
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1.1.1. Données bibliographiques

Les gites de ponte de Cx. modestus. Pour cette espece, ce sont des femelles quiescentes
qui survivent a I’hiver, réfugiées dans la végétation serrée des phragmitaies (Mouchet et al.
1969). Les gites de ponte naturels de Cx. modestus sont les marais légérement saumatres
encombrés de végétation dressée et serrée, c'est-a-dire principalement les phragmitaies, mais
aussi éventuellement les zones a scirpes et joncs (Mouchet ef al. 1970 ; Rouzaud 1975). Les
femelles sortent de I’hibernation dés la mi-février. Les gites larvaires sont alors abondamment
peuplés a partir d’avril et le restent jusqu’en octobre, fin d’activité des femelles (Mouchet et
al. 1970). De plus, a partir de juin, Cx. modestus pullule dans des gites semi-artificiels, plus

nombreux que les précédents : les riziéres (Mouchet et al. 1970).

Les gites de ponte de Cx. pipiens. Pour cette espece, ce sont également les femelles
quiescentes qui survivent a I’hiver, réfugiées dans des gites artificiels (cave, étable...) ou
naturels (grotte, tronc d’arbre...). Culex pipiens est une espéce ubiquiste, caractérisée par la
diversité de ses gites de ponte (Rioux 1958 ; Vinogradova 2000). C’est 1’espéce dominante
des gites urbains pollués (vide sanitaire inondé, fosse, égout a ciel ouvert...) ou non (bassin,
récipient contenant de 1’eau de pluie). On la retrouve dans des gites ruraux artificiels de
grande ou petite taille : riziére, roubine envahie par la végétation, foss¢é de bord de route,
récipient abandonné ou abreuvoir automatique... Elle peut aussi coloniser des gites naturels

comme les marais d’eau suffisamment douce.

Les gites de ponte d’Ae. caspius. Cette espéce passe I’hiver a I’état d’ceufs quiescents
(Sinegre 1974). Les premiers adultes apparaissent en mars, avec les premicres pluies de
printemps. Les gites naturels d’Ae. caspius sont les marais halins, sa larve étant halophile,
mais on peut aussi la retrouver dans des eaux faiblement saumatres. C’est ce type de gite qui a
¢été le plus étudié sur le littoral méditerranéen, car c’est principalement contre Ae. caspius et
Ae. detritus qu’est dirigée la lutte anti-nuisance de I’EID-Méditerranée depuis plus de 40 ans
(Rioux et al. 1967a). Pour limiter les zones a traiter, une carte phyto-sociologique des marais
saumatres a ¢té établie, définissant environ 30 groupements végétaux, regroupés en 4 grandes
unités : sansouire, roseliere, joncaie et pré salé¢ (Rioux ef al. 1967b). Les unités les plus
productrices pour Ae. caspius ont été établies (Gabinaud 1975), permettant de disposer d’une
cartographie fine des gites de développement larvaire de ces espéces (Rioux et al. 1968). Ces

unités sont la phytocénose a jonc maritime (Juncus maritimus) associ¢ aux salicornes, la
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phytocénose a salicorne en buisson (Sarcocornia fructicosa) associée ou non a la salicorne
glauque (Arthrocnemum macrostachyum), et enfin la phytocénose a scirpe maritime
(Bolboschoenus maritimus) (Gabinaud 1975). Il s’agit donc des formations végétales des
marais salés, qui sont fortement recouvrantes et qui subissent des cycles d’asséchement et de
mise en eau réguliers. Enfin, Rioux (1958) rapporte que les rizieres nouvellement mises en

eau peuvent permettre des éclosions importantes.

1.1.2. Résultats des suivis larvaires : données dynamiques

Suivi du gite de La Bastide. La végétation de ce gite est composée, par ordre de durée
croissante de submersion, d’une roseliére a Phragmites australis associée a une zone a scirpes
(Scirpus maritimus), d’une zone a joncs (Juncus gerardi, Juncus subulatus), d’une sansouire
(Sarcocornia fructicosa, Salicornia europea) et d’une zone de graminées vivaces (Elytrigia

sp.). Les résultats des suivis de La Bastide sont présentés figure 13.
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Figure 13 : Suivi larvaire du gite de La Bastide.
Moyenne sur trois années de suivi (données EID-Méditerranée, M. Babinot) de la fraction de la surface totale du gite occupé par les larves de
chacune des trois espéces au cours de la saison (chaque unité de temps correspond a une décade).

Dans le gite de la Bastide, les larves de Cx. modestus sont présentes en grande quantité,
de mai a octobre. La surface qu’elles occupent est minimale en juillet (assechement partiel de
la phragmitaie) et maximale en septembre (pluie ou irrigation de fin d’été).

Les larves de Cx. pipiens ne sont présentes que de juillet a octobre. Soit les
caractéristiques du gite ne sont favorables a Cx. pipiens que pendant cette période, soit
I’arrivée tardive de Cx. pipiens sur ce gite s’explique par I’éloignement des sites d’hibernation
de I’espece.

On observe la présence de larves d’Ae. caspius de fin mars a début mai (pluies de début
de printemps), en juin (pluie de fin de printemps), de fin ao(it a septembre (pluies de fin d’été
ou irrigation) et en octobre (début des pluies d’hiver). Pour cette espéce, on connait
précisément les zones d’éclosion. Sur les 3 années, la zone la plus productrice est sans
conteste la zone a joncs (concernée par 22/24 émergences), associée a la scirpaie (10/24) et la

sansouire (11/24). La phragmitaie fonctionne exclusivement aprés 1’asséchement estival
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(4/24), dont trois fois suite a une irrigation. Finalement la partie pré salé a graminées vivaces
ne fonctionne qu’exceptionnellement (2/24), dont une fois suite a I’irrigation compléte de la

zone.

Suivi des riziéres. Les résultats du suivi des riziéres sont présentés figure 14.
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Figure 14 : Suivi larvaire des riziéres.
Probabilité de présence de larves pour chacune des trois espéces dans chaque riziére suivie (moyenne de cinq années de suivi, données EID-
Méditerranée, M. Babinot) au cours de la saison (chaque unité de temps correspond a une quinzaine).

Culex modestus colonise la riziere au nord d’Arles de mi-juin a aolt. Son arrivée est
tardive par rapport a la mise en eau du gite (mi-avril a mai). Soit seules les riziéres évoluées
sont attractives pour les femelles gravides de Cx. modestus, soit Cx. modestus ne colonise ces
gites que lorsqu’il est en densité suffisante pour s’éloigner de ses gites de développement
larvaires naturels. La différence entre les deux rizicres reste inexpliquée.

Culex pipiens est présent dans les rizieres de mai a aolt, c'est-a-dire pendant toute la
durée de culture. Sur cinq années de suivi, on le retrouve presque systématiquement de fin
juin a aout.

Aedes caspius peut €tre présent dans les riziéres au moment de la mise en eau.
Néanmoins, la mise en eau d’une riziere (mi-avril & mai) est souvent suivie assez rapidement
d’un assec pour traitement pesticide du riz (chapitre 2). Suivant la gestion de la mise en eau,
de I’existence d’un traitement ou non, ces gites peuvent tre plus ou moins productifs. Leur

production est difficile a quantifier et limitée naturellement a la mise en eau.
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1.2. La dispersion des adultes

Nous partons du postulat qu’autour des gites larvaires les adultes femelles se dispersent
essentiellement pour rechercher des hodtes. On peut considérer trois phases dans ce
comportement : 1) une dispersion non orientée augmentant la probabilité des femelles a entrer
en contact avec un hote, ii) un déplacement orienté pour se diriger vers 1’hote dont les stimuli
ont ét¢ détectés (odeurs, gradient de CO,), et iii) une approche finale essentiellement guidée
par des stimuli visuels (Becker ef al. 2003).

La distance parcourue lors de la premicre phase est extrémement variable entre les
especes de moustiques. On décrit classiquement : 1) les espéces se dispersant peu autour de
leur gite de développement larvaire, a savoir essentiellement les espéces de gites artificiels,
comme Cx. pipiens, i1) les espéces se dispersant modérément autour de leur gite d’émergence
ou de leur site de reproduction, comme Aedes rusticus (Rossi), et iii) les especes parcourant
des distances importantes colonisant de nouveaux habitats pour piquer ou pondre, en général
les especes de type Ae. vexans (Becker et al. 2003). Néanmoins, cette distance est tres difficile
a évaluer. En effet, les protocoles de marquage, lacher et recapture se heurtent a un taux de
recapture toujours faible et la différenciation entre la perte liée a la mortalité et celle li¢e au

déplacement n’est pas possible.

Nous essayons de réunir ici des informations concernant les milieux favorables a la
dispersion et les rayons de vol des especes considérées. Nous nous basons d’abord sur une
revue bibliographique. Puis nous nous intéressons plus spécialement a la dispersion de Cx.
modestus. En effet, la capture des quelques individus a Lunel-Viel contredit ce qui est
classiquement décrit. Nous mettons en ceuvre un protocole spécifique pour tester 1’hypothése
que Cx. modestus est capable de se disperser, depuis ses gites principaux d’émergence
(roselieres et marais du bord des étangs littoraux) a travers la zone seche, le long de petits

cours d’eau.

1.2.1. Données bibliographiques

Peu de données sont disponibles sur Cx. modestus, qui a été peu étudié. La description
classique est celle d’une espece se dispersant extrémement peu en milieu découvert. Ainsi,
Mouchet (1970) écrivait : Cx. modestus « semble posséder un rayon de vol assez faible en

terrain découvert : les femelles s’ éloignent peu des gites larvaires ou du couvert végétal ou
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elles se tiennent habituellement. C’est ainsi qu’a la Capeliere les attaques sont tres
nombreuses dans les champs de roseaux entourant la maison du garde et bordant le
Vaccares, alors qu’elles sont peu fréquentes sur la route et dans la sansouire voisine ou, par
ailleurs, Aedes caspius est agressif ». Les femelles de Cx. modestus se rencontrent dans la
végétation serrée des roselieres, haies et ripisylve du bord du Rhone (Mouchet ef al. 1970). En
se basant sur ces observations, on peut en déduire que Cx. modestus se déplace principalement
dans les formations végétales a fort couvert.

De méme, Cx. pipiens est réputé se déplacer peu, mais la encore les données chiffrées
manquent. En milieu urbain, Cx. pipiens, sans doute forme molestus, semble étre limité a un
rayon de moins de 100 metres autour de ses gites d’émergence (Roman et al. 1962). On peut
supposer que son déplacement se réalise dans les milieux urbains et dans les mémes milieux
que Cx. modestus, c'est-a-dire des milieux avec un fort couvert végétal. Service (1993) liste
les résultats d’études de marquage-recapture réalisées dans le but de connaitre la distance
maximale parcourue depuis 1’endroit du lacher. Il ne recense aucune étude qui concerne
Cx. pipiens. Les études concernant Cx. quinquefasciatus (sans doute comparable a
Cx. pipiens) montrent pour la plupart que la distance maximale parcourue est d’environ un
kilometre ; cependant une étude met en évidence une distance d’environ 5,6 kilometres
(Service 1993).

Aedes caspius est décrit comme un bon voilier (Rioux et Arnold 1955 ; Rageau et
Mouchet 1967), souvent sans autre précision qu’un exemple illustratif sur sa capacité a
déferler jusqu’au cceur des villes, comme Montpellier (Rioux 1958) ou Arles (Roubaud et
Treillard 1944). Les données chiffrées sont souvent anecdotiques : « Les aédes de ce gite qui
vinrent a l’éclosion se montrerent en ville a 1700 m de leur foyer de production, c’est la
distance qui séparait le gite du point ou je les observais ; sans doute d’autres aédes volerent
encore plus loin» (Legendre 1935a). Néanmoins, c’est sur ce principe (observation de
femelles a différentes distances d’un gite) que se basent les protocoles les plus informatifs.
Ainsi Ae. caspius serait capable de parcourir 6 a 7 kilometres en Angle‘[erre62 ou en Sibérie
(Proskuriakova et Markovich 1984a, 1984b)*. Dans le bassin méditerranéen, le rayon de vol
d’Ae. caspius serait™ plutot de 20 kilométres (Juminer e al. 1964). 11 faut préciser que ces

protocoles sont difficiles a mettre en ceuvre : Ae. caspius est capable de coloniser des gites

62 Les études anglaises originales n’ont pas été retrouvées, Marshall (1938) parle de « at least some miles » sans
citer les sources originales. Les chiffres avancés sont ceux cités par un auteur frangais, « d ‘apres les travaux
effectués en Angleterre » sans autre précision (Brumpt 1942).

%3 Voir la bibliographie sur 4. caspius réalisée par O. Moussiegt pour une revue de la littérature en langue russe
(Moussiegt 1993).

64 Chiffre non justifié.
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d’eau relativement douce, comme des prairies inondées, et donc d’étre présent a I’intérieur
des terres, sans forcément provenir de gites littoraux (Shute 1933 ; Marshall 1938). De plus
ces gites sont souvent temporaires et rapidement asséchés, si bien qu’il existe un risque de
considérer des moustiques comme provenant d’un gite ¢loigné, alors qu’ils ont émergé d’un
gite proche mais asséché (Legendre 1935b ; Roubaud et Treillard 1944). En Camargue, la
diversité des gites a Ae. caspius, leur nombre et leur localisation (dispersés dans tout le delta)
rendent ces observations tres difficiles. Le déplacement d’Ae. caspius doit étre facilité par le
couvert végétal néanmoins il est beaucoup plus dispersif que les Culex dans les milieux

ouverts.

1.2.2. Les rivieres : des couloirs de migration pour Culex modestus

Durant la saison de capture sur appat hoéte, six femelles Cx. modestus ont été capturées
sur le site de Lunel-Viel. Aucun gite n’a été trouvé dans le voisinage du site de capture. Les
marais les plus proches (gites potentiels de Cx. modestus) sont ceux bordant I’étang de
Mauguio, situés a plus de six kilomeétres du centre équestre. Nous venons de voir que
Cx. modestus est réputé se disperser peu. Les quelques individus capturés peuvent étre
considérés comme des individus erratiques ou refléter la présence d’une population de
Cx. modestus en faible densité. Selon le cas, I’interprétation du rdle vectoriel potentiel de
Cx. modestus en zone séche est différente.

Le centre équestre de Lunel-Viel est situé¢ le long d’une riviére, le Dardaillon, bordée
d’arbres (peupliers et platanes) et d’un sous-bois épais. Cette riviere prend sa source dans la
garrigue au nord de Vérargues et se jette dans le canal de Lunel, a proximité des marais de
I’extrémité nord-est de I’étang de Mauguio. Les individus capturés a Lunel-Viel peuvent avoir
migré depuis les marais le long des formations végétales qui bordent la riviere (migration
erratique) ou la population de Cx. modestus, supposée hiberner dans les marais, colonise au
fur et a mesure de la saison la riviére, y trouvant en des points stagnants des gites de ponte.
Pour répondre a ces questions, des piégeages d’adultes et des prospections larvaires ont été

menés le long du Dardaillon.
Matériel et méthodes

Captures d’adultes. Des pieges a CO, ont été répartis régulierement (environ tous les

1000 — 1500 metres) le long du Dardaillon, entre le centre équestre et le marais le plus proche
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de la fin de la riviere (carte 4). Au total, huit pieges sont posés dans I’aprés-midi du
17/07/2006 et relevés le lendemain.

Le premier piege a été placé dans un bosquet de tamaris au bord d’un marais paturé,
dominé par le jonc maritime associé au scirpe maritime et bordé par un polypogon
(Polypogon monspeliensis). Ce marais est adjacent a une roseliere non paturée, les deux étant
encadrés par le canal de Lunel d’un coté et des vergers et des prairies de |autre.
L’environnement des autres pieges est quasiment le méme. La riviere sillonne au milieu d’un
tissu urbain diffus, de vergers et de prairies, ou I’on trouve souvent des chevaux. La riviére est
bordée de bosquets d’arbres et de cannes de provence. Le sous-bois est plus ou moins épais et
souvent dominé par des ronces. Le Dardaillon est large, avec beaucoup de courant en aval
(pieges 2 et 3), mais aussi au niveau du piege 7 (travaux d’aménagement pour le passage sous
le canal d’irrigation du Bas-Rhone Languedoc). Ailleurs il est étroit avec peu de courant.
Dans ces conditions, il est envahi de potamot, de renoncules de Baudot et de lentilles d’eau
accumulées aux points stagnants. Au niveau du piege 8, un barrage artificiel s’est formé
(débris végétaux et déchets humains), permettant 1’accumulation de beaucoup de lentilles
d’eau sur une grande superficie.

Les individus capturés sont tués par le froid et identifiés au niveau de 1’espéce (Schaffner
et al. 2001). Pendant la pose des piéges ou la prospection larvaire, les adultes cherchant a

piquer sont collectés.

Prospection larvaire. Au moment de la récolte des piéges, les larves de moustiques sont
recherchées dans le marais et la roseliere ou le lit de la riviére au voisinage des picges, a
raison de trois prospecteurs pendant au moins une demi-heure par site. Les larves récoltées

sont identifiées (Schaffner ef al. 2001).
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Carte 4 : Localisation des piéges a CO> le long du Dardaillon.
Fond de carte IGN 1/25 000

Résultats préliminaires

Captures des adultes. Les picges 2, 5 et 8 ont été retrouvés arrétés, leurs résultats en
nombre absolu de moustiques ne doivent pas étre pris en considération. Les résultats du
piége 6 n’ont pas encore été exploités. Au total dans les pieges a CO,, 2851 moustiques (dont
quatre males) regroupant cinq especes ont €té collectés. Plus de 99 % des femelles collectées
étaient des Culex, a savoir 2061 Cx. pipiens, 748 Cx. modestus et 18 Culex non identifiables.
La répartition des Culex par piége est présentée figure 15. Seules 20 femelles sont identifiées
appartenant a d’autres genres, a savoir : deux femelles d’An. maculipennis s. 1. (piege 1), une
d’Ae. vexans (piege 2), 15 d’Ae. caspius (réparties sur les picges 1 a 4) et deux femelles Aedes

(piege 2 et 3), trop abimées pour étre identifiées.
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En journée, pendant la prospection larvaire, peu de femelles cherchaient a piquer. Au
niveau du marais et de la roseli¢re, six femelles Cx. modestus et une femelle Ae. caspius ont
été capturées. Sur le reste du parcours, seules quelques femelles Ae. caspius cherchaient a se
gorger au niveau du piége 2 et quelques Cx. modestus au niveau du piége 8 : a ce niveau, le
couvert végétal est particuliérement important.

Prospection larvaire. Au niveau du piege 1, trois gites ont ét¢ identifiés : 1) le marais ou
aucune larve n’a été retrouvée, ii) la roselieére, ou ont été collectées 9 larves de Cx. modestus
et une larve de Cx. pipiens, et ii1) un gite de petite taille, un trou rempli d’eau et de végétation,
ou ont été collectées 14 larves de Cx. pipiens (ainsi que des adultes (4 femelles et 3 males)
dans la végétation). Au niveau des piéges 2, 3, 4 et 7, aucune larve n’a été récoltée. Au niveau
du piege 5, une larve de Cx. pipiens et une de Culex impudicus Ficalbi ont été collectées dans
les renoncules. Au niveau du pieége 6, une larve et une nymphe d’An. maculipennis s.1. ont été
trouvées. Au niveau du piege 8, 17 larves de Cx. impudicus et une larve

d’An. maculipennis s.1. ont été récoltées au milieu des lentilles d’eau.

Discussion

L’interprétation des résultats est limitée par 1’arrét de trois des huit pieges et par le
caractére unique de la capture. Nous donnons donc des pistes de réflexion et des propositions
pour compléter ce protocole.

Culex pipiens est ’espeéce dominante sur I’ensemble de la riviere. Les variations du
nombre de femelles capturées sous-entendent la capacité de cette espece a coloniser des gites

larvaires sur toute la zone. Quelques larves ont été retrouvées dans le Dardaillon. Cette espéce
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peut donc pondre dans la riviére, néanmoins I’importance du tissu urbain diffus doit lui
fournir de nombreux gites artificiels plus productifs.

Culex modestus est I’espece dominante dans le marais. Ses densités diminuent au fur et a
mesure que 1’on s’en éloigne. Aucune larve n’a été collectée dans la riviére. Soit ce gite n’est
pas attractif, soit les larves sont tellement diluées qu’elles n’ont pas €té mises en évidence ; en
effet, méme dans la roselicre, les larves ne sont jamais en trés forte densité. Nous avons
montré que la présence de Cx. modestus en zone séche n’est pas anecdotique. Nous nous
sommes concentrés uniquement sur la riviére. Nous ne pouvons donc pas exclure que les
populations trouvent d’autres gites de ponte, comme des fossés de bord de route. Une
prospection larvaire plus compléte devrait étre menée. La diminution progressive des densités
peut signifier qu’il n’existe pas de gites d’émergence le long de la riviere, alors que la capture
de deux males au niveau du piege 3 peut laisser supposer le contraire. En 1’absence de gite
d’émergence le long de la riviére, on peut penser que les populations issues du marais et de la
roseliere remontent la riviere en recherche d’hote, puis, soit pondent dans des gites non
productifs, soit repartent pondre dans les gites initiaux. Dans ce dernier cas, la capacité de
dispersion de Cx. modestus est assez importante (plusieurs kilomeétres) pourvu qu'un couvert
végétal lui assure un minimum de protection. Un suivi régulier de ces populations au cours
d’une saison compléte, avec notamment la détermination du taux de parturité, pourrait
permettre d’aller plus loin dans I’interprétation de ces résultats. En 1’état actuel, on peut
seulement dire que Cx. modestus est capable d’étre présent assez loin dans la zone séche par
le biais de couloirs de migration formés par la végétation des petits cours d’eau.

La riviere peut servir de gite de ponte a An. maculipennis s.l., mais surtout a
Cx. impudicus dans des conditions particuliéres, a savoir en zone trés ombragée et envahie par
les lentilles d’eau. Rioux (1958) insiste d’ailleurs sur le caractére sciaphile de cette espece.
Les marais peuvent aussi servir de gites de reproduction a An. maculipennis s.l., comme en
atteste les deux individus capturés, mais aussi a Ae. caspius et Ae. vexans. Les faibles densités
d’Aedes sont a mettre en relation avec la démoustication de la zone par I’EID-Méditerranée et

avec I’absence de pluie les semaines précédant la prospection.
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En résumé, Cx. modestus hiberne dans les roseli¢res, qui sont ses gites de développement
larvaire naturels. Il prolifére dans les riziéres évoluées (de mi-juin a aoit). Ses gites de repos
sont constitués par la végétation épaisse des roseliéres, marais, haies et ripisylve. Il se
disperse peu en milieu découvert, mais peut progresser dans la zone seéche le long de couloirs
de végétation.

Culex pipiens hiberne principalement dans des constructions humaines, que 1’on peut
associer au tissu urbain diffus. Dans ces zones, il peut trouver des gites de ponte toute la
saison. De plus, il colonise les rizieres tant qu’elles sont en eau et les marais et roseliéres en
fin de saison. Il se déplace a priori peu autour des gites d’émergence et trouve des gites de
repos dans les formations végétales denses.

Les gites de pontes d’Ae. caspius sont constitués par les marais, les prés salés humides,
essentiellement dans la zone a joncs et les sansouires. Les femelles se concentrent dans les
formations végétales protégées, mais se dispersent facilement dans de nombreux milieux

ouverts. Le rayon de vol de cette espece est de I’ordre de 15 a 20 kilométres.
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2. Cartes de distribution des vecteurs

Cette partie a pour but de présenter une démarche, qui permet d’aboutir a la cartographie
des milieux favorables a la présence de moustiques en fonction du moment de la saison. Nous
nous basons sur une cartographie des milieux obtenus par classification d’une image satellite.
En s’appuyant sur la premiere partie de ce chapitre, nous attribuons a chaque milieu une

capacité a constituer un gite de ponte et un milieu favorable au déplacement.

2.1. La démarche suivie

Cartographie des milieux. La zone d’étude s’étend de Montpellier a 1’ouest, a Fos-sur-
Mer a I’est, a Beaucaire au nord et jusqu’au littoral au sud, soit une aire de 80 kilométres de
large et de 50 de hauteur. Cette zone correspond a la zone de transmission camarguaise du
virus West Nile. Une image Landsat du 21 juillet 2001 et de 170x183 kilometres a été utilisée.
Cette image couvre I’ensemble de la zone d’étude.

Les unités écologiques présentes dans la zone et compatibles avec 1’écologie des especes
de moustiques considérés ont été¢ définies. Pour réaliser une carte de ces unités, une
classification supervisée orientée objet, par maximum de vraisemblance, a été appliquée a
I’image (logiciel eCognition, Munich, Allemagne). Les zones d’apprentissage ont été¢ définies
a partir de relevés de terrain et de cartes d’occupation du sol déja existantes (source : EID-
Meéditerranée et Parc naturel régional de Camargue). De plus, la validité de la classification a
¢été testée avec un ensemble de points de contréle au sol qui n’avaient pas servi a la
classification de I’image. Ce travail a été réalis¢ en collaboration avec Annelise Tran (Cirad,

département Emvt) dans le cadre du projet EDEN® (Tran et al. 2006).

Cartographies des gites et des milieux de dispersion. En premicre approche, nous
proposons une cartographie des gites de développement larvaire et des milieux favorables a la
dispersion. Pour cela, nous définissons pour chaque espéce: i) les milieux susceptibles
d’abriter des gites de développement larvaire, ii) les milieux permettant la dispersion, et iii)

les milieux impropres a la dispersion. Les milieux ou la dispersion est possible sont

65 Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le développement, département Elevage
et médecine vétérinaire - projet Emerging Diseases in an European changing eNvironment.
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subdivisés en deux catégories, suivant que la dispersion y est fortement ou faiblement

probable. Les régles de décision retenues sont présentées dans le tableau 7.

Espéce Gite de ponte Milieux de dispersion

Description Période Haute probabilité Faible probabilité
Culex Roseliére mars a octobre  ripisylve, haies, marais pré salé humide
modestus Riziére mi-juin a aolt
Cx. pipiens Urbain diffus mars & octobre  ripisylve, haies, marais, prés salés, prairies,

Rizicre mai a aout zones urbaines jachere

Roseliére juillet & octobre

Prés salés humides \ ripisylve, haies, pré salé  zones urbaines, prairie
Aedes . mars & octobre PISYIVE, haIes, p . aINes, pratric,

; Marais sec, roseliere jachere, rizieres, vigne,

caspius : o

Sansouire verger, céréales

Roseliére septembre

Tableau 7 : Cartographie des gites de ponte et des milieux de dispersion.

2.2. Cartes de distribution pour Culex modestus, Culex pipiens et

Aedes caspius

Cartographie des milieux. La classification issue de I’image satellitaire (carte 5)
comprend 27 classes, que I’on peut rassembler en six groupes : le littoral, 1’eau libre, les
milieux temporaires salés a saumatres, les milieux naturels continentaux, les milieux agricoles
et les milieux urbains (tableau 7). Elle présente un taux de validité de 68 %.

Avec cette classification, on distingue aisément les zones littorales avec la succession
d’étangs saumatres associ€s aux sansouires, les marais et les roseliéres associés aux anciens
ou actuels bras du Rhone, la riziculture inféodée au delta, la zone de Costiere dominée par la
vigne et située entre les zones humides et les garrigues.

L’image Landsat est une image de résolution moyenne, la taille du pixel étant de
30 metres de coté. Certains gites ne peuvent €tre détectés, comme les gites artificiels de
petites tailles ou les roubines. Cette difficulté est contournée en considérant par exemple que
le tissu urbain diffus abritera des gites artificiels propices a Cx. pipiens. Aussi, méme si les
résultats peuvent étre améliorés en utilisant une image de meilleure résolution, la démarche

présentée ici reste valable.
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Carte 5 : Les milieux de la zone de transmission.
Classification en 27 classes de I’image satellite Landsat.

Tableau 8 : Légende de I’'image classée.
ID : identifiant de la classe.

ID  Description

ID  Description

Le littoral

1 |:| Mer
2 | | Plage et dune
3 || Dune boisée

L’eau libre
4 |:| Etang et lagunes
7 [ ] Clairs de roseliére
8 |:| Riviéres et lacs
Les milieux temporaires salés a saumatres
5 |:| Souillere : terre tres salée sans végétation
6 || Sansouire
9 [ ] Vasiére : zone de vase peu salée
10 - Roseliere
11 - Marais a scirpes et joncs
12 [ | Pré sal¢ humide
13 | | Présalé sec

Les milieux naturels continentaux
15 - Ripisylve

16 ! Haies

17 - Forét

18 [l Garrigue
Les milieux agricoles

14
19
20
21
22
23
24
27

e |

Prairies
Vigne
Sol nu
Verger
Riziére
Céréales
Jachére
Salins

Les milieux urbains
25 [ Zone urbaine dense
26 |1 ] Zone urbaine diffuse
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Cartographies des gites et des milieux de dispersion. Pour chaque espéce, nous

présentons plusieurs cartes des gites de ponte (gris foncé), des milieux propices au

déplacement (rouge), des milieux peu propices au déplacement (jaune) et d’autres milieux

(gris clair).

Cartes pour Cx. modestus. Pour cette espéce, deux cartes sont générées : une pour

I’ensemble de sa saison d’activité (mi-février a octobre) et I’autre pour la période ou les

riziéres constituent des gites larvaires (mi-juin a aott).

®

10 km

mi-février a mi-juin et septembre a octobre

i

10 km

mi-juin a aoat

Carte 6 : Gites de ponte et milieux de dispersion de Culex modestus en Camargue.
Les différentes cartes correspondent a différents moments de 1’année, entre mars et octobre pour la premiére et entre mi-juin a aofit pour la
seconde. Sont représentés les gites de ponte (gris foncé), les zones de dispersion (rouge), les zones peu propices a la dispersion (jaune), les
zones impropres a la dispersion (gris clair) et I’eau libre (bleu).
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Les gites de ponte de Cx. modestus a la sortie de I’hiver sont constitués par les roselieres.
Ce milieu est trés localisé, essentiellement autour des étangs du Charnier et de Scamandre,
autour du Vaccares et au marais du Vigueirat. Les milieux propices a sa dispersion sont
importants dans le delta. A partir de la mi-juin, Cx. modestus colonise les riziéres. Il peut alors
par ce biais étre présent dans I’ensemble du delta. Apres aofit et la récolte du riz, la situation

est la méme que celle de début de saison.

Cette espece est donc particulierement inféodée aux zones humides. Néanmoins, en zone
séche, des milieux propices a la dispersion sont présents sous forme d’ilots isolés les uns des
autres. Il s’agit essentiellement de la ripisylve présente autour des petits cours d’eau qui
traversent la zone. La résolution de 1I’image n’offre la possibilité d’identifier ces formations
que lorsqu’elles sont suffisamment larges. La discontinuité de ces zones est liée soit a une
réelle discontinuité de la ripisylve ou alors a 1’absence de détection de cette derniére
lorsqu’elle devient moins large. Nous avons vu que Cx. modestus est capable de remonter une
riviere, le Dardaillon, dont la ripisylve se limite a certains endroits a un arbre isolé. Il est donc
vraisemblable que cette espece soit capable d’un vol en milieu ouvert pour passer d’un ilot a
I’autre. Il apparait donc important de pouvoir relier entre eux les lots qui ne sont pas plus
¢loignés que le rayon de vol de Cx. modestus en milieu ouvert et ainsi établir les couloirs de

dispersion de cette espece dans la zone de Costicre.

Pour aboutir a I’identification de ces couloirs de dispersion, la démarche qui pourrait &tre
adoptée est la suivante : 1) représenter les gites de ponte de Cx. modestus, i1) représenter les
zones de dispersion propices en zone seche, et iii) les agréger si elles sont situées a moins
d’une distance seuil (différentes distances peuvent étre testées). Ce travail est pour I’instant en
cours de réalisation et n’est pas encore abouti. Cette démarche est illustrée par la carte 7 pour

une zone restreinte.
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Carte 7 : Couloirs de migration en zone seche pour Culex modestus : résultats préliminaires.

La démarche permettant de mettre en évidence des zones de dispersion a ’intérieur de la zone séche est ici illustrée. Nous nous concentrons
sur une zone d’étude en bordure des zones humides. Les gites de pontes de Cx. modestus sont représentés (en blanc), puis les zones de
dispersion a I’intérieur d’un tampon de cinq kilométres sont représentées (en rouge). Ces zones sont ensuite agrégées si elles sont distantes de
moins de 500 métres.
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Cartes pour Cx. pipiens. Pour cette espece, quatre cartes sont générées.

10 km e
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10 km

Carte 8 : Gites de ponte et milieux de dispersion de Culex pipiens en Camargue.

Les différentes cartes correspondent a différents moments de I’année, entre mars et mai pour la premiére, entre mai et juillet pour la
deuxieme, entre juillet et aolt pour la troisiéme et entre aot et octobre pour la quatriéme. Sont représentés les gites de ponte (gris foncé), les
zones de dispersion (rouge), les zones peu propices a la dispersion (jaune), les zones impropres a la dispersion (gris clair) et 1’eau libre
(bleu).

A la sortie de I’hibernation, les gites de ponte de Cx. pipiens sont constitués par des gites
artificiels associés au tissu urbain diffus. Ces gites sont assez localisés, essentiellement dans
la zone de Costiére et le littoral des golfes d’Aigues-Mortes et de Fos. Dans le delta, on peut
repérer des ilots de tissu urbain, qui pourraient servir de gites d’hibernation et de ponte pour
le début de la saison. Les zones de dispersion sont trés étendues, mais Cx. pipiens est réputé
se disperser peu ; il n’est donc sans doute pas présent, a cette période, dans I’ensemble des
milieux propices a son déplacement. Ne prendre en compte que les zones de dispersion qui
sont comprises dans un certain rayon (correspondant a sa capacité¢ de dispersion) permettrait
de mieux définir les zones ou il est effectivement présent.

En mai, avec la mise en eau des riziéres, les gites potentiels de Cx. pipiens deviennent
nombreux et étendus, notamment dans 1’ensemble du delta. Avec la colonisation des marais,
Cx. pipiens devient omniprésent en juillet et aodt dans toute la zone d’étude. A partir de
septembre, suite a I’assechement des rizi¢res, I’occupation de 1’espace par Cx. pipiens se
recentre sur les Costieres, I’axe Candillargues/Saintes-Maries-de-la-Mer, sur les alentours

d’Arles et le golfe de Fos.

Cartes pour Ae. caspius. Les gites de ponte d’Ae. caspius sont essentiellement localisés
dans les zones humides, delta et bord des étangs. Ce qui frappe d’abord, c’est I’étendue des
milieux de dispersion d’A4e. caspius. Cette espéce est considérée comme un bon voilier. 11 est

donc probable qu’elle puisse occuper l’ensemble des zones de dispersion. Néanmoins,
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I’image telle qu’elle est présentée est trompeuse. En effet, les gites d’Ae. caspius situés a
I’ouest du Petit Rhone sont démoustiqués. Pour améliorer la premiere carte, il serait
nécessaire de ne retenir que les gites non démoustiqués et de ne regarder les zones de

dispersion qu’a I’intérieur du rayon de vol d’Ae. caspius.

@ mars & aolt et octobre

10 km

@ septembre

10 km

Carte 9 : Gites de ponte et milieux de dispersion d’Aedes caspius en Camargue.
Les différentes cartes correspondent a différents moments de 1’année, entre mars et octobre pour la premiére et en septembre pour la seconde.
Sont représentés les gites de ponte (gris foncé), les zones de dispersion (rouge), les zones peu propices a la dispersion (jaune), les zones
impropres a la dispersion (gris clair) et I’eau libre (bleu).

Les gites de ponte d’Ade. caspius ne fonctionnent que lorsqu’ils sont mis en eau. En
septembre, aprés asséchement estival de la majorité des zones temporaires, nous avons
considéré que les phragmitaies pouvaient devenir des gites de développement larvaire. Cette

régle de décision est schématique. Une autre méthode consiste a utiliser plusieurs images

satellitaires a dates successives au cours de I’année, pour détecter entre deux images les zones
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qui ont ét¢ mises en eau. Ce travail a été réalisé par A. Sandoz (Station biologique de la Tour
du Valat). En croisant cette information et les milieux favorables a la ponte d’Ae. caspius, il
serait possible d’obtenir de fagon plus réaliste les zones d’émergences d’Ae. caspius au cours

de la saison avec une fréquence réguliére (tous les mois).

En résumé, cette approche a fine échelle permet de disposer d’une cartographie des lieux
d’émergences des moustiques et des milieux ou ils se dispersent.

Culex pipiens et Ae. caspius sont omniprésents dans la zone d’étude, le premier a cause de
la multitude de ses gites larvaires, le second a cause de sa capacité de dispersion. L image de
leur répartition présentée ici nécessite d’étre améliorée, en prenant en compte le faible rayon
de vol de Cx. pipiens et une meilleure définition des gites larvaires d’Ae. caspius (dynamique
des mises en eau et démoustication). La répartition de Cx. modestus présentée dans ce
chapitre reste limitée aux zones humides. L’agrégation des ilots de dispersion présents en
zone s¢che pourrait permettre de reproduire les couloirs de dispersion et donc de prendre en

compte sa présence en zone séche, mise en évidence dans ce travail.
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Une modélisation mécaniste de la transmission du virus West Nile a été réalisée. Dans le
cas d’une transmission au sein des populations d’oiseaux et dans le cas extréme d’une seule
espece d’oiseau impliquée, le risque d’infection par le virus West Nile est équivalent au Ry
défini par Macdonald (1952b). Pour prendre en compte la dimension multi-hotes de la
transmission du virus West Nile, le Ry associé peut étre subdivisé en deux composantes : la
premiere prenant en compte l’infection d’'un moustique a partir d’un oiseau virémique et la
deuxieme mesurant la force d’infection des moustiques infectants pour d’autres oiseaux naifs
ou pour les hotes cibles. Ainsi, les préférences trophiques deviennent des facteurs essentiels
dans la transmission du virus West Nile, en plus des autres parametres exprimés dans la
capacité vectorielle de Garett-Jones (1964a). Le risque d’infection ainsi défini a été
généralisé a plusieurs espéeces d’hotes et de vecteurs et spatialisé. Son calcul nécessite alors

de connaitre les interactions entre les différents hotes et chaque espece de vecteur.

Considerer le risque d’infection dans [’espace et au cours du temps impose de connaitre
la distribution des vecteurs dans ces mémes dimensions. Nous avons présenté une méthode
permettant d’estimer ces deux composantes. Des modeles de dynamique de population
reproduisent de maniere satisfaisante les densités de moustiques observées au cours du temps
et permettent, dans une certaine mesure, de caractériser la dépendance des parametres des
modeles a [’environnement. Des images satellitaires peuvent étre utilisées pour générer des
cartes de distribution des gites larvaires et des milieux de dispersion pour les espéces
consideérées. Les résultats présentés dans cette derniere partie demandent a étre complétés et
affinés. Mais surtout, le calcul effectif d’un risque d’infection du virus West Nile dans
I’espace et au cours du temps nécessite la réunion des composantes de dynamique dans le
temps et de distribution dans [’espace au sein de modeéles de dynamique-diffusion des

vecteurs.
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Le virus West Nile est un virus ré-émergent en France, qui circule principalement dans la
région du delta rhodanien, mais aussi dans d’autres endroits du littoral méditerranéen (Var et
Pyrénées-Orientales). Nous avons étudié¢ sans a priori quelles espéces de moustiques
pouvaient étre impliquées dans les cycles de transmission en nous focalisant sur le foyer
camarguais. Dans un premier temps, nous avons réalisé des captures sur appat pour lister les
especes de moustiques piquant les différents intervenants du cycle épidémiologique : les
oiseaux, le cheval et I’homme. Ces captures ont été réalisées dans deux environnements, a
savoir les zones humides de la Camargue deltaique et les zones séches de la Costicre,
illustrant la dualité des zones de transmission du virus West Nile. A cause de contraintes
logistiques, un seul site a été suivi dans chacun des deux environnements. Les résultats
obtenus ne peuvent donc que s’enrichir des résultats d’autres études menées dans d’autres
sites. Au cours des captures, une circulation virale a été détectée sur 1’un des sites, suite a la
séroconversion d’un des oiseaux appats. Les moustiques capturés sur oiseaux pendant cette
période ont donc été testés pour recherche virale. Le virus n’a été détecté dans aucun des lots
testés, illustrant la faible sensibilité¢ de cette méthode pour 1’étude des arboviroses, tant qu’un
programme spécifique capturant et testant un grand nombre de moustiques n’est pas mis en
place. La compétence vectorielle des especes potentiellement vectrices identifiées au cours de

cette étape a été évaluée.

Si cette premicre étape est déja trés instructive, la quantification du risque d’infection
associ¢ a chaque espece de moustique est nécessaire pour pouvoir comparer 1I’implication des
especes ou établir des cartes de risque. La transmission du virus West Nile nécessite que des
vecteurs s’infectent a partir d’un oiseau virémique, puis qu’une fois infectants, ils
transmettent le virus a d’autres oiseaux naifs (cycles enzootiques) ou a des hotes cibles
(cycles épidémiques). La transmission enzootique avec une seule espece d’oiseau et un seul
vecteur est équivalente au systeme paludique et I’intensité de la transmission peut étre
mesurée par un Ry comme celui défini par Macdonald (1952b) ou par la capacité vectorielle
définie par Garett-Jones (1964a). La transmission dépend du nombre de vecteurs par hote, de
la fréquence de piqiire, de la compétence vectorielle, de la survie du vecteur et éventuellement

de la durée de virémie de I’hdte. Il est nécessaire de prendre en compte la proportion de
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vecteurs qui vont se gorger sur 1’hdte considéré. Nous avons donc introduit la notion de
facteur de dilution, qui représente la proportion de vecteurs se gorgeant sur les autres hotes
que ceux considérés.

Lorsqu’on introduit un hote accidentel, le systéme n’est plus équivalent au systéme
paludique et les indices de risque « classiques » ne peuvent plus étre utilisés. Nous proposons
de découper le risque en deux parties, celui des vecteurs a s’infecter a partir d’un oiseau
virémique et celui des vecteurs infectants a transmettre. Dans ce cas, I’intensit¢ de la
transmission dans un cycle enzootique ou épidémique dépend des mémes paramétres que
ceux décrits au dessus, ainsi que de la capacité du vecteur a piquer successivement deux
oiseaux, ou un oiseau et un mammifere. Les préférences trophiques deviennent alors des
facteurs déterminants dans la transmission. Nous avons proposé de définir des probabilités de
repas successifs Pg et Pp pour quantifier cette capacité. Elles dépendent d’une préférence
trophique intrinséque (choix entre oiseau et mammifére), d’un taux de succes du repas, d’un
facteur li¢ au poids de 1’hdte et de la disponibilité en hote. Ces probabilités ont été quantifiées
pour les principales espeéces de moustiques de Camargue.

L’indice de risque a ensuite été généralis€ a plusieurs espéces de vecteurs, d’hotes
amplificateurs et d’hotes cibles. Dans ce cas, connaitre dans le détail 1’interaction entre les
moustiques et les hotes, notamment les différentes especes d’oiseaux, devient alors
indispensable. Des protocoles analysant les résidus de repas sanguins des moustiques, en
identifiant ’espéce piquée, sont nécessaires pour améliorer notre compréhension des cycles
de transmission (Apperson et al. 2004 ; Molaei et al. 2006), en identifiant les especes
d’oiseaux impliquées (Jourdain 2006 ; Kilpatrick et al. 2006a). Ce risque a aussi été
spatialisé. La force d’infection dans un espace donné dépend de la production de vecteurs
infectés dans cet espace, augmente avec ’arrivée de vecteurs infectés en provenance d’autres
espaces, mais diminue avec la migration des vecteurs infectés hors de 1’espace considéré.
Pour estimer un risque dans 1’espace au cours du temps, les déplacements des vecteurs
doivent étre connus. Au cours du temps, les densités de moustiques observées peuvent étre, de
maniére satisfaisante, reproduites grace a des modeles de dynamique de population. Nous
avons proposé une démarche pour aboutir a une estimation des milieux propices a la
dispersion des especes de moustiques. Cette méthode se base sur une classification d’une
image satellitaire pour cartographier, par association au milieu écologique, les gites larvaires
et les zones propices aux déplacements. Comme nous 1’avons vu, différentes améliorations

sont a apporter pour compléter les premiers résultats présentés. La dernicre étape pour aboutir
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a la détermination du nombre de moustiques dans I’espace et au cours du temps est
I’intégration de ces deux approches dans des modeles de dynamique et diffusion des vecteurs.

Ainsi la modélisation est un outil intéressant pour I’étude des maladies a vecteurs. En
effet, ces outils permettent de conceptualiser des cycles de transmission, de déterminer les
parametres essentiels a la transmission, d’obtenir ces paramétres a partir de données de terrain
et de concevoir les futurs protocoles nécessaires a I’obtention des parametres encore a
estimer. Aprés avoir décrit la méthode utilisée, nous résumons les principaux résultats

obtenus.

Culex modestus est une des principales especes ornithophiles de Camargue (Rageau et
Mouchet 1967 ; Balenghien ef al. 2006). Elle a été trouvée naturellement infectée par le virus
West Nile en France (Hannoun et al. 1964b) et en Russie (Fyodorova et al. 2006), ou elle a été
considéré comme le vecteur principal de virus West Nile dans les années 1970 (Mouchet et al.
1970 ; Berezin 1971 ; Detinova et Smelova 1973). Cette espece paléarctique est largement
représentée depuis I’Europe jusqu’en Inde (Callot et Ty 1942 ; Schaffner et al. 2001). Elle est
associée aux zones humides, ses larves étant retrouvées dans les roseliéres et les riziéres
(Rioux 1958). Elle se disperse peu en terrain découvert, les femelles agressives se concentrant
dans les zones a fort couvert végétal : roselieres et ripisylves (Mouchet et al. 1970). Nous
avons montré que cette espece est tres compétente pour le virus West Nile en conditions de
laboratoire. Des individus n’ayant absorbé que des traces de repas infecté ont amplifié¢ le
virus. Ainsi, méme si le seuil d’infectivité doit étre établi rigoureusement, on peut estimer
qu’il doit étre faible. Cette espece pourrait donc établir des cycles enzootiques tres efficaces
avec les especes d’oiseaux présentes dans ses gites de développement larvaire ou ses gites de
repos, sachant qu’elle pique préférentiellement & hauteur du sol et avec agressivité
(Balenghien et al. 2006). Elle pique aussi agressivement les mammiféres et pourrait
transmettre le virus West Nile aux chevaux et aux hommes pénétrant dans ses gites de repos et
ainsi étre responsable de cas dans les zones humides. Nous avons montré qu’elle est capable
de se disperser dans la zone de Costicre en suivant les formations végétales bordant les cours
d’eau. Pour évaluer I'importance de cette espéce dans la transmission en zone seéche, la
distribution précise de cette espece doit Etre établie. Nous proposons de renouveler les
protocoles de capture le long des cours d’eau, en piégeant de maniére répétée tout au long de
I’année. De plus, en laboratoire, il serait intéressant de tester la capacité de cette espece a
transmettre le virus West Nile a sa descendance pour évaluer si cette espéce peut étre

responsable du maintien du virus d’une année sur I’autre.
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Culex pipiens est la principale espéce ornithophile de Camargue (Rioux 1958 ; Balenghien
et al. 2006). Cette espéce a été retrouvée naturellement infectée par le virus en Europe
(Esteves et al. 2005 ; Fyodorova et al. 2006) ou aux Etats-Unis (Hayes ef al. 2005a). Elle a
été clairement impliquée dans la transmission du virus West Nile en Europe, essentiellement
en zone urbaine (Savage et al. 1999 ; Platonov et al. 2001), mais aussi aux Etats-Unis (Hayes
et al. 2005a). Cette espece est présente dans toutes les zones tempérées (Schaftner et al
2001), ses larves étant retrouvées dans une trés grande variété de gites, artificiels ou naturels,
urbains ou ruraux (Rioux 1958 ; Vinogradova 2000). Elle est réputée se disperser peu autour
de ses gites larvaires (Becker et al. 2003). Nous avons montré que Cx. pipiens présente une
compétence vectorielle moyenne pour le virus West Nile, ce qui est en accord avec les études
réalisées dans différents endroits du monde (Jupp 1976 ; Goddard et al. 2002 ; Turell et al.
2005). Cette espéce pourrait participer aux cycles de transmission enzootiques sur I’ensemble
de la zone, la ou ses densités et celles des oiseaux sont suffisantes, sachant qu’elle pique
préférentiellement au niveau de la canopée et avec peu d’agressivité (Balenghien et al. 2006).
Nous avons montré que Cx. pipiens pique aussi les mammiféres, avec un taux de repas réussi
qui semble augmenter avec la température. La transmission aux especes cibles serait favorisée
dans des contextes de densité de mammiféres importante par rapport a celle des oiseaux. La
détermination des préférences trophiques de Cx. pipiens et de leur déterminisme
environnemental ou génétique est importante pour mieux comprendre dans quelles conditions
cette espéce peut transmettre le virus aux mammiferes. Le role relatif des deux espéces de
Culex dans la transmission du virus West Nile pourrait étre établi en déterminant et comparant
leurs seuils d’infectiosité, qu’il faudrait mettre en parallele des virémies des especes d’oiseaux
potentiellement impliquées dans la transmission en France. Néanmoins, on sait que Cx.
pipiens peut étre responsable de la transmission du virus West Nile dans des cycles
enzootiques et épidémiques, en I’absence de Cx. modestus, comme cela semble le cas dans les
zones de transmission du Var (Schaffner F., pers. commun.) et des Pyrénées-Orientales

(L’ Ambert G., pers. commun.).

Ces deux especes de Culex semblent les principaux responsables de la circulation du virus
West Nile dans les populations d’oiseaux et de sa transmission a I’homme et au cheval. En
effet, ces espéces sont présentes dans les zones de circulation, elles sont compétentes pour le
virus West Nile et elles entretiennent des contacts écologiques importants avec les oiseaux. De
plus, ce sont toujours des espéces de Culex qui ont été¢ impliquées dans la transmission du

virus West Nile de par le monde (Taylor ef al. 1956 ; Mclntosh ef al. 1967 ; Mouchet et al.
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1970 ; Detinova et Smelova 1973 ; Hayes et al. 2005a). Néanmoins, il est important de ne pas
négliger le réle secondaire dans la transmission du virus aux mammiféres que peuvent jouer
des espeéces mammophiles. C’est pourquoi la compétence vectorielle d’Ae. caspius a été testée
au laboratoire. Cette espeéce est I’espéce mammophile la plus abondante dans les zones
humides de Camargue ; la démoustication de ses gites larvaires diminue cependant fortement
ses densités en dehors du delta. Elle est capable de se gorger sur oiseau. La transmission aux
mammiferes serait favorisée dans les situations de grandes densités d’oiseaux par rapport aux
mammiferes. Nous avons montré que cette espeéce n’est que trés peu compétente pour le virus
West Nile en conditions de laboratoire. La question a résoudre est de savoir si les fortes
densités de cette espece peuvent compenser sa faible compétence. Le calcul de I’indice de
risque associé a cette espéce pourra permettre de comparer son implication a celle des Culex.
De méme, une autre espece, Ae. vexans, est abondante dans certains points du delta. Sa
compétence vectorielle est considérée comme médiocre aux Etats-Unis (Turell e al. 2005).
Tester la compétence des populations du sud de la France permettrait d’évaluer son éventuelle

implication.

La circulation du virus West Nile est endémique en Afrique subsaharienne (Murgue ef al.
2002). La pression d’introduction du virus dans le sud de la France par le biais d’oiseaux
migrateurs doit étre semblable chaque année (Jourdain et al. 2007b). La ré-émergence du
virus West Nile en France, aprés 35 années d’absence, doit étre liée a des conditions
environnementales nouvelles qui permettent la circulation du virus. L’état d’immunité des
populations a été invoqué comme principale cause de I’arrét de la circulation du virus en
Camargue a la fin des années 1960 (Joubert et Oudar 1969). Une évolution cyclique des
épidémies était prédite avec une fréquence d’environ une dizaine d’années, le temps d’une
disparition de I’immunité (Joubert et Oudar 1970). Cette explication peut étre mise en doute a
la lumiere du délai entre les épisodes de circulation virale.

La riziculture est devenue une culture importante en Camargue apres la seconde guerre
mondiale, passant de 1 000 hectares en 1945 & 32 500 en 1961. A partir de 1965, les surfaces
diminuent rapidement (4 400 hectares en 1981). Depuis 1994, ces surfaces augmentent a
nouveaux pour atteindre aujourd’hui 20 000 hectares. Culex modestus est associé au riz, dans
la mesure ou les rizieres évoluées sont des gites tres prolifiques (Rioux 1958 ; Rageau et
Mouchet 1967). Il est possible que des surfaces importantes de riz, permettant de fortes
densités de Cx. modestus, aient créé des conditions favorables a 1’apparition d’épizooties

importantes.
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La surveillance du virus West Nile instaurée sur le littoral méditerranéen a partir de 2000 a
permis de détecter des circulations du virus en dehors de la Camargue, a savoir dans le Var en
2003 et dans les Pyrénées-Orientales en 2006, mais avec des épizooties limitées en nombre de
cas. L’ensemble du littoral méditerranéen francais pourrait donc étre propice a la circulation
du virus West Nile et la région camarguaise permettre 1’émergence d’épizooties importantes, a
cause du regroupement de fortes densités d’oiseaux et de vecteurs.

De nombreux axes de recherche restent a développer pour mieux comprendre les
interactions entre oiseaux et vecteurs, mieux définir la compétence des vecteurs, mieux
comprendre les conditions d’apparition d’épizooties et les conditions de maintien du virus ces

derniéres années.
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Annexe 1 : essais expérimentaux de transmission verticale avec le

virus West Nile

Espéce Virus" Repas sanguin Matériel testé" Test' TMIF
Origine Souche Stade et nombre
Génération Infection Jours apres infection  Jours aprés émergence
Age' Température incubation
Aedes aegypti (Linnaeus) — (Davies et Yoshpe-Purer 1954 ; Nir 1963 ; Baqgar ef al. 1993)
SL >3 ans 10L, 8N, 61 .
5-10 jours E-101 26-28°C IC Pas d’isolement
- 313 Q .-
- RA 10-12 jours 1P Pas d’isolement
Pakistan E-101° A 2243 3 et 12399 Ic A 5,8 et 8,0/1000
SL > 10 ans IT B: 1432 3 et871 Q I B: 13,9 et 16,1/1000
3-5 jours 12 jours / 28°C
Aedes albopictus (Skuse) - (Baqar et al. 1993 ; Dohm et al. 2002b)
Pakistan *
E-101 371 3 et275 9 IC
SL > 10 ans IT 12 jours / 28°C I 8,0 et 7,2/1000
3-5 jours
Maryland - F3 1531 S et 1444 Q ..
Hawai crow 397-99" 4-8 jours / L 20°C126°C Pas d’isolement
SL > 30 ans IT 5173 3 et 5295 @ Pas d’isolement
10 jours 4-8 jours / 26°C
Culex tritaeniorhynchus Giles - (Hayes et al. 1980 ; Baqgar ef al. 1993)
Pakistan E-101" A 600 3 +500 9
SL>11 ans T 47 et 13 fours B:3503+340 9 T Pas d’isolement
2-4 jours J 10-12 jours / 28°C
A:850 3 et7359Q Ic A 1,2et2,7/1000
Pakistan E-101" B: 1680 & et 2685 ¢ T B:2,4et3,1/1000
SL > 10 ans T 12 jours / 28°C
3-5 jours 1709 L et 1563 N / 20°C T 4,7 et 2,6/1000
2497 L et 1661 N/ 28°C 4,8 et 1,8/1000
Culex pipiens Linnaeus - (Turell ez al. 2001 ; Dohm ef al. 2002b ; Goddard et al. 2003)
New York crow 397-99 641 L et Io/ 18°C Pas d’isolement
FO-3 IT 9331/26°C Vero
44 L /26°C 22,8/1000
722 & et 695 Q@ 2,8 et 0/1000
I;;‘Z York crow 397-99" 4-8 jours /L 18°C126°C
10 IT 911 & et 962 @ 3,3 et 1,0/1000
J 4-8 jours / 26°C
Californie 352611 Poulet ou RA 4884 1 Vero Pas d’isolement
FO IT 3 jours /L 18°C128°C
Culex quinquefasciatus (Say) - (Goddard et al. 2003)
Californie 352611 Poulet ou RA 6651 Vero 3,0/1000
Sauvage IT 3 jours /L 18°C 128°C
Culex tarsalis Coquillett - (Goddard et al. 2003 ; Reisen et al. 2006b)
Yolo CA 21651 wox
sauvage Poulet ou RA 3 jours /L 18°C128°C Vero 6,9/1000
Riverside CA 35211 24531 Pas d’isolement
sauvage IT 3 jours /L 18°C128°C
916 & et 9019
Kern CA 3 jours / L 28°C123°C 1.1 et 1171000
SL 3 ans 936 3 et 973Q ..
35211 10 jours (26°C) jours/L28°CT123cc  vero  Pasdlisolement
Yolo CA AV 11101
SL 2 ans 3 jours / L 28°C 1 23°C 8,1/1000

"' Sont indiqués ’origine de la souche utilisée (CA : Californie), la génération utilisée (sauvage : adultes capturés
sur le terrain ; SL : souche de laboratoire, temps de colonisation), et I’age des individus.
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Annexe 1 : essais expérimentaux de transmission verticale avec le
virus West Nile

"' Sont indiqués la souche virale utilisée et le mode d’infection (IT : inoculation intrathoracique, RA : repas
artificiel, AV : repas sur animal virémique). Pour les souches virales :
E-101 : souche Egypte 1951, E-101" : méme souche aprés 6 passages sur souriceau et 4 passages sur
Cx. tritaeniorhynchus, E-101" : méme souche aprés 15 passages sur souriceaux ;
crow 397-99 : souche isolée sur corneille morte dans le Bronx en 1999 ; crow 397-99" : méme souche
apres un passage sur cellules Vero ;
35211 : souche 35211 AAF 9/23/99 isolée sur flamand a New York en 1999 aprés 2 ou 3 passages sur
cellules Vero.
" Les différents stades sont L : larve, N : nymphe et I : imago quand la différence n’est pas faite entre J et Q.
V' Tous les tests utilisés sont des méthodes d’isolement viral (IC : intra cérébrale & des souris, IP : intra
péritonéale & des souriceaux, IT" : intrathoracique a 10 males de Cw. tritaeniorhyncus de lots de 10 & 45
moustiques, IT™ : intrathoracique & 50 males de Cx. tritaeniorhyncus de lots de 20 a 70 individus, Vero :
inoculation sur tapis de cellules Vero de lots < 25 individus).
Y Taux minimal d’infection filiale : nombre de lots positifs/nombre de descendants testés, TMIE" : seuls les lots
males sont positifs, TMIF " : deux fois plus de lots males positifs que de lots femelles.
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Annexe 2a : infections expérimentales et compétence vectorielle de
Culex pipiens Linneaus pour le virus West Nile

Espéce' Virus"  Titre" Incubation TInf." TTrans.” Réfs."!
Origine Mode Log/ml Température Mode
Géneération Souche Durée (jours) Résultats
Age
Appelé Cx. molestus dans [1] et appartenant a la forme molestus dans [11]
Isragl RAq 43 28°C 7421 ND Al-0(88)" [1]
SL > 2 ans Isr 5,8 - 8,3 DI; 28°C 7 Al-10(52)
3-7j 21 Al-79 (53)”
Egypte AV <51 30£2°C 14 35(26)/Dlsy:4,5 ND 2]
SL Ar-248  >6.,0 100 (22)
53 13422°C  28-33 5/5 Al-25(5)"
8,1 DLs, 13226°C  18-29 5/5 Al-50(5)"
Johannesburg RAy <6,8 25-26°C 14-18 1 (95)/Dlsy > 6,9 ND [3]
FOouF9-11 - 6,9 12 (26)
AV <39 25-26°C 14-18 15 (41)/Dlsy : 4,4 ND
- >5,0 DLy, 95 (108)
New York AV 5.2 26°C 14 17 (46) /DIy : 6,0  Al-2 (46) [4,5]
F0-3 397-99 7,2 PFU 81 (95) Al—20 (95)°
New York AV 7,0 PFU 26°C 14 96 (23) Al-=42(23) [6]
g 31 gj 397-99 30°C >12 100 (24) Al-=8824)" [7]
26°C >25 100 (21) Al-=80 21)°
20°C > 14 100 (22) Al-=30 (22)°
18°C >25 95 (21) Al-= 18 21)
Une grande variété de combinaisons, températures /durées d’incubation est testée, (voir le texte pour plus de détails)
Californie RAgr 49 28°C 14 23(35)/ DIy : 54 Mc_60(35) _ [8]
F1 35211 7,1 PFU 28°C 14 100 (31) Mc - 71 (31)
Towa AV 22450 27°C 14 5(175)/Dl5,: 5,6  Mc—1(100)  [9]
F8-10 397-99 5,4a5,9 27°C 14 59 (61) Mc -8 (13)
64468 27°C 14 97 (104) Mc — 37 (46)
7348,7PFU  27°C 14 97 (112) Mc — 54 (69)
New York RA( 7,7 PFU 27°C 14 14 (795) Mc—3(795)  [10]
FO-7j 3356
Ouzbékistan AV 63a70PFU  26°C 20 96 (53) Al—47 (15) [11]
Fl 397-99"
Towa AV 4,1a4,6 27°C 14 33 (105)/ Dls : 4,8 [12]
SL 1A02 5,8a6,1 83 (75)
6,8 27,0 PFU 93 (56)

! Origine de la souche, génération (sauvage : adultes capturés sur le terrain ; SL : souche de laboratoire, temps de
colonisation), et dge des individus.
TMode d’exposition des femelles, RA : repas artificiel (RAc; : coton imbibé, RA), : sur membrane, RAgp :
goutte pendante) ; AV : animal virémique (souris pour [2], poulet pour [3-7,9,11-12]), et souche virale utilisée, a
savoir :
Isr : souche isolée en Israél sur homme, apres 5 a 6 passages sur souris,
Ar-248 : souche isolée sur Culex en Egypte en 1952, aprés 3 passages sur souris et maintenue avec des
cycles de transmission souris-moustiques ;
397-99 : souche isolée sur corneille dans le Bronx en 1999 ; 397-99" : méme souche aprés 1 passage sur
cellules Vero ; 397-99" : méme souche aprés 6 passages sur cellules Vero et un sur Ae. albopictus ;
35211 : souche 35211 AAF 9/23/99 isolée sur flamand a New York en 1999 aprés 2 passages sur
cellules Vero ;
3356 : souche isolée sur corneille a Staten Island (New York) en 2000 apres 2 passages sur cellules
Vero ;
IA02 : isolée sur corneille en 2002, aprés 1 passage sur poussin et 5 passages sur cellules Vero.
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Annexe 2a : infections expérimentales et compétence vectorielle de
Culex pipiens Linneaus pour le virus West Nile

" Log du titre utilisé exprimé par ml (DIso/DLs, : dose infectieuse/létale pour 50 % des souris adultes inoculées
par voie intra cérébrale, PFU : plague-forming units, nombre de plages de lyse sur cultures Vero).

"V Les taux sont exprimés en pourcentage (moustiques testés) ou en nombre de moustiques positifs/testés si le
nombre testé est inférieur a 10. ND : non déterminé.

TInf., taux d’infection (nombre de femelles infectées (isolement viral)/nombre de femelles exposées). Si les
données sont suffisantes, la DIs, (dose infectante pour 50 % des femelles exposées) est précisée.

V' Taux de transmission et méthode d’estimation (Al : pigtire sur animal naif (souris pour [1,2], poulet pour [4-7,
11]) et Mc : méthode capillaire) ;

TTrans., taux de transmission (nombre de femelles transmettant / nombre de femelles exposées) ;

TTrans.”, taux de transmission estimé (taux d’infection disséminé (femelles avec virus dans une patte ou
aile/femelles exposées) multiplié par la proportion de femelles avec une infection disséminée qui transmettent ;
TTrans.”, pourcentage des souris exposées qui s’infectent (nombre de moustiques exposés testés), avec 8 4 28
souris pour [1] et 2 a 4 pour [2].

V! Les références sont : [1] (Tahori ef al. 1955), [2] (Hurlbut 1956), [3] (Jupp 1976), [4] (Turell et al. 2000), [5]
(Turell et al. 2001), [6] (Dohm et Turell 2001), [7] (Dohm et al. 2002a), [8] (Goddard et al. 2002), [9]
(Tiawsirisup et al. 2004, 2005a), [10] (Ebel et al. 2005), [11] (Turell et al. 2006) et [12] (Erickson et al. 2006).
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Annexe 2b : infections expérimentales et compétence vectorielle de

Culex quinquefasciatus Say pour le virus West Nile

Espéce’' Virus"  Titre" Incubation TInf." TTrans.” Réfs."!
Origine Mode Log/ml Température Mode
Génération Souche Durée (jours) Résultats
Age
Appelé Cx. pipiens fatigans dans [1 et 4] et Cx. fatigans dans [2]
Inde AV >6,5 DLsg 26a28°C 17a62 ND Al - plusieurs [1]
SL >4 ans G2266 cycles animal
< 14 jours moustiques
SL AV ND 25°C 6 ND Al—possible  [2]

28 B
SL > 5 ans AV 26°C 8al22 Al — possible [3]

H442
Johannesburg  RAy 4,236,2 25°C 22-24 12 (42) / DIs, : 6,8 ND [4]
F1 H442 7,2 25°C 22 -24 63 (22) Al-2/9
F9 RAy 34a54 25°C 18-23 0(31)/Dls: 5,9 ND
1-25 H442 6,4 DLs, 25°C 18 -23 94 (17) Al-1/10
Johannesburg AV 2,9 25-26°C 15-16 4 (25)/Dlsy: 4,2 ND [5]
F9-F72 H442 3,9 48 (27)

5,526,2DLs, 90 (50)

RAy 7.2 26°C 12-14  7(43) ND [6]
Pakistan E101 IFI
SL AV 5, DLSNNs,  26°C 12-14 69 (85)/DIsp<4,8  ND

1-746
Floride AV 5,5 26°C 12-14 50 (16) / DIsg = 5,5 Al—6(16) [7]
SL > F30 39799 7,0 PFU 91 (78) Al-20 (78)°
F10-12 5,0 26°C 12-14  46(13)/Dly: 52  Al-0(13)

6,3 PFU 94 (17) Al-12(17)°

Kern CA RAgp 4.9 28°C 14 10 (50) Mc — 0 (50) (8]
FO 35211 7.1 58 (50) Mc - 52 (50)
Riverside CA 4.9 28°C 14 0 (55) Mc — 0 (55)
F1 7,1 28 (58) Mc - 19 (58)
Orange CA 7,1 PFU 28°C 14 66 (50) Mc — 36 (50)
Sauvage
Californie RA Ay 482457 26°C 14 42 (100) Mc-0(100) [9]
F1 RA( 73 26°C 14 58 (99) Mc— 8 (99)
Kern (CA) RAG 2a7 26°C 14 0 (150) ND
Fl >7 7 (30)
Los Angeles RAq 2a4 26°C 14 0 (60) / DIs > 6,6 ND
F1 35211 4a7 15 (120)
3-8 >7 PFU 73 (30)

" Origine de la souche (CA : Californie), génération (sauvage : adultes capturés sur le terrain ; SL : souche de
laboratoire, temps de colonisation), et 4ge des individus.
TMode d’exposition des femelles, RA : repas artificiel (RAc; : coton imbib€, RAy, : sur membrane, RAgp :

goutte pendante ; RA,y : repas sur poulet avec une virémie artificielle) ; AV : oiseau virémique (le plus souvent
poulet), et souche virale utilisée, a savoir :

(2266 : souche isolée d’un lot de Culex vishnui en Inde, aprés 3 passages sur souris ;

28 B : souche du Dr. Haddow, sans autre précision ;

H442 : souche isolée sur homme en Afrique du Sud en 1959, aprés 1 a 4 passages sur souris ;

E101 : souche isolée sur homme en Egypte en 1951, aprés 16 passages sur souris ;

1-746 : souche isolée au Pakistan, aprés 2 passages sur poulet et 1 sur souris ;

397-99 : souche isolée sur corneille dans le Bronx en 1999 aprés 1 passage sur cellules Vero ;

35211 : souche 35211 AAF 9/23/99 isolée sur flamand a New York en 1999 apres 2 passages sur

cellules Vero.

" Log du titre utilisé exprimé par ml (DLs, : dose 1étale pour 50 % des souris adultes (DLSNNj5, : nouveau-nées)
inoculées par voie intracérébrale ; PFU : plaque formit unit, nombre de plages de lyse sur cultures Vero).
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Annexe 2b : infections expérimentales et compétence vectorielle de
Culex quinquefasciatus Say pour le virus West Nile

V' Les taux sont exprimés en pourcentage (moustiques testés) ou en nombre de moustiques positifs/testés si le
nombre testé est inférieur a 10. ND : non déterminé.

TInf., taux d’infection (nombre de femelles infectées/nombre de femelles exposées). La positivité est déterminée
par isolement viral, ou immunofluorescence sur abdomen (IFI) pour [6]. Si les données sont suffisantes, la Dl
(dose infectante pour 50 % des femelles exposées) est précisée.

V' Taux de transmission et méthode d’estimation (Al : piqtire sur animal naif (poulet pour [1-2, 4, 7], souris pour
[3]) et Mc : méthode capillaire) ;

TTrans., taux de transmission (nombre de femelles transmettant/nombre de femelles exposées) ;

TTrans.”, taux de transmission estimé (taux d’infection disséminé (femelles avec virus dans une patte ou
aile/femelles exposées) multiplié par la proportion de femelles avec une infection disséminée qui transmettent.
VI Les références sont : [1] (Varma 1960), [2] (Vermeil et al. 1960), [3] (Donaldson 1966), [4] (Jupp et McIntosh
1970a), [5] (Jupp 1976), [6] (Akhter et al. 1982), [7] (Sardelis et al. 2001), [8] (Goddard et al. 2002) et [9]
(Reisen et al. 2005).
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Annexe 2c¢ : infections expérimentales et compétence vectorielle de
Culex univittatus Theobald pour le virus West Nile

Espéce’' Virus"  Titre" Incubation TInf." TTrans.” Réfs."!
Origine Mode Log/ml Température Mode
Génération Souche Durée (jours) Résultats
Age
Egypte AV 3,0243,5 26228°C 14 25(20)/Dls,: 4,0  ND [

Ar-248 39249 45 (38)

5,146,1 DLy, 100 (48)
8,1 DLs, 13a23°C  15-16 Al-0 (47
14226°C  26-29 4/4 Al- 100 (4"
Johannesburg  RAy 34 25°C 18-22 40 (15)/ Dlsy: 3,8 ND [2]
F4 H442 4.4 80 (25)
1-27 54464DLs, 94 (31)
Johannesburg AV 5,826,3 26°C 8a50 98 (122) Al -95 (109) [3]
F5-6 H442
F48-49 5,8a46,3DLs, 26°C 17-18 100 (37) Al-97 (36)
1-11; 18°C 17-18 100 (30) Al-48(27)
Johannesburg AV 1,9 25-26°C  15-18  41(29)/Dly:2,1  ND [4]
F5-12 H442 2,74 6,3 DLsg 95 (86)
Pakistan E101 74DLSNN;,  26°C 12-14 56 (39) ND [5]
SL IFI
Johannesburg AV 4,8a5,8 30°C =15 Entre 92 et 98 Mc—-~=100(5 [6]
F1-8 H442" DCPs, 26°C ~ 15 quelque soit la a 10 par tests)
5-7j 18°C =20 température
14°C =60

Le taux de transmission est suivi au cours du temps en fonction de la température (voir le texte pour plus de détails)

! Origine de la souche, génération (sauvage : adultes capturés sur le terrain ; SL : souche de laboratoire, temps de
colonisation), et dge des individus.
""Mode d’exposition des femelles, RAy; : repas artificiel sur membrane ; AV : animal virémique (poulet pour [3-
4, 6] et souris pour [1]), et souche virale utilisée, a savoir :
Ar-248 : souche isolée sur Culex en Egypte en 1952, aprés 3 passages sur souris et maintenue avec des

cycles de transmission souris-moustiques ;
H442 : souche isolée sur homme en Afrique du Sud en 1959, aprés 1 a 4 passages sur souris ; H442" :

méme souche apres 5 passages sur souris et 4 sur Vero ;
E101 : souche isolée sur homme en Egypte en 1951, aprés 16 passages sur souris.

" Log du titre utilisé exprimé par ml (DLs, : dose 1étale pour 50 % des souris adultes (DLSNN;, : nouveau-nées)
inoculées par voie intracérébrale ; DCPs : dose entrainant la lyse de 50 % du tapis cellulaire Vero).
V' Les taux sont exprimés en pourcentage (moustiques testés) ou en nombre de moustiques positifs/testés si le

nombre testé est inférieur a 10. ND : non déterminé.

TInf., taux d’infection (nombre de femelles infectées/nombre de femelles exposées). La positivité est déterminée
par isolement viral, ou immunofluorescence sur abdomen (IFI) pour [5]. Si les données sont suffisantes, la Dl
(dose infectante pour 50 % des femelles exposées) est précisée.

Y Taux de transmission et méthode d’estimation (Al : piqtire sur animal naif (souris pour [1, 3], poulet pour [2-
3]) ; Mc : méthode capillaire) ;

TTrans., taux de transmission (nombre de femelles transmettant/nombre de femelles exposées) ;

TTrans.”, pourcentage des souris exposées qui s’infectent (nombre de moustiques exposés testés), avec 1 a2
souris pour [1].

V! Les références sont : [1] (Hurlbut 1956), [2] (Jupp et McIntosh 1970b), [3] (Jupp 1974), [4] (Jupp 1976), [5]
(Akhter et al. 1982) et [6] (Cornel et al. 1993).
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Annexe 2d : infections expérimentales et compétence vectorielle de
Culex tarsalis Coquillett pour le virus West Nile

Espéce’ Virus"  Titre" Incubation TInf." TTrans.” Réfs."!
Origine Mode Log/ml Température Mode
Génération Souche Durée (jours) Résultats
Age
Yolo CA RAgr 4.9 28°C 14 36 (11) Mc-82(11) [1]
F1 35211 7,1 1/1 Mc-1/1
Kern CA 49 28°C 14 7 (45) Mc — 0 (45)
Fl 71 74 (35) Me — 60 (35)
Riverside CA 4.9 28°C 14 0 (10) Mc - 0 (10)
F1 7,1 PFU 85 (55) Me - 60 (55)
Coachella CA AV 54 26°C 14 90 (21) Mc-52(21) 2]
Los Angeles 35211 5,9 26°C 14 94 (16) Mc - 25 (16)
Kern CA 5.4 26°C 14 94 (17) Me — 65 (17)
F1
Kern CA 6,0 26°C 14 20 (40) Mc - 15 (40)
SL 7,3 PFU 100 (40) Mc — 73 (40)
Coachella CA  RA(q 2,024,0 26°C 14 3 (60)/Dlsy: 5,6 ND [2]
35211 4,02a6,0 30 (60)
6,047,0 70 (30)
Los Angeles 2,0a4,0 26°C 14 3 (60) / DIs; < 7,0 ND
402460 25 (60)
6,0247,0 40 (30)
Kern CA 2,0a4,0 26°C 14 5(60)/Dlsy: 5,3 ND
Fl 4,026,0 40 (60)
6,0 47,0 PFU 80 (60)
SL RAgr 6,0 PFU 28°C 14 45 (40) Mc _ 3 (40) 3]
35211 IFI

" Origine de la souche (CA : Californie), génération (SL : souche de laboratoire, temps de colonisation), et ge

des individus.

""Mode d’exposition des femelles, RA : repas artificiel (RAc; : coton imbibé, RAgp : goutte pendante, RA Ay :

repas sur poulet avec une virémie artificielle) ; AV : passereau virémique et souche virale utilisée, a savoir :

35211 : souche 35211 AAF 9/23/99 isolée sur flamand a New York en 1999 apres 2 passages sur

cellules Vero.

" Log du titre utilisé exprimé par ml (PFU : plaque-forming units, nombre de plages de lyse sur cultures Vero).

V' Les taux sont exprimés en pourcentage (moustiques testés) ou en nombre de moustiques positifs/testés si le

nombre testé est inférieur a 10. ND : non déterminé.

TInf., taux d’infection (nombre de femelles infectées/nombre de femelles exposées). La positivité est déterminée

par isolement viral, ou immunofluorescence sur abdomen (IFI) pour [3]. Si les données sont suffisantes, la DI,

(dose infectante pour 50 % des femelles exposées) est précisée.

V Taux de transmission et méthode d’estimation (Mc : méthode capillaire), avec TTrans., taux de transmission

(nombre de femelles transmettant/nombre de femelles exposées).

VI'Les références sont : [1] (Goddard et al. 2002), [2] (Reisen et al. 2005) et [3] (Hanley et al. 2005).
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Annexe 2e : infections expérimentales et compétence vectorielle de
différents Culex pour le virus West Nile

Espéce’' Virus"  Titre" Incubation TInf." TTrans.” Réfs."!
Origine Mode Log/ml Température Mode
Génération Souche Durée (jours) Résultats
/fge
Culex antennatus (Becker)
Egypte AV 53a63DLs, 28a30°C 6al9 ND Al -2/6 [1]
Egypte AV 3,1a39 26a28°C 14 45(11)/ DIs4: 3,9 ND [2]
Ar-248 4,04 6,1 DLs, 100 (79)
Culex theileri Theobald
Johannesburg AV 52a55DLs, 25°C 20-26 100 (24) Al - [3]
Fl1 H442 transmission a
1-7] J20 (6)
Transvaal RAMm 32 24a26°C 21-22 14 (21)/ DIs : 4,1 [4]
F5-7 H442 4,2 52 (25)
1-19j 52462 96 (50) Al-0(18)
7,1 DLs, 24a26°C 18 100 (34) Al-23(32)
Johannesburg AV 4,1 24a26°C 14 100 (27)/ DIsp<4,1 ND [5]
Sauvage H442 6,2 DLs, 100 (18)
Culex tritaeniorhynchus Giles
Pakistan RAym 28°C 12 DI : 4,6 DLSNNs,  ND [6]
SL > 11 ans E101 8,5 DLSNN;s,  28°C 6 ND Al-0(20)
7-8 Al-33(27)
10-16 Al-98 (52)
28°C 12-14 DIs; : 5,0 DLSNNs,  ND [7]
AV 5,1 DLSNNs,  28°C 12-14 100 (100) ND
1-746 IF1
Culex fuscocephala Theobald
Pakistan RAym 7,1 DLSNNs,  28°C 12 95 (19) / TFI ND [71
F1 E101 DI50 . 5,7 DLSNN50
Culex pseudovishnui Colless
Pakistan RAMm 6,8 DLSNNs,  28°C 12 73 (15) / TFI ND [7]
Fl E101 DI, : 6,5 DLSNN;,
Culex neavei Theobald
Johannesburg AV 5,7 DLsy 25-26°C 21 97 32) Al-100 (29) [8]
Fl1 H442 25-26°C 12-28 DI : 4,5 DLs,
6-25]
Culex nigripalpus Theobald
Floride AV 5,7 26°C 12-14 78 (132) Al-7 (132) [9]
FO-1 397-99 6,8 PFU 84 (127)/Dlsy: 54  Al—10(127)
Culex restuans Theobald
Maryland AV 6,6 PFU 26°C 12-14 100 (11) AI-100 (11)"  [9]
FO 397-99
Staten Island RAq 7,7 PFU 27°C 14 11 (402) Mc -5 (402) [10]
FO/7j 3356
Culex salinarius Coquillett
Texas AV 6,6 PFU 26°C 12-14 95 (20) Al —34 (20)" [9]
SL >F30 397-99
Culex stigmatosoma Dyar
Californie RAgp 4,9 28°C 14 69 (29) Mc - 34 (29) [11]
FO 35211 7,1 77 (48) Mc—19 (48)
Fl1 RAq 2,0a4,0 26°C 14 3(60)/Dlsy: 5,4 ND [12]
35211 4,0a6,0 37 (60)
6,0 27,0 PFU 90 (30)
Culex erythrothorax Dyar
Californie RAgp 4,9 28°C 14 36 (11) Mc-82(11) [11]
FO 35211 7,1 PFU 65 (20) Mc —23 (30)
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Annexe 2e : infections expérimentales et compétence vectorielle de
différents Culex pour le virus West Nile

' La capacité a transmettre le virus West Nile par piqire aprés exposition orale a été démontrée pour les espéces
dont le nom est en gras. Origine de la souche (CA : Californie), génération (sauvage : adultes capturés sur le
terrain ; SL : souche de laboratoire, temps de colonisation), et 4ge des individus.
TMode d’exposition des femelles, RA : repas artificiel (RAc; : coton imbibé, RAy, : sur membrane, RAgp :
goutte pendante ; RA v : repas sur poulet avec une virémie artificielle) ; AV : animal virémique (souris pour [1-
2, 6] et poulet pour les autres), et souche virale utilisée, a savoir :
Ar-248 : souche isolée sur Culex en Egypte en 1952, aprés 3 passages sur souris et maintenue avec des
cycles de transmission souris-moustiques ;
H442 : souche isolée sur homme en Afrique du Sud en 1959, aprés 1 a 4 passages sur souris ;
E101 : souche isolée sur homme en Egypte en 1951, aprés une quinzaine de passages sur souris
nouveau-nées ;
1-746 : souche isolée au Pakistan, aprés 2 passages sur poulet et 1 sur souris ;
397-99 : souche isolée sur corneille dans le Bronx en 1999 aprés 1 passage sur cellules Vero ;
3356 : souche isolée sur corneille a Staten Island (New York) en 2000 apres 2 passages sur cellules
Vero ;
35211 : souche 35211 AAF 9/23/99 isolée sur flamand a New York en 1999 apres 2 passages sur
cellules Vero.
" Log du titre utilisé exprimé par ml, sauf pour [1] ot le volume n’est pas précisé (DLs, : dose létale pour 50 %
des souris adultes (DLSNN;s, : nouveau-nées) inoculées par voie intracérébrale, PFU : plaque-forming units,
nombre de plages de lyse sur cultures Vero).
V' Les taux sont exprimés en pourcentage (moustiques testés) ou en nombre de moustiques positifs/testés si le
nombre testé est inférieur a 10. ND : non déterminé.
TInf., taux d’infection (nombre de femelles infectées/nombre de femelles exposées). La positivité est déterminée
par isolement viral, ou immunofluorescence sur abdomen (IFI) pour [6,7]. Si les données sont suffisantes, la Dl
(dose infectante pour 50 % des femelles exposées) est précisée.
V Taux de transmission et méthode d’estimation (Al : piqtre sur animal naif (poulet pour [3-4,8], souris pour [1])
et Mc : méthode capillaire),
TTrans., taux de transmission (nombre de femelles transmettant/nombre de femelles exposées),
TTrans.”, taux de transmission estimé (taux d’infection disséminé (femelles avec virus dans une patte ou
aile/femelles exposées) multiplié par la proportion de femelles avec une infection disséminée qui transmettent.
VI'Les références sont : [1] (Taylor et Hurlbut 1953), [2] (Hurlbut 1956), [3] (Jupp et al. 1966b), [4] (Jupp et al.
1972), [5] (Jupp 1976), [6] (Hayes et al. 1980), [7] (Akhter et al. 1982), [8] (Jupp et al. 1986), [9] (Sardelis et al.
2001), [10] (Ebel et al. 2005), [11] (Goddard et al. 2002), [12] (Reisen et al. 2005).
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Annexe 2f : infections expérimentales et compétence vectorielle
d’Aedes albopictus (Skuse) pour le virus West Nile

Espéce' Virus"  Titre" Incubation TInf." TTrans.” Réfs."!
Origine Mode Log/ml Température Mode
Géneération Souche Durée (jours) Résultats
Age
AV 32°C 10 ND Al - [
transmission a
710 (43)

Inde AV >6,5 DLs, 26a28°C 10a42 ND Al - plusieurs [2]
SL >4 ans G2266 cycles animal
<14 jours moustiques
Pakistan RAy 7,0 DLSNN5,  28°C 12-14  26(19) ND 3]
SL E101 IFI
Hawaii AV 7,2 PFU 26°C 14 90 (61) Al-73(61)  [4]
SL > F30 397-99
Maryland AV 5.7 26°C 13 27 (45) [5]
FO 397-99° 6.8 55 (45) Al -39 (45)"
Maryland 5,7 26°C 13 42 (45)
FO 6,8 67 (45) Al —43 (45)"
Texas 5,7 26°C 13 53 (45)
SL > F30 6.8 96 (45) Al —87 (45)
Hawaii 5,7 26°C 13 60 (45) .
SL > F30 6,8 PFU 93 (45) Al - 85 (45)
4.5]
Iowa AV 2,2a5,0 27°C 14 3(131)/Dlsy: 6,3 Mc - 0 (40) [6]
F10-20 397-99" 54459 27°C 14 40 (48) ND

64468 27°C 14 78 (148) Mc — 69 (48)

7,3a8,7PFU  27°C 14 94 (191) Mc — 73 (95)
SL RAGp 6,0 PFU 28°C 14 8 (40) Mc - 0 (40) [7]

35211 IFI

! Origine de la souche, génération (SL : souche de laboratoire, temps de colonisation), et 4ge des individus.
TMode d’exposition des femelles, RA : repas artificiel (RAy, : sur membrane, RAgp : goutte pendante) ; AV :
animal virémique (souris pour [1], poulet pour [2, 4-6]), et souche virale utilisée, & savoir :
(2266 : souche isolée d’un lot de Culex vishnui en Inde, apres 3 passages sur souris ;
E101 : souche isolée sur homme en Egypte en 1951, aprés une quinzaine de passages sur souris
nouveau-nées ;
397-99 : souche isolée sur corneille dans le Bronx en 1999 ; 397-99" : méme souche aprés 1 passage sur
cellules Vero ; 397-99™" : méme souche aprés 6 passages sur cellules Vero et un sur Ae. albopictus ;
35211 : souche 35211 AAF 9/23/99 isolée sur flamand a New York en 1999 aprés 2 passages sur
cellules Vero.
" Log du titre utilisé exprimé par ml (DLs, : dose 1étale pour 50 % des souris adultes (DLSNNG;, : nouveau-nées)
inoculées par voie intracérébrale ; PFU : plaque-forming units, nombre de plages de lyse sur cultures Vero).
"V Les taux sont exprimés en pourcentage (moustiques testés) ou en nombre de moustiques positifs/testés si le
nombre testé est inférieur a 10. ND : non déterminé.
TInf., taux d’infection (nombre de femelles infectées/nombre de femelles exposées). La positivité est déterminée
par isolement viral, ou immunofluorescence sur abdomen (IFI) pour [3,7]. Si les données sont suffisantes, la Dls
(dose infectante pour 50 % des femelles exposées) est précisée.
V' Taux de transmission et méthode d’estimation (Al : piqtire sur animal naif (souris pour [1], poulet pour [2,4-5])
et Mc : méthode capillaire) ;
TTrans., taux de transmission (nombre de femelles transmettant / nombre de femelles exposées) ;
TTrans.”, taux de transmission estimé (taux d’infection disséminé (femelles avec virus dans une patte ou
aile/femelles exposées) multiplié par la proportion de femelles avec une infection disséminée qui transmettent.
VI'Les références sont : [1] (Philip et Smadel 1943), [2] (Varma 1960), [4] (Turell ez al. 2001), [5] (Sardelis ef al.
2002), [6] (Tiawsirisup et al. 2004, 2005a) et [7] (Hanley et al. 2005).
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Annexe 2g : infections expérimentales et compétence vectorielle
d’Aedes aegypti (Linneaus) pour le virus West Nile

Espéce' Virus"  Titre" Incubation TInf." TTrans.” Réfs."!
Origine Mode Log/ml Température Mode
Géneération Souche Durée (jours) Résultats
Age
10-14j AV 30°C 6-18 ND Al - [1]
transmission
10 fois sur 16
SL > 3 ans AV 26 a28°C ND Al - [2]
5-10 jours E101 transmission
possible
SL AV 25°C 10-15 _ ND Al - [3]
28B 28°C 7-10 transmission
possible
RAq 10-12  ND Al—40 (240)  [4]
Rockefeller AV 7.2 26°C 14 5(19) ND [5]
>F30 397-99
SL RAgp 6,0 PFU 28°C 14 5 (40) Mc — 0 (40) [6]
35211 IFI

! Origine de la souche, génération (SL : souche de laboratoire, temps de colonisation), et 4ge des individus.
"Mode d’exposition des femelles, RA : repas artificiel (RAc; : coton imbibé, RAgp : goutte pendante) et AV :
animal virémique (souris pour [1,3], hamster pour [2], poulet pour [5]), et souche virale utilisée, a savoir :

E101 : souche isolée sur homme en Egypte en 1951 ;
28 B : souche du Dr. Haddow, sans autre précision ;

397-99 : souche isolée sur corneille dans le Bronx en 1999 ;
35211 : souche 35211 AAF 9/23/99 isolée sur flamand a New York en 1999 aprés 2 passages sur

cellules Vero.

" Log du titre utilisé exprimé par ml (PFU : plaque-forming units, nombre de plages de lyse sur cultures Vero).
V' Les taux sont exprimés en pourcentage (moustiques testés) ou en nombre de moustiques positifs/testés si le

nombre testé est inférieur a 10. ND : non déterminé.

TInf., taux d’infection (nombre de femelles infectées/nombre de femelles exposées). La positivité est déterminée
par isolement viral, ou immunofluorescence sur abdomen (IFI) pour [6].
Y Taux de transmission et méthode d’estimation (Al : piqtire sur animal naif (souris pour [1,3-4], poulet pour [5])

et Mc : méthode capillaire) ;

TTrans., taux de transmission (nombre de femelles transmettant/nombre de femelles exposées) ;
TTrans.”, taux de transmission estimé (taux d’infection disséminé (femelles avec virus dans une patte ou
aile/femelles exposées) multiplié par la proportion de femelles avec une infection disséminée qui transmettent.

V1 Les références sont : [1] (Goldwasser et Davies 1953), [2] (Davies et Yoshpe-Purer 1954), [3] (Vermeil et al.
1960), [4] (Nir 1963), [5] (Turell e al. 2001) et [6] (Hanley et al. 2005).
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Annexe 2h : infections expérimentales et compétence vectorielle de
différents Aedes pour le virus West Nile

Espéce' Virus"  Titre" Incubation TInf." TTrans.” Réfs."!

Origine Mode Log/ml Température Mode

Géneération Souche Durée (jours) Résultats

/fge

Aedes geniculatus (Oliver)

Alsace AV ND 28°C 6-9 ND Al - [1]
28 B transmission

possible

Aedes punctor (Kirby)

Alsace AV ND 25°C 12-14 ND Al - [1]
28 B transmission

possible

Aedes caspius Pallas

Pakistan RAym 7,2 DLSNNs,  28°C 12-14 67 (12) / TFI ND [2]

Fl E101 DI, : 7,0 DLSNN;,

Aedes indicus (Theobald)

Pakistan RAym 6,1 DLSNNs,  28°C 12-14 0 (20) ND [2]

SL E101 IF1

Aedes lineatopennis (Ludlow)

Pakistan RAym 6,1 DLSNNs,  28°C 12-14 10 (20) ND [2]

SL E101 IFI

Aedes vexans (Meigen)

New York AV 52 26°C 14 0/3 [3]

FO 397-99 7,2 46 (13) Al-8(13)

Californie RAgp 7,1 28°C 14 32 (22) Mc - 22 (23) [4]

FO 35211

Maryland AV 7,1 PFU 26°C 7-14 44 (73) Al- 11 (18) [5]

FO 397-99

Aedes taeniorhynchus (Wiedemann)

New York AV 52 26°C 14 0/2 ND [3]

FO 397-99 7,2 0/2

New York F1 AV 52 26°C 14 2 (45) [6]

Floride > F30  397-99 7,2 PFU 12 (75) Al-2(75)

Aedes sollicitans (Walker)

New York AV 7,2 PFU 26°C 14 1/1 ND [3]

FO 397-99

Virginie AV 52 26°C 14 1/9 [6]

Fl 397-99 7,2 PFU 70 (50) Al - 11 (50)°

Aedes atropalpus (Coquillett)

New Jersey AV 7,2 PFU 26°C 14 92 (12) Al-92 (12) [6]

<F10 397-99

Aedes japonicus (Theobald)

New Jersey AV 7,2 26°C 14 69 (36) Al - 64 (36)° [6]

F1 397-99

Maryland AV 6,0 26°C 12-13 57 (92) Al - 54 (92) [7]

FO 397-99 7,0 PFU 80 (83) Al - 75 (83)"

Aedes dorsalis (Meigen)

Californie RAGp 4,9 28°C 14 4 (25) Mc -4 (25) [8]

FO 35211 7,1 PFU 41 (29) Mc—34(29)

Aedes melanimon Dyar

Californie RAgp 4,9 28°C 14 3 (60) Mc -2 (60) [8]

FO 35211 7,1 PFU 48 (60) Mc — 20 (60)
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Annexe 2h : infections expérimentales et compétence vectorielle de
différents Aedes pour le virus West Nile

Espéce Virus Titre Incubation TInf. TTrans. Réfs.
Origine Mode Log/ml Température Mode
Géneération Souche Durée (jours) Résultats
Age
Aedes melanimon Dyar
Californie RAgp 49 28°C 14 0(30) Mc -0 (30) [8]
FO 35211 7,1 PFU 14 (50) Mc - 6 (50)
Aedes trivittatus (Coquillett)
Iowa AV 3,1a5,0 27°C 14 13(76) / Dlsy: 5,8 Mc -4 (28) 9]
F1 397-99" 54459 27°C 14 56 (68) Mc — 15 (26)
6,426,8 27°C 14 91 (101) Mc —41 (59)
7,348, 7PFU  27°C 14 96 (72) Mc —49 (55)
Aedes canadensis (Theobald)
Virginie AV 6,3 26°C 7-14 13 (24) Al-03 [5]
FO 397-99 7,1 PFU 4/8 Al-1/1
Aedes cantator (Coquillett)
Virginie AV 6,3 PFU 26°C 7-14 22 (51) Al-0/2 [5]
FO 397-99
Aedes triseriatus (Say)
Virginie AV 7,1 PFU 26°C 7-14 31(29) Al-12(17) [5]
FO 397-99
Towa AV 4,1a5,7 27°C 14 14 (320) / DIy : 6,5 [10]
SL 1A02 62a7,1 52 (326)
8,24 8,6 PFU 98 (43)
8,6 27°C 14 100 (16) Al—47(16)°
18 88 (16) Al —66 (16)"

' La capacité a transmettre le virus West Nile par piqiire aprés exposition orale a été démontrée pour les espéces
dont le nom est en gras. Origine de la souche, génération (sauvage : adultes capturés sur le terrain ; SL : souche
de laboratoire, temps de colonisation), et age des individus.
""Mode d’exposition des femelles, RA : repas artificiel (RAy, : sur membrane, RAgp : goutte pendante) ; AV :
poulet virémique et souche virale utilisée, a savoir :

28 B : souche du Dr. Haddow, sans autre précision ;

E101 : souche isolée sur homme en Egypte en 1951, aprés une 15° de passages sur souris nouveau-

nées ;
397-99 : souche isolée sur corneille dans le Bronx en 1999 aprées 1 passage sur cellules Vero ;
35211 : souche 35211 AAF 9/23/99 isolée sur flamand a New York en 1999 aprés 2 passages sur
cellules Vero ;

IA02 : isolée sur corneille en 2002, aprés 1 passage sur poussin et 5 passages sur cellules Vero.
" Log du titre utilisé exprimé par ml (DLSNNG5, : dose létale pour 50 % des souris nouveau-nées inoculées par
voie intra cérébrale, PFU : plaque-forming units, nombre de plages de lyse sur cultures Vero).
V' Les taux sont exprimés en pourcentage (moustiques testés) ou en nombre de moustiques positifs / testés si le
nombre testé est inférieur a 10. ND : non déterminé.
TInf., taux d’infection (nombre de femelles infectées/nombre de femelles exposées). La positivité est déterminée
par isolement viral, ou immunofluorescence sur abdomen (IFI) pour [2]. Si les données sont suffisantes, la Dl
(dose infectante pour 50 % des femelles exposées) est précisée.
Y Taux de transmission et méthode d’estimation (Al : piqtire sur animal naif (poulet) et Mc : méthode
capillaire) ;
TTrans., taux de transmission (nombre de femelles transmettant/nombre de femelles exposées) ;
TTrans.”, taux de transmission estimé (taux d’infection disséminé (femelles avec virus dans une patte ou
aile/femelles exposées) multiplié par la proportion de femelles avec une infection disséminée qui transmettent.
V! Les références sont : [1] (Vermeil ez al. 1960), [2] (Akhter et al. 1982), [3] (Turell et al. 2000), [4] (Goddard
et al. 2002), [5] (Turell et al. 2005), [6] (Turell et al. 2001), [7] (Sardelis et Turell 2001), [8] (Goddard et al.
2002), [9] (Tiawsirisup et al. 2004, 2005a) et [10] (Erickson ef al. 2006).
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Annexe 2i : infections expérimentales de différents Anopheles,
Culiseta, Coquillettidia et Psorophora avec le virus West Nile

Espéce' Virus"  Titre" Incubation TInf." TTrans.” Réfs."!
Origine Mode Log/ml Température Mode
Géneération Souche Durée (jours) Résultats
Age
Anopheles plumbeus Stephens
Alsace AV ND 25°C 6-11 ND Al - [1]
28B transmission
possible

Cogquillettidia perturbans (Walker)

Maryland AV 6,6 PFU 26°C 7-14 11 (18) ND 2]
FO 397-99

Culiseta inornata (Williston)

Californie RAgp 7,1 PFU 28°C 14 75 (28) Mc 21 (28) [3]
F1 35211

Culiseta melanura (Coquillett)

Connecticut AV 6,3 26°C 14 0/2 Al-0/5 [4]
SL 397-99 7,1 26 (19)

Psorophora ferox (Von Humboldt)

Virginie AV 6,3 26°C 14 29 (17) Al-0/9 [4]
sauvage 397-99 7,1 33 (24) Al-0 (15)

' La capacité a transmettre le virus West Nile par piqire aprés exposition orale a été démontrée pour les espéces
dont le nom est en gras. Origine de la souche, génération (sauvage : adultes capturés sur le terrain ; SL : souche
de laboratoire, temps de colonisation), et age des individus.
"'Mode d’exposition des femelles, RA : repas artificiel (RAgp : goutte pendante) ; AV : poulet virémique et
souche virale utilisée, a savoir :

28 B : souche du Dr. Haddow, sans autre précision ;

397-99 : souche isolée sur corneille dans le Bronx en 1999 aprés 1 passage sur cellules Vero ;

35211 : souche 35211 AAF 9/23/99 isolée sur flamand a New York en 1999 apres 2 passages sur

cellules Vero.

" Log du titre utilisé exprimé par ml (PFU : plaque-forming units, nombre de plages de lyse sur cultures Vero).
V' Les taux sont exprimés en pourcentage (moustiques testés) ou en nombre de moustiques positifs/testés si le
nombre testé est inférieur a 10. ND : non déterminé.
TInf., taux d’infection (nombre de femelles infectées (isolement viral)/nombre de femelles exposées). Si les
données sont suffisantes, la Dls, (dose infectante pour 50 % des femelles exposées) est précisée.
V Taux de transmission et méthode d’estimation (Al : piqtire sur animal naif (poulet) et Mc : méthode capillaire),
TTrans., taux de transmission (nombre de femelles transmettant/nombre de femelles exposées).
VI'Les références sont : [1] (Vermeil et al. 1960), [2] (Sardelis et al. 2001), [3] (Goddard et al. 2002) et [4]
(Turell et al. 2005).
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Annexe 3 : solutions des équations de dynamique de population

Pour obtenir les solutions du systéme décrivant la dynamique de population d’une espece

de Culex en fonction du temps (chapitre 6), on utilise la transformation de Laplace,

g(s)= I g(t)e™"dt. Cette opération transforme ce systéme en :
0

_ M - M
Ml(s):—l(O)Jr S (s) ,avecf(s)z—zo—1 5
s+a, s+q 7 (s+1/7) 35)
=Ty
Mn (S) — Mn (0) + &yln1€ ]\4’171 (S) ‘> 1
s+a, s+a

Par récurrence pour n > 1,

=57,
_ S):M”(O)+ a, . r,_.e

TS (s +0!1 s+, 36
(%4’27167”"4 )_._(al,,lefsfl ) v T (36)
" (s+a)..(s+a) [ i )+f(S)]

En inversant les transformations de Laplace dans les équations (35) et (36), on trouve

M, (0)

M, (t)=e M, (0)+ F(t|ey, 1/ T)M,, (37)
et pour n> 1,

n—1 m m
M (1) = e—anrMn(O)+ Z{ rn_i}G(n,t— T, n—m}\/n_m (0)
m=0[_ i=l B i=1 (3 8)
I)F(t—ZTm a,.,1/rj/wo,
m=1

+{n:7f[}zﬂ:fl(n,i

i= i=l1
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(@™ .
(n—m)! T
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>4 (n,i m) e “'; a, tous différents
avec,
1 n=m
A(n,ilm) = {"1 } L 1 (40)
a — |sn>m
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2
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et F(t|a,b) = B> {e—at+|:(a_b)t_1:|e—bt} (41)
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