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Avant-propos

Ces dernieres années, nous constatons une augmentation alarmante de I'émergence de
nouveaux agents infectieux au sein des populations humaines et animales. L’exemple le
plus récent est le virus SARS-COV-2 qui a été responsable d'une pandémie avec des
conséquences économiques et sanitaires majeures sur la quasi-totalité des pays dans le

monde.

Les virus influenza A sont responsables de la grippe a la fois chez 'homme et chez les
animaux et constituent une préoccupation majeure pour la santé publique. En effet, ces
virus ont été a l'origine de plusieurs pandémies avec des taux de mortalité parfois tres
élevés. Dans le but de prévenir de futures pandémies provoquées par ces virus, il est
nécessaire de suivre leur évolution génétique dans le monde afin d’identifier le plus

rapidement possible les souches a potentiel pandémique.

L’Afrique de 1'Ouest, comparée a d’autres régions du monde, représente une zone dans
laquelle il n'y a pas assez d’informations sur la circulation et la diversité génétique des

virus influenza aviaires.

Ces travaux de these s’intéressent particulierement aux caractéristiques génétiques et
moléculaire des virus influenza de type A circulant chez les oiseaux et a la cartographie
des risques d’émergence et de propagation de ces virus en Afrique de I'Ouest. Ces travaux
ont été réalisés dans le cadre d'un vaste projet de surveillance des virus influenza mis en
ceuvre par l'équipe VIREMIE de I'UMR IHAP a Toulouse en collaboration avec des

laboratoire de virologie en Afrique subsaharienne.

Dans la premiere partie de ce manuscrit, nous réaliserons une revue de la littérature sur
les virus influenza aviaires tout en faisant ressortir le contexte spécifique de I’Afrique de
I’Ouest. Ensuite, dans la deuxieme partie, nous présenterons les résultats de nos travaux.
La derniere partie du manuscrit sera consacré a la discussion des principaux résultats et

les apports de nos travaux ainsi que les perspectives.



I. Introduction

A. Généralités et historique des virus influenza A

1. Généralités

Les virus influenza, communément appelés «virus de la grippe », sont des virus
enveloppés a ARN monocaténaire de polarité négative et segmenté (7 a 8 segments)
appartenant a la famille des Orthomyxoviridae. Sur la base de leur différence antigénique,
ces virus sont divisés en quatre genres : les virus influenza de type A, B, C et D. Ces virus

affectent a la fois '’homme et une grande variété d’especes animales (figure 1).

Influenza B

<
©
N
(=
()
=)
=
c

Hosts " Y V¥ ‘-,*HA d HRRH

Man Pig Wild bird Chicken Cat Bat Dog Seal Horse Camel Cattle Goat Sheep

Figure 1 : Spectre d’hétes des virus influenza selon le genre A, B, C et D

Résumé des cas d’infections humaines et animales par les virus influenza d’apres Bailey et al., 2018

Le virus influenza de type A (VIA) est le plus important et le plus répandu dans le monde,

pouvant affecter a la fois '’homme et une grande variété d’especes animales (Suarez, 2016).



Les virus influenza de type B et C circulent principalement chez I'homme et ont été
rarement décrits chez d’autres especes, bien que des cas d’infections aient été rapportés,
notamment, chez le chien, le phoque, le porc et le dromadaire (Manuguerra & Hannoun,
1992; Osterhaus et al., 2000; Ran et al., 2015; Salem et al., 2017). Enfin, le virus influenza de
type D, récemment découvert en 2011 (Hause et al., 2013), circule principalement chez les
animaux avec les bovins considérés comme hotes principaux (R. Liu et al., 2020; Sanogo et
al., 2021). Le reste de ce document se focalisera principalement sur les VIA chez la volaille,

responsables de l'influenza aviaire.

2. Historique

Les pandémies causées par les VIA comptent parmi les plus importantes et les plus
meurtrieres de l'histoire de I'Humanité depuis les temps anciens. Des 412 avant J.-C.,
Hippocrate décrivait dans son sixieme livre des épidémies une infection tres contagieuse
des voies respiratoires supérieures dont les signes évoquent une maladie de type grippal
(Ghendon, 1994). Depuis lors, de nombreuses pandémies et épidémies de grippe dues aux

VIA ont été enregistrées.

On se souvient encore de la pandémie de grippe « espagnole » considérée comme la plus
grave et la plus dévastatrice de I'histoire récente de I'’humanité. Cette pandémie aurait
causé environ 40-50 millions de morts et 500 millions a 1 milliard de personnes infectées,
soit un tiers de I'humanité (Lina, 2008). L’agent responsable était un VIA de sous type
HIN1 d’origine aviaire. D’autres exemples de pandémies ayant affecté ’humanité ont été
décrits dont notamment la grippe asiatique en 1957 (H2N2) et la grippe de Hong Kong en
1968 (H3N2) (Saunders-Hastings & Krewski, 2016).

La toute premiere description de l'influenza aviaire (IA, ou grippe aviaire) remonte a 1918
en Italie lorsqu'une maladie trés contagieuse des volailles associée a une mortalité tres
élevée a été décrite comme étant la peste aviaire. Mais, ce n’est qu’a partir de 1955 que
’agent responsable a été confirmé comme étant un virus influenza de type A (Lupiani &
Reddy, 2009). Par la suite, au milieu des années 1900, le virus a été décrit chez la volaille

dans la plupart des pays d'Europe, d'Amérique, d'Afrique et d'Asie (Lupiani & Reddy,



2009). En 1997, des VIA de sous type H5N1 responsables d’épizooties chez les volailles a
Hong Kong ont été responsables d’infections humaines entrainant la mort de six
personnes (Chan, 2002). Cela a démontré la possibilité pour un VIA circulant
principalement chez les oiseaux de passer directement a '’homme et causer une infection

grave (K. Subbarao et al., 1998).

De nos jours, les VIA se sont répandus dans le monde et sont devenus endémiques dans

la plupart des pays, affectant a la fois '’homme et les animaux.

B. Structure et Biologie des virus influenza A

1. Morphologie

La morphologie des VIA est trés variable allant d"une forme sphérique avec un diametre
d’environ 80 — 120 nm a des formes filamenteuses avec une longueur supérieure a 300 nm
(figure 2). Les formes filamenteuses sont principalement retrouvées dans les isolats
cliniques alors que les formes sphériques sont surtout observées apres passage des virus

en culture cellulaire ou infection des ceufs embryonnés (Suarez, 2016).

o

Figure 2 : Virions influenza A (souche H7N9) vus au microscope électronique
a) forme sphérique ; b) forme filamenteuse (source : CDC, 2017)

Bis



Le virion (ou particule virale) des VIA (figure 3) est entouré d'une enveloppe lipidique
issue de la membrane cellulaire de I'hote infecté au cours du processus de
bourgeonnement viral. L’enveloppe lipidique comporte deux glycoprotéines :
I’'hémagglutinine (HA) et la Neuraminidase (NA) et une protéine non glycosylée, appelée
protéine de matrice 2 (M2) formant des canaux membranaires permettant le transport

d’ions H+ a travers l'enveloppe virale (Cheung & Poon, 2007).

Sous l'enveloppe virale se trouve une couche de protéines de matrice 1 (M1). HA et NA
sont des glycoprotéines de pointe ancrées dans la bicouche lipidique par de courtes
séquences d'acides aminés. A l'intérieur du virion, on retrouve la nucléoprotéine (NP) et
le complexe polymérase qui est composé de deux polymeérases basiques, 1 et 2 (PB1 et
PB2), et d’'une polymérase acide (PA) (Bouvier & Palese, 2008). Les huit segments d’ARN
viraux (ARNv) négatifs sont liés a la NP et aux ARN polymérases du virus de la grippe
pour former des complexes ribonucléoprotéiques (RNP) (figure 4) au nombre de 8 (Lamb
& Choppin, 1983). Il y a également dans le virion une protéine non structurale 2 (NS2) en
faible quantité intervenant dans le transport des RNP vers I'extérieur de la cellule (Yasuda

et al.,, 1993).
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Figure 3 : Schéma d’une particule de VIA
Représentation schématique d’une particule de VIA avec sa membrane lipidique et ses différentes
protéines virales d’apres Krammer et al., 2018
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Figure 4: Ribonucléoprotéine (RNP) des VIA
Schéma représentant une ribonucléoprotéine virale, composée d'un brin d’ARNv (VRNA) associé a la

NP et du complexe polymérase constitué des protéines PB1, PB2 et PA qui se lient aux extrémités 3’ et
5 de I’ARNv. D’apres Chenavas et al., 2013.

2. Structure du génome

Le génome des virus influenza A est formé de huit segments (tableau 1) avec une taille
variant de 890 (segment 8) a 2341 nucléotides (segments 1 et 2) (McCauley & Mahy, 1983;
Palese, 1977).

Les différents segments codent au moins pour 17 protéines et sont numérotés par ordre
décroissant de leur nombre de nucléotides (tableau 1). Les segments 1, 4, 5 et 6 ne codent
que pour une seule protéine : les protéines PB2, HA, NP et NA (Bouvier & Palese, 2008).
Le segment 2 code pour la PB1 et également pour la protéine accessoire PB1-F2 qui est une
petite protéine de 87 acides aminés dans un cadre de lecture alternatif +1 et la protéine
PB1-N40 (W. Chen et al., 2001). Le segment 3 code pour la PA et 3 autres protéines (PA-X,
PA-N155 et PA-N182). Le segment 7 code pour les protéines de matrice M1, M2 et M42.
Enfin, le segment 8 code pour le NS1 et par l'épissage de I' ARNm pour les NS2/NEP et
NS3 (Bouvier & Palese, 2008; Lamb & Choppin, 1983).



Tableau 1: les 8 segments des VIA et les protéines codées

N° du Nombre* Protéine(s) Nombre*
(Nucléotides ) (Acides Fonctions de la protéine
segment encodées i
) aminés)
Sous-unité du complexe polymérase, interagit
1 2341 PB2 759 directement avec PA, reconnaissance de la coiffe des
ARNm viraux, action sur le spectre d'hotes et la
virulence des VIA
Sous-unité catalytique complexe polymeérase,
PB1 757 responsable de I’élongation de ' ARN et nécessaire a
la fois pour la réplication et la transcription
2 2341 Contribution a la pathogenese virale, activité pro-
PBI-F2 87 apoptotique, interaction avec PB1 pour influencer
l'activité du complexe polymérase
PB1-N40 718 Maintient I'équilibre entre l'expression de PB1 et de
PB1-F2
Sous-unité du complexe polymérase, activité
PA 716 protéase, activité d'endonucléase de I'ARN (cap
snatching)
3 2233 PA-X 252 Module la réponse de I'hote et la virulence du virus
PA-NI155 568 Non déterminées
PA-N182 535 Non déterminées
Glycoprotéine de surface, antigene majeur,
4 1778 HA 550 responsable de la reconnaissance et de la liaison avec
les récepteurs (acides sialiques) des cellules cibles
5 1565 NP 498 Composant majeur du complexe RNP viral et
contrdle I'importation nucléaire de ' ARN
6 1413 NA 454 Glycoprotéine de surface, clivage de I'acide sialique,
libération du virus des cellules infectées.
Composant principal de I'enveloppe virale, role dans
M1 252 I'assemblage des virions et l'infection, régulation de
7 1027 'exportation nucléaire de ' ARN
M2 97 Canal ionique et role dans ’assemblage du virus.
M42 29 Peut compenser la perte de M2
NS1 230 Protéine antagoniste de I'interféron
Régule I'expression des genes de I'hdte et du virus.
8 890 NS2 (NEP) 121 Exportation des RNP a partir du noyau
NS3 174

Potentiellement associée a 'adaptation du virus

*Les nombres en nucléotide et en acides aminés sont ceux du virus influenza A/Anhui/1/2013 (H7N9).

D’apres Bouvier & Palese, 2008; Cheung & Poon, 2007; Vasin et al., 2014



3. Cycle Viral

Le cycle viral des VIA (figure 5) peut étre divisé en trois principales étapes : (1)
Attachement, endocytose et décapsidation du virus, (2) Réplication, transcription et

traduction, (3) Assemblage, bourgeonnement et libération des virons.
a. Attachement, endocytose et décapsidation du virus

Le processus d’infection des VIA est initié lorsque la glycoprotéine de surface HA s’attache
a travers son site de liaison au récepteur des cellules cibles. La HA s’assemble en trimeres
constitués chacun de deux parties, HA1 et HA2, maintenues ensemble par un pont
disulfure. La HA1 est la partie globulaire responsable de l'attachement et elle porte
également les principaux déterminants antigéniques. La HA2, quant a elle, est une tige
allongée qui va permettre a la HA de s’insérer dans I'enveloppe virale (Bouvier & Palese,
2008). Les récepteurs cellulaires auxquels les VIA s’attachent sont constitués d’une
molécule d’acide sialique : 'acide N-Acétyl-Neuraminique (Neu5Ac). Cette molécule est
liée au galactose par deux principaux types de liaisons: [NeubAc(a2-3)Gal], et
[NeuS5Ac(a2-6)Gal], qui sont tres importantes pour la spécificité des VIA (Skehel & Wiley,
2000). Les voies respiratoires de ’'homme comportent principalement des acides sialiques
a2-6 et chez les especes aviaires les récepteurs cellulaires sont majoritairement des acides
sialiques a2-3. Ainsi, les virus humains reconnaissent plutot la liaison en «a(2,6) alors que
les VIA aviaires se lient préférentiellement aux récepteurs a2-3 (Connor et al., 1994; Ito &
Kawaoka, 2000). Cette différence entre les récepteurs cellulaires mammiferes et aviaires
est considérée comme 1'un des principaux facteurs qui rend difficile le franchissement de
la barriere d’espece. Cependant, les porcs ont les deux types de récepteurs et peuvent étre
infectés a la fois par les virus humains et aviaires, raison pour laquelle cette espece est
considérée comme trés importante dans I'épidémiologie des VIA (Samji, 2009). A la suite
de la liaison aux récepteurs cellulaires, le virus pénetre a 'intérieur de la cellule hote par
endocytose tout en étant enfermé dans un endosome dont les membranes vont fusionner
(a cause d'un pH faible de l'ordre de 5 a 6) et permettre la libération des segments

ribonucléoprotéiques viraux dans le cytoplasme (Skehel & Wiley, 2000).



b. Réplication, transcription et traduction

La transcription et la réplication des VIA se font dans le noyau, par conséquent, les
segments RNP viraux libérés dans le cytoplasme de la cellule infectée doivent rentrer dans
le noyau. Les protéines formant les RNP viraux (PB2, PB1, PA, NP) possedent des signaux
de localisation nucléaire (NLS) pouvant se lier a la machinerie d'importation vers le noyau
de la cellule héte (Boulo et al., 2007). A lintérieur du noyau, les ARNs viraux, de polarité
négative, sont transcrits en ARN messager (ARNm) et répliqués via I'ARN
complémentaire (ARNCc) qui est de polarité positive (Engelhardt & Fodor, 2006). Les sous-
unités de la polymérase virale (PB1, PB2 et PA) et la NP catalysent a la fois la réplication
du génome et la transcription. Plusieurs molécules de la cellule hote interviennent
également dans ces opérations. Les ARNm portent une queue polyA (polyadénylés). A la
maturation, ils sont exportés vers le cytoplasme pour étre traduits. Les ARNs positifs (ou
ARN(Cc) qui ne portent pas de queue polyA (non polyadénylés) restent dans le noyau et
servent de matrice pour la synthese d'ARNSs viraux négatifs (Watanabe et al., 2010). Les
ARNs négatifs du génome viral s'associent avec la protéine NP pour former les
ribonucléoprotéines associées au complexe polymérase. Dans le cytoplasme de la cellule,
les protéines virales PB2, PB1, PA, NP, NS2 et M1 sont synthétisées dans le cytoplasme et
acheminées vers le noyau et les protéines HA, NA et M2 formant l'enveloppe lipidique

sont transportées vers la membrane de la cellule hote (Samji, 2009; Skehel & Wiley, 2000).
c. Assemblage, bourgeonnement et libération des virons

La membrane plasmique de la cellule hote est utilisée pour former les nouvelles particules
virales. Le bourgeonnement est initié par les protéines HA et NA qui sont transportées
vers la face interne de la membrane cytoplasmique et forment ainsi des radeaux lipidiques
provoquant une altération de la membrane. Ensuite, les protéines NP se lient aux brins
d’ARNVv de polarité négative pour former les RNP qui vont s’allier a la protéine M1 pour
former la matrice. Enfin, une accumulation de M2 entre le virion et la membrane
cytoplasmique permet la scission de cette derniere (Nayak et al., 2009; Rossman & Lamb,
2011). Les nouveaux virions, formés a lissue du processus d’assemblage et de

bourgeonnement se détachent alors de la cellule infectée par clivage de la HA par la NA.
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Les particules virales ainsi libérées diffusent a travers la couche de mucus pour infecter

d'autres cellules et un nouveau cycle recommence.
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Figure 5 : Cycle viral des virus influenza A
Schéma représentant les principales étapes du cycle viral des virus influenza A. Adapté d’aprés
(Ciminski et al., 2021).

C. Classification et spectre d’hotes des virus influenza A

1. Classification et nomenclature des VIA

Les VIA sont divisés en sous-types en fonction des deux glycoprotéines de surface : la HA
etla NA (WHO, 1980). A ce jour, il existe 18 sous-types d'hémagglutinine (H1 a H18) et 11
sous-types de neuraminidase (N1 a N11) (Fouchier et al., 2005; Hinshaw et al., 1982; Rohm
etal., 1996, WHO, 1980; Y. Wu et al., 2014). Les sous-types sont ainsi nommés en combinant
les numéros de H et de N (ex. H5N1). Les deux derniers sous-types, H17N10 et H18N11
récemment découverts, ont été isolés chez des chauves-souris (Y. Wu et al., 2014). Chez les
oiseaux, plus de 140 combinaisons possibles d'HA/NA ont été identifiées (AbuBakar et al.,
2023). Les sous-types peuvent étre également subdivisés en différents clades (ou groupes)

et sous-clades (ou sous-groupes) en fonction des caractéristiques phylogénétiques de leur

9



gene HA et de leur provenance d'un méme ancétre commun (Donis et al.,, 2008). La
dénomination des VIA se fait selon la nomenclature internationale acceptée par I'OMS
(WHO, 1980) et le nom doit contenir les différents éléments ci-dessous dans 1’ordre
suivant : le type antigénique (A pour les VIA)/ I'espece hote chez qui le virus a été collecté,
(pas de désignation s’il s’agit de I’'Homme)/lI'origine géographique/le numéro du
specimen/l’année de collecte/ le sous-type. Par exemple, pour un virus de sous-type H5N1
identifié chez un poulet au Mali en 2020, le virus devra étre nommé comme suit:

Alchicken/Mali/001/2020(H5NT1).

2. Spectre d’hotes et transmission des VIA

Les oiseaux sauvages et aquatiques appartenant a I'ordre des Ansériformes (ex. canards,
oies et cygnes) et a celui des Charadriiformes (ex. oiseaux de rivage et mouettes)
constituent ’hote naturel et le principal réservoir des VIA chez lesquels ces virus circulent
de maniere asymptomatique (Webster et al., 1992). En effet, chez ces animaux, on retrouve
I'ensemble des types de HA (H1 a H16) et de NA (N1 a N9) observés habituellement chez
les oiseaux (Joseph et al., 2017; Webster et al., 1992).

Le spectre d’hote des VIA est tres large (figure 6) puisque ces virus ont été identifiés chez
plus d’une centaine d’especes d’oiseaux domestiques et sauvages ainsi que chez diverses
especes de mammiferes, notamment ’'homme, le cheval, le porc, le chien, le chat et
certaines especes de mammiferes marins (Wahlgren, 2011). La plupart des VIA sont
adaptés a leur hote naturel et ne franchissent que trés rarement la barriere d’especes pour
infecter de nouveaux hotes (Webster et al., 1992). En infectant une nouvelle espece hote,
un VIA parvient souvent a se répliquer et a causer une maladie, mais généralement le
virus ne se transmet pas suffisamment bien dans la nouvelle espece pour provoquer une
épidémie (Suarez, 2000). Par exemple, le virus H5N1 apparu a Hong Kong en 1997 chez
des poulets a été transmis au moins plusieurs centaines de fois a 'Homme, mais aucun cas
de transmission interhumaine n’a été signalé (Mounts et al., 1999). Cependant, cette

hypothese n’est pas toujours vérifiée puisque plusieurs épidémies suite a l'infection d"une
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nouvelle espece hote par un VIA ont été décrits dans la littérature. On peut citer en
exemple le virus HIN1 classique qui a régulierement franchi la barriere d’espece entre le
porc et la dinde, causant ainsi plusieurs épizooties chez cette derniere (Aymard et al., 1985;
Ficken et al., 1989; Pedroni et al., 2012). Généralement, le franchissement de la barriere
d’espece par un VIA dépend du sous-type et nécessite une interaction étroite entre le

nouvel hote et le virus (Spackman, 2008).

Les facteurs déterminant le spectre d’hotes des VIA ne sont pas encore completement
élucidés, méme si le gene HA est considéré comme étant 'un des principaux facteurs en
raison de son role dans la reconnaissance et I'attachement des VIA aux récepteurs des
cellules hotes. Bien que tous les sous-types de VIA dans la majorité des combinaisons
possibles aient été détectés chez les oiseaux domestiques et sauvages (figure 6), certains
sous-types de HA semblent étre bien adaptés aux mammiferes: H1, H2, H3 chez
I'Homme, H3 et H7 chez le cheval et H1 et H3 chez le porc. Les mécanismes a I’origine de
I’adaptation de ces souches aux mammiferes ne sont pas encore bien connus, mais il est
possible qu’une caractéristique non encore identifiée leur permettent d’évoluer

spécifiquement chez ces especes (Webster et al., 1992).

Une premiere exposition d’oiseaux domestiques vivant en liberté aux VIA peut résulter
d'un contact direct avec des oiseaux aquatiques infectés ou leur zone d’habitat. Cette
exposition peut ne pas entrainer une transmission durable du virus chez les volailles
domestiques, particulierement sil n’est pas adapté a la nouvelle espece hote (Vandegrift
et al., 2010). Cependant, dans certaines situations, une transmission sporadique peut
survenir, permettant au virus de s’adapter progressivement a la nouvelle espece hote et
de se maintenir durablement au sein de cette espece. Par ailleurs, un virus adapté aux
volailles domestiques cause rarement des épidémies dans les populations de volailles
aquatiques (Suarez, 2016). C’est pourquoi, il est estimé que ces oiseaux ne jouent qu'un
role tres limité, voire nul, dans la dissémination secondaire ou la propagation des VIA
adaptés aux volailles domestiques entre les élevages (Sims et al., 2016). L’introduction des
VIA dans un élevage de volailles domestiques se fait par contact direct avec des oiseaux

infectés issus d’autres élevages ou indirect, soit par l'intermédiaire des mouvements de

11



personnes ou des mouches ou rongeurs (voie mécanique), soit a travers des équipements
ou matériels contaminés, de 1'eau, des aliments contaminés ou par aérosol (Sims et al.,
2016).

Wild birds Humans
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Figure 6 : Spectre d’hétes et transmission des VIA

Schéma représentant le spectre d’héte et la transmission des principaux VIA. Les VIA (sous-types HA 1 a 16)
circulent chez les oiseaux sauvages qui constituent leurs réservoirs. Ces différents sous-types peuvent passer a de
nombreuses especes, parfois a travers un héte intermédiaire ou parfois par des mutations adaptatives (fleches
bleu clair). Certains sous-types prédominent chez certaines espeéces (cercles bleu foncé). Les virus HIN1 et H3N2
circulent actuellement chez I’homme, tandis que les virus H2N2 n’est plus détecté. Ces trois sous-types circulent
également chez les porcs. Les sous-types H5, H6, H7, H9 et H10 ont causé une infection chez I'homme a la suite
d'une exposition a des volailles infectées. Les sous-types H17 et H18 ne circulent que chez les chauves-souris.

D’aprés Long et al., 2018.
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D. Evolution et variabilité génétique des VIA

Les VIA sont des virus en constante évolution, ce qui leur permet d’avoir une grande
variabilité génétique et antigénique, d’échapper ainsi a la réponse immunitaire de I’hote
et d’entraver la réussite de la vaccination. En effet, les VIA possedent deux mécanismes
principaux (figure 7) qui leur assurent cette diversité antigénique, a savoir : la dérive
antigénique (antigenic drift en anglais) et la cassure antigénique (réassortiment ou antigenic

shift en anglais) (Krammer et al., 2018).

La dérive antigénique est un processus par lequel des changements mineurs sont
introduits dans les bases nucléotidiques des genes viraux a travers des mutations
ponctuelles dans le génome viral, causant ainsi des modifications au niveau des protéines
pour lesquelles ces genes codent (figure 7A) (Kim et al.,, 2018). En effet, de fréquentes
mutations sont introduites dans le génome des VIA suite a des erreurs de transcription a
cause de l'absence de mécanismes de relecture associés a 'ARN polymérase ARN-
dépendante codée par le virus lors de la réplication (Steinhauer et al., 1992). La plupart de
ces mutations conduisent a des modifications mineures des genes ou protéines viraux, ou
a la formation de progénitures virales non viables. Ces mutations déléteres sont
généralement perdues au cours du processus de sélection visant a obtenir les virus les plus
adaptés dans une population (Pybus et al., 2007). Cependant, certaines mutations peuvent
se produire au niveau des épitopes des deux glycoprotéines de surface HA et/ou NA
(Suarez, 2016). Ainsi, les virus possédant ces mutations sont rapidement ciblés par le
systeme immunitaire de I'hote, conduisant a une dérive antigénique (Webby & Webster,
2001). Bien que ces mutations puissent concerner les huit segments d’ARN viraux, le taux
de mutation le plus élevé est observé au niveau de HA a cause de la pression exercée par
les anticorps de I'hote a la suite d'une exposition antérieure au virus ou d'une vaccination
(Suarez, 2016). En effet, les sites antigéniques des VIA ciblés par les anticorps de I'hote se
trouvent sur la téte globulaire de la protéine HA, proches du site de liaison des virus aux
récepteurs cellulaires (Wilson et al.,, 1981). Les anticorps, en se fixant sur les sites
antigéniques, bloquent l’attachement des virus aux cellules et par la méme occasion

I'infection de I'hote. Des mutations au niveau de ces sites antigéniques permettent ainsi
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aux VIA d’échapper a l'action des anticorps. Ces mutations au niveau des sites
antigéniques constituent un probleme majeur pour la réussite de la vaccination. En effet,
la protection vaccinale est principalement assurée par la production d'anticorps
spécifiques dirigés contre la protéine HA et, dans une moindre mesure, contre la protéine
NA, bien que d'autres protéines virales, notamment la NP, puissent également étre ciblées
(C.-W. Lee & Suarez, 2005). La dérive antigénique des VIA permet ainsi le remplacement
des anciens virus par de nouveaux variants qui different progressivement de la souche
d'origine. C’est pourquoi, chez 'Homme, les souches vaccinales utilisées contre les VIA
sont évaluées chaque année afin de déterminer si les souches de virus en circulation sont
toujours neutralisées par les anticorps produits par les souches vaccinales ou s’il faut

réactualiser le vaccin (Suarez, 2016).

Le second mécanisme assurant une grande variabilité antigénique aux VIA est la cassure
antigénique ou réassortiment (figure 7B). Contrairement a la dérive antigénique due a des
mutations ponctuelles, le réassortiment correspond a des changements majeurs au niveau
des sites antigéniques des VIA (Krammer et al., 2018). Il fait suite a un échange d'un ou
plusieurs genes viraux entre deux VIA. L'impact est maximal lorsque HA et/ou NA de
deux virus de sous-type différent sont échangés lors d’une co-infection d’'un méme hote,
pouvant conduire a l'émergence de nouveaux sous-types antigéniquement distincts
(Mostafa et al., 2018). Ces nouveaux virus peuvent facilement se propager et occasionner
des épizooties importantes, voir des pandémies a cause d'une absence de protection
immunitaire de la population hote (Suarez, 2016). On peut citer en exemple, 'émergence
du virus pandémique A(HIN1) de 1918 résultant de la transmission d'un virus aviaire a
l'homme ou plus récemment le virus pandémique A(HIN1) de 2009 possédant des
segments de virus aviaires, humains et porcins qui ont tous circulé chez le porc avant

I'émergence du virus pandémique chez I'Homme (Garten et al., 2009; Kim et al., 2018).
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Figure 7: Dérive et cassure antigénique des VIA
Schéma illustrant la dérive et la cassure antigéniques chez les VIA. (A) Dérive antigénique entrainant
des modifications antigéniques mineures dues a une accumulation de mutations. (B) Cassure
antigénique entrainant des modifications antigéniques majeures par saut direct, adaptation et

réassortiment génétique. D’apres Yi Yeo et al., 2021.
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E. Pathogénie des virus influenza A chez les volailles

1. Pathotype
La plupart des VIA qui circulent chez la volaille domestique, et notamment les poulets et
les dindes, le font de maniere asymptomatique ou ne provoquent que des maladies
bénignes, principalement une infection modérée des voies respiratoires et /ou entériques.
Ces virus sont appelés des virus influenza aviaire faiblement pathogene (VIAFP). En
général, les VIAFP ne provoquent pas un taux de mortalité élevé dans les troupeaux
infectés, méme s’ils ont été quelques fois associés a des foyers d’influenza aviaire avec une
mortalité assez importante (El Houadfi et al., 2016; Jeevan et al., 2019; Nili & Asasi, 2003).
En revanche, d’autres groupes de VIA aviaires sont responsables d'une maladie virale
systémique chez les volailles, avec des lésions nécrobiotiques, hémorragiques et
inflammatoires, causant une mortalité tres élevée dans les élevages. Ces derniers sont
qualifiés de virus influenza aviaires hautement pathogene (VIAHP). Les VIAHP peuvent
provoquer un taux de mortalité entre 90-100 % dans un troupeau et des épizooties
susceptibles d’avoir des impacts tres importants sur le secteur avicole (Rovid Spickler,

2006; Suarez, 2016).

Chez les VIA, la glycoprotéine HA est produite sous forme de précurseur, HAO, et doit
étre clivée en sous-unités HA1 et HA2 par les protéases de I'hote apres le processus de
transduction pour étre fonctionnelle. En effet, ce clivage de la HA est nécessaire pour que
les particules virales deviennent infectieuses (Klenk & Rott, 1988; Wahlgren, 2011). La
principale différence entre les VIAFP et les VIAHP se trouvent au niveau du site de clivage
de la HA. Les VIAFP possedent un site de clivage avec un seul acide aminé basique,
généralement 1'arginine (QRETR/G pour VIAFP de sous-type H5 et NPKTR/G pour H7).
Ainsi, les protéines HA des VIAFP ne sont clivées que par les protéases extracellulaires de
I'hote telle que la trypsine ou les protéases de type trypsine (plasmine ou tryptase Clara)
et ne peuvent donc se répliquer que dans des tissus ou ces enzymes sont présents : dans
les voies respiratoires et intestinales (Capua & Alexander, 2009a; Suarez, 2016). Par contre,
le site de clivage de la HA des VIAHP est polybasique (tableau 2) avec plusieurs acides

aminés basiques (arginine et lysine) dii a une insertion ou substitution d’acides aminés et
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peut étre ainsi clivé par une ou plusieurs protéases ubiquitaires intracellulaires dont la
furine (Senne et al., 1996; Stieneke-Grober et al., 1992; Wood et al., 1993), ce qui permet aux

VIAHP de pouvoir se répliquer dans tous les tissus et organes de I'hote (figure 8).

Les VIAFP se retrouvent dans tous les sous-types de HA et de NA alors que, jusqu’a
présent, seuls certains VIA aviaires des sous-types H5 et H7 se sont révélés hautement
pathogenes, causant ainsi chez les especes sensibles l'influenza aviaire hautement
pathogene (IAHP) (Capua & Alexander, 2009b). Il est généralement admis que ces souches
proviennent de LPAIV H5 et H7, qui apres mutations ont pu circuler chez les volailles
(Suarez, 2016). Cependant, les facteurs a I'origine de ces mutations des VIAFP en VIAHP
ne sont pas totalement élucidés. Dans certaines situations, les mutations se produisent des
I'introduction du virus dans un troupeau a partir d’oiseaux sauvages, et dans d’autres cas,
le virus peut circuler pendant de tres longues périodes avant de muter. C’est pourquoi, il
est quasiment impossible de les prédire. Toutefois, il semble qu'une forte prévalence des
VIAFP dans une population augmente le risque d’émergence de souches de VIAHP

(Capua & Alexander, 2009a).

Les VIAHP ne causent pas nécessairement une maladie chez toutes les especes de volailles.
En effet, leur virulence et la gravité des symptomes observés chez un hote peuvent varier
en fonction de la souche virale et de 1'espece d’oiseau (Capua & Alexander, 2009b). Par
exemple, les canards ne présentaient que tres rarement des signes cliniques avant
I"émergence du H5N1 en Asie et certains VIAHP de sous-types H5 isolés chez des poulets
n’étaient pas virulents (Capua & Alexander, 2009b; Londt et al.,, 2010). Les oiseaux
sauvages ne semblent pas étre tres sensibles a tous les VIAHP méme si des foyers ont été
rapportés ces dernieres années (Kleyheeg et al., 2017; Lo et al., 2022). Il est important de
noter que les VIAHP H5Nx sont actuellement a I’origine de plusieurs vagues épizootiques
sans précédent affectant a la fois les especes d’oiseaux domestiques et sauvages associées

a des cas d’infections chez des mammiferes dont ’'Homme a travers le monde (FAO, 2023).
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Figure 8 : Infections par les VIAFP et VIAHP
Schéma illustrant l'infection d'un poulet par un VIAFP ou un VIAHP d’aprés Wahlgren, 2011.

Tableau 2 : Motifs du site de clivage et I'IPIV des VIAHP

VIAHP Sous-type  Site de clivage HAO IPIV
A/goose/Guandong/1/96 (H5N1) PQRRRRKKR/GLF 2,1
A/chicken/Eurasia&Africa/2003 (H5N1) PQRRRRKKR/GLF 2,1
A/turkey/England/50-92/91 (H5N1) PQRKRKTR/GLF 3
A/Egyptian goose/South Africa/04 (H5N2) PQREKRRKKRGLF 2,73
A/chicken/Italy/330/97 (H5N2) PQRRRKKR/GLF 3
A/chicken/Texas/2004 (H5N2) PQRKKR/GLF 0
A/turkey/Italy/99 (H7N1) PEIPKGSRVRR/GLF 3
A/chicken/Canada-BC/2004 (H7N3) PENPKQAYRKRMTR/GLF 2,87
A/chicken/Netherlands/2003 (H7N7) PEIPKRRRR/GLF 2,94
A/chicken/Pakistan/447/94 (H7N3) PETPKRRKR/GLF 2,86

IPIV : Indice de pathogénicité intraveineuse

Adapté d’aprés (Capua & Alexander, 2009a)

D'autres régions de la protéine HA comme les sites de glycosylation et notamment celui
en position 10-12 sur la HA1 peuvent jouer un rdle dans le phénotype VIAHP. En effet, ce
site de glycosylation est tres proche du site de clivage de la HA et il a été associé a une

variation de la virulence chez les VIA (Deshpande et al., 1987).

Une autre méthode permettant de différencier les phénotypes de VIAFP et VIAHP est le

test de pathogénicité intraveineux (indice de pathogénicité intraveineuse, IPIV) qui est
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déterminé en inoculant le virus a dix poulets agés de six semaines, éclos d’ceufs issus d'un
cheptel exempt d'organismes pathogenes spécifiés (EOPS). Ces animaux sont ensuite
observés pendant une période de 10 jours et les signes cliniques sont notés chez les oiseaux
toutes les 24 heures. Chaque oiseau est noté en fonction de son état de santé : la note de 0
si I'oiseau ne présente pas de signes cliniques, la note de 1 s’il est malade, la note de 2 s’il
est séverement malade et enfin la note de 3 s’il meurt. L’IPIV correspond au score moyen
par oiseau et par observation (OIE, 2022b). Un indice de pathogénicité intraveineux (IPIV)
supérieur a 1,2 correspond a un VIAHP (tableau 2), conformément aux criteres adoptés
par I'Organisation Mondiale de la Santé Animale (OMSA). Cependant, pour les VIA de
sous-types H5 et H7, cette méthode peut étre remplacée par une analyse moléculaire du
site de clivage de la HA pour pouvoir confirmer la présence d'un phénotype VIAHP (OIE,
2022a). Il est important de noter que la classification sur la base des phénotypes VIAHP et
VIAFP n'est spécifique qu'au poulet, et dans une certaine mesure aux autres especes
galliformes apparentées. Elle ne permet pas de prédire la pathogénicité potentielle des

VIA aviaires chez les mammiferes incluant 'homme (Sims et al., 2016).

2. Marqueurs moléculaires de virulence et d’adaptation aux mammiféres
Des marqueurs moléculaires identifiés sur les segments viraux des VIA aviaires (tableau
3) ont été associés a une adaptation de ces virus aux mammiferes ou a une augmentation
de leur virulence. Lorsque ces virus franchissent la barriere d’especes en infectant des
mammiferes, dont '’homme, des mutations génétiques peuvent survenir au niveau du
génome pour l'adaptation de ces virus au nouvel hote (Joseph et al., 2017; Romero-Tejeda
& Capua, 2013; Schrauwen & Fouchier, 2019; Suttie et al., 2019). C’est pourquoi, il est
important de suivre 1'évolution génétique de ces virus afin d"identifier le plus rapidement
possible les marqueurs pouvant éventuellement modifier le spectre d’hotes et la virulence
des VIA aviaires dans le but de limiter leur risque pour la santé publique. Les principales
mutations qui ont été associées a 'adaptation des VIA aux mammiferes et a une virulence

accrue sont présentées dans le tableau 4.
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Tableau 3 : Principaux marqueurs liés a la virulence et a I'adaptation aux mammiféres

Geénes Mutation? Sous- Effets Références
types
T156A H5N1 Liaison aux récepteurs de type humain a2-6, (Y. Gao et al., 2009)
transmission chez les cobayes
D94N H5N1  Augmentation de laffinité du virus pour les (L. M. Chen et al., 2012; Y.
N182K/D récepteurs de type humain type a2-6 Gao et al.,, 2009; Peng et al.,
K189R/T 2018; Su et al., 2008;
Q192R/H Yamada et al., 2006)
T190V HIN2  Augmentation de I'affinité du virus pour les (Teng et al., 2016)
liaisons de type humain a2-6 et réplication dans
HA les cellules de mammiferes
1155T H5N1  Augmentation de I'affinité du virus pour les (Chrzastek et al., 2018;
Q226L liaisons de type humain a2-6 ; diminution de Chutinimitkul et al., 2010;
(G228S \ppe ez . . . . X. Lietal., 2014)
l'affinité pour les liaisons de type aviaire a2-3
Q226L HIN2 Augmentation de l'affinité du virus pour (Wan et al., 2008; Wan &
récepteurs de type a2—6 ; amélioration de la Perez, 2007)
réplication dans les cellules de mammiferes et
chez les furets ; transmission du virus par contact
chez les furets
E627K H5N1 Augmentation de l'activité de la polymérase et (Y. Gao et al., 2009; Z. Li et
D70IN amélioration de la réplication dans les cellules de @l 2005; Shinya et al., 2010;
Q391K mammiferes ; virulence accrue et transmission Steel et al, 2009; E. K.
! Subbarao et al., 1993; Taft
PB2 du virus par contact chez le cobaye ; virulence et al., 2015)
accrue chez la souris
M185I HIN2  Marqueur spécifique aux mammifeéres (Zhang et al., 2011)
S714R HIN2 Augmentation de l'activité de la polymérase dans  (Sediri et al., 2016)
les cellules de mammiferes
PB1 giZS H5N1 Amélioration de la .réplication virale et virulence (SELgrirglilfee;ta;{.,zé) 01 171;)
K577E Honz  accrue chez la souris (Kamiki et al., 2018)
T971 H5N1 Augmentation de l'activité de la polymérase dans
H6N1 les cellules de mammiféres et (Cheng et al.,, 2014; M.-S.
. . Song et al., 2009)
PA Virulence accrue chez la souris
K356R HIN2  Augmentation de 'activité de la polymérase et de  (Hulse-Post et al., 2007; G.
A515T la réplication virale dans les cellules de Xu et al., 2016)
mammiferes, virulence accrue chez la souris
E434K H9N2 Augmentation de l'activité de la polymérase dans (Sang et al., 2015)
les cellules de mammiferes
NP K470R H5N1  Augmentation de l'activité de la polymérase et de (L. Chen et al., 2017)
la réplication virale dans les cellules de
mammiferes
E372D H5N1 Observée chez les VIA isolés chez I'homme (G. W. Chen et al., 2006)
HIN2
P42S H5N1 Virulence accrue chez la souris (Jiao et al., 2008; Spesock et
NS1 L103F al, 2011)
1106M
M1 N30D H5N1 Virulence accrue chez la souris (Fan et al., 2009)
T215A

@ Numérotation H5 pour tous les génes selon A/Vietnam/1203/2004 (H5N1)
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F. Virus influenza aviaire chez les volailles et chez ’'Homme

1. Influenza aviaire hautement pathogene chez les volailles

L’influenza aviaire hautement pathogene (IAHP) est causée par une infection par les
VIAHP. Elle représente 1'une des maladies les plus dangereuses rencontrées chez les
volailles. Cette maladie est responsable de nombreux foyers et d’énormes pertes
économiques pour le secteur avicole dans le monde, mettant en danger les moyens de
subsistance des éleveurs et le commerce international (Petrini & Vallat, 2009). L'IHAP se
retrouve sur la liste des maladies a notifier a 'OMSA et doit étre déclarée par les services
vétérinaires nationaux des l'apparition de foyers chez les volailles, y compris la faune
sauvage (Petrini & Vallat, 2009). L'IHAP provoque divers symptomes chez les oiseaux
atteints, notamment les poulets et les dindes. La maladie se caractérise notamment par des
troubles nerveux, respiratoires et digestifs, un gonflement de la téte, une diminution du
taux de ponte. Dans les formes les plus graves, une mortalité pouvant atteindre 100 %, est
observée sans aucun symptome préalable. Les lésions les plus fréquentes associées a
ITAHP sont les hémorragies et la nécrose au niveau de différents organes (Capua &

Terregino, 2009; Suarez, 2016).

Il existe actuellement deux stratégies principales pour le controle et la prévention de
I'THAP : la vaccination et l'abattage sanitaire. L’abattage des animaux dans les foyers
d'TAHP peut s’avérer tres couteux. Cependant, il représente en général la méthode de
choix lors de l'apparition de la maladie dans un élevage. L’abattage sanitaire est
généralement associé a des mesures préventives de biosécurité telles que I'interdiction des
mouvements de volailles et la mise en place de zones de protection (3 km autour des
foyers) et de surveillance (10 km autour des foyers) dans lesquelles des mesures

spécifiques de prévention et de controle sont appliquées.

Quant a la vaccination, elle est principalement mise en ceuvre dans le cadre de la
prévention de I'TAHP méme si elle s’est révélée efficace en interrompant l'excrétion
asymptomatique du virus et sa transmission lors d"une épizootie de H5SN1 chez les poulets

a Hongkong (Ellis et al., 2004; Vandegrift et al., 2010). La vaccination a le double avantage
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de réduire a la fois la sensibilité des oiseaux a la maladie et le clivage du virus. C’est
pourquoi, plusieurs pays craignant que I'IHAP ne devienne enzootique mettent en ceuvre
des programmes de vaccination (Swayne, 2012). Cependant, la mise en ceuvre d'une
stratégie vaccinale contre 'TAHP se heurte a des défis majeurs. En effet, les colits associés
ala production de vaccins sont tres importants et il est tres difficile de maintenir les vaccins
efficaces contre un virus doté d’une grande capacité de mutation (Vandegrift et al., 2010).
De plus, les vaccins actuellement utilisés sont inactivés et nécessitent des cofits élevés en
main d’ceuvre. Néanmoins, de nouvelles techniques, comme la génétique inverse et les
constructions chimériques, sont en cours de développement pour produire rapidement
des vaccins efficaces, moins coliteux et pouvant contenir plusieurs souches de VIAHP
(Herrera-Ong, 2023; Hoang et al., 2020). De plus, les vaccins a ARN et les vaccins
recombinants notamment les vaccins vivants vectorisés par les virus de la maladie de
Newcastle et de la variole aviaire ont montré des résultats satisfaisants sur le terrain

(Kapczynski et al., 2017; Q. Liu et al., 2015; Suarez & Pantin-Jackwood, 2017).

Un autre défi important posé par la vaccination est qu’elle peut favoriser une circulation
silencieuse des VIAHP et contribuer a leur évolution génétique (Iwani et al., 2009). C’est
pourquoi, dans le cadre de la prévention et du controle de 'IHAP, les stratégies doivent
se focaliser sur l'application des mesures de biosécurité et la mise en place d'une

surveillance efficace des VIAHP.

La vaccination pose également un probleme majeur sur le plan commercial, puisque les
pays vaccinant contre les VIA sont généralement considérés comme endémiques et
peuvent ainsi perdre leurs marchés d’exportation de volailles ou de leurs produits (Suarez,
2012). En effet, les tests sérologiques conventionnels ne permettent pas de différencier les
anticorps produits a la suite d’une vaccination des anticorps produits en réponse a
lI'infection par les VIA (Hasan et al., 2016). C’est pourquoi le concept DIVA (differentiate
infected from vaccinated animals) a été proposé avec comme objectif de pouvoir différencier
les oiseaux vaccinés et non infectés des animaux vaccinés et infectés (Suarez, 2012).

Plusieurs stratégies DIVA ont été formulées dont la plus courante concerne 1'utilisation

d’oiseaux sentinelles non vaccinées. Certaines stratégies DIVA portent sur l"utilisation de
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vaccins spécifiques comme les vaccins a sous-unités ciblés sur la protéine HA permettant
une surveillance sérologique des protéines internes ou des vaccins avec une protéine HA
identique a la souche circulant sur le terrain mais ayant un sous-type de neuraminidase
hétérologue. Une autre stratégie DIVA consiste a mesurer la réponse sérologique a la
protéine NS1 qui est différente entre les oiseaux vaccinés et les oiseaux infectés

naturellement (Suarez, 2005).

2. Virus influenza aviaire chez 'homme et implications pour la santé

publique

Les VIA aviaires représentent une préoccupation majeure pour la santé publique. En effet,
I"émergence et la propagation de ces virus au sein de la population humaine peuvent étre
a l'origine de pandémies associées a des taux de morbidité et de moralité tres élevés dans
le monde (Cox et al., 2016). Toutefois, pour causer une pandémie, les VIA aviaires doivent
non seulement franchir la barriere d’espece mais aussi se maintenir dans la population a

travers une transmission interhumaine.

Bien que les franchissements de barriére soit rare, probablement a cause de la spécificité
du spectre d’hotes de ces virus, ils ont été a I’origine de certaines pandémies dans le passé.
On peut citer en exemple, les virus HIN1 pandémique de 1918 qui a été révélé par les
analyses génétiques comme étant un virus d’origine aviaire qui s’est probablement ensuite
adapté aux mammiferes dont '’homme (Taubenberger et al., 2005, 2007). Il y a également
le virus H2N2 responsable de la grippe asiatique de 1957 issu d'un réassortiment

génétique entre les segments de virus aviaires et humains (Lindstrom et al., 2004).

Les VIA possedent une tres grande diversité génétique et il est quasiment impossible de
prédire quel sous-type va émerger et a quel moment pour causer une pandémie.
Néanmoins, le risque d’émergence d'un virus pandémique semble élevé puisque
beaucoup de VIA aviaires (VIAHP H5Nx et VIAFP, H5N2, H6N1, H7N2, H7N7, H7N9,
HON2 et H10NS) circulant largement chez la volaille ont franchi la barriere d’espece et

causé des infections chez I’homme (Cox et al., 2016; R. Gao et al., 2013; Jallow et al., 2020;
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Suarez, 2016; To et al., 2014). En effet, malgré 1'isolement du virus H5N1 chez les volailles
depuis 1959, ce n’est qu’en 1997 que le risque zoonotique de ce virus a été reconnu, lorsque
des cas de maladies chez 'homme associés a une mortalité importante chez les volailles

ont été détectés a Hong Kong (Cox et al., 2016; Sims et al., 2003).

Durant les 20 dernieres années, plus de 2619 cas d’infection humaine par les VIA aviaires
causant 1080 déces (taux de l1étalité 41,23 %) dans le monde ont été signalés a 'OMS. Trois
sous-types, notamment VIAHP H5N1, VIAFP H7N9 et VIAFP HIN2 étaient responsables
de la majorité de ces infections (WHO, 2023a). La majorité des cas d’infection humaine
causés par les VIA aviaires sont liés soit a un contact étroit avec les volailles soit a une
exposition indirecte, particulierement lors de visites dans les marchés a volailles.
Cependant, des cas d’infection humaine ont été signalés sans que 1'origine aviaire ne soit

établie ou que des foyers ne soient observés chez les volailles (Cox et al., 2016).

Les infections humaines par les VIA aviaires peuvent provoquer un syndrome grippal
avec des symptomes bénins au niveau des voies respiratoires supérieures, une maladie
modérée, ou méme grave avec des complications et l'atteinte des voies respiratoires

inférieures pouvant entrainer la mort (Abdel-Ghafar et al., 2008; Beigel et al., 2005).
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G. Epidémiologie des VIAHP H5N1 et VIAFP HIN2 en Afrique de
I’'Ouest

L’Afrique de I'Ouest (figure 9) représente une région couvrant la partie occidentale de

I’Afrique subsaharienne. Les pays se retrouvant dans cette région (exceptée la Mauritanie)
forment un bloc économique régional appelé la CEDEAO (Communauté Economique des
Etats de I'Afrique de 1'Ouest). L'économie des pays d'Afrique de 1'Ouest, repose

essentiellement sur 'agriculture et I'élevage (Schneider et al., 2010).
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Figure 9 : Carte administrative de I’Afrique de I’Ouest
Schéma illustrant la carte administrative des pays de I’ Afrique de 'Ouest d’apres (Nations Online, 2020)

L’élevage joue un role important dans I’économie des pays ouest-africains avec une
contribution au produit intérieur brut (PIB) agricole pouvant aller jusqu’a 44 %. L'élevage
constitue également une source primordiale de protéines alimentaires pour une région ou
la croissance démographique est tres forte (Tondel, 2019). Cependant, le secteur de
I'élevage dans cette région est fortement impacté par les maladies animales

transfrontalieres, comme I'TAHP, qui entrainent d'importantes répercussions sur la
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production et la santé des animaux, ainsi que de I'Homme (Grace et al., 2015). En effet, les
VIA aviaires, et particulierement les virus présentant un phénotype hautement pathogene,
représentent une menace importante pour le secteur avicole et les moyens de subsistance
des éleveurs dans la région (Pavade et al., 2011). Ces virus ont été signalés dans la plupart
des pays ouest-africains et les sous-types les plus détectés chez les volailles domestiques
sont le VIAHP H5N1 suivi par le VIAFP HIN2 (Kalonda et al., 2020). Toutefois, il n'existe
pas assez d’informations sur les caractéristiques génétiques, la circulation et les risques
d’émergence de ces virus dans la région. En effet, la surveillance des VIA aviaires dans la
plupart des pays de la région est passive et se limite généralement aux VIAHP et a la
confirmation de la maladie. Elle ne permet donc pas de disposer d’informations sur les
caractéristiques génétiques et antigéniques des VIA aviaires. Quant a la surveillance
active, elle est tres limitée, voire inexistante et dépend fortement de fonds extérieurs
provenant d’organisations comme "UE, 'USAID, et la Banque mondiale (Pavade et al.,

2011).

1. VIAHP H5N1

Le VIAHP H5N1 (A/Goose/Guangdong/1/96, GS/GD) a été décrit pour la premiere fois en
1996 a la suite de foyers d'TAHP avec une mortalité importante associée a des symptomes
hémorragiques et neurologiques chez des oies dans la province de Guangdong, en Chine
(X. Xu et al., 1999). Plus tard, des VIAHP H5N1 appartenant a la lignée GS/GD ont été
responsables de foyers d’influenza aviaire dans les marchés a volaille et de cas d’infections
humaines, dont six mortels a Hong Kong (Sims et al., 2003). Initialement, le virus n’était
pas tres infectieux chez les oiseaux aquatiques domestiques et ne causait pas de maladies
(Leigh Perkins & Swayne, 2002; Sonnberg et al., 2013). Cependant, en 2002, il a été
responsable d’'une mortalité massive chez diverses especes de canards élevés en captivité
et s’est ensuite propagé aux pays voisins en Asie, infectant principalement les volailles,
mais aussi sporadiquement les oiseaux sauvages et certains mammiferes (Ellis et al., 2010;
Sims, 2007). La contamination des oiseaux sauvages (dont certains sont des oiseaux
migrateurs) a favorisé la propagation des virus sur de longues distances et leur arrivée sur

d’autres continents, notamment 1'Afrique, I’'Europe et plus récemment I’Amérique du
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Nord (Adlhoch et al., 2014; Ducatez et al., 2006; Sonnberg et al., 2013). Le VIAHP H5N1 a
probablement été introduit dans les élevages de volailles domestiques par les oiseaux
aquatiques migrateurs a la suite de multiples événements de réassortiment entre des
VIAFP de plusieurs sous-types (Sonnberg et al., 2013). Aujourd’hui, les virus de la lignée
GS/GD ont évolué en plusieurs clades et génotypes en fonction des caractéristiques
phylogénétiques de leur gene HA. Selon le systeme de nomenclature élaboré par le groupe
de travail OMS/OMSA/FAQ sur I'évolution du H5, il existe au moins une dizaine de clades
numérotés de 0 a 9 (Smith & Donis, 2015). La majorité des virus de la lignée GS/GD qui
circulaient avant 2008 possédaient une protéine NA de sous-type N1. Cependant, depuis
2008 d’autres sous-types de NA classés dans la lignée GS/GD ont été identifiés, notamment
les protéines de types N2, N3, N5, N6 et N8 (Sims & Brown, 2016). Les virus de la lignée
GS/GD représentent une préoccupation majeure pour la santé publique a cause de leur
large répartition géographique ainsi que leur capacité a infecter une grande variété
d’espéces aviaires et de mammiferes, dont I'Homme (Sims & Brown, 2016). En effet, les
virus H5N1 ou H5Nx GS/GD ont été responsables de plus de 874 cas d’infections
humaines dont 458 déces (WHO, 2023b).

La premiere introduction du virus H5N1 de la lignée GS/GD en Afrique de I'Ouest s’est
faite en 2006 au Nigéria avec une souche de clade 2.2 causant plusieurs foyers chez des
oiseaux domestiques (Fasina et al., 2009; Fusaro et al., 2010). Plus tard, d’autres incursions
dans la sous-région impliquant de nouveaux clades de la lignée GS/GD, notamment le
clade 2.3.2.1c en 2015 et 2.3.4.4b en 2016 ont été décrits (Fusaro, Zecchin, Vrancken,
Abolnik, Ademun, Alassane, et al., 2019). Ces virus étaient génétiquement proches des
virus isolés en Europe et au Moyen Orient indiquant leur origine eurasienne et semblent
avoir été introduits dans la région par l'intermédiaire d’oiseaux migrateurs puisque
I’Afrique de 'Ouest constitue une zone d’hivernage importante pour ces oiseaux (Fusaro,
Zecchin, Vrancken, Abolnik, Ademun, Alassane, et al., 2019; Tassoni et al., 2016). Depuis
leur premiere apparition au Nigéria, les VIAHP H5N1 ont évolués et se sont propagés aux
autres pays de la sous-région, a travers principalement le commerce transfrontalier de
volailles, causant de multiples foyers d'IAHP chez les oiseaux domestiques et sauvages
(FAO, 2022; T. Wu & Perrings, 2018). Bien que le sous-type H5N1 soit responsable de la
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majorité des foyers, des cas impliquant d’autres sous-types notamment H5N2, H5N6 et
H5NS8 ont également été observés (A. T. Laleye et al., 2022). Les virus de clade 2.3.4.4b de
la lignée GS/GD continuent de circuler activement en Afrique de 'Ouest et de causer des
foyers d’IAHP (figure 10). En effet, ces virus ont été associés a la derniere vague
épizootique d'IAHP qui s’est produite tout récemment entre 2021 et 2022 causant de
nombreux foyers dans les pays de la sous-région (FAO, 2023; Lo et al., 2022; Ouoba et al.,
2022). Les VIAHP H5Nx du clade 2.3.4.4b ont la capacité d'acquérir de nouveaux
segments de génome par réassortiment avec des VIAFP, ce qui les distingue des virus
d'autres clades GS/GD, connus pour leur stabilité génotypique (D. H. Lee et al., 2017;
Ouoba et al., 2022). Ces virus constituent aujourd’hui une menace importante non

seulement pour les industries avicoles, mais aussi pour la santé publique.

HSNE HPA Damastic
Outbreaks by subtype

() HS5N1 HPAI Domestic over 30 days ago

A HSN1 HPAl Wild over 30 days ago
Y H5N2 HPAl Domestic over 30 days ago

Figure 10 : Foyers d’IAHP officiellement déclarés en Afrique 2021 — 2022
Schéma illustrant les foyers d’ITAHP officiellement déclarés (sous-types H5N1, H5N2 et H5NS) en
Afrique subsaharienne (1er octobre 2021 — 14 septembre 2022) (FAO, 2022)
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2. VIAFP H9N2

Le VIAFP de type HIN2 a été décrit pour la premiere fois en 1966 chez des dindes dans le
nord du Wisconsin (Etats-Unis) dans un élevage avec de la mortalité limitée, de la toux et
des éternuements associés a une diminution importante de la production d’ceufs (Homme
& Easterday, 1970). Dans les années 1990, le virus est devenu endémique chez les volailles
domestiques et s’est largement répandu dans d’autres parties du monde (figure 11)

(Peacock et al., 2019; Perez & Wit, 2016).

Aujourd’hui, les virus HIN2 sont considérés comme endémiques dans plusieurs régions,
notamment, en Asie de l'Est et du Sud, au Moyen-Orient et en Afrique du Nord
notamment au Maroc et en Egypte (Nagy et al., 2017; Peacock et al., 2019).Sur la base des
caractéristiques phylogénétiques de leur gene HA, les virus HIN2 sont divisés en deux
lignées : Eurasienne ou américaine. La lignée eurasienne est subdivisée en trois sous-
lignées : Y280, G1 et coréenne (Mostafa et al., 2018). Les HIN2 de la lignée américaine
circulent chez les oiseaux sauvages alors que ceux de la lignée eurasienne infectent
principalement les volailles domestiques (Peacock et al., 2019). Les virus de la lignée
eurasienne ont également été associés a des foyers et circulent de maniere endémique dans
les marchés a volaille et les élevages commerciaux dans de nombreux pays. Cependant,
ces foyers sont généralement associ€s a d’autres infections secondaires, entrainant parfois

une morbidité et une mortalité élevées (Perez & Wit, 2016).

Les marchés a volailles jouent un role majeur dans le maintien et la propagation des virus
HON2 surtout dans les pays a faible revenu et ces virus y circulent a des taux prévalence
particulierement élevés (Sulaiman et al., 2021). En effet, les marchés a volaille sont des
lieux ou sont rassemblées plusieurs especes d’oiseaux provenant d’origines diverses avec

parfois des pratiques de biosécurité et d’hygiene tres limitées (Molia et al., 2016).

Les virus HIN2 peuvent parfois circuler chez les volailles en méme temps que d'autres
sous-types de VIA, notamment les VIAHP de type H5 et H7, masquant ainsi le taux de
mortalité élevé lors des épisodes d'THAP et favorisant une propagation silencieuse des

VIAHP dans les élevages (Naguib et al., 2019). Ces virus ont également été responsables
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de plusieurs cas d’infections humaines associ€s a un syndrome grippal dans de nombreux
pays, ce qui démonte leur capacité a franchir la barriere d’espece et d’infecter les

mammiferes (Peacock et al., 2019; W. Song & Qin, 2020).

En Afrique, le virus HIN2 a d’abord été détecté en Egypte et en Tunisie avant qu’il ne soit
décrit dans d’autres pays en Afrique du Nord, notamment le Maroc (El-Zoghby et al., 2012;
El Houadfi et al., 2016; Tombari et al., 2011). Depuis son émergence en 2016 au Maroc, le
virus HIN2 a été détecté dans la plupart des pays d'Afrique de I'Ouest : Bénin, Burkina
Faso, Ghana, Nigéria et Sénégal, ou1 un cas humain a été décrit (Awuni et al., 2019; Fusade-

Boyer et al., 2021; Jallow et al., 2020; Sulaiman et al., 2021; Zecchin et al., 2017).

Les virus isolés en Afrique de I'Ouest et du nord appartiennent tous a la lignée G1, et sont
apparentés aux virus HIN2 qui circulent au Moyen-Orient (Nagy et al., 2017). En effet, les
analyses phylogéographiques ont révélé que les virus HIN2 avaient été introduits au
Maroc a partir du Moyen-Orient avant leur dissémination a d’autres pays en Afrique (El
Mellouli et al., 2022). Cependant, il n’y a pas assez d’information sur la voie d"introduction
de ces virus en Afrique de I'Ouest a partir de I’Afrique du Nord, méme si le Maroc est
considéré comme leur origine probable a cause de I'importation d’ceufs et de poussins
d’un jour par plusieurs pays de la région a partir du Maroc (Hassan et al., 2017; Zecchin et

al., 2017).

Aujourd’hui les virus HIN2 sont devenus endémiques dans la plupart des pays en Afrique
del’Ouest et circulent largement dans les marchés a volailles chez les oiseaux domestiques
(Fusade-Boyer et al., 2021). Cependant, il n'y a actuellement pas de vaccination contre les
virus HON2 en Afrique de 'Ouest et comme cité plus haut, la surveillance active est tres
limitée dans la région et ne s’intéresse que tres rarement aux VIAFP. Compte tenu du
potentiel zoonotique des virus HIN2 et de leurs impacts sur le secteur avicole, il est

essentiel suivre leur évolution et leur circulation en Afrique de I'Ouest.
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Figure 11 : Evolution génétique et propagation des virus HIN2 dans le monde

Schéma illustrant I'évolution génétique et la distribution géographique des virus HIN2. A. Arbre
phylogénétique des virus HIN2. B. Transmission du virus HIN2. Il existe deux lignées principales :
Eurasienne et Américaine. Les clades sont colorés par région et les sous-lignées sont indiquées au-dessus
de la branche correspondante. On retrouve la lignée G1 en Afrique. D’apres (Hadfield et al., 2018).
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H. Diagnostic et surveillance des VIA

1. Diagnostic et caractérisation des VIA

Le diagnostic et la surveillance des VIA chez les volailles nécessite le concours d'un
laboratoire de virologie puisque les symptomes lors de 'IAHP ne sont pas spécifiques et
les VIA peuvent circuler de maniere asymptomatique chez les oiseaux. Les activités de
diagnostic et de surveillance des VIA s’appuient généralement sur deux principales
méthodes (tableau 4) : les méthodes pour détecter les VIA (analyses virologiques) et celles
pour la détection d’anticorps spécifiques anti-VIA (analyses sérologiques) (Spackman et
al., 2016). Le choix de I'une ou de 'autre méthode dépendra des objectifs de I’analyse, des
ressources disponibles et du statut sanitaire des animaux. Les analyses virologiques sont
mises en ceuvre lors d’infections actives par les VIA. Elles permettent 1isolement et la
caractérisation de virus afin de déterminer son sous-type et ses caractéristiques génétiques
et antigéniques. Les échantillons les plus couramment utilisés pour la détection des VIA
sont les écouvillons oropharyngés et cloacaux. Bien que le prélevement de tissus
(poumons, coeur, cerveau et reins) soit recommandé pour le diagnostic de I'TAHP, il
s’avere parfois inutile pour la détection des VIAFP. Les analyses sérologiques, quant a
elles, sont réalisées pour rechercher dans le sérum des anticorps spécifiques produits suite
a une infection causée par les VIA. Elles permettent d’établir la circulation du virus chez

I’animal plusieurs semaines, voire plusieurs mois apres 'infection.

Vul'importance des VIA pour le commerce international des volailles et la santé publique,
une harmonisation des méthodes de diagnostic et de détection des VIA est mise en ceuvre
au niveau international par 'OMSA a travers le Manuel des tests de diagnostic et des

vaccins pour les animaux terrestres (OIE, 2022a).

La détection des VIA chez les volailles peut se faire soit par un isolement du virus sur des
ceufs de poule embryonnés ou sur des cellules soit par un dosage immunologique de
capture d'antigene (ACIA). On peut également identifier les ARN viraux par la réaction
en chalne par polymérase en temps réel apres transcription inverse (RT-PCR).

Généralement, 1’ACIA et la RT-PCR sont utilisés pour le criblage des échantillons et
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I'isolement du virus pour la confirmation de l'infection virale (Spackman et al., 2016). En
effet, la RT-PCR, notamment en temps réel, est une méthode privilégiée pour la
surveillance des virus, car elle permet de déterminer rapidement les sous-types de VIA,

H5, H7 et H9 (OIE, 2022a).

L’exposition des volailles aux VIA peut-étre évaluée a travers la détection des anticorps
spécifiques dirigés contre les via soit par la méthode immuno-enzymatique ELISA soit par
immunodiffusion en gélose (AGID). Il existe également les tests d'inhibition de
I'hémagglutination (IHA) ou de la neuraminidase (IN) qui permettent de déterminer le
sous-type de VIA responsable de I'infection. Les méthodes sérologiques sont relativement
peu cofliteuses et sont couramment utilisées dans les activités de surveillance pour évaluer
I'exposition des élevages aux VIA (figure 9). Actuellement, plusieurs kits commerciaux

sont disponibles sur le marché pour les tests ACIA et ELISA.

Tableau 4 : Caractéristiques des principaux tests de diagnostic des VIA.

Méthode Cible Sensibilité Spécificité Durée
Détection des VIA

;sli’lv"'i‘::s“t Virus vivants Tresélevée  Modérée ;;nzaines

ACIA Protéines virales Faible Elevée 15 minutes

RT-PCR  ARN viraux Tres élevée Tres élevée 3 heures

Evaluation de I’exposition aux VIA (réponse immunitaire)

Anticorps dirigés contre les

AGID . Modérée Elevée 48 heures
protéines NP et M des VIA
Anticorps dirigés contre les . y

ELISA Modérée Modérée 3 heures
VIA
Anticorps dirigés contre un , Modérée a

IHA (g Elevée o 2 heures
sous-type spécifique d'HA élevée
Anticorps dirigés contre un , Modérée a

IN o Modérée o 3 heures
sous-type spécifique de NA élevée

D’apres (OIE, 2022a; Spackman et al., 2016)
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Figure 12 : Apercu des approches courantes des tests de diagnostic des VIA

Schéma illustrant les différents tests réalisés lors d une suspicion, d'un foyer ou de la surveillance des
VIA notamment des H5, H7 et H9. Le virus peut étre détecté a partir d'écouvillons oropharyngés ou
cloacaux, de liquide oral ou de tissus a travers le test ACIA (qui doit étre confirmé par un autre test) ou
directement par RT-PCR ou isolement du virus. Les échantillons positifs peuvent ensuite étre
caractérisés par une RT-PCR spécifique et/ou par séquencgage du génome et, dans certaines situations,
des études de pathogénie in vitro et in vivo sont réalisées. La détection des anticorps dirigés contre les
VIA se fait soit par le test ELISA ou AGID. Le sous-type peut ensuite étre déterminé par les tests IHA
et IN. Adapté d’aprés (Spackman et al., 2016)

Apres lisolement du virus, on peut déterminer les caractéristiques génétiques et
biologiques des VIA a travers leur génome. En effet, a I’aide d"un séquengage du génome,
il est possible de déterminer les sous-types HA et NA ainsi que, dans une certaine mesure,
le pathotype des VIA. Par exemple, la méthode de séquencage Sanger, largement utilisée
depuis de nombreuses années, permet de générer la séquence HA en moins de 36 heures

et de vérifier la présence ou non d'un site de clivage polybasique et remplace ainsi certains
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tests in vivo comme I'IPIV pour la détermination de la pathogénicité du virus (Wang &
Taubenberger, 2010). Le séquengage du génome peut également permettre la prédiction
d’autres caractéristiques des VIA tels que le tropisme, le spectre d’hotes, la virulence, le
potentiel zoonotique et la sensibilité aux antiviraux a travers une identification de
marqueurs moléculaires spécifiques sur les acides aminés des séquences (Suttie et al.,
2019). De plus en plus, le séquencage concerne le génome entier depuis I’avenement des
méthodes NGS (next-generation sequencing) telle que la plateforme illumina MiSeq et
permet de fournir des informations détaillées et spécifiques sur les caractéristiques
génétiques des virus et de suivre en temps réel leur évolution et leur diversité génétique.
Cela peut s’avérer particulierement intéressant, surtout pour la détermination de I'origine
et des mécanismes d’émergence d'un VIA lors d"une premiere introduction dans une zone

(Rutvisuttinunt et al., 2013).

Aujourd’hui, en raison de leur relatif faible colit et de l'amélioration rapide de la
technologie, certaines méthodes de séquengage comme les nanopores offrent la possibilité
de détecter et de séquencer en méme temps les VIA a partir d’échantillons sur le terrain,
permettant ainsi de raccourcir considérablement la durée du diagnostic et d’intervenir

précocement en cas de foyers (Crossley et al., 2021).

Les séquences générées lors des différentes activités de séquengage sont généralement

déposées sur les bases de données publiques, notamment BV-BRC (https://www.bv-

brc.org/) et GISAID (https://gisaid.org/) et peuvent étre utilisées dans le cadre d’analyses

bioinformatiques telle que les analyses phylogénétiques ou phylogéographiques. En effet,
les études de phylogénie et de phylogéographie permettent d’explorer les relations
évolutives entre les virus, la répartition géographique des génotypes ainsi que leur temps

de divergence et leur dynamique de transmission.
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2. Surveillance des VIA

Le controle des VIA aviaires nécessite 1'existence d’un systéme de surveillance efficace
capable de suivre I'évolution génétique des virus et de détecter le plus rapidement
possible les virus hautement pathogenes et zoonotiques pouvant représenter une menace
importante pour les santés animale et publique. La surveillance en santé animale constitue
I'ensemble des activités régulierement mise en ceuvre pour évaluer 1'état de santé d'une
population donnée dans le but de détecter et contrdler précocement les maladies animales
importantes pour I’économie nationale, la sécurité alimentaire et le commerce (FAO, 1999).
La surveillance permet également de générer des données contribuant a ’analyse des
risques et de justifier la mise en ceuvre des mesures sanitaires tels que les restrictions de
mouvements et I’abattage. Il existe deux principaux types de surveillance : la surveillance

passive et la surveillance active.

La surveillance passive est basée sur l'utilisation secondaire de données régulierement
collectées et générées principalement a d'autres fins. Il peut s’agir d’informations
provenant de notifications par les éleveurs, des rapports d’agents de terrain ou les
résultats des tests réalisés sur des échantillons soumis au laboratoire (Cameron et al., 2014;

Sergeant & Perkins, 2015).

Contrairement a la surveillance passive, la surveillance active se référe a des situations ot
les données sur les maladies sont collectées spécifiquement a des fins de surveillance. On
peut citer en exemple une étude de la circulation des VIA aviaires chez les volailles dans
une région donnée (Cameron et al., 2014; Sergeant & Perkins, 2015). Toutefois, ce systeme
de surveillance bien que tres efficace nécessite plus d’efforts et des ressources financieres
plus importantes, particulierement dans le cas des maladies ayant une faible prévalence,
car le nombre d’échantillons nécessaires pour identifier les animaux infectés sera plus
important. La surveillance active est ainsi difficile a mettre en place surtout dans les pays

a faible revenu.

Une alternative pour surmonter les obstacles liés a la surveillance active classique est la

surveillance basée sur le risque. La surveillance basée sur le risque consiste a orienter les
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activités de surveillance vers une partie de la population considérée comme présentant un
risque élevé de maladie afin d’accroitre l'efficacité de la détection (OIE, 2022b; Salman,
2003). Ce systeme de surveillance, en plus d’étre plus économique peut avoir la méme
sensibilité de détection que la surveillance classique (Cameron et al., 2014). Néanmoins, la
surveillance basée sur le risque implique la disponibilité de données épidémiologiques sur

les facteurs de risque associés a la maladie.

Aujourd’hui, avec le développement des systemes d’information géographique (SIG), il
est possible, en s’appuyant sur les facteurs de risque associés a ’apparition d’une maladie,
d’élaborer des cartes de risque afin d’identifier les zones qui pourront étre priorisées en
termes de surveillance ou d'implémentation de mesures de controle pour une maladie

donnée.

La surveillance des VIA se fait généralement a deux niveaux : la surveillance chez les
volailles domestiques et la surveillance dans les populations d’oiseaux sauvages. Comme
cité plus haut, les oiseaux sauvages notamment, les canards, les oies et les cygnes
constituent les réservoirs principaux des VIA. Ainsi, la surveillance de I'avifaune sauvage
contribue a la détection précoce de 1'émergence des VIA et a une compréhension des
mécanismes de transmission des VIA entre les oiseaux sauvages et domestiques (Wade et
al., 2023). Cette surveillance est ainsi mise en ceuvre par des prélevements chez les oiseaux

sauvages qui se trouvent dans les milieux aquatiques ou au bord des rivages.

La surveillance des VIA chez les volailles domestiques se fait au niveau des marchés a
volailles, notamment, dans les pays du Sud puisqu’ils constituent des lieux de
regroupement de nombreuses especes d’oiseaux provenant de différentes zones

géographiques (Molia et al., 2016; Sulaiman et al., 2021).
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II. Objectifs, questions de recherche et plan de la
these

Les virus influenza aviaires (VIA) sont des virus zoonotiques qui entrainent d’énormes
pertes économiques dans les industries avicoles. Les impacts de ces virus sont encore plus
exacerbés dans les régions a faible revenu comme I’ Afrique de 'Ouest dans lesquelles les
populations dépendent énormément de l'agriculture et de I'élevage. En effet, 'aviculture
a connu une croissance importante en Afrique de 1'Ouest ces dernieres années et les
volailles constituent une source de revenus et de protéines pour de nombreux ménages,
surtout dans les zones rurales. Malgré leur importance dans les économies nationales des
pays de la sous-région, les volailles domestiques sont affectées par plusieurs agents
pathogenes dont les VIA qui continuent de provoquer une morbidité et une mortalité

élevées dans les élevages.

L’Afrique de 1'Ouest est une zone particulierement a risque pour I'émergence et la
propagation des virus influenza A a cause de ses élevages de faible biosécurité et des
mouvements importants de volailles entre les pays, généralement sans contrdle
vétérinaire. De plus, la région constitue un refuge saisonnier pour plusieurs especes
d’oiseaux aquatiques migrateurs provenant des zones tempérées d’Europe et d’Asie

pouvant potentiellement transmettre les VIA aux oiseaux domestiques et sauvages locaux.

Malgré de la mise en évidence de la circulation du VIAHP H5N1 depuis 2006 et du VIAFP
HON2 depuis 2017 en Afrique de 'Ouest, il y a tres peu d'information sur la circulation et
les caractéristiques génétiques de ces virus dans la Région. En effet, la surveillance des
virus influenza aviaire reste tres limitée dans la plupart des pays et est essentiellement
basée sur de la surveillance passive. La surveillance active est tres peu développée et

dépend surtout des financements extérieurs.

C’est dans ce contexte particulier que s’inscrivent mes travaux de these qui ont pour
objectifs d’étudier la circulation et les caractéristiques génétiques des VIA au Mali et en
Afrique del’'Ouest et de contribuer a 'amélioration de la surveillance de ces virus a travers

la cartographie de leur risque d’émergence et de propagation pouvant servir de base pour
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la mise en place d'un systeme de surveillance programmée a moindre cofit et basé sur le

risque.

ans le bu atteindre nos objectifs, nous avons donc tenté de répondre aux trois
Dans le but d’atteind s objectif s s donc tenté d d t
questions suivantes en lien avec la circulation des VIA et leur risque d’émergence en

Afrique de I'Ouest :

1. Quelles sont les caractéristiques génétiques des virus influenza aviaire H5N1 et
H9N2 circulant en Afrique de I'Ouest ?

2. Quelles sont les dynamiques spatio-temporelles et évolutives du virus HON2 en
Afrique de I'Ouest

3. Quelles sont les zones a risque d’apparition des foyers d’influenza aviaire chez les

volailles domestiques au Mali ?

Au cours de ces travaux, nous nous sommes particulierement intéressés aux sous-types
H5N1 et HON2 en raison de leur large répartition géographique en Afrique de I'Ouest et

de leurs impacts potentiels chez I'Homme et chez les oiseaux dans la région.

Pour répondre aux deux premiéres questions, nous avons, dans une premiere étude, isolé
et caractérisé aux niveaux moléculaire et antigénique le virus HP de sous-type H5N1 au
Bénin suite a des foyers d'IAHP dans les élevages. Des analyses phylogénétiques ont
également été réalisées sur ces virus afin d'inférer leurs voies d’introduction et les relations
évolutives avec les virus isolés dans d’autres pays. Ensuite, dans une seconde étude, nous
avons analysé les caractéristiques génétiques et phylogénétiques des virus FP HIN2
collectés dans les marchés a volailles du Mali. Au cours de cette étude, nous avons aussi
réalisé des analyses phylogéographiques dans le but de comprendre les mécanismes
d’introduction et de propagation des VIAFP HIN2 en Afrique de 1'Ouest a partir de
I’Afrique du Nord.

Ces deux études ont été menées en collaboration avec des laboratoires situés en Afrique

de I'Ouest et ont nécessité des activités de terrain pour la collecte des échantillons.
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La derniere question a été traitée par la réalisation d'une étude de cartographie du risque

d’apparition des foyers d’influenza aviaire chez les volailles domestiques au Mali.

Afin d’identifier les zones a risque d’émergence de foyers d’influenza aviaire, nous avons
implémenté un modele de cartographie du risque intégrant les données sur les facteurs de
risques associés aux VIA et les données géographiques pour identifier les zones a risque
d’apparition de foyers au Mali a I'aide de la méthode multicritere d’aide a la décision

couplée aux systemes d’information géographique.
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ITII. Résultats

Dans cette partie du manuscrit, nous allons présenter les résultats obtenus au cours de ces
travaux de these. Ces résultats ont fait I’objet de trois articles dont un a été publié dans un
journal international a comité de lecture et les deux autres devraient étre soumis avant la
soutenance. Les trois articles ont été rédigés en anglais et insérés dans le manuscrit les uns
apres les autres, néanmoins, pour une meilleure clarté, ils sont précédés d"une synthese en

francais.
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Article 1
Virus Influenza aviaire hautement pathogene A(H5N1) Clade 2.3.4.4b

chez les volailles, Bénin, 2021

Entre 2021 et 2022, de nombreux foyers d'IAHP causés par le virus HP de sous-type H5N1
clade 2.3.4.4.b sont apparus dans plusieurs pays d’Afrique de 1'Ouest, notamment au
Mali, Nigeria, Niger et Sénégal. Au Bénin, entre les mois d’aofit et septembre 2021, une
mortalité importante a été rapportée chez les volailles dans deux provinces du sud,
Ouidah et Seme-Podji. Les données épidémiologiques et cliniques associés a la présence
de foyers d'TAHP dans les pays voisins ont conduit a la suspicion des VIA. Ainsi, I'objectif
de cette étude était de réaliser des analyses génétiques et antigéniques afin de déterminer
I'origine de ce virus ainsi que ses liens avec les virus détectés dans d’autres pays en

Afrique de I'Ouest.

Pour confirmer la présence des VIAHP H5N1, nous avons donc collecté 468 échantillons
dans les élevages infectés et certains marchés qui ont été analysés par la technique de RT-
PCR en temps réel ciblant les genes H5 et N1 des VIA. Parmi ces échantillons, 11 étaient
positifs par RT-PCR. Apres culture de ces échantillons sur des ceufs embryonnés de
poules, nous avons pu isoler cinq virus que nous avons caractérisés par la technique de
séquencgage du génome complet. Les séquences générées ont été déposées sur la base de
données Genbank. Les séquences ont permis des analyses phylogénétiques et de datation
moléculaire pour déterminer I'origine de ces virus et d’estimer le temps jusqu’a I'ancétre
commun le plus récent. Nous avons également réalis¢é des tests d’inhibition de
I'hémagglutination dans le but de déterminer le profil antigénique des virus du Bénin vis-

a-vis des souches vaccinales recommandées par I'OMS.

L’analyse moléculaire des séquences a démontré que les virus du Bénin portaient le motif
polybasique PLREKRRKR/GL qui caractérisent les VIAHP. Ces virus présentaient
également une mutation sur le gene PB1 (113V) indiquant la possibilité de se répliquer

dans les cellules de mammifeéres.
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Sur le plan des caractéristiques phylogénétiques, les virus du Bénin appartenaient au clade
2.3.4.4.b et étaient tres proches des virus du Nigéria, qui est un pays frontalier. De plus,
les virus du Bénin et du Nigéria provenaient d"'un méme ancétre commun qui a circulé
vers février 2020, suggérant une possible introduction des virus H5N1 au Benin a partir
du Nigéria, pays dans lequel des foyers d’'IAHP ont été initialement rapportés. Nous
n’avons pas constaté de réassortiment mais deux groupes génétiques de virus H5N1
semblaient circuler au Bénin. Les virus H5N1 du Bénin étaient également divisés en deux

groupes antigéniques.

En conclusion, cette étude nous a permis d’améliorer nos connaissances sur les
caractéristiques génétiques et antigéniques du virus H5N1 clade 2.3.4.4.b qui circulent en
Afrique de I'Ouest. Les virus du Bénin ont été probablement introduits dans le pays a
travers des mouvements de volailles ou de leurs produits qui sont tres fréquents entre les
pays de la région. Ces virus ont également un potentiel zoonotique démontrant la
nécessité de mettre en place un systeme de surveillance capable de suivre leur évolution
et d’identifier le plus rapidement possible les virus pouvant étre une menace pour la santé

animale et publique.
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DISPATCHES

Highly

Pathogenic Avian Influenza

A(H5N1) Clade 2.3.4.4b Virus
in Poultry, Benin, 2021

Idrissa Nonmon Sanogo, Fidelia Djegui, Yao Akpo, Corneille Gnanvi, Gabriel Dupré,
Adam Rubrum, Trushar Jeevan, Pamela McKenzie, Richard J. Webby, Mariette F. Ducatez

In August 2021, we detected highly pathogenic avian
influenza A(H5N1) clade 2.3.4.4b viruses in poultry in
southern Benin. The isolates were genetically similar to
H5N1 viruses of clade 2.3.4.4b isolated during the same
period in Africa and Europe. We also found evidence for
2 separate introductions of these viruses into Benin.

Highly pathogenic avian influenza (HPAI) viruses
represent a major threat to animal and public
health. HPAI A/Goose/Guangdong/1/96-lineage
subtype H5N1 viruses first emerged in southern Chi-
na in 1996, and their descendants have since evolved
into ditferent phylogenetic clades causing large out-
breaks in poultry and wild birds worldwide (1). Since
first being detected in Nigeria in 2006, HPAI H5N1 vi-
ruses have been responsible for numerous outbreaks
in many countries in Africa, causing high mortality in
domestic and wild birds over the past 15 years (2,3).
Beginning in January 2021, outbreaks caused by
HPAI H5N1 clade 2.3.4.4b virus have been reported
in many countries in West Africa, including Mali,
Nigeria, Niger, and Senegal (3). Clade 2344 H5
viruses are of particular concern because of their
potential for reassortment and ability to cross the
species barrier and infect new hosts, including
humans, seals, and foxes (4,5). In addition, increasing
infectivity of these HPAI H5 viruses in humans could
accelerate their adaptation to human-to-human
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transmission, which might increase the possibility for
emergence of a novel influenza strain with pandemic
potential (6). In August 2021, HPAI H5NI viruses
were detected in poultry in the southern region
of Benin. In this study, we carried out genetic and
antigenic analyses to investigate the origin of the
virus and its relationship with viruses detected in
neighboring countries.

The Study

During August-September 2021, high mortality was
reported in chickens from poultry farms in Seme-
Podji and Ouidah Provinces in southern Benin. Clini-
cal signs in the affected birds included prostration,
respiratory distress, severe diarrhea, depression, and
lack of coordination. Based on the epidemiologic sta-
tus of avian influenza in the region, which involved
outbreaks in neighboring countries Nigeria and Ni-
ger, and the possibility of infected birds being moved
across country borders through legal or illegal trade
of poultry, HPAI was suspected.

We collected 468 samples (organ tissues and
oropharyngeal swabs) from among poultry at 6
infected farms and poultry markets. We performed
one-step real-time reverse transcription PCR (rRT-
PCR) targeting the influenza A virus H5 and N1 genes
and detected avian influenza H5N1 virus RNA in 11
samples. We isolated viruses from positive samples
in embryonated eggs, then performed molecular
characterization by whole-genome sequencing using
an Illumina MiSeq system (https://www.illumina.
com) as described elsewhere (7). We obtained 5
H5NI1 virus isolates from which we generated full-
genome sequences and designated them A/poultry/
Benin/21-A-08-009-O/2021, A /poultry/Benin/21-A-
09-031-0/2021, A/poultry/Benin/21-A-09-033-O/
2021, A/poultry/Benin/21-A-09-034-O/2021,and A/
poultry /Benin/21-A-09-035-O/2021; we deposited
all sequences into GenBank (accession nos.
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ONB870413-47). The isolates shared a high nucleotide
sequence identity of 98.62%-99.91% and amino acid
similarity among one another.

To determine the origin of the Benin HSN1 viruses,
we performed phylogenetic analysis for all 8 genomic
segments from the 5 isolates using the maximum-
likelihood method and inferred phylogenetic trees
using IQ-TREE version 2.1.2 software (http:/ /www.
iqtree.org) with automatic model selection and 1,000
nonparametric bootstrap replicates (8). Our analysis
revealed that the Benin HPAI H5NI1 viruses were
closely related to H5N1 viruses isolated in Nigeria
in 2021 and, to a lesser extent, to viruses detected in
Lesotho in 2021 and Europe in 2020-2021, suggesting
a possible transmission route from Nigeria to Benin.
The topology of the hemagglutinin (HA) gene tree
(Appendix Figure 1, https:/ /wwwnc.cdc.gov/EID/
article/28/12/22-1020-Appl.pdf) indicated that the
H5NT1 viruses from Benin belonged to clade 2.3.4.4b
(9). Phylogenetic trees based on the other gene
segments (Appendix Figures 2-8) indicated that no
reassortment event had occurred within the Benin
H5NI1 isolates. However, A/poultry/Benin/21-A-09-
031-0O/2021 did not cluster with the other HPAT H5N1
from Benin, suggesting 2 independent introductions
of the virus into the country.

To estimate the time to the most recent common
ancestor (tMRCA), we conducted Bayesian Markov
Chain Monte Carlo sampling in BEAST version
1104  (https://beast.community) (10) under
the general time-reversible plus invariant sites
plus T'4 nucleotide substitution model, using an
uncorrelated log-normal relaxed clock and Bayesian
Skygrid coalescent prior as described elsewhere (11).

H5N1 Virus in Poultry, Benin, 2021

The H5NT1 isolates from Benin originated from the
same common ancestor as the H5N1 viruses isolated
in Nigeria in 2021 (Figure 1); based on the HA
maximum clade credibility tree, the average tMRCA
of these viruses was estimated as February 2020
(95% highest posterior density interval December
2019-April 2020). The likelihood of 2 independent
introductions of the H5N1 viruses into Benin was
supported by the tMRCAs estimated for each gene
segment (Appendix Table 1), the first involving
A/ poultry /Benin /21-A-09-031-O/2021, during
March-April 2020, and the second involving the
other 4 Benin isolates, during July-August 2020.

To study the antigenic profiles of the
HPAI H5NT1 isolated in Benin, we performed a
hemagglutination inhibition (HI) assay against
reference ferret postinfection serum (Appendix
Table 2), as described elsewhere (12). We used
HI results to build an antigenic map (Figure 2)
using ACMACS software (https://acmacs-web.
antigenic-cartography.org). The antigenic map
revealed 2 slightly distinct antigenic profiles for
Benin H5N1 viruses. A/poultry/Benin/21-A-09-
031-O/2021 was antigenically similar to most of
the World Health Organization candidate vaccine
viruses used in the HI assay, especially to A/
Sichuan/26221/2014-like (IDCDC-RG42A) and
A/duck/Hyogo/1/2016 (NIID-001). In contrast,
the other 4 Benin isolates that clustered together
in the phylogenetic trees were 2-3 log, away from
the candidate viruses, suggesting a good but lower
level of cross-reactivity. The most antigenically
similar candidate virus to these 4 Benin isolates
was A/Astrakhan/3212/2020-like (CBER-RG8A).

Sep 2020
(May—Nov 2020)

A_poultry Benin_21-A-08-035-0_21_HA_HS5N1_@2021-09-15
A_poultry Benin_21-A-08-033-0_21_HA_H5N1_@2021-09-15
A_poultry Benin_21-A-08-034-0_21_HA_H5N1_@2021-09-15
A_poultry Benin_21-A-08-009-O_21_HA_H5N1_@2021-09-15

Feb 2020 1
(Dec 2019-
Apr 2020)

|

Mar 2020
(Feb—May 2020)

A_chicken_Nigeria_VRD21-98_21VIR2288-6_2021_H5N1_@2021-02-12
A_chicken_Nigeria_VRD21-37_21VIR2288-2_2021_H5N1_@2021-02-05

A_poultry Benin_21-A-031-0_21_HA_HS5N1_@2021-09-15
A_chicken_Nigeria_VRD21-102_21VIR2370-424_2021_H5N1_@2021-03-01
A_chicken_Nigeria_VRD21-109_21VIR2370-425_2021_H5N1_@2021-03-01
A_mute_swan_Slovakia_Pah6_21VIR1086-2_2021_A_HS5N5_@2021-01-15
A_mute_swan_Austria_21013162_21VIR1085-5_2021_A_H5N5_@2021-02-10
A_swan_Czech_Republic_4099_2021_A_H5N5_@2021-02-24
A_mute_Swan_Romania_11981-1_21VIR3163-5_2021_A_H5N5_@2021-04-08
A_greater_white-fronted_goose_ltaly_20VIR8073-4_2021_A_H5N1_@2021-11-23

Figure 1. Maximum clade credibility tree of the hemagglutinin (HA) gene of highly pathogenic avian influenza A(HSN1) viruses from
Benin (red) and reference viruses. Green box highlights viruses sharing the same common ancestor with the Benin isolates. The time to
the most common ancestor and the 95% highest posterior density intervals are indicated for the relevant nodes.
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\ ‘ IDCDC-RG-65A,

Figure 2. Antigenic map of highly
pathogenic avian influenza A(H5N 1)
viruses from Benin based on
hemagglutination inhibition data

| Gua ng/18 (Appendix Table, https://wwwnc.cdc.
goVv/EID/28/12/22-1020-App1.pdf).
. 1 | Circles indicate viruses and squares
antiserum; red indicates viruses
o Gyr/ Wa characterized in this study, and green
‘ - dots _ind icate referencg viru_ses_ The
_ —_pSichuan/14 o Bt s Bopagc G
A/Benln/21'a'09'031 nFujian-S/l to a 2-fold _diIuFion_of _aqt_]’semm in the
Dk/Hyogo D.Duck /Hyogo / 1 /20 16 hemagglutination inhibition assay.
CBER-RG8A IDCDC-RGA2A  Hubei/16,
Astrakhan/2 OIDCDC-RG43A A/Hubei/2
A/Fujian-Sanyuan 9578/2016

.A/ Benin/21-a-09-035

A/Binin/Zl-a-09-034
'A/Benin/21-a-08-009

A/Benin/21
a-09-033

Amino acid sequence analysis showed that the
H5NI1 viruses from Benin had multiple basic amino
acids motif (PLREKRRKR/GLF) at the HA cleavage
site, characteristic of HPAI viruses. In addition, we
detected a mammalian adaptation mutation in the
polymerase basic 1 segment (113V) of the 5 Benin
isolates, suggesting potential for these viruses to
replicate more efficiently in mammalian cells (13).

Conclusions

Although several outbreaks occurred in the region,
relatively little information was available on the ge-
netic and antigenic diversity of HPAI H5N1 clade
2.3.4.4b viruses in poultry in West Africa. We charac-
terized 5 HPAI H5NT1 clade 2.3.4.4b viruses from Be-
nin highly similar to viruses detected earlier in neigh-
boring Nigeria. It is therefore likely that the Benin
H5NI1 viruses originated from the region because of
the movement of infected poultry and poultry prod-
ucts across neighboring countries (14). The initial
introduction of H5N1 viruses into the wider region
might be related to the arrival of migratory birds. In
fact, the tMRCA of Benin H5N1 viruses in 2021 cor-
responded to the period (January-March) when Eur-
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asian migratory birds are present in West Atrica (15).
Furthermore, the relationship between Benin H5N1
isolates and viruses detected earlier in Europe cor-
roborates this hypothesis.

HPAI H5N1 clade 2.3.4.4b viruses represent a
major concern for West Africa and have demonstrated
the potential for spreading more widely in the region.
Therefore, to monitor virus evolution and promptly
identify viruses with increased zoonotic potential,
the countries of West Africa require regional
collaboration for long-term surveillance and whole-
genome sequencing of HPAI viruses in both humans
and animals.
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Appendix
Phylogenetic analysis Methods

Phylogenetic analysis was performed for each genome segment. Related sequences were retrieved
from the GISAID EpiFlu database (Shu & McCauley, 2017) and Influenza Research Database
(Squires et al., 2012). The first 50 blast hits from Genbank (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi)

were also added to the dataset. All duplicate sequences were removed using the web-based tool

sRNAtoolbox (https://arn.ugr.es/srnatoolbox). Final datasets were aligned using Muscle software
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) and visualized with Bioedit v7.2.5 (Hall, 2013). The

phylogenetic trees were inferred using the maximum likelihood method with best-fit model selection

and 1000 nonparametric bootstrap replicates in IQ-TREE v. 2.1.2 (Minh et al., 2020). Trees were
visualized using Figtree V1.4.4 (http://iree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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Appendix Table 1. tMRCA of each gene segment of the 2021 Benin H5N1 viruses*

Alpoultry/Benin/21-A-09-031-0/2021,

Alpoultry/Benin/21-A-08-009-0/2021, A/poultry/Benin/21-A-09-033-0/2021,

Alpoultry/Benin/21-A-09-034-0/2021, A/poultry/Benin/21-A-09-035-0/2021,
tMRCA (95% HPD range)t

Segment tMRCA (95% HPD range)t
PB2 Apr (Mar-May)

PB1 Mar (Jan-Jul)

PA Apr (Feb—May)

HA Mar (Feb—May)

NP Mar (Feb—May)

NA Apr (Feb—May)

M Aug (May—Oct)

NS Apr (Feb—May)

Aug (Aug—Oct)

Jul (Mar-Sep)

Aug (Jun—Oct)

Sep (May-Oct)

Jul (Mar—-Aug)

Jul (Apr—Sep)

Aug (May—-Oct)

Aug (May-Oct)

*PB2, Polymerase basic protein 2; PB1, polymerase basic protein 1; PA, polymerase acidic protein; HA, hemagglutinin; NP, nucleoprotein; NA,
neuraminidase; M, matrix protein; NS, nonstructural protein; tMRCA, time to most recent common ancestor; HPD, highest posterior density.

TAIl dates 2020

Appendix Table 2. Hemagglutination inhibition assay of clade 2.3.4.4 viruses (with 0.5% turkey red blood cells)

Sichuan Fujian-S Astrakhan Hubei Guang
Virus Subtype Clade 14 Al /20* Gyr/Wa /16  Dk/Hyogo /18
Reference antigen
IDCDC-RG42A H5N6 2.3.4.4a 320 160 160 40 10 640 <10
(A/Sichuan/26221/2014-like)
A/Fujian-Sanyuan/21099/2017 H5N6 2.3.4.4b 160 160 160 80 0 320 <10
(CNIC-21099)
CBER-RGS8A H5N6 2.3.4.4b 160 160 320 160 <10 320 <10
(A/Astrakhan/3212/2020-like)
IDCDC-RG43A H5N6 2.3.4.4c 160 160 160 80 <10 320 <10
(A/gyrfalcon/WA/41088-6/2014-like)
A/Hubei/29578/2016 (CNIC-29578) H5N6 2.3.4.4d <10 <10 <10 <10 160 10 10
A/duck/Hyogo/1/2016 (NIID-001) H5N6 2.3.4.4e 320 320 320 320 10 640 <10
IDCDC-RG-65A H5N6  2.3.4.4f <10 <10 <10 <10 10 10 160
(A/Guangdong/18SF020/2018-like)
Test antigen
A/poultry/Benin/21-A-08-009-0/2021 H5N1 2.3.4.4b <10 10 401 10 <10 40 <10
A/poultry/Benin/21-A-09-031-0/2021 H5N1 2.3.4.4b 640 320 320% 640 <10 640 <10
A/poultry/Benin/21-A-09-033-0/2021 H5N1 2.3.4.4b <10 10 401 10 <10 40 <10
A/poultry/Benin/21-A-09-034-0/2021 H5N1 2.3.4.4b <10 10 808§ 10 <10 40 <10
A/poultry/Benin/21-A-09-035-0/2021 H5N1 2.3.4.4b <10 20 160% 20 <10 160 <10

*Closest candidate viruses
18 fold

1<2 fold

§4 fold
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Appendix Figure 2. Maximum Likelihood phylogenetic tree of the polymerase basic 2 (PB2) gene.
H5N1 virus sequences from Benin are indicated in red. Bootstrap values = 60% are shown near the

nodes. Scale bar indicates the average number of nucleotide substitutions per site.
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Appendix Figure 4. Maximum likelihood phylogenetic tree of the polymerase acidic (PA) gene. H5N1
virus sequences from Benin are indicated in red. Bootstrap values = 60% are shown near the nodes.

Scale bar indicates the average number of nucleotide substitutions per site.

Page 6 of 10



HSNB Eurasia 2020-2021

o s e

. F k1 680-10/2020|A_/_H:
_{_F
Alchicken/Omsk/D073/2020|A_/_HSN8|08/17/2020

IgooselO
100 Al

| 19643/2021/H 12672021
L eneamatesrozszipevaeznoz21
Alchicken/EgyptiN151738/2018_HSNB_
730-2/2020A _/_t
Leo §yTufted_duck/Denmark/11740-LWPLI2016_HSNE_
Ahtufted_duck/Denmark/11740/2016_HSNS_
A/Brahma_chicken/Belgium/6153/2017_HSNS_
3736E/2017_HSNG_
= <87 ] H5NS Romani ia 2021
1VIR6957-6/2021|A_/_HSN1|08/20/2021
7 A‘{gomesnc M 1A/

Alchicken/Germany-MV/AIO1794/2021|A_j_HSN8|02/26/2021
AlAnas leyrhynchoslBelglumN 0811 _6/2019_HSNG_

lecged

rInD Iy 2] 0039_21VIR3035/2021|A_/_HSN4|02/01/2021
" ine._f 00172021]A_/_HSN4 1
)P/2018_HEN2_

Almallard/Ukraine/AN-221-13-012020_H7N2_
HSN1 Wild Birds Europe 2021
Alwhite-tailed_eagle/EstoniaTA2111864-2_ 21\/IR7512-6/2021|A J_H5N1|051612021
I 025769 1A
Aarnacle_goose/MNetherlands/21021591-001/2021]A_ IH5N1|01/14I2021
Almute_swan/England/234255/2020|A_/_HSN1[12/03/2020

Algreater_white-fronted_goose/taly/20VIR8073-4/2020/A_{_HSN1[11/23/2020
Ajcommon_t

03

1A/t 2021
A/euraslan leallNetherIandszOm 6896-013/2020|A_/_HSN1[11/02/2020

_/_HSN1[11/2172020
AEurasian, WigeonNetherlands/S2020]A_I_HSNI10/1612020
348/2021|A_{_H
Al_pouttry_Benin_21-A-08-034-0_21_NP_{_HSN1]_15/09/2021
¢9_pouttry_Benin_21-A-08-035-0_21_NP_{_HSN1]_15/09/2021
Al_pouttry_Benin_21-A-08-033-0_21_NP_{_HSN1]_15/09/2021
Al_poutry_Benin_21-A-08-009-0_21_NP_f_HSN1|_15/08/2021
Al_poutiry_Benin_21-A-08-031-0_21_NP_{_HSN1]_15/09/2021
2 AlchickenMNigeria/VRD21-109_21VIR2370-425/2021|A_/_HSN103/01/2021
aglchicken/Nigeria/VRD21-37_21VIR2288-2/2021_HSN1_
AlchickenMNigerialVRD21-102_21VIR2370-424/2021|A_/_HSN1|03/01/2021
AlchickenMNigeria/VRD21-98_21VIR2288-6/2021|A_/_HSN102/12/2021
5 Alchicken/Senegali21 VIR1084-312021|A_{_HSN1[12/23/2020
o lchicken/Senegali21 VIR1 084-5/20211A_j_HSN1[12/2312020
o Alareat-white_pelican/Senegali21-67_21VIR1084-8/2021|A_/_HSN1[01/2372021
o white 120211A_{_HSNA |
AfMurkeyfHungary/16603/2021 __HSN1_JA_{_HSN1]04/1372021

Alchicken/Lesotho/352.3/2021 _H5N1_
il HSNS Europe 2021

_region/3-29/2020|A_/_H5N8|09/20/2020

63

2021

’_Rm A/WIId_duCkIScuth

Jmallard/Tottori/31C/2019_H7N7 _

_H7NA_

78/2020_H1ONS_
L ‘Alduck/Bangladesh/44480/2020_H10N7_
_HEN4_
HSN8 Europe 2020
AlduckMongolia/451/2018_H4N1_

48112019_H4NG_

o AffuckMongolia/861/2018_HIN_
I—I—‘ AlduckMongolia/876/2019_H3NS_

AMuscovy_duckiVi 12019_H4NG_
l—‘ Alduck/Vietnam/QNE084/2020_HEN2_
w AMiild_Duck/South

— 86

Algarganey/MNorth_Kazakhstan/45/2018_H3N8_
A_mallard_Denmark_12946-11_2020-10-26]A_/_HSN2|10/26/2020
Alwild_bird/UgandaMUWRP-731/2017_HEN2_
] A/Muscovy duck/Vietnam/HNG220/2020_H3N2_
3 Al _H4NG_

l— Alduck/VietnamHNS841/2019_HANG_
Afeal[EgyptMB-D-4870P2016_HTN3_

AfeallEgyptMB-D-621C12016_HTNG_
A/plmaillEgypt/M:E% HaNG_

H5N8 Bulgaria 2020
o r AlAnas. 3. _/_H5N2|10/04/2020
‘Ambarnacle_goose/MNetherlands/2/2014_H3N6_
gA/rnallard_ducklNe«herlzands;’23l201 2_H11IN9_
Almallard_duck/MNetherlands/16/2012_H3N2_
Aimallard_duck/MNetherlands/18/2012_H4N2_
Almallard_duck/MNetherlands/23/2013_H7N3_
% Ajmallard_duck/MNetherlands/31/2013_H10N7_
Almallard |_duck/Netherlands/15/2011_HENS_
3_HaNB_
Almallard_duck/MNetherlands/24/2009_HEN1
aghlareater_white-fronted
hit d 1_HBNB_
- Almallard_duck/MNetherlands/12/2012_HEN1_
Atufted_c 12021_HSNS_JA_/_F 2021
HSN3 Wild birds Europe 2020-2021
‘— A!gulnea fowl/Germany-NVW/AIO1184/2020|A_/_H5N8|09/11/2020
% iaHEN212020
7 = Alperegrine_f arkf1 3776-1/2020-10-30_HSN5_|A_/_HSNS[10/30/2020
% o 15NB|04/01/2020
L Ajmallard/France/20P017917/2020]A_j_HSN3|12/07/2020
¢ 001/2020]A_/_H5N1[11/01/2020
0.007

Appendix Figure 5. Maximum likelihood phylogenetic tree of the nucleoprotein (NP) gene. H5N1

virus sequences from Benin are indicated in red. Bootstrap values = 60% are shown near the nodes.
Scale bar indicates the average number of nucleotide substitutions per site
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Appendix Figure 6. Maximum likelihood phylogenetic tree of the neuraminidase (NA) gene. H5N1
virus sequences from Benin are indicated in red. Bootstrap values = 60% are shown near the nodes.

Scale bar indicates the average number of nucleotide substitutions per site.
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AiduckMoscow/4681/2011_H3NE_
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-, Amaliard_duckiNetherlands/5/2012_H1ON7_
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. Amule_duckiBulgaria/S0-506_20VIR1414-1/2020/A_L_HSN2{02/11/2020
l_(jmckwau;gananm_zmszu/zuzuu_r_nsnzwamzmo

Alguinea_fowl/Germany-NWIAID1184/2020|A_/_HSNB|09/11/2020

| Almallard/Maly21VIR6957-6/2021|A_/_H5N1]08/20/2021

Appendix Figure 7. Maximum likelihood phylogenetic tree of the matrix protein (NS) gene. H5N1 virus

sequences from Benin are indicated in red. Bootstrap values = 60% are shown near the nodes. Scale

bar indicates the average number of nucleotide substitutions per site.
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Article 2
Propriétés génétiques et profils phylogéographiques du virus HIN2au

Mali et en Afrique de 1'Ouest

Le virus HIN2 représente le sous-type de VIA le plus répandu chez les volailles dans le
monde et circule de maniere endémique dans de nombreux pays. En plus de son impact
chez les volailles, le virus HIN2 a été isolé plusieurs fois chez I'homme, démontrant son
potentiel zoonotique. En Afrique, le virus HIN2 de la lignée G1 a d’abord été décrit en
Afrique du Nord avant sa propagation en Afrique de I'Ouest a partir de 2017, le virus
ayant été détecté au Bénin, Togo, Sénégal, Ghana, et Nigéria. Toutefois, les mécanismes
d’introduction et de propagation du virus en Afrique de 1'Ouest ne sont pas totalement
élucidés. Au Mali, la surveillance concerne principalement les VIAHP et les données sur
la circulation et les caractéristiques génétiques des VIAFP, notamment le virus HIN2 sont
insuffisantes. Les marchés a volailles sont considérés dans la majorité des pays a faible
revenu comme jouant un role majeur dans I’émergence et la propagation des VIA. Nous
avons ainsi entamé une surveillance au niveau des marchés a volaille du Mali afin
d’améliorer nos connaissances sur la circulation et les caractéristiques génétiques du virus

HO9NZ2.

L’objectif de cette étude était double : tout d’abord, réaliser une caractérisation génétique
détaillée du virus HIN2 au Mali, et ensuite, examiner les dynamiques de transmission de

ce virus entre I’ Afrique du Nord et de I'ouest a travers des analyses phylogéographiques.

De 2021 a 2022, nous avons collecté 200 écouvillons chez des volailles dans 13 marchés au
Mali (figure 13). Ces échantillons ont été initialement analysés au laboratoire central
vétérinaire de Bamako au Mali et les échantillons positifs (28/200) ont été caractérisés a
Toulouse au sein de 'UMR IHAP. Nous avons pu générer les séquences completes pour
7 échantillons du Mali qui ont été par la suite soumises a des analyses phylogénétiques.
Ces séquences ont également été analysées sur le plan moléculaire afin d’identifier de
potentiels marqueurs associés soit a une adaptation aux mammiféres soit a une
augmentation de la virulence ou a la résistance aux antiviraux. Pour comprendre la
transmission du virus HI9N2 entre 1’Afrique du Nord et 1'Ouest, une analyse
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phylogéographique continue a été réalisée sur I'ensemble des séquences HA disponibles

dans les deux régions.

Poultry markets -
Bamako =
Segou O

Figure 13 : Localisation des marchés a volailles au Mali

Les analyses phylogénétiques ont démontré que les virus HON2 du Mali appartiennent a
la lignée G1 et étaient proches des virus qui circulaient en Afrique de 'Ouest et au Maroc
entre 2019 — 2020. Les virus HIN2 du Mali possedent au niveau de leur site de liaison aux
récepteurs les mutations Q226L et I155T associées a une adaptation de ces virus aux
récepteurs cellulaires des mammiferes. Nous avons également observé au niveau du site

de clivage de la HA de deux virus du Mali le motif RSNR/GLF qui n’avait jusqu’a présent
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pas été décrit en Afrique. D’autres marqueurs liés a une augmentation de la virulence sur
PB1 et M1, a la transmission chez les mammiferes sur PB2 et la résistance aux antiviraux
sur M2 ont été également identifiés. La reconstruction phylogénétique a révélé un seul
évenement de transmission de longue distance en Afrique de I’'Ouest vers 2015 provenant
probablement du Maroc. Cette introduction pourrait étre peut-étre due a I'importation
d’ceufs a couver et de poussins d'un jour du Maroc en Afrique de I'Ouest. Apres son
introduction en Afrique de I'Ouest, le virus HIN2 s’est propagé dans les différents pays

de la région.

Cette étude décrit pour la premiere fois les caractéristiques génétiques des virus HIN2 au
Mali et explore l'introduction et la propagation de ces virus en Afrique de 1'Ouest. Elle
améliore ainsi nos connaissances sur le potentiel zoonotique et la circulation de ces virus

dans la région et contribuera davantage a I’amélioration de leur surveillance.
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Abstract

Avian influenza viruses of the HIN2 subtype become widespread in West Africa since
their first detection in 2017. To better understand the genetic characteristic and
spatiotemporal dynamics of HIN2 virus in the region we carried out the genetic
characterization of HIN2 viruses collected during active surveillance in poultry markets
in Mali between 2121-2022 and performed a phylogeographic analysis to investigate the
dispersal history of HIN2 lineages between northern and western Africa. The Malian
H9N2 virus belonged to the G1 lineage, similar to viruses circulating in western and
northern Africa and they possessed multiple molecular markers associated with increased
zoonotic potential and virulence. Some Malian strains carried at their cleavage site the
RSNR motif observed mainly in human H9N2 only in Asia. Our phylogeographic analysis
revealed a single significant long-distance lineage dispersal event of HON2 virus to West

Africa that likely originated from Morocco in 2015.

Our study highlights the need for ongoing surveillance of HIN2 viruses in poultry in West

Africa to better understand virus evolution and the potential threat to public health.
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Introduction

Low pathogenic avian influenza viruses (LPAIVs), particularly the HIN2 subtype,
pose a significant global threat to both poultry and human health (Peacock et al., 2019;
Pusch & Suarez, 2018). HIN2 viruses have the potential to cross species barriers and infect
various mammalian species, including humans, raising concerns about zoonotic
transmission (Peiris et al., 1999; Qian et al., 2021). Furthermore, HIN2 viruses have been
associated with outbreaks causing high mortality among domestic poultry (El Houadfi et

al., 2016; Jeevan et al., 2019; Perez & Wit, 2016).

In Africa, HON2 virus was first reported in Egypt and Tunisia in 2011 before being
described in other countries in northern Africa (El-Zoghby et al., 2012; Monne et al., 2013;
Tombari et al., 2011). Since its emergence in Morocco in 2016, the virus has rapidly
disseminated across the country and into other regions in Africa (El Houadfi et al., 2016;
Nagy et al., 2017). In Western Africa, the virus was initially detected in 2017 in Burkina
Faso (Zecchin et al., 2017), and subsequently, it has been reported in several countries in
the region such as Senegal (Jallow et al., 2020), Ghana (Awuni et al., 2019; Kotey et al.,
2022), Nigeria (Sulaiman et al., 2021), Benin, and Togo (Fusade-Boyer et al., 2021). Notably,
H9N2 viruses isolated in western Africa so far belong to the G1 lineage and share genetic
relatedness with those circulating in northern Africa and the Middle East (Barberis et al.,
2020; El Houadyfi et al., 2016; El1 Mellouli et al., 2022). However, the extent of geographic
diffusion between northern and western Africa remains poorly understood due to limited
surveillance activities in western Africa, leading to underreporting and underdetection of

HON?2 viruses (Pavade et al., 2011).



75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

Despite experiencing the circulation of LPAIVs since 2007 (Molia et al., 2010), Mali
lacks comprehensive studies on the epidemiology and genetic characteristics of these
viruses, particularly HON2. The country faces a heightened risk of new AIV strains
emergence due to the predominant practice of rearing domestic birds in traditional
farming systems without adequate biosecurity measures (Molia et al., 2015; Traoré
Adama, 2013). This is coupled with the presence of the Inner Delta of the Niger River,
which serves as a significant gathering site for millions of wild birds that may carry AIVs

(Cappelle et al., 2012; Gaidet et al., 2007).

Live bird markets (LBMs) in Mali play a substantial role in the emergence and
spread of new AIV strains, as various species of domestic birds from different regions are
brought together (Molia et al., 2016). Risk factors associated with the presence of AIVs,
such as poor sanitary conditions and improper disposal of dead birds, have been reported
in the majority of Malian LBMs (Molia et al., 2016). Therefore, active surveillance in LBMs
is crucial for understanding the genetic characteristics, geographic origins, and dispersal

patterns of the circulating HIN2 viruses in Mali.

In this study, we conducted a comprehensive genomic characterization of HIN2
viruses collected from LBMs in Mali in 2022. Additionally, we conducted a
phylogeographic analysis to investigate the dispersal history of HIN2 lineages between
northern and western Africa. Our results indicate a single significant long-distance lineage

dispersal event to western Africa originated from Morocco.
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Methods

HI9N?2 genome sequences from Mali

From June 2021 to April 2022, we collected 200 cloacal swabs from apparently
healthy domestic poultry in nine LBMs in Bamako and Segou in Mali. The swabs were
placed into sterile tubes containing 500 pl of phosphate-buffered saline supplemented
with antibiotics (100 IU/ml penicillin: and streptomycin: 100 pg/mL). Samples were
promptly transported to the Central Veterinary Laboratory of Bamako (LCV) and stored

at -80°C until further analysis.

Viral RNA was extracted from the swabs using the NucleoSpin RNA extraction
kit (Macherey-Nagel, Germany) according to the manufacturer’s instructions. The
extracted RNA samples were tested in pools of five using real-time RT-PCR targeting the
Influenza A matrix (M) gene at the LCV (Fouchier et al., 2000). Positive samples were
applied to Flinders Technology Associates (FTA) cards to inactivate viral infectivity and
preserve nucleic acid integrity. The FTA cards were shipped to the VIREMIE laboratory of
UMR IHAP in Toulouse for further analysis. RNA was eluted from FTA cards by placing
six mm-diameter disc fragments, cut from the FTA cards spots, in 200 pl of Tris EDTA (TE)
buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0 and 0.1 mM EDTA) following previously described
protocols (Abdelwhab et al., 2011). Viral RN A was extracted from the FTA cards using the
NucleoMag Pathogen kit (Macherey-Nagel, Germany) with an automatic KingFisher Flex
Purification System (Thermo Fisher, Waltham, MA; catalog number: 5400630). The

samples were tested for AIV-specific RNA using a Sybergreen real-time RT-PCR assay
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targeting the AIV matrix gene (Fouchier et al., 2000). AIV-positive samples were

subsequently tested for the H9 subtype using RT-Qpcr (Monne et al., 2008).

The partial HA gene segment of positive samples with virus loads of quantification
cycles (Cq) below 30 were sequenced using Sanger sequencing techniques to select
representative strains for full genome sequencing (data not shown). Selected samples were
then subjected to full genome sequencing using the Illumina MiSeq System (Illumina, San
Diego, CA, USA) following previously described protocols (Barman et al., 2019). The

generated sequences were manually curated with BioEdit v7.2 (Hall et al., 2011).

Molecular characterization of HIN2 viruses in Mali

To gain insights into the potential determinants of AIVs transmission to
mammalian species and identify molecular markers associated with increased virulence,
an analysis of the deduced amino acid sequences of the Malian isolates was conducted.
Specifically, the HA receptor-binding site (RBS) was examined using the H3 numbering
system (Burke & Smith, 2014) to assess its binding affinity to mammalian-type receptors
(Li et al., 2014; Matrosovich et al., 2001; Wan & Perez, 2007). Furthermore, the numbers
and locations of N-linked glycosylation sites (Asn-Xaa-Ser/Thr) were determined in the
HA segment using the online program NetNGlyc 1.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/). These glycosylation sites
have been associated with AIVs antigenic escape from the host's immune responses

(Schulze, 1997). The other gene segments of the Malian HIN2 viruses were examined to
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identify amino acid mutations associated with increased AIVs virulence and adaptation

in mammalian hosts.

Continuous phylogeographic analysis of HIN2 in northern and western Africa

To obtain a comprehensive dataset, all available African HIN2 genetic sequences
of the HA gene segment for northern and western Africa were retrieved from the GISAID
database, covering the period from January 1, 2011, to February 7, 2022. These sequences
were merged with the newly generated Malian sequences. The alignment of the sequences
was performed using MAFFT v7.49 (Katoh & Standley, 2013) and checked using AliView
v1.28 (Larsson, 2014). Based on this alignment, a maximum likelihood phylogenetic
analysis was first performed using the program RAXML-NG (Kozlov et al., 2019) with
1,000 bootstrap replicates to assess branch support. This preliminary phylogenetic
inference aimed to identify phylogenetic clusters of identical sequences sharing the same
geographic coordinates and sampling date. Considering that retaining more than one
sequence per cluster would not contribute significant information to subsequent
phylogeographic analyses, we subsampled the original alignment to randomly select only
one sequence per phylogenetic cluster. As a result, the final dataset of 78 sequences
derived from nine countries in northern and western Africa (Algeria, Benin, Ghana, Mali,
Morocco, Nigeria, Senegal, Togo, and Tunisia), with sampling dates ranging from April 2,
2012, to February 7, 2022 (Supplementary Table S1). To avoid duplication of sampling
coordinates in this final dataset, we randomly sampled data within a circular buffer zone

of 0.25, excluding the sea areas if they fell within the buffer (Dellicour et al., 2020).
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The continuous phylogeographic analysis was performed using BEAST v1.10.4
(Drummond & Rambaut, 2007) along with the BEAGLE 3 library to improve
computational performance (Ayres et al., 2019). The substitution process was modeled
using the HKY +I'4 parametrization (Shapiro et al., 2006), the branch-specific evolutionary
rates were modeled using a relaxed molecular clock with a lognormal distribution
(Drummond et al., 2006), and a skygrid coalescent model was specified as tree topology
prior (Hill & Baele, 2019). We used the relaxed random walk (RRW) diffusion model
(Lemey et al., 2010; Pybus et al., 2012) to perform the continuous phylogeographic
reconstruction, with the among-branch heterogeneity in diffusion velocity modeled with
a gamma distribution. We ran three independent analyses for one billion generations,
sampling every 100,000 generations. Convergence and mixing properties were again
assessed using Tracer v1.7.1 (Rambaut et al., 2018), ensuring that all continuous
parameters were associated with an ESS value>200. After having discarded 10% of
sampled posterior trees as burn-in, we obtained and annotated the MCC tree using
TreeAnnotator 1.10.4 (Suchard et al., 2018). We identified phylogenetic trees that exhibit
multiple long-distance dispersal events by examining the latitudes of branches in the trees,
using a specific latitude cut-off as a threshold corresponding to the South border of
Morocco. Trees with more than one branch starting above the cut-off and ending below it
are considered to have multiple long-distance dispersal events. We used functions
available in the R package ‘seraphim” (Dellicour et al., 2016, 2017) to extract spatiotemporal
information embedded within posterior trees and visualize the continuous
phylogeographic reconstructions. We also used the ‘spreadStatistics” function of the R

package ‘seraphim’ to estimate the spatial wavefront distance from the epidemic origin,
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the weighted lineage dispersal velocity over time, and the weighted diffusion coefficient

(Trovao et al., 2015).

Given the sensitivity of phylogeographic analyses to heterogeneous sampling
efforts (Kalkauskas et al., 2021), we investigated the potential impact of different sampling
strategies on the estimation of clock rate and time to the most common recent ancestor
parameters, as well as on the topology of the MCC tree. Two sampling schemes were
employed: (i) random sampling for equivalent representation: sequences were randomly
selected to ensure an equivalent number of sequences from both northern and western
Africa to achieve balanced representation from these two regions, and (ii) random
sampling for reduced biased sampling: sequences were randomly sampled to reduce the
number of sequences from Morocco where high sampling was observed compared to
other countries to mitigate any potential bias arising from uneven sampling effort across

different countries.

Results

Avian influenza virus identification and whole genome sequences

We screened 200 oropharyngeal samples collected from LBMs by qRT-PCR. 28/200
samples (14 %) tested positive for AIV and specifically for the H9 subtype with Ct values
ranging from 20.7 to 35.4. Seven positive samples (Table 1) were selected for whole

genome sequencing and fully sequenced. The nucleotide sequence identity among the

Malian HON2 isolates ranged from 95.8 to 100% in the eight gene segments. Sequences
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generated in this study were submitted to GenBank (accession numbers: OR133241 -

OR133296).

Table 1. HON2 Viruses characterized in this study

Sample ID Collection date Location Accession N°
A/chicken/Mali/22-A-01-113/2022 08-01-2022 Ségou OR133289-96
A/chicken/Mali/22-A-02-123/2022 07-02-2022 Bamako OR133241-48
A/chicken/Mali/22-A-02-128/2022 07-02-2022 Bamako OR133249-56
A/chicken/Mali/22-A-02-139/2022 07-02-2022 Bamako OR133257-64
A/chicken/Mali/22-A-02-143/2022 07-02-2022 Bamako OR133265-72
A/chicken/Mali/22-A-02-152/2022 07-02-2022 Bamako OR133273-80
A/chicken/Mali/22-A-02-158/2022 07-02-2022 Bamako OR133281-88

Molecular characterization

A detailed analysis of the deduced amino acid sequences of Malian HIN2 viruses
identified several molecular markers associated with mammalian adaptation and
increased virulence in the HA, PB1, PB2, PA, NP, M, and NSI1 proteins (Table 2). In
particular, all Malian HIN2 viruses carry the Q226L and I155T mutations (H3 numbering)
in the receptor binding site of the HA protein. These mutations are involved in the binding
of AIVs to mammalian receptors (Table 2). In addition, the HA protein of five Malian
HON2 viruses had the RSSR/GLF amino acids motif at the cleavage site, which is
characteristic of LPAIV. Conversely, two Malian HIN2 isolates harbor the RSNR/GLF
motif due to the substitution of SN (H3 numbering). Although the RSNR motif had
previously been reported in various studies on avian HIN2 viruses in Asia, to our
knowledge, this is the first report of this motif in HIN2 viruses from Africa. In regards to
the other proteins of HIN2 viruses, we identified multiple mutations known to be

associated with increased polymerase activity in mammalian cells and increased virulence
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in mammals (Table 2). Specifically, in the NS1 protein, the F'%L mutation responsible for
increased replication and virulence in mammals was identified in three Malian strains
(Table 2). In addition, the SN mutation associated with amantadine resistance was
observed in the M2 protein. Based on the results predicted by NetNGlyc 1.0 software, all
the Malian HIN2 viruses had seven N-linked glycosylation sites in the HA protein at
positions (29, 141, 218, 298, 305, 492, and 551).
Table 2. Amino acids substitutions associated with host-shift and virulence in the Malian
H9N2 viruses
Gene Mutation 113 123 128 139 143 152 Functions
HA  TI155T T T T T T T T Binding of AIV to mammalian
receptors (Chrzastek et al., 2018; X.
Li et al,, 2014)
Q226L L L L L L L L Promote AIV affinity for human-
type receptors (Matrosovich et al.,
2001; Wan & Perez, 2007)
Cleavage sitet  RSNR RSRR RSNR RSRR RSRR RSRR RSRR
PB2  M185I I | I I I I I Mammalian host-specific marker
(Zhang et al., 2011)
PB1 D3V \% \Y \% \Y% \% \Y% \% Polymerase activity and virulence
in mammalian cells (Elgendy et al.,
2017)
PA A515T T T T T T T T Increased polymerase activity and
virulence in mice and ferrets
(Hulse-Post et al., 2007)
NP E372D D D D D D D D Found in AIVs isolated from
humans (Chen et al., 2006)
M1 N30D D D D D D D D Increased virulence in mice (Fan et
T215A A A A A A A A al., 2009)
M2 S31IN N N N N N N N Amantadine resistance (Wang et
al., 2013)
NS1  P42S S S S S S S S Increased virulence in mice (Jiao et
al., 2008)
F103L \% L \% L L I \% Increased replication and virulence
in mice (Dankar et al., 2011)
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Phylogenetic and Phylogeographic analysis

The phylogenetic analysis of the HA gene segment (Figure 1) showed that the Malian
HON?2 viruses belong to the HIN2 G1 lineage, and were closely related to viruses isolated
in western Africa and Morocco between 2019 and 2020. The mean tMRCA of the HA gene
segment for Malian HIN2 viruses was estimated around May 2019 (95% HPD: October
2018 — November 2020). The tree topology indicated that the Malian strains had evolved
into two genetically distinct clusters within the country. The tMRCA for the first cluster
was estimated around April 2021 (95% HPD: January 2021 — July 2021) and, for the second

in May 2021 (95% HPD: February 2021 — August 2021).

The median evolutionary rate of the HON2 virus in northern and western Africa
was estimated to be 3.8x10-3 substitutions per site per year (95% highest posterior density
HPD: 2.7x10-3 — 35.2x10-3) and the most recent common ancestor was estimated to have

occurred in 2003 (95% HPD: 1989 — 2012).

Phylogeographic reconstructions revealed a single significant long-distance
lineage dispersal event that consistently appeared in all posterior trees (Figure 2). This
dispersal event likely originated from Morocco, serving as the primary source for the
subsequent expansion phase of HON2 lineages from northern to western Africa (Figure 1).
The long-distance dispersal event was followed by the spread of HON2 lineages across
various countries in western Africa (Figures 1 and 2). The estimations of weighted lineage
dispersal velocity revealed temporal variations in the rate of spread. From 2003 to 2013,
the median weighted lineage dispersal velocity was approximately 92 km/year (95% HPD

30-208). However, from 2014 onwards, the dispersal velocity exhibited an increased trend
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over time, with a notable increase up to 685 km/year (95% HPD 7 —1,789) observed around
2015 (Figure 2). This increase corresponds to the expansion phase of the epidemic from
northern to western Africa. Subsequently, between 2017 and 2020, the dispersal velocity
decreased to approximately 150 km/year (95% HPD 107 - 229), followed by a second
notable increase observed in 2021, reaching up to 607 km/year (95% HPD 200 - 905). The
observed temporal changes in weighted lineage dispersal velocity were further supported
by our analysis of the spatial wavefront distance from the epidemic origin. This analysis
showed an approximate 1,000 km increase in the distance covered by lineages around 2015
(Figure 2). Additionally, the median weighted diffusion coefficient was 35,084 km?/year

(95% HPD 23,962 — 49,492).

The sensitivity analysis revealed that the choice of sampling schemes had minimal
impact on the estimation of the evolutionary rate and the time of the most common recent
ancestor (tMRCA). The median rate of evolutionary change ranged from 3.8x10- to 4.2 x10-
3 substitutions per site and per year, with overlapping 95% HPD intervals across all
sampling schemes (Figure S1). Similarly, the estimated median tMRCA only varied
slightly across the different sampling schemes, ranging from 2003 to 2005, which
represents a relatively short time scale related to the studied period. The single significant
long-distance lineage dispersal event originating from Morocco was observed in all
posterior trees in the reduced sampling scheme and 98.5% (985 out of 1,000) of posterior
trees in the equivalent sampling scheme (Figure S2). Again, this suggests that the choice

of sampling schemes had a limited influence on this particular observation.
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Figure 1. Maximum clade credibility tree estimated from H9N2 genome sequences collected
from nine countries in northern and western Africa (Algeria, Benin, Ghana, Mali, Morocco,
Nigeria, Senegal, Togo, and Tunisia) from April 2, 2012 to February 7, 2022. Tip node colors
indicate the country of sampling. Bars at internal nodes represent the 95% highest posterior
density intervals of the node date. Numbers at internal branches show the clade posterior

probabilities above 0.75. The highlighted area in yellow shows the Malian sequences.
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colored according to their time of occurrence. This figure also reports dispersal statistics: date of
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dispersal event to western Africa, the evolution of the spatial wavefront distance from the origin of the
epidemic, and the evolution of the weighted lineage dispersal velocity through time.

Discussion

This study is the first report on the genetic and phylogenetic characteristics of G1-
lineage HON2 viruses isolated from LBMs in Mali. The G1-lineage has been known to be
circulating in Africa since 2016 and has spread to different countries within the continent
(Awuni et al., 2019; El Houadyfi et al., 2016; Fusade-Boyer et al., 2021; Sulaiman et al., 2021;
Zecchin et al., 2017). Previous studies reported the circulation of AIVs among domestic
and wild birds in Mali, but they have mainly focused on HPAIV strains and did not
provide sufficient information on the genetic and molecular characteristics of the

circulating viruses (Cappelle et al., 2012; Molia et al., 2010, 2017).

The positivity rate of AIVs among poultry in LBMs (14 %) was higher than AIV
prevalence previously reported in backyard poultry (3.6%) in Mali (Molia et al., 2010).
LBMs are considered a potential reservoir for AIVs that can play a major role in their
amplification and dissemination among poultry (Molia et al., 2016; Sulaiman et al., 2021).
Additionally, Malian LBMs were characterized by the main risk factors associated with
the presence of AIVs such as poor biosecurity and hygienic practices and large catchment
area of backyard poultry (Molia et al., 2016). Thus, it is possible that after being introduced

in the LBMs, AIVs were amplified and more easily spread among birds.

Analysis of the amino acid sequences of the HA protein of the 5 out 7 Malian
isolates indicated the presence of the RSSR/GLF motif at the HA cleavage site, which is
identical to those found in the LPAI HIN2 viruses circulating in western Africa. However,

two Malian HIN2 viruses had a different pattern (RSNR/GLF) at their cleavage site. To
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the best of our knowledge, this pattern was described only in HIN2 viruses isolated in
humans and poultry in Israel and India (Perk et al., 2006; Tosh et al., 2008). The significance
of this mutation on viral fitness and pathogenicity is not fully understood and further
study is needed. Nevertheless, as the cleavage site is an indicator of pathogenicity, these
findings may indicate a change in the degree of virulence of these two viruses (Klenk &

Rott, 1988).

All the Malian HIN2 viruses possess amino acid residues in the HA RBS that were
associated with an increased binding affinity of AIVs to human-type (a-2, 6-linked sialic
acids) receptors such as L-226 and T155 (Li et al., 2014; Wan & Perez, 2007), indicating the
potential for these viruses to infect humans as reported in previous studies (Jallow et al.,
2020; Saito et al., 2001). These mutations were observed in recent HON2 viruses belonging
to the Gl1-lineage isolated in many countries in western Africa confirming the spread of
these viruses within the region. Other key molecular markers linked to mammalian host
adaptation (NP-E372D), increased polymerase activity, and virulence in mammals (PB1-
R207K, PB1-H436Y, M1-N30D, M1-T215A, NS1-P42S, and NS1-F103L) were also found in
Malian HIN2 isolates, confirming the zoonotic potential of these viruses. Furthermore, all
the analyzed HIN2 from Mali have seven N-linked glycosylation sites (positions 21, 97,
133, 290, 297, 484, and 543, H3 numbering), which were identical to those found in HIN2
viruses isolated in northern Africa (Barberis et al., 2020; Larbi et al., 2022) (Barberis et al.,
2020; Larbi et al., 2022). The additional PGS reported in some HI9N2 strains isolated in
western Africa (Awuni et al., 2019; Fusade-Boyer et al., 2021; Zecchin et al., 2017) was not

observed in the Malian isolates. Compared to G1- like prototype (A/quail/Hong
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Kong/G1/97), the Malian isolates lost two PGS at positions 198 and 210. Glycosylation
plays an important role in viral biology, regulating the virulence and receptor-binding
specificity of avian influenza virus (AIV) (Peng et al., 2019; Schulze, 1997). Variations in
the number or position of PGS may affect the biology of AIVs and could allow these

viruses to escape host antibody recognition (Peng et al., 2019).

This study also explores the spatial spread of HIN2 lineages in northern and
western Africa. We performed continuous phylogeographic reconstructions based on the
analysis of HIN2 sequences of the HA gene segment, including recent sequences

generated from Mali.

The Malian isolates closely clustered with HIN2 viruses circulating in western
Africa (Awuni et al,, 2019; Fusade-Boyer et al., 2021; Zecchin et al., 2017) and northern
Africa (El Houadfi et al., 2016; El Mellouli et al., 2022). Most of the borders in western
Africa are known to be porous, therefore, it can be assumed that these viruses most likely
originated from the region and might have been introduced in Mali from the neighboring
countries by cross-border poultry movement and trade as there was no evidence that wild

birds were spreading HIN2 viruses (Fusaro et al., 2019; Molia et al., 2016).

Our findings highlight the occurrence of a single long-dispersal event around 2015, during
which the virus spread from Morocco to western Africa at a velocity of approximately 685
km/year. While the involvement of long-distance migratory wild birds during autumn
migration could be a potential contributing factor to the dissemination of HIN2 to western
Africa, it seems that estimates of wild bird migration velocities are higher (Lemke et al.,

2013; Trierweiler et al., 2014). Also, given that HIN2 viruses become well adapted to
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poultry (Peacock et al., 2019), it is more likely that the dispersal event was influenced by
anthropogenic factors, specifically the movement of live poultry, facilitating the
transmission of HIN2 to western Africa (Peacock et al., 2019). Notably, several countries
in western Africa import hatching eggs and day-old chicks from Morocco, and there has
been a significant increase in import quantities between 2013 and 2015 (Figure S4) (FAO,
2023; Hassan et al., 2017). It is therefore likely that such trade activities have contributed
to the introduction of HIN2 viruses into the region. This result confirms previous studies
suggesting the primary role played by Morocco in the spread of HIN2 viruses in Africa
(EI Mellouli et al., 2022; Zecchin et al., 2017). However, the lack of comprehensive poultry
trade data limits our ability to conduct a robust investigation into the influence of live
poultry trade on lineage dispersal. Future studies incorporating more detailed and
comprehensive trade data would provide valuable insights into the dynamics of HIN2

virus dissemination in the region.

Our results should be interpreted in light of some limitations. Firstly, the overall
size of the genome data was limited, and transmission events involving unsampled
countries may be missing. For example, Cote d'Ivoire, which is closely connected to the
sampled countries according to poultry trade data, lacks representation in the samples.
We also lack sampling from Niger and Mauritania, which shared borders with countries
in both western and northern Africa. This highlights the need to intensify genomic
surveillance of HIN2 in the region to allow for wider-scale phylogeographic

reconstructions and a more comprehensive understanding of the virus’s spread.
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The HIN2 virus has become endemic in several countries around the world and
occasionally causes outbreaks in poultry, resulting in huge economic losses to the poultry
industry. In western Africa, the surveillance of HON2 viruses is very limited making it
difficult to obtain reliable data on the genetic characteristics and transmission patterns of
this virus in the region. In addition, the current circulation of highly pathogenic avian
influenza H5Nx of clade 2.3.4.4 b could contribute to the emergence of reassortant strains,
as recently demonstrated in Burkina Faso, posing a threat to human and animal health.
Therefore, long-term surveillance with genome sequencing of the HIN2 virus in western
Africa, particularly in LBMs, would allow monitoring of virus evolution and help control

potential new zoonotic AIV strains.
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Supplementary information

Table S1. Descriptive summary of the final dataset of 78 sequences derived from 9 countries

in northern and western Africa used for phylogeographic analysis

Country Number Minimum date Maximum date
Algeria 4 01-04-2017 15-12-2017
Benin 10 15-12-2018 17-03-2020
Ghana 4 29-11-2017 02-02-2018
Mali 2 08-01-2022 07-02-2022
Morocco 33 15-01-2016 28-04-2021
Nigeria 16 08-02-2019 07-12-2019
Senegal 1 23-04-2017 23-04-2017
Togo 3 04-01-2019 15-04-2019
Tunisia 5 02-04-2012 10-04-2016
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Figure S2. Clock rate and time to the most recent common ancestor (tMRCA) estimated by

different sampling schemes: random sampling, random sampling for equivalent

representation and random sampling for reduced biased sampling. The central line

represents the posterior median.
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648  Figure S3. Continuous phylogeographic reconstruction of the dispersal history of HIN2
649  lineages in northern and western Africa, here based on different sampling schemes: random

650 sampling for equivalent representation and random sampling for reduced biased sampling.

651  We here map the maximum clade credibility (MCC) tree and 80% highest posterior density
652  regions reflecting the uncertainty related to the Bayesian phylogeographic inference. Nodes
653  shaped as circles and squares indicate internal and tip nodes, respectively, and are colored

654  according to their time of occurrence.
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656  Figure S4: Import of hatching eggs and day-old chicks from Morocco. Data from (FAO, 2023)
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Article 3
Identification des zones a risque d’apparition de foyers d'influenza

aviaire chez les volailles domestiques au Mali a l'aide de l'approche
multicritere d’aide a la décision associée aux systémes d’information

géographique (GIS-MCDA)

Depuis I'émergence du virus influenza H5N1 au Nigéria en 2006, plusieurs foyers sont
apparus au cours de ces 15 derniéres années dans la plupart des pays de la région.
Cependant, au Mali, ce n’est que récemment, en 2021 que les premiers cas officiels d'IAHP
ont été notifiés a WOAH. Toutefois, le pays était considéré comme étant a tres grand risque
d’influenza aviaire a cause de la possibilité d’introduction du virus par le commerce
transfrontalier de volailles ainsi que par la présence dans le pays du Delta intérieur du
Niger qui constitue une zone de repos et de reproduction a des millions d’oiseaux
migrateurs provenant d’Eurasie et pouvant potentiellement porter des VIA. Au Mali, plus
de 90 % des volailles sont élevées dans des systemes traditionnels avec de faibles mesures
de biosécurité, contribuant a la propagation des maladies au sein des élevages. La
surveillance des maladies animales, notamment de I'IAHP est essentiellement passive et
souvent caractérisée par une sous-déclaration des cas. La surveillance active est tres
limitée et dépend presque entierement de fonds extérieurs. Dans ce contexte, dans lequel,
les ressources financieres sont limitées et les données épidémiologiques sur la circulation
des VIA sont rares, pour assurer la pérennité de la surveillance, il est essentiel de
développer des méthodes faciles a mettre en ceuvre et moins coliteuses comme la
surveillance basée sur le risque. La méthode GIS-MCDA associe les informations sur les
facteurs de risque liés a une maladie particuliere et les données spatiales afin de produire
une carte de risque d’apparition ou de propagation de cette maladie.

Cette étude avait pour objectif d’identifier, a travers 1'approche GIS-MCDA, les zones a
risque d’apparition des foyers d’influenza aviaire chez les volailles domestiques au Mali.
La carte de risque ainsi élaborée devra contribuer a la mise en place d'un systeme de

surveillance des VIA basé sur le risque au Mali.
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L’approche MCDA a été mise en ceuvre en cinq étapes (figure 13) : 1) identification des
facteurs de risque, 2) détermination du poids relatif de chaque facteur, 3) collecte des
données spatiales sur les facteurs de risque, 4) production de la carte de risque finale en
combinant les cartes standardisées sur les facteurs de risque et 5) analyse de sensibilité de

la carte et validation du modele.

1 Identification des facteurs de risques associés aux VIA

Revue de la littérature scientifique / opinion d’experts

2 Détermination de I'importance relative de chaque facteur de risque
Analyse Hiérarchique des Procédés (AHP) / Tableau de comparaison par paire

Collecte de données spatiales, géotraitement et standardisation

3 Certaines cartes sont disponibles dans le domaine public, géotraitement et
standardisation des cartes par les logiciels SIG (ArcGIS et QGIS)

Production de la carte de risque finale

Combinaison linéaire pondérée (WLC) des cartes standardisées des facteurs de risque

A 4

5 Analyse de sensibilité et validation du modele

Mesure des incertitudes, comparaison avec les données disponibles

Figure 14 : Cadre de l'étude GIS-MCDA

Cing facteurs de risque potentiellement associés a 1’apparition des VIA en Afrique de
I'Ouest ont été identifiés : la densité de volailles (considérée comme le facteur le plus
important), les marchés, les élevages commerciaux, la proximité des routes et des points
d’eau.

Les zones ayant un grand risque d’apparition de foyers d’influenza aviaire se trouvent
dans les régions du centre (Mopti) et du sud-est (Bamako, Sikasso). A I'inverse, les régions
du Nord et du sud-ouest du pays sont considérées comme des zones a faible risque.
L'analyse de sensibilité a indiqué que le modele est robuste puisque la modification du
poids relatif des facteurs de risque n’a pas une grande incidence sur la carte de risque
produite. La superposition de la carte de risque avec les foyers d'IAHP survenus au Mali

montre que ces derniers sont apparus dans les zones ayant un risque tres élevé
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d’apparition de VIA. Il est important de noter certaines limitations associ€es a l'approche
GIS-MCDA. Nous avons uniquement utilisé dans le modeéle les facteurs de risque pour
lesquels il était possible d’obtenir des données spatiales. D’autres facteurs de risque
importants comme les mouvements de volailles, la saison et la distribution des oiseaux
sauvages n’ont pas pu étre utilisés par manque de données spatiales. Cependant, notre
modele est assez flexible et d’autres données peuvent étre intégrées au fur et a mesure
qu’elles deviennent disponibles. Une autre limitation de cette étude était la validation
qualitative de notre carte de risque. En effet, il n’y avait pas assez de données sur les foyers
d'IHAP (seulement 7 rapportés au Mali) pour réaliser une validation quantitative du
modele. Néanmoins, I'approche GIS-MCDA a déja été validée dans plusieurs études.

En conclusion, cette étude est la premiere cartographie du risque d’apparition des foyers
d’influenza aviaire au Mali par la méthode GIS-MCDA. La carte de risque générée devrait
servir de base pour la mise en place d'un systeme de surveillance basé sur le risque et
contribuera ainsi a la détection précoce et au controle des foyers d’influenza aviaire au

Mali.
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Abstract

Avian influenza viruses (AIVs) represent a major concern for human and animal Health.
These viruses are responsible for high morbidity and mortality especially in the poultry
sector, causing huge economic losses and potentially leading to food insecurity,
particularly in the south. Mali is a country where little information is known about the
circulation of AIVs in poultry. Implementing risk-based surveillance strategies would
allow early detection and rapid control of avian influenza outbreaks in the country. In this
study, we implemented a multi-criteria decision analysis (MCDA) method coupled with
a geographic information system (GIS) to identify risk areas for AIVs outbreaks in
domestic poultry in Mali. Five risk factors associated with AIVs occurrence were identified
from the literature review and their relative weights were determined using the analytic
hierarchy process (AHP). Spatial data were collected for each risk factor and processed to
produce risk maps for AIVs outbreaks using a weighted linear combination (WLC). We
identified the southeast regions (Bamako and Sikasso) and the central region (Mopti) as
areas with the highest risk of AIVs occurrence. Conversely, northern regions of the country
could be considered low-risk areas. The risk areas presented an agreement with the
location of avian influenza outbreaks in Mali. This study provided the first risk map
produced using the GIS-MCDA approach to identify risk areas for AIVs occurrence in
Mali. It should provide a basis for designing risk-based and more cost-effective

surveillance strategies for the early detection of avian influenza outbreaks in Mali.
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Introduction

Wild birds are the natural reservoir for all subtypes of avian influenza viruses, viruses
from the Orthomyxoviridae family, which can be responsible for highly contagious and
severe illnesses in birds. These viruses are classified as either high pathogenicity (HPAI)
or low pathogenicity (LPAI) viruses depending on their virulence in poultry (Pantin-
Jackwood & Swayne, 2009). LPAI subtypes, although less virulent in birds, represent a
gene pool for the emergence of new HPAI viruses potentially by reassortment, a powerful
evolutionary mechanism used by influenza viruses. Because of their important genetic
diversity and their ability to evolve rapidly, AIVs represent a major concern for human
and animal health worldwide. Indeed, AIVs could cross the species barriers and infect
new hosts, including humans (Bao et al.,, 2022; Floyd et al., 2021). HPAI viruses are
responsible for high morbidity and mortality, especially in the poultry industry, causing
huge economic losses that can compromise food security in the South (Otte et al., 2008).
Since its first detection in Nigeria in 2006, HPAI viruses have been responsible for large
outbreaks in several countries in Africa over the past 15 years, (Ducatez et al., 2007; FAQO,

2022).

In West Africa, Mali remained officially free from HPAI until March 2021 despite the
circulation of AIVs being reported since 2007 (Sophie Molia et al., 2010). However, the
country was considered at high risk of infection by HPAIV because it is surrounded by
countries that experienced HPAI outbreaks, in a context where illegal trade and cross-
border movements of poultry are common (Sophie Molia et al., 2015). Furthermore, The

Inner Delta of the Niger River (the second largest continental wetland in Africa) is located
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in Mali, which provides suitable breeding and resting sites for millions of migratory birds
potentially carrying AIVs (Cappelle et al.,, 2012; S. Molia et al., 2011). In Mali, more than
90 % of the domestic poultry live in traditional farming systems in which biosecurity
measures are not observed (FAO, 2013). The detection of animal disease outbreaks such
as HPAI relies mainly on passive surveillance in Mali. Active surveillance is very limited
and depends on external funding (Sophie Molia et al., 2012). In such a situation, where
there is a lack of reliable information on the circulation of animal diseases, risk-based
surveillance activities should enable early detection and so quicker outbreak response (K
B Stevens et al., 2010). Methods such as GIS-based multicriteria decision analysis (GIS-
MCDA) may contribute to risk-based surveillance strategies by helping identify areas
where surveillance and control activities should be targeted especially when limited

resources are available.

GIS-MCDA allows the combination of data on risk factors linked to a particular disease
and spatial data to produce a risk or suitability map for disease occurrence (Malczewski,
2004). In addition, this method may be appropriate in data-scarce conditions serving as an
alternative to data-driven methods for risk mapping (Kim B. Stevens & Pfeiffer, 2011). GIS-
MCDA approach has been applied to identify suitable areas for the occurrence of influenza
A and D viruses in Africa, Asia, and Latin America (Fusade-Boyer et al., 2020; La Sala et

al., 2019; Paul et al., 2016; Kim B. Stevens et al., 2013).

In the present study, we aimed to implement a GIS-based MCDA method to identify areas

at risk for AIVs occurrence in domestic poultry in Mali. The output of this study could



92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

serve as a basis for designing risk-based and more cost-effective surveillance strategies for

AlVs.

Materials and methods

Study framework

In this study, we performed a GIS-based MCDA approach for risk mapping of avian
influenza outbreaks in Mali. The GIS-MCDA method was performed in five main steps
(Figure 1): (1) identification of risk factors related to avian influenza outbreaks, (2)
Determination of the relative weight of each risk factor, (3) Collection of spatial data on
risk factors, standardization, and geoprocessing, (4) Generation of final Al risk maps by
the weighted linear combination of risk factors maps and zonal statistics and (5) Sensitivity

analysis and risk map validation.

@® @

Identification of risk
factors and their
relation with Al
outbreaks

Determination of the
—> relative weight of
each risk factor

y

® @
Collection of spatial Generation of final Al
data on risk factors, risk maps (weighted
standardization and linear combination
geoprocessing and zonal statistics)
; |
®

Sensitivity analysis
and risk map
validation

Figure 1: Study framework using GIS-based MCDA
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Avian influenza risk factors

We carried out a systematic literature review as explained elsewhere (Ruget et al., 2019)

in two scientific databases (PubMed and Cab abstract) to identify risk factors linked to

avian influenza outbreaks in domestic poultry in Africa. Two selection criteria were

considered when selecting the risk factors: The first was their relevance in the

epidemiology of avian influenza in the region, and the second was the possibility to obtain

spatial data on the given risk factor. From the literature review, we identified five main

risk factors (table 1) that are potentially associated with avian influenza outbreaks in West

Africa.

Table 1 | Risk factors associated with avian influenza outbreaks

Risk factors Hypothesis/Explanation References
Poultry density AIVs are transmitted through direct contact between (Ntsomboh
infected and susceptible birds, therefore high poultry Ntsefong, 2017;
density is expected to increase the risk of Avian Influenza =~ Walsh et al., 2017)
outbreaks.
Proximity to Live bird markets represent a place where domestic (Sophie Molia et al.,

poultry
markets

poultry from various origins, breeds, and ages are brought

together for purchase and their proximity is therefore
considered a risk factor for Avian influenza outbreaks.

2016; Sulaiman et
al., 2021)

Proximity to Proximity to commercial poultry farms may involve not (Métras et al., 2013)
commercial only the mixing with other birds but also the potential
poultry farms  exchange of equipment such as egg crates between
farmers. Therefore, proximity to infected commercial
poultry farms is expected to increase the risk of Avian
Influenza outbreaks.
Proximity to Proximity to major roads was associated with Al (Gilbert & Pfeiffer,
roads outbreaks. The movement of domestic poultry and their 2012; Rivas et al.,
products along major road networks could contribute to 2010)
the spread of AIVs.
Proximity to Proximity to water bodies is associated with an increased = (Cappelle et al.,

waters areas

risk of avian influenza outbreaks by favoring contact
between domestic poultry and wild birds, which are
considered to be AIVs reservoirs.

2012; S. Molia et al.,
2011; Naguib et al.,
2019)
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Expert survey and risk factors weights

An electronic questionnaire was submitted to a group of local and international 14 experts
who have published or are actively working on AIVs in the region. Experts were asked to
fill in a pairwise comparison matrix, where each risk factor was compared with the others,
according to its relative importance, on a five-point scale ranging from 1/5 (“much less
important”5), through 1 (“equally important”) to 5 (“much more important”). Experts
were also asked to select from the list of four mathematical functions (linear, quadratic,
sigmoidal, and linear bi-directional), the relationship between each risk factor and the risk
of AIVs occurrence (Fusade-Boyer et al., 2020; Paul et al., 2016). We used the analytical
hierarchy process (AHP) to assign a weight to each risk factor (T. L. Saaty, 1990). The
consistency of each pairwise comparison was evaluated by calculating the consistency
ratio (CR) using the following equation (1):

Amax — n

CR=—"—"=
RI(n—1)

where Amax is the maximal eigenvalue of the pairwise comparison matrix, n is the number of factors,
and Rl is a random index (R. W. Saaty, 1987). CR <0.10 indicates that the pairwise comparison matrix
has an acceptable consistency and the derived weights can be used. However, if CR > 0.10, that indicates

inconsistent judgment, then the pairwise comparison should be revised (R. W. Saaty, 1987).

Spatial data collection, standardization, and geoprocessing

Spatial data were collected for each risk factor from various sources (Table 2) and processed
to produce standardized raster layers with cell values ranging from 0 (negligible risk) to 5
(very high risk). The geoprocessing and calculation methods of risk factor layers are presented

in Table 2. All spatial data were processed and transformed using ArcGIS 10.2 (ESRI,



139  Redlands, CA, USA) and QGIS 3.24 (QGIS Development Team, 2022). After the geoprocessing

140  step, we obtained for each risk factor a standardized raster layer with a resolution of 1000 x

141 1000 m.

142  Table 2: Standardization of geographical layers

Risk factors

Data source

GIS processing

Scaling function

Poultry density

(Robinson et al., 2014)
https://www.geo-wiki.org/

Calculate poultry density
(nb animal/km?)
Standardization (extent,
pixel size)
Reclassification

Positive linear relationship
Reclassification units

> 5000 poultry/km?: Very high risk (5)
500 - 5000 poultry/km? High risk (4)
200 - 500 poultry/km? Moderate risk (3)
100 — 200 poultry/km?: low risk (2)

50 - 100 poultry/km? Very low risk (1)
0 - 50 poultry/km?: Negligible risk (0)

Proximity to
poultry markets

(Sophie Molia et al., 2016)

Proximity to
commercial
poultry farms

(Sophie Molia et al., 2016)

Proximity to roads

(Meijer et al., 2018)
https://www.globio.info/global-
patterns-of-current-and-future-
road-infrastructure

Proximity to water
areas

DIVA - GIS
https://www.diva-

gis.org/datadown

Euclidean distance (km)
to the feature of interest
(Poultry markets,
commercial poultry
farms, road, and water
areas)

Standardization (extent,
pixel size)
Reclassification with
fuzzy membership
functions at a scale of 0-5
(unsuitable to perfectly
suitable).

Sigmodal, monotonically decreasing
relationship with highest risk within 0-5
km from poultry market, commercial
poultry farms, road, and water areas
afterward AIV risk decreased with
negligible risk after 10 km.
Reclassification units

<2 km: Very high risk (5)

2 — 4 km: High risk (4)

4 — 6 km: Moderate risk (3)

6 — 8 km: low risk (2)

8 — 10 km: Very low risk (1)

>10 km: Negligible risk (0)

143

144

145  Generation of the Al outbreak risk maps

146  An Al outbreaks risk map was generated with the raster calculator tool of the ArcGIS

147  10.4.1 (ESRI, 2017) software by performing a Weighted linear combination (WLC) of the

148  standardized spatial layers of risk factors as shown in equation (2):

149

n
R = Z(Wl X Fl])
ij=1

150  where R indicates the risk index estimate for each raster cell, n is the number of risk factors, Wi is the
151  weight for risk factor I, and Fij is the value of risk factor i for raster cell j. (La Sala et al., 2019;
152 Malczewski, 2000).
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Al outbreaks risk map was finally presented on a graduated blue-green-yellow-orange-
red scale, ranging from 0 to 5. We have also calculated, the average risk of Al outbreaks
for each municipality by performing zonal statistics on the final Al outbreaks risk map

using ArcGIS 10.4.1 (ESRI, 2017).

Sensitivity analysis and risk map validation

A sensitivity analysis was conducted to assess the robustness of the Al risk map to changes
in the relative weights assigned by experts to each risk factor. A total of 10 scenarios were
constructed by increasing and decreasing the weights of each risk factor by a total of 25%
of their initial value. The weights of the other risk factors were adjusted so that the sum of
all the weights was equal to one. For each scenario, a new risk map was generated, and
the average risk value was calculated for all pixels. We used non-parametric Spearman
correlation coefficients (Rho) to compare the final Al risk map with the outputs obtained
in each of the 10 scenarios. A change of <10% in the correlation coefficients indicated
evidence of the robustness of the model to changes in the weights of risk factors
(Rodriguez-Prieto et al., 2012). In addition, the contribution of each risk factor to model
output variance was evaluated by fitting a multiple regression model without intercept,
using the average risk as the dependent variable and the weights as predictors. The
coefficients of the regression were used to measure sensitivity, where higher coefficients
indicate higher rates of variation in the average risk estimate relative to a particular weight
(La Sala et al., 2019). All the sensitivity analyses were conducted using the statistical

software RStudio version 2022.12.0+353 running on R version 4.2.2 (R Development Core
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Team, 2021). The GIS-MCDA model was visually validated by overlaying the reported

outbreak locations from EMPRES-i database on the Al outbreaks risk map generated.

Results

Risk factors weights

The relative weights of the risk factors associated with Al outbreaks in Mali are presented

in Table 3.

The result of the AHP application showed that experts (9 have fully replied to the
questionnaire) were consistent in their judgment as the consistency ratio (CR) of all risk
factors was less than 0.1. According to the AHP results, poultry density was determined
as the most important risk factor for Al outbreaks in Mali. Proximity to poultry markets
was identified as the next important risk factor, followed by in decreasing order, proximity

to commercial poultry farms, proximity to water areas, and proximity to roads.

Tableau 3: Weights attributed by the experts.

Risk factors Relative weights (%)
Poultry density 31.33

Proximity to poultry markets 23.07

Proximity to commercial poultry farms 25.62

Proximity to water areas 11.33

Proximity to roads 8.65

10
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Avian influenza risk maps

In Figure 2A, the risk of Al occurrence in domestic poultry in Mali was displayed on a
continuous scale ranging from 0 (low risk, areas indicated with blue color) to 5 (Very high
risk, areas indicated with red color). Figure 2B represent the average risk of avian
influenza outbreaks for municipalities. Areas with the highest risk for Al occurrence were
located in the central (Mopti) and southeast regions (Bamako, Sikasso). Areas with
moderate risk of Al occurrence included the southwest region (Kayes) neighboring
Senegal. In contrast, northern regions of Mali, including Tombouctou, Gao, and Kidal

were considered low-risk areas for Al occurrence.

(A) Avian Influenza risk map (B) Average risk per municipality with Al outbreaks
Western Sahara

|

|-

Mauritania

Guinea 5

7 —.}  Ghana Toaos s
Fiel‘fﬂbqone . Cote d'lvoire = \?z e ogo,_\ l;{ig/en'a
i A | {
Avian Influenza risk index Average risk per municipality N
B ! *  Avian Influenza outbreaks EEEN BN = Kiometers -, __ :
. PESLNN 310 620
Low risk High risk PO BFROERS !

Figure. 2. Map illustrating the risk of AIVs in domestic poultry in Mali on a continuous scale
from low risk to high risk, as defined by multicriteria decision analysis. (A) Avian influenza

risk map (B) Average risk per municipality with avian influenza outbreaks.
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Sensitivity analysis and risk map validation

The results of the ten scenarios (Fig.3) performed in the sensitivity analysis were
significantly correlated (Rho more than 0.99 and p < 0.001) with the final avian influenza
risk map. Therefore, the sensitivity analysis demonstrated that the model is robust, as
changes in the relative weights of Al outbreak risk factors did not substantially modify the
size and location of the areas determined as low, moderate, and high-risk areas for AIVs
occurrence in Mali. The changes in the risk index of AIVs occurrence in domestic poultry
in Mali were mainly explained by the weights of two risk factors (Fig.3). Indeed, proximity
to water areas and proximity to roads were the most sensitive parameters, contributing to
more than 60 % of the model output variance. In contrast, the weights of proximity to
poultry markets, proximity to commercial poultry farms, and poultry density were
considered less sensitive. Visual comparison of Al risk maps and the Al outbreak locations
in Mali from EMPRES-i revealed that they all occurred in regions that were deemed to be

very high-risk areas for Al occurrence by our model (Fig.2b).

0.998
0.996
0.994
0.992

0.99

0.988

Spearman's correlation rho

0.986
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Scenarios

Figure. 3. Spearman correlation coefficients (Rho) between raster cells of avian influenza risk
map reference scenario and the ten scenarios in the sensitivity analysis

12
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Figure. 4. Contribution of risk factor weights to model output variance

Discussion

This study presents the first GIS-MCDA that provided risk maps for AIVs occurrence in
domestic poultry in Mali. Areas with the highest risk for Al outbreaks were identified in
Bamako District and Sikasso Region. The high density of domestic poultry and the high
number of poultry markets and commercial poultry farms could explain these results.
Indeed, high poultry density and poultry markets were associated with an increased risk
of Al occurrence (Métras et al., 2013; Sophie Molia et al., 2016; Ntsomboh Ntsefong, 2017;
Walsh et al., 2017). Interestingly, these areas overlap the locations of Al outbreaks reported
in the country (EMPRES-i). There are other regions of interest for Al occurrence risk in
Mali. The central regions of Mali, especially Mopti, showed areas with a high risk for Al
outbreaks. A possible explanation for this might be the presence of the inner delta of the
Niger River, which provides breeding and resting sites for millions of wild and migratory

birds that are considered potential reservoirs for AIVs (Cappelle et al., 2010, 2012). Regions
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of northern Mali are characterized by a low density of domestic poultry, poultry markets,
and commercial poultry farms (FAO, 2013). The low occurrence of these risk factors may
explain why these areas were determined by our model as at low risk of Al outbreaks.
However, the potential risk of AIV introduction through this region should be considered

since Al outbreaks are frequently reported from neighboring Niger (FAO, 2022).

Several common limitations inherent to the GIS-MCDA approach have been described by
different authors (Fusade-Boyer et al., 2020; Paul et al., 2016; Ruget et al., 2019; Kim B.
Stevens & Pfeiffer, 2011). One of the main limitations of the present study resides in the
selection of risk factors associated with Al occurrence. The risk factors integrated into the
model were only those identified in the scientific literature to be associated with Al
outbreaks and for which spatial data were available. Other risk factors such as poultry
movements, seasons, husbandry practices, and wild bird distribution may play an
important role in Al occurrence (Cappelle et al., 2012; Sophie Molia et al., 2017). However,
the model presented here is flexible and could be easily updated if other relevant factors
for Al occurrence in Mali become available. Another limitation of the GIS-MCDA method
is related to the quality of spatial data. In the present study, poultry density represents the
most important risk factor. The raster layer available for poultry density in Mali was
generated in 2014, 8 years before the study period, although the areas considered to have
a high density of poultry are still the same (DNPIA, 2019). More updated data would

increase the quality of the resulting Al outbreak risk map in Mali.

A third limitation of the GIS-MCDA is the subjectivity that could be related to the weights

assigned to risk factors. In the present study, the weights of risk factors were estimated
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using Al expert opinion elicitation. Due to the potential subjectivity that could be linked
to the weights of risk factors, an extensive sensitivity analysis was conducted to evaluate
the impact that variations in weights have on the model output. Our model is considered
robust as the changes in weights did not greatly modify the resulting risk map. Although
there is no specification about the number of experts to consult when eliciting health
problems (Knol et al., 2010), only nine experts fully reply to the questionnaire. However,
the judgments of all the experts were consistent and quite similar. We agree that our map
validation method was qualitative and further work is needed for quantitative validation.
We did not perform ROC analysis to quantitively evaluate the predictive ability of the
model because the number of Al cases was very limited to be used in the estimation of the
Area Under the Curve (AUC). Indeed, the validation of knowledge-driven models such as
GIS-MCDA may be difficult, particularly in data-scarce settings. However, the GIS-MCDA
approach has been validated in several studies (Paul et al., 2016; Kim B. Stevens et al.,
2013) and had even more predictive capacity than statistical models in certain situations
(Gilbert et al., 2008). In addition, data on AIV circulation from future studies and

surveillance datasets could be easily integrated into the model for quantitative validation.

The outputs of the GIS-MCDA approach could be particularly useful for risk-based
surveillance strategies and control programs, particularly in settings with very limited
resources as in some countries of Africa and Asia where this method has been previously
performed (Fusade-Boyer et al., 2020; Sangrat et al., 2020; Kim B. Stevens et al., 2013). In
this perspective, GIS-MCDA may contribute to the identification of risk areas, the setting

of surveillance priorities, and the efficient allocation of resources (Stark et al., 2006). This
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study represents the first GIS-MCDA approach that provided risk maps for AIVs
occurrence in domestic poultry in Mali. The results presented here could be particularly
useful for the implementation of risk-based and cost-effective surveillance strategies that

would contribute to better prevention and control of potential Al outbreaks in Mali.
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Supplementary Materials

Table S1: Relative weights of risk factors assigned by experts

Criteria Poultry  Poultry Poultry  Proximity Proximity Total CR
density  farms Market  toroads  to water Value*

Expert 1 0.34 0.34 0.09 0.10 0.12 1 0.07
Expert 2 0.29 0.15 0.44 0.06 0.06 1 0.05
Expert 3 0.42 0.06 0.25 0.13 0.13 1 0.05
Expert 4 0.26 0.33 0.22 0.07 0.12 1 0.07
Expert 5 0.26 0.33 0.22 0.12 0.07 1 0.07
Expert 6 0.28 0.18 0.35 0.12 0.07 1 0.05
Expert 7 0.28 0.28 0.28 0.12 0.04 1 0.04
Expert 8 0.24 0.24 0.3 0.12 0.1 1 0.03
Expert 9 0.45 0.16 0.16 0.17 0.06 1 0.03
Mean % 31.33 23.07 25.62 11.33 8.65 100

* Consistency Ratio

Factor
Poultry density
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S Low: 0
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] T 1
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Figure S1: Map of poultry density after standardization.
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Figure S3: Map of distance to poultry farms after standardization
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Figure S5: Map of distance to water areas after standardization.
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IV. Discussion générale

Les virus influenza aviaires (VIA) constituent une préoccupation majeure a la fois pour la
santé animale et la santé humaine. La plupart de ces virus sont faiblement pathogene et
circulent de maniere asymptomatique chez les oiseaux. Toutefois, certains virus de sous-

types H5 et H7 sont responsables d"une mortalité tres élevée chez les volailles.

Depuis sa premiere introduction en 2006 au Nigeria, le virus H5N1 de la lignée GS/GD a
considérablement évolué sur le plan génétique et continue de provoquer des foyers
d'TAHP chez les volailles dans la plupart des pays en Afrique de I'Ouest (Ducatez et al.,
2007; Tassoni et al., 2016).

En plus du virus H5N1, le virus HIN2 de la lignée G1 circule également en Afrique de
I’Ouest depuis 2017. Détecté principalement chez les volailles domestiques, le virus HON2
a été responsable d'une infection humaine au Sénégal (Fusade-Boyer et al., 2021; Jallow et
al., 2020; Sulaiman et al., 2021; Zecchin et al., 2017). Cependant, 1'épidémiologie des virus
H5N1 et HIN2 reste encore peu connue en Afrique de I'Ouest. En effet, la surveillance des
VIA est surtout passive et ne permet donc pas de suivre 1'évolution et d’avoir des
informations sur la diversité génétique de ces virus (Partie I). Ces travaux de these qui se
situent entre les disciplines de virologie et d’épidémiologie avaient pour objectifs : (i)
d’améliorer nos connaissances sur la circulation et les caractéristiques génétiques des virus
influenza aviaires en Afrique de 1'Ouest et (ii) de contribuer a I'amélioration de la
surveillance des virus influenza aviaires dans une région ou les données épidémiologiques
et les ressources sont assez limitées. Nos travaux de these ont été structurés autour de trois

articles.

L’article 1 s’est focalisé sur les caractéristiques génétiques et antigéniques des virus H5N1
ayant circulé en Afrique de I'Ouest entre 2021-2022 et spécifiquement au Bénin. Ces virus
appartiennent a la lignée GS/GD clade 2.3.4.4.B et étaient phylogénétiquement proches des
virus H5N1 précédemment isolés en Afrique de I'Ouest et en Europe. Nous avons retrouvé

une mutation d’adaptation aux mammiferes sur ces virus indiquant leur potentiel
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zoonotique. On a également observé une faible réactivité antigénique croisée entre les

virus H5N1 du Bénin et les vaccins candidats de ’'OMS.

L’article 2 s’est concentré sur les caractéristiques génétiques des virus HIN2 circulant dans
les marchés a volaille au Mali et les mécanismes d’introduction et de propagation de ces
virus en Afrique de 1'Ouest. Les résultats montrent que les virus HIN2 maliens
appartenaient a la lignée G1 et possedent plusieurs marqueurs moléculaires associés a la
virulence et I'adaptation aux mammiferes. Nous avons trouvé sur le site de clivage de la
HA de ces virus un motif RSNR qui n’a été décrit qu'en Asie. Les virus HON2 ont été
introduits en Afrique de 1'Ouest a partir du Maroc vers 2015 et se sont ensuite propagés

au sein de la région.

L’article 3 s’est focalisé sur I'application de la méthode GIS-MCDA afin d’identifier les
zones a risque d’apparition des foyers d’influenza aviaire. Une carte de risque d’influenza
aviaire a été élaborée et elle pourra servir de base pour la mise place d'un systeme de

surveillance des virus influenza basé sur le risque.

Afrique de I’Ouest : une région d’introduction et de propagation du VIAHP H5N1

L’Afrique de I'Ouest constitue une région d'introduction de virus H5NA sur le continent
africain avec un potentiel de propagation subséquente. La région ouest-africaine a été
confronté a plusieurs foyers de virus H5N1 depuis 2006 avec au moins trois incursions
dans la région. Le premier foyer d'IAHP a été causé par un virus de la lignée GS/GD, clade
2.2 en 2006 au Nigéria, suivi par des foyers d'IAHP d’autres pays en Afrique de 1'Ouest
(Fasina et al., 2009; Joannis et al., 2006). Apres cette premiere introduction dans la région,
la situation épidémiologique du virus H5N1 était assez calme dans la région. Le virus a
été responsable que de cas sporadiques et il circulait a des niveaux faibles chez les
domestiques et sauvages (Couacy-Hymann et al., 2012; Fuller et al., 2015). En 2015, sept

ans apres la premiere vague de foyers d'IAHP, le virus H5N1 de clade 2.3.2.1c a été
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introduit en Afrique de I'Ouest (A. Laleye et al., 2018) qui a été ensuite suivi par I'incursion
en 2016 des virus H5N1 de clade 2.3.4.4b. Ces derniers se sont propagés a plusieurs pays
en Afrique de 1'Ouest, notamment Burkina Faso, Cote d’'Ivoire, Ghana, Niger et Togo
(Fusaro, Zecchin, Vrancken, Abolnik, Ademun, Akpeli, et al., 2019). Les virus H5N1 de
clade 2.3.4.4b circulent depuis lors en Afrique de I'Ouest et continuent de provoquer de

multiples foyers comme ce fut le cas tout récemment entre 2020-2022 (FAO, 2022).

Plusieurs études phylogénétiques ont démontré le role prépondérant des oiseaux
sauvages dans l'introduction des virus H5N1 en Afrique de 1'Ouest (Cattoli et al., 2009;
Fusaro, Zecchin, Vrancken, Abolnik, Ademun, Alassane, et al., 2019; Gaidet et al., 2012;
Tassoni et al., 2016). Une étude récente au Sénégal a décrit I'introduction de virus H5N1
par des oiseaux provenant d’Eurasie qui migrent vers le sud pour 'hiver (Lo et al., 2022).
En effet, I'Afrique de I'Ouest offre des sites d'hivernage et de reproduction a des milliers
d’oiseaux migrateurs provenant d’Europe et d’Asie du Sud-Ouest pouvant
potentiellement étre porteurs de virus influenza (Cappelle et al., 2010). Une fois introduits
dans la région, les virus H5N1 se propagent généralement entre les pays a travers le
commerce et les mouvements transfrontaliers de volailles ou de matériels infectés,
encourageés par des frontieres poreuses et 'absence de controles vétérinaires en Afrique
de 1'Ouest (Molia et al., 2016; Schneider et al., 2010). Notre étude phylogénétique a
démontré que les virus H5N1 de clade 2.3.4.4b collectés au Bénin en 2021 étaient
étroitement liés aux virus isolés au Nigéria et en Europe. Nos résultats ont conduit a
I'hypothese que ces virus avaient été tres probablement introduits dans le pays a partir du
Nigéria, un pays frontalier du Benin (article 1), mais le cas index de H5N1 2.3.4.4b sur le
continent avait sans doute une origine chez un oiseau migrateur en provenance d’Europe

vue la similarité des séquences.

Malgré la présence des virus H5N1 clade 2.3.4.4b dans plusieurs pays d’Afrique de
I'Ouest, il reste difficile de déterminer de facon détaillée les mécanismes d’introduction et
de propagation de ces virus dans la région. En effet, les informations sur les
caractéristiques génétiques des virus H5N1 détectés en Afrique de I'Ouest sont assez

limitées.
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L’analyse moléculaire des virus HSN1 du Bénin nous a permis de détecter une mutation
(113V) sur le segment PB1 associ€e a une meilleure réplication de ces virus dans les cellules
de mammiferes (Article 1). En effet, les virus H5N1 clade 2.3.4.4b sont particulierement
préoccupants a cause de leur potentiel zoonotique et leur capacité de réassortiments avec
d’autres sous-types de virus. Les virus H5N1 clade 2.3.4.4.b ont été responsables de
plusieurs cas d’infection humaine dans le monde (WHO, 2023b) et tout récemment, un cas
de réassortiment entre ces virus et le segment PA d"un virus HIN2 a été décrit au Burkina
Faso (Ouoba et al., 2022). Méme si les propriétés biologiques de ce type de réassortiment
ne sont pas encore totalement élucidées, certains HSN1/HIN2 reassortants ont été associés

a une virulence accrue dans les cellules humaines (Arai et al., 2019).

La circulation continue des virus H5N1 en Afrique de 1'Ouest impacte négativement
I’économie locale en Afrique de I'Ouest et constitue une menace importante pour la santé
humaine et animale. Il s’avere nécessaire de mettre en place des activités de surveillance
active des virus H5N1 avec une caractérisation génétique des virus détectés dans la région
afin de suivre leur propagation et leur évolution en Afrique de I'Ouest, ce qui contribuera
tres certainement a une meilleure compréhension de la situation épidémiologique de ces

virus et I'élaboration de stratégies de controle efficaces.

HIN2 : une menace émergente pour les volailles et ’homme en Afrique de 1'Ouest

Depuis la premiere apparition du virus HIN2 en 2017 au Burkina Faso, le virus s’est
répandu a plusieurs pays de 1’Afrique de I'Ouest (Zecchin et al., 2017). Tous les virus
HON2 qui ont été détectés dans la région, incluant ceux détectés au Mali au cours de nos
travaux (article 2), appartiennent a la lignée G1 et sont tres proches des virus isolés en
Afrique du Nord, notamment au Maroc (Fusade-Boyer et al.,, 2021; Kalonda et al., 2020).
En effet, plusieurs études ont émis 'hypothese d’une introduction du virus HIN2 en
Afrique deI'Ouest a partir du Maroc a travers I'importation d’ceufs a couver et de poussins
d’un jour (Awuni et al., 2019; El Mellouli et al., 2022; Fusade-Boyer et al., 2021; Zecchin et
al., 2017). Notre analyse spatiotemporelle des virus HIN2 détectés en Afrique de I'Ouest

et du Nord a révélé un seul événement de transmission de longue distance vers 2015,
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confirmant ainsi le role important que le Maroc a pu jouer dans I'introduction de ces virus
H9N2 en Afrique de 1'Ouest (article 2). En outre, nous avons démontré que le nombre de
séquences disponibles n’affecte pas l'estimation de la période d'introduction des virus
HON2 en Afrique de I'Ouest. En effet, certaines études ont suggéré que les analyses
phylogéographiques de ces virus dans la région pourraient étre biaisées par la
disponibilité d"'un plus grand nombre de séquences provenant d'Afrique du Nord que de

I'Ouest (El Mellouli et al., 2022; Zecchin et al., 2017).

On observe en Afrique de I'Ouest un décalage temporel entre la période d’introduction
des virus HIN2 révélée par notre étude (2015) et leur premiere détection dans la plupart
des pays de la région. En effet, ces virus circulent de maniere asymptomatique chez les
volailles et ne sont donc pas activement recherchés par les systemes de surveillance. Par
exemple, nous avons décrit pour la premiere fois les caractéristiques génétiques et
phylogénétiques des virus HIN2 circulant dans les marchés a volailles au Mali environ
sept ans apres leur introduction en Afrique de I'Ouest (article 2). Cela démontre des
lacunes importantes dans la surveillance de ces virus, rendant difficile ’obtention de

données détaillées sur leur circulation dans la région.

Les virus HIN2 semblent aujourd’hui circuler de maniere endémique dans les marchés a
volailles en Afrique de 'Ouest (Fusade-Boyer et al., 2021; Sulaiman et al., 2021). En effet,
les marchés a volailles sont considérés comme des lieux d’émergence et de propagation
des VIA a cause du fait qu’ils abritent différentes especes de volailles d’origines diverses
et des liens commerciaux qu’ils entretiennent avec les fermes, les ménages, les abattoirs et
les routes (Fasanmi et al., 2017). En Afrique de I'Ouest, la plupart des marchés a volailles
sont caractérisés par des mauvaises pratiques d’hygiene et de biosécurité, facilitant ainsi

la transmission des virus entre les oiseaux (Molia et al., 2016; Sulaiman et al., 2021).

Au Mali, on a observé un taux de positivité au virus HON2 assez élevé (14%) comparé a la
prévalence de ces virus chez les volailles de basse-cour potentiellement en contact avec
des oiseaux sauvages (3,6%) (Molia et al., 2010). Ce taux de positivité était également plus
élevé que celui rapporté en 2019 au Togo (2,7%) mais inférieur a ceux décrits au Bénin

(24,2%) et en Ouganda (61%) (Fusade-Boyer et al., 2021). Cependant, nos résultats doivent
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étre interprétés avec précaution a cause du faible nombre d’échantillons collectés (200) au

cours de notre étude.

Les virus HIN2 ont été isolés chez ' Homme dans une centaine de cas et ont été associés a
une infection bénigne la plupart du temps méme si deux cas de déces ont été signalés
(Peacock et al., 2019; WHO, 2023a). En Afrique de I'Ouest, seul un cas humain de HON2 a
été signalé en 2019 chez un enfant au Sénégal (Jallow et al., 2020). Cependant, la plupart
des virus HIN2 détectés dans la région possedent les marqueurs d’adaptation aux
mammiferes identiques a ceux identifiés chez le virus humain isolé au Sénégal (Awuni et
al., 2019; Fusade-Boyer et al., 2021; Sulaiman et al., 2021). En effet, nous avons détecté
plusieurs mutations au niveau de la protéine HA des virus HOIN2 du Mali qui ont été
associées a une adaptation de ces virus a 'Homme (Article 2). De plus, la présence au
niveau du site de clivage d’un motif RSNR, qui n’avait pas encore été décrit en Afrique,
est particulierement inquiétante puisqu’un tel motif a surtout été observé chez des virus
HON2 responsables d’infections humaines en Asie. Toutefois, 1importance de cette
mutation sur la stabilité de ces virus ou sur l'augmentation de leur virulence n'est pas

totalement élucidée et nécessite des études complémentaires (Takakuwa et al., 2013).

Bien qu’il n’existe pas assez d’informations sur la prévalence des virus HIN2 zoonotiques
dans les populations de volailles, leur présence peut contribuer a la transmission du virus
a 'Homme, particulierement aux personnes en contact étroit avec les volailles. La
possibilité de réassortiment entre les virus HIN2 et les virus influenza humains
saisonniers, qui sont sous détectés en Afrique de 1'Ouest, constitue également une autre
source d'inquiétude méme si on ne connait pas l'issue de tels réassortiments (Peiris et al.,

2001).

Tous ces facteurs peuvent conduire a I'émergence de souches HIN2 pandémiques qui
pourraient éventuellement se transmettre efficacement chez 1'homme (Pusch & Suarez,
2018). C’est pourquoi, il est important de suivre 1'évolution de ces virus a la fois chez
I’'homme et chez les volailles afin de comprendre le risque et les mécanismes d’infection

de 'homme dans le but de prévenir la propagation des virus HIN2 a 'homme.
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La cartographie pour une surveillance basée sur le risque en Afrique de 1’'Ouest

Les VIA sont caractérisés par une grande diversité génétique et une capacité de
réassortiment entre différents sous-types. Dans le but de suivre I'évolution de ces virus, il
est nécessaire de disposer de systemes de surveillance efficaces permettant d’identifier les
virus hautement pathogene ou possédant un potentiel zoonotique. Comme cité plus haut,
la surveillance des VIA en Afrique de I'Ouest est passive a cause de ressources financieres
limitées et ne permet donc pas d’obtenir des informations détaillées sur leur circulation et

leurs caractéristiques génétiques.

Plusieurs études ont démontré l'importance de la surveillance basée sur le risque, en
particulier dans les pays a faible revenu, en raison de son faible colit par rapport a la
surveillance active conventionnelle et du fait qu'elle produit des résultats aussi valables
que cette derniere (Cameron et al., 2014; Stark et al., 2006). Les cartes de risque constituent
des outils de visualisation permettant d’optimiser la surveillance basée sur le risque en
identifiant les régions a prioriser dans le cadre des activités de surveillance (Sangrat et al.,
2020; Stevens et al., 2010). Cela est particulierement intéressant pour les VIA, pour lesquels
certains facteurs de risques ont été associés a I'apparition de foyers. Au cours de cette
these, nous avons donc utilisé un modele de cartographie (GIS-MCDA) intégrant les
informations sur les facteurs de risque liés aux VIA pour identifier les zones a risque
d’apparition des foyers d’influenza aviaire chez les volailles domestiques au Mali (article

3).

Nous avons détecté un risque tres élevé des VIA dans le district de Bamako et la région de
Sikasso. Cela peut étre en partie étre expliqué par 1'existence d’une densité élevée de
volailles et de marchés a volaille dans ces régions. On constate également un nombre élevé
de fermes commerciales de volailles dans la périphérie de ces deux régions. En effet, au
Mali 90% des volailles sont élevées dans le systeme traditionnel avec des mesures de

biosécurité limitées constituant ainsi un risque important d’émergence des VIA.

La région de Mopti a également été identifiée comme une zone ayant un tres grand risque
d’apparition des VIA. Cela pourra s’expliquer par le fait que cette zone abrite le delta

intérieur du Niger abritant des millions d’oiseaux sauvages pouvant étre potentiellement
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infectés par les VIA. En effet, ces oiseaux considérés comme réservoirs des VIA peuvent

avoir des contacts avec les volailles domestiques locales.

La méthodologie de cartographie du risque décrite dans ce travail integre les principaux
facteurs de risque associés a 1'apparition des VIA, notamment la densité de volailles, la
proximité des élevages commerciaux, des marchés a volailles, des routes et des points
d’eau. Cependant, il convient de noter 1’absence de certains facteurs de risque pouvant
étre importants dans I'épidémiologie des VIA comme la distribution des oiseaux sauvages
et la saison. En effet, au Mali, il a été établi que les VIA peuvent circuler toute I’année dans
les zones humides comme le delta intérieur du Niger (DIN), avec une prévalence plus
élevée lorsque les oiseaux migrateurs provenant d’Eurasie sont présents, soit entre janvier
— mars (Cappelle et al., 2012). Cette variation saisonniere de la prévalence des VIA chez
les oiseaux sauvages peut influencer la cartographie du risque mise en ceuvre dans ce
travail. Il est donc important de prédire la distribution des oiseaux sauvages a travers la
modélisation écologique intégrant un ensemble de variables environnementales comme
les indices de l'eau, les indices de la végétation et les indicateurs de perturbations

anthropiques comme cela a déja été mise en ceuvre dans le DIN (Cappelle et al., 2010).

Pour une application de la méthode GIS-MCDA proposée dans cette étude pour la
surveillance et la mise en ceuvre des stratégies de prévention et de contrdle des VIA au
Mali, il est important de tenir compte des conditions locales telles que I'observance des
mesures de biosécurité dans les élevages, ou les mouvements des volailles vivantes entre
les régions. Une surveillance active des VIA dans le pays devra prioritairement cibler les
zones a risques élevés (Bamako, Sikasso et Mopti) a travers des prélevements dans les
marchés a volailles, les abattoirs et les élevages commerciaux de volailles. Cependant,
pour éviter I'introduction des VIA dans le pays par les mouvements illégaux de volailles,
il est essentiel de renforcer la surveillance dans les zones frontalieres surtout avec les pays

dans lesquels surviennent couramment des cas d’influenza aviaire.

Bien que le modele de cartographie présenté dans ce travail soit simple et facile a mettre
en ceuvre, il a certaines limites dont la plupart sont inhérentes a la méthodologie utilisée

(Stevens & Pfeiffer, 2011). Cependant, le modele peut étre facilement mis a jour en fonction
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de la disponibilité de nouvelles données sur les facteurs de risques et de I'amélioration de

nos connaissances sur I'épidémiologie des VIA dans la région.

Cette méthode de cartographie du risque peut étre particulierement intéressante pour les
services vétérinaires en Afrique de 1'Ouest. En effet, elle pourra contribuer a I'élaboration
de stratégies de surveillance basées sur le risque, 1’allocation efficace des ressources et la
mise en place de mesures de sensibilisation et de biosécurité pour prévenir I’apparition

des VIA.

Limites et difficultés rencontrées
Les études menées dans le cadre de cette thése ont certaines limites qui pourront étre
adressées par les futures activités de recherche sur les virus influenza en Afrique de

I'Ouest.

Dans la premiere étude 1, nous nous sommes limités a la caractérisation génétique et
antigénique des virus H5N1 clade 2.3.4.4.B du Bénin alors que des foyers d'IHAP étaient
signalés dans la plupart des pays d’Afrique de 'Ouest. Ainsi, cela ne nous permet pas
d’avoir une vision d’ensemble sur la diversité génétique des virus H5N1 qui ont circulé
dans la région entre 2021 et 2022. Cependant, les séquences commencent a étre disponibles
pour certains pays, ainsi des études phylogénétiques prenant en compte ces nouvelles
données permettront tres certainement d’améliorer nos connaissances sur les

caractéristiques de ces virus.

Dans la seconde étude, la caractérisation des virus HIN2 du Mali a été faite a partir
d’acides nucléiques présents sur des cartes FTA, de ce fait, la culture et 'isolement de ces
virus n’ont donc pas pu étre réalisés. En effet, nous avons eu des difficultés a envoyer nos
échantillons en France a cause des restrictions liées au transport de matériels infectieux.
Avec les cartes FTA, il nous était possible de conserver les échantillons a température
ambiante et de nous affranchir de la contrainte de maintien de la chaine de froid sur le
terrain et des problemes de transport des échantillons. Une autre limite de cette étude est
le nombre de marchés a volailles échantillonnés au Mali. Nous n’avons prélevé nos

échantillons que dans une dizaine de marchés sur plus de 200. Ainsi, il n’était pas possible
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de calculer la prévalence des virus HIN2 chez les volailles et les dynamiques de
transmission de ces virus entre les marchés a 1’échelle nationale. Donc, de futures études
pourront prendre en compte ces aspects en travaillant sur un nombre plus important

d’échantillons et en réalisant une analyses des réseaux des marchés a volailles.

Enfin, dans la troisieme étude, la principale limite de notre modele est sa non-validation
par des méthodes quantitatives. En effet, au début de ce projet, il était prévu de valider les
cartes de risque élaborées en faisant des prélevements d’échantillons chez les volailles a la
fois dans les zones identifiées comme a risque élevé et a risque faible d’apparitions des
foyers d’influenza aviaire. Cependant, nous n’avons pas pu réaliser cette activité a cause
du contexte sécuritaire dégradé dans plusieurs régions du Mali dans lesquelles il était
déconseillé de se rendre. Par ailleurs, pour diminuer la subjectivité dans la pondération
des facteurs de risque utilisés dans le modele, d’autres méthodes de pondération pourront
étre utilisées comme I'odds ratio calculé a travers une revue systématique de la littérature

ciblant I’ Afrique de 'Ouest associée a une méta-analyse.
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V. Conclusions et perspectives

Ces dernieres années, plusieurs pays d'Afrique de I'Ouest ont connu des foyers causés par
les VIA. Ces virus constituent un défi important en matiere de santé humaine et animale
pour la région, nécessitant la mise en place de modalités de surveillance efficaces malgré

des ressources limitées.

Les travaux qui ont été menés dans le cadre de cette these ont permis d’améliorer nos
connaissances sur la circulation et les caractéristiques génétiques de ces virus au Mali et
en Afrique de 'Ouest. Les caractéristiques génétiques et antigéniques du virus H5N1
2.3.4.4b au Bénin en provenance du Nigéria ont été déterminées. Nous avons établi qu’il y
a une forte circulation du virus HIN2 dans les marchés a volailles au Mali et que ce virus

possédait plusieurs mutations augmentant son potentiel zoonotique et sa virulence.

Un modele de cartographie du risque a également été mis en ceuvre qui pourra étre utilisé
par les services vétérinaires de la région afin d’identifier les zones a risque d’apparition
des VIA dans le cadre de la surveillance basée sur le risque. Ces connaissances
contribueront a ’optimisation des futurs programmes de surveillance des virus influenza
aviaires en Afrique de I'Ouest. Il serait intéressant de présenter ce travail a la Direction des
Services Vétérinaires du Mali pour discuter des possibilités de mise en place d'une
surveillance basée sur le risque et a I'initiative malienne sans attendre la disponibilité des

fonds étrangers.

En termes de perspectives, il serait intéressant d’étudier les propriétés biologiques du
motif RSNR observé au niveau du site de clivage des virus HIN2 du Mali et de vérifier s’il
a un lien avec le spectre d'hote et la virulence de ces virus. Une étude pourra également
se focaliser sur la mutation 113V identifiée sur la protéine PB1 des virus H5N1 du Bénin

qui est associée a une adaptation de ces virus aux cellules de mammiferes.

Aussi, les oiseaux sauvages étant considérés comme les principaux réservoirs des VIA, ils
devront étre inclus dans les prochaines études épidémiologiques sur les VIA afin
d’élucider les mécanismes d’introduction de ces virus dans les populations de volailles

domestiques en Afrique de I'Ouest.
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Les séquences de génomes commencent a étre disponibles pour plusieurs pays d”Afrique.
Ainsi, des études phylogénétiques et phylogéographiques a large échelle pourront étre
également mise en ceuvre avec ces nouvelles informations et en se basant sur les données

issues de cette theése.

Le modele de cartographie présenté dans ce travail offre plusieurs perspectives. Le modele
pourra étre appliqué a d’autres pays de la région pour lesquelles certaines données sur les
facteurs de risques liés aux VIA sont disponibles comme le Bénin, le Togo ou le Nigéria
voir plus globalement a toutes 1’Afrique de 1'Ouest. Il est également possible d’utiliser ce
modele pour d’autres maladies aviaires impactant la région comme la maladie de

Newecastle.
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Abstract: Influenza D virus (IDV) was first isolated in 2011 in Oklahoma, USA from pigs presenting
with influenza-like symptoms. IDV is known to mainly circulate in ruminants, especially cattle.
In Africa, there is limited information on the epidemiology of IDV, although the virus has likely
circulated in the region since 2012. In the present study, we investigated the seropositivity of IDV
among domestic ruminants and swine in West and East Africa from 2017 to 2020. Serum samples
were analyzed using the hemagglutination inhibition (HI) assay. Our study demonstrated that IDV
is still circulating in Africa, with variations in seropositivity among countries and species. The
highest seropositivity was detected in cattle (3.9 to 20.9%). Our data highlights a need for extensive
surveillance of IDV in Africa in order to better understand the epidemiology of the virus in the region.

Keywords: influenza D virus; Africa; cattle; small ruminants; swine; epidemiology; serology

1. Introduction

Influenza viruses are members of the Orthomyxoviridae family and are divided into
four types (A, B, C, D). Animals are mainly infected by influenza type A and D viruses [1,2].
Influenza D Virus (IDV) was first isolated in 2011 in Oklahoma, USA from pigs presenting
with flu-like symptoms [3]. After its first isolation, IDV has been detected in other countries
in America [4], Europe [5-8] and Asia [9,10]. Serological studies showed the circulation of
IDV in many countries in Africa [11-13], suggesting a worldwide geographic distribution
of the virus.

Evidence for IDV infection has been found in a large number of animal species,
such as cattle, sheep, goats [14,15], pigs and wild boars [16], dromedary camels [12] and
horses [17]. Cattle are the main host of IDV, contributing to the spread of the virus to other
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animal species [5,18,19]. IDV is considered to play a role in the bovine respiratory disease
complex [4], which is responsible for huge economic losses for the livestock sector globally.
In addition to animals, IDV-specific antibodies have been found in humans, with very high
seroprevalence among people exposed to cattle, thus suggesting the zoonotic potential of
the virus [20,21].

In Africa, there is limited information on the epidemiology of IDV, although evidence
suggests that the virus may have been circulating in the region since at least 2012 [11].
Studies in Kenya and Ethiopia [11,12] showed substantially higher seroprevalence in
camelids (99%), suggesting the importance of the species in the epidemiology of IDV in
Africa. In Morocco (North Africa), 35% of cattle sera collected were positive for anti-IDV
antibodies [11]. In West Africa, lower seropositivity rates for IDV were reported in cattle
(1.9-10.4%) and small ruminants (1.4-2.2%) [11]. To date, no antibodies were detected in
pigs in Africa, and attempts to isolate the virus have been unsuccessful [11,13].

The capacity of IDV to infect humans and numerous other animal species, and the
ability of influenza viruses to regularly mutate, make this virus a continuing threat to
animal and public health. Therefore, it is necessary to carry out further research on this
virus. In this study, we aimed to investigate the seropositivity of IDV among domestic
ruminants and swine in West and East Africa from 2017 to 2020 and to compare these
results with previously available data.

2. Materials and Methods
2.1. Serum Samples Collection

From 2017 to 2020, we conducted a prospective serosurveillance for IDV in four
countries in Sub-Saharan West and East Africa (Figure 1). A total of 3381 sera were
collected from apparently healthy adult domestic ruminants and swine either from farms,
cattle markets or slaughterhouses. Immediately after collection, the samples were stored in
a cool box at +4 °C and transferred to the laboratory within 24 h. Animal health status and
sex, as well as the date and place of sampling, were recorded. Sera samples collected in
Togo during a previous study on IDV were also included in this study [13].

Bv:180| L. ¢
Ov: 171 0

Cp: 163

Countries
777 Benin
Cote d'lIvoire

Kilometers
0 1000 2000

Figure 1. Map of countries where sera were collected. The number of samples collected from each
species is indicated. Bv: cattle; Ov: sheep; Cp: goat; Sw: swine. In Uganda, all sera were collected in
slaughterhouses. The map was designed using ArcMap 10.4 (ESRI, Redlands, CA, USA).
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2.2. Serological Analysis

For the detection of IDV antibodies in serum, hemagglutination inhibition (HI) tests
were performed using D /bovine/France/5920/2014 as the antigen and 1% chicken red
blood cells for hemadsorption according to the procedures described by Salem et al. [11].
The HI titer was expressed as the reciprocal of the highest serum dilution showing complete
inhibition of hemagglutination. A serum sample was determined as seropositive when the
HI titer was >1: 10 [11,22].

2.3. Data Analysis

Data were recorded into a standard Excel spreadsheet in Microsoft Excel 2016 (Mi-
crosoft corporation, Seattle, WA, USA). The anti-IDV seropositivity in each country and
animal species was calculated as the number of sera with a titer greater than or equal
to 1:10 out of the total number of sera tested. Statistical analyses were carried out with
RStudio Desktop 1.4 software (RStudio Inc., Boston, MA, USA). The Chi-square test of
independence was performed to test the relationship between the prevalence of anti-IDV
antibodies and different explanatory variables (species, sex and place of sampling) at a
level of significance of 5% (p < 0.05). We then examined the effects of species, countries
and sex, individually, on the odds of seropositivity to IDV by using the epi.2by2 function
of the epiR package in RStudio Desktop 1.4 (RStudio, Inc., Boston, MA, USA).

3. Results
3.1. Seropositivity of IDV in Cattle, Sheep, Goats and Swine

The results of HI analyses revealed that anti-IDV antibodies were present in a per-
centage of serum samples from all four animal species (Table 1). Out of the 3381 samples
collected, 232 (6.9%) were positive for IDV antibodies. The highest seropositivity rate for
IDV (20.9 %) was observed in cattle in Uganda. Seropositive swine were also detected only
in Uganda. Sheep and goats had much lower seropositivity (2 to 4.4%) than did cattle. HI
titers observed in positive samples ranged from 10 to 640, with the highest titers seen in
cattle and swine sera. When selecting 20 instead of 10 as a threshold titer for positive sera,
very similar results were obtained.

Table 1. Seropositivity rates of influenza D virus (IDV) in cattle, sheep, goat and swine in four
countries of West and East Africa.

2 5 Number Number _r )
Countey Saml?llng Amn}al of Tested  of Positive Positivity HI Titer
Period Species S Rate (%) Range
amples Samples

Benin 2017-2019 Cattle 332 13 3.9 20-80
Co Cattle 180 13 7.2 10-80
A 2019 Sheep 171 7 41 1040
s Goat 163 6 3.7 1040
Cattle 759 48 6.3 10-320
Sheep 392 8 2 10-80
Togo  2017-2020 G 817 36 44 20-160

Swine 80 0 - -
Cattle 321 67 209 10-160
Vginde 20072018 501 166 34 205 10-640

3.2. Factors Associated with IDV Seropositivity

We next determined what factors were associated with IDV seropositivity. The vari-
ables that had a statistically significant association with IDV seropositivity are presented
in Table 2. Cattle were more likely to be seropositive than goats or sheep (OR = 0.48 for
goats and OR = 0.30 for sheeps p < 0.001); however, swine had 1.5 times higher odds (OR=
1.56, p = 0.03) of being seropositive to IDV in comparison to cattle. Additionally, cattle
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in Uganda had a higher risk of being infected by IDV than in other countries (OR 5.33,
p <0.001).

Table 2. Factors associated with anti-IDV seropositivity rates among cattle, sheep, goat and swine in
four countries of West and East Africa.

Variable Categories (N) n (%) OR 95% (CI) p
Cattle (1592) 141 (8.9) RF
. Goat (980) 42 (43) 0.48 0.34-0.69 <0.001
P Sheep (563) 15 (2.7) 0.30 0.18-0.52 <0.001
Swine (246) 34 (13.6) 1.56 1.05-2.32 0.03
Benin (332) 13 (3.9) RF
Countrics +  COte d'Ivoire (180) 13 (7.2) o = 0.1
ountries Togo (759) 48 (6.3) - - 0.1
Uganda (321) 67 (20.9) 533 2.89-9.84 <0.001
e Male (1456) 90 (6.2) RF
X Female (1925) 142 (7.4) N - 02

N: number of samples tested; n: number of positive samples; %: proportion of positive samples; OR: odds ratios;
CL confidence interval; RF: reference factor; p values < 0.05 are considered statistically significant; * For these
countries, only cattle sera were considered.

There was no significant difference between seropositivity in cattle in Benin, Cote
d’Ivoire and Togo. Moreover, there was no statistically significant difference in seropositiv-
ity by sex.

4. Discussion

In this study, we determined the prevalence of anti-IDV antibodies among domestic
ruminants and swine in West and East Africa. Our results confirm that IDV is still circu-
lating in the region, as previously shown by other studies in Africa [11,13]. However, in
Benin and Céte d’'Ivoire, our data showed higher IDV seropositivity in cattle than seen
in prior studies assessing sera collected between 19912015 (1.9% and 0%, respectively).
Conversely, IDV seropositivity in cattle in Togo in our study was lower than that seen in
sera collected from 1991-2015 (10.4%). We did find a higher IDV seropositivity rate in
cattle in Togo (6.3 %) compared with data previously reported between 2017-2019 (4.5%),
suggesting that the virus continues to circulate widely.

IDV seropositivity in cattle differed significantly between countries in West and
East Africa. These differences between countries might be related to the variability in
husbandry practices, as previously suggested [14].We found that Uganda had the highest
IDV seropositivity rate in cattle. This finding may be the result of the importance of the
cattle population in Uganda (16.3 million heads in 2019) compared to the other three
countries in West Africa (Benin: 2.5 million; Céte d'Ivoire: 1.7 million; Togo: 0.5 million
heads) [23]. The higher seropositivity in Uganda might also be partly explained by the
high number of camels in East Africa (60% of the world population in the horn of Africa),
as camels have been postulated to contribute to the persistence of IDV in Africa [12,24].
Nevertheless, further serological and virological studies are required to better understand
the role played by camels in the epidemiology of IDV.

Seropositivity rates of IDV in domestic ruminants and swine and HI titers in Africa
are much lower than those observed in other continents [8,14,19]. Antigenically different
IDV strains were isolated in many regions of the world [5]. In this study, the virus we
used for the HI test was D /bovine/France/5920/2014, isolated in France, and classified as
a D/swine/Oklahoma-like virus. It cannot be ruled out that antigenically different IDV
strains may be circulating in Africa, lowering the sensitivity of our assay.

Our data indicated a higher IDV seropositivity rate in cattle compared to the other an-
imal species. These results are in line with data reported in European countries [8]. Indeed,
cattle are considered as the main host for IDV, contributing to its spread. Furthermore, high
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levels of IDV antibodies were reported in newborn calves [19]; our study focused only on
adult animals as they are the ones found in livestock markets and slaughterhouses.

Our study provides the first serological evidence of IDV in swine in Africa. Previous
studies have reported IDV in swine in France [16] and Italy [6]. However, IDV is circulating
at lower levels in swine compared with cattle, but at higher levels than in sheep [15]. Our
study found higher odds for swine to be seropositive to IDV when compared with cattle.
However, the number of swine sera was limited and only collected in Togo and Uganda,
underpowering our study to some degree.

The results presented in this study, while commendable, should be treated cautiously
because they are based on convenience samples. In addition, we did not carry out any
confirmatory serological tests, such as ELISA or microneutralization assays. Thus, large-
scale and well-designed studies based on random samples are needed to expand on
our results.

In summary, our findings confirm that IDV is circulating among domestic animals in
West and East Africa, albeit at lower rates than observed in other regions. We identified
evidence of variation in IDV seropositivity among different countries and species. Never-
theless, as our study was based on non-random samples, further serological and virological
studies are needed to investigate the epidemiology of IDV in Africa and to examine its
potential threat to public health.
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Résumeé

Epidémiologie moléculaire des virus influenza aviaires et cartographie du
risque au Mali et en Afrique de ’'Ouest

Les virus influenza aviaires constituent une menace importante pour la santé humaine et
animale. Ces virus sont responsables d'une morbidité et d’'une mortalité tres élevées
surtout dans les filieres avicoles occasionnant d’énormes pertes économiques.

L’Afrique de I'Ouest constitue une région ou I'on manque d’information sur la circulation
et les propriétés génétiques des virus influenza, malgré I'apparition de plusieurs foyers
chez les oiseaux. Dans cette thése, nous nous sommes intéressés a la circulation et aux
caractéristiques génétiques des virus influenza aviaires de sous-types H5N1 et HON2
circulant en Afrique de I'Ouest. Nous avons également mis en place un modele de
cartographie du risque de propagation de ces virus. Les caractéristiques génétiques et
antigéniques des virus influenza ont été déterminées a travers une caractérisation
moléculaire et des analyses phylogénétiques et phylogéographiques. Le virus H5N1
retrouvé au Bénin en 2021 était hautement pathogene, appartenait a la lignée GS/GD -
clade 2.3.4.4.B, et était associé aux virus H5N1 contemporains détectés en Afrique de
I’Ouest et en Europe. Ce virus possédait une mutation d’adaptation aux mammiferes (sur
la protéine PB1) et présentait un profil antigéniquement différent des souches vaccinales
recommandées par I'Organisation Mondiale de la Santé dans le cadre de la préparation
pré-pandémique. Les virus HIN2 détectés chez la volaille au Mali appartenaient a la lignée
G1 et possédaient aussi plusieurs marqueurs moléculaires de virulence et d’adaptation
aux mammiferes. Nous avons notamment trouvé un motif (RSNR) au niveau du site de
clivage de I'Hémagglutinine de ces virus qui n’avait jusqu’a présent pas été détecté en
Afrique. L’analyse des dynamiques spatio-temporelles des virus HIN2 a révélé que leur
introduction est probablement survenue en Afrique de I'Ouest en 2015 en provenance du
Maroc. Enfin, le modele de cartographie sur la base de la méthode d’analyse multicritere
d’aide a la décision associée aux systemes d’information géographique a permis de
produire des cartes de risque d’introduction et de propagation de foyers d’influenza
aviaire au Mali. Ce modele pourra servir de base pour la mise en place d'une surveillance
basée sur le risque des virus influenza aviaire.

En conclusion, cette thése fournit des informations essentielles sur la circulation et les
caractéristiques génétiques des virus influenza tout en proposant un modele de
cartographie du risque pouvant améliorer l'efficacité de leur surveillance en Afrique de
I'Ouest.

Mots clés : Virus influenza A, Mali, Afrique de I'Ouest, phylogénie, cartographie du
risque, épidémiologie



Molecular epidemiology of avian influenza viruses and risk mapping in Mali
and West Africa

Avian influenza viruses represent a major threat to human and animal health. These
viruses are responsible for high morbidity and mortality, especially in the poultry
industry, resulting in huge economic losses. West Africa is a region with little information
on the circulation and genetic characteristics of avian influenza viruses, despite the

occurrence of several outbreaks in birds.

In this thesis, we studied the circulation and genetic characteristics of avian influenza
viruses of subtypes H5N1 and HIN2 circulating in West Africa. We also developed a
model to map the risk of the spread of these viruses. The genetic and antigenic
characteristics of the influenza viruses were determined by molecular characterization and
phylogenetic and phylogeographic analysis. The H5N1 virus found in Benin in 2021 was
highly pathogenic, belonged to the GS/GD lineage - clade 2.3.4.4.B, and was closely related
to contemporary H5N1 viruses detected in West Africa and Europe. This virus had a
mammalian adaptation mutation (on the PB1 protein) and an antigenic profile that
differed from the vaccine strains recommended by the World Health Organization as part
of pre-pandemic preparedness. The HIN2 viruses detected in poultry in Mali belonged to
the G1 lineage and also possessed several molecular markers of virulence and adaptation
to mammals. In particular, we have found a motif (RSNR) at the cleavage site of the
haemagglutinin of these viruses that had not previously been detected in Africa. Analysis
of the spatiotemporal dynamics of HIN2 viruses revealed that they were probably
introduced into West Africa in 2015 from Morocco. Finally, we implemented the risk
mapping model, based on the multicriteria decision analysis method associated with
geographic information systems, to produce risk maps for the introduction and spread of
avian influenza in Mali. This model can be used as a basis for implementing risk-based

surveillance of avian influenza viruses.

In conclusion, this thesis provides essential information on the circulation and genetic
characteristics of avian influenza viruses in West Africa and proposes a risk mapping

model for more effective surveillance in the region.

Keywords: Influenza A virus, Mali, West Africa, phylogeny, risk mapping,
epidemiology
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