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ACSA

Conjonctivite

Epizootie

Fokontany

Incidence

Larmoiement

Lyophilisé

Panzootie

Prévalence

Tm

GLOSSAIRES

Agent Communautaire de Santé Animale. Les ACSA sont des acteurs issus et
approuvés par sa communauté, chargés d’assurer des soins et des actions
zootechniques de base, d'utiliser et de gérer un stock de produits vétérinaires
considérés comme non dangereux, rémunéré par les bénéficiaires et formé a
travers des stages courts et successifs construits selon une démarche de
pédagogie par objectifs

Inflammation de la conjonctive des yeux provoquée par un virus (conjonctivite
virale), une bactérie (conjonctivite bactérienne), une allergie (conjonctivite
allergique) ou encore une irritation

Une épizootie est une maladie frappant, dans une région plus ou moins vaste,
une espece animale ou un groupe d'espéces dans son ensemble

A l'origine, c’est un village traditionnel malgache. Aujourd'hui, c’est une
subdivision administrative de base malgache. Il comprend soit des hameaux, des
villages, des secteurs ou des quartiers

Nombre de nouveaux cas d'une pathologie observés pendant une période et pour
une population déterminée. Critéres les plus importants pour évaluer la
fréquence et la vitesse d'apparition d'une pathologie, exprimé généralement en
pourcentage

Production de larmes par les glandes lacrymales, provoquée par une irritation de
I'ceil ou par des émotions

Etant d’un produit aprés déshydratation effectuée par dessiccation dans le but de
conservations

Contagion d'une maladie qui s'étend a la quasi-totalité d'une population animale
d'un ou de plusieurs continent(s), voire dans certains cas de la planéete

Mesure de |'état de santé d'une population a un instant donné. Pour une
affection donnée, elle est calculée en rapportant a la population totale, le
nombre de cas de maladies présents a un moment donné dans une population,
exprimé généralement en pourcentage

« melting temperature » : Température de fusion ou dénaturations des acides
nucléiques comme I'ADN est la température pour laquelle 50 % des molécules

d'ADN sont désappariées



3D

AA
ACM
ACSA
ADN
ADNCc
AFSSA
ANSES
APMV-1
ARN
ARNm
ARNv
CIRAD

cmi
CNERV

C-terminale
DIVA

DL50
DSAPS
DWCT
EDTA

DIE50

ELISA

EOPS

FAO

FOFIFA/DRZV

LISTE DES ABREVIATIONS

tridimension

Acide Aminé

anticorps maternel

Agents Communautaires en Santé Animale

Acide désoxoribonucléique

Acide désoxoribonucléique complémentaire ou ADN complémentaire

Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments

Agence National de sécurité Alimentaire

Avian paramyxovirus type 1

Acide ribonucléique

Acide ribonucléique messager ou ARN messager

Acide ribonucléique viral ou ARN viral

Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le
développement (Montpellier-France)

cell mediated immunity

Centre National d’Elevage et de Recherche Vétérinaires de Nouakchott en
Mauritanie

Extrémité carboxylée des peptides ou protéines

Differentiating Infected from Vaccinated Animal

Dose létale 50%

Direction de la Santé Animale et du PhytoSanitaire.

Durrell Wildlife Conservation Trust

acide éthyléne diamine tétracétique

Dose infectieuse sur embryon de poulet

enzyme linked immunosorbent assay

exemptes d’organismes pathogenes spécifiques

Food and Agricultural Organization: Organisation des Nations unies pour
I'alimentation et [I’agriculture, dont I'objectif est d’éradiquer la faim dans le
monde

"Foiben’ny Flkarohana ho Fampandrosoana ny eny Ambanivohitra" (Centre de
Recherche Appliquée au Développement Rural) / Direction de recherche

zootechnique et vétérinaire



FSP Fonds de solidarité prioritaire

GPMV-1 Goose paramyxovirus type 1

h heure

HN Hémagglutinante - Neuraminidasique

HR Heptad repeats

1A Influenza aviaire

IPIC Indice de pathogénicité intracérébrale

Ig Immunoglobuline

ILRI International Livestock Research Institute

IMVAVET Institut malgache des vaccins vétérinaires

INRA Institut National de la Recherche Agronomique

ISCOM immune stimulating complex

IPIV indice de pathogénicité intraveineuse

kDa Kilo Dalton

kpb Kilo paire de base ou 1000 pb

MAEP Ministére de I’Agriculture, de I'Elevage et de la Péche de Madagascar
MDT Mean Death Time ou Délai correspond a la durée moyenne, en heure, nécessaire

pour obtenir la mort de tous les embryons inoculés

min minute

MN Maladie de Newcastle

NAHRC National Animal Husbandry Research Centre

NCR Non coding region ou Région non condante 3’ et 5’

nt Nucléotide

N-terminale Extrémité aminée des peptides ou protéines

oC degrés Celsius

OIE Office international des épizooties (Organisation Mondiale de la Santé animale)
ONCFS Office national de la chasse et de la faune sauvage

ONG Organisation Non Gouvernementale

ORF Open Reading Frame

ovi Onderstepoort Veterinary Institute

pb Paire de base

PBS Phosphate buffer saline ou solution tamponné de phosphate

PCR polymerase chain reaction

PDB Protein Data Bank (base de données des structures cristallographiques de

Xi



PM

PPMV-1
QPCR

RNP

rpm

RT
SOPRAMAD
m

ul

UVIPAC

v/v

w/o

protéines)

Poids moléculaire

Pigeon paramyxovirus type 1

PCR en temps réel ou quantitative
Ribonucléoprotéine

rotations par minute

Reverse transcriptase

Société de production animale avicole a Madagascar
Température de fusion ou melting temperature
Unité international

Unité de Virologie, Immunologie, Parasitologie Aviaires et Cunicoles Ploufragan
France

volume a volume

Water in Oil ou eau dans I’huile

xii



Figure 1:

Figure 2 :

Figure 3 :

Figure 4 :

Figure 5 :

Figure 6 :

Figure 7 :

Figure 8 :

Figure 9 :

Figure 10 :

Figure 11 :

Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :

Figure 15 :

Figure 16 :

Figure 17 :

Figure 18 :

LISTE DES FIGURES

Relations phylogénétiques entre les différents genres de la famille des
Paramyxoviridae. L’échelle indique le nombre de substitution par site (Gardes et al.,
2009)

Structure du génome (ARN- simple brin) d’un Avulavirus.

Génome complet d’un APMV-1 (Souche Beaudette C-15186nt) montrant les différentes
tailles de séquences intergéniques (Krishnamurthy & Samal, 1998)

Structure 3D (trimére) de la protéine de fusion d’'un APMV-1 (PDB : 1g5g EMBL-EBI).

Diagramme représentant une glycoprotéine virale transmembranaire de type | (A) et Il
(B) (Bossart & Broder, 2007)

Relation site de clivage et pathotypes (OIE, 2009)

Diagramme schématique des domaines importants et caractéristiques de la
glycoprotéine F (Yusoff & Tan, 2001).

Représentation schématique d’'un dimere de protéine HN d’un virus de la MN, en
structure cristalline (vue de dessus), (Crennell et al., 2000).

Diagramme schématique = des domaines importants et caractéristiques de la
glycoprotéine HN (Yusoff & Tan, 2001).

Interaction entre la protéine F et HN lors de la fusion de la membrane cellulaire avec
I’enveloppe virale (Zaitsev et al., 2004)

Transcription et réplication du génome du virus de 'APMV-1 (Ninkam Nghemning,
2002).

Cycle réplicatif de I’APMV-1 (Terrier et al., 2008)

Bourgeonnement des Paramyxovirus (Feusier, 2004 ).
Arbre phylogénétique des APMV-1

Evolution des APMV-1 d’apres (Czeglédi et al., 2006; Servan de Almeida et al., 2009; Yu
et al., 2001).

Evolution des différents génotypes dans la classe Il de 'APMV-1 au long de I'histoire
(d’aprés Yu et al., 2001 ; Czégladi et al., 2006).

Distribution mondiale depuis sa premiére apparition des virus de 'APMV-1 liés a des
cas de la MN

Les pays observatoires (en rouge) dans le projet FSP GRIPAVI

xiii



Figure 19 :
Figure 20 :
Figure 21 :

Figure 22 :

Figure 23 :
Figure 24 :
Figure 25 :

Figure 26:

Figure 27:

Figure 28:

Figure 29:

Figure 30:

Figure 31:

Figure 32:

Figure 33:

Figure 34:

Figure 35:

Figure 36:

Les sites d’étude du lac Alaotra et d’Antananarivo et ses environs
Procédure d’analyse virologique
Inoculation dans la cavité allantoidienne

Exemple d’agencement schématique des séquences amplifiées pour la construction les
genes F et HN

Partie variable du géne de fusion (F) et la courte séquence
Chronologie de I'expérience (FOFIFA-DRZV)
Chronologie de I'expérience (ANSES-Ploufragan France)

Migration sur gel d’agarose 1% coloré avec bromure d’éthidium. Amplicon (1 : MG-
1992 ; 2 : MG-725/08) obtenu avec le couple de primer F2A/F2AS. TN : témoin négatif;
TP : témoin positif (La Sota).

Migration sur gel d’agarose 1% coloré avec bromure d’éthidium. Amplicon (1 : MG-
1992 ; 2 : MG-725/08) obtenu avec le couple de primer MFS1/MFS2 (une partie des
génes M et F). TN : témoin négatif ; TP : témoin positif (La Sota).

Migration sur gel d’agarose 1% coloré avec bromure d’éthdium des amplicons (1 et 2 :
MG-1992) obtenus avec les couples de primer MFS1/MFS2 et F+4952/#33 (a I'intérieur
du géne F). TN : témoin négatif ; TP : témoin positif (La Sota).

Arbre phylogénétique (enraciné) de ’APMV-1 en basant sur les 374 nucléotides (47-
421nt) du géne F.

Arbre phylogénétique (enraciné) de ’APMV-1 en basant sur les 1713 nucléotides (92-
1805nt) du géne HN.

Arbre phylogénétique (enraciné) de I’APMV-1 se basant sur les 14977nucléotides,
encadrant les six genes NP, P, M, F, HN et L.

Arbre phylogénétique (enraciné) de I’APMV-1 en se basant sur les 80 nucléotides (295-
374nt) du gene F.

Arbre phylogénétique (enraciné) de I’APMV-1 en se basant sur les 80 nucléotides (295-
374nt) du gene F (Génotype | et I1).

Arbre phylogénétique (enraciné) de ’APMV-1 en basant sur les 80 nucléotides (295-
374nt) du gene F (Génotype VII).

Alignement des séquences de la protéine F (souches : isolées 68 a 159aa et séquences :
88 a 113aa) montrant le site de clivage des APMV-1 malgaches (en rouge).

Structure tridimensionnelle de la protéine F des souches malgaches du génotype XI. Les

épitopes neutralisants sont colorés en rouge.

Xiv



Figure 37:

Figure 38:

Figure 39:
Figure 40:

Figure 41:

Figure 42:

Figure 43:

Figure 44:

Figure 45 :

Figure 46 :

Alignement de la protéine F (0 a 553aa) montrant les substitutions d’acide aminés. Les
numéros au dessus des séquences sont les positions des AA (0 a 553). Les résidus de
cystéine sont remplacés par des étoiles(*). Les AA caractéristiques de génotype Xl sont
encadrés en rouge.

Alignement de la protéine HN (1 a 571aa, 578aa et 616aa) montrant les substitutions
d’acides aminés. Les numéros au dessus des séquences sont les positions des AA (1 a
616). Les résidus de cystéine sont remplacés par des étoiles. Les AA caractéristiques de
génotype Xl sont encadrés en rouge.

Structure tridimensionnelle de la protéine HN des souches malgaches du génotype XI.
Alignement montrant I'insertion de 6 nt dans la région non codante 5’ du géne N.

Arbre phylogénétique (enraciné) de I’APMV-1 basé sur les 374 pb (position 47 — 421nt)
du géne F montrant la position des deux souches MG dans le sous-génotype Ib par
rapport aux autres souches classe Il isolées dans avifaunes d’autres pays.

Alignement de la protéine F (1 a 125aa) montrant les substitutions d’AA. Les numéros
au dessus des séquences sont les positions des AA (1 a 125). Les résidus de cystéine
sont remplacés par des étoiles. Les AA caractéristiques de sous-génotype Ib sont
encadrés en rouge.

Arbre phylogénétique (enraciné) de ’APMV-1 en se basant sur les 374 pb (position 47 —
421nt) du géne F montrant la position des trois souches malgaches (écrites en rouge)
dans le génotype Il par rapport aux 23 séquences des génotypes |, II, Ill, IV et XI.
Alignement de la protéine F (1 a 124aa) montrant les substitutions d’AA. Les numéros
au dessus des séquences sont les positions des AA (1 a 125). Les résidus de cystéine
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CHAPITREI: INTRODUCTION GENERALE

La maladie de Newcastle ou MN est une maladie infectieuse, contagieuse des volailles
provoquée par le paramyxovirus aviaire de type 1 ou APMV-1 (Alexander, 1997). Des
souches d’APMV-1 peuvent entrainer des signes cliniques variables allant d’une forme
asymptomatique a une forme mortelle suivant leur virulence, les espéces hotes, I'age de
I'hote, l'infection par d'autres organismes, le stress environnemental et I'état immunitaire de
I'hote (Alexander, 2000). L'appellation MN est réservée exclusivement a la maladie résultant
d'une infection avec des souches virulentes d’APMV-1 qui engendrent la mortalité ou la
maladie chez les poulets domestiques (Leighton & Heckert, 2007), les cormorans (Kuiken et
al., 1998), les oiseaux de cage et les pigeons (Lister et al., 1986; Monne et al., 2006; Werner
et al., 1999). La virulence des souches d’APMV-1 peut étre rapidement approchée par la
biologie moléculaire en séquencant le site de clivage au niveau du géne de fusion (Romer-
Oberdorfer et al., 2006) ou caractérisée par des tests biologiques sur I’"hote sensible (OIE,

2009).

Cette maladie provoque chez I'espece humaine des symptomes sans gravités, comme la

conjonctivite et larmoiement.

Depuis la premiére description de la MN, trois panzooties se sont succédées dans le monde
(Czeglédi et al., 2006). Ces panzooties ont été caractérisées par des souches virulentes
d’APMV-1 qui ont été ultérieurement classées dans différents génotypes ou sous-génotypes.
A partir de 1990, les foyers de la MN enregistrés en Afrique, en Europe et en Asie ont été
généralement liés a des souches groupées dans le génotype VII. Les études en épidémiologie
moléculaire réalisées dans différents pays montrent la co-circulation de plusieurs souches
appartenant a des génotypes différents, y compris les souches vaccinales (Abolnik et al.,
2004a; Adi et al., 2009; Barbezange & Jestin, 2003; Barlic-Maganja et al., 2005;
Bogoyavlenskiy et al., 2009; Cattoli et al., 2009; Kim et al., 2007a; Kim et al., 2008; Kuiken et
al., 1998; Kwon et al., 2003; Liu et al., 2007; Liu et al., 2009; Panshin et al., 1999; Servan de
Almeida et al., 2009; Snoeck et al., 2009; Tan et al., 2008; Tsai et al., 2004; Wang et al., 2006;
Xu et al., 2008; Yang et al., 1999). Cependant, la prévalence de chaque génotype peut varier

d’une année a l'autre et d’un pays ou d’un continent a l'autre.
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Les épizooties d’influenza aviaire (IA) et de maladie de Newcastle menacent I'aviculture
moderne et villageoise dans un grand nombre de pays d’Afrique (Koko et al., 2006a; Maho et
al., 2004; Squarzoni, 2006). En vue d’avoir une meilleure connaissance sur la circulation des
pestes aviaires (influenza aviaire et maladie de Newcastle) a Madagascar, deux sites d’étude
(Lac Alaotra et Antananarivo) ont été choisis dans le cadre du projet Fonds de Solidarité
Prioritaire ou FSP GRIPAVI. Ce projet est coordonné par le CIRAD et associe d’autres instituts
Francais (ANSES, INRA et ONCFS) ainsi que des laboratoires internationaux : OVI (Afrique du
Sud), NAHDIC ou National Animal Husbandry Research Centre (Sebata-Ethiopie), LCV ou
Laboratoire Central Vétérinaire (Bamako, Mali), CNERV ou Centre National d’Elevage et de
Recherche Vétérinaires ou (Nouakchott, Mauritanie), pole PRISE (Hanoi, Vietnam) et le
Département de Recherches Zootechniques et Vétérinaires ou FOFIFA-DRZV

(Ampandrianomby Antananarivo, Madagascar).

Les activités développées dans la présente étude font partie intégrante du projet GRIPAVI a
Madagascar. Cependant, elles sont exclusivement axées sur le virus de la maladie de
Newcastle (VMN) en raison de sa forte incidence mise en évidence au cours du projet. En
effet, aucun virus influenza n’a été détecté durant les quatre années du projet. Le travail a
successivement porté (i) d’abord sur la caractérisation des souches circulantes d’APMV-1, en
particulier celles a I'origine des foyers de la maladie dans deux sites d’étude et (ii) en suite,

sur I'efficacité des souches vaccinales les plus utilisées a Madagascar.

Dans le cadre de ce travail, les échantillons provenant des deux sites d’étude ont été
groupés dans trois compartiments (I, Il et Ill) : les échantillons prélevés chez les volailles
domestiques des aviculteurs villageois dans le compartiment |; ceux prélevés a partir des
oiseaux domestiques dans les fermes de type commercial essentiellement dans la zone
d’Antananarivo dans le compartiment Il et ceux prélevés lors de I'enquéte de prévalence

chez I'avifaune aquatique du lac Alaotra groupés dans le compartiment lil.

Pour évaluer la circulation des APMV-1, nous avons fait appel a des prélevements
biologiques consistant en des prélevements de sang, des écouvillonnages trachéaux et
cloacaux et le cas échéant sur oiseaux malades ou morts, des prélevements d’organes. Pour
la détection, nous avons utilisés des techniques de PCR quantitative en temps réel apres

transcription inverse (QRT-PCR) et le test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). La
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premiere technique permet de rechercher des APMV-1 excrétés par les oiseaux infectés
(analyse virologique) au niveau trachéal et cloacal ou le cas échéant dans des organes. Pour
la caractérisation des APMV-1 circulants, I'analyse de biologie moléculaire a été complétée
d’un essai d’isolement viral. Le test ELISA permet par la recherche d’anticorps sériques
spécifiques de dépister le passage de 'APMV-1 a son hoéte, en particulier chez les oiseaux
sauvages qui ne sont pas vaccinés et qui ne présentent donc aucune interférence avec les

anticorps post-vaccinaux.
Ce document comporte cing chapitres composé de :

- Chapitre Il: Revue bibliographique et contexte sur la maladie de Newcastle a

Madagascar
- Chapitre Ill : Matériels et méthodes
- Chapitre IV : Résultats
- Chapitre V : Discussion
- Chapitre Il : Perspectives et conclusion

Et ainsi que la liste des références bibliographiques et les publications et la liste des oiseaux

sauvages au lac Alaotra citées en annexes.
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CHAPITRE ll: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE ET CONTEXTE SUR LA MALADIE DE
NEWCASTLE A MADAGASCAR

A. Revue bibliographique sur la maladie de Newcastle

1. Historique

La premiere référence a la «peste aviaire» remonte en 1878 dans le nord de I'ltalie,
lorsqu’une maladie contagieuse et hautement mortelle affectant les volailles est décrite
(Perroncito, 1878). A cette époque, cette maladie, appelée «peste aviaire», a tout d’abord
été confondue avec une forme septicémique aiglie de choléra aviaire (Pasteurellose aviaire).
Cependant, en 1880, peu aprés cette premiere description, Rivolta et Delprato (Rivolta &
Delprato, 1880) démontrent que cette maladie possédait des propriétés pathologiques et
cliniques différentes du choléra aviaire et la nomme Typhus exudatious gallinarum. En 1901,
Centanni et Savunzzi (1902) déterminent que la peste aviaire est causée par un virus
filtrable. La premiere description d’une maladie aviaire avec des symptdomes identiques a la
MN date de 1926 et provient de I'lle de Java en Indonésie (Kraneveld, 1926). Néanmoins,
une maladie présentant des symptoémes semblables a la MN avait été déja notifiée en Corée
depuis 1924 (Alexander, 1997; Konno et al., 1929). Pourtant, c’est seulement quelques
années plus tard que Doyle (1927) a identifié, décrit pour la premiére fois I'agent étiologique
responsable d'une épizootie des poulaillers a Newcastle Sur-Tyne (Grande Bretagne) et
utilisé I'appellation de « Maladie de Newcastle ». Le virus de la MN a été identifié et classifié
en 1955 dans la famille Paramyxoviridae, genre Paramyxovirus. Depuis cette date, la MN,
devenue une maladie a déclaration obligatoire par |'Organisation mondiale de la santé
animale (ex Office International des Epizooties, OIE), est distinguée de I'Influenza aviaire

dont I'agent causal appartient au genre Orthomyxovirus.

Cette maladie est appelée pesta akoho ou ramibomogno a Madagascar (Koko et al., 20063;
Maminiaina et al., 2007), konoku ou twase obgo au Ghana (Dankwa et al., 2000), muzungo
au Mozambique (Maho et al., 2004) et maladie Ranikhet dans une bonne partie de I’Asie. Le
premier foyer de la MN a été observé et diagnostiqué a Madagascar en Aolt et Septembre
1946 dans le grand port de Toamasina (Rajaonarison, 1991). Apres cette premiere

description, des foyers ont éclatés en Décembre 1946 aux alentours de la gare
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d’Antananarivo. A travers 'axe ferroviaire et les grandes routes, la maladie s’est disséminée
et des foyers ont été observés a Ambatolampy en Décembre 1946 puis a Antsirabe en
Janvier 1947, en premier lieu au voisinage des gares. A cette époque, l'introduction de la MN
a été suspectée comme résultant d’'importations clandestines d’Afrique du Sud de cogs de
combat et de volailles. Depuis ces premieres observations, la présence de la maladie est
régulierement signalée dans toute l'ile (Koko et al., 2006a; Maminiaina et al., 2007). La MN
est devenue le principal obstacle au développement de I'aviculture villageoise en Afrique et

dans les autres continents en occasionnant de lourdes pertes économiques. (Mamis, 1995).

2. Etiologie et classification

L'agent causal de la MN, le paramyxovirus aviaire de sérotype 1 (APMV-1) ou virus de la
maladie de Newcastle (VMN), appartient a I'ordre des Mononegavirales, a la famille
Paramyxoviridae (Tableau 1; Figure 1), a la sous-famille Paramyxovirinae, genre Avulavirus.
Neuf sérotypes d’APMV sont identifiés (APMV-1 a APMV-9). Ces différents sérotypes
présentent des réactions croisées entre eux, en particulier 'TAMPV-1 et '’AMPV-3 (Alexander,

1988a).

Tableau 1 : Classification des Paramyxoviridae

Sous-famille Genre Exemples
Respirovirus Sendai virus
Morbillivirus Virus de la peste des petits ruminants
Paramyxovirinae Rubulavirus Virus de I'oreillon ou Mumps virus

Henipavirus Virus Hendra

Avulavirus Virus de la maladie de Newcastle (APMV-1)

Pneumovirinae Pneumovirus Virus respiratoire syncytial Humaine ou bovine
Metapneumovirus Pneumovirus aviaire

Les APMV-1 ont une virulence extrémement variée. Les virus les plus pathogenes entrainent
chez les oiseaux sensibles une morbidité et une mortalité atteignant parfois 100%
(Alexander, 1988a). lls sont classés en trois groupes appelés pathotypes en fonction des
symptomes observés chez les poulets (Alexander, 2003a): les souches apathogenes ou
lentogénes, les souches mesogénes et les souches velogénes viscérotropes et neurotropes.

Les souches lentogenes sont des souches avirulentes qui provoquent une légere infection
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respiratoire. Les souches mesogénes ont une virulence intermédiaire provoquant des
troubles respiratoires a faible mortalité. Les souches velogénes présentent une haute
virulence. Les velogenes neurotropes provoquent des troubles neurologiques et
respiratoires et les viscerotropes causent des lésions hémorragiques dans le tractus digestif

(Alexander, 1997).

Phoeing Distemper
Canine Distemper

100

Measles

Rinderpest
Morbilivirus

100

Henipavirus
Nipah

Hendra
Rubulavirus

Bovine PIV3

Human PIV3 100

Human PIV1
Sendaj ~ 100

Newcaslte Disease

Avulavirus Ovine RSV

Bovine RSV

Human PIV4

Canine PIVZ Human RSV A

Human RSV B

Mumps
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Simian PIVZ

Hi PIV2 r
S Pneumovirus

Respirovirus

Figure 1: Relations phylogénétiques entre les différents genres de la famille des Paramyxoviridae. L’échelle indique le
nombre de substitution par site (Gardés et al., 2009)

Selon I'OIE la forme virulente de la MN est causée par un APMV-1 qui présente un des deux
critéres suivants : (i) un indice de pathogénicité intracérébrale (IPIC) sur des poussins (Gallus
gallus) d’un jour égal ou supérieur a 0,7 ; (ii) la présence d’au moins trois acides aminés
basiques (arginine : R ou lysine : K) au niveau de la portion C-terminale du site de clivage de

du précurseur la protéine de fusion (Fo), c'est-a-dire a la position située entre les acides
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aminés 112 et 116 de la glycoprotéine active (F1) (Tableau 2). Ces caractéristiques sont

présentées en détail a la page 27.

Tableau 2: Les subdivisions des groupes pathotypes selon les méthodes in vivo ou in vitro visant a
caractériser les souches de paramyxovirus aviaire type 1

Pathogénicité

Méthodes : N N :
Velogéne Mesogene Lentogéne/asymptomatique

IPIC? >1,5 [1,5-0,7] <0,7

PV >2,5 <2,5 <2,5

MDT* <60h [60h - 90h] >90h

Site de clivage  2RR/KQ/KR/KR*F* 12RR/KQ/KR/KR*F 12GR/KQGR* LM

IPICI® : L’indice de pathogénicité intracérébrale est calculé aprés infection intracérébrale de poussins d’un jour ;
Un score (0 : normal ; 1 : malade ; 2 : mort) est attribué a chaque poussin quotidiennement durant huit jours.
IPIV : L’indice de pathogénicité intraveineuse est calculé de maniére similaire a I'ICPI mais chez des volailles
infectées par voie intraveineuse a I’dge de six semaines.

MDT ou Mean Death Time Délai correspond d la durée moyenne, en heure, nécessaire pour obtenir la mort de
tous les embryons des ceufs inoculés

3. Structure et organisation du virion

L'APMV-1 est un virus enveloppé de forme sphérique, parfois pléiomorphique dont le
diamétre est compris entre 100 nm et 500 nm (Figure 3). Le virus peut se présenter sous une
forme filamenteuse avec un diamétre de 100 nm et une longueur variable (Yusoff and Tan,

2001).

a. Organisation du génome

Le génome des APMV-1, comme des autres Mononegavirales, est formé d’un simple brin
d'ARN de polarité négative ou ssARN (Lamb & Kolakofsky, 1996). L’ARN génomique ou ARNv
des APMV-1, contient six genes structuraux (Figure 3) organisés de la facon suivante de 3’ en
5’: nucléoprotéine (N), Phosphoprotéine (P), Protéine de matrice (M), protéine de fusion (F),
protéine hémagglutinine-neuraminidase (HN) et la protéine large (L) (Chambers et al.,

1986b).
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Protéine de fusion (F) Protéine de la Matrice (M)

Protéine Large ou Polymérase (L)

Hémagglutinine-Neuraminidase

(HN) A
ARN génomique

RNP ou complexe
Ribonucléoprotéine

Nucléoprotéine (N)

200nm (b) Swelss Institute of Boinformaticy
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Figure 2 : Virus de la MN : (a) vue au microscope électronique avec coloration négative ; (b) Structure schématique d’un
Avulavirus (© Swiss Institute of bioinformatics).

> R Ty /-
Leader Trailer

Figure 3 : Structure du génome (ARN- simple brin) d’un Avulavirus.
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La taille du génome d’un APMV-1, comme pour tous les paramyxovirus, respecte la régle de
6 (rule of six): la taille du génome doit étre un multiple de 6 nucléotides pour que la
réplication ne soit pas affectée (Kolakofsky et al., 1998). Cette caractéristique, inhérente aux
paramyxovirus, est directement liée a l'interaction entre la protéine N et I’ARN génomique.
En effet, la N forme des hexaméres ol chaque unité de protéine s’associe a 6 bases. Chez les
APMV-1, une variation dans la taille du génome multiple de 6 est observée pouvant
comprendre 15 186, 15 192 ou 15 198 nucléotides (Czeglédi et al., 2006; de Leeuw &
Peeters, 1999; Huang et al., 2004).

Comme tous les virus au sein de l'ordre des Mononegavirales, ce virus contient deux
séquences non codantes appelées leader et trailer (Tableau 3), situées aux extrémités 3’ et
5’ du génome viral (Krishnamurthy & Samal, 1998). Le leader composé de 55 nucléotides (nt)
et la région non codante 3’ ou 3’'RNC de la N composé de 66 nt constituent le promoteur
génomique (121nt) utilisés par I'enzyme polymérase virale (ARN polymérase ARN
dépendante) pour la synthése des ARNm et 'ARN intermédiaire ou ARN+ (Kurilla et al.,
1985). Le trailer, composé de 114 nt et la région non codante 5’ ou 5'RNC (77nt) de la
protéine L, constituent le promoteur antigénomique (191 nt) utilisés par I'enzyme
polymérase virale (ARN polymérase ARN dépendante) pour la synthése des ARNv a partir de
ARN+ (Kolakofsky & Bruschi, 1975; Phillips et al., 1998). L'extrémité 3’ du «leader» posséde
un degré élevé de complémentarité avec 40 nucléotides du «trailer» a I'extrémité 5’ qui

suggere une formation possible d’une structure «en lasso» (Kurilla et al., 1985).

Les six genes de 'APMV-1 codent pour 6 protéines structurales a partir de six cadres de
lecture ouverts (open reading frame ou ORF). Les ORF sont séparés par de courtes
séquences intergéniques comprenant entre 1 a 47 nucléotides (Tableau 3 ; Figure 3). Ces
séquences intergéniques permettent de réguler I'activité transcriptionnelle des génes (Finke
et al., 2000). Chaque cadre de lecture ouvert est formé par une séquence de début de
transcription ou «gene start» : 3'-GCCCAUCU(C)U-5' suivie par la séquence codant pour les
six protéines structurales du virus et terminée par un «gene end» : 3'-AA(U)CUUUUUU-5' ou
une séquence de terminaison (Chambers et al., 1986a; Chambers et al.,, 1986b;

Krishnamurthy & Samal, 1998; Millar et al., 1986; Yusoff et al., 1987).
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Tableau 3: Les différentes tailles du génome et les protéines correspondantes

Taille génomique (nt)

Région ou Gene Classe Génotypes Total a . c T Protéines
3'RNC ORF 5'RNC RIG
- 55 - - - - -
Leader ! .
I laX 55 - - - - -
I - 1746 210 CA
N ! lalv/IXaxXl 1747 66 1470 211 A 489
Va Vil 1753 217
I - 1200 399
P . 1463 83 180 A
I laX 1188 395
| -
M . 1241 311 1095 112 G 364
I laX
| -
F . 1742 46 1662 112 31 553
I laX
I - 2001 91 1719-1758 152-191 48 572 - 585
I 1851 60 616
HN I I 2002 91 1734 177 47 577 - 581
IaXx 1716 195 571
| -
L . 6703 11 6615 77 - 2204
I laX
I - - - - - -
Trailer . 114
I laX - - - - -
I - 15198
Génome lalVetX 15186

VaViletIX 15192

3’RNC” : Région non codante 3’, 5’RNC" : Région non codante 5’, RIG : Région intergénique (motif ou taille en nucléotides), ORF’: Open Reading Frame ou phase de lecture ouverte.

NW DJ 3p 31x33u0) 13 anbiydpiboijqig annay
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a. La nucléoprotéine

La nucléoprotéine (N) est un polypeptide de poids moléculaire 53 kDalton composé de 489
acides aminés, fortement conservé de 91 a 98% d’identité dans le genre Avulavirus et 35%
avec les autres genres dans la famille des paramyxovirus (Kho et al., 2003). Elle est la plus
abondante de toutes les protéines. L'association des monomeéres de N forme une particule
en forme d’anneau ou « ring-like particule », et a I'intérieur du canal formé par la structure
engendrée par ces anneaux se trouve I’ARNv en symétrie hélicoidale (Kho et al., 2001). Le
complexe, extrémement stable, formé par plusieurs monomeres de N et de I’ARNv constitue
la nucléocapside (Iseni et al., 1998). Cette derniére est associée a la phosphoprotéine (P) et
la protéine large (L) pour former le complexe ribonucléoprotéique ou RNP (Figure 3) qui est
la plus petite structure virale a propriété auto réplicative dans la cellule (Yusoff and Tan,
2001). La protéine N protége le génome viral contre les activités nucléasiques présentes

dans les cellules de I’hote (Kho et al., 2001).

1 LEADEER (S5nt) 55
3 PeGUUUGUCUCUTAGGCATUCARUGCUATIUY COGCUNCCUC GUTARCUC ARG

GENE END GENE START

56 N

UGEEEAIE Tl -~ - — 222 e
{1745mr)
NP 1802 1804 P
F a1 Y UGCCCAUEUY-— a8 15T/
B 2254 1256
B e T s g i 1 7Y GECCAT - - Fhe o I
{1241at)
4435 4498
fj-antl =y =] JGC ALY - - ——— B i
(17828%)
5289 6321
PR | FAUCUTUITEAU GECCARCAUC UAC UG GUTUC CUGCUATR | B COCATCT == e e
(200dng)
g3z22
HN = 2370 1
P LYY [l TICACCEUUACUCUAVGUUC CEUUUUGUC GACUACCATUTANCA I—usccmu-:cU—————'——— S
(6T04nc)
15073
7 C— ARTUCTUUUTTT

15074 TRAILER {113nt)
ARCUUSAGGOTGAEERRT CTAGRGCTTARGCUTGAGT UAUTUACAEARITUULIUTCC

15186
AACGCGUGUUAAUAAGAACUCACAUCASAACAAUARG UGG UUUAGRAACARRRCCR 57

Figure 3 : Génome complet d’un APMV-1 (Souche Beaudette C-15.186nt) montrant les différentes tailles de séquences
intergéniques (Krishnamurthy & Samal, 1998).
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b. La phosphoprotéine (P) et les protéines non structurales (V
et W)

De poids moléculaire de 42 kDa, la phosphoprotéine ou protéine P est composée de 395
acides aminés (Yusoff & Tan, 2001). Elle fait partie du complexe transcriptase-réplicase de
I’APMV-1 (Hamaguchi et al., 1983a). Elle est le principal produit obtenu avec le cadre de
lecture ouvert (ORF) du géne P (Peeters et al., 2004). Elle constitue un cofacteur de la
polymérase virale L (ARN polymérase ARN dépendante). Ces deux protéines jouent
ensemble un réle central dans la réplication et la transcription du génome (Hamaguchi et al.,
1985; Hamaguchi et al., 1983a) ainsi que dans la stabilisation du complexe P-L (Smallwood et
al., 1994). Elle peut aussi jouer le role de chaperon pour éviter I'encapsidation accidentelle
des ARN non viraux par la nucléoprotéine avant I'assemblage du complexe NP-ARNv

(Errington & Emmerson, 1997).

Comme tous les virus de la sous-famille Paramyxovirinae, le gene P de 'APMV-1 peut étre
transcrit en deux autres protéines non structurales V et W par le mécanisme de
« stuttering » ou de bégaiement, caractérisé par l'arrét et le glissement du complexe de
transcription sur la matrice, par insertion d’une (G) ou de deux (2G) guanosines au niveau du
site d’édition situé entre les positions 476 et 489 (Hausmann et al., 1996; Kolakofsky et al.,
2005; Steward et al., 1993). L’analyse des ARN messagers (ARNm) produits a partir du géne P
montre que 68% d’entre eux sont des P-ARNm, 29% des V-ARNm et seulement 2% des W-
ARNm (Mebatsion et al., 2001). Les protéines accessoires V et W sont impliquées dans la
régulation de I'expression virale et interferent dans les réponses cellulaires antivirales

(Gotoh et al., 2001; Jang et al., 2010).

c. La protéine large (L)

La protéine large ou L est la plus grande et la moins abondante des protéines structurales
des APMV-1. Elle est composée de 2204 acides aminés avec un poids moléculaire
approximatif de 249 kDalton (Yusoff et al, 1987). Comme pour tous les autres
paramyxovirus, la protéine L des APMV-1 posséde six domaines (I a VI) (Poch et al., 1990;
Smallwood et al., 2002). En association avec les protéines P et N, la protéine L assure toutes
les activités catalytiques de la polymérase virale associées a la transcription et la réplication
(Hamaguchi et al., 1983a; Lamb & Parks, 2007; Smallwood et al., 1994). En plus du site de

clivage de la protéine de fusion, la protéine L, contribue aussi au déterminisme de la
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virulence des souches des APMV-1 (Rout & Samal, 2008). Elle est également responsable des
activités guanilyl et méthyl transférase requises lors de la mise en place de la coiffe en

position 5’ des ARNm (Gopinath & Shaila, 2009).

d. L’enveloppe virale ou Peplos

L’enveloppe virale ou peplos est formée de deux couches. La couche ou enveloppe externe
est essentiellement une bicouche lipidique provenant de la membrane cytoplasmique de la
cellule hote acquise lors du bourgeonnement viral. Dans la bicouche lipidique sont ancrées
comme des spicules deux glycoprotéines : I'hémagglutinine-neuraminidase (HN) et la
protéine de fusion F (Romer-Oberdorfer et al.,, 1999). Juste en-dessous de la bicouche
lipidique se trouve la couche interne de I'enveloppe qui est formée par la protéine de

matrice (M).

- Laglycoprotéine F
La glycoprotéine F est une glycoprotéine transmembranaire de type | (Figure 5) qui assure la
fusion de I'enveloppe virale, indépendamment du pH, avec la membrane cellulaire lors de la
pénétration du virus dans la cellule cible. Cette fusion a lieu aprés l'activation par
I’attachement de la protéine HN sur les récepteurs cellulaires. La protéine F activée assure
aussi la fusion des cellules contiglies lors du passage des virions de cellule en cellule formant
le syncytium (Hernandez et al., 1996; Seth et al., 2007; Yamakawa et al., 2007). La protéine F
activée est un homotrimére constitué de trois monomeres liés par des liaisons non
covalentes (Figure 4). Elle est synthétisée et glycosylée dans le réticulum endoplasmique,
comme un précurseur Fqinactif (Yusoff and Tan, 2001) qui contient 553 acides aminés avec
un poids moléculaire de 55 kDa (Chambers et al., 1986; Seal et al., 2005; Yusoff and Tan,
2001). Ce précurseur devient actif apres le clivage par les protéases cellulaires spécifiques a
I'intérieur des appareils de Golgi (Gotoh et al., 1992; Nagai et al., 1976; Ogasawara et al.,
1992). La protéine F active est composée des deux sous-unités clivées F, (48 a 54 kDa) et F,
(10 a 16 kDa) reliées par un pont disulfure (-S-S-) (Bossart & Broder, 2007; Yusoff and Tan,
2001). C'est cette forme clivée qui est capable d’entrainer la fusion cellulaire (Choppin &
Scheid, 1980; Mahon et al., 2008; Scheid & Choppin, 1974). La protéine F est un exemple

d’une glycoprotéine de type | ou I'extrémité N-terminale est dirigée vers |'extérieur de
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I’enveloppe. La tige de la structure protéique en forme de clou traverse la bicouche lipidique

et supporte la téte globulaire.

Figure 4 : Structure 3D (trimére) de la protéine de fusion d’un APMV-1 (PDB : 1g5g EMBL-EBI).

(A) Vue de face d'un modeéle de la protéine F. Chaque monomére qui forme le trimére est représenté en
une couleur différente. (B) : Vue de dessus de la téte de la protéine F.

cooH I— Bl (nNH, (3)

S-S
— —]
NH, | I B Bl CoOH (A)

Enveloppe virale

Figure 5 : Diagramme représentant une glycoprotéine virale transmembranaire de type | (A) et Il (B) (Bossart & Broder,
2007)
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Le site de clivage qui se trouve entre les positions 112 et 117 du précurseur de la protéine de
fusion, est formé par au moins deux acides aminés basiques, arginine (R) ou lysine (K) (Figure
7). Ce site de clivage constitue la base moléculaire de la pathogénicité de '’APMV-1. (Romer-
Oberdorfer et al., 2003). Les souches velogenes et mesogeénes présentent un site de clivage
formé d’au moins 3 acides aminés basiques (R et/ou K) et d’une phényalalanine (F) en
position 117 (Figure 6) (de Leeuw et al., 2005; Peeters et al., 1999; Romer-Oberdérfer et al.,
2006; Romer-Oberdorfer et al., 2003; Wakamatsu et al., 2006). Ce type de site est clivé par
les enzymes du type furine qui sont ubiquitaires dans I'organisme alors que les sites de
clivage a deux acides aminés basiques ne sont clivés que par des enzymes de type trypsine
localisées au niveau des muqueuses digestives et respiratoires (Tashiro et al., 1992). Cette
différence explique que les souches virulentes soient plus invasives et entrainent des
maladies systémiques dans I'organisme infecté (Figure 6). En plus, la présence du résidu F en
position 117, au lieu de la leucine L'’ dans les souches lentogénes, peut contribuer 3

I’émergence de formes neurologiques (Kattenbelt et al., 2006).

Souche lentogene ou apathogéne Souche mesogéne ou velogéne

Enzyme type trypsine : * Enzyme type furine : *

Tractus
respiratoire

Tractus
digestif

— F2 Fl —
® ®
G-K-Q-G-R{ L R-R-Q-K-R F
K-R-Q-K-R{F

Figure 6 : Relation site de clivage et pathotypes (OIE, 2009)

15



Revue Bibliographique et Contexte de la MN

La protéine de fusion des APMV-1 posséde trois domaines HR ou «Heptad repeats » : HRa
(HR1), HRb (HR2) et HRc (HR3) (Luque & Russell, 2007; Swanson et al., 2010; Yusoff & Tan,
2001). Ces domaines HR adoptent une conformation en hélice indispensable a I'activité de

fusion de la protéine (Chen et al., 2001; Morrison, 2003; Ren et al., 2006).

F, F)
-4 Ll |
85 191 366
5] —— O ey d
NH,| i ] COOH
i i HE HE HR, 333
Site de clivage u B :
(143-185) (268-289)
Peptide de fusion Domaine transmembranaire

Figure 7 : Diagramme schématique des domaines importants et caractéristiques de la glycoprotéine F (Yusoff & Tan, 2001).
La barre représente le précurseur F,. Les sous-unités actives de la protéine de fusion F2 et F1
sont figurées au dessus de la barre. Les sites potentiels de glycosylation sont indiqués par des

Pendant la maturation post-traductionnelle des peptides formant la glycoprotéine F, la
glycosylation cellulaire ajoute, en général, six résidus de carbohydrate de mannose au niveau
des sites Asparagine-X-Serine/thréonine ou N-X-S/T, aux positions 85, 191, 366, 447, 471 et
541 (Figure 7). Ces glycosylations sont trés importantes pour le transport des protéines F

neo-formées vers la surface cellulaire (Chen et al., 2001; Panda et al., 2004).

La glycoprotéine F rejoint la membrane cytoplasmique sous la forme d’un trimére relié par
des liaisons non covalentes (Malvoisin & Wild, 1993). Une partie des protéines F actives
exprimées sur la membrane est utilisée comme médiateur de la fusion avec les cellules

avoisinantes pour former les syncytia ou cellules géantes (Hernandez et al., 1996).

- La glycoprotéine HN
L’'Hémagglutinine Neuraminidase est une glycoprotéine transmembranaire de type Il (Figure
15) ou I'extrémité N-terminale est fixée dans I’enveloppe du virus (Bossart & Broder, 2007).
L'HN posséde un poids moléculaire d’environ 63 kDa (Yusoff & Tan, 2001). Comme la
protéine F, 'HN des APMV-1 a la structure d’un clou formé de deux parties : la tige et la téte
globulaire (Chen et al., 2001; Yusoff and Tan, 2001). La tige qui est une structure tubulaire

supportant la téte globulaire traverse la bicouche lipidique de I'enveloppe virale. La HN
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activée est un homotetramere constitué de deux dimeéres liés par des liaisons non covalentes
et chaque dimere est formé de deux monomeres liés entre eux par un pont disulfure (Figure

8) (lorio et al., 2001).

Figure 8: Représentation schématique d’un dimere de protéine (aal24-aa570) HN d’un virus de la MN, en structure

cristalline (vue de dessus), (Crennell et al., 2000).

L’extrémité N-terminale est colorée en bleu tandis que la C-terminale, en rouge. Les sites de N-glycosylation sont montrés

par les points noirs.

Le cadre de lecture ouvert codant pour le monomeére possede 2002 nucléotides (Chambers
et al., 1986; Seal et al., 2005; Yusoff and Tan, 2001). La structure primaire de I'oligopeptide
de la HN contient 571, 577, 581 ou 616 acides aminés (Romer-Oberdorfer et al., 2003). Les
peptides HN contenant 616 aa sont trouvés chez les APMV-1 avirulentes alors que ceux avec
581 et 577 aa sont présents a la fois chez les souches virulentes et avirulentes. La protéine
HN contenant 571aa se trouve uniquement chez les souches virulentes d’APMV-1 (Romer-
Oberdorfer et al., 2003). Pendant la maturation post-traductionnelle des peptides formant
I’'HN, la glycosylation cellulaire ajoute plusieurs résidus de carbohydrate de mannose au
niveau des sites Asparagine-X-Serine/thréonine (Chen et al., 2001; Panda et al., 2004). En
général, I'HN contient six sites de glycosylation (Figure 9) situés respectivement aux

positions 119, 341, 433, 481, 508 et 538 (Seal, 2004).

L'HN du virus de la MN est une protéine multifonctionnelle (Huang et al., 2004) et constitue
le déterminant antigénique majeur du virus (Panda et al., 2004). Elle posséde a la fois
I'activité hémagglutinante (HA) et neuraminidasique (NA) (Kawano et al., 1990; Scheid &
Choppin, 1974) et assure |'attachement du virus au récepteur des cellules cibles (acide

sialique). Les deux sites responsables de I'activité HA et NA se trouvent cOte a cOte ou trés
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proches sur la téte globulaire. Des mutations autour des résidus 234 a 239 ou a l'intérieur de
cette région trés conservée empéchent non seulement I'activité HA mais aussi celle liée a la

NA (Deng et al., 1999; Mirza et al., 1993; Sheehan & lorio, 1992).

Lors de la libération des virus néo-synthétisés, I'activité NA de la protéine HN permet de
couper la liaison entre I’'hémagglutinine et I'acide sialique de la cellule hote (Gubareva et al.,
1995; von ltzstein et al., 1993). Ainsi, les virus n'interagissent pas avec leur récepteur au
niveau des cellules productrices et peuvent s'en libérer pour commencer leur étape de

dissémination.

Domaine
transmembranaire Site de fixation de l'acide
- sialique (234-239)
(27-48) 341 481
j* 119 E v 433 508 538
o @ ® @
i@ —— CooH
C C cCcC CCC C C CcC C C S71/877
5] 123 172 196 238 251 344 455 465 :B1 542 581/616

Il R~

Lien de dimérisation
Figure 1 : Diagramme schématique des domaines importants et caractéristiques de la glycoprotéine HN (Yusoff & Tan,

2001).

La barre représente la protéine HN avec les différentes longueurs. Les résidus cystéiques sont indiqués en C au dessous de la
barre. Les ponts disulfures sont représentés par des lignes reliant les résidus cystéiques (C). Le pont disulfure intermoléculaire
(position 123) est indiqué avec une fléche. Les sites potentiels de glycosylation sont indiqués par des ronds gris. Les nombres

désignent les positions d’acides aminés.

- La protéine de matrice M

La protéine de matrice M des APMV-1 est formée de 364 aa. Il s’agit d’une protéine basique
avec plusieurs régions hydrophobes conservées (Bellini et al., 1986 ). Cette protéine non
glycosylée tapisse non seulement la surface interne de la membrane virale mais se lie
également avec la région N-terminale de la glycoprotéine HN dans la surface interne de la
membrane de I'enveloppe virale (Garcia-Sastre et al., 1989). La protéine M est considérée
comme un organisateur central de la morphologie et de I’'assemblage du virion. Elle interagit
a la fois avec le nucléocapside et les domaines cytoplasmiques des deux glycoprotéines HN
et F (Griffin, 2001). La protéine de matrice M est impliquée dans la compaction de la

ribonucléoprotéine principalement dans les étapes d'assemblage et de bourgeonnement
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viral (lwasaki et al., 2009). La protéine M pourrait ainsi bloquer I'export des ARN messagers
et inhiber |'expression des génes de la cellule hote (Her et al., 1997; Kopecky & Lyles, 2003;
Yuan et al., 2001).

2. Cycle viral

Comme tous les paramyxovirus, les Avulavirus, se propagent selon deux modes : (i)
pénétration d’une cellule, transcription des protéines virales, réplication du génome viral,
bourgeonnement et libération de nouvelles particules virales infectieuses, ou (ii) formation
de cellules géantes multi-nucléées appelées syncytia, par fusion entre une cellule infectée,
exprimant les glycoprotéines HN et F, et une cellule voisine, exprimant un récepteur des
avulavirus. Ces syncytia ou cellules géantes sont facilement observables lors de I'infection in

vitro des cellules par les virus de la MN (Ahamed et al., 2004).

a. Attachement et pénétration du virus dans les cellules hétes

La glycoprotéine HN initie I'attachement des virions aux récepteurs cellulaires. L’activation
de la glycoprotéine F permet ensuite la fusion, a pH neutre, de I'enveloppe virale et de la
membrane plasmique de la cellule cible, ce qui conduit la libération de la ribonucléocapside
dans le cytosol. Ces deux glycoprotéines assurent les premieres interactions entre le virus et
la cellule cible (Scheid & Choppin, 1974; Yusoff and Tan, 2001). La HN virale s’attache aux
recepteurs cellulaires qui sont constitués par deux types de résidus d’acide sialique : acide N-
acetylneuraminique ou I'acide N-glycolylneuraminique (Suzuki et al., 1985). L'interaction de
la glycoprotéine HN avec le récepteur cellulaire entraine un changement de conformation
dans cette protéine (Figure 10) qui, a son tour, active la glycoprotéine F (Lamb & Kolakofsky,
2001b). L’'activation de la glycoprotéine F entraine une rupture de structure entre les deux
hélices alpha HRA et HRB (Gravel & Morrison, 2003; Stone-Hulslander & Morrison, 1999). Les
deux hélices alpha se réassocient ensuite permettant aux peptides de fusion d’interagir et de
s'orienter vers la membrane cellulaire. Le rapprochement des membranes virales et
cellulaires a lieu au cours de ce processus favorisant ainsi la fusion et I'injection du RNP dans
le cytosol (Hernandez et al., 1996; Morrison, 2003). Les cellules infectées exprimant les
glycoprotéines de surface F et HN peuvent fusionner avec des cellules environnantes

(Hernandez et al.,, 1996). En culture cellulaire, la formation de cellules géantes multi-
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nucléées peut étre observée et est considérée comme caractéristique des infections dues

aux paramyxovirus (Hernandez et al., 1996).

Cellule Cellule

P =Neu5Ac

» = Neu5Ac2en

Virus

Figure10 : Interaction entre la protéine F et HN lors de la fusion de la membrane cellulaire avec I’enveloppe virale (Zaitsev et
al., 2004)

b. Transcription et réplication de ’ARN viral

La réplication de I'APMV-1 a entierement lieu dans le cytoplasme cellulaire (Lamb &
Kolakofsky, 2001a). En plus des protéines virales néo-synthétisées, des protéines de la
cellule hote sont nécessaires au fonctionnement optimal des complexes protéiques lors de la

réplication ou la transcription (Bose & Banerjee, 2004).

Une fois dans le cytoplasme, le complexe RNP transcrit I’ARN génomique du virus (ARNv) en
ARN messager ou ARNm, coiffé et polyadénylé par la polymérase virale (protéine large ou L).
La synthese de I'ARNm commence aussitdt que le génome viral rencontre les
ribonucléosides triphosphates dans le cytoplasme (Figure 11B). Seuls les ARNv encapsidés
par la nucléoprotéine sont reconnus et transcrits par la polymérase virale (Hamaguchi et al.,
1985; Hamaguchi et al., 1983b). L'initiation de la transcription a lieu a l'extrémité 3' de
I'ARNv, au niveau de la région promotrice formée par le leader et la région non codante 3’
ou 3’'RNC de la N (Krishnamurthy & Samal, 1998). Pendant la transcription, il existe un
gradient de quantité d’ARNm et de protéines produites lié a la position du gene par rapport
au point de départ de la transcription. De ce fait, I'ARN de la nucléoprotéine représente plus
de 50% des transcrits et celui de la protéine L est le moins abondant. La variation de la
fréquence d’initiation des différents genes est une stratégie adoptée par les virus a ARN
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négatif simple brin pour réguler I'expression des genes au niveau de la transcription. C'est ce
gradient qui permet une régulation différentielle de la production des protéines virales
(Cattaneo et al., 1987). A la fin de chaque transcription, les ARNm nouvellement synthétisés
sont ensuite pris en charge par la machinerie de traduction cellulaire (Longhi & Canard,

1999).
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Figure 11 : Cycle réplicatif de ’APMV-1 (Terrier et al., 2008)

Dans une deuxieme phase, juste aprés la traduction des premiers transcrits et
I'accumulation de protéines virales, I'enzyme polymérase virale réplique 'ARNv de facon
continue en un ARN "antigénomique" complet de polarité positive ou ARN+. L’encapsidation
de I’ARN synthétisé par la nucléoprotéine oblige la polymérase a traverser les jonctions sans
marquer l'arrét (Errington & Emmerson, 1997) : lorsque la concentration de protéine N
atteint un seuil critique permettant 'encapsidation de I’ARN+ concomitante a sa synthese, la
polymérase virale passe en mode de réplication en utilisant le complexe nucléoprotéique du
génome (ARNv) comme matrice (Figure 12). Le nouveau complexe nucléocapside du génome
(ARN+) sert ensuite de matrice pour la synthese de nouveaux ARNv (Roux, 2005). La méme
polymérase engagée dans la transcription et la réplication de ’ARNv assure la réplication de
I’ARN+ : la polymérase virale synthétise I'ARNv en utilisant '’ARN+ comme matrice et le
complément de la région trailer et la région non codante 5’ de ’ARNv comme promoteur de

réplication.
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Dans les cellules infectées, il existe dix génomes pour un antigénome (Kolakofsky & Bruschi,
1975). La régulation est en faveur de la synthése du génome viral ou I'efficacité du
promoteur génomique est supérieure a I'efficacité du promoteur antigénomique. L'ARNv
nouvellement synthétisé et encapsidé sert dans un nouveau cycle de transcription. Il peut
également étre transporté vers la membrane plasmique pour la formation de nouvelles

particules virales (Figure 11E).

Les protéines HN et F sont transportées a travers le réticulum endoplasmique et I'appareil de
Golgi (Figure 11F) ou elles sont oligomérisées et glycosylées, avant de gagner la membrane

plasmique (Yusoff & Tan, 2001).
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Figure 12 : Transcription et réplication du génome du virus de ’APMV-1 (Ninkam Nghemning, 2002).

¢. Encapsidation, assemblage et bourgeonnement

Au fur et a mesure de sa synthése, I'ARNv est encapsidé par les protéines N, P et L pour
former le complexe RNP. Le complexe s'associe aux protéines M présentes a la face interne
de la membrane plasmique ol ont été dressées les glycoprotéines HN et F glycosylées et
oligomérisées (Figure 13a). Cet assemblage se réalise principalement au niveau des rafts,
régions riches en glycosphingolipides et cholestérol qui facilitent la formation de nouvelles
particules virales (Dolganiuc et al., 2003; Feusier, 2004 ; Manie et al., 2000). Les forces

d'interaction entre les protéines virales induisent la courbure et |'évagination de la
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membrane cytoplasmique de la cellule hote (Figure 13b) ainsi qu’un début de
bourgeonnement (Figure 13c). Durant le processus de bourgeonnement, une partie du
cytosquelette cellulaire est incluse avec les glycoprotéines F et HN (Feusier, 2004 ). La
polymérisation de filaments d'actine issus de ce cytosquelette cellulaire favorise la formation
du virion pendant les étapes finales du bourgeonnement (Bohn et al., 1986). A la fin du
bourgeonnement, la particule virale finit par s'individualiser (Figure 13e). A ce stade, la
particule virale peut de nouveau interagir par la HN avec le récepteur cellulaire (acide N-
acétyl neuraminique (en rose - Figure 13d). Le clivage de ce récepteur par la neuraminidase
virale (fleches vertes - Figure 13d), activité biologique présente sur HN, permet le
détachement du virus de la cellule hote (Figure 13e) qui peut alors infecter une autre cellule

(Feusier, 2004 ).

Figure 13 : Bourgeonnement des Paramyxovirus (Feusier, 2004 ).

3. Evolution et épidémiologie moléculaire des souches d’APMV-1
a. Génotypes et lignées des souches de ’APMV-1

L'étude préliminaire des APMV-1 avec I'analyse des profils de digestion enzymatique du
géne F entre les positions 334 et 1682, en utilisant des enzymes de restriction, a initialement
révélé I'existence de six géno-groupes ou génotypes (Ballagi-Pordany et al., 1996). Basés sur
I’'analyse phylogénétique des 374 nucléotides du gene F, entre les positions 47 a 421, deux
systemes de classification des APMV-1 sont actuellement utilisés a travers le monde sans
consensus clairement établi. Le premier systéme proposé en 1996 par Ballagi-Pordany et al.,

classe 'APMV-1 en deux grandes classes | et Il. Regroupant les souches apathogénes isolées
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chez des oiseaux aquatiques sauvages, la classe | est divisée en neuf génotypes (1 a 9) (Kim
et al., 2007a). Dix génotypes ont été initialement décrits dans la classe Il (I a X) qui englobe
les virus pathogenes (Figure 14). Trois nouveaux génotypes (XI, XIl et XllI) ont été récemment
décrits par notre groupe (Hammoumi et al., 2011; Maminiaina et al., 2010). Les génotypes VI

et VIl posseédent respectivement 6 (a-f) et 9 (a-i) sous-génotypes.

Mallard/US 04-204/04
Ulster/67 AY562991
97 PHY DQ097394

66| [ Mallard/uS (MD) /03-152/03
— Hitchner B1 AF309418 | Génotypel

Génotype |

70¢ Lasota AFO77761
Herts33/56/PEI AY170140 H33

‘ 70¢ Herts33/L AY170138 H33

I F48E9 AY508514 énotype IX

706 TJO3 DQ227244

[ EgyptEG-3/87 AY150111
95 DE-61/93 AY150135
[ Strain NA-1 DQ659677
Botswana ZA148/UP/98 AY210507
[T DE R49/99 DQ097393 Class
GO1US DCKI AY626266 Class

H

|oe
61 [ TWI/69 fusion AF083959 ] Génotype X

100 TW/95-3 AF083970 CLASSE Il
|H (Ph/80-Hertfordshire ) AF224504 ]G énotype IlI
706 Mukteswar EF201805
85 Herts/33 (de Leeuw ) AY741404 ] Génotype IV
9s  Italie/EU293914
Mexico 468/01 EU518685 ] Gé
’—‘ enotype V
95\; Brasil AV 1769/90 AY 175649 P
South Africa ZA606/UP/00 AY210497] Génotype VIII
L 77 Singapore SG-4H/65 AF136786 ]

Génotype VI

] Génotype VI

85
] CLASSE |

100
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Figure 14: Arbre phylogénétique des APMV-1

Un deuxieme systeme suggéré par Aldous groupe les APMV-1 en six lignées et treize sous-
lignées. Trois sous-lignées supplémentaires ont été ultérieurement proposées par Snoeck et

(2009). Ces deux classifications sont basées sur l'analyse phylogénétique des 374
nucléotides du gene F. Les relations entre ces deux systémes de groupage sont présentées

dans le Tableau 3.
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Tableau 4: Génotype, lignée et pathogénicité des souches de '’APMV-1

Génome Sous-
| Liné g Path o Ho6 Réfé
Classe (en nt) inéages Génotypes TS athotype otes éférences
| 15198 6 1359 i L Oiseaux aquatiques (Czeglédi et al., 2006; Kim et al., 2007; Zanetti et
sauvages al., 2005)
Il (Cattoli et al., 2009; Czeglédi et al., 2002;
5 Vil Vlla = VIl Wi Galliniformes et Hammoumi et al., 2011; Servan de Almeida et al.,
(X1 et X111) Palmipedes domestiques 2009; Snoeck et al., 2009; Xu et al., 2008; Zou et
al., 2005)
15192 (Aldous et al., 2004; Aldous et al., 2003; Ke et al.,
. . . 2001; Kwon et al., 2003; Liu et al., 2003; Lomniczi
4 VI Vla - Vlh Vvi Galliniformes, Colombidae et al., 1998; Otim et al,, 2004; Tsai et al., 2004;
Ujvari et al., 2003)
34 Vil i Wi Galliniformes (Abolnik et al., 2004; Herczeg et al., 1999; Maizan
etal., 2001)
15186 3c Vv - Wvi Galliniformes (Wehmann et al., 2003a; Wehmann et al., 2003b)
ou - X Wi Galliniformes (Tsai et al., 2004)
15192 - IX Wi Galliniformes (Liu et al., 2003)
. . (Czeglédi et al., 2002; Czeglédi et al., 2006;
3b v Wi Galliniformes Czeglédi et al., 2003; Wehmann et al., 2003a)
3a 1] - M, Wi Galliniformes (Aldous et al., 2003; Liu et al., 2007)
15186 2 1l - L, M et Vne Galllnlformgs, (Heckert et al., 1996; Kuiken et al., 1998)
Phalacrocoracidae
Galliniformes, Oiseaux (Kim et al., 2007; Zanetti et al., 2005; Zanetti et
1 | i L aquatiques sauvages, al., 2009)

Gallinacées et palmipede
domestiques

*= L : Lentogéne (apathogeéne et asymptomatique) ; M : Mesogéne ; Vne : Vélogéne neurotrope ;Vvi : Vélogéne viscerotrope
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a. Evolution des APMV-1

Sur la base de la substitution des résidus d’acides aminés (aa) observées dans les séquences
protéiques, de la relation phylogénétique entre les génotypes ainsi que des données
épidémiologiques sur les souches des APMV-1 isolées, Yu et al., (2001) et Czegledi et al.,
(2006) ont proposé un modele évolutif des souches de ’APMV-1 isolée a travers le monde
au long des années. D’aprés ces auteurs, la plus ancienne division de I’APMV-1 a eu lieu chez

les oiseaux sauvages aquatiques, considérés comme un réservoir ancestral (Figure 15).

Anciens génotypes

Virus ancestral

APMV-1 APMV-1 1ére MN 3
Madagascar
Classe l et Il -Classe [ ‘ 15 136t - Génotype IX et X
Oiseaux sauvages Volailles T Génotype Il — IV En Asie
aauatiaues domestiaues
Forme
virulente
Génotype V- VIII Génotype circulant
Apres 1960 > actuellement
( fs 192nt ) VII, Xl et X1l
: Europe, Asie et
Nouveaux génotypes Afrique

Figure 15: Evolution des APMV-1 d’apres (Czeglédi et al., 2006; Servan de Almeida et al., 2009; Yu et al., 2001).

Cette ancienne division a donné naissance a deux clades: les APMV-1 de classe | et ceux de
classe Il (Figure 14). Seul les ancétres d’APMV-1 de classe Il ont colonisé les populations
d’oiseaux domestiques (h6tes secondaires) et se sont convertis par la suite en des formes
virulentes. Ces formes virulentes ont été responsables de plusieurs panzooties de MN dans
le monde (Czeglédi et al., 2006). Les premiéres panzooties datant de 1926 a 1960 ont été
causées par les anciens génotypes (I a IV). Selon Yu et al., (2001), la substitution E*** > G au
niveau de la protéine F et 'insertion de 6 nt dans le génome ont entrainé |'évolution du

génotype IV vers les sous-génotypes Vla et Vle (Figure 16).
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Figure 16 : Evolution des différents génotypes dans la classe Il de '’APMV-1 au long de I’histoire (d’aprés Yu et al., 2001 ; Czégladi et al., 2006).
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Ces deux sous-groupes forment les « anciennes » souches dans le génotype VI isolées au Moyen
Orient (Kuwait 256, Irag AG68), en Europe (Warwick/66) et en Asie (JP-Narashino/67, JP-Chiba/69),
lors de la deuxieme panzootie de MN (Figure 16). Seule la souche Warwick/66 isolée en Grande
Bretagne en 1966 est membre du sous-génotype Vle. Le sous-génotype Vla aurait évolué en

18 5V de la protéine F. Ce dernier

génotype V par substitution du résidu d’acide aminé en position |
aurait évolué en génotype VIl par cing substitutions d'acides aminés entre les résidus 195 a 482 de
la région conservée de la protéine F (Figure 16). Toutefois, ce génotype VIII a conservé un ancien

197 3u niveau de la protéine F (Yu et al., 2001). Le sous-génotype Vla aurait évolué en Vic et

résidu T
VId par les substitutions cruciales T'% = S et T > S, respectivement. Par la suite, I'évolution vers
les sous-génotypes Vic en Vlb aurait eu lieu par la substitution de quatre acides aminés dans la
région conservée de la protéine F (résidus 195 a 482). L’évolution du sous-génotype VIb vers le

21 5| dans la protéine F, spécifique du

sous-génotype Vllb serait caractérisée par la substitution V
génotype VII. Le sous-génotype VIlb a donné naissance par la suite, aux sous-génotypes Vlla (R™* >
K), Vllc (R™* > K, AY¥® > s) et VIId (IP* > V, F** 3 Y). Ce sous-génotype VIId est 'ancétre des sous
génotypes Vlle, VIIf, VIIh et Vi et ces sous-génotypes VIl (b — i) sont a I'origine de la plupart des
épizooties de MN depuis 1980 en Asie, en Europe et en Afrique (Cattoli et al., 2009; Ke et al., 2010;
Krapez et al., 2010; Servan de Almeida et al., 2009; Snoeck et al., 2009). Cependant, Hommoumi et

al., ont récemment proposé de réarranger ce génotype en génotype VIl (Vllb), Xl (Vlla, c, d et e), le

dernier génotype Xlll regroupant les souches isolées en Afrique de I'Ouest (VIIf, g et h).

Actuellement, des souches appartenant aux génotypes IX et X, qui ont vraisemblablement évolués a
partir du génotype lll, et au génotype Xl issu du génotype IV, sont isolées respectivement en Asie
depuis la premiere panzootie (Liu et al.,, 2003b; Tsai et al., 2004) et a Madagascar (Servan de
Almeida et al., 2009). Les génotypes IX-X se trouvent dans le clade des anciens génotypes (Figure
14). Cependant, les analyses moléculaires au niveau du gene F montrent que les souches dans ces
deux génotypes possedent a la fois des résidus caractéristiques des récents génotypes VIl et VIII :
1’1 5 v, T 5 S pour le génotype X (Tsai et al., 2004) et V° > I, A’ > v et I > V pour le
génotype IX (Wang et al., 2006).

Le génotype VI est apparu en trois vagues : d’abord pendant la deuxiéme panzootie avec les trois
sous-génotypes Vla au Moyen Orient (Aldous et al., 2003), Vle en Grande Bretagne (Aldous et al.,

2004) et Vlh en Taiwan (Tsai et al., 2004), ensuite, au cours de la troisieme panzootie avec les sous-
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génotypes Vlb en Europe (Linde et al., 2010), Vic et VId en Afrique, (Aldous et al., 2004; Aldous et
al., 2003; Ujvari et al., 2003), et plus récemment depuis 1990, avec les sous-génotypes VIg en Chine

et Taiwan et VIf en Corée (Ke et al., 2001; Kwon et al., 2003; Liu et al., 2003b).

1. Distribution des souches et les panzooties
a. Distribution

La MN est une infection enzootique dans de nombreux pays en développement, principalement en
Asie et en Afrique (Alders & Spradbrow, 2000). En Europe et aux Etats-Unis, ot la MN est contrélée
par des mesures de biosécurité et de vaccination, des épizooties occasionnelles de gravité variable
sont encore observées (Barbezange & Jestin, 2005a; Barbezange & Jestin, 2005b; Czeglédi et al.,
2002; Herczeg et al., 1999; Krapez et al., 2010; Kuiken, 1998; Kuiken et al., 1998; Kuiken et al.,
1999). Ces épizooties occasionnelles sont causées essentiellement par les génotypes V, VI et VIl en
Europe ; V et VI en Amérique (Kim et al., 2008; Oliveira et al., 2000). Actuellement, les génotypes VI
et VIl sont a I'origine de la majorité de la mortalité due a la MN en Asie, en Afrique et en Europe
(Terregino et al., 2003; Ujvari, 2006). Le génotype VIII a été trouvé en Asie et en Afrique australe

(Abolnik et al., 2004; Yu et al., 2001).

Bien que certains génotypes soient localisés dans une région géographique déterminée (Figure 17),
les génotypes I/l dans la classe Il et les APMV-1 dans la classe | circulent partout dans le monde. Ces
derniers sont généralement avirulents et/ou lentogénes. Ils ont une distribution mondiale chez les
oiseaux aquatiques sauvages qui constituent leur réservoir (Kim et al., 2007a). Les souches
vaccinales les plus utilisées actuellement dans les différents continents sont des APMV-1 classe Il

lentogeénes dans les génotypes | et Il.

b. Les panzooties de la MN

Depuis la premiere description de la MN en 1926, trois panzooties se sont succédé. La premiere
panzootie de 1926 a 1960 a été causée par les génotypes Il, lll et IV; la deuxieme de 1960 a 1973 par
les génotypes Vla, V et VIl et |a troisieme (1970-1980) par les sous-génotypes Vlc, VIb et Vid. Depuis
1990, le génotype VIl est prévalent en Asie, Europe et Afrique (Aldous et al., 2003; Huang et al.,
2004; Lee et al., 2004; Liu et al., 2003a; Mase et al., 2002; Tsai et al., 2004).
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Figure 17 : Distribution mondiale depuis sa premiere apparition des virus de ’APMV-1 liés a des cas de la MN

(Alexander et al., 1999; Barbezange & Jestin, 2003; Bogoyavlenskiy et al., 2009; Bogoyavlenskiy et al., 2005; Capua
et al., 2002; Cattoli et al., 2009; Czeglédi et al., 2002; Kaleta & Baldauf, 1988; Ke et al., 2001, Kim et al., 2008;
Meulemans et al., 2002; Otim et al., 2004; Schelling et al., 1999; Tan et al., 2008; Tsai et al., 2004, Ujvari et al.,
2003).
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1. Epidémiologie
a. Les hétes

Les oiseaux constituent I’"hGte principal du virus de la MN, mais d’autres animaux comme les
reptiles et I'hnomme peuvent étre infectés par ce virus (Lancaster, 1966). Selon Kaleta &
Baldauf (1988b), au moins 241 especes d'oiseaux peuvent étre infectées par 'APMV-1,
incluant 27 des 50 ordres. Tous les différents pathotypes des APMV-1 sont trouvés chez les
volailles domestiques comme les poules (Gallus gallus), les oies (Anser anser) et les dindes
(Meleagris ocellata). Par contre, des souches avirulentes sont les plus fréguemment
trouvées chez les oiseaux sauvages (Kim et al., 2007a). Les mortalités les plus élevées dues
au virus de la MN chez les oiseaux sauvages ont été rencontrées chez les colombiformes
(Colomba sp. et Streptopelia decaocto) au Moyen Orient, en Europe, en Asie, en Amérique
du Nord (Kaleta & Baldauf, 1988a; Kim et al., 2008; Liu et al., 2006) et chez les cormorans a
aigrettes (Phalacrocorax auritus) en Amérique du Nord durant les années 1990 (Wobeser et
al., 1993). Des isolats d’APMV-1 ont été obtenus a partir des Psittacidés (Cacatua
molucensis, Amazona ochracephala) en captivité (Grund et al., 2002) ou introduits
illégalement aux Etats-Unis en 1991 (Panigrahy et al., 1993). Des souches d’APMV-1 ont été
également isolées chez les porcs, montrant que ce virus peut se répliquer dans le tractus

respiratoire de cette espece (Ding et al., 2010).

Chez I'homme, la MN est considérée comme une zoonose mineure. La transmission a
I'homme est anecdotique et se traduit par une infection oculaire : une conjonctivite, un
ocedeme des paupiéres et des larmoiements (Csatary et al., 1993; Rauw et al., 2009c). En plus
de ces infections oculaires, des maux de téte, des laryngites et de la fievre sont aussi

observés (Capua & Alexander, 2004).

b. Pouvoir antigénique et immunogeéne

Sur le plan antigénique, il n’existe que des variations mineures entre les différentes souches
d’APMV-1. A I'aide d’anticorps monoclonaux, des variantes d’APMV-1 dénommées PPMV-1
(Pigeon paramyxovirus type 1) ont été mises en évidence en Europe, en Asie, en Afrique du
Nord et en Amérique du Nord en 1970, affectant principalement les pigeons pendant la

deuxiéme panzootie de la maladie de Newcastle (Alexander et al., 1985; Kaleta & Baldauf,
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1988b; Marlier & Vindevogel, 2006; Ujvari et al., 2003). Depuis les années 1970, malgré les
programmes stricts de vaccination en Europe, en Asie et en Amérique du Nord, des cas
sporadiques de MN causant quelques mortalités dans les fermes de poulets ont été relatés
(Cho et al., 2007; Kapczynski & King, 2005; Servan de Almeida et al., 2009; Snoeck et al.,
2009; Yu et al., 2001). Ne présentent pas de manifestations cliniques et pathologiques, ces
cas sporadiques sont appelés « maladies de Newcastle atypiques » et ont toujours lieu dans
les fermes pratiquant la vaccination (Barbezange & Jestin, 2005a; Barbezange & lJestin,
2005b; Wei et al., 1998). Des infections similaires ont été rencontrées chez les oies dans des
fermes agricoles de Shanghai (Zou et al., 2005). Dans ces fermes, l'incidence et le taux de
mortalité chez les oies adultes ont été respectivement de 50-70% et 10-20% tandis que chez
les juvéniles de moins de 15 jours d'age, le taux de mortalité a atteint 100% (Zou et al.,
2005). Zou et al. (2005) ont appelé ce variant du virus de MN «goose paramyxovirus type 1 »

ou GPMV-1.

L'infection par le virus APMV-1 entraine a la fois une réponse immunitaire a médiation
cellulaire et une réponse humorale (Rauw et al., 2009b). La réponse immunitaire cellulaire
est la premiére a étre détectée bien avant la réponse humorale mise en évidence une
semaine apreés l'infection (Timms & Alexander, 2003). La réponse cellulaire peut étre mise en
évidence deux a trois jours apres l'infection avec des souches virales lentogenes. Toutefois,
elle ne serait pas fortement protectrice et ne durerait que quatre semaines (Reynolds &
Maraqga, 2000b; Timms & Alexander, 2003). Au contraire, I'immunité humorale dure
longtemps aprés linfection (3 a 12 mois) et les anticorps dirigés contre les deux
glycoprotéines de I'enveloppe virale (F et HN) sont considérés comme neutralisants et
protecteurs. Les anticorps anti-HN sont évalués lors des tests d’inhibition de
I’hémagglutination ou IHA pour estimer le niveau d’immunité humorale (Allan & Gough,
1974). Uinfection par 'APMV-1 produit aussi une immunité locale des voies respiratoires
supérieures et de l'intestin (Rauw et al., 2009b). Les oiseaux présentant des anticorps anti-
APMV-1 transmettent ceux-ci a leur descendance via le vitellus. Les poussins issus de ces
poules sont immunisés passivement et ils sont protégés des souches virulentes sauvages
pendant trois a quatre semaines, selon le niveau initial des anticorps maternels (Reynolds &

Maraga, 2000a).
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¢. Introduction et transmission
-Transmission entre les oiseaux

Les principales voies de transmission de la MN entre les oiseaux sains et infectés sont les
contacts directs, la nourriture et I'’eau de boisson contaminées ainsi que toutes les parties de
la carcasse des poulets infectés (Alexander, 2003a; Alexander, 1988; Guittet et al., 1997). Les
particules virales peuvent étre transportées par I'air sur de faibles distances (Estola et al.,
1979; Lancaster & Alexander, 1975). Le succés de cette voie de transmission dépend de
nombreux facteurs environnementaux comme la température, I'humidité et la densité du

cheptel (Li et al., 2009).

-Mouvement des oiseaux

Les oiseaux sauvages migrateurs peuvent étre a |'origine de I'introduction de la MN (Kim et
al., 2007a) mais les APMV-1 isolés actuellement chez les oiseaux sauvages sont
essentiellement des souches lentogénes ou apathogenes issues de la classe | ou de la classe
II- génotype | (Kim et al., 2007a; Kim et al., 2008; Zanetti et al., 2005; Zanetti et al., 2009).
Dans un pays ou les infections ont déja lieu, les mouvements d’oiseaux domestiques et
sauvages peuvent jouer un role plus important dans la propagation des virus de la MN

(Alexander et al., 1985; O'Reilly, 1994).

-Mouvement des viandes des poulets

La viande de volaille a été considérée comme le principal vecteur de l'introduction et de la
propagation des virus de la MN (Guittet et al., 1997; Lancaster, 1981). Le mouvement des
armées avec leurs nourritures pendant la deuxieme guerre mondiale (Czeglédi et al., 2002;
Czeglédi et al., 2006) et la diminution des contrdles aux frontieres ont facilité I'introduction

de la MN dans plusieurs pays dans le monde.

-Contamination des aliments

Les foyers de la MN dans les élevages commerciaux de volailles ont été souvent associés a
des aliments contaminés par des matieres fécales de pigeons sauvages infectés par le virus
de la MN (Alexander et al., 1985; O'Reilly, 1994). Les oiseaux prédateurs ou la pratique
d'alimentation des volailles avec des eaux grasses non traitées contenant des viandes de

volaille peuvent aussi étre a I'origine de transmission de la MN (Alexander, 1988).
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2. La vaccination

Différentes stratégies de prévention et de contréle de la MN consistent d’une part, a
empécher l'infection des oiseaux sensibles et, d’autre part, a réduire le nombre d’oiseaux
sensibles par la vaccination (Rauw et al., 2009c). Ainsi, la vaccination des volailles contre la
MN vise a limiter le risque d’infection des volailles par les APMV-1 virulents et a réduire la
transmission virale, tout en prévenant les signes cliniques et la mortalité. Cependant la
politique de vaccination varie selon le statut endémique et la perspective d’émergence de la

MN ou selon la situation géographique.

a. Les différents types de vaccins utilisés contre la MN
-Les vaccins vivants

Les vaccins vivants peuvent étre utilisés pendant la vaccination de masse dans les fermes
commerciales de taille industrielle par inhalation ou dans I'eau de boisson. Les souches
vaccinales les plus utilisées dans la vaccination de masse dans les fermes commerciales
actuellement sont HB1/1947 (Hitchner & Johnson, 1948), PHY-LMV42, Queensland/V4
(Simmons, 1967) et Ulster/1967 (Alexander, 2003b; van Eck & Goren, 1991), La Sota
(Goldhaft, 1980) and VG/VA (Perozo et al., 2008a). Les souches mesogenes Mukteswar (lyer
& Hashmi, 1945), Roakim (Allan & Gough, 1974; Beaudette et al., 1949), Komarov (Komarov
& Goldsmit, 1946), Hertsfordshire ou F (Dobson, 1952), Pigeon/1984, Alaskal96/1998 (Kim
et al., 2007b), et CA02 (Wakamatsu et al., 2006) sont souvent utilisées en Afrique et en Asie.
En effet, le choix des souches vaccinales vivantes (lentogéne ou mesogene) est variable en

fonction de la situation de la maladie et des réglementations sanitaires de chaque pays.

Les vaccins vivants induisent une production élevée d’anticorps de la classe des IgA, IgY et
IgM dans les sérums des poussins (Russell & Ezeifka, 1995). De plus, par inoculation
intraoculaire, ces vaccins induisent aussi la production locale d’IgA au niveau de la glande de
Harder (Russell & Koch, 1993) et d’IgM tout au long du canal lacrymal (Russell & Koch, 1993).
Des récepteurs du virus de MN sont également présents dans le tractus digestif des poules
(Rehmani & Spradbrow, 1995) et la vaccination par voie orale (vaporisation, eau de boisson
ou boulette de grain) induit chez les poules vaccinées une immunité a médiation cellulaire
au niveau des muqueuses de |‘appareil digestif (lderis et al., 1990; Jayawardane &

Spradbrow, 1995; Rehmani et al., 1995).
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L’existence de flambées tres virulentes de MN dans des fermes de volailles commerciales
vaccinées contre cette maladie en Californie, Texas et Italie (Capua et al., 2002; Chenault,
2003) a démontré la limite de I'utilisation des stratégies de vaccination universelle avec des
virus vaccinaux vivants. En effet, la présence d'anticorps maternelle interféere avec
I'établissement d'une immunité protectrice persistant apres une seule vaccination a un jour
d’age (Czifra et al., 1998; Westbury, 1984). Pour lutter contre la MN, la vaccination dans
I’ceuf (in ovo) a I'intérieur de la cavité amniotique comme la vaccination contre la maladie de
Marek aux Etats Unis depuis 1982 (Haddad et al., 2003), peut étre utilisée pour éviter |'échec

vaccinal d( a la présence d’anticorps maternel chez les poussins (Rauw et al., 2009a).

-Les vaccins inactivés

Les vaccins inactivés anti-MN sont composés de virus vaccinaux inactivés mélangés a des
adjuvants et a des conservateurs. Les adjuvants traditionnels utilisés dans les élevages de
volailles commerciales sont le gel d’alumine (Al(OH)s—gel) et I'huile minérale (Marcol 52)
utilisée en émulsion (Degen et al., 2005). L'immunisation avec les vaccins inactivés est faite
par linjection individuelle par voie sous-cutanée ou intramusculaire. Plusieurs souches
vaccinales ont été utilisées dans la fabrication de ces vaccins : la souche lentogene La Sota,
les souches mesogenes Mukteswar, Roakim, Hertsfordshire ou souche F. Les vaccins
inactivés sont souvent utilisés pour les rappels de vaccination. L'inactivation des virus par le

formaldéhyde ou la B-propiolactone est la plus courante actuellement.

-Les vaccins recombinants

Des vaccins recombinants contre 'APMV-1 ont été développés par l'insertion des deux
glycoprotéines de surface F et HN dans un autre virus (herpesvirus, baculovirus et les
rétrovirus) ou un ADN plasmidique (CAST, 2008). Le vaccin recombinant produit en insérant
le gene de fusion (F) d’APMV-1 dans le virus d’herpes de dinde a démontré une bonne
protection chez les oiseaux vaccinés expérimentalement et éprouvés avec les souches
virulentes de MN (Morgan et al., 1993; Perozo et al., 2008b). Les avantages de cette
approche reposent sur la stabilité du virus vecteur dans I'hGte et sur la possibilité de
production de vaccins a valence multiple immunisant contre plusieurs maladies par

I'insertion de différents genes. En outre, la réponse anticorps post-vaccinale peut étre
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différenciée de celle induite par les souches sauvages (stratégie DIVA). Un des inconvénients

de cette approche est le colt de mise au point des virus vecteurs.

-Les ISCOMs

Les ISCOMs (Immune-Stimulating Complex) sont constitués d’une matrice lipidique dans
laguelle sont introduites des protéines membranaires. La matrice est composée d’un
mélange de lipides tels que le QuilA qui est une saponine possédant des propriétés
adjuvantes, de Triton X-100 et de cholestérol et d’autres lipides (Kersten & Crommelin,
2003). Aprés solubilisation par un détergent, les protéines membranaires, sont incorporées
dans la matrice grace a des interactions hydrophobes. L’utilisation des ISCOMs pour la
présentation antigénique a été développée dans les années 1980 et elle est actuellement
étendue a certains vaccins vétérinaires, en particulier dans le domaine de l'aviculture
(Homhuan et al., 2004; Morein et al., 1984). L'application de ce procédé de vaccination
contre la MN a été développée par I'équipe de Homhuan (Homhuan et al., 2004) et a
conféré un niveau élevé d'immunité et de protection in vivo (Kapczynski et al., 2003). Bien
gue plus efficace que les précédents, ce type de vaccin est recommandé pour des cas

exceptionnels seulement, a cause de leur colt de production élevé.

b. Les vaccins contre la MIN et les souches vaccinales les plus
utilisées a Madagascar

Plusieurs vaccins contre la MN sont commercialisés a Madagascar (Tableau 5). Ils sont
fabriqués essentiellement a partir de trois souches : La Sota, Hicthner B1, et Mukteswar. Les
deux premieres sont des souches lentogenes appartenant au génotype Il. La souche
Mukteswar est une souche mesogene appartenant au génotype lll. Le choix du vaccin par les
éleveurs se fait en fonction du type d’élevage et de vaccins disponibles (monovalent ou
polyvalent). Dans les fermes d’élevage du type commercial (compartiment Il), les éleveurs
utilisent les vaccins a base des souches La Sota ou Hitchner B1, déja utilisés par les
producteurs de poussins d’un jour (Tableau 6). En revanche, les éleveurs villageois

(compartiment 1) utilisent généralement le vaccin PESTAVIA® (souche Mukteswar).

36



Tableau 5: Les vaccins anti-MN commercialisés a Madagascar

Revue Bibliographique et Contexte de la MN

Nom Type de Souche Voie Doses par .
. . . , .. . Fabricant
commerciale vaccin Vaccinale d’administration flacon
PESTAVIA® vivantet ) ikteswar s/C 50 IMVAVET
lyophilisé Madagascar
Oculonasal, orale
HIPRAVIAR-B1® vivant et chner B1  ou par 1000 -5000 HYPRA
lyophilisé nébulisation Espagne
Oculonasal, orale
HIPRAVIAR- vivant et Clone 79 ou par HYPRA
. L e 1000 -5000
CLONE® lyophilisé (La sota) nébulisation Espagne
Oculonasal, orale
HIPRAVIAR-S® vivant et La Sota ,oupar 1000 -5000 HYPRA
lyophilisé nébulisation Espagne
Oculonasal, orale Lohman
® .
TAD®NDvac vivant et La Sota ,oupar 1000 -5000  Animal Health
LaSota lyophilisé nébulisation
Allemagne
Oculonasal, orale
vivant et ou par Lohman
TAD® NDvacHB 1 e Hitchner B1 , ‘p . 1000 -5000  Animal Health
lyophilisé nébulisation
Allemagne
vivant Oculonasal, orale Lohman
® .
TAD® IB/ND vac bivalent et Hitchner , ou‘par‘ 1000 -5000  Animal Health
HB 1 e B1/H120 nébulisation
lyophilisé Allemagne
Inactivé La Sota Injection Laprovet
ITANEW® . . ., intramusculaire 100 -500 P
huileux inactivé France
-y . Injection .
PESTOS® Inactivé  Hitchner BL 1 isculaire 100 -500 Merial
huileux inactivé France

Tableau 6: Exemple de schéma de vaccination utilisé a Madagascar

Age de . .. . .
g. . Voie d’administration Souche vaccinale
vaccination
Poulet de chair 1% jour Trempage de bec Hitchner B1
. Hitchner B1
1% jour Trempage de bec tehner
sme - . La Sota (Cl 30
Poule pondeuse 35°™ jour Eau de boisson a Sota (Clone 30)
geMe camaine Injection intramusc,ulaire Ou sous La Sota inactivé
cutané
21°™ jour

Poulet villageois

Rappel annuel

Injection sous cutané

Mukteswar

Rappor - ;fafaf'f.com {1}
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B. Contexte actuel de paramyxovirus aviaire type 1 (APMV-1)
chez les oiseaux domestiques et sauvages aquatiques a
Madagascar et objectifs de cette étude

1. Aviculture a Madagascar

En zone intertropicale, I'aviculture tient souvent une place de choix dans le développement
des pays. Du point de vue économique, elle permet de diversifier le revenu des populations,
d’économiser une partie des devises dépensées pour I'importation de produits alimentaires
de haute valeur nutritive et de valoriser enfin les sous-produits agro-industriels en les
transformant en produits nobles tels que la viande et les ceufs (Doubia, 2002). En Afrique
comme dans de nombreux pays en développement, deux types d’aviculture sont
couramment distingués : I'aviculture traditionnelle constituée de poulaillers traditionnels et
I'aviculture de type commercial. A Madagascar, le cheptel aviaire domestique est estimé a
33,9 millions de tétes (FAO, 2008). L’aviculture de type commercial (poule pondeuse et
poulet de chair), représente 5% du cheptel national et est groupée dans des zones
périurbaines, essentiellement autour d’Antananarivo (Mahitsy et Ivato). En revanche, les
95% restants représentent I'aviculture villageoise (Koko et al., 2006a; Porphyre, 2000). La
comparaison de ces deux systémes d’élevage selon Alders et Spratbrow (2000) est donnée

dans le Tableau 7.

Les fermes de type commercial suivent le calendrier vaccinal édicté par les fournisseurs de
poussin d’un jour (SOPRAMAD, AVITECH et CERES). Comme dans |‘aviculture commerciale en
Asie et dans le reste de I'Afrique, les vaccins fabriqués avec les souches lentogenes Hitchner
Bl (HB1) et La Sota (vivant ou inactivé) sont encore les plus utilisés a Madagascar
(Randriamanantena D., communication personnelle). Malgré I'application de la vaccination
dans les fermes commerciales, la MN reste un probléeme important dans l'industrie avicole
et des cas sporadiques de MN dans des fermes de volailles vaccinées sont enregistrés en
Asie comme en Afrique (Cho et al., 2007; Servan de Almeida et al., 2009; Snoeck et al., 2009;
Yu et al., 2001).

L'aviculture traditionnelle a Madagascar est un type d’élevage de races communes,
pratiquée essentiellement en milieu rural, sous un mode extensif (Tadelle, 2003) ou chaque

famille possede entre sept et 20 tétes de volaille (Koko et al., 2006b). Chez ces aviculteurs
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villageois, le taux de vaccination contre la MN est tres faible et ne dépasse pas 10%
(Maminiaina et al., 2007) (ANNEXE 1).

Tableau 7: Comparaison de 'aviculture de type villageois et de type commercial

Caractéristiques Type villageois Type commercial

Apports de travail Minimal Considérable

Logement

Arbres; poulaillers faits en
matériaux locaux; peu colteux

Batiments utilisant des matériaux
standards ; colteux

Alimentation

Restes alimentaires, céréales, pas
de complément ; peu colteuse

Rations commerciales équilibrées;
colteuse

Eau de puits, eaux usées, sources

Eau Réserve d’eau potable essentielle
naturelles
Faible ; peut augmenter avec une , .
. € P '8 N Elevée ; mais demande beaucoup
Production meilleure nutrition et le controle

. d’investissements
des maladies

Qualité de la viande Peu grasse ; saveur agréable Plus grasse ; moins de saveur

Controle de nombreuses maladies
virales, bactériennes et
parasitaires fondamental pour une
production efficace

Aucun, vaccinations

Apports vétérinaires .
occasionnelles

Négatif : production intensive de
céréales pour les rations ;
utilisation abusive des
antibiotiques occasionnelle

Minimal : peut étre positif par
I’approvisionnement en
fertilisateurs organiques et pour le
contrble des animaux nuisibles

Impact sur I’'environnement

Complexe : systeme d’élevage
intensif impliquant la culture
extensive et la production de bétail

Habituellement une seule

Systéme d’élevage . .
entreprise, intensive

Diversité génétique Extensive Limitée

Ces éleveurs traditionnels utilisent essentiellement le vaccin PESTAVIA® (souche mesogéne
Mukteswar) produit par I'Institut Malgache des Vaccins Vétérinaires (IMVAVET). Ce faible
taux de vaccination ne suffit a controler la MN qui reste le principal obstacle au
développement de I'aviculture villageoise a Madagascar (Koko et al., 2006a). Une enquéte
épidémiologique réalisée au niveau des élevages villageois en 1999 a démontrée I'existence
de différentes formes cliniques de la MN, allant de la forme asymptomatique et enzootique
a la forme épizootique (Maminiaina et al., 2007). Ces résultats suggerent que les différents

pathotypes viraux au sein de ’APMV-1 a l'origine de ces différentes manifestations cliniques
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de la MN circulent en méme temps aussi bien dans le secteur traditionnel que commercial

(Couacy-Hymann et al., 1991).

Plusieurs questions sur |’écologie des souches d’APMV-1 circulantes, a 'origine des cas
annuels de MN dans l'aviculture villageoise et des cas sporadiques chez les volailles
commerciales restent a éclaircir. Une meilleure connaissance sur les caractéristiques
moléculaires, biologiques et épidémiologiques des souches d’APMV-1 responsables de ces

foyers au niveau des fermes commerciales et villageoises est ainsi nécessaire.

2. Les oiseaux sauvages

En plus des oiseaux domestiques, Madagascar abrite également 294 espéeces d’oiseaux
sauvages dont 107 sont endémiques (Langrand, 1995; Pidgeon, 1996). La grande fle
constitue un site d'accueil pour de nombreuses espéces d'oiseaux migrateurs paléarctiques

comme le chevalier aboyeur (Tringa nebulari ), le bécasseau cocorli (Calidris ferruginea) et

les limicoles de la famille|des Scolopacidae (Langrand, 1995). La zone humide du lac Alaotra

(zone conservée RAMSAR) qui constitue un des plus grands plans d’eau douce de
Madagascar (Andrianandrasana et al., 2005), abrite soixante douze espéces d’oiseaux dont
cinquante espéces sont présentes en permanence (ANNEXE 5), notamment les Anatidés :
Dendrocygna viduata, Dendrocygna bicolor, Anas melleri, Anas erythrorhyncha, Anas
hottentota et Sarkidiornis melanotos (Langrand, 1995; Pidgeon, 1996). Au lac Alaotra, ces
Anatidés sauvages vivent en promiscuité avec les palmipedes domestiques (Minodier, 2010).
Dans la nature, ces oiseaux sauvages aquatiques sont considérés comme des réservoirs de
souches asymptomatiques d’APMV-1 appartenant essentiellement a la classe | et au
génotype | de la classe Il (Kim et al., 2007c; Zanetti et al., 2005). Jusqu’a présent, aucune

donnée sérologique ou virologique n’existait sur les oiseaux sauvages a Madagascar.

3. Projet GRIPAVI

Les questions que nous avons posées sur la caractérisation des souches circulantes des
APMV-1 chez les oiseaux domestiques et sauvages sont inclues dans les objectifs principaux
du projet «Fonds de solidarité prioritaire» ou FSP GRIPAVI. Ce projet instauré sur 3 ans a été
financé par le Ministére Francais des Affaires Etrangeres. L’axe principal d’étude de ce projet

tourne autour des « pestes aviaires » c’est-a-dire I'Influenza aviaire (IA) et la maladie de


https://www.rapport-gratuit.com/
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Newcastle (MN). Les principaux objectifs de ce projet sont regroupés en trois points : (1) une
meilleure connaissance du mode de transmission de ces virus faisant la part entre une
diffusion virale entretenue par les oiseaux sauvages ou par les volailles domestiques, et
précisant les modalités de leur persistance dans les pays infectés, (2) une analyse des
méthodes de lutte actuelle et future reposant sur la modélisation de la diffusion des virus et
(3) la déduction des méthodes de surveillance adaptées aux spécificités épidémiologiques de
ces infections et aux méthodes de contrdle disponibles. Dans le cadre de ce projet, les trois
objectifs du programme sont mis en ceuvre par le CIRAD, associé a I’ANSES (Agence
Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments), I'INRA (Institut National de la Recherche
Agronomique), I'ONCFS ou Office national de la chasse et de |la faune sauvage (France), 'OVI
ou Onderstepoort Veterinary Institute (Afrique du Sud) et I'ILRI ou International Livestock
Research Institute (Kenya, Ethiopie). Madagascar par l'intermédiaire du FOFIFA-DRZV ou
Département de Recherches Zootechniques et Vétérinaires a Antananarivo fait partie des 5
pays bénéficiaires de ce projet en tant qu’observatoire (Figure 18). Il intervient dans I'étude
de la circulation virale dans les communautés d’oiseaux domestiques et sauvages, ainsi que

dans I'analyse du risque lié aux mouvements commerciaux des volailles a Madagascar.

4. Les principaux objectifs de cette étude

Les objectifs principaux de cette thése visent a répondre a certains des objectifs du projet
GRIPAVI portant spécifiguement sur la MN. lls consistent a: (i) répertorier les différentes
souches circulantes de virus de la MN (APMV-1) chez les oiseaux domestiques (type
villageois et type commercial) et sauvages a Madagascar, (ii) déterminer le réle des oiseaux
dans ces trois compartiments dans la persistance et transmission des virus de la MN, (iii) et
essayer de comprendre I'origine des cas sporadiques de MN dans les élevages de poulets de

type commercial qui ont suivi le calendrier vaccinal.

Dans le cadre de cette étude, les communautés d’oiseaux domestiques de type villageois et
de type commercial ainsi que les oiseaux sauvages sont dénommés respectivement

Compartiment |, Il et lll.
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Figure 18: Les pays observatoire ouge) dans le projet FSP GRIPAVI
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CHAPITRE lll: MATERIELS ET METHODES
A. Caractérisation des souches d’AMPV-1 circulantes

1. Zone d’étude

Dans le cadre de cette étude, deux sites ont été définis (Figure 19) : le site du lac
Alaotra et le site d’Antananarivo et ses environs. Ces deux sites ont été choisis soit par
I'importance de I'élevage de type commercial, soit par la possibilité de mixage entre les

différentes espéces aviaires, domestiques et/ou sauvages.

- Sur le site Antananarivo se trouve, la quasi-totalité des élevages avicoles de type
commercial. En effet, les zones autour d’Antananarivo sont réputées par leurs
élevages de poules pondeuses, de poulets de chair et la production de foie gras. Les
communes de Mahitsy et d’Antanetibe Mahazaza situées a environ 30 Km a I'ouest
d’Antananarivo, sont reconnues comme étant la premiére zone de production d’oceufs
de consommation a Madagascar. Dans ces deux communes, plusieurs échelles
d’intensification d’élevage de poules pondeuses et de poulets de chair sont
rencontrées, allant de quelques centaines a des milliers. A coté de ces élevages de
type commercial se trouvent des petits élevages de type villageois d’environ une
dizaine d’oiseaux par famille (Koko et al., 2006a). A une centaine de kilomeétres de la
capitale, bordant le lac Itasy, se trouvent les communes d’Ampefy, d’Analavory et de
Manazary. Ces communes appartiennent au bassin de production agricole et
d’élevage des hautes terres et possedent le plus grand marché rural du moyen-ouest
de I'lle. A 50km environ au sud de la capitale, dans le district d’Andramasina, se
trouvent plusieurs communes a la limite de la forét humide de [l'est:
Ambohimiadana, Alarobia Vatosola, Sabotsy Ambohitromby, Alatsinainy Bakaro et
Tankafatra. Apres la région de Fianarantsoa, ces communes sont les principaux
pourvoyeurs de canards préts a gaver pour la commune de Behenjy (capitale de la
production de foie gras a Madagascar). Les canards et les poulets villageois de cette

zone approvisionnent aussi les marchés d’Antananarivo.



Matériels et Méthodes

|I'I'|.F.=Fi_'.'|15I-31

-

oRIMamo

Zone de prélévements sur les volailles domestiques (compartiment | et I1)

Zone de prélévements sur les oiseaux sauvages (compartiment Ill)

Figure 19: Les sites d’étude du lac Alaotra et d’Antananarivo et ses environs

La zone humide du lac Alaotra est le grenier a riz de Madagascar. Elle abrite soixante
douze especes d’oiseaux dont une cinquantaine y vivent en permanence (Langrand,
1995; Pidgeon, 1996). En aviculture, cette zone est réputée pour |'élevage
traditionnel d’oies en plus des poulets villageois. Elle approvisionne aussi les marchés
de la capitale. Les villages a forte densité de palmipédes ont été choisis au lac

Alaotra: Anororo, Antsakoana et Ampilahona sur la rive ouest du lac Alaotra;
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Ampitatsimoa , 'extréme Sud du lac ; Imerimandroso et Andromba sur la rive Est du
lac .

Ces communes et ces villages sont connus pour I'élevage des Anatidés domestiques :
les oies (Anser anser) et les canards communs (Anas platyrhynchos). Ces canards
vivent en promiscuité avec les oiseaux sauvages (Minodier, 2010). La commune
d’Imerimandroso possede un grand marché drainant les volailles de cette zone avant

leur exportation vers des marchés plus importants a Antananarivo et a Toamasina.

2. Locaux et types de prélevement

Des préléevements sanguins et des écouvillonages (trachéaux «C » et cloacaux « T ») ont été
effectués sur les volailles domestiques (compartiment | et Il) dans les deux sites d’études
pendant I'enquéte de prévalence en 2008 (mai —juin), la surveillance épidémiologique en

2009 (juillet —ao(t) et la surveillance des foyers (2010).

L'objectif de I'enquéte de prévalence en 2008 était de déterminer I'incidence de la MN et de
I'influenza aviaire (IA) dans les deux zones d’étude. Cette enquéte se déroulait dans les deux
sites en mai et juin 2008. Le choix des fermes et des Fonkotany, une subdivision
administrative de base malgache comprenant, des hameaux, des villages, des secteurs ou
des quartiers a été effectué au hasard par tirage au sort au niveau de la commune a partir
d’une liste fournie par le Maire. Pendant la campagne de 2008, au moins 385 fermes de
volailles domestiques reparties dans 10 communes a l'intérieur de trois zones du grand
Antananarivo et cing communes de la région du lac Alaotra ont été sélectionnées
(Rasamoelina Andriamanivo, 2011b). Pendant cette enquéte, 1181 échantillons de sérum et
1094 écouvillons trachéaux et cloacaux ont été collectés. En 2009, au vu des résultats de
séroprévalence de I'lA plus élevés au lac Alaotra (25%) qu’a Antananarivo (3%) (Rasamoelina
Andriamanivo, 2011a; b) (ANNEXE 4), le projet GRIPAVI a limité au lac Alaotra la campagne
de prélevements sanguins et d’écouvillonnages sur les oiseaux domestiques et les oiseaux
sauvages aquatiques (surveillance épidémiologique de 2009). Pendant cette surveillance en
2009, les préléevements ont été effectués sur les oiseaux domestiques tous les trois mois
dans les cing communes dans les mémes fermes. L’objectif de ce suivi longitudinal était de

déterminer l'incidence de la MN au lac Alaotra.
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Lors de la surveillance des foyers de décembre 2009 a novembre 2010, 'enquéte a été
menée avec |'approche participative incluant les agents communautaires en santé animale
(ACSA) de la région et les chefs Fokontany. Aprés I'alerte téléphonique donnée par les ACSA
sur I'existence d’un foyer de la MN, I’équipe de préleveurs basés au lac Alaotra effectuait des
prélevements sur les oiseaux malades et d’autres volailles en contact, apparemment sains
ou en bonne santé. L’alerte est lancée lorsque au moins 2 fermes dans un Fonkontany ont
été atteintes simultanément avec plus de 30% de mortalité (Rasamoelina Andriamanivo,
2011a; b). Pendant les enquétes de 2008 et 2009 des prélevements ont été également
effectués dans chaque foyer suspecté de MN. Au cours de cette étude, des échantillons
d’organe (cerveau et viscére) ont été aussi prélevés sur les volailles morbides ou mortes

dans les foyers suspectés de MN en 2008, 2009 et 2010 dans les deux zones d’étude.

L'ensemble des prélevements effectués sur les oiseaux sauvages a été réalisé apres piégeage
au collet avec l'aide des villageois locaux et des agents de I'ONG Durrell Wildlife
Conservation Trust (DWCT), du FOFIFA-DRZV et du CIRAD (2009). Tous les oiseaux capturés
spécifiguement pour les besoins de cette étude ont été reldchés aussitot apreés avoir été
prélevés afin que ces activités de recherche n’entravent pas les exigences de conservation
des especes en vigueur dans le lac Alaotra depuis de nombreuses années. Toutes les séances
de prélevements sur oiseaux domestiques ont été effectuées conjointement par le FOFIFA-

DRZV et le CIRAD (2008 —2010).

Les différents échantillons analysés dans le cadre de cette étude (2008, 2009 et Juin 2010)
sont résumés dans le Tableau 8. Les codes des échantillons malgaches sont précédés de MG

(ex : MG-725/08).

Tableau 8 : Les différents échantillons analysés dans cette étude

) 2008 2009 2010
Oiseaux
Sérum écouvillons  cerveau Sérum écouvillons cerveau écouvillon
Domestiques 1181 1094* 2 - 180* 1 80
Sauvages - - - 352 313* - -

*= N: N/2 écouvillons trachéaux et N/2 cloacaux sur N/2 oiseaux; Exemple : N=1094 écouvillon dont 547
écouvillons trachéaux et 547 cloacaux sur 547 oiseaux
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a. Prélevement des sérums

La prise de sang a été faite au niveau de la veine alaire des oiseaux a I'aide d’une seringue
selon la technique de Janeen et Rini (2000). Les sérums obtenus sont aliquotés, étiquetés

puis conservés a -20°C au FOFIFA-DRZV jusqu’a I'utilisation.

b. Préléevement des écouvillons

Des écouvillonnages trachéaux (T) et cloacaux (C) ont été effectués en méme temps que les
prises de sang sur chaque oiseau. Les écouvillons obtenus ont été placés séparément dans
une solution saline (PBS) contenant des antibiotiques (pénicilline 10.000 Ul/ml;
streptomycine 10 mg/ml ; gentamicine 0,25 mg/ml et nystatine 5.000 Ul/ml), ajustée a pH
7.0-7.4, avant leur conservation dans de I'azote liquide. Pour les analyses ultérieures, les
écouvillons ont été envoyés sous régime du froid au CIRAD-Montpellier (France) ou analysés

sur place.

c. Prélevement d’organe

Lors du suivi longitudinal ou de la surveillance des foyers et en cas d’une suspicion de
maladie de Newcastle, les volailles malades ont fait I'objet d'une description clinique. Sur les
animaux malades, une autopsie a été réalisée sur place ou au laboratoire pour une étude
descriptive des Iésions. Les Iésions des différents organes ont été étudiées selon la méthode
décrite par Alders et Spradbrow (2000). Apreés l'autopsie, des prélevements d’organe
(cerveau) ont été effectués dans le but de rechercher le virus par isolement. Tous les
échantillons ont été placés au froid immédiatement aprés le préléevement et congelés dans

de I'azote liquide.

3. Analyse sérologique

Linfection par le virus de ’APMV-1 entraine une réponse immunitaire humorale de I’h6te
qui se traduit par la production d’anticorps spécifiques dirigés contre les protéines de
surface du virus. La détection de ces anticorps spécifiques dans les prélevements de
sérums a été faite par le test sérologique ELISA de compétition en utilisant le kit
SVANOVIR®NDV-Ab (LSI, France) selon les recommandations du fournisseur. Les sérums a
analyser ont été dilués au demi avec du tampon de dilution et transférés dans la plaque

pré-sensibilisée fournie dans le kit. Les anticorps spécifiques anti-APMV-1, lorsqu’ils sont
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présents dans les échantillons, sont capturés par I'antigene fixé sur les micro-cupules.
Apres incubation et lavage, le conjugué formé par un anticorps monoclonal spécifique
anti-APMV-1 marqué a la peroxydase a été distribué dans les plaques. Pour les
échantillons séronégatifs, le conjugué forme un complexe avec I'antigene APMV-1 fixé
dans les cupules de la microplaque et entraine le développement d’'une coloration. En
revanche, pour les échantillons séropositifs les anticorps polyclonaux anti-APMV-1
présents dans le sérum se fixent sur I'antigene, empéchant la formation du complexe
entre le conjugué et I'antigéne et le développement de la coloration. Apres incubation, le
conjugué non fixé est éliminé par lavage. La solution composée de substrat (Peroxyde :
H,0,) et de chromogene (TMB : 3.3',5.5' - Tetramethylbenzidine) est distribuée dans les
micro-cupules. Le changement de couleur du chromogéne, conséquence de |’oxydation
du substrat par la peroxydase du conjugué, indique la fixation du conjugué et signe une
réaction négative. La lecture des résultats a été réalisée a 450 nm par un lecteur de
microplaque ELISA (LABSYSTEMS MULTISCAN® Plus). La concentration est exprimée en
pourcentage de compétition (PC) selon les méthodes recommandées par le fournisseur

du kit (Czifra et al., 1996).

Les résultats d’analyse sérologique sont utilisés pour déterminer une séroprévalence (p)
dans le compartiment | et lll et une séroprotection dans le compartiment Il. Exprimées en
pourcentage, séroprévalence et séroprotection sont calculées par un rapport entre le

nombre de positifs (n) et I'effectif total de la population (N) et.
n
P=y

Pour tenir compte des fluctuations liées a I'échantillonnage, les résultats de prévalence

sont affectés d’un intervalle de confiance a 95% ou 1Cgs.

ICss=pt200u [|C95:p—0;p+0]

Avec 0 = V'{E et g=1-p
n
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4. Analyse virologique

L’analyse virologique a pour objectif de caractériser les souches isolées ou a défaut de
générer des séquences qui ont permis une analyse phylogénétique sur une partie du
génome. Cette analyse virologique comprend cing étapes débutant par la détection
moléculaire d’une partie du gene de fusion par la technique de transcription inverse suivie
d’une amplification génique en temps réel (QRT-PCR). Les produits d’amplification (les
amplicons) des échantillons positifs au criblage par PCR ont été séquencés pour déterminer
le pathotype de la souche (lentogene, mesogéne ou velogene). Les échantillons positifs ont
également été soumis aux essais d’isolement viral sur ceuf embryonné. Le séquencgage des
souches virales isolées a été fait sur une partie ou la quasi-totalit¢ du génome. Les
séquences obtenues ont été analysées dans le but de connaitre I'appartenance a un
génogroupe des APMV-1 et de déterminer les relations phylogénétiques avec les autres
génotypes existants. Pour quelques souches virales isolées, la détermination de la virulence
par des tests in vivo a été réalisée (Figure 20). Comme en sérologie, les résultats de

viroprévalence sont affectés d’un intervalle de confiance (ICgs).

a. Extraction d’acide nucléique

La premiere étape de l'analyse moléculaire commence par l'extraction des acides
nucléiques. Dans cette étude, nous avons utilisé le kit NucleoSpin® RNA Virus
(MACHEREY-NAGEL™) pour I'extraction des ARN totaux selon deux versions : la version
manuelle pour I'extraction au FOFIFA-DRZV et la version sur plaque 96 pour |'extraction a
haut débit réalisée par un automate au CIRAD-Baillarguet (Montpellier-France).
L'extraction de I’ARN avec ce kit comporte cing étapes: lyse, précipitation, fixation,
lavage et élution. Avant I'extraction proprement dite, les microtubes (2 ml) contenant
I’écouvillon et la solution de transport doivent étre bien homogénéisés a 'aide d’un

« thermoshaker » pour libérer les cellules ou les tissus susceptibles de contenir les virus.
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Extraction d’ARN
A haut débit

A\ 4
Criblage par QRTPCT
\ 4
Isolement sur ceufs embryonnés @;
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Extraction manuel
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@ QRT-PCR
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Séquencage Analyse in vivo

- Génotypage avec 374pb du géne F -1CPI

- Génotypage avec 1713pb du géne HN - Protection croisée avec les vaccins
- Génome entier des virus MG les plus utilisés a Madagascar

- Génotypage avec 374pb du géne F

Figure 20: Procédure d’analyse virologique
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b. Criblage par reverse transcriptase PCR en temps réel (QRT-
PCR)

La technique de QRT-PCR a été utilisée dans cette étude pour la détection de 'APMV-1
dans les écouvillons. Elle est basée sur la détection et la quantification d’un «reporter»
fluorescent. L'augmentation du signal fluorescent est directement proportionnelle a la
quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR. Il existe deux principes généraux
pour la détection quantitative des amplicons : les agents se liant a I’ADN double brin (ex.
SYBR Green 1) et les sondes fluorescentes. Dans cette étude, nous avons utilisé la

méthode de QRT-PCR basée sur I'utilisation du fluorophore SYBR® Green |.

Le choix des primers utilisés ainsi que la technique pour le diagnostic de la MN ont été
mis au point au laboratoire de virologie du CIRAD a Montpellier. Pour les réactions de
QRT-PCR nous avons utilisé le «Brilliant 1l SYBR Green QRT-PCR Master mix Kit,

STRATAGEN®». Les réactifs utilisés sont présentés dans le Tableau 9.

Tableau 9: Préparation et composition des mix PCR avec le couple de primer (F+259 et F488rev)

I~ Concentration finale par Volume nécessaire pour une
Réactifs i . -
réaction réaction (en pl)

H,O sans RNase - 8,625
Master Mix 2X 1X 12,5

Rox ref diluted 1/500 30 nM 0,375
F+259 20uM 300 nM 0,375
F488rev 20uM 100 nM 0,125

Mix enzyme - 1

ARN - 2
Volume final 25

Les étapes et les paramétres des cycles de QRT-PCR sont les suivants :

- Une étape de reverse transcription (RT): synthése de I'ADN complémentaire
(ADNc) a 50°C pendant 30 minutes.
- Une étape d’inactivation de I'enzyme reverse transcriptase et d’activation de
I’enzyme polymérase a 95°C pendant 15 minutes.
- Une réaction de polymérisation en chaine pendant 40 cycles, chaque cycle
comportant en trois étapes :
e Dénaturation de la matrice d’ADN a 95°C pendant 15 secondes
* Hybridation des amorces avec les matrices a 60°C pendant une minute,

avec collecte de fluorescence.
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* Phase d’élongation a 72°C pendant 30 sec
- Une série de réactions menées a la température de fusion ou Tm (melting
temperature) comprenant :

e La dénaturation de la matrice ADN a 95°C pendant une minute

e L’hybridation des deux brins d’ADN a 55°C pendant 30 secondes

* Une deuxieme phase de dénaturation de la matrice ADN a 95°C pendant

30 secondes

En paralléle aux échantillons testés, chaque plaque de 96 puits comporte un témoin sans
ARN (NTC, pour «no template control»), un contréle négatif d’extraction (échantillon négatif
extrait au méme temps que les échantillons testés) et une gamme standard de 4 dilutions

d’un APMV-1 connu (souche V4).

Dans la présente étude, le couple d’amorces utilisé pour le criblage initial a été le
F259/F488rev, (Tableau 10) basé sur le géne F. Les échantillons possédant un seuil de
coupure de fluorescence (Ct) inférieur a 39 cycles et une température de fusion ou Tm
supérieure a 80°C ont été considérés comme positifs. Le séquencage d’un fragment du gene

F a été systématiquement utilisé pour la confirmation des échantillons positifs en QRT-PCR.

La barre de seuil de fluorescence de chaque plaque a été positionnée en fonction des valeurs
de Ct des 4 points de la gamme standard correspondant aux controles positifs de sorte a
standardiser le seuil de coupure de positivité d’un test a 'autre : les deux premiers points
doivent avoir des valeurs de Ct inférieures a 39, le 3°™ point doit étre a la limite du seuil de
détection et le dernier point doit rester négatif. Une tolérance de + 1,5 Ct dans ces valeurs a

été appliquée. De plus I'efficacité de la réaction doit se situer entre 90 et 110%.

Tableau 10: Les primers utilisés pour le screening virologique QRT-PCR/MN

Nom des primers Séquences (5’ - 3’) Amplicon Références
F259 ACAYTGACYACTTTGCTCA 239pb -
F488rev TGCACAGCYTCATTGGTTGC (4802 — 5040)* -

* : Position d’hybridation des amorces par rapport au génome de La Sota (AF077761)
-: Primers dessinés au CIRAD

c. Isolement viral

L'isolement des APMV-1 a été réalisé sur ceufs embryonnés selon le protocole recommandé

par I'OIE (OIE, 2009). Apreés clarification par centrifugation a 1000 g pendant environ 10 min
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a température ambiante, les surnageants des écouvillons ou des organes positifs en APMV-1
par QRT-PCR ont été dilués au 1/3 dans une solution PBS additionnée d’antibiotiques
(Pénicilline : 2.000 unités/ml, streptomycine: 2 mg/ml, gentamycine: 50 ug/ml, et
mycostatine : 1.000 Ul/ml). Deux cents microlitres de la dilution ont été inoculés dans la
cavité allantoique de 4 ceufs embryonnés de poule, exemptes d’organismes pathogenes
spécifiqgues (EOPS) et agés de 9 a 11 jours (Figure 21). Aprés l'inoculation, les ceufs ont été
incubés a 37°C pendant 7 jours et mirés quotidiennement. A J+1, les ceufs morts sont
éliminés car la mortalité a ce stade est considérée comme non spécifique, résultant du
traumatisme de l'inoculation. Dans les jours suivants, les liquides allantoidiens des ceufs
contenant des embryons morts ont été récupérés et analysés. Les embryons restés vivants
ont été sacrifiés au bout des 7 jours et le liquide allantoidien prélevé pour un deuxieme cycle
d’amplification sur une nouvelle série d’ceufs. Dans le cas de virus provenant de la faune
sauvage, un troisieme passage a I'aveugle a été réalisé pour favoriser I'adaptation du virus

sur ceuf de poule.

La confirmation de la présence de virus APMV-1 dans les liquides allantoidiens provenant

des embryons morts a été effectuée par QRT-PCR selon la technique décrite précédemment.

Cavité allantoidienne

Figure 21: Inoculation dans la cavité allantoidienne
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d. Amplification et séquengage des génes F et HN ou les six
génes N, P, M, F, HN et L

Apres isolement, 'amplification de la totalité des genes F, HN ou du génome a été faite en

fonction des souches isolées afin de les caractériser.

L'amplification a été effectuée par reverse transcriptase PCR ou RT-PCR conventionnelle en
utilisant un ou plusieurs des 23 couples d’amorce décrits dans le Tableau 11 pour le kit
Qiagen OneStep RT-PCR (QIAGEN®). Les amorces ont été choisies de facon a avoir un
chevauchement entre les différents fragments (Figure 22). Les résultats d’amplification ont
été visualisés sur gel d’agarose a 1% ou 1,5% par la technique d’électrophorese en utilisant
le bromure d’éthidium (EtBr) ou le Gel Red comme révélateur. Les produits d’amplification
bruts ont été envoyés pour séquencage a une société spécialisée (Cogenics Genome Express
S.A. Meylan-France) avec les amorces respectives suivant leurs recommandations ou a
I’'Unité de Virologie, Immunologie, Parasitologie Aviaires et Cunicoles du laboratoire de
I’Anses (Ploufragan-France) pour ce qui concerne le séquencage du génome entier (a

exception des segments terminaux 5’ et 3’ de chaque géne).

7/

P6A/P6Bm

700pb 1165pb

VT

F+4952 /#33 P7A/P7B P8AM/P8B

1534pb 1153pb

Figure 22: Exemple d’agencement schématique des séquences amplifiées pour la construction les génes F et HN
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Tableau 11: Les primers utilisées pour générer la séquence génomigue

Nom des primers Séquence 5'-3' Taille d’amplicon Référence
1 AAGCCGAAGRAGCAATCGAA 20
1L GGGTTCCGTTRCTGCATGC i

3U AAAAAATGAARCAGCTCATGCG

3L TCGRTCAGTACCCCCAGTC >99 i

5U TTGGAAGGAGYGCAATCCC

5L GCTGATAGTCAACTTTAYTTAC 692 i

7V AGARAGACACTGTCCGTGC

7L TRTTAGITGCACTCTTCTTGCA 721 i

9u GAAGAAAGTGACATTTGACAAG

o AGCTGCAAGAGGOCTGOC 624 -

MFS1 GACCGCTGACCACGAGGTTA 699

Al 1, 2004
MFS2 GCTGOCAACATCCTCOGACT (4306-5005) (Aldous et al., 2004)

P6A ATCAGATGAGAGCCACTACA 1165 (Zou et al., 2005)
P6Bm TAGACTGGGAACCATACGC (6177-7342) -

17U CATGITTTAAAGT TGTCAAGAC

17L GATTCAAGTATTTTYTTCCATTG 562 )

19U TTGITACTCCTGAGCTTGIC

19L TTCTTTCTGTATCCRTTGATGA 591 )

21U TTGAGTACCTAAGAGATGACA

21L TCTTGCTGCAGCAAGI TGGA 634 i

23U ACTTAAACTACCTAATGAGITG

231 ATCCGCATCAGOCTCTTGAT 639 -

25U TTGCAAAAATAGCYCATATGIC
25L GCTCATAACTCTTRAAGATAGC

27U CGGATTTTATYGAAATGICTGC

27L CTCTGAACARGTAYCGTACTA 626 i

29U GACATTGARATTCCTCCAGG
29L TCGAATGACTGTGTCAATGTG

-: Primers utilisés dans cette étude a I’ANSES (Ploufragan-France) et au CIRAD (Montpellier-France)
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5. Analyses Moléculaires

La bioinformatique est constituée par I'ensemble des concepts et des techniques nécessaires
a l'interprétation informatique de I'information biologique (Claverie et al., 1999). Dans cette
étude, nous avons utilisé la bioinformatique (i) pour traiter les données (information
génétique) contenues dans les séquences d’ARN viral par intermédiaire de son ADN
complémentaire (ADNc) ou dans les séquences des protéines codées par les différents génes
analysés ; (ii) pour prédire ou analyser la structure 3D ou le repliement des macromolécules
biologiques (protéines); et (iii) pour prédire les relations phylogénétiques des souches

APMV-1 isolées a Madagascar.

Dans cette étude, les analyses bioinformatiques ont été effectuées avec cing logiciels
différents : Vector NTI 11™ ou VNTI (INVITROGEN®), BioEdit version 7.0.9.0 (06/27/07), RDP3
Beta 42 (Recombination Detection Program version 3), MEGA-4 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis version 4.0.1) ainsi que le logiciel «Swiss-Pdb Viewer DeepView version

4.0».

a. Base de séquences et alignements

Vector NTI nous a servi a stocker et a aligner des séquences nucléotidiques de I’APMV-1
traitées dans cette étude. Une base de données principale a permis de gérer toutes les
séquences qui ont été rapatriées de la base de données publique GenBank mais aussi nos
propres séquences générées lors du séquencage. Le logiciel permet de corriger les
électrophorégrammes obtenus lors du séquencage et d’effectuer des contigs de deux
séquences. Les alignements multiples de séquences d'acides nucléiques protéiques ont aussi

été effectués avec ce logiciel.

b. Détermination d’une éventuelle recombinaison

Le RDP3 Beta 42 ou « Recombination detection program » (Martin et al., 2009)

(http://www.bioinf.manchester.ac.uk/recombination /programs.shtml) est un programme

de détection et d’analyse de recombinaison entre une ou plusieurs séquences
nucléotidiques déja alignées. Les analyses ont été effectuées sur les alignements multiples a
partir d’un fichier généré par MEGAA4. Pour cela, 80 séquences de génomes complets des

I’APMV-1 représentant les 10 génotypes existants ont été rapatriées de GenBank. Aprées
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I'alighement des séquences, les segments terminaux 5’ et 3’ ont été exclus et les séquences
de la souche MG-1992 et MG-725/08 ont été rajoutées. La détermination d’éventuelles

recombinaisons génétiques a été en suite réalisée par logiciel RDP3.0b.

c. Analyse de la structure moléculaire des protéines F et HN

La forme tridimensionnelle (3D) des protéines est la forme active qui permet leur
caractérisation fonctionnelle (Reynes et al., 2009). La construction des structures 3D des
protéines F et HN a partir des séquences d’acides aminés a été réalisée a I'aide du logiciel
Swiss-Pdb Viewer DeepView v4.0. Ce logiciel est disponible sur le site de I'Institut Suisse de

Bio-informatique (http://www.expasy.org/spdbv/). La méthode est basée sur la comparaison

de la séquence d’acides aminés des protéines F et HN avec celles d’acides aminés des
protéines de structure connues et disponibles dans « Protein Data Bank » (PDB), en utilisant
les algorithmes inclus dans le logiciel «Swiss-Pdb Viewer DeepView v4.0 ». Nous avons utilisé
les séquences modeéles de protéine de fusion (PDB: IG5G) (Chen et al., 2001) et de
I’'hémagglutinine-neuraminidase (PDB : 1e8t) (Crennell et al., 2000). A partir de la forme 3D,
il a été possible de localiser les positions des acides aminés substitués et susceptibles d'étre

a I'origine des variants antigéniques sur les souches d’APMV-1 malgaches.

d. Construction des arbres phylogénétiques

La détermination du génotype des souches malgaches a été effectuée avec le logiciel Méga 4
par analyse phylogénétique par comparaison avec les séquences de référence
correspondant aux 10 génotypes (Tableau 12) déja décrits dans la littérature et disponibles

dans les banques de génomes (GenBank).

Des alignements multiples de nos séquences avec celles de GenBank ont été faits sur le gene
de fusion ou F entre les positions 47 et 421 (374nt), sur le gene HN complet et sur les
séquences du génome entier (Figure 23). lls ont été exportés vers le logiciel MEGA-4
(Tamura et al., 2007). Pour la construction des arbres phylogénétiques, nous avons utilisé la
méthode de distance génétique qui estime le nombre de substitution nucléotidiques par
site, entre les différentes séquences utilisées, en utilisant le modele évolutif de Kimura a
deux parametres ou K2P (Kimura, 1980). L’arbre phylogénétique enraciné a été obtenu avec
I'algorithme neighbor-joining ou NJ (Saitou and Nei, 1987), en utilisant la classe | de ’APMV-

1 comme groupe externe. La robustesse de l'arbre a été évaluée avec la méthode de

57



Matériels et Méthodes

bootstraping (ré-échantillonnage) avec 1000 réitérations (Felsenstein, 1985). Le logiciel

Mega4 ou Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 4.0.1 est d’acces libre sur le site

http://www.megasoftware.net/mega4/mega.html.

Tableau 12: Les séquences des souches avec leurs sites de clivage représentant les dix génotypes

utilisés
Souches Site de clivage

Classe or = F, > « Fyp-——- .

Identification Numérod’Accession Genogroupe® 112 113 114 115 116 117 118
R R Q R R - F |
DE R49/99 DQ097393 Cl1(6) G - - G - * L Y
GO1US DCKI AY626266 Cl1(6) E - - E - * L \Y,
Herts33/56 (PEI) AY170140 H33 (w)° - - - - S -
Herts33 (L) AY170138 H33 (w)° - - - - S -
Ulster/67 AY562991 1(1) G K - G - L -
Ethiopie Panvac (2/P2) AY175720 1(1) G K - G - * L -
PHY-LMV42/66 DQ097394 1(1) G K - G - * L -
Hicthner B1 AF309418 11(2) G - - G - * L -
La Sota AF077761 1(2) G - G -k L -
Zimbabwe AV862/95 AY175710 I1(2) G - - G - * L -
Zambie AV 72/95 AY175708 11(2) G - - G - * L -
Mukteswar EF201805 Il (3a) - - - - - * - -
Guangxi5/2000 DQ485259 Il (3a) - - - - - * - -
Herts/33 (de Leeuw) AY741404 IVea (3b) - - - - - * - -
BG 60-81 AF402129 IVea (3b) - - - - - -

BG 5-67 AF402104 IVbg (3b)

SIMF/64 AJ243390 IVbg (3b) - - - - - * - -
Soudan 72 AV 2203 AY135753 IVit (3b) - - - - R -
DE-191/77 AF525378 IVit (3b) - - - - - * - -
IT-48/68 AF297969 IVit (3b) - - - - - * - -
MA-307/77° EU604259 IV (3b) - - - - - * - Vv
MA-13/02°¢ DQO96598 IV (3b) - - - - S Vv
Tanzania AV 1300/95 AY175687 V (3¢) - - - K - * - \"
Mexico468/01 EU518685 V (3¢) - - - K - * - \"
Brasil AV1769/90 AY175649 V (3c) - - - K - * - Vv
HR-111/01 AY150162 VI (4) K - - K - * - -
Soudan SD-4/75 AY151384 VI (4) - - - K - - -
Egypte EG-3/87 AY150111 VI (4) - - - K - - -
DE 61/93 AY150135 VI (4) - - K K - * - -
Strain NA DQ659677 VIl (5) - - - K - * - -
MZ 13/94 AF136775 VII (5) - - - K - * - -
Botswana ZA148/UP/98 AY210507 VII (5) - - - K - * - -
South Africa ZA606/UP/00 AY210497 VIl (3d) - - - K - * - -
Singapore SG-4H/65 AF136786 VIII (3d) - - - K - * - Vv
FA8E9 AY508514 IX (3e) - - - - - -
SBD02 DQ227252 IX (3e) - - - - - * - -
TJO3 DQ227244 IX (3e) - - - R -
TW/69 AF083959 X (3f) - - - K - -
TW/95-3 AF083970 X (3f) - - - K - * - -

% Génotype (linéage or sous-génotype) ; b : Souche de Weybridge (Czeglédi et al., 2003) ; c: (Czeglédi et al.,

2006)
* : Site de clivage.

58



69

RIG RIG
b Ipb
o NV
Lem:lest;l:ln o

RIG RIG FIG
ipb iph 1
P W w N N m

47
L
=/

Trailler
5°

1747nt

In

15.186

1451nt 124Int 1792nt \ 2002nt 6703nt
’ -r'r \‘H'\.
e .
.-'-I‘ ‘hl\'\
e o ORF : Région codante = [
"""" - Site de clivage
1 [l 1 i | [ ]
! T | o L 1
4Tn 421nt 1703nt 1792 nt
— e
Partie variable du géne F
374nt Amplicon QRT-PCR/MN

80nt (295-375nt)

Figure 23: Partie variable du gene de fusion (F) et la courte séquence

SOPOYIZN 13 S|ILIZIDNI



Matériels et Méthodes

A.Détermination de l'indice de pathogénicité intracérébrale ou
IPIC

L’évaluation de la virulence d’'un APMV-1 repose sur une ou plusieurs épreuves in vivo (OIE,
2009). L'index de pathogénicité intracérébrale (IPIC) ou ICPI (Intracerebral Pathogenicity
Index) chez le poussin (Gallus gallus) d’un jour est I'un de ces tests officiels de mesure de

virulence.

Dans le cadre de la présente étude, I'évaluation de la pathogénicité des souches a été

réalisée a I’ANSES de Ploufragan (UVIPAC) suivant le protocole recommandé par I'OIE:

i) Du liquide allantoique infectieux frais présentant une activité hémagglutinante de
titre >2* (>1/16) est dilué au 10°™ dans du soluté isotonique de chlorure de
sodium stérile.

ii) Un volume de 0,05 ml de la dilution virale est injecté par voie intracérébrale a 10
poussins issus d’ceufs provenant d'un élevage exempte d’organismes pathogénes
spécifiques (EOPS). Les poussins doivent avoir plus de 24 h et moins de 40 h de
vie au moment de l'inoculation.

iii) Les poussins sont ensuite examinés toutes les 24 h pendant 8 jours.

iv) A chaque observation, le score clinique suivant est attribué : 0 si |'état est normal, 1 si
le poussin est malade et 2 s'il est mort. Pour les poussins morts, le chiffre 2 doit
étre réattribué lors de chacune des cotations quotidiennes restantes.

v) L'IPIC est le score moyen obtenu par poussin et par observation sur la période de huit
jours. Pour 10 poussins suivis sur 8 jours, il y aura donc 80 observations au total.
L'IPIC correspondra a la somme des scores cliniques de tous les poussins divisée
par 80.

vi) Les APMV-1 les plus virulents donnent des IPIC qui approchent le score maximal de
2,0 alors que les souches lentogenes donnent des valeurs proches de zéro. Les
souches possédant un IPIC moyen supérieur a 0,7 sont considérées comme

virulentes.
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B. Essai vaccinal avec une souche du génotype XI

Deux épreuves de virulence ont été réalisées en méme temps dans le cadre de ce travail au

FOFIFA-DRZV et a I’ANSES de Ploufragan (UVIPAC).

1. Essai vaccinal réalisé au FOFIFA-DRZV
a. Les animaux

Pour connaitre I'efficacité des souches vaccinales La Sota, Hitchner B1 et Mukteswar,
utilisées dans la prophylaxie de la MN a Madagascar, des épreuves de virulence in vivo sur
des poulets (Gallus gallus) de race locale (gasy) ont ‘été réalisées au FOFIFA-DRZV
(Ampandrianomby-Madagascar) avec la souche virulente représentant le génotype Xl. Cette
partie de I'étude a eu comme objectif de connaitre le niveau de protection de ces trois
souches vaccinales par rapport a la souche MG-1992 appartenant au génotype Xl, isolée au

DRZV et titrant 10’ DLso/ml.

b. Les vaccins

Dans cette étude, nous avons choisi trois vaccins les plus utilisés a Madagascar. Les deux
premiers vaccins HIPRAVIAR-S® et HIPRAVIAR-B1® sont produits par le laboratoire HIPRA S.A.
(Girona, Espagne) et commercialisés par AVITECH S.A.R.L. (Tanambao Ivato, Madagascar). Le
troisieme vaccin PESTAVIA® est produit et commercialisé a Madagascar par 'IMVAVET. Les
caractéristiques de ces vaccins sont présentées dans le Tableau 13. Les souches vaccinales La
Sota (Goldhaft, 1980) et Hitchner B1 (Hitchner & Johnson, 1948) sont inclues dans le

génotype Il tandis que la souche Mukteswar dans le génotype Il (lyer & Hashmi, 1945).

Tableau 13: Caractéristiques des vaccins et recommandations des fournisseurs

Vaccin HIPRAVIAR-S® HIPRAVIAR-HB1® PESTAVIA
Souche La Sota Hitchner B1 Mukteswar
Type Vivant-lyophilisé Vivant-lyophilisé Vivant-lyophilisé
Titre/dose/ml 10°°DIEso/ml* 10°°DIEse/ml 10**DIEso/ml
Voie d’administration orale orale Sous-cutanée

* : DIE=Dose infectieuse sur embryon

c. Test de létalité de la souche MG-1992

Pour évaluer la létalité de la souche MG-1992 et la dose d’épreuve, la souche a été

initialement inoculée par voie sous-cutanée a différentes dilutions (10™ 3 10™) a quatre lots
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de cing poulets en présence d’un lot témoin non inoculé. Aprés l'infection, un suivi quotidien
a été effectué pour dénombrer les poulets malades, morts et en bonne santé. L’analyse post

mortem a été faite sur les oiseaux morts.

d. Immunisation des poulets

Vingt poulets agés de trois mois issus des poules non vaccinés (Ferme-IMVAVET), non
immunisés et séronégatifs pour le virus de la MN ont été repartis aléatoirement dans quatre
lots (cing animaux/Iot) et élevés dans quatre cages séparées. Les trois lots de poulets ont été
immunisés selon la dose et la voie d’administration prescrites par les fabricants des vaccins

utilisés.

e. Suivi sérologique

Le statut sérologique initial de quatre lots de poulets vis-a-vis de I'’APMV-1 a été déterminé
par la technique ELISA avant la vaccination ou Sq (Figure 24). Apres la vaccination, le niveau
d'anticorps anti-APMV-1 a été mesuré de facon hebdomadaire sur les quatre lots (trois
vaccinés et un témoin) par le test ELISA de compétition (SVANOVIR®NDV-Ab-LSI) pendant 4

semaines (S1, Sy, Ss3, S4).

Un relevé de la morbidité et de la mortalité a été réalisé pendant toute la durée de |'essai.
Les oiseaux vivants 15 jours aprés la mort du dernier poulet dans le lot témoin ont été

euthanasiés.

Prise de sang

So S S S3 S3

N Epreuve virulente
Immunisation

Figure 24 : Chronologie de I'expérience (FOFIFA-DRZV)

f. Epreuve de virulence
Un mois (S4) aprés I'immunisation (Figure 24), I'épreuve de virulence a été effectuée par

injection sous-cutanée d’une dose (titrant 10°DLso/ml) d’épreuve de la souche MG-1992 par
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oiseau. Un suivi quotidien a été fait pour enregistrer les poulets malades, morts et en bonne

santé.

g. Analyse de la protection vaccinale

L'analyse des résultats d'épreuve a été effectuée selon les recommandations de I'OIE (OIE,
2008 ). La protection est considérée comme satisfaisante lorsqu’a la fin des 10 jours, 90 %
des poulets vaccinés survivent sans signe de maladie et tous les oiseaux témoins meurent

dans les 6 jours apres l'infection.

h. Biosécurité

Pendant toute I'expérimentation, le lieu d’élevage des poulets et le lieu de suivi apres la
vaccination se trouvent dans un batiment (Batiment A) physiquement différent de celui
réservé pour les épreuves vaccinales (Batiment B). Pour minimiser le risque de dissémination
vers I'extérieur du batiment, tous les déchets de la ferme confinée (Batiment B) ainsi que
tous les poulets morts ou euthanasiés apres I'expérimentation ont été incinérés dans un f(t
métallique. L’entrée et la sortie du batiment ont été controlées avec passage obligatoire
dans un pédiluve. Les systemes d’aération sont couverts par des grillages avec des mailles de

1 mm pour éviter le passage de petits oiseaux.

2. Essai vaccinal réalisé a ’'UVIPAC (ANSES-Ploufragan)

L’'essai effectué a I’ANSES de Ploufragan (UVIPAC) a eu comme objectifs de : (i) déterminer si
la vaccination simultanée de poussin d'un jour avec un vaccin vivant HB1 et un vaccin
inactivé huileux La Sota Clone 30 confére une protection suffisante vis-a-vis d'une infection
par la souche malgache MG-725/08 (génotype XlI) réalisée trois semaines aprés la
vaccination ; (ii) comparer cette protection a celle observée suite a l'infection selon les
mémes modalités mais par la souche d’épreuve de référence Herts/33 (génotype IV); (iii)

évaluer également le taux d’excrétion du virus d’épreuve apres infection.

a. Les animaux

Les poussins (Gallus gallus) EOPS (exempte d’organisme pathogene spécifique) utilisés dans

cette partie de I’étude sont issus de la ferme ANSES de Ploufragan (UVIPAC) a I'age d’un jour.
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b. Les vaccins

Les deux vaccins contre la MN (Nobilis® ND Hicthner et Nobilis® Newcavac) choisis dans le
cadre de ce travail a '’ANSES, ont été produits par le laboratoire MSD unité santé animale de

Merck (France). Les caractéristiques de ces deux vaccins sont résumées dans le Tableau 14.

Tableau 14: Caractéristiques des vaccins utilisés a I’ANSES

Vaccin Nobilis® ND Hicthner Nobilis® Newcavac
Souche Hicthner B1 La Sota (clone 30)
Type , 0 o

Vivant-lyophilisé Inactivé huileux
Voie d’administration Oculonasale Intramusculaire (cuisse)
Dose Une goute I'ceil et une 0,5ml

goutte narine

c. Les souches d’épreuve

La souche représentant le génotype XI (MG-725/08) isolée dans le cadre de cette étude en
2008 a partir d’une poule apparemment en bonne santé a servi a I’épreuve de virulence. La
souche Herts 33/VNHe/2.1 appartenant au génotype IV a été utilisée a 'ANSES comme

souche de référence (Tableau 15).

Tableau 15: Caractéristiques des souches d’épreuve _utilisées a I’ANSES

Souche MG-725/08 Herts 33/VNHe/2.1
Titre 10°2DElgo/ml 10°*DIEsy/ml
ICPI 1,9 1,9

Voie d’épreuve intramusculaire intramusculaire

d. Immunisation et épreuve virulentes des poussins

Cent poussins EOPS agés de 2-3 jours ont été repartis aléatoirement en trois lots (Tableau
16). Chaque lot a de nouveau été subdivisé en deux sous-lots vacciné (V) et non vacciné
(NV). Les poussins restants ont été saignés a blanc pour la récolte de sérum avant

I'immunisation. L'immunisation des poussins vaccinés (V) a été réalisé simultanément en
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utilisant les vaccins Nobilis® ND Hitchner et Nobilis® Newcavac. Le premier lot de poussin a
été éprouvé avec la souche malgache MG-725/08 tandis que le deuxiéme lot avec la souche
de référence Herts 33/VNHe/2.140 (Tableau 16). Le troisieme lot constitue le groupe témoin

non-éprouvé.

Tableau 16: Protocole de I'essai a I’ANSES

Lots MG-725/08 Souche Herts 33/VNHe/2.1 Témoin
1 2 3

Souche V* NV** v NV V

Nombre de

. _ 25 12 25 12 10
poussins utilisés

* : Vacciné simultanément avec HB1=Hitchner B1 ; CI-30= La Sota (clone 30) ; ** : NV=Non vacciné

Trois semaines (S3) aprés I'immunisation des poussins (Figure 25), les deux premiers lots sont
soumis & une injection intramusculaire d’une dose (titrant 8 10°DIEso/ml) par oiseau. Un suivi
guotidien pendant 5 semaines a été effectué pour enregistrer les poulets malades, morts et
en bonne santé. Tous les poulets morts sont autopsiés. Au cours de ce suivi, des
prélevements d’écouvillon ont été réalisés sur 20 poulets vaccinés de chaque lot éprouvé

(lot 1 : Souche Herts 33/VNHe/2.1 et lot 2 : MG-725/08)

Ecouvillonnage trachéal et cloacal
3 semaines Jslo + 3 jours) ; Js; J7; Jio; Jua

2-3 jours 1 /\

Age

Controle de Epreuve
séronégative en virulente
APMV-1

Immunisation

Figure 25: Chronologie de I'expérience (ANSES-Ploufragan France)

e. Analyse de la protection vaccinale

L'analyse des résultats d'épreuve a été effectuée selon les recommandations de I'OIE (OIE,
2009) et les standards de la pharmacopée Européenne pour un test d’immunogénicité

reposant sur la protection cliniqgue. La protection est considérée comme satisfaisante
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lorsqu’au bout de 10 jours, 90 % des poulets vaccinés survivent sans signe de maladie et tous

les oiseaux témoins meurent dans les 6 jours.

f. Analyse de I’excrétion virale

Pour évaluer une éventuelle excrétion virale, des prélevements d’écouvillons (trachéal et
cloacal) ont été effectués sur les poulets vaccinés (V) pendant 14 jours aprés I'épreuve de
virulence a Js (Jo + 3 jours), Js, J7, Jio, J14 €t Ji7. Ces écouvillons ont été analysés par QRT-
PCR/NDV en mélange de cinq par date, nature et lot d’origine selon la technique de Wise et
al. (Wise et al., 2004). Les produits de QRT-PCR positifs ont été envoyés pour séquencage
pour différencier les types de site de clivage des échantillons APMV-1 positifs. Afin de
transformer les Ct obtenus par QRT-PCR en équivalent (Eq) DIEso/mL, une gamme de dilution
réalisée a partir d’une production virale (MG-725/08) en liquide allantoidien d’ceufs
embryonnés EOPS, préalablement titrée sur ce méme support, a été testée en QRT-PCR NDV

géne M. Les résultats d’excrétion virale sont exprimés en Eq DIEsg/mL.

3. Déclaration d’éthique

Toutes les expérimentations animales concernant les tests IPIC ont été réalisées selon les
normes internationales approuvées par I'OIE, sous couvert d’autorisations délivrées par la
Direction des services vétérinaires des Cotes d’Armor au nom de la préfecture des Cotes
d’Armor (N° 22-18) et par la Direction des services vétérinaires de I’'Hérault au nom de la
Préfecture de Hérault (N° 34-114). L’essai vaccinal a été réalisé au FOFIFA avec 'autorisation

du Chef du département du FOFIFA-DRZV.
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CHAPITRE IV: RESULTATS

Partie 1: Détermination de la circulation des souches d’APMV-1 par I'analyse
sérologique et virologique

A. Analyses sérologiques

Dans cette étude, 1181 sérums de volailles domestiques et 313 sérums d’oiseaux sauvages
aquatiques prélevés dans les deux sites d’étude ont été analysés par le test ELISA de

compétition SVANOVIR® NDV-Ab (Tableau 17 et Tableau 18).

1. Résultats des analyses sérologiques dans les deux compartiments
d’oiseaux domestiques (I et Il)

Les résultats des analyses sérologiques effectués sur les 1181 sérums issus des volailles non
vaccinées (compartiment |) et vaccinées (compartiment Il) sont présentés dans le Tableau 17.
Les palmipedes et les poulets locaux prélevés en 2008 dans le compartiment |, ont montré
respectivement une séroprévalence de 47,77% [ICos: 42,57% a 52,97%] et 70,94% [ICqs :
67,44% a 74,44%).

Tableau 17 : Résultats sérologiques effectués chez les oiseaux domestiques en 2008

Séroconversion
%

Compartiment Espéces Vaccination

Négatif Positif Total Statut
[ICa95%]*
Palmipéde** 187 171 358 ?+75'727]
Domestique | Poulet Non 7_0 ’94 Séroprévalence
oule .
local 186 454 640 [+3 5]
. Poule . 93.44 , .
Domestique Il pondeuse Oui 12 171 183 [+3 6] Séroprotection

[ICys]* : Intervalle de confiance a 95%
Palmipede** : regroupe les oies (Anser anser), les canards communs (Anas platyrhinchos) et les
canards de barbarie (Cairina moschata)

Pour les poules pondeuses issues de fermes de type commerciale (compartiment Il) qui sont

systématiquement vaccinées contre la maladie de Newcastle, la séroprévalence s’établit a

93,44% [ICos : 89 ,84% a 97,04%].
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2. Résultats des analyses sérologiques chez les oiseaux sauvages
aquatiques (compartiment lll) en 2009

Les résultats des analyses sérologiques effectués avec le test ELISA de compétition sur les

313 sérums des oiseaux sauvages aquatiques appartenant a 15 espéces et sept familles, sont

résumés dans le Tableau 18.

La séroprévalence instantanée en APMV-1 enregistrée chez les oiseaux sauvages aquatiques
du lac Alaotra en 2009 est de 10,22% [ICo5: 6,86% a 13,57%]. Cependant, ces oiseaux
séropositifs sont classés uniquement dans la famille Anatidae. Parmi les six espéeces de
canards sauvages analysées, les canards a bosse (Sarkidiornis melanotos), les canards a bec
rouge (Anas erythrorhyncha) et les canards de Meller (Anas melleri) présentent une
séroprévalence instantanée respectivement de 50%, 48% et de 23%. Ces résultats indiquent
une circulation importante de I'’APMV-1 chez les oiseaux sauvages et surtout chez les

anatidés du lac Alaotra (Tableau 18).

Tableau 18: Résultats sérologiques (ELISA compétition-MN) effectués sur les oiseaux sauvages

aquatiques (année : 2009)

Séroconversion

Famille Espéce L .. - %
Négatif Positif Total [1C95%]
Anas erythrorhyncha 17 16 33 48.48
Anas hottentota 29 2 31 6.45
Anas melleri 10 3 13 23.08
ANATIDAE Sarkidiornis melanotos 1 1 2 50.00
Dendrocygna bicolor 76 5 81 6.17
Dendrocygna viduata 100 5 105 4.76
12.08
Sous-total ANATIDAE 233 32 265 [£3,6%]
ARDEIDAE Butorides striatus 1 0 1 0.00
CHARADRIIDAE Charadrius pecuarius 1 0 1 0.00
LARIDAE Larus cirrocephalus 1 0 1 0.00
Dryolimnas cuvieri 2 0 2 0.00
Gallinula chloropus 20 0 20 0.00
Porphyrula alleni 12 0 12 0.00
RALLIDAE Rallus madagascariensis 1 0 1 0.00
ROSTRATULIDAE Rostratula benghalensis 9 0 9 0.00
SCOLOPACIDAE Gallinago macrodactyla 1 0 1 0.00
Sous-total des autres familles 44 0 48 0.00
10.22
Total 281 32 313 [£3,16%]
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B. Analyses virologiques

1. Résultats d’analyse virologique dans les deux compartiments (I et 1)
des oiseaux domestiques

Les analyses de criblage virologique par QRT-PCR effectuées chez les oiseaux domestiques
(n=547) pendant I'enquéte de prévalence de 2008, ont révélé 29 échantillons positifs, soit
une prévalence virologique de 5,3% [ICqs : 3,97% a 6,62%]. Parmi les positifs, six échantillons
proviennent de palmipédes (quatre canards communs et deux oies), soit une prévalence
virologique de 1,1% [ICos : 0,22% a 1,98%]. Cependant 89% de ces échantillons positifs (soit

26/29) correspondent a des poules (Gallus gallus).

Sur les 180 oiseaux domestiques analysés pendant la surveillance épidémiologique réalisée
en 2009 uniguement au lac Alaotra, 19 ont été APMV-1 positifs avec une prévalence
virologique de 10,6% [ICos: 7,43% a 13,79%], soit deux fois plus élevée que celle de
I'enquéte précédente. Parmi ces 19 échantillons positifs, sept proviennent des
palmipédes (cing canards communs et deux oies), ce qui correspond a une prévalence

virologique de 3,8% [ICos : 1% a 6,6%], également plus élevée que celle de 'enquéte de 2008.
2. Surveillance épidémiologique dans le compartiment Ill des oiseaux
sauvages aquatiques

Parmi les 352 oiseaux sauvages analysés au lac Alaotra en 2009, trois ont été trouvés AMPV-

1 positifs, ce qui correspond a une prévalence égale a 0,85% [ICos : 0,36% a 1,34%].

Partie 2: Caractérisations phylogénétiques des souches circulantes
A. Isolement viral et séquencgage

1. Lesisolats obtenus dans cette étude

Lors de cette étude, neuf souches d’APMV-1 ont été isolées d’oiseaux domestiques et
sauvages entre 2008 et 2009. Ces neuf isolats ont été amplifiés (Tableau 26, Figure 27 et 28)
et séquencés en partie ou en totalité. De plus, une souche ancienne isolée en 1992 au
laboratoire de virologie du FOFIFA-DRZV a été entierement séquencée. Les séquences du
génome complet ou des genes F et HN entier des souches MG-1992 (HQ266603), MG-
725/08 (HQ266602), MG-39-04/08 (HQ266605) et MG-Meola/08 (HQ266604) générées dans

cette étude sont déposées dans le GenBank (Tableau 19).
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Tableau 19: Les différentes souches isolées dans cette étude

Compartiment Statut Séquence

Souche Espéeces Code Région (1%, *** et . . N . Numéro

[11F%%%) Clinique Vaccin utilisé Geéne Taille (nt) daccession
APMV-1/ Chicken/MG-1992  Gallus gallus MG-1992 Ivato I Poule pondeuse La Sota NP, P, M 15082 HQ266603

Antananarivo morte HN et L
APMV-1/Chicken/MG- " Mahitsy Poulet local sans NP, P, M, F,
725/2008 Gallus gallus MG-725/08 Antananarivo I signe clinique NV HNetL 15097 HQ266602
APMV-1/Chicken/MG-39- Gallus gallus MG-39-04/08 Ivato . 1l Poulet de chair mort La Sota F et HN 4249 HQ266605
4/2008 Antananarivo
. Poulet local de
APMV-1/Chicken/MG- Gallus gallus ~ MG-Meola/og | S2rahonenana- combat, malade NV F et HN 3966 HQ266604
Meola/2008 Antananarivo .
(signe nerveux)

APMV-1/Chicken/MG- Tsarahonenana - Poulet local mort Une parti M
BBS/2009 Gallus gallus MG-BBs/03 Antananarivo ; (signe nerveux) Mukteswar etF 374 )
APMV-1/Duck/MG- Dendrocygna Une parti M
168/2009 viduata MG-168/09 lac Alaotra 11l - - ot F 374 -
APMV-1/Anas/MG- . Une parti M
057/2009 Anas melleri MG-057/09 lac Alaotra 1] - - ot F 515 -
APMV-1/Chicken/MG- . Une parti M
140/2009 Gallus gallus MG-140/09 lac Alaotra | Poulet local sain Mukteswar ot 533
APMV-1/Chicken/MG- . Une parti M
101/2009 Gallus gallus MG-101/09 lac Alaotra | Poulet local sain Mukteswar ot F 510 -
APMV-1/Chicken/MG- . Une parti M
122/2014 Gallus gallus MG-122/09 lac Alaotra | Poulet local sain Mukteswar ot 874 -

NV: non vacciné

Surbrillance grise: souche ancienne isolée en 1992

* : Souche isolée a la fois trachéale et cloacal
** . Compartiment | : élevage de type villageois ; *** : élevage de type commerciale ; **** : Oiseaux sauvages

S103INS3Y



Tableau 20: Les différents échantillons possédants des produits de QRT-PCR-NDV exploitables aprés séquencage

Statut
Code Année Especes Région Compartiment (I* ou I1**) = —
Clinique Vaccination
MGF-003C/10° 2010 Gallus gallus lac Alaotra I NV €
MGF-003T/10 2010 Gallus gallus lac Alaotra | NV
MGF-068/10 2010 Gallus gallus lac Alaotra | NV
MGF-069/10 2010 Gallus gallus lac Alaotra | Malade avec'\;l':lspluon dela NV
MGF-074C/10 2010 Gallus gallus lac Alaotra | NV
MGF-074T/10 2010 Gallus gallus lac Alaotra | NV
MGF-082/10 2010 Gallus gallus lac Alaotra | NV
MGS-227/10 b 2009 Gallus gallus lac Alaotra | Poulet local sain NV
MGS-271/10 2009 Gallus gallus lac Alaotra | Poulet local sain NV
MGS-353/10 2009 Gallus gallus lac Alaotra | Poulet local sain NV
MG-1511/08 2008 Canard mullard” Behenjy-Antananarivo Il Canard a gaver sain -
MG-487/08 2008 Gallus gallus lac Alaotra | Poulet local sain NV
MG-276/08 2008 Anas sp lac Alaotra | Canard commun sain -
MG-686/08 2008 Anas sp Ambatomboh.angy- | Canard commun sain -
Antananarivo
MG-1440/08 2008 Gallus gallus Alatsinainy Bakaro- | Poulet local sain NV
Antananarivo

MG-1544/08 2008 Gallus gallus Behenjy-Antananarivo | Poulet local sain NV
MG-1200/08 2008 Gallus gallus Manazary-Antananarivo Il Poulet local sain NV

*: Compartiment | : élevage de type villageois ; ** : élevage de type commerciale ; *** : Croisement entre canard commun (Anas sp) et canard de barbarie (Cairina moschata)
MGF?® : Surveillance de foyer de MIN 2010; MGS ® . suivi longitudinal 2010; NV: non vacciné
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Résultats

1. Les produits de QRT-PCR

Parmi les échantillons positifs dans les deux compartiments d’oiseaux domestiques (I et Il),
16 séquences entre les positions 295 et 375 du géne F issues du criblage initial par QRT-PCR
ont été exploitables. Ces 16 séquences englobant le site de clivage du gene F ont été

également analysées phylogénétiquement.

200pb

Figure 26: Migration sur gel d’agarose 1% coloré avec bromure d’éthidium. Amplicon (1 : MG-1992 ; 2 : MG-725/08) obtenu

avec le couple de primer F2A/F2AS. TN : témoin négatif; TP : témoin positif (La Sota).

700pb

Figure 27: Migration sur gel d’agarose 1% coloré avec bromure d’éthidium. Amplicon (1 : MG-1992 ; 2 : MG-725/08) obtenu

avec le couple de primer MFS1/MFS2 (une partie des génes M et F). TN : témoin négatif ; TP : témoin positif (La Sota).
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1500pb

Figure 28: Migration sur gel d’agarose 1% coloré avec bromure d’éthdium des amplicons (1 et 2 : MG-1992) obtenus avec les

couples de primer MFS1/MFS2 et F+4952/#33 (a l'intérieur du géne F). TN : témoin négatif ; TP : témoin positif (La Sota).

A. Analyses phylogénétiques des souches isolées au cours de cette
étude (2008 - 2009)

1. Analyse basée sur les isolats

L'analyse phylogénétique des séquences basées sur 374 nt du gene de fusion (position 47 a
421) de neuf souches malgaches isolées dans le cadre de cette étude et de la souche MG-
1992, a été faite avec les autres séquences disponibles dans le GenBank. Les résultats
montrent que ces 10 souches malgaches sont toutes inclues dans la classe Il des APMV-1 et
sont groupées dans trois clusters différents (Figure 29). Les deux souches isolées a partir des
oiseaux sauvages (MG-057/09 et MG-168/09) se trouvent dans le génotype |,
spécifiquement dans le sous-génotype Ib. Les trois souches MG-140/09, MG-101/09 et MG-
122/09 isolées au lac Alaotra a partir de volailles vaccinées provenant de I'élevage de type
villageois (compartiment 1), sont groupées dans le génotype lll. En revanche, les trois
souches MG-Meola/08, MG-39-04/08 et MG-BBS/09 isolées en 2008 et 2009 (compartiment
| et Il) a partir d’'une suspicion de MN, l'ancienne souche MG-1992 isolée en 1992
(compartiment Il) ainsi que la souche MG-725/08 isolée chez une poule apparemment saine

(compartiment 1), sont regroupées dans un autre cluster.
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Figure 29: Arbre phylogénétique (enraciné) de ’APMV-1 en basant sur les 374 nucléotides (47-421nt) du gene F.

Les 10 séquences des souches Malgaches ont été comparées aux 44 souches de référence. L’analyse a été
effectuée avec I'algorithme Neighbor-Joining (Saitou and Nei, 1987) en utilisant la méthode de K2P avec 1000
bootstraps (Felsenstein, 1985) dans le logiciel MEGA4 (Kimura et al., 2004; Tamura et al., 2007). Toutes les

séquences Malgache sont écrites en rouge. L’échelle indique le nombre de substitutions par site.
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Des résultats identiques sont obtenus en effectuant I'analyse phylogénétique sur le gene HN

(Figure 30) et le génome (Figure 31).
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Figure 30: Arbre phylogénétique (enraciné) de ’APMV-1 en basant sur les 1713 nucléotides (92-1805nt) du géne HN.
Les 4 séquences des souches Malgaches ont été comparées aux 22 souches de référence de chaque génotypes et classe.
L’analyse a été effectuée avec I'algorithme Neighbor-Joining (Saitou and Nei, 1987) en utilisant la méthode de K2P avec 1000
bootstraps (Felsenstein, 1985) dans le logiciel MEGA4 (Kimura et al., 2004; Tamura et al., 2007). Les séquences Malgache
sont écrites en rouge et les séquences des oiseaux sauvages sont écrites en vert. L’échelle indique le nombre de substitutions
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Figure 31: Arbre phylogénétique (enraciné) de ’APMV-1 se basant sur les 14977nucléotides, encadrant les six génes NP, P,
M, F, HN et L.

Les deux séquences des souches Malgaches ont été comparées aux 60 souches de référence. L’analyse a été effectuée avec
I'algorithme Neighbor-Joining (Saitou and Nei, 1987) en utilisant la méthode de K2P avec 1000 bootstraps (Felsenstein,
1985) dans le logiciel MEGA4 (Kimura et al., 2004; Tamura et al., 2007). Les deux séquences malgaches sont écrites en rouge.
L’échelle indique le nombre de substitutions par site.

76



Résultats

En tenant compte de la divergence inter-génotype sur le gene F (374 pb, Tableau 21), les
génotypes les plus proches de ce nouveau cluster sont les génotypes Il et IV avec
respectivement 15% et 12% de divergence. Or, ces pourcentages de divergence sont
supérieurs a la divergence maximale observée au sein de ces trois génotypes, soit
respectivement 1%, 7% et 5% pour les génotypes lll, IV et XI. De plus, quel que soit le
génotype, le pourcentage de divergence ne dépasse jamais 9% (génotype VIII). Nous
pouvons donc considérer le cluster phylogénétique contenant les souches malgaches
comme un nouveau génotype, que nous avons dénommé génotype Xl. La proposition de ce
nouveau génotype a fait objet d’une publication dans le journal PLoS One (Maminiaina et al.,

2010) (ANNEXE 3).

Tableau 21: Matrice de distance génétique (%) entre les différents génotypes de '’APMV-1

Génotypes Xl | I HW) v v Vi Vil vk X X a1
XI 5
| 20 7
[ 25 12 2
H(W) 21 15 16 0
1 15 12 15 15 1
\Y 12 12 18 15 6 7
Vv 19 16 18 18 14 11 6
Vi 18 16 21 18 14 11 11
ViI 21 18 20 21 17 14 14 3 7
VIl 22 17 17 17 14 13 11 12 15 9
X 15 13 13 14 10 9 14 14 17 15 1
X 15 18 18 21 15 13 19 19 19 19 15 3
cl 50 46 46 50 48 47 47 46 47 48 49 52 7

5 Intragénotype: Valeur maximale de divergence génétique
15 Intergénotype: Valeur minimale de divergence génétique

2. Analyse phylogénétique a partir des produits de QRT-PCR

Parmi les échantillons domestiques positifs, 16 séquences issues de la QRT-PCR envoyées
pour séquencage ont été exploitables sur 80 pb entre les positions 295 et 375 du gene F. Ces
16 séquences, englobant le site de clivage, ont été également analysées dans cette étude.
Les résultats d’analyse phylogénétique de ces séquences ont montré qu’elles sont incluses
dans trois génotypes différents : six dans le génotype |, deux dans le génotype VIl et huit
dans le nouveau génotype Xl (Figure 32). Les six séquences dans le génotype | sont encore

subdivisées dans deux sous-génotypes Ib et Ic (Figure 32).
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Figure 32: Arbre phylogénétique (enraciné) de '’APMV-1 en se basant sur les 80 nucléotides (295-374nt) du gene F.
Les 16 séquences malgaches (produit de QRT-PCR NDV) ont été comparées aux autres souches représentantes de
génotype | a IX déja répertoriées et référenciées. L’analyse a été effectuée avec I'algorithme Neighbor-Joining (Saitou
and Nei, 1987) en utilisant la méthode de K2P avec 1000 bootstraps (Felsenstein, 1985) dans le logiciel MEGA4
(Kimura et al., 2004; Tamura et al., 2007). Toutes les séquences malgaches (courtes séquences) sont écrites en rouge
et celles isolées sont écrites en rouge et soulignées
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Figure 33: Arbre phylogénétique (enraciné) de I'APMV-1 en se basant sur les 80 nucléotides (295-374nt) du gene F

(Génotype | et Il).

Les 6 séquences MG (produit de QRT-PCR NDV), dans le génotype | ont été comparées aux 28 souches (génotype | et 1) déja
répertoriées et référenciées. L’analyse a été effectuée avec I'algorithme Neighbor-Joining (Saitou and Nei, 1987) en utilisant
la méthode de K2P avec 1000 bootstraps (Felsenstein, 1985) dans le logiciel MEGA4 (Kimura et al., 2004, Tamura et al.,
2007). Toutes les séquences malgaches étudiées sont écrites en rouge et les séquences d’APMV-1 isolées a partir des oiseaux

sauvages sont écrites en vert. L’échelle indique le nombre de substitutions par site.

Deux de ces séquences (MGS-271/09 et MGS-227/09) ont été obtenues a partir

d’écouvillonnage d’oiseaux domestiques du compartiment | (volailles d’élevage de type

villageois) au lac Alaotra en 2009. Ces deux séquences sont regroupées dans le sous-
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génotype |b avec les deux souches d’APMV-1 isolées chez les oiseaux sauvages aquatiques
du lac Alaotra et d’autres pays. Par ailleurs, la MGS-227/09 présente 100% d’identité avec les
deux souches d’APMV-1 isolées chez les oiseaux sauvages aquatiques du lac Alaotra (MG-
058/09 et MG-168/09) en 2009. Ces résultats suggerent une circulation des souches virales
de I'APMV-1 entre le compartiment Il (les oiseaux sauvages du lac Alaotra) et le
compartiment | (les oiseaux domestiques) au fil des années. Les quatre séquences malgaches
du génotype | restantes (TA-1037/08, MG TA-1037/08, MG TA-1201/08 et MG TA-1054/08)
détectées en 2008 sont groupées dans le sous-génotype Ic avec les souches vaccinales (PHY

, 12) et les souches sauvages d’APMV-1 isolées chez les poulets.

Les deux séquences malgaches dans le génotype VII qui ont été prélevées a partir des
poulets apparemment sains (compartiment 1), sont groupées dans deux sous-génotypes
différents. La premiére (MGS-353T/09) est incluse dans le sous-génotype VlIid, récemment
proposé comme génotype Xl (Hammoumi et al., 2011), prévalent depuis 1990 en Asie, en
Afrique et en Europe a la fois chez les palmipedes et les gallinacées. En revanche, la
deuxiéme séquence (MG 1511/08) est intégrée dans le sous-génotype VIig (Figure 34). Selon
la nouvelle proposition de classification de I’"équipe de virologie du CIRAD (Hammoumi et
al., 2011), ces deux sous-génotypes VIId et Vllg appartiendraient respectivement a deux
nouveaux génotypes Xl et Xlll. Les sous-génotypes Xllla (ex-VIlg) regroupent uniquement les
souches isolées en Afrique de I'Ouest et Centrale (Cattoli et al., 2009; Hammoumi et al.,

2011; Snoeck et al., 2009).

Les huit séquences restantes provenant du lac Alaotra (compartiment |) sont groupées dans
le nouveau génotype Xl. Ces séquences ont été obtenues a la fois chez des poulets (Gallus
gallus) morts avec suspicion de la MN mais aussi a partir d’'un canard commun (Anas sp)

apparemment sain.
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Figure 34: Arbre phylogénétique (enraciné) de ’APMV-1 en basant sur les 80 nucléotides (295-374nt) du géne F (Génotype

vii).

Les 2 séquences MG (produit de QRT-PCR NDV), dans le génotype VIl ont été comparées avec les autres souches déja
répertoriées et référenciées dans ce génotype. L’analyse a été effectuée avec I'algorithme Neighbor-Joining (Saitou and Nei,
1987) en utilisant la méthode de K2P avec 1000 bootstraps (Felsenstein, 1985) dans le logiciel MEGA4 (Kimura et al., 2004;
Tamura et al., 2007). Toutes les séquences MG étudiées sont écrites en rouge et les séquences d’APMV-1 isolées a partir des
oiseaux sauvages sont écrites en vert. L’échelle indique le nombre de substitutions par site.

3. Pathotypage moléculaire des souches circulantes

Les résultats de I'alignement des séquences protéiques des souches malgaches avec les
autres séquences de référence sont présentés dans la Figure 35. Toutes les souches
malgaches dans le nouveau cluster génotype Xl possedent un site de clivage de type virulent
formé par cinq acides aminés basiques et de la phenylalanine en position 117:
112RRRRRI F. Ce site de clivage formé de cing acides aminés basiques est unique par
rapport aux autres sites de clivage déja décrits dans la littérature. Toutes les souches
malgaches dans le nouveau génotype Xl obtenu a partir de poulets morts ou malades ainsi
gue de palmipédes, aussi bien dans le compartiment | que Il, ont ce méme site de clivage.

Les deux séquences dans le génotype VII (VIid ou XIlI et VlIig ou Xllla) obtenues a partir de
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poulet et canard apparemment sains dans les compartiments | et I, ont aussi un site de
clivage de type virulent *?RRQKR! F'"’. Le site de clivage des trois souches malgaches MG-
122/09, MG-101/09 et le MG-140/09, dans le génotype Ill, est formé par quatre acides

aminés basiques, (‘’RRQRR! F*’) et une phénylalanine en position 117.

Toutes les souches malgaches dans les sous-génotypes Ib et Ic, obtenues a la fois dans les
trois compartiments, possédent un site de clivage de type lentogéne (*?GKQGR! L),

conformement a ce qui était attendu.

Ces résultats montrent que des souches d’APMV-1 virulentes circulent au sein des deux
compartiments des oiseaux domestiques et entre les espéces de l'aviculture de type
villageois. De plus, une circulation des souches apathogenes concerne les trois

compartiments d’oiseaux évalués dans cette étude.

Partie 3: Caractérisation moléculaire des souches circulantes

A. Caractérisation moléculaire des souches malgaches dans le
génotype XI
Pour I'analyse moléculaire des souches malgaches dans le génotype Xl, les deux souches
MG-1992 et MG-725/08 ont été séquencées sur la quasi-totalité du génome sauf dans les
extrémités non codantes en 3’ et 5. De plus, les génes qui codent pour les protéines F et HN
ont été compléetement séquencés pour les trois souches MG-39-04/08, MG-Meola/09 et

MG-1992.

1. La protéine de fusion (F)

- Lataille du gene F

Le géne F est formé de 1792 nucléotides (nt). La phase de lecture ouverte ou ORF (open
reading frame) commence par le nucléotide du codon d’initiation en position 47 pour
donner une protéine F1/F2 qui est composée de 553 acides aminés. Curieusement, les virus
malgaches dans le génotype XlI possédent deux codons d’initiation appariés pour donner une
protéine F1/F2 pouvant étre composée de 554 acides aminés. Pour ces virus, I'ORF pourrait

commencer au nucléotide 44 au lieu du nucléotide 47.
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Désignation des souches

Séquence d’acides aminés de la protéine F des APMV-1 entre position 68 et 159

MG- 057/ 09 (1b)
MG 168/ 09 (1 b)
MG 101/09 (111)
MG 122/09 (111)
Herts/ 33 deLeeuw(|V)
Italie (1V)

MG 1992 (XI)
MG 39- 04/ 08 (XI)
MG MEOLA/ 08 (XI)
MG 725C/ 08 (XI)
MG BBS/ 09 (XI)
NA-1 (V1)

ZJ1 (M) Argentinal/Tigre6/99

US(CA)/ 211472/ 02 (V)
US(FL) Largo 71 (V

MG 1511/ 08 (VI1g/h)

MGS 353T/10 (M 1d)

MGS 069T/ 10( XI)

MGF- 068T/ 10 (XI)

MGF- 074T/ 10 (XI)

MGF- 074C 10 (X))

MGF- 003T/ 10 (XI)

MGF- 082T/ 10 (XI)

MGF- 003C/ 10 (XI)

MG 276/ 08 (XI)

MGS-271C/ 10 (1b)
MGS-227T/ 10 (1b)

MG TA 1087/08 (Ilc)

MG TA 1070/ 08 (lc)

M5 1201/ 08 (1c)

MG TA 1054/08 (lc)

Mal | ard/ US_04- 204/ 04 (1b)
mal | ard/ US_04- 235/ 04 (1b)
APW/ duck/ 05/ 07 (1b)

Mal | ard/ US_04-483/04 (1b)zu
01-1108_AY935489 (Il a)

D/ 23/ 53/ 05_FJ597610 (1 a)
PZAPI 99091_AY175774 (1a)
VG GA_EU289029 (la)

APW/ wi | d_duck/ SH37/ 06
Anas/ Far East / 3638/ 02

PLEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QESVTTSGGGKQGRLT GAl | GSVAL GVATAAQ TAASALT QANQNAAN LRLKESI A
PLEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QESVTTSGGGKQGRLI GAIl | GSVALGVATAAQ TAASALI QANQNAANI LRLKESI A
PLEAYNRTLTTLLTPLGDS| RRKQESVTTSGERRQRRF| GAl | GSVALGVATAAQ TAASALI QANQNAANI LRLKESI A
PLEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QESVTTSGGRRQRRF| GAl | GSVALGVATAAQ TAASALI QANQNAANI LRLKESI A
PLEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QESVTTSGGRRQRRF| GAl | GSVAL GVATAAQ TAASAL| QANQNAANI LRLKESI A
PLEAYNRTLTTLLTPLGNSI RRI QESVTTSGGRRQRRF| GAl | GSVAL GVATAAQ TAASAL| QANQNAANI LRLKESI A
PVEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QESATTSGGRRRRRF| GAVI GSVAL GVATAAQ TAAAAL| QAKQNAANI LRLKESI A
PVEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QESATI SEGRRRRRFVGAI | GSVALGVATAAQ TAAAALI QAKQNATNI LRLKESI A
PVEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QESATI SEGRRRRRFVGAI | GSVAL GVATAAQ TAAAALI QAKQNAANI LRLKESI A
PVEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QESATTSGGRRRRRFVGAI | GSVAL GVATAAQ TAAAALI QAKQNADNI LRLKESI A
PVEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QESATTSGGRRRRRFVGAI | GS- - - < = - = =< = <= == cw o e mmo e mmeea e

PLEAYNRTLTTLLTPLGDSI RKI QBSVSTSGGRRQKRFI GAVI GSVAL GVATAAQ TAAAALI QANQNAANI LRI KESI A
PLEAYNRTLTTLLTPLGDSI RKI QBSVSTSGGRRQKRFI GAVI GSVAL GVATAAQ TAAAAL | QANRNAANI LRLKESI A
PLEAYNRTLTTLLTPLGESI RRI QBSVSTSGGGRQKRFI GAVI GSVAL GVATSAQ TAAAAL I QANQNAANI LRLKESI A
PLEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QBSATTSGGRRQKRFVGAI | GSVAL GVATAAQ TAAAALI QANQNAANI VRLKESI A
PLEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QBSATTSRGRRQKRFVGAI | GSI ALGVATAAQUTAAAAL I QANQNAANI LRLKESI A
PLEAYNRTLTTLLTPLGDSI RRI QESVTTSGGRRQRRFI GAl | GSVALGVATAAQ TAAAALI QANQNAANI LRLKESI A
-------------------- RRI QEAAIITSGGRRRRRFVGAI | GS- - - - - = = < = = m = mmm e cmm e mme e

-------------------- RRI QEAAI TSGGRRRRRFVGAI | GS- - < = - = = - = === = o mm e mmmoeoe e

-------------------- RRI QESATTSGGRRRRRFVGAI | GS- - - = - = = - = <« == mmm e mmmoeoe e

-------------------- RRI QESATTSGGRRRRRFVGAI | GS- - - - - = = == = w = m e e e mmm e oo

-------------------- RRI QESATTSGGRRRRRFVGAI | GS- - - - - = = == = w = m e e e mmm e oo

-------------------- RRI QBSATTSGGRRRRRFVGAI | GS- - < = - = = - = <« == mmm e mmm e oe e

-------------------- RRI QESATTSGGRRRRRFVGAI | GS- - - - - = = - = <« === mm e e mmm e me e

-------------------- RRI QESATTSGGRRRRRFVGAI | GS- - - - - = = = = =« = m e e e mmm e e

-------------------- RRI QESVTTSGEEKQERLI GAl | GG - - = = == = m = mmmm e e e eme e

-------------------- RRI QESVTTSGEEKQERLI GAl | GS- - - == == = mw e mmm e mmm e e

-------------------- RRI QESVTTSGEEKQGRLI GAl | GG - < = == === === mmm e e mmm e e e e

-------------------- RRI QESVTTSGEEKQERLI GAl | GS- - < = == === === wm e mmmmmmcm e e

-------------------- RRI QGSVTTSGEEKQERLI GAl | GG - - - == = == = m == m e e e e e e

-------------------- RRI QBSVTTSGEEKQERLI GAl | GG - - - == = == = m = mmm e e e e e e e

-------------------- RRI QBSVTTSGEEKQGHRI GAl | GG - < = == === === mmm e e mmmmeo e e

-------------------- RRI QESVTTSGEEKQARLI GAl | GG - - = == === <<= mmm e e mmmmem e e

-------------------- RRI QESVTTSGEEKQARLI GAl | GG - - - = = == = m == mmmm e e e cme oo

-------------------- RRI QESVTTSGGRRQGRLI GAl | GG - - = = = == = m = mmmm e mmm e e

-------------------- RRI QESVTTSGGRRQGRLI GAl | GG - < = <= == === mmm e e mmemcaemca o
-------------------- RRI QESVTTSGEEKQGRLI GAl | GG - < = <= === === m o s e e mmemcoeomaeaoe
-------------------- RRI QESVTTSGEERQARLI GAl | GG - - == == = m = mmm e e mmm e e

-------------------- RRI QESVTTSGGEKQGRLI GAl | GG - - - == = == === mmm e e e e e e

-------------------- RRI QESVTTSGEEKQGRLI GAl | GG - < = == === === mmm e mmmmmmem e e

-------------------- RRI QESVTTSGEEKQGRLI GAl | GG - < = == === === mmm e e mcmmcmme e e

Figure 35: Alignement des séquences de la protéine F (souches : isolées 68 a 159aa et séquences : 88 a 113aa) montrant le site de clivage des APMV-1 malgaches (en rouge).
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- Les substitutions d’acides aminés observées sur la protéine F

En regardant la structure monomérique du précurseur de la protéine de fusion (0 a 553 aa)
dans le génotype XI par rapport aux autres génotypes, nous avons observé que les 7 résidus
impliqués dans les épitopes de neutralisation identifiés jusqu’a présent (Toyoda et al., 1987;
Yusoff et al., 1989) sont inchangés D’?, E”*, A”®, K8, A”®, ™/ILRLKESIAATNEAVHEVTDG"?, L3*.

Les 12 résidus de cystéines en positions C25, C76, C199, C338, C347, C362, C37°, C394, C399, C4°1, c*

’

C>2 (Chen et al., 2001; Seal, 2004) sont conservés ainsi que tous les sites de N-glycosylation

(Asn-X-Ser/Thr or N-X-S/T) en position 5°N-R-T®, IN-K-T'%3, 366N-T-53%8 447N |-5%° 47IN-N-
$*7 et **'N-N-T>*® (Chen et al., 2001; Panda et al., 2004). Notons que ces résidus de cystéines

et les sites de glycosylation interviennent dans la structure et la conformation de la protéine.

Les souches malgaches possedent simultanément les substitutions caractéristiques des
anciens génotypes (I a IV) comme T, E*>G, Q>R (Yu et al., 2001) et des
substitutions trouvées uniquement dans les nouveaux génotypes (V a VIII) comme VELSL,
Ay v V303 et 12 L (Yu et al., 2001). En revanche, ce génotype Xl dispose de 13
substitutions d’acide aminé qui lui sont spécifiques. Huit de ces substitutions sont localisées
sur la téte du monomeére de la protéine de fusion PPSL, LR, S*1T, R¥*5S, S725N,
P37, T*°35 et H*'SN tandis que les cing substitutions restantes S***=>G, L*®¥*>Mm,
K6 3N, A*®*ST et IP?3A, sont localisées sur la tige (Figure 36). En plus de ces 13
substitutions, un acide aminé supplémentaire est ajouté au début de I'ORF, suite a une
mutation survenue au nucléotide A**?>T (ATG>AAG : M°=-). En considérant la structure
trimérique en 3D de la protéine de fusion, 'acide aminé M° se trouverait aussi sur la téte de

protéine de fusion.



g0

F:aa33-454 trimeére
Vue de la tét
ue de la tete F:aa33-454 monomére

par le dessus
2 “at
r

\ 3
L

“2

F:aa33-454 trimeére
Vue de la protéine F
par le dessous

/R

Tt
’(f F:aa33-454 trimére
; *1’ Vue latérale
K
L

Figure 36: Structure tridimensionnelle de la protéine F des souches malgaches du génotype XI. Les épitopes neutralisants

sont colorés en rouge.
En bleu sont les substitutions spécifiques du génotype XI sur la téte de la protéine F et en noir, celles sur la tige. Les figures
ont été générées par Swiss PDB-viewer, en utilisant un modeéle de structure cristallographique de la protéine de fusion entre

les positions 33 a 454 aa (PDB : IG5G) (Chen et al., 2001).
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PHY DQ)97394
I La sota AF077761
Il Guangxi 5/ 2000
Il _Mukt esward EF201805
V ltalie EU293914
I V_Herts/33_AY741404
| X FABE9 AY508514a
MG 1992
M5 39- 04/ 08
MG 725C 08
MG MEQLA/ 09
VI NA-1
V US(CA)/ 211472/ 02 AY562987
V US/ Largo/ 71 AY562990

PHY DQ097394

| La sota AFO77761

Il Guangxi 5/ 2000

Il _Mukt esward EF201805
V Italie EU293914
I'V_Herts/33_AY741404

| X F48E9 AY508514a

MG 1992

M5 39- 04/ 08

MG 725C 08

MG MEOLA/ 09

VI NA-1

V US(CA)/ 211472/ 02 AY562987
V US/ Largo/ 71 AY562990

PHY DQV97394
| La sota AFO77761
Il Guangxi 5/ 2000
Il _Mukt esward EF201805
V Italie EU293914
V_Herts/ 33_AY741404
X FA8E9 AY508514a
MG 1992
MG 39- 04/ 08
MG 725C 08
MG MEOLA/ 09
VI NA-1
V US(CA)/211472/ 02 AY562987
V US/ Largo/ 71 AY562990

10 20 30 40 50 60 70 80 90
STl RRERS EERRY PEERY FEEERSETEY EEEE R B Rrrs RS FEEE N PR R (i R RS R e
= MGBRSSTRIPAHLM_TVRLVMLAL SCVERTSSL DGRPLAAAG WT! VNI YTSSQTGSI | VKLL PNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI
FMGSRBSTKNPAPMVLTI RVALML SCI CPANSI DGRPLAAAG VWWTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNLPKDKEACAKAPLDAYNRTLTTLLTPLGDSI
FIMGSTSSTRI PVPLM.TI RI FLALSYVRLTSSLDGRPLAAAG VWTCGDKAVNI YTSSQIGSI | VKLL PNMPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI
FMERSSTRI PVPLM.TI RI [[ILALSYVRLTSSLDGRPLAAAG VWTGDKAVNI YTSSQIGSI | VKLLPNMPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI
= MGSRSSTRI PVPLM_I|I RI ALIILSCI RLTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQIGSI | VKLLPNMPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGNSI
FIMGSRSSTRI PVPEMLII RI MLITLSCI RLTSSLDGRPLAAAG VWTCGDKAVNI YTSSQIGSI | VKLL PNMPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI
EIMGPKSSTNVPAPLM_TVRI ALALSCVRLTNSLDGRPLAAAG VWTCGDKAVNI YTSSQIGSI | VKLLPNMPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI
KSSTMI PI SPMBT! Bl ALALGCVRLTSSLDGRPLAAAG VWTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLL PNVPKDKEACAKAPVEAYNRTLTTLLTPLGDSI
QSSTM! PI FPMBT! Bl ALALGCVRSTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | | KLLPNVPKDREACAKSPVEAYNRTLTTLLTPLGDSI
KSSTM PI SPVET! Bl ALALGCVRLTSSLDGRPLAAAG VWTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKL L PNVMPKDKEACAKAPVEAYNRTLTTLLTPLGDSI
QSSTHM Pl FRMRT! Bl ALALGCVRSTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | | KLLPNMPKDREACAKSPVEAYNRTLTTLLTPLGDSI
FMGSKRBSTRI PAPLMLITRI MLILEGCI RLTSSLDGRPLAAAG VWWTGDKAVNVYTSSQIGSI | VKLLPNVPKDKEACARAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI
= MGSKRSTW SVIILM_I'TRTM_ILSCI CRTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQIGSI | | KLLPNMPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGESI
EMGSKBSTRLPVPLMLETTRI [[LELSCI CLASSL DGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQIGSI | VKLLPNMPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI
110 120 130 140 150 160 170 180 190

*

----- S ERERS R R P P I P [P P T PRI P P (Y I R RER R
RRI QESVTTSGHEKQERI GAl | GBVALGVATAAQ TAASALI QANQNAANI LRLKESI AATNEAVHEATDGL SQLAVAVGKMQFVNDRFENKTAQEL DC
RRI QESVTTSGAERQERLI GAl | GBVALGVATAAQ TAAAALI QARQNAANI LRLKESI AATNEAVHEVTDGL SQLAVAVGKMQFVNDQENKTAQEL DC
RRI QESVTTSGGRRORRFI GAl | GSVALGVATAAQ TAASALI QANONAANI LRLKESI AATNEAVHEVTEGL SQLAVAVGKMQFVNDQENNTAQEL DC
RRI QESVTTSGGRRORRFI GAl | GSVALGVATAAQ TAASALI QANONAANI LRLKESI AATNEAVHEVTEGL SQLAVAVGKMQFVNDQENNTAQEL DC
RRI QESVTTSGGRRQRRFI GAl | GSVALGVATAAQ TAASALI QANQNAANI LRLKESI AATNEAVHEVTDGL SQLAVAVGKMQFVNDQENNTAQEL DC
RRI QESVTTSGGRRQRRFI GAl | GSVALGVATAAQ TAASALI QANQNAANI LRLKESI AATNEAVHEVTDGL SQLAVAVGKMQFVNDQENNTAQEL DC
RRI QESATTSGGRRORRFI GAl | GSVALGVATDAQ TAASALI QANONAANI LRLKESI AATNEAVHEVTDGL SQLAVAVGKMQFVNDQENNTAQEL DC
RRI QESATTSGGRRRRRFVGAVI GSVALGVATAAQ TAAAALI QARQONAANI LRLKESI AATNEAVHEVTDGL SQLAVAVGKMQFVNDQENKTAQEL DC
RRI QESATIISEGRRRRRFVGA! | GSVALGVATAAQ TAAAALI QAKONATNI LRLKESI AATNEAVHEVTDGL SQLAVAVGKMQFVNDQENKTAQEL DC
RRI QESATTSGGRRRRRFVGA! | GSVALGVATAAQ TAAAALI QAKQNADNI LRLKESI AATNEAVHEVTDGL SQLAVAVGKMQFVNDQENKTAQEL DC
RRI QESATIISEGRRRRRFVGA! | GSVALGVATAAQ TAAAALI QAKONAANI LRLKESI AATNEAVHEVTDGL SQLAVAVGKMQFVNDQENKTAQEL DC
RKI QBSVSTSGGRRQKRFI GAVI GSVALGVATAAQ TAAAALI QANQNAANI LRI KESI AATNEAVHEVTDGL SQL SVAVGKMQFVNDQENNTAREL DC
RRI QGSATTSGGRRQKRFVGA! | GSVALGVATAAQ TAAAALI QANQNAANI LRLKESI AATNDAVHEVTNGL SQLAVAVGKMQFVNNQENNTAQEL DC
RRI QGSATTSGGRRQKRFVGA! | GSVALGVATAAQ TAAAALI QANQNAANI VRLKESI AATNEAVHEVTDGL SQLAVAVGKMQFVNDQENNTAREL DC
210 220 230 240 250 260 270 280 290
----- N RS P I I P [PV IR P (P ERER T PP [P [P I (PP P R
VKl TQQVGVELNLYLTELTTVFGPQ TSPALTQLTI QAL YNLAGGNVDYLL TKLGBGNNQLSSLI GSGLI TGNPI LYDSQTQLLG Qf TLPSVGNLNNVR
| KI AQQVGVELNLYLTELTTVFGPQ TSPALNKLTI QAL YNLAGGNVDYLLTKLGVGNNQLSSLI GSGLI TGNPI LYDSQTQLLG QUTLPSVGNLNNMR
| KI TQQVGVELNLYLTELTTVFGPQ TSPALTQLTVQAL YNLAGGNVDYLLTKLGVGNNQLSSLI GSGLI TGNPI EYDSQTQLLG QUTLPSVGNLNNMR
| KI AQQVGVELNLYLTELTTVFGPQ TSPALTQL TVQAL YNLAGGNVDYL L TKLGVGNNQLSSLI GSGLI TGNPI EYDSQTQLLG QUTLPSVGNLNNMVR
| KI TQQVGVELNLYLTELTTVFGPQ TSPALTPRLTI QAL YNLAGGNVDYLLTKLGVGNNQLSSLI GSGLI TGNPI LYDSQTQ LG QF TLPSVGNLNNMVR
| KI TQQVGVELNLYLTELTTVFGPQ TSPALTQLTI QAL YNLAGGNVDYLLTKLGVGNNQLSSLI GSGLI TGNPI LYDSQTQ LG QVTLPSVGNLNNMR
| KI TQQVGVELNLYLTELTTVFGPQ TSPALTQLTI QAL YNLAGGNVDYLLTKLGVGNNQLSSLI GSGLI TGNPI LYDSQTQLLG QUTLPSVGNLNNMR
VKI AQQVGVELSLYLTELTTVFGPQ TSPALTQLTI QAL YNLAGENVDYLL TKLGVGNNQLSSLI GSGLI TGBP! LYDSQTQ LG QUTMPSVGSLNNVR
VKVAQQVGVEL SLYLTELTTVFGPQ TSPALTQLTI QAL YNLAGENVDYLL TKLGVGNSQLSSLI GSGLI TG8P! LYDSQTQ LG QUTMPSVGSLNNVR
VKI AQQVGVELSLYLTELTTVFGPQ TSPALTQLTI QALYNLAGENVDYLL TKLGVGNSQLSSLI GSGLI TG8P! LYDSQTQ LG QUTMPSVGSLNNMVR
VKVAQQVGVEL SLYLTELTTVFGPQ TSPALTQLTI QALYNLAGENVDYLL TKLGVGNSQLSSLI GSGLI TGEP! LYDSQTQ LG QUTMPSVGSLNNMVR
| KI TQQVGVELNLYLTELTTVFGPQ TSPALTQLT! QALYNLAGGNVDYLLTKLG GNNQLSSLI GSGLI TGYPI LYDSQTQLLG QVINLPSVGNLNNMVR
| KI AQQVGVELNLYLTELTTVFGPQ TSPALTQLT! QAL YNLAGGNVDYLLTKLGVGNNQLSSLI GSGLI TGNPI LYDSQTQLLG Qf NLPSVGSLNNMVR
| KI TQQVGVELNLYLTELSTVFGPQ TSPALTQLTI QAL YNLYGGNVDYLLTKLGVGNNQLSSLI GSGLI SGNEI LYDSQTQLLG QVNLPSVGNLNNMR
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PHY DQ)97394
I La sota AF077761
Il Guangxi 5/ 2000
Il _Mukt esward EF201805
V ltalie EU293914
I V_Herts/33_AY741404
| X FABE9 AY508514a
MG 1992
M5 39- 04/ 08
MG 725C 08
MG MEQLA/ 09
VI NA-1
V US(CA)/ 211472/ 02 AY562987
V US/ Largo/ 71 AY562990

PHY DQ097394

| La sota AFO77761

Il Guangxi 5/ 2000

Il _Mukt esward EF201805
V ltalie EU293914

I V_Herts/33_AY741404

| X F48E9 AY508514a

MG 1992

M5 39- 04/ 08

MG 725C 08

MG MEOLA/ 09

VI NA-1

V US(CA)/ 211472/ 02 AY562987
V US/ Largo/ 71 AY562990

PHY DQ097394
| La sota AFO77761
Il Guangxi 5/ 2000
Il _Mukt esward EF201805
V ltalie EU293914
V_Herts/ 33_AY741404
X FA8E9 AY508514a
MG 1992
MG 39- 04/ 08
MG 725C 08
MG MEOLA/ 09
VI NA-1
V US(CA)/211472/ 02 AY562987
V US/ Largo/ 71 AY562990

Figure 37: Alignement de la protéine F (0 & 553aa) montrant les substitutions d’acide aminés. Les numéros au dessus des séquences sont les positions des AA (0 a 553). Les résidus de

310 320 330 340 350 360 370 380 390

----- [FEREN R ERERS REEN RERRS SRR ERSetl EEEE RS REEE EEErl B REE REErS RNl RS EEE P R

ATYLETLSVSTTKGFASALVPKWTQVGSVI EELDTSYCI ETDLDLYCTRI VTFPMSPG YSCL SGNTSACMYSKTEGAL TTPYMALKGSVI ANCKMITC
ATYLETLSVSTTRGFASALVPKWTQVGSVI EELDTSYCI ETDLDLYCTRI VTFPMSPGA YSCLSGNTSACMYSKTEGALTTPYMIT KGSVI ANCKMITC
ATYLETLSVSTTKGFASALVPKWTQVGSVI EELDTSYCI EADLDLYCTRI VTFPMSPGA YSCLSGNTSACMYSKTEGAL TTPYMILKGSVVANCQMITC
ATYLETLSVSTTKGFASALVPKWTQVGSVI EELDTSYCI EADLDLYCTRI VTFPMSPG YSCL SGNTSACMYSKTEGAL TTPYMILKGSVVANCOMITC
ATYLETLSVSTTKGFASALVPKWTQVGSVI EELDTSYCMETDLDLYCTRI VTFPMSPG YSCL SGNTSACMYSKTEGAL TTPYMALKGSVI ANCKMITC
ATYLETLSVSTTKGFASALVPKWTQVGSVI EELDTSYCI GTDLDLYCTRI VTFPMSPG YSCLSGNTSACMYSKTEGALTTPYMALKGSVI ANCKMITC
ATYLETLSVSTTKGFASALVPKWTQVGSVI EELDTSYCVETDLDLYCTRI VTFPMSPGA YSCLSGNTSACMYSKTEGALTTPYMIT KGSVI ANCKMITC
ATYLETLSVSTBKGFASALVPKWTQVGSVI EELDTSYCI GTDLNLYCTRVWTFPMSPA YSCL SACITYSKTEGALTTPYLTLKGSVI ANCKMATC
ATYLETLSVSTEKGFASALVPKWTQVGSVI EELDTSHCI GTDLDLYCTRVWTFPMSPGA YSCL SACIYSKTEGALTTPYLTLKGSVI ANCKMATC
ATYLETLSVSTEKGFASALVPKWTQVGSVI EELDTSYCI GTDLDLYCTRVWTFPMSPGA YSCL SACMYSKTEGALTTPYLTLKGSVI ANCKMATC
ATYLETLSVSTEKGFASALVPKWTQVGSVI EELDTSHCI GTDLDLYCTRVWTFPMSPA YSCL SACIYSKTEGALTTPYLTLKGSVI ANCKM§TC
ATYLETLSVSTTKGYASALVPKWTQVGSVI EELDTSYCI ESDLDLYCTRI VTFPMSPGA YSCLSGNTSACMYSKTEGALTTPYMALKGSVI ANCKI TTC
ATYLETLSVSTTKGFASALVPKVWTQVGSVI EELDTSYCI ESDI DLYCTRVWTFPMSPG YSCL SGNTSACMYSKTEGAL TTPYMALKGSVI ANCKMITC
ATYLETLSVSTTKGFASALVPKVEGTQVGSVI EELDTSYCI ESDLDLYCTRVWTFPMSPG YSCL SGNTSACMYSKTEGAL STPYMALKGSVI ANCKMITC

410 420 430 440 450 460 470 480 490

TR R KU REREE R EE R R R RS KPSl R R R EEE R R PR Rl R R

RCADPPG | SQNYGEAVSLI DRQSCNVLSLDG TLRLSGEFDATYQKNI SI QDSQVI VTGNLDI STELGNVNNSI SNAL DKL EESNSKLDKVNVKLTSTS
RCQVNPPG | SONYGEAVSL I DKQSCNVLSLEGGE TLRLSGEFDVTYQKNI SI QDSQVI | TGNLDI STELGNVNNSI SNAL NKL EESNRKLDKVNVKLTSTS
RCADPPG | SONYGEAVSLI DKHSCNVVSLDG TLRLSGEFDATYQKNI S| LDSQVLVTGNLDI STELGNVNHSI SNAL DKL GESNSKLDKVNVRLTSTS
RCADPPA | SONYGEAVSLI DKHSCNVWSLDGA TLRLSGEFDATYQKNI SI LDSQVLVTGNLDI STELGNVNHSI SNAL DKLEESNSKLDKVNVRLTSTS
RCADPPG | SQNYGEAVSLI DRHSCNVLSLDG TLRLSGEFDATYQKNI SI LDSQVI VTGNLDI STELGNVNNSI SNAL NKL EESNSKLDKVNVKLTSTS
RCADPPG | SQNYGEAVSLI DRHSCNVLSLDG TLRLSGEFDATYQKNI SI LDSQVI VTGNLDI STELGNVNNSI SNALNKLEESNSKLDKVNVRLTSTS
RCADPPG | SONYGEAVSLI DRHSCNVLSLDG TLRLSGEFDVTYQKNI S| LDSQVI VTGNLDI STELGNVNNSI SNAL DKL EESNSKLDKVNVKLTETS

RCADPPQ | GEAVSL| DRHSCNI LSLDG TLRLSGEFDSTYQKNI SI LDSQVI VTGNLDI STELGNVNNSI L NKLEESNSKLDKVNVKLBSTS
RCADPPG | GEAVSL| DRHSCNVLSLDG TLRLSGEFDSTYQKNI SI LDSQVI VTGNLDI STELGNVNNSI | NKLEESNSKL DKVNVKLBSTS
RCADPPG | GEAVSL| DRBSCNVLSLDG TLRLSGEFDSTYRKNI SI LDSQVI VTGNLDI STELGNVNNSI LNKLEESNSKLDRVNVKLBSTS
RCADPPQ | GEAVSL| DRHSCNVLSLDG TLRLSGEFDSTYQKNI SI LDSQVI VTGNLDI STELGNVNNSI L NKLEESNSKLDKVNVKLESTS

RCADPPG | SONYGEAVSLI DRHSCNVLSLDG TLRLSGEFDATYQKNI S| LDSQVI VTGNLDI STELGNVNNSI SNAL DRLAESNSKLDKVNVRLTSTS
RCADPPG | SONYGEAVSLI DKHSCSVLSLDG TLRLSGEFDATYQKNI SI LDSQVI VTGNLDI STELGNVNNSI SSTL DKLAESNNKLNKVNVNLTSTS
RCADPPG | SONYGEAVSLI DKHSCNVLSLDG TLRLSGEFDALYQKNI SI LDSQVI VTGNLDI STELGNVNNS| SSAL DKLAESNNKLNKVNVNLTSTS
510 520 530 540 550
----- RN R EEEEY PR P P R R R R
ALI TYI VLTWSLVEG LSLVLACYLMYKQKAQOKTLLW.GNNTL TTKM
ALI TYI' VLTI | SLVFG LSLI LACYLMYKQKAQQKTLLW.GNNTLDQVRATTKM
ALI TYI VLTVI SLVHGWLSLVLACYL MYKQKAQRKTLLW.GNNTLDQVRATTRI
ALI TYI VLTVI SLVHGWLSLVLACYL MYKQKAQRKTLLW. GNNTL DQVRATTKM
ALI TYI VLTVI SLVFGVLSLVLACYLMYKQKAQQKTLLW. GNNTLDQVRATTKI
ALI TYI VLTVI SLVFGVLSLVLACYLMYKQKAQQKTLLW. GNNTLDQVRATTKI
ALI TYI VLTI | SLVEG LSLVLACYLMYKQKAQOKTLLW.GNNTLNQVRATTRI
ALl TYI VLTVVSLVFGVLSLVLECYLMYKQKAQOKTLLW.GNNTLDQVRATTRI
ALl TYI VLTVVSLVFGVLSLVLECYLMYKQKAQQKTLLW.GNNTLDQVRATTRI
ALl TYI VLTVVSLVFGVLSLVLECYLMYKQKAQQKTLLW.GNNTLDQVRATTRI
ALl TYI VLTVWSLVFGVLSLVLECYLMYKQKAQQOKTLLW.GNNTLDQVRATTRI
ALI TYI VLTVI SLVFGALSLVLACYLMYKQKAQOKTLLW. GNNTL DQVRATTRA
ALI TYI VLAI VSLAFGVI SLVLACYLMYKQRAQOKTLLW. GNNTLDQVRATTRT
ALI TYI VLAVI SLVFGVI SLVLACYLMYKQKAQQKTLI WEGNNTLDQVRATTRI

cystéine sont remplacés par des étoiles(*). Les AA caractéristiques de génotype XlI sont encadrés en rouge.
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1. La protéine hémagglutinine-neuraminidase (HN)

L’alignement des séquences d’acides aminés de la protéine HN, en incluant les quatre

souches du génotype XI est présenté dans la Figure 38.

- Taille de la protéine HN
La taille du gene codant la protéine HN des quatre souches malgaches appartenant au
génotype Xl est de 2002 nt. La longueur de la protéine traduite a partir de I'ORF est de 571

aa. Or, tous les APMV-1 possédant cette taille de protéine sont tous des souches virulentes.

- Les substitutions d’acides aminés observées sur la protéine HN

123 ~172 186 196
,C5 07, C

Nous avons observé que tous les 14 résidus de cystéines en positions c® C , .

c38 Y, A, ™, c*, ) ¢ (McGinnes & Morrison, 1994; McGinnes, 1997;

Pitt et al., 2000) et les 11 sites formant le récepteur d’acide sialique RY4 117, E258, Y299, v

7

g1 RHME RIE y5% R36 ot p2Y (Connaris et al.,, 2002), ainsi que les six sites de N-

glycosylation 119N—N—5121, 341N—D—T343, 433N—K—T435, 481N_H_T483, 508N_|_5510’ and 53N-R-T%°

(Panda et al., 2004) |sont présents dans les quatre| souches du génotype XI. Ces résidus sont

essentiels pour la conformation et la structure de la protéine.

Cependant, les souches malgaches dans le génotype X| possedent 15 résidus d’acides aminés
spécifiques A*->V, TV, 1251, 15V, E2SV/A, RPSK, R>q, M¥ 5y, V¥, s%5N,
E*>D, R®®>N/K, G*°>N/D, IP2>T et R**°>K absents dans les autres génotypes (Figure
39).

En plus de ces 15 acides aminés spécifiques du génotype XI, la souche MG-725/08, isolée a
partir d’une poule apparemment saine et non vaccinée (compartiment 1), possede six autres
substitutions spécifiques H3SR, S¥=T, VYA, RP775K, A¥ST et A°1°3S. Il faut noter que

510

la substitution en position A>~=>S a eu lieu sur un site potentiel de N-glycosylation qui est

une structure nécessaire pour le repliement de la protéine.


https://www.rapport-gratuit.com/

68

| PHY- LMWA42

I U ster 2C 67

I AQ -ND026 AAY68573
Il La Sota AAK55551
Il Mukt eswar

IV Hert 33 AY741404
IV I TA 45

XI MG 39-4/08

XI MG Meol a/ 08

XI MG 725/ 08

XI MG NDV/ 92

VIl Cockatoo HN

VI NA-1

| PHY- LMW42

| Uster 20 67

I AQ - ND026 AAY68573
Il La Sota AAK55551
Il Mukt eswar

IV Hert 33 AY741404
IV I TA 45

XI MG 39-4/08

XI MG Meol a/ 08

Xl MG 725/ 08

Xl MG NDV/ 92

VIl Cockatoo HN

VI NA-1

| PHY- LWA42

I U ster 2C 67

I AQ - ND026 AAY68573
Il La Sota AAK55551
Il Mukt eswar

IV Hert 33 AY741404
IV | TA 45

XI M5 39-4/08

XI MG Meol a/ 08

Xl M5 725/ 08

Xl M5 NDV/ 92

VIl Cockatoo HN

VI NA-1

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
SRR BREE SR REESY EEREY RREES EPEE RER B R B R R REERS SR RSl R R EEr Ry
VSQVAL ENDEREAKNTWRLVFRI Al LLLEVVTLAI SAAALAYSMEASTPSDLVG PTAI SRAEEKI TSALGSNQDVVDRI YKQVALESPLALLNTE
VDRAVSQVAL ENDEREAKNTWRLVFRI Al LLLTVVTLAI SAAALAYSMEASTPSDLI G PTAI SRAEEKI TSALGSNQDVVDRI YKQVALESPLALLNTE
MDRAVSQVAL ENDEREAKNTWRLI FRI Al LLLTVVTLATSVASLVYSMEASTPSDLVG PTRI SRAEEKI TSALGSNQDVVDRI YKQVALESPLALLNTE
VDRAVSQVAL ENDEREAKNTWRLI FRI Al LELTEVVTLAI SVASLLYSMEASTPSDLVG PTRI SRAEEKI TSTLGSNQDVVDRI YKQVALESPLALLNTE
MDSAVSQVAL ENDRREAKDTWRLVFRI AALLLMVI TLAVSAVALAYSMEASTPGDLVSI PTAI YRAEERI TSALGSNQDVVDRI YKQVALESPLALLNTE
MDRAVSRVAL ENEEREAKNTVREVFRI Al LLLI VI TLAI SAAALVYSMEASTPGDLVGA PTVI SRAEEKI TSALSSNQDVVDRI YKQVALESPLALLNTE
MDLPVERVAL ENEEREAKNTWREVFRI Al ELLI VI TLAI SAAALVYSMEASSPCDLVGA PTVI SRAEEKI TSALGSNQDVVDRI YKQVALESPLALLNTE
VDRVVERVAL ENEEREAKNTWRLAFRI Al LLLI il TLALSTAALRYSMVEASTPCDLAG PTEI SRAEERI TSTLSS KQVALESPLALLSTE
VDRVVERVAL ENEEREAKNTWRLAFRI Al LLLI il TLALSTAALRYSMEASTPGDLAG PTEI SRAEERI TSTLSS KQVALESPLALLSTE
VDHVVSRVAL ENEEREAKNTWRLAFRI Al LLLI il TLALSTAALRYSMEASTPGDLAG PTEI TRAEERI TSALSS KQVALESPLALLSTE
MDRVVSRVAL ENEEREAKNTVRLEFRI Al LLLI il FILALSTATLRYSMVEASTPGDLVA PTEI SRAEERI TSALSS KQVALESPLALLSTE
VDRAVNRWL ENEEREAKNTWRLVFRI MWLLLEVMILAI SAAALAYSTGASTPRDLAG STVl SKTEDKVTSELSSSQDVI DRI YKQVALESPLALLNTE
VDRAVNRWL ENEEREAKNTWRLVFRI AVLLLM/MTLAI SAAALAYSSEASTPHDLAG STVI SKITEDKVTSELSSSQDVI DRI YKQVALESPLALLNTE
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
RN R FEEE PR R EEEE ERE )RR EER REREY EREE EEE EEEE RS RMEEE SRR EREES MEr R |
ST MNAI MSLSYQ NSSGCGAPI HDPDY! GG GKELI VDDANDVTSFYPSAFQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDMSATHYCYTHNVI LS
STl MNAI TSLSYQ NGAANSSGCGAPI HDPDY! GG GKEL| VDDASDVTSFYPSAFQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDVSATHYCYTHNVI LSGCRDHS
T MNAI TSLSYQ NGAANNSGAGAPI HDPDFI GE GKEL| VDDASDVTSFYPSAFQEHLNFI PAPTTGSGCL Rl PSFDVSATHYCYTHNI | SSGCRDHS
TIEI MNAI TSLSYQ NGAANNSGAGAPI HDPDYI GA GKELI VDDASDVTSFYPSAFQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDVBATHYCYTHNVI LSGCRDHS
SI | MNAI TSLSYQ NGATNNSGCGAPVHDPDY! GGl GKELI VDDISDVTSFYPSAFQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDMSATHYCYTHNVI LSGCRDHS
SVI MNAI TSLSYQ NGAANNSGCGAPVHDPDY! GG GKEL| VDDASDVTSFYPSAFQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDI SATHYCYTHNVI LSGCRDHS
SVI MNAI TSLSYQ NGAANNSGCGAPVHDPDY! GG GKEL| VDDASDVTSFYPSAFQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDI SATHYCYTHNVI LSGCRDHS
SVI MNAI TSLSYQ NGAANNSGCGAPVHDPDY! GE GKELI VDDE SFYPSAFQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDI SATHYCYTHNVI LSGCRDHS
SVI MNAI TSLSYQ NGAANNSGCGAPVHDPDY! GE GKELI VDDE SFYPSAFQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDI SATHYCYTHNVI LSGCRDHS
SVI MNAI TSLSYQ NGVANNSGCGAPVHDPDY! GE GKEL| VDDE SFYPSAFQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDI SATHYCYTHNVI LSGCRDHS
SVI MNAI TSLSYQ NGAANNSGCGAPVHDPDY! GE GKEL| VDDE SFYPSAFQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDI SATHYCYTHNVI LSGCRDHS
SI | MNAI TSLSYQ NGAANNSGCGAPVHDPDY! GGl GKELI VDDISDVTSFYPSAYQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDMSTTHYCYTHNVI LSGCRDHS
SI | MNAI TSLSYQ NGAANNSGCGVPVHDPDY! GGl GKEEI VDD SDVTSFYPSAYQEHLNFI PAPTTGSGCTRI PSFDMSTTHYCYTHNVI LSGCRDHS
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
T SRR FERE) NERES EERES RRErS EFE Re) PR PNy MUT RREES EREl ERRr) RE FRE RS EERE REEE) eeeey
HQYLALGVLRTSATGRVFFSTLHSI NL DDIONRKSCSVSATPL GCDM. CSKVTETEEEDYNSAVPTSMVHGRL G-DGQYHEKDL DVT TLFEDWANYP
HSHQYLALGVLRTSATGRVFFSTLRSI NL DDAQNRKSCSVSATPL GCDM_CSKI TETEEEDYKSVI PTSMVHGRL GFDGQYHEKDL DVT TL FRDW/ANYP
HSYQYLALGVLRTSATGRI FFSTLRSI NLDDFQNRKSCSVSATPL GCDM_CSKVTETEEEDYNSAVPTLMVHGRL GFDGQYHEKDL DVT TL FEDW/ANYP
HSHQYLALGVLRTSATGRVFFSTLRSI NL DDFONRKSCSVSATPL GCDM. CSKATETEEEDYNSAVPTRMYHGRL GFDGQYHEKDL DVT TL FGDW/ANYP
HSHQYLAL GVLRTSATGRVFFSTLRSI NL DDFHNRKSCSVSATPL GCDM. CSKVTETEEEDYNSAIL PTSMVHGRL GFDGQYHEKVL DVT TL FGDW/ANYP
HSHQYLALGVLRTSATGRVFFSTLRSI | L DDNONRKSCSVSATPL GCDM._CSKI TETEEEDYSSVTPTSMVHGRL GFDGQYHEKDL DVl TL FKDW/ANYP
HSHQYLAL GVLRTSAAGRVFFSTLRSI NL DDNONRKSCSVSATPL GCDM._CSKI TETEEEDYSSVTPTSMVHGRL GFDGQYHEKDL DVl TL FKDW/ANYP
HSHQYLALGVLRTSATGRVFFSTLRSI NL DDNQNRKSCSVSATPLGCDI LCSKVTETEEEDYRSVTPTSMYHGRL GFDGQYHEKDL DVl TL FKDW/ANYP
HSHQYLALGVLRTSATGRVFFSTLRSI NL DDNQNRKSCSVSATPLGCDI LCSKVTETEEEDYRSVTPTSMYHGRL GFDGQYHEKDL DVl TL FKDW/ANYP
HSHQYLALGVLRTSATGRVFFSTLRSI NL DDNONRKSCSVSATPLGCDI LCSKVTETEEEDYRSVTPTSMVHGRL GFDGQYHEKDL DVI TL FKDW/ANYP
HSHQYLAI GVLRTSATGRVLFSTLRSI NL DDNONRKSCSVSATPLGCDI LCSKI TETEEEDYRSVTPTSMVHGRL GFDGQYHEKDL DVI| TL FKDW/ANYP
HSHQYLALGVLRTSATGRVFFSTLRSI NL DDFQNRKSCSVSATPL GCDM.CSKVTETEEEDYKSVTPTSMVHGRL GFDGQYHERDL DI TVL FKDGVANYP
HSHQYLALGVLRTSATGRVFFSTLRSI NL DDFQNRKSCSVSATPL GCDM.CSKVTEl EEEDYKSI TPTSMVHGRL GFDGQYHEKDL DETVL FKDW/ANYP
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coe e e e e e e ] ]
‘GGGSFI DNRVWFPVYGGEL KPNSPSDTAQEGKYVI YKRYNDTCPDEQDYQ RVMAKSSYKPGRFGGEKRVQQAI LSI KVSTSLGEDPVLTVPPNTVT

GVGGEGESFI DNRVWWFPVYGGELKPNSPSDTAQEGKYVI YKRYNDTCPDECQDYQ RVAKSSYKPGRFGEKRVQQAI LSI KVSTSLGEDPVLTVPPNTVTLMGA
GVGGEGSFI DSRVYWFSVYGGEL KPNSPSDTVQEEKYVI YKRYNDTCPDEQDYQ RMAKSSYKPGRFGEKRI QQAI LS| KVSTSLGEDPVLTVPPNTVTLMGA
GVGGEGESFI DSRYWFSVYGGEL KPNTPSDTVQEGKYVI YKRYNDTCPDEQDYQ RMAKSSYKPGRFGGEKRI QQAI LSI KVSTSLGEDPVLTVPPNTVTLMGA
GVGGEGESFI NNRVWFPVYGGEL KPSSPSDTAQEGRYVI YKRYNDTCPDEQDYQ RMAKSSYKPGRFGGEKRVQQAI LS| KVSTSLGEDPVLTVPPNTVALMGA
GVGGEGSFI DNRVWFPVYGGELKPNSPSDTVQEGRYVI YKRYNDTCPDEQDYQ RVMAKSSYKPGRFGEKRVQQAI LS| KVSTSLGEDPVLTI PPNTVTLMGA
GVGGEGSFI DNRVWFPVYGGEL KPNSPSDTAQEGRYVI YKRYNDTCPDEQDYQ RMAKSSYKPGRFGEKRVQQAI LS| KVSTSLGEDPVLTVPPNTVTLMGA

GVGGGSFI SVYGGLKPNSPSDRAQEGRYVI YKRYNDTCPDEQDYQ RVAKSSYKPERFGGKRVQQAI LS| KVSTSLGEDPVLTVPPNTVTLMGA
GVGGGSFI SVYGGELKPNSPSDRAQEGRYVI YKRYNDTCPDEQDYQ RMAKSSYKPERFGGKRVQQAI LSI KVSTSLGEDPVLTVPPNTVTLMGA
GVGGGSFI PVYGGE.KPNSPSDRACEGRYVI YKRYNDTCPDEQDYQ RVAKSSYKPGRFGGKRVQQAI LSI RVSASL GEDPVLTVPPNTVTLMGA
GVGGGSFI PVYGGLKPNSPSDFAQEGRYVI YKRYNDTCPDEQDYQ RVAKSSYKPGRFGGKRVQQAI LSI KVSTSLGEDPMLTVPPNTVTLMGA

GVGGEGSFI DDRVWYPVYGGEL KPNSPSDTAQEGKYVI YKRYNNTCPDEQDYQ RMAKSSYKPGRI RGKRVQQAI LS| KVSTELGKDPVLTI PENPI TLMGA
GVGGEGSFI DDRVWFPVYGGEL KPNSPSDTAQEGKYVI YKRYNDTCPDEQDYQ RMAKSSYKPRRFGGKRVQQAI LS| KVSTSLGKDPVLTI PPNTI TLMGA
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
R R EERSY EETE R EES Rl R el B R METEATEERS EERY ERERY EEEE R R R
EGRVLTVGT SHFL YORGSSYFSPAL L YPMTVENKTATL HSPYTFNAFTRPGSVPCQASARCPNSCVTGVYTDPYPL VFYRNHTLRGVFGTM_DDVQARLN
EGRVLTVGT SHFL YORGSSYFSPAL L YPMTIVSNKTATLHSPYTFDAFTRPGSVPCQASARCPNSCVTGVYTDPYPL VFYRNHTLRGVFGTM_DDKQARLN
EGRI LTVGTSHFL YORGSSYFSPAL L YPMIVSNKTATLHSPYTFNAFTRPGSI PCQASARCPNSCVTGVYTDPYPLI FYRNHTLRGVFGTMLDGEQARLN
EGRI LTVGTSHFL YORGSSYFSPAL L YPMIVSDKTATLHSPYTFNAFTRPGSI PCQASARCPNSCVTGVYTDPYPLI FYRNHTLRGVFGTM.DGEQARLN
EGRVLTVGT SHFL YORGSSYFSPAL L YPMI'VNNKTATLHNPYTFNAFTRPGSVPCQASARCPNSCVTGVYTDPYPL VFHRNHTLRGVFGT M. DDKQARLN
EGRVLTVGTSHFL YQRGSSYFSPAI LYPMIVNNKTATLHSPYTFNAFTRPGSVPCQASARCPNSCVTGVYTDPYPLI FHRNHTLRGVFGTM_DDGQARLN
DGRVLTVGT SHFL YORGSSYFSPAL L YPMTIVNNKTATL HSPYTFNAFTRPGSVPCQASARCPNSCVTGVYTDPYPL VFHRNHT L RGVFGTM_DDKQARLN
EGRVLTVGT SHFL YOQRGSSYFSPALLYPM VNNKTAALHSPYAFNAFTRPGT 1 PCQASARCPNPCVTGVYTDPYPL VFHRNHTLRGVFGTM.DDEQARLN
EGRVLTVGT SHFL YQRGSSYFSPALLYPM VNNKTAALHSPYAFNAFTRPGT 1 PCQASARCPNPCVTGVYTDPYPL VFHRNHTLRGVFGTM.DDEQARLN
EGRVLTVGTSHFL YORGSSYFSPALLYPM VNNKTATLHSPYAFNAFTRPGT VPCQASARCPNPCVTGVYTDPYPL VFHRNHTLRGVFGTM_DDEQARLN
EGRVLTVGTSHFL YORGSSYFSPALLYPM VNNKTATLHSPYTFNAFTRPGI PCQASARCPNRCVTGVYTDPYPLVFHRNHTLRGVFGTM_DDEQARLN
EGRVLTVGT SHFL YORGSSYFSPAL L YPMT VY TKTATLHSPYTFNAFTRPGSVPCQASSRCPNSCI TGVYTDPYPLI FHRNHTLRGVFGTM_DDEQARLN
EGRI LTVGTSHFL YORGSSYFSPAL L YPMTVNNKTATLHSPYTFNAFTRPGSVPCQASARCPNSCI TGVYTDPYPLI FHRNHTLRGVFGTM_DDEQARLN

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
R B T o P P IS (P Vi I I FRTEY FR R FUT FUTTS FUTES FTes Frees
PVSAVFDSI SRSRI TRVSSSSTKAAYTTSTCFKVVKTNKTYCLSI AElI SNTLFGEFRI VPLLVEI LKDDGVREARSGRLESQLREGAKDDI VLPI' FCDAKN
PVSAVFDSI SRSRI TRVSSSSTKAAYTTSTCFKVVKTNKTYCLSI AElI SNTLFGEFRI VPLLVE! LKDDGVREARAGRL SQLREGAKDDI VSPI FCDAKN
PASAVFDSTSRSRI TRVSSSSTKAAYTTSTCFKVVKTNKTYCLSI AElI SNTLFGEFRI VPLLVEI LKNDGVREARSG - - === -------- - - _____
PASAVFDSTSRSRI TRVSSSSIIKAAYTTSTCFKVVKTNKTYCLSI AElI SNTLFGEFRI VPLLVEI LKDDGVREARSG - - === - - ------- - - _____
PVSAVFDNI SRSRI TRVSSSSTRAAYTTSTCFKVWKTNKTYCLSI AEl SNTLFGEFRI VPLLVEI LKDBGVE======--o-o-oooo o
PVSAVFDNI SRSRI TRVSSRSTKAAYTTSTCFKVWKTNKTYCLSI AEl SNTLFGEFRI VPLLVEI LKNDGVE=====c--ooooo oo
PVSAVFDNI SRSRI TRVSSSSTKAAYTTSTCFKVVKTNKTYCLSI AEl SNTLFGEFRI VPLLVEI LKEDGV= === === -----o oo ...
PVSAVEDNI SRSRI TRVSSSSTKAAYTTSTCFKVVKTNBTYCLSI AEI SNTLFGEFRI VPLLVEI LKDBRI m === ===------------ - ..
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| PHY- LWA42

I Uster 2C/ 67

I AQ -ND026 AAY68573
Il La Sota AAK55551
111 Mikt eswar

1V Hert 33 AY741404
1V I TA 45

Xl M5 39-4/08

Xl M5 Meol a/ 08

Xl Mz 725/ 08

Xl MG NDV/ 92

VIl Cockatoo HN

VI NA-1

Figure 38: Alignement de la protéine HN (1 a 571aa, 578aa et 616aa) montrant les substitutions d’acides aminés. Les numéros au dessus des séquences sont les positions

des AA (1 a 616). Les résidus de cystéine sont remplacés par des étoiles. Les AA caractéristiques de génotype XI sont encadrés en rouge.
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Résultats

HN, vue latérale (aa 124-569)

HN, vue de dessus (aa 124-569)

Figure 39: Structure tridimensionnelle de la protéine HN des souches malgaches du génotype XI.
Les épitopes neutralisants sont colorés en rouge, les substitutions spécifiques du génotype XI en
bleu, et les motifs fonctionnels de la HN en vert. Les figures ont été générées par Swiss PDB-
viewer, en utilisant la structure cristallographique de la protéine de fusion entre les positions
124 a 569 aa (PDB : 1e8t) (Crennell et al., 2000).

a. La taille du génome du nouveau génotype Xl

D’aprés les résultats de séquencage et d’assemblage des différentes séquences des deux
souches MG-1992 et MG-725/08, les séquences englobant les six génes structuraux dans
I'ordre 3'-NP-P-M-F-HN-L-5' ont respectivement 15082 nt et 15097 nt. Les séquences des
extrémités 3’ (leader) et 5’ (trailer) nont pas été déterminées. La taille du génome de ces
deux souches sont en concordance avec la taille des autres souches d’APMV-1 de classe I,
appartenant plus spécifiguement aux génotypes récents (V a VIIl) : ce génome contient une
insertion de 6nt dans la région non codante 5 du gene NP et renferme par conséquent

15192nt (Figure 40 ; Tableau 22).
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Jass | DE R49/ 99 (DQD97393) (1601) CGCTCGGTGATGACOCAG ACCCTCCOCCOOCCOOCATCGCAACTCA: - - - - - TCGOCGCACCACAC
U ster 20/ 67 (AY562991) (1601) CCCAGCTTGCCTCTATGAAATCATCCCAACTCCOCCGETCECACCE: - - - - - ACCCTCCAGTCOGC

Genot ype | PHY- LM/42 ( DQD97394) (1601) CCCAGCCTGCCTCCATGAAATCATCCCAATTCTOCTGCTCGCACCCS: - - - - - ACCTCTCAATCOGC
99- 0655 ( AY935494) (1601) CCCAGTTTGCTTCTATGAGATCATCCCAAT TCCTCCGOCCACACOCE: - - - - - ACCCCTCAATCCGC o
-2 (AY935499) (1601) CCCAGCCTGCCTATATGAAACCATTCCAACCCTTOCGTCTGCACCTG: - - - - - ACCACOCAATCCGC £ &

Genot ype |1 Bl (AF309418) (1601) CCCAGCCTGCTTCTACAAGAACATCCCAATGETCTCACCCGTAGTEG - - - - - ACCOCTCGATTTEC G S
La Sota (AF077761) (1601) CCCAGCCTGCTTCCACAAAAACATCCCAATGCCCTCACCCGTAGTCG - - - - - ACCCCTCGATTTEC < 'S,

Genotype |11 Mikteswar (EF201805) (1601) CTCAGCCTGCCTCCATCGAATCATCTCGATTCTTCTGOCTGTAACCT- - - - - - AACCCCTGGTCCAC

Genotype 1V Herts/ 33 (AY741404) (1601) CCCAGTCTGCCTCCACAGGACCACCCCAACCCCTCTGOCCECACTCE: - - - - - ACCCCCTGATCCGC
ltalie (EU293914) (1601) CCCAGCCTGCCTCCACAGGACCACCCCAACCCCTCTGOCCGCACCCS: - - - - - ACCCOCTGATCOGC

Genotype X MG 725/08 (1544) CCCAGCCTGTCOCT GCAGGACCGOCCCAACT CCOCCACCCAAA CCCOCCAACACGC
MG-1992 (1535) CCCAGCCTGTCOCT GCAGGACCACCCCAACTCOCCTEOOCAAA ACCCOCCGACCOGC

Genotype V US (FL) Largo71 (AY562990) (1601) OCCAGCCTGCCOCCACAGGGT CGOCCCAAATCCTOCGOOCGAA CTCOCCGACCCAC

Genot ype VI Dove Itali (AY562989) (1601) TTCAGCCTGCCT TCACAGGGCCATCCCAAATCCTCCGOCGEAA TTOOOOGACCCAC % ¢
US( CA/ 1083/ 72 ( AY562988) (1601) CCCAGCCOGCCCTCACAGGGT CATCCCAAACCCTOCGOCCGAATCT CTOOCCGATTCAC  § &

Genotype VI1  Guangxi 9/ 2003 (DQ485230) (1601) CCCAGCCTGCCTTCACAGGATCATGT CAAACTCTCCGOCCAAAA CCOCCTGACCCAC 3 5
SFO2 (AF473851) (1601) CCCAGCCTGCCT TCGCAGGAT CACACCAAACCCTCCGOCCAAAA CTCOOCGACCCAC 2 &
ZJ1 (AF431744) (1601) CCCAGCCOGCCT TCACAGGACCACACCAAACCCOCCGOCCAAAACT CTCOCCGACCCAC =

Insertion de six nucléotides
entre position 1647 et 1648
(selon génome La Sota)

Figure 40: Alignement montrant l'insertion de 6 nt dans la région non codante 5’ du géne N.
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Tableau 22: La taille génomique, les génes et les protéines correspondantes du génotype Xl et les autres génotypes

Soi & Taille (nt)
Regw/n, Gene Classe Génotypes Total 3 S c 3 Protéines
et génome 3'RNC ORF 5'RNC RIG
| - 55 - - - - -
Leader ' laX 55 - - - - -
X1 pdc - - - - -
| - 1746 210 CA
lalv/IXaxXi 1747 66 1470 211
NP : 489
Il Vavii A
1753 217
X1
P | - 1200 399
laX 1463 83 180 A
1 1188 395
X1
M | -
' laX 1241 311 1095 112 G 364
X1
| -
R 46 1662 553
F ' laX 1742 112 31
X1 43 1665 554
| - 2001 91 1719 - 1758 152-191 48 572 -585
| 1851 60 616
HN Il 577 - 581
Il R 2002 91 1734 177 47
lax
1716 195 571
X1
| -
L " laX 6703 11 6615 77 - 2204
X1
| - - - - - -
Trailer ' laX 114
Xi pdc
Génome | - 15198
lalVetX 15186
1 VaVliletIX 15192
X1 15192

3’NCR’ : région non codante 3’ ; ORF’: Open Reading Frame ou Région codante; 5’NCR €

pdc : donnée incompléte

: région non codante 5’; IGR . région inter-gene;
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A. Caractérisation moléculaire des souches du génotype |l issues des
oiseaux sauvages
L'analyse phylogénétique de deux souches d’APMV-1, MG-057/09 et MG-168/09,

isolées chez les oiseaux sauvages aquatiques (compartiment Ill) au lac Alaotra et de
25 autres souches de référence, est présentée dans la Figure 41. Les deux souches
sont groupées dans le génotype |, précisément a l'intérieur du sous-génotype Ib.
Dans ce sous-génotype se trouvent les souches d’APMV-1 isolées a partir d’oiseaux
sauvages aquatiques provenant de différents continents. Par contre, toutes les
souches vaccinales du génotype |, comme Ulster/67, PHY et I, sont classées dans les
sous-génotypes la et Ic. La distance génétique maximale a l'intérieur de ce sous-
génotype |b est inférieure a 4% alors que la distance minimale séparant les deux

sous-génotypes la et Ib est de 7% (Tableau 23).

Mallard/US 04-483/04
4’{ Mallard/US 04-204/04

95 Mallard/US 04-235/04

APMV/wild duck/SH37/06
Anas/FarEast/3638/02 .
74 Sous-génotype
[~ NDV08-003 b
% o Ib D/ZJ/53/05
J 6¢ | MG-168/09 Génotype |
9s' MG-057/09
90 APMV/duck/05/07 i
‘ Ulster/67 AY562991
6z 95— PZAPI99091 AY175774
PHY DQ097394 Sous_génotypes
p I-2 AY935499 laetlc
” —97{ 01-1108 AY935489
% Lr 99-1435 AY935498
57— 99-1997PR-32 AY935497 | i
— Hitchner B1 f b
ﬁ— Zimbabwe AV/ 862/95
5 VGIGA EU289029 Sou&gﬁgotype Génotype Il

06| [HB92 (V4)

671 — La sota AF077761 u

51 Argentina 32C/T.98 .
p Mallard/US (VN ) /99-397/1999 )
” !— Mallard/US (VD ) /03-807/2000 SOUS-QT(;OWPGS
o4 Mallard/Us (VD ) /03-152/03
44 Mallard/US (MD ) /01-618/01 h ]
—
0.01

Figure 41: Arbre phylogénétique (enraciné) de I'APMV-1 basé sur les 374 pb (position 47 — 421nt) du géne F
montrant la position des deux souches MG dans le sous-génotype Ib par rapport aux autres souches classe Il

isolées dans avifaunes d’autres pays.

L’analyse a été effectuée avec I'algorithme Neighbor-Joining (Saitou and Nei, 1987) en utilisant la méthode de
Kimura a deux paramétres (K2P) avec 1000 bootstraps (Felsenstein, 1985) dans le logiciel MEGA4 (Kimura et al.,
2004; Tamura et al., 2007). Toutes les séquences de référence issues des oiseaux sauvages dans la classe Il sont
marquées en vert et les 2 séquences MG en rouge. L’échelle indique le nombre de substitutions par site.

Rappor - ;fafaff.com i’l}
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Tableau 23: Matrice de divergence génétique des deux souches malgaches par rapport aux autres séquences d’APMV-1 dans le génotype

letll.
Souches  [1] 2] B3] 14] 15] (6] 7 (8] 19 {10 (1] [12] (18] (14 [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] [23] [24] [25] [26] [27]
Mallard/US_04-204/04 [1]
mallard/US_04-235/04 2]
APMV/duck/05/07 [31 2 2
Mallard/US_04-483/04 (4 0 0 2
D/2)/53/05_FI597610 [5] 4 4 5 4
MG-057/09 (6] 3 3 4 3 4
MG-168/09 [71 3 3 4 3 4
APMV/wild_duck/SH37/06 8] 2 2 3 2 4 4 4
Anas/FarEast/3638/02 [91 2 2 3 2 3 2 2 2
NDV08-003 [10] 1 1 2 1 3 2 2 2 1
Ulster/67_AY562991 [11] 7 7 8 7 10 9 9 7 7 7
99-1435_AY935498 [12] 10 10 11 10 1 12 12 10 10 10 11
99-1997PR-32_AY935497 [13] 10 10 1 10 1 12 12 10 10 10 1 1
01-1108_AY935489 [14] 10 10 11 10 1 12 12 10 10 10 11 1 1
PHY_DQ0973%94 [15] 7 7 7 7 9 8 8 7 7 7 6 8 8 9
PZAPI99091_AY175774 [16] 5 5 5 5 8 7 7 5 5 5 3 9 8 8 4
Hitchner_B1_AF309418 [17] 14 14 14 14 16 14 14 14 14 13 13 17 17 17 13 1
1-2_AY935499 [18] 11 11 11 11 12 13 13 10 1 11 11 7 7 7 8 9 17
HB92_(V4) [19] 13 13 13 13 15 13 13 14 13 13 13 16 16 16 12 1 2 16
La_sota_AF077761 [20] 13 13 14 13 15 14 14 14 13 13 13 17 16 16 12 1 1 16 0
VG/GA_EU289029 [21] 13 13 13 13 15 13 13 13 13 12 12 16 16 16 12 10 1 16 1 1
Zimbabwe_AV_862/95_AY175710 [22] 14 14 14 14 16 14 14 14 14 13 13 17 16 16 13 1 2 16 2 1 1
Mallard/US(MD)/03-152/03 [23] 11 11 12 1 12 1 1 10 10 1 12 15 15 14 12 9 13 14 12 12 12 13
Mallard/US(MD)/01-618/01 [24] 11 11 11 11 12 1 1 10 10 10 12 15 14 14 12 9 13 13 12 12 12 13 0
Mallard/US(MN)/99-397/1999 [25] 11 11 12 1 13 12 12 1 1 1 12 15 15 14 12 9 14 13 12 13 13 14 1 1
Mallard/US(MD)/03-807/2000 [26] 11 11 12 11 13 12 12 1 1 11 12 15 15 14 12 9 13 14 12 12 12 13 1 1 1
Argentina_32C/T.98 [27] 12 12 13 12 13 13 13 12 12 12 12 16 16 16 13 9 14 15 13 13 13 14 7 7 7 7
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Résultats

La classification phylogénétique de ces deux souches malgaches dans le sous-génotype |b a
été renforcée par la présence d’une substitution d’acide aminé caractéristique de ce sous-
génotype Ib (R>’>C). Cette substitution est absente dans les souches appartenant aux sous-

génotypes la et Ic (Figure 42).

A. Caractérisation moléculaire des souches malgaches du génotype lll
issues des oiseaux domestiques

L'analyse phylogénétique de trois souches d’APMV-1 isolées a partir d’oiseaux domestiques,
MG-101/09, MG-140/09 et MG-122/09, et d’autres souches référenciées dans le génotype
[, est présentée dans la Figure 43. Les trois souches MG-101/09, MG-140/09 et MG-122/09
isolées a Madagascar (compartiment 1) sont groupées dans le génotype lll. Elles présentent
une divergence génétique de 2% avec la souche vaccinale Mukteswar et les autres souches
(velogénes ou mesogénes) considérées comme dérivées de la souche vaccinale Mukteswar

(Tableau 24).

Les résultats d’alignement des séquences d’acide aminés de la protéine de fusion entre les
positions 1 a 124 sont montrés dans la Figure 44. Ces résultats montrent que toutes les
souches considérées comme issues de la souche vaccinale Mukteswar renferment la
substitution de cystéine 25 en proline (Y*-C). En revanche, les deux souches MG-101/09,
MG-140/09 possedent des substitutions d’aa différentes de celles des autres souches issues
de Mukteswar et de la troisieme souche malgache (MG-122/09).

Ces résultats mettent en évidence la circulation des souches vaccinales dans la nature.
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| a_AUCK98026

| c_VA4( Queensl and) / 66

| c_PHY- LMV42/ 66
lc_Uster__2C0 67

| b_Anas/ Far East / 3638/ 02
G EDK95032

Mal | ar d/ US_04- 204/ 04
MG 057/ 09

MG

Ib_
Ib_
Ib_
| b_MG 168/ 09

| a_AUCK98026

| c_VA4( Queensl and) / 66

| c_PHY- LMV42/ 66
lc_Uster__2C 67

| b_Anas/ Far East / 3638/ 02
b_d EDK95032

b_Mal | ar d/ US_04- 204/ 04
b_MG 057/ 09
b

|
|
|
I b_M5 168/ 09

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
NP T DR DU SE S0 DR RSN BTN DRSPS DN B DTS DRSS RSN B DU DRSS DR

MGERSSTRI PVPLMLTVRVMLAL SCVCPTSALDGRPLAAAG VWTGEDKAVNI YTSSQTGSI | | KLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
MGSRSSTRI PVPLMLTVRVMLAL SCVCPTSALDGRPLAAAG VWTGEDKAVNI YTSSQTGSI | | KLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
MEPRSSTRTPAHLM.TVRLVLAL SCVCPTSSL DGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
MGSRSSTRI PVPLM.TVRVALEL SCVCPTSSL DGRPLAAAG WTGDKAVTI STSSQTGSI | VKLLPNLPKDKEAEAKAPLEAFNRTLTTW.TPLGDSI R
MGSRSSTRI PVPLMLTVRVALAL TSSLDGRPLAAAG VWTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
MGSRSSTRI PVPLMLTVRVALTLS TSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
MGSRSSTRI PVPLMLTVRVALALS TSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
MGSRSSTRI PAPLM_LTVRVALAL TSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
MGSRSSTRI PAPLM_LTVRVALAL TSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R

110 120
T P T P B
Rl QESVTTSGGRRQRRFI GAl | GGV
Rl QESVTTSGGGKQERLI GAl | GGV
Rl QESVTTSGGGKQERLI GAl | GGV
Rl QESVTTSGGGKQERLI GAl | GGA
Rl QESVTTSGGEKQERLI GAl | GGA
Rl QESVTTSGGGKQERLI GAl | GGA

Rl QESVTTSGGGKQGRLI GAl | GBV

Figure 42: Alignement de la protéine F (1 a 125aa) montrant les substitutions d’AA. Les numéros au dessus des séquences sont les positions des AA (1 a 125). Les
résidus de cystéine sont remplacés par des étoiles. Les AA caractéristiques de sous-génotype Ib sont encadrés en rouge.
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Résultats

MG-101/09 ] ] ]
;(MG—MO/OQ

H (Ph/80 Hertfordshire) AF224504
Mukteswar EF201805

MG-122/09

rH/W_(Hertfordshire) AF224503

“IMukteswar

Les Mukteswar
S_(PIE) Mukteswar AF224505

. Génotype Il
H_(Ph/02 Hertfordshire) AY170136

NDV/Mallard/CH/HLJ383/06
VACC-MUK

{ Mukteswar/IN AY117021

7

o Classe Il
Nigeria/N90/2006 FM200803 Anciens génotypes

44

~Guangxi5/2000 DQ485259
ABO070382
_Victoria M21881

[ Italie EU293914 ]

Génotype IV
& Herts/33 AY741404 i
PHY-LMV42/66 JGénotype |
o ——Komarov-45 AY170137 ]
100 4@892 (V4) Génotype Il
96 Hitchner B1 AF309418 ]
— MG-BBS/09 ]

-1 Génotype Xl
106 — MG-1992 yp

Cl_1_DE_R49/99_DQ097393 7] Classe |

0.05

Figure 43: Arbre phylogénétique (enraciné) de 'APMV-1 en se basant sur les 374 pb (position 47 — 421nt) du géne F

montrant la position des trois souches malgaches (écrites en rouge) dans le génotype Ill par rapport aux 23 séquences des
génotypes I, II, Ill, IV et XI.

L’analyse a été effectuée avec I'algorithme Neighbor-Joining (Saitou and Nei, 1987) en utilisant la méthode de Kimura a

deux parameétres (K2P) avec 1000 bootstraps (Felsenstein, 1985) dans le logiciel MEGA4 (Kimura et al., 2004; Tamura et al.,
2007). L’échelle indique le nombre de substitutions par site.

99



00T

Mz 57/ 09

Mz 168/ 09

| Sato AB070382

I KR 1/49 AY117025
I AUS Victoria M1881
I JS/ 7/ 05/ Ch

I JS/9/05/ Go

| M21881 AY135745
| _Vacc_MIJK_Mada

I _M& 101/ 09

I _MG 140/ 09

| _MG 122/ 09

| _Mukt eswar d

MG 57/ 09

MG 168/ 09

| Sato AB070382

I KR_1/49 AY117025
I AUS Victoria M1881
I JS/ 7/ 05/ Ch

I JS/ 9/ 05/ Go

| M21881 AY135745
I Vacc MJK Mada

I Mz 101/ 09

I MG 140/ 09

I Mz 122/ 09

I Mukt eswar d

N T T B

30 40 50 60 70 80 90 100

LSRN DTN RN DTN DU BTN B U DS DU TSN B DU D DI

MGSRSSTRI PAPLM.TVRVALAL CCVRLTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
MGSRSSTRI PAPLM.TVRVALAL CCVRLTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
MGSRSSTRI PAPLML.TI W ALALGCVHLTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
MGPRSSTKI PTPLM.TI RI ALALSCVYPVSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTALLTPLGDSI R
MGPRSSTRI Pl PLMLTI RI ALALSCVHLASSL DGRPLAAAG VWTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R

MGPRSSTRI PVPLM.TI RI TLAL
MGPRSSTRI PVPLML.TI RI TLAL
MGPRSSTRI PVPLML.TI RI TLAL
MGPRSSTRI PVPLML.TI RI TLAL
MGPRSSTRI PVPLML.TI RI TLAL
MGPRSSTRI PVPLM.TI RI TLAL
MGPRSSTRI PVPLMLTI RI TLAL
MGPRSSTRI PVPLMLTI RI TLAL

110 120
N T T

Rl QESVTTSGGEKQGRLI GAl
Rl QESVTTSGGEKQGRLI GAl
Rl QESVTTSGGRRQRRFI GAl
Rl QESVTTSRGRROKRFVGAI
Rl QESVTTSGGRRQKRFI GAl
Rl QESVTTSGGRRQRRFI GAl |
Rl QESVTTSGGRRQRRF GAl
Rl QESVTTSGGRRORRFI GAl |
Rl QESVTTSGGRRQRRFI GAl |
RRQESVTTSGERRQRRFI GAl |
RKQESVTTSGERRQRRFI GAl |
Rl QESVTTSGGRRQRRFI GAl
Rl QESVTTSGGRRQRRFI GAl | GS

BRERBRBBRBRY

RLTSSLDGRPLAAAG VWTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLL PNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
RLTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLL PNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
RLTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
RLTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQIGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
RLTSSLDGRPLAAAG VWTRDKAVNI YTSSQTGSI | VKLL PNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
RLTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQTGSI | VKLL PNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
RLTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQIGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R
RLTSSLDGRPLAAAG WTGDKAVNI YTSSQIGSI | VKLLPNVPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSI R

Figure 44: Alignement de la protéine F (1 a 124aa) montrant les substitutions d’AA. Les numéros au dessus des séquences sont les positions des AA (1 a 125). Les résidus de cystéine

sont remplacés par des étoiles. Les AA caractéristiques des souches issues de Mukteswar sont encadrés en rouge. Les acides aminés caractéristiques des souches MG sont encadrés
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Tableau 24: Matrice de divergence génétique (%) entre les seguences d’APMV-1 dans le génotype Il de la classe Il

Souches [1] [2] [3] [4] [51 [6] 71 [8] [9] [10] [11] [12] [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] [23] [24] [25]
Cl_1_DE_R49/99_DQ097393 [1]
II__HB92_(V4) [2] 48
II_Hitchner_B1_AF309418 3] 47 2
XI_MG-BBS/09 [4] 51 30 31
XI_MG-DRZV/92_F_complete [5] 47 24 25 8
I_PHY-LMV42/66 [6] a4 12 13 26 20
II_Komarov-45_AY170137 71 47 4 4 30 24 13
IV_Italie__EU293914 [8] a4 17 18 19 12 12 17
IV_Herts/33__AY741404 [9] a4 17 18 19 12 12 17 2
[10] 26 17 18 22 16 11 17 8 8
[11] a5 16 17 21 14 11 14 7 7 4
[12] a4 18 18 24 17 13 17 7 7 7 6
[13] a4 18 18 22 16 13 17 7 7 6 6 0
[14] 43 17 18 23 16 12 16 7 6 6 5 1 1
[15] a3 17 18 23 16 12 16 7 6 6 5 1 1 0
[16] 43 17 18 23 16 12 16 7 6 6 5 1 1 0 0
[17] a3 17 18 23 16 12 16 7 6 6 5 1 1 0 0 0
[18] a3 17 18 23 16 12 16 7 6 6 5 1 1 0 0 0 0
[19] 43 17 18 22 15 13 17 6 6 6 6 1 1 1 1 1 1 1
11_MG-122/09 [20] a3 17 18 23 16 12 16 7 6 6 5 1 1 0 0 0 0 0 1
[21] 43 17 18 23 16 13 17 7 7 6 5 1 1 0 0 0 0 0 1 0
11_MG-101/09 [22] a4 18 19 24 17 14 18 8 8 7 6 2 2 1 1 1 1 1 2 1 1
I1I_MG-140/09 [23] 43 18 19 24 17 13 17 7 7 7 6 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
[24] a3 17 18 23 16 12 16 7 6 6 5 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1
[25] 43 17 18 23 16 12 16 7 6 6 5 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0
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Partie 4: Analyses biologiques sur les poulets

A. Détermination de l'index de pathogénicité intra cérébrale ou ICPI

des deux souches malgaches MG-1992 et MG-725/08
L'analyse de la pathogénicité des deux souches a été effectuée a I'Unité Virologie
Immunologie et Parasitologie Aviaires et Cunicoles (UVIPAC - ANSES-Ploufragan France). Les
valeurs d’ICPI des deux souches malgaches MG-1992 et MG-725/08 étaient de 1,9, ce qui
correspond a une haute virulence. Ces résultats sont en concordance avec les données de

séquence sur le site de clivage et de la taille de la protéine HN.
B. Protection issue des vaccins commercialisés a Madagascar contre
la souche MG-1992 du génotype XI

1. Détermination de la Iétalité de la souche MG-1992 et du délai
de survie

Tous les poulets des 4 lots infectés par la souche MG-1992 titrant 10°DLso/ml & 10°DLso/ml
meurent 6 jours aprés l'infection (Tableau 25). En revanche, les cing poulets non inoculés du

lot témoin restent vivants et non malades pendant toute la durée de I'expérience.

Tableau 25: Résultats de létalité de la souche MG-1992 titrant & 10’DLsg/ml & 4 dilutions

Poulets morts par jour par lot

Jour 1 2 3 4 Témoins
10° DLso/ml 10° DLso/ml 10* DLso/ml 10° DLso/ml s
3eme 3 0 0 0 0
4ome 2 1 1 1 0
5eme - 4 3 2 0
6o - - 1 2 0
7éme _ _ _ _ 0
8éme _ _ _ 0
9éme _ _ _ _ 0
10°™ - - - - 0
11°me - - - - 0
13°me - - - - 0
13°me - - - - 0
14°m - - - - 0
15°m - - - - 0
Nombre poulets morts 5/5 5/5 5/5 5/5 0/5

DLso/ml : Dose létale a 50% par millilitre
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L'analyse du temps de survie par la méthode de Kaplan-Meier (XLSTAT-2010) a montré que
le temps de survie moyen des poulets inoculés par chaque dilution virale augmente de fagon
inversement proportionnelle au titre du virus. Entre le titre 10°DLso/ml et 103DL50/mI, le
temps de survie moyen passe de 3,571 a 5,515 (Tableau 26).

Tableau 26: Temps de survie des poulets infectés par la souche MG-1992 de chague groupe calculé
par la méthode de Kaplan-Meier (XLSTAT-2010)

Temps de survie (en jour)

Lot Titre Borne Borne
(xDLso/ml) moyenne Ecart-type inférieur supérieur

(95%) (95%)

1 10° 3,571 0,209 3,162 3,981

2 10° 4,889 0,117 4,659 5,118

3 10* 5,260 0,266 4,739 5,781

4 10° 5,515 0,254 5,018 6,012

DLso/ml : Dose létale a 50% par millilitre

2. Evaluation de la protection vaccinale contre la souche MG-1992

Dans cette étude, les tests d’épreuve des trois types de vaccins, fabriqués avec trois souches
différentes, ont été réalisés au FOFIFA-DRZV. Les résultats de ces tests ont montré que les
trois souches vaccinales, La Sota, Hicthner B1 et Mukteswar, protégent les volailles en terme
de morbidité et de mortalité confondues contre la souche d’épreuve MG-1992 titrant

10°DLso/ml.

a. Evaluation de 'immunogénicité des souches
vaccinales
La cinétique des anticorps obtenue avec les trois types de vaccins contre la MN utilisés dans
cette étude est présentée dans le Tableau 27 et Figure 45. Le taux moyen de pourcentage
d’inhibition en ELISA de compétition MN, juste avant la vaccination (SO), est de 10,99%
[(n=20):(8,82% — 13,16%) < 40%], confirmant ainsi le statut séronégatif des poulets avant
I’expérimentation. Une semaine aprés la vaccination (S1), les trois lots de poulets vaccinés
(La Sota, HB1 et Mukteswar) présentaient déja une séroconversion. Quatre semaines apres
la vaccination (S4), par rapport au seuil de positivité (>40%) du test ELISA, les cing individus
dans chaque lot sont séropositifs en MN. Cependant, les 5 poulets dans le lot témoin non
vaccinés et non infectés sont restés séronégatifs pendant quatre semaines avant |'épreuve

de virulence (Tableau 27).
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Tableau 27: Résultats des tests de détection d’anticorps par ELISA pendant guatre semaines (SO a

S4 et PC)

Souche Vaccinale

Moyenne des % de compétition en ELISA MN

Epreuve virulente

50 s1 52 s3 sa PC signe - Mortalite
clinique (%)
. 44,22 5509 78,37 889
Hitchner B1 [£12,54] [+10,56] [#11,76]  [+4,58] 0/5 0
48,69 61,01 65,6 80,96
La Sota 10,99*  [15,97] [+26,14] [+28,50] [+19,09] 0/ 0
[+2,17] 54,06 69,77 84,99 93,34 94,45
Mukteswar [+26,24] [+30,46] [+8,14]  [+2,63]  [+3,45] 0/ 0
. 13,16 15,38 13,73 15,08 60,49
Témoins [+4,63]  [+3,36]  [£9,34]  [#525]  [+6,02] >/5 100
*Moyenne [+ écart-type]
120.00
90,00 -
N .
< 30.00 - 2
E\ ,-”"/
$70.00 —
£ 50,00 ,_ = .
S & o
830,00 : -
Y e
£40.00
§ o
£ 3000 :
3
20.00 .
» — *
10,00
.00 T T T T 1.
Semaines
<0 51 57 53 54 PC
——{Blorsl ——Llasoaoral ——Mugteswar —+— /L ===yl Of]

Figure 45: Courbe d’évolution des% de compétition en ELISA MN dans les 5 groupes (la ligne rouge représente le seuil

de positivité)

b. Protection des poulets vaccinés contre le virus MG-

1992

La suspension virale MG-1992 titrant 10°DLso/ml par dose d’épreuve de 1 ml a été utilisée

pour I"épreuve de virulence. La protection des volailles contre ce virus a été déterminée par

I'absence de signes cliniques et de mortalité.
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Au cours de cette épreuve de virulence, les 15 oiseaux vaccinés repartis dans les 3 lots ont
été cliniguement normaux jusqu’a la fin de I'expérience (15 jours aprés la date d’épreuve).
En revanche, les cing oiseaux non vaccinés dans le lot témoin mourraient pendant les quatre
premiers jours. lls ont montré des signes cliniques tels que la prostration, I'inappétence,
I’'hérissement de plumes et la dépression ainsi que des lésions post-mortem comme les
pétéchies sur la muqueuse du proventricule caractéristiques de la MN. Le taux de protection
de 100% conféré par ces souches vaccinales La Sota, Hitchner B1 et Mukteswar est supérieur

a celui de 90% considéré comme le seuil minimal de protection selon OIE (OIE, 2009).

C. Protection conférée au poussin EOPS par la vaccination HB1
vivant/La Sota-Clone 30 inactivé contre la souche malgache MG-
725/08 du génotype XI

1. Protection clinique

Comme pour les résultats obtenus avec la souche MG-1992 au FOFIFA-DRZV sur les poulets
locaux, la vaccination avec le virus vivant HB1 et avec le virus inactivé huileux La Sota Clone
30 confere en conditions expérimentales une protection contre la morbidité et la mortalité
vis-a-vis de la souche malgache MG-725/08 et de la souche d’épreuve de référence Herts/33.
Comme attendu, tous les poulets non vaccinés (NV) dans les deux premiers lots (1 et 2)
mourraient trois jours (J3) apres I'épreuve de virulence (Tableau 28). L’examen post mortem
de ces poulets a montré les lésions caractéristiques de la MN telles que hémorragies
pulmonaires et hépatiques, pétéchies du proventricule, vascularisation externe du cerveau

trés marquée et néphrite ou présence de cristaux d’urate.

Tableau 28: Résultats de protection clinique avec les deux souches d’épreuve

Lots 1 2 Témoin
Souche

). MG-725/08 Souche Herts 33/VNHe/2.1 -
d’épreuve
Immunisation V* NV** \Y NV \Y NV
Nomb.re 25 12 25 12 10 10
poussin
Nombre poulet
Morts P 0/25 12/12 0/25 12/12 10/10 10/10

* : Vacciné simultanément avec HB1=Hicthner B1 ; CI-30= La Sota (clone 30) ; ** : NV=Non vacciné
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2. Détermination de I’excrétion virale aprés I’épreuve de virulence

Les résultats d’analyse moléculaire QRT-PCR/NDV effectués sur les huit mélanges de cinq
écouvillons cloacaux a Js, Js, J7, Jio et J14 réalisés chez les poulets vaccinés et infectés sont

négatifs en APMV-1. Ces résultats montrent que I'excrétion virale par voie cloacale apres

I'infection des poulety vaccinés apparait négligeable| Pour les écouvillons trachéaux

provenant des poulets vaccinés et infectés avec la souche de référence, seuls deux des
guatre mélanges sont positifs en APMV-1 et uniguement au 3eme jour. En revanche, des
excrétions virales par voie oropharyngée (respiratoire) sont observées dans tous les
mélanges provenant des poulets vaccinés de la méme fagcon mais éprouvés par le virus MG-
725/08 de J; a J; et dans deux mélanges sur quatre a Jio (Tableau 29). L’excrétion virale par

eme

voie oropharyngée est maximale (1,1x10° EgDIEsp) vers le 577 jour (Figure 46).

L’analyse des séquences de produits de QRT-PCR/NDV positifs a montré des séquences
identiques entre elles et identiques a celle de la souche d’épreuve au niveau du site de
clivage du geéne F: ™RRQRRJ F* pour la souche de référence et **?RRRRRU F'Y pour la

souche MG-725/08.

Ces résultats montrent que les poulets vaccinés et infecté par la souche MG-725/08 sont
protégés contre la morbidité et mortalité. Cependant, ces oiseaux excretent encore par voie
respiratoire la souche d’épreuve pendant 2 semaines (14j).

Tableau 29: Résultats des analyses de détection des génes M d’APMV-1 dans les écouvillons
oropharyngiens

Valeurs de Ct

Souches Pool
d’épreuve 13 I5 17 J10 na
1 nd* nd nd nd nd
2 nd nd nd nd nd
Herts/33
3 39,5 nd nd nd nd
4 34,5 nd nd nd nd
1 39,3 29,6 26,9 nd nd
2 37,8 25,2 25,2 36,3 nd
MG-725/08
3 39,5 33,2 32,2 nd nd
4 39 27,3 29,4 29,4 nd

nd* : non détecté
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Figure 46: Graphique montrant la variation d’excrétion par voie oropharyngée virale jusqu’au 14°m jour en équivalent DIE s,

sur les poulets vaccinés et éprouvé avec la souche MG-725/08 (ANSES — Ploufragan)
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CHAPITRE V: DISCUSSION

Partie 1: La maladie de Newcastle et les souches d’APMV-1 circulant a
Madagascar

La maladie de Newcastle est bien connue des aviculteurs villageois dans de différents pays
en développement (Alders & Spradbrow, 2001). Selon les pays, les éleveurs ont donné
plusieurs appellations en langue locale a cette maladie comme «konoku», «twase obgo»,
«nkoko yare» au Ghana, «muzungo», «mbendeni», «mte-éma» «chigubo-gubo» au
Mozambique, et «ranikhet» dans une bonne partie de |’Asie. A Madagascar, la MN est
appelée par les éleveurs «barika», «ramoletaka akoho», «moafon’akoho», «ramibomogno»
ou «pesta akoho». En général, ces appellations signalent la gravité et 'importance de la MN
en aviculture villageoise (Maminiaina et al., 2007). Comme dans les autres pays d’Afrique,
d’Asie et d’Europe de I'Est, la MN constitue la premiére cause de mortalité des poulets
(Alders & Spradbrow, 2000). Selon les études menées a Madagascar de 1999 a 2002, la MN
constitue une des contraintes majeures de l'aviculture villageoise. Cette maladie est
responsable de 44% de la mortalité des volailles (Koko et al., 2006a; Koko et al., 2006b;

Maminiaina et al., 2007).

Dans le cadre du présent travail, la séroprévalence instantanée de 70,94% [ICys: 67,44% a
74,44%)] enregistrée en juin 2008 chez les volailles adultes appartenant au compartiment |
dans la région du lac Alaotra a Madagascar (poulets non vaccinés issus de l'aviculture
villageoise) témoigne de cette forte pression infectieuse liée aux APMV-1. En outre, cette
séroprévalence est proche de celle de 72,22% [ICqs : 62,01% a 82,43%)] enregistrée chez des
volailles adultes en juin 1999 dans d’autre régions de Madagascar comme Moramanga et
Ambohimangakely (Maminiaina et al., 2007). Il faut noter que ces fortes séroprévalences
précédent d’un mois I'apparition des premiers foyers de MN et de quatre mois environ, le
pic traditionnel d’épizooties observé en octobre (ANNEXE 1) touchant jusqu’a 100 % des
oiseaux. Cette apparition progressive puis massive de foyers dans un délai tres court apres
nos enquétes montrant qu’une large partie de la population de volailles adultes est immune
s’explique par l'arrivée importante de poussins non protégés. Ces poussins sont issus de

poules rescapées des foyers de I'année précédente et héritent des anticorps d’origine
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maternelle dirigés contre cette maladie (Gueye, 2002). Les éclosions ont lieu vers mai-juin. A
I’éclosion, le taux d’anticorps hérités est proportionnel a celui de la mére poule. La
persistance des anticorps maternels est alors variable d’un individu a I'autre mais ne dépasse
pas généralement quatre semaines, période a 'issue de laquelle les anticorps maternels ont
disparu, laissant ainsi les poussins sensibles a I'infection (Allan & Gough, 1974). Ainsi, des
générations de poussins naifs dépourvus d’anticorps se succedent a partir de juin-juillet
contribuant a I'émergence de foyers. A l'issue de la période ou se développent les foyers,
c’est-a-dire de juillet a février de I'année suivante, les volailles séronégatives ont disparu.
Pour le cas de I'aviculture villageoise a Madagascar, les éleveurs reconstituent leur cheptel a
partir des individus rescapés (Maminiaina et al., 2007). Ces éleveurs savent pertinemment
gue ces volailles sont devenues résistantes a la maladie et le repeuplement s’effectue
majoritairement a partir de la reproduction interne du cheptel. C'est ainsi que l'incidence
cliniqgue de la maladie est la plus faible pendant la période d’accalmie située entre mars et

mai (Maminiaina et al., 2007).

Le systéeme d’élevage de type villageois (compartiment 1) est caractérisé par des oiseaux en
divagation, par la faible taille du cheptel (généralement 20 par famille) et par la mixité des
especes (Copland & Alders, 2009; dos Anjos, 2007; Koko et al., 2006a). A Madagascar, ces
petits élevages comprennent généralement des poules (Gallus gallus), quelques dindes
(Meleagris ocellata) et des palmipedes (regroupant les trois especes domestiques de canard:
canards communs (Anas plathyrhyncos), canards de barbaries (Cairina moschata) et oies
(Anser anser) (Koko et al., 2006a). Les résultats de nos investigations sérologiques effectués
chez ces palmipedes ont donné une séroprévalence instantanée de 47,77% [I1Cos : 42,57% a
52,97%]. lls révelent la circulation de souches d’APMV-1 aussi bien chez les poules que chez
les palmipédes. Or, ces derniers ne sont pas considérés comme une espece sensible a la MN

mais réceptive puisque constituant un réservoir pour les APMV-1 (Munir et al., 2010).

En ce qui concerne le compartiment Il regroupant les volailles domestiques de type
commercial (poulets de chair et poules pondeuses), I'analyse sérologique pendant I'enquéte
de 2008 montrent que plus de 90% de ces volailles sont séropositives en APMV-1.
Cependant, le test sérologique ELISA de compétition utilisé (SVANOVIR®NDV-Ab / LS| - France),
ne distingue les anticorps post-infectieux des anticorps post-vaccinaux. L'image de la

circulation virale dans ce compartiment est donc masquée par |'application généralisée du
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vaccin par les éleveurs de ce type d’élevage. Malgré une couverture vaccinale touchant
100% du cheptel, des cas sporadiques de MN sont encore enregistrés dans les élevages
commerciaux a Madagascar. Dans le cadre de cette étude, la détection d’une partie (6%) des
volailles vaccinées restées séronégatives pourrait expliquer ces cas sporadiques (Arbelot,

1997).

Quant a I'avifaune aquatique du lac Alaotra, les résultats de séroprévalence instantanée de
10,22% [ICos: 6,86% a 13,57%] obtenus en 2009 lors des analyses sérologiques de 15
especes d’oiseaux sauvages aquatiques, indiquent une circulation modérée des APMV-1
dans ce compartiment Ill. De plus, les résultats positifs sont trouvés uniquement chez les
anatidés sauvages. La séroprévalence moyenne des anatidés est de 12,02% d’avril a mai
2009 mais ce taux varie de 4,76 a 50% selon les espéces (Tableau 18). Il est possible que la
variation de séroprévalence entre espéces soit liée a des différences de réceptivité par
rapport a 'APMV-1 (Mendes, 2006). La proportion relative de chaque population et le
niveau de contacts entre elles et avec les palmipédes domestiques pourraient également
jouer un roéle. Les populations les plus fortement séropositives en MN ont des contacts
fréquents avec les oiseaux domestiques entretenant le cycle viral alors que les dendrocygnes
restent plus isolés Figure 47. De plus, les trois populations palmipédes sauvages, les canards
a bosse (Sarkidiornis melanotos), les canards a bec rouge (Anas erythrorhyncha) et les
canards de Meller (Anas melleri) ont un afflux de juvéniles a partir du mois de mars avec une
nette augmentation de chaque population en avril et mai (Minodier, 2010), ce qui pourrait
jouer dans le cycle épidémiologique de la MN un role identique a celui déja décrit pour les

poussins issus de volailles villageoises.

Les résultats sérologiques indiquent une circulation des APMV-1, qu’ils soient velogenes,
mesogenes, lentogenes voire vaccinaux. Les informations sur la virulence des souches a
I'origine de l'infection et la relation entre les différentes souches circulantes dans le temps
et/ou dans I'espace ne peuvent alors étre déterminées que par des approches en virologie.
Les enquétes virologiques au méme titre que les enquétes sérologiques ont montré que les
APMV-1 circulent dans tous les compartiments étudiés a Madagascar. La prévalence
virologique de 0,85% [ICos : 0,36% a 1,34%] enregistrée dans le compartiment Il confirme la
circulation de 'APMV-1 chez les oiseaux sauvages aquatiques du lac Alaotra déja mise en

évidence dans I'enquéte sérologique.
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Ces résultats corroborent ceux obtenus par d’autres études qui ont montré que les oiseaux
sauvages aquatiques constituent un réservoir d’APMV-1 (Kim et al., 2007b; Zanetti et al.,

2005), (Takakuwa et al., 1998; Weingartl et al., 2003).

Pour que la MN existe a I'état enzootique a Madagascar, une source ou un réservoir doivent
étre maintenus et servir une origine aux différents foyers épisodiques. Il est possible que les
poulets villageois dans le compartiment | jouent ce role de réservoir comme proposé par
Verwoerd (1995) au méme titre que les poules domestiques vaccinées, infectées par les
souches sauvages.

Depuis la premiére description de la maladie a Madagascar en 1946 (Rajaonarison, 1991),
aucune donnée sur les caractéristiques moléculaires des souches d’APMV-1 issues d‘oiseaux
domestiques ou sauvages n’est disponible. Pour comprendre les modalités de circulation au
sein et entre compartiments (I, Il et Ill), les virus isolés et les échantillons positifs ont été
partiellement séquencés et les séquences comparées. Bénéficiant de I'amélioration des
techniques d’extraction d’acide nucléique (Chirgwin et al., 1979; Chomczynski & Sacchi,
1987; 2006) et de séquengage nucléotidique a haut débit (Ahmadian et al., 2006; Csako,
2006) ainsi que du développement de bases de données de séquences informatisées a acces
libre et de différents programmes bioinformatiques, nous avons pu conduire dans le cadre
de cette thése, une étude approfondie. L'analyse phylogénétique des APMV-1 s'est avérée
étre un outil puissant pour étudier les relations épidémiologiques entre souches d’APMV-1
présentes dans différentes parties du monde. La plupart des études sont basées sur I'analyse
d’une séquence nucléotidique partielle du gene F située entre les positions 47 a 421 (Aldous
et al.,, 2003; Lomniczi et al., 1998; Yu et al., 2001). Elles ont permis le classement
phylogénétique et le génotypage de différentes souches responsables de cas de MN en
Europe (Lomniczi et al., 1998; Munir et al., 2010; Ujvari et al., 2003; Wehmann et al., 2003a),
en Asie (Ke et al., 2001; Wang et al., 2006) et en Afrique (Cattoli et al., 2009; Mohamed et
al., 2009; Otim et al., 2004; Servan de Almeida et al., 2009; Snoeck et al., 2009). Dans le
cadre de nos travaux, les analyses ont porté sur 10 souches isolées et 17 produits de
séquencages d’amplicons de QRT-PCR-NDV générés directement a partir d’échantillons

positifs pour lesquels I'isolement viral n’a pas été possible.
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‘: Zone de contact entre les palmipédes domestiques et sauvages

Figure47: Scénario possible de cycle viral entre les oiseaux domestiques (compartiment |) et les oiseaux sauvages (compartiment Ill).
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Les 10 souches ont été regroupées dans la classe Il et reparties dans quatre génotypes
différents dont trois déja décrits auparavant : génotypes |, lll et VII. L’originalité de ce travail
porte sur I'identification d’un nouveau cluster, proposé dans le cadre de cette étude comme
le onzieme cluster ou génotype XI (Maminiaina et al., 2010; Servan de Almeida et al., 2009)
(ANNEXE 3; ANNEXE 2). L'existence de ce onziéme cluster est confirmée par |’analyse
phylogénétique basée sur le gene HN (de Leeuw & Peeters, 1999; Gould et al., 2003) et sur le

génome viral complet (Wise et al., 2004).

Les deux souches (MG-057/09, MG-168/09) isolées a partir de Dendrocigna viduata (Tsiriry)
et Anas plathirhyncos (Canard a bec rouge ou Menamolotra) sont classées dans le génotype
I, plus précisément dans le sous génotype Ib ol se trouvent la plupart des souches d’APMV-1
isolées a partir des oiseaux sauvages aquatiques migrateurs en Extréme-Orient (Sakai et al.,
2007), aux Etats-Unis (Kim et al., 2007a) et en Europe (Jorgensen et al., 2004). En revanche,
toutes les souches vaccinales du génotype I/classe Il comme Ulster/1967, V4 et 12 sont
regroupées dans les deux autres sous-clusters la et Ic, suggérant que les deux souches que
nous avons isolées ne dérivent pas de souches vaccinales. Cette hypothese est renforcée par
le fait que gu’une enquéte réalisée en 2010 auprés des fournisseurs de vaccins aviaires a
confirmé que tous les vaccins (inactivé ou vivant) utilisés a Madagascar étaient fabriqués
uniguement avec les souches de génotype Il (La Sota et ses clones et Hicthner B1) et Il
(Mukteswar). L'analyse moléculaire du site de clivage (**GKQGR<,L'"") du précurseur de la
protéine de fusion (F) de ces deux souches a montré un profil avirulent. En outre, la
divergence génétique maximale entre ces deux souches et d’autres souches isolées en
Extréme-Orient en 2002 Anas/FarEast/3638/02 (Liu et al., 2009) ou en Amérique du Nord en
2004 Mallard/US_04-204/04, Mallard/US_04-235/04 (Kim et al., 2007a) n’est que 2%.Ces
souches lentogénes isolées chez les oiseaux sauvages ne sont donc pas des souches

vaccinales.

Le suivi longitudinal des anatidés sauvages aquatiques effectué au lac Alaotra en 2010 a
montré que les canards sauvages vivent en promiscuité avec les palmipedes domestiques
(Minodier, 2010). Ces derniers pourraient constituer un relais pour la transmission des
souches d’APMV-1 (génotype Ib) avirulentes ou asymptomatiques vers les poulets du

compartiment |. En effet, I'analyse phylogénétique des séquences issues du criblage par
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QRT-PCR lors des enquétes de prévalence en 2010 montrent que la séquence MGS-227/09
obtenue a partir d’'un poulet villageois (Gallus gallus) non vacciné est également classée
dans le sous-génotype Ib. De plus, cette souche présente 100% d’identité sur 240 pb du gene
F avec les séquences des deux souches isolées chez les oiseaux sauvages (MG-057/09, MG-
168/09). Ce résultat est fortement en faveur d’une circulation virale entre les palmipédes
domestiques du compartiment | et les oiseaux sauvages du compartiment lll. Par ailleurs,
nous avons aussi détecté la circulation d‘APMV-1 avirulent (**GKQGR,L'Y") de sous-
génotype la et Ic dans cing échantillons (MGS-271C/09, MG-TA 1037/08, MG-TA 1070/08 et
MG-TA 1054/08), quatre d’entre eux provenant de poulets (Gallus gallus) et le cinquiéme
isolé d’un palmipede domestique (Anas sp). Bien gu’aucun virus commun aux oiseaux
sauvages et aux palmipedes domestiques n’ait été isolé, probablement en raison de la
faiblesse de [I'échantillonnage, les informations de virologie moléculaire et celles
correspondant aux mouvements d’oiseaux telles que représentés sur la Figure 47,
permettent cependant de suspecter que les palmipedes domestiques jouent un réle relais
entre le compartiment lll et les poulets du compartiment |. Une telle circulation virale
d’APMV-1 entre oiseaux sauvages et domestiques a été montrée auparavant en Amérique

du Nord (Kim et al., 2007b), en Europe (Wehmann, 1999) et en Asie (Kim et al., 2007b).

Depuis l'utilisation généralisée de la vaccination contre la MN, I'existence de souches
vaccinales d'APMV-1 circulantes dans la nature a été démontrée a plusieurs reprises (Qiu et
al., 2009; Wu et al., 2011). Ces souches sont des clones dérivés des souches vaccinales
disséminées par la vaccination de masse (Miller et al., 2009; Wehmann, 1999). Cependant, il
est improbable que les cing souches de génotype | détectées dans les compartiments
domestiques et les deux souches avirulentes du compartiment sauvage proviennent de la
vaccination dans la mesure ou aucun vaccin utilisé n’est composé de souches de génotype I.
Néanmoins, une utilisation ignorée de ce type de vaccin ne peut pas étre écartée a
Madagascar.

En conclusion, diverses souches d’APMV-1 avirulentes, probablement non dérivées de
souches vaccinales, appartenant aux sous-génotypes la, Ib et Ic, co-circulent a l'intérieur du

compartiment |, surtout dans les populations ou le taux de vaccination est inférieur a 10%.
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En plus de ces souches lentogénes de génotype |, trois souches d’APMV-1 (MG-140/09, MG-
101/09 et MG-122/09) de génotype Ill ont été détectées chez des volailles du compartiment
I. Ces souches présentent une identité de 99% sur 374 pb du gene F avec la souche vaccinale
Mukteswar utilisée dans le vaccin PESTAVIA® produit par I'Institut Malgache des Vaccins
Vétérinaires (IMVAVET) a Madagascar. Ce résultat suggére une origine vaccinale lié a ces
souches, hypothese renforcée par le fait que les souches MG-140/09, MG-101/09 et MG-
122/09 possédent la méme signature moléculaire au niveau de la protéine de fusion,
représentée par la substitution d’une cystéine en proline en position 25 (Y>=C), spécifique
des souches vaccinales de génotype lll (Wu et al., 2011). La souche Mukteswar est une
souche mesogéne avec un ICPI égale a 1,4 et un site de clivage *RRQRR{ F'*” (OIE, 2009).
Cette souche a entrainé un taux de mortalité élevé in ovo lors des inoculations que nous
avons réalisées. Ce constat confirme que cette souche a un pouvoir infectieux résiduel non
négligeable et que son excrétion par des animaux vaccinés est probable. Des études
similaires ont montré |'existence d’une circulation de souches dérivées de Mukteswar
utilisée comme vaccin. Ces souches ont été isolées au cours d’un foyer de MN chez les
poulets (JS-7-05-Ch (ICPI1=1,88)) et chez les oies (JS-9-05-Go (ICPI=1,61)) en Chine en 2005
(Qiu et al., 2009; Wu et al., 2011). Au regard de ces résultats, il est probable qu’en plus des
APMV-1 avirulents circulant naturellement entre les compartiments domestique et sauvage,
des souches vaccinales d’APMV-1, provenant des trois vaccins utilisés a Madagascar, La Sota,
Hicthner B1 et Mukteswar, puissent circuler de facon silencieuse. Ce scénario pourrait
favoriser des recombinaisons entre souches et I'émergence de nouvelles souches virulentes.
La recombinaison d’une souche vaccinale avec une souche sauvage dans la nature a déja été

montrée par Han et al (Han et al., 2008) et Zhang et al (Zhang et al., 2010).

Outre la circulation silencieuse de souches avirulentes, des souches virulentes sont a
I'origine de foyers de MN dans les deux zones d’études et dans les compartiments | et Il.
Cing souches virales (MG-1992, MG-Meola/08, MG-BBS/09, MG-39-04/08, MG-725/08) ont
été isolées en 1992, 2008 et 2009. Selon I'analyse phylogénétique, ces cing souches sont
regroupées dans un nouveau cluster que nous avons proposé comme génotype Xl
(Maminiaina et al., 2010; Servan de Almeida et al., 2009). Elles possedent un site de clivage

2RRRRRUFH de type virulent. Ce type de site de clivage, formé uniquement par cing
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arginine (R) est unique. En plus de ce site de clivage inédit, plusieurs marqueurs de virulence
sont aussi observés dans ces cing souches. Parmi ces marqueurs, la longueur de la protéine
HN fait partie d’'un déterminant de virulence majeur (de Leeuw et al., 2005; Huang et al.,
2004b; Romer-Oberdorfer et al., 2006; Romer-Oberdorfer et al., 2003). Les APMV-1 ont une
protéine HN qui peut varier de 571 aa a 577 ou 616 aa (Alexander, 1997; Sakaguchi et al.,
1989). Seules les souches velogénes, dont celles de génotype Xl isolées dans ce travail,
possédent une protéine HN plus courte (571 aa). En outre, les essais in vivo sur poulets
(Gallus gallus) ont montré que ces souches ont un IPIC égal a 1,9 proche de la valeur
maximale de 2,0, confirmant leur caractere trées virulent. La circulation de souches virulentes
de génotype Xl a été détectée dans des foyers de MN en 2010 (Rasamoelina Andriamanivo,
2011). Ces souches sont toutes apparentées, ce qui nous permet de considérer que seul le
génotype Xl est actuellement responsable de foyers de MN a Madagascar au moins depuis

1992.

Des souches de type velogéne de génotype VIl ont été également détectées chez un canard
(MG 1511/08 sous-génotype VlIg ou Xllla) lors de I'enquéte épidémiologique de 2008 et chez
un poulet (MGS 353T/09 sous-génotype VIld ou Xll) lors de la surveillance de 2010. Ces deux
échantillons ont été prélevés dans le cadre d’enquétes de surveillance active a partir
d’animaux apparemment sains dans le compartiment | et Il malgré le caractere velogéne de
leur site de clivage (*?RRQKR{F'Y) et leur classement phylogénétique dans un cluster
velogéne (génotype VII). Curieusement ce génotype VIl virulent n’a jamais été mis en
évidence dans un foyer. Une de ces souches de génotype VII (MGS-353T/09) est incluse dans
le sous-génotype VIId, prévalent depuis 1990 en Asie, en Afrique et en Europe et isolé a la
fois chez des palmipédes et des gallinacées (Abolnik et al., 2004; Herczeg et al., 2001;
Herczeg et al., 1999; Huang et al., 2004a; Ke et al., 2001; Mohamed et al., 2011; Rui et al.,
2009). En revanche, la deuxieme séquence (MG 1511/08), se trouve dans le sous-génotype
ex-Vllh ou XIIl qui regroupe uniquement les souches isolées en Afrique de 'Ouest et Centrale

(Cattoli et al., 2009; Hammoumi et al., 2011).
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Partie 2: Caractéristiques des APMV-1 dans le génotype Xl et leur évolution

Au cours de cette étude, les analyses phylogénétiques basées sur le géne F (374 nt), le géne
HN (1713 nt) et le génome viral ont montré que le génotype Xl est génétiquement plus
proche du génotype IV. La divergence génétique entre ces deux génotypes est de 12%. Il faut
noter que le génotype IV comme les génotypes |, Il, lll, fait partie des anciens génotypes
responsables des premieres épizooties de MN dans le monde (Czeglédi et al., 2006). Un des
caractéres qui différencient les anciens et les nouveaux génotypes (V, VI, VII et VIII) est
I'insertion de six nucléotides (6 nt) au niveau de la région non codante (5’NCR) du gene de Ia
nucléoprotéine ou N (Wang et al., 2006). Le génotype Xl, malgré sa proximité
phylogénétique avec le génotype IV possede aussi cette insertion de 6 nt, ce qui suggere une
évolution particuliére de ce génotype, parallele mais indépendante par rapport aux autres
(Figure 48). En effet, une éventuelle recombinaison de I'ancétre de ce génotype XI avec une
souche d’un nouveau génotype au niveau de cette région 5’'NCR n’a pas été mise en
évidence par le logiciel RDP3. En outre, le génotype X| partage des caractéristiques

moléculaires uniques, non retrouvées dans d’autres génotypes (Maminiaina et al., 2010).

En se référant a une vitesse d’évolution génétique de 1% par décade en période d’épizootie
(APMV-1 virulent) et dans les conditions naturelles (Czeglédi et al., 2002; Wehmann et al.,
2003), la divergence maximale de 5% observée entre souches du génotype Xl impliquerait au
moins une durée de 50 ans (5 décades) pour étre acquise. Ces résultats s’accordent bien
avec la date d’introduction suspectée de cette maladie a Madagascar, soit vers 1946, date de
la premiére détection décrite de la maladie dans l'ile. Cependant, en se référant toujours a
la méme vitesse d’évolution génétique de 1% par décade, la divergence génétique de 12%
entre génotypes Xl et IV suppose que I'ancétre commun de ces deux génotypes ait émergé
plusieurs décennies avant l'introduction de la MN a Madagascar. Il est possible que cette
divergence ait davantage été induite par la pression du systéme immunitaire et
I'accumulation adaptative de mutations dans les protéines de structure du virus

correspondant a un phénomene de sélection positive (Suzuki, 1999).
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Figure48: Proposition d’évolution des APMV-1 et I'origine de génotype Xl basé sur I'étude de I’équipe de Yu en 2001 (Yu et
al., 2001).

Partie 3: Protection croisée entre les souches vaccinales et les souches du
génotype XI

Dans le compartiment |, la circulation des APMV-1 peut étre expliquée par la faible
couverture vaccinale qui ne dépasse pas 10% (Koko et al., 2006; Maminiaina et al., 2007). En
revanche, dans le compartiment Il la vaccination est tres répandue. Des cas sporadiques de
MN ont cependant été rencontrés au cours de cette étude, aussi bien dans les fermes de
poules pondeuses que de poulets de chair. Toutes les souches d’APMV-1 isolées dans des
foyers et caractérisées jusqu’a présent appartiennent au seul génotype Xl. Les vaccins
utilisés a Madagascar sont de génotype Il ou lll. L’hypothése d’un échappement partiel du
génotype Xl a la protection conférée par d’autres génotypes a donc été émise et vérifiée sur
le plan expérimental. Deux expérimentations différentes ont été menées, une au FOFIFA-
DRZV (Antananarivo-Madagascar) et une a 'UVIPAC (ANSES-Ploufragan-France). La premiére
a été effectuée avec la souche d’épreuve MG-1992 (génotype Xl) sur des poulets de race

locale vaccinés avec trois vaccins vivants a base des souches La Sota, Hitchner B1 et
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Mukteswar. La deuxiéeme expérimentation a utilisé une vaccination mixte (HB1-vivant /La
Sota Clone-30-inactivé huileux) sur des poussins EOPS d’un jour d’age et la souche d’épreuve
MG-725/08 (génotype Xl). Ces expérimentations ont montré une protection contre la
morbidité et la mortalité induite par la vaccination. Toutes les autres études ont également
montré des résultats d’efficacité des vaccins commerciaux contre différents génotypes de
virus de la MN : génotype lll (Jeon et al., 2008), génotypes V et VI (Kapczynski & King, 2005;
Kapczynski et al., 2006; Miller et al., 2007), génotype VIId (Abbas et al., 2006; Ahmad et al.,
2007; Bwala et al., 2009; Ezema, 2009; Jeon et al., 2008; Rauw et al., 2009). Toutefois,
malgré la protection clinique conférée par les vaccins contre la MN, I’excrétion virale par les
animaux vaccinés avec un génotype et infectés par un autre génotype a déja été démontrée
(Ahmad et al., 2007; Bwala et al., 2009; Jeon et al., 2008; Kapczynski & King, 2005). Les
travaux effectués par Li et al, (2010) ont récemment montré que des vaccins
phylogénétiquement proches des souches d’épreuve offrent une meilleure réduction du
niveu d’excrétion virale par rapport aux vaccins classiques. Dans notre étude, les poulets
vaccinés avec le génotype Il et infectés avec la souche virulente MG-725/08 (ICPI=1,9)
excrétent ce virus pendant deux semaines (14 jours), alors que la souche d’épreuve de
référence Herts 33/VNHe/2.1 n’est excrétée que 3 jours. Ces différences de durée
d’excrétion pourraient résulter de I'accumulation dans le génotype XI de mutations sur les
deux protéines d’enveloppe. Les cas sporadiques de MN observés dans le compartiment Il
comprenant des volailles régulierement et systématiquement vaccinées pourraient étre
expliqués par ces variations antigéniques du génotype Xl. En effet, les quelques volailles mal
vaccinées sont maintenues au contact de volailles cliniguement protégées mais capables

d’excréter jusqu’a 1,1x10°EqDIEso,
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CHAPITRE VI: PERSPECTIVES ET CONCLUSION

Les résultats obtenus au cours de ces quatre années de thése et de recherche ont permis de
mieux connaitre les caractéristiques virologiques et épidémiologiques des différentes
souches avirulentes et virulentes de paramyxovirus aviaire de type 1 circulant dans les deux
sites d’étude a Madagascar et dans différents compartiments impliquant oiseaux
domestiques et sauvages. Cette étude a montré I'existence d’'un nouveau génotype (hnommé
ici génotype Xl) spécifique a Madagascar, responsable de tous les foyers cliniques de MN
analysés jusqu’a présent. Ce nouveau génotype est dérivé d’'une souche responsable d’'une
panzootie apparue dans les années 1950-60, qui s’est depuis lors éteinte a I'échelle
mondiale. L’analyse de protection croisée entre les vaccins contre la MN pratiqués
actuellement et les souches appartenant a ce génotype montre que les vaccins, utilisés a
Madagascar, protégent les volailles contre la morbidité et la mortalité mais n’empéchent pas

I’excrétion virale.

L’'ensemble de ces travaux ont également contribué a la mise en place d’un laboratoire de
biologie moléculaire pour le diagnostic des pestes aviaires au FOFIFA-DRZV a Madagascar. lls
permettent aussi de répondre en partie aux questions du projet GRIPAVI et en particulier
d’améliorer la connaissance des interactions entre communautés d’oiseaux domestiques et

sauvages.

Afin de compléter ces études, il serait intéressant (i) de poursuivre les activités de recherche
sur l'identification et la caractérisation des APMV-1 circulant dans les bassins avicoles de
Madagascar et provoquant des foyers de MN dans les élevages de volailles domestiques, (ii)
de décrire précisément les foyers de MN survenant dans des systémes contrastés sur le plan
du peuplement aviaire (dominance de poulets gasy ou de palmipédes, environnement sec ou
humide) et (iii) de vérifier I'excrétion virale apres vaccination contre la MN avec les vaccins
utilisés a Madagascar avec les souches de génotype Xl sur les races locales de poulets.
L'utilisation de volailles sentinelles au contact d’animaux vaccinés permettrait d’évaluer le

pouvoir de transmission des virus excrétés.
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Résumé

Une enquéte épidémiologique sur la maladie de Newcastle en aviculture
villageoise a été conduite pendant douze mois (de mai 1999 a juin 2000), aux
environs d’Ambohimangakely et de Moramanga, deux zones agro-écologiques
de Madagascar. Les trente familles ayant participé a I'enquéte ont affirmé avoir
été victimes d'une épizootie avec une forte mortalité au moins une fois avant
I'enquéte. Les résultats de la recherche sérologique et I'isolement de I'agent
pathogéne ont confirmé que cette épizootie, responsable de 44,3 % de toute la
mortalité enregistrée pendant douze mois, est bien la maladie de Newcastle.
L'incidence maximale (71 %) de la maladie affectant 75 % des élevages de basse-
cour a eu lieu au mois d'octobre 1999, avec une séroprévalence atteignant
souvent les 100 % aprés le passage de I'épizootie. Dans les villages, I'infection
est apportée soit par les poules nouvellement introduites, soit par les oiseaux
guéris. Toutes les formes de la maladie de Newcastle (épizootique, enzootique et
asymptomatique) ont été rencontrées. Les comportements des éleveurs
favorisent la généralisation de I'infection au sein d'un méme village et dans les
villages environnants.

Mots-clés )
Aviculture villageoise — Epidémiologie — Madagascar — Maladie de Newcastle —
Sérologie — Volaille.

aviaire est actuellement estimé a 26 millions de tétes (11)
se répartissant entre deux sous-secteurs, le sous-secteur
commercial, développé autour des zones urbaines
et périurbaines, et le sous-secteur traditionnel ou

La maladie de Newcastle ou pseudo-peste aviaire est une
virose  aviaire hautement contagieuse affectant
frequemment les poules et les dindes. L’ agent causal est le
paramyxovirus aviaire 1 (APMV 1) du genre Avulavirus
(14), appartenant a la famille des Paramyxoviridae (18).
Depuis son apparition pour la premiere fois en 1946 a
Madagascar (17), sa présence est régulierement signalée
sur tout le territoire. Cette maladie est le principal obstacle
au développement de l'aviculture villageoise en Afrique et
sur dautres continents (13). A Madagascar, le cheptel

aviculture villageoise, présent dans tout le territoire
national, jusque dans les régions les plus enclavées. La
répartition des effectifs aviaires entre les deux sous-secteurs
reste variable selon les sources et les années. Plus de 83 %
des volailles environ (Maison des petits élevages,
communication personnelle, 2004) évoluent dans le sous-
secteur traditionnel.

Dans le secteur avicole commercial, contrairement
au secteur traditionnel, I'épidémiologie et le controle de la
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maladie de Newcastle ont été intensivement étudiés et
largement documentés ; ainsi, en élevage industriel,
la maladie de Newcastle n’apparait, sous sa forme typique
(paralysie des membres, torticolis, diarrhée verdatre, etc.)
que lorsqu’il y a une mauvaise application du programme
de vaccination (9). En conséquence, elle a perdu
sa premiere place comme pathologie dominante et est
devenue trés secondaire dans les fermes modernes
malgaches par rapport aux autres viroses aviaires
nouvellement introduites a Madagascar comme la
maladie de Marek, la bronchite infectieuse et la maladie
de Gumboro.

Néanmoins, au niveau de la production de volailles rurales
ou de poulets villageois, dans la plupart des pays en
développement, la maladie de Newcastle est considérée
comme la pathologie la plus importante (2). Pour certains
auteurs comme Porphyre (16) et Khalafalla (8), ce type
d’aviculture constitue une menace sanitaire pour le sous-
secteur commercial. Aussi, le controle de la maladie de
Newecastle figure-t-il parmi les priorités pour 'amélioration
du systeme dans les guides dinclusion de la poule
villageoise élaborés par le Programme spécial pour la
sécurité alimentaire (PSSA) de I'Organisation des Nations
Unies pour lalimentation et l'agriculture (FAO). Pour
Madagascar, la connaissance des facteurs intervenant dans
I'épidémiologie de la maladie de Newcastle est une étape a
franchir avant d’apporter les solutions. Les données
présentées dans cet article ont été obtenues a partir d'un
suivi épidémiologique réalisé dans le cadre du contrat de
recherche (Projet MAG 10 185) entre la division conjointe
FAO/Agence internationale de I'énergie atomique (AIEA) et
le Centre national de la recherche appliquée au
développement rural — Département de recherches
zootechniques et vétérinaires (FOFIFA-DRZV).

Matériels et méthodes

Description des zones d’étude

Une enquéte épidémiologique a été réalisée sur deux zones
pendant une période de douze mois (de mai 1999 a juin
2000). La zone 1, Ambohimangakely (longitude 47° 36’ E ;
latitude 18° 54’ S ; altitude 1 310 m), correspond a un
rayon de 5 km et comprend les trois villages numérotés 11,
12 et 13 (Ambohimangakely, Betsizaraina et Alatsinainy).
La zone 2, Moramanga (longitude 48° 13’ E; latitude
18° 570 S; altitude 912 m) correspond a un rayon de
7,5 km et comprend trois villages numérotés 21, 22 et
23 (Mangoro-Ankarahara, Ankarefo et Ambodin’Ifody
Gara). Dans chaque village, trois a sept ménages d’éleveurs
de volailles ont été choisis en fonction de leur disponibilité
a recevoir la visite des techniciens tous les quinze jours et
a mettre a leur disposition leurs volailles.
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Enquéte

Les trente éleveurs qui ont participé a l'enquéte ont été
identifiés par des numéros a trois chiffres incluant la zone
et le village auxquels ils appartiennent : 111 a 115 pour
le village 11 ; 121, 123 et 125 pour le village 12 ; 131 a
134 pour le village 13 ; 213, 214, 215, 218 et 219 pour le
village 21 ; 221 a 227 pour le village 22 et enfin, 231 a
236 pour le village 23. La connaissance qu’ont les éleveurs
de la maladie de Newcastle a été évaluée au début de
l'enquéte. Lenregistrement des différents événements
survenant dans chaque cheptel de poule (Gallus gallus) a
été réalisé sur des fiches par les équipes de techniciens. Les
fiches comportaient le recensement des effectifs avec une
indication de I'évolution du cheptel a partir de leffectif de
départ, a savoir les nouveaux poussins, les déces classés
selon leurs causes, les ventes et la consommation, les dons,
les mouvements d’entrée et de sortie, les changements de
catégorie. Ces données ont été collectées au cours de visites
effectuées tous les quinze jours.

Diagnostic clinique et post-mortem

Des descriptions symptomatologiques des oiseaux malades
ont été réalisées. A chaque apparition dépizootie,
deux oiseaux malades ont été emportés, avec la permission
des éleveurs, et autopsiés au laboratoire de diagnostic
du DRZV d’Antananarivo. Les lésions des différents
organes ont été étudiées selon la méthode décrite par
Alders et Spradbrow (1).

Sérologie

Des prises de sang, a la veine alaire des volailles, ont été
effectuées au début de I'enquéte et apres chaque épizootie
sur les oiseaux malades, en utilisant la technique de Janeen
et Rini (1). Le titrage des anticorps dirigés contre le virus
de la maladie de Newcastle, par le test d'inhibition de
I'hémagglutination (IHA) a été réalisé sur microplaque a
fond U et a antigene constant possédant un titre de 4 unités
hémagglutinantes (UHA) et dilution de sérum de log 2,
selon la procédure décrite par Allan et Gough (3):
la souche Mukteswar du virus de la maladie de Newcastle
de pathotype mésogene, produit sur ceufs embryonnés, a
été utilisée comme antigene pour ce test. Le titre
d’anticorps vis-a-vis de la maladie de Newcastle était
considéré comme positif, avec la technique IHA, sl
était supérieur ou égal a log 2 (4).

Résultats

Connaissance de la maladie
de Newcastle par les villageois

Tous les éleveurs ont signalé le passage cyclique dune
épizootie meurtriere au moins une fois avant le début de
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l'enquéte (mai et juin 1999). Cette épizootie est appelée
par plusieurs noms vernaculaires tels que « barika »,
« ramoletaka akoho » ou « moafon’akoho ». Lappellation
« ramoletaka akoho » désigne plutot la maladie qui frappe
spécialement les poules (Gallus) alors que le terme
« barika » désigne, dans les deux zones, la maladie
spécifique du genre Gallus, ou bien celle qui affecte
en méme temps les palmipedes. Malgré le passage annuel
de ramoletaka, aucun éleveur ne vaccine ses poules.
Par ailleurs, les éleveurs savent que les oiseaux rescapés ne
seront plus atteints par cette maladie. Il a été précisé
quaucune mesure de décontamination n'est prise pour les
oiseaux morts.

Suivi des mouvements du cheptel aviaire

En douze mois de suivi, 2 236 oiseaux ont été examinés
chez les trente éleveurs des deux zones d’étude.
Laugmentation du cheptel provient des poussins
nouvellement éclos et des nouveaux individus introduits
ou achetés a lextérieur et enregistrés dans la colonne
« entrée ». A l'inverse, la diminution du cheptel est due a
la sortie des volailles, qu'il s'agisse d'individus exploités
(volailles vendues, consommées ou données), morts ou
perdus, ou dindividus transférés hors du cheptel
(Tableau D).

Tableau |
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Diagnostic clinique de la maladie
de Newcastle et examen post-mortem

Au cours des épizooties successives, 51 volailles malades
ont pu étre identifiées. Tous les cas analysés, quelle que soit
leur classe d’age, ont présenté de la prostration et de la
diarrhée. Des troubles nerveux ont également été observés
(torticolis chez la classe poulette et paralysie des ailes et
des pattes chez le poussin). Des pétéchies sur la muqueuse
intestinale et sur le proventricule ont été observées sur la
plupart des individus malades suspectés de maladie
de Newcastle.

Cependant, chez léleveur 131, l'examen post-mortem
effectué sur les cadavres de quatre oiseaux, lors d'une
épizootie tres meurtriere dont l'allure symptomatologique
était similaire a celle de la maladie de Newcastle, n’a pas
révélé de lésions attribuables a cette maladie.

Seérologie

Au début de I'enquéte, la séroprévalence de la maladie de
Newcastle était de 20,58 % alors que plus de 72 %
des échantillons prélevés dans les quatre villages (21, 22,
23 et 12) pendant la période épizootique se sont révélés
positifs (Tableau II). Dans le village 11, les sérums des

Les mouvements rencontrés dans le cheptel pendant la période de I'enquéte (mai 1999 a juin 2000)

Sorties

Nombre Effectif Mortalité Autres Effectif Total effectif

Zone L Entrées Mortalité due a la . . .

d'éleveurs initial totale . sorties @ final suivi

maladie de Newcastle

1 12 83 668 443 218 (49,20 %) 126 182 751
2 18 280 1205 777 323 (41,57 %) ® 443 265 1485
1et? 1220 541 (44,34 %)® 569
Total 30 363 1873 1789 447 2236

a) Autres sorties : vente, consommation, perte, vol et transfert & I'extérieur
b) Taux de mortalité due au virus de la maladie de Newcastle par rapport a la mortalité totale

Tableau
Variation de la séroprévalence (titres = 3 log 2) de la maladie de Newcastle déterminée par la technique d'inhibition de
I’'hémagglutination (IHA) a divers moments de I'étude conduite dans deux zones de Madagascar

Prévalence sérologique (pourcentage)

Début de I'enquéte Périodes de pic Rescapés dans le village 11 Village 13 indemne

Classe d'age (juin 1999) (octobre 1999 et février 2000) (septembre 1999)
(n=68) (n=74) (n=7) (n=40)

Poussin - 0/2 - -

Poulet 0/25 20/37 (54,05 %) 3/3 0/24

Adulte 14/43 (32,55 %) 32/35 (91,42 %) 4/4 1/15 (6,25 %)

Total 14/68 (20,58 %) 52/14 (72,22 %) 7/7 (100 %) 1/39 (3,3 %)

—: pas de données
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poules malades et des volailles guéries de I’épizootie du
mois d’octobre 1999 ont tous donné des résultats positifs,
avec des titres danticorps dirigés contre le virus de la
maladie de Newcastle supérieurs a 10 log 2. En revanche,
les résultats sérologiques des échantillons de sérum
de poulet provenant du village 13, épargné jusqu’au mois
d’octobre 1999, ont été négatifs a I'exception d'une poule
adulte appartenant a léleveur 134. Les investigations
sérologiques effectuées chez les rescapés du passage des
épizooties meurtrieres dans la zone 2 ont donné
des résultats identiques a ceux de la zone 1, a savoir, un
pourcentage de résultats positifs tres élevé avec des titres
d’anticorps dirigés contre le virus de la maladie
de Newcastle tres élevés. Toutefois, le cas de léleveur
221 fait exception. Les analyses sérologiques de ses
volailles présentant des signes de maladie de Newcastle
identiques a ceux trouvés chez les volailles des autres
élevages familiaux du village 22 ont donné uniquement
des résultats négatifs. Aucun des sérums prélevés sur les
autres especes aviaires (pigeon, oie, canard) élevées
ensemble avec les poules (Gallus) pendant I'épizootie n’a
donné un résultat positif. La poulette Volontsipoy de
léleveur 115 faisait partie des oiseaux guéris de I'épizootie
de maladie de Newcastle d’octobre. Elle n’a présenté aucun
signe de maladie. Le suivi de I’évolution de son titre
d’anticorps durant huit mois a permis de constater que ce
titre est resté tres élevé : supérieur a 12 log 2, deux
semaines apres I'épizootie ; égal a 9 pendant tout le reste
de la période de suivi. Ses six poussins issus de la premiere
couvée sont restés séropositifs vis-a-vis de la maladie de
Newecastle jusqua l'age de 2 mois et demi apres leur
éclosion. Toutefois, les titres obtenus étaient relativement
bas (3 a 5 log 2) mais ont persisté jusqu’a 'age de 6 mois
environ dans trois cas sur cing.

Tableau lll
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Fréequence de la maladie de Newcastle

Les 1 220 cas de mortalité observés pendant la période
de lenquéte ont plusieurs causes: les prédateurs, les
maladies telles que la maladie de Newcastle, la variole, le
choléra aviaire ou pasteurellose et les parasitoses, ainsi que
divers facteurs de mortalité tels que le piétinement ou
I'écrasement, I'égarement, les intoxications et les facteurs
climatiques. Les cas de mortalité dus a la maladie
de Newcastle ont été comptabilisés a part. Ainsi, 541 cas de
maladie de Newecastle ont été enregistrés pour les deux
zones toute I'année (Tableau I).

Pour le cas de la zone 1, I'épizootie a d’abord explosé dans
le village 11 au mois de septembre, puis dans le village
12 a partir du mois d’'octobre et enfin, dans le village
13 pendant les toutes dernieres périodes du suivi
(Tableaux 11l et IV). Lincidence de la maladie de Newcastle
a atteint le niveau maximal en octobre 1999 ou 71 % des
cheptels sont morts (Fig. 1). Lallure prise par la maladie
restait variable selon les localités. Les cas des villages 11 et
13 sont tres graves. En quelques semaines, I'épizootie s’est
arrétée apres avoir ravagé la majeure partie du cheptel. En
revanche, chez les éleveurs 121 et 123, elle a pris une
forme enzootique en persistant durant trois et six mois
respectivement. L'incidence de la maladie calculée sur la
base du cheptel de chaque éleveur est restée inférieure
a50 %.

Dans la deuxieme zone, 'épizootie a infecté deux villages
sur trois (Mangoro-Ankarahara et Ambodin’lfody Gara)
des le mois d’octobre 1999, y compris le cas isolé de
Iéleveur 236 au début de l'enquéte (mai 1999). 1l faut
remarquer que, lors de cette épidémie d’octobre, tous les

Taux de mortalité due aux épizooties de maladie de Newcastle dans la zone 1

Année 1999 Année 2000
Eleveurs mai juil. aoiit sept. oct. nov. déc. janv. fév. mars avril mai juin
1M1 32,43 39,13
112 87,50
113 60,00
114 100,00
115 90,00
121 1714 51,72 17,86 11,76
123 3519 2564 4,00 22,92 33,33 36,36
125 35,71
131 62,50
132
133
134 80,00
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Tableau IV
Taux de mortalité due aux épizooties de maladie de Newcastle dans la zone 2
Année 1999 Année 2000
Eleveurs mai juil. aoiit sept. oct. nov. déc. janv. fév. mars avril mai juin
213
214 65,96 50,00 5,88
215
218
219
221 12,73 40,00
222 7.14 79,41
223 789 90,63
224 90,91
225 94,44
226 21,88
227 88,57
231 6,90
232 100,00
233 21,27
234 60,00 25,00
235 59,46 7,14
236 244 58,33 6,67
° 100 janvier a mars 2000) lors de la deuxieme épizootie, sous
= forme de cas isolés. Lincidence de la maladie de Newcastle
é% dans la zone 2 présente deux pics (Fig. 1), le premier a
=37 33 % au mois d’octobre 1999 et le deuxieme au mois de
g g février 2000 a 26 %. En analysant ensemble les résultats de
éz I'enquéte obtenus dans les deux zones, il apparait
£ clairement que la période d’accalmie pour la maladie de
Newecastle correspond aux mois d’avril, de juin et de juillet,

- % -Incidence zone 2

—o—Incidence zone 1
Fig. 1
Evolution de I'incidence de la maladie de Newcastle
dans les deux zones de I'enquéte (mai 1999 a juin 2000)

élevages d’Ambodin’Ifody ont été touchés a I'exception de
celui de I'¢éleveur 236. Du coté du village 21, seul I'éleveur
214 du quartier d’Ankarahara a été concerné par
I'épizootie ; les autres, situés dans le quartier de Mangoro
sont restés indemnes et cela, jusqua la fin du suivi. Le
troisieme village (Ankarefo) a connu la maladie a partir du
mois de décembre. Lallure épidémiologique de la maladie
de Newcastle a été semblable a celle de la zone 1. Si la
maladie n'a duré que quelques semaines dans les villages
21 et 23 (épizootie d’'octobre), en revanche elle a persisté
pendant quatre mois (de décembre 1999 a mars 2000)
dans le village 22 et trois mois chez I'¢leveur 236 (de

pendant lesquels aucun cas n’a été signalé 'année de suivi.

Discussion et conclusion

Lenquéte a permis de connaitre les observations des trente
familles d’éleveurs sur une épizootie cyclique tres
meurtriere, appelée par les éleveurs « barika »,
« ramoletaka », « moafon’akoho » ou « pesta akoho » avant
juin 1999. La présence de cette maladie a été constatée lors
du suivi épidémiologique. Les diagnostics clinique, post-
mortem et sérologique conduisaient a une forte suspicion
de la maladie de Newecastle. Lisolement virologique d'une
souche sauvage du virus de la maladie de Newcastle a
partit d'un cerveau de poulet malade confirme que
I'épizootie décrite par les éleveurs correspond, pour la
majorité des cas, a la maladie de Newcastle (11).

La maladie de Newcastle est bien connue des éleveurs de
laviculture villageoise de  différents pays en
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développement, comme le prouve l'existence des noms en
langues locales pour la désigner, variant selon les localités
(1). Ces appellations dénotent la gravité et I'importance de
cette maladie. Dans la partie Nord de Madagascar,
englobant les régions d’Analanjirofo, de Sofia et
d’Antsiranana par exemple, la maladie de Newcastle
est désignée sous le terme de « Ramibomogno » (traduit
littéralement : « qui explose »), maladie d’évolution
extrémement rapide avec un taux de mortalité tres élevé,
anéantissant le cheptel en un laps de temps tres court. Une
terminologie similaire (« the bomb ») a été retrouvée
en Afrique, chez les éleveurs de la région ouest de la
République démocratique du Congo (6). Si la maladie
est bien connue des éleveurs, la vaccination par contre est
totalement ignorée en milieu villageois. Contrairement a
l'aviculture commerciale ot la maladie de Newcastle a été
controlée par la vaccination et la biosécurité (19), chez les
poulets villageois cette maladie est tres importante. Elle est
responsable de 49,20 % et de 41,57 % de la mortalité
totale enregistrée pendant les douze mois de suivi,
respectivement dans les zones 1 et 2 (44,34 % dans les
deux zones confondues) (Tableau I). Ce résultat, similaire
a ceux obtenus par des auteurs comme Alexander (2)
confirme que la maladie de Newecastle constitue réellement
la menace principale de la production de volailles en
milieu rural a Madagascar. 11 semblait démontré que la
maladie a plus d'impact dans la zone 1 que dans la zone 2.
Cette situation pourrait étre due a lexistence d'un
environnement favorable a la dissémination de la maladie
de Newcastle dans la zone 1, a savoir la situation
périurbaine, de gros villages ayant des marchés quotidiens
(village 12), des achats fréquents de volailles de race
exotique aux marchés de la capitale et de la zome
périurbaine pour amélioration génétique, et des
mouvements spéciaux de volailles tels que les échanges de
cogs de combat et les combats eux-mémes (cas de I'éleveur
121, valable pour léleveur 214). Dans la zone 2, en
revanche, les villages sont de petite taille, il n’existe pas de
marché quotidien a proximité et les éleveurs sont
davantage isolés. La situation disolement a également
épargné certains éleveurs de la zone 1 (cas des éleveurs
132 et 133).

Apres chaque épizootie, les sujets séronégatifs ont disparu,
laissant derriere eux des oiseaux guéris séropositifs ayant
survécu aux foyers. En se référant au village 11,
la séroprévalence de la maladie de Newcastle du cheptel
rescapé est maximale : 100 % des volailles testées sont
séropositives apres le passage de I'épizootie. Pour le cas de
Madagascatr, les éleveurs reconstituent leur cheptel a partir
des individus rescapés car ils savent pertinemment que ces
volailles sont devenues résistantes a la maladie. Le
repeuplement s’effectue donc majoritairement a partir de la
reproduction interne du cheptel (10). Or, selon Gueye (6),
les poussins issus de poules rescapées d’une infection due
au virus de la maladie de Newecastle héritent tous des
anticorps d’origine maternelle dirigés contre cette maladie.
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Le taux d’anticorps hérités est proportionnel a celui de la
mere poule. Le temps d’écoulement, variable d'un individu
a l'autre, s’étale de trois a quatre semaines, période a lissue
de laquelle les anticorps maternels ont disparu, laissant
ainsi les poussins séronégatifs (3). En l'absence d'une
nouvelle infection, pendant la période d’accalmie allant du
mois d’avril au mois d’aott, des générations de poussins
se sont succédé, générant ainsi une nouvelle population de
poulets naifs dépourvus d’anticorps. Lenquéte sérologique
menée dans le village 13 au mois de septembre montre que
la baisse de la séroprévalence de la maladie de Newcastle
au niveau de la population aviaire villageoise continue a
sintensifier (2,5 %), jusqua devenir nulle. En effet, les
individus séropositifs appartenant pour la plupart a
la classe adulte perdent leurs anticorps au fil des mois
pendant toute la période d’accalmie. Larrivée de la
nouvelle génération de poulettes séronégatives ayant
atteint I'age adulte ne fait que rabaisser encore plus le taux
de séroprévalence de la maladie de Newcastle. 1l en résulte
une forte augmentation d’individus séronégatifs a partir
du mois de juin, au point de rendre le cheptel vulnérable
et totalement réceptif a I'égard d’'une nouvelle épizootie
vers le mois de septembre, période pendant laquelle la
densité de population des volailles dans les villages étudiés
était maximale (10). Alders et Spradbrow (1) observent
que, dans les élevages aviaires villageois, la maladie
de Newcastle présentait trois aspects épidémiologiques
caractéristiques, a savoir la forme épizootique, la forme
enzootique et le caractere saisonnier des épizooties. Les
résultats de cette enquéte illustrent bien les trois aspects
décrits ci-dessus.

Pour la forme épizootique, Alders et Spradbrow soulignent
que la source habituelle du virus de la maladie
de Newcastle est la volaille infectée et que la dissémination
est souvent due aux mouvements des volailles liés a leur
collecte et a leur vente aux marchés. Un poulet
en incubation de la maladie de Newcastle peut introduire
le virus dans une bande isolée, tres sensible, et provoquer
jusqu'a 100 % de mortalité. En effet, l'introduction d’un tel
individu vers les mois d’aott ou de septembre, au sein de
la population hautement réceptive des deux zones pourrait
avoir été a l'origine de I'épizootie dont le pic S'est situé au
mois d’octobre. L'augmentation du nombre de sujets
séronégatifs dans le cheptel et les mouvements dans les
marchés de volailles entrainent des foyers de maladie
de Newcastle (12).

Pour la forme enzootique, le virus pourrait étre entretenu
au sein de la population des oiseaux infectés ayant survécu
a un foyer. Ces volailles constituent probablement le
réservoir de virus qui passe d’un oiseau sensible a un autre
sensible au milieu dune population de volailles
majoritairement immunisées (15). Cette forme conduit a
une mortalité occasionnelle, relativement faible, n’attirant
méme pas l'attention des éleveurs (1). Cette possibilité
constitue une hypothese pour expliquer a la fois la
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situation d’endémicité vécue par les éleveurs 121 et
123, chez qui la maladie causait des pertes pendant six
mois, principalement chez les juvéniles, et 'explosion de la
forme épizootique du mois d’octobre. Le cas illustré par
léleveur 115, chez qui la poulette Volontsipoy a pu
échapper a la maladie de Newcastle pourrait sexpliquer
par la forme asymptomatique, c’est-a-dire une circulation
d'une souche du virus de la maladie de Newcastle
avirulente. Cette poulette n'a présenté aucun signe de la
maladie de Newcastle. Cependant, selon Alders et
Spradbrow (1), son organisme permet, bien que de facon
limitée, la réplication du virus sauvage, dont l'excrétion
entretient a la fois la persistance des anticorps pendant
neuf mois chez la poulette et chez sa progéniture.

Enfin, en ce qui concerne la saisonnalité, la fin de la saison
seche (octobre) semble réunir toutes les conditions (effectif
aviaire maximal et population séronégative nombreuse)
propres a la période d’explosion dans les deux localités de
l'étude, attribuée par les éleveurs aux conditions
climatiques saisonnieres (1, 12). Quatre villages sur six ont
connu des épizooties simultanément en cette fin de saison.
Les deux autres ont connu des épizooties soit en pleine
saison humide (cas du village 22), soit a la fin de la
saison humide (cas du village 13). Ces épizooties de saison
humide peuvent étre interprétées comme étant
le prolongement de celles du mois d’octobre. Dans tous les
cas, la plupart des éleveurs n'ont connu qu'une seule
épizootie pendant I'année, a l'exception de ceux qui ont
observé la forme enzootique, d’'une part, et de I'éleveur
236, dautre part. 1l faut remarquer toutefois que six
éleveurs restaient épargnés, bénéficiant dune situation
d’isolement : aire de divagation isolée, pas d’introduction
de volaille infectée de I'extérieur ou situation préservée de
toute contamination par voie aérienne (20).

Apres son explosion, la diffusion de la maladie se fait de
diverses manieres, en fonction du comportement des
éleveurs. Au premier signe de l'infection dans la basse-
cour, les éleveurs se débarrassent des poulets
apparemment en bonne santé. Ces poulets sont soit
amenés au marché pour étre vendus, soit transférés dans
un autre endroit jugé encore indemne. Le lieu de transfert
peut appartenir a I'éleveur lui-méme ou bien a un éleveur
parent habitant un autre village. Les volailles malades,
parfois méme les volailles trouvées mortes sont
consommeées et partagées entre la grande famille. Les restes
de ces volailles consommeées ne subissent aucun traitement
particulier. Toutes ces pratiques contribuent a la diffusion
rapide du virus, qui passe facilement du premier élevage
atteint aux autres élevages, dans le méme village ou dans
les villages voisins, entrainant I'extension de la maladie
vers des nouveaux foyers.

S'agissant de la contagion dans les basses-cours, la
dissémination au sein de la bande se fait principalement
par les fientes des volailles infectées et les visceres des
volailles que les éleveurs ont sacrifiées, ou par aérosol
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pendant la nuit (7). Les volailles qui nichent sur les arbres
(20) sont davantage épargnées par I'épizootie. La maladie
de Newcastle peut étre également transmise d'un village a
l'autre par I'homme, les animaux, les objets contaminés
(21). Dautres activités, dont celle liée a un petit restaurant
peuvent également étre invoquées pour expliquer l'origine
de l'infection, en particulier chez les éleveurs isolés (cas de
Péleveur 236).

Si lespece Gallus gallus est reconnue comme étant la
principale victime de la maladie, d’autres especes d’oiseaux
domestiques ou sauvages peuvent étre infectées par le virus
de la maladie de Newcastle, développer une forme
inapparente de maladie, jouer ainsi un role de réservoir et
intervenir dans sa propagation (22). Cependant, I'analyse
sérologique par le test IHA réalisée sur d’autres especes
(canards, oies et pigeons) vivant avec les poulets villageois
n'a révélé aucune trace de passage du virus de la maladie
de Newcastle. Or Villate (21) a précisé que des résultats
négatifs au test IHA n'excluent pas l'excrétion virale chez
des sujets naturellement peu sensibles.

1l est tout a fait possible que toutes les formes de virus de
la maladie de Newecastle circulent en méme temps dans
l'aviculture villageoise malgache, comme dans beaucoup
d’autres pays, aussi bien dans le secteur traditionnel que
commercial (5). Pourtant, bien de points restent a éclaircir
et nécessitent des études complémentaires, en particulier
pour déterminer lorigine du virus et isoler toutes les
souches existantes, suivies par une analyse génétique et
phylogénétique afin de mieux comprendre I'épidémiologie
de la maladie de Newecastle dans la filiere avicole
traditionnelle. Une investigation simultanée de la présence
des souches circulantes de virus de I'influenza aviaire dans
ces populations s'avere également souhaitable compte tenu
du contexte mondial.
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Epidemiology of Newcastle disease
in village poultry farming in Madagascar

0.F Maminiaina, M. Koko, J. Ravaomanana & S.J. Rakotonindrina

Summary

An epidemiological investigation into Newcastle disease in village poultry
farming was carried out for 12 months (from May 1999 to June 2000)
in Ambohimangakely and Moramanga, two agro-ecologic zones of Madagascar.
The thirty families that were surveyed stated that they had incurred losses from
an epizootic with high mortality rates at least once prior to the investigation.
The results of serological tests and virus isolation showed that the disease,
responsible for 44.3% of all the mortality recorded during the twelve-month
period, was Newcastle disease. Maximum incidence of the disease (71%),
affecting 75% of the families, occurred in October 1999, and seroprevalence
often reached 100% after the outbreak had ended. The infection was brought
to the villages either by newly introduced hens or recovered birds. All forms
of Newcastle disease (epidemic, endemic and asymptomatic) were observed.
The way farmers reacted contributed to the spread of the virus within a village
and to neighbouring locations.

Keywords

Backyard poultry — Epidemiology — Madagascar — Newcastle disease — Poultry —
Serology.

[ |

Epidemiologia de la enfermedad de Newcastle
en la avicultura tradicional de Madagascar

0.F Maminiaina, M. Koko, J. Ravaomanana & S.J. Rakotonindrina

Resumen

En los alrededores de Ambohimangakely y Moramanga, dos zonas de agricultura
ecologica de Magadascar, se llevd a cabo durante doce meses (de mayo de
1999 a junio de 2000) una investigacion epidemioldgica sobre la enfermedad
de Newecastle en la avicultura tradicional. Las treinta familias estudiadas
afirmaron haber sufrido una epizootia con una elevada tasa de mortalidad por lo
menos una vez con anterioridad a la investigacion. Los resultados del estudio
seroldgico y de los intentos de aislamiento del agente patégeno confirmaron que
esa epizootia, responsable de un 44,3% del total de mortalidad registrada en
doce meses, era en efecto la enfermedad de Newcastle. La incidencia méaxima
(71%) de la enfermedad, que afectd a un 75% de las gallinaceas, se alcanzd en
el mes de octubre de 1999, con una seroprevalencia que a menudo llegaba al
100% después de la epizootia. La infeccion penetra en las aldeas a través de
gallinas recién introducidas o de pajaros que se han curado. Se observaron
todas las formas de la enfermedad de Newcastle (epizodtica, enzodtica y
asintomatica). La conducta de los avicultores favorece la extension de la
infeccion dentro de una misma aldea y en los pueblos aledafios.

Palabras clave

Ave de corral — Avicultura tradicional — Enfermedad de Newcastle — Epidemiologia —
Madagascar — Serologia.
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To the Editor,

Although Newcastle disease (ND) is endemic in Africa, little is
known about the molecular epidemiology and genotype distribu-
tion of Newcastle disease virus (NDV) strains or the protection
conferred by vaccination. This letter reports on original NDV iso-
lates detected in the wetlands of Madagascar and Mali, which may
constitute new genotypes or subgenotypes.

NDV, the avian paramyxovirus serotype 1 (APMV-1), is the causal
agent of a fatal respiratory and neurological disease that can result
in 100% morbidity and mortality in chicken flocks [1]. This disease
is still one of the most important in poultry production worldwide,
although vaccination measures have been applied more than 50
years.

In rural Africa, the predominant chicken production systems
(backyard farms) are based on indigenous domestic fowl (Gallus gal-
lus domesticus), and ND is rated as the most devastating disease in
these farms [2]. In Madagascar, for example, ND was observed first
in 1946 [3], and it is currently responsible for 44% of the mortality
in backyard farms, which represent more than 83% of the avian pro-
duction [4]. Likewise, ND is endemic in Mali, where prevalence rates
reach more than 60% depending on the region and season [5]. ND
causes high mortality in Malian backyard farms, which represent
more than 90% of the avian production [5].

This study deals with the detection of original NDV strains in
Africa. One and six isolates were collected respectively, in Madagas-
car and Mali, during a surveillance programme in 2007 and 2008
in African wetlands by the Centre de Coopération Internationale en
Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD), Mont-
pellier, France. Virus detection was performed by RRT-PCR and,
after sequencing of a fragment of 356 nucleotides corresponding
to position 48-422 of the fusion gene (including the cleavage site),
phylogenetic analyses were carried out using the neighbor-joining
method.

Concerning Mali, five out of the six isolates originated from the
area surrounding the city of Mopti and one isolate was from the
Sikasso region (Table 1). The Mopti region constitutes most of the
inner delta of the Niger River and is an important port for cargo
and passengers. The city of Mopti is a central market town where
the various tribes go to trade for fish, salt, living animals, fruit, veg-

0264-410X/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.vaccine.2009.03.076

etables, and crafts. Sikasso is the South-Western region of Mali and
encompasses the major trade roads with Ivory Cost and Burkina
Faso. Consequently, Mopti and Sikasso represent ideal sites to study
the interaction between domestic and wild bird populations and
between bird populations from different West African countries.
The sequences of the six Malian isolates correspond to viru-
lent cleavage sites (''2RRRKR'FV18 and ""2RRQKR'FI'8) with at
least three basic amino acids. It is rare to find Vg associated with
the cleavage site "2RRRKR'FV118  as in two of these isolates. This
association was only recently reported in the neighboring coun-
try Burkina Faso (more than 2000 sequences from Genbank were
analysed). Sequence alignment shows that the strains isolated from
the same site (Mopti market for example), the same bird species
(chicken), and in the same year are identical but different from the
strains isolated from another site (Sikasso) in the following year.
Moreover, the strains isolated from the same site and in the same
year but from different species (chicken and guinea fowl) are also
different. Phylogenetic analysis (Fig. 1) of four out of the six iso-
lates (two were not analysed because they were identical to two
sequences included in the analysis) showed all in genotype VII (or
lineage 5 proposed by Aldous et al. [6]), which is the currently cir-
culating genotype in Europe, Asia, and Africa but the two sequences
with cleavage site 1"2RRRKR'FV!!8 had some motifs pertaining to
other genotypes like Vy;g, characteristic of genotype V (lineage 3).
In a recent article, Snoeck et al. [7] suggested that NDV isolates
from West Africa, genetically distant from all known sublineages,
represent three new ones (tentatively named by the authors 5f, 5g,
and 5h). It is possible that our Malian NDV isolates are clustered
in one or more of these putative new sublineages, supporting the
notion that these sublineages represent the NDV variants indige-
nous to West Africa. However, two of them seem to represent an
additional new subgenotype (suggested as VIIi) never encountered
before (more than 3000 sequences from Genbank were checked,
Fig. 1). The analysis of other genome sequences is in process. It is
surprising that these six virulent strains were isolated from poultry
apparently not vaccinated and in good health. The question of the
real virulence of these strains needs to be verified experimentally.
In a second approach, we also did the molecular characterization
of a Madagascar NDV isolate (chicken/MG/725T/2008), obtained
from an apparently healthy chicken. The sequence of the cleavage
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Table 1
African NDV isolates used in this study.

Isolate Specie Country/region Cleavage site

Chicken/Mali/029/2007 Chicken Mali/Mopti TI2RRRKR}FV118
Guinea fowl/Mali/038/2007 Guinea fowl Mali/Mopti T12RRQKR!FI'18
Chicken/Mali/225/2008 Chicken Mali/Mopti 112RRQKRVFI'8
Chicken/Mali/007/2008 Chicken Mali/Sikasso 112RRQKR! FI'18
Chicken/MG/725T/2008 Chicken Madagascar/Antananarivo 112RRRRR!FV118
Chicken/MG/1992 Chicken Madagascar/Antananarivo 112RRRRR}FV118

site of the F protein (1"2GRRRRR!FV!18) showed five basic amino
acids (R) at positions 112-116, representing a virulent motif. In
addition, the presence of the phenylalanine (F) residue at posi-
tion 117, always associated with virulent cleavage sites, was already
described as being a possible contributor to the neurological effects
[8]. To our knowledge, the cleavage site of this isolate has never
been reported. Phylogenetic analysis showed that this isolate is
closer to genotype IV but may be distant enough to constitute
a new genotype (genotype XI? Fig. 1). The maximum percentage
of identity of this strain was 88% with Herts/33 strain, pertaining
to genotype IV (AY741404). Genotypes Il and IV were responsi-
ble for the first panzootic of ND in 1926 to 1960, and genotype IV
has never been isolated after 1987. Madagascar was infected for
the first time in 1946 during World War II. As expected, the NDV
strains that infected Madagascar at that time belonged to geno-
types Ill and IV. Consequently, whether the chicken/MG/725T/2008
virus isolated is a genetic variant of the initial genotype III or IV

AFO01113_D-16/93_Vlla
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AF033956_TVW95-9_Vilc
o, AF033965_TVIIBAC_VIlc
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8 418785_TV/-10/06_Vid
AF0B397Z_TWS5-2_ Vil
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or another genotype introduced in Madagascar after 1960 requires
further analyses. We found also the same original cleavage site in
an older strain isolated in Madagascar in 1992 (chicken/MG/1992)
after suspicion of ND in a NDV-vaccinated layer farm where the ani-
mals showed, among others, severe neurological signs. This isolate
clearly forms a phylogenetic cluster with chicken/MG/725T/2008
(Fig. 1), thus reinforcing the hypothesis of the circulation of par-
ticular NDV strains in Madagascar. Complete sequencing of these
viruses and the analysis of more recent isolates from poultry and
wild birds in Madagascar are ongoing. It is interesting to consider
that Madagascar may be an exclusive natural reservoir for this new
specific genotype.

Another important point to consider is that the
chicken/MG/1992 was isolated from a vaccinated layer hen in
a commercial farm in Antananarivo. The vaccine used to control
ND in this farm was an inactivated vaccine (ITA-NEW®, Laprovet)
containing the LaSota strain, the same as the one used in Mali

Genaotype V|

Genotype WVl

Genotype Y
Genotype ¥
Genotype Il
Genotype IV

Genotype X 7
Genatype |X
Genotype |

Genotype |l

———————= AY175734_HNZDK38194_classl

100

0} 102

L . AY135759_HIECKB7191_classl Class |

Fig. 1. Phylogenetic analysis of representative sublineages of NDV strains based on comparison of practical F gene sequence (positions 21-377 nt). The Malian sequences
obtained in the present study are in blue and the sequences from Madagascar are in red. Accession numbers of the sequences from GenBank are shown. The tree was
constructed using the neighbor-joining method with 1000 bootstrap replicates. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the

web version of the article.)
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for several decades. The LaSota strain belongs to genotype II and,
then, differs from the chicken/MG/1992 strain and genotype VII,
now prevalent in West Africa. Although the relationship between
genotype and antigenicity remains debated [9], different levels of
cross-protection have been observed in chickens vaccinated with
LaSota and challenged with other strains [9]. A partial protection
conferred by vaccination can promote the emergence of immune-
escape mutants responsible for ND outbreaks as described in China
[9].

Together, our results emphasise the importance of NDV surveil-
lance and re-assessment of vaccination programmes to control ND
in Africa, since new genotypes or subgenotypes with panzootic
potential may arise in the future.
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In Madagascar, Newcastle disease (ND) has become enzootic after the first documented epizootics in 1946, with recurrent
annual outbreaks causing mortality up to 40%. Four ND viruses recently isolated in Madagascar were genotypically and
pathotypically characterised. By phylogenetic inference based on the F and HN genes, and also full-genome sequence
analyses, the NDV Malagasy isolates form a cluster distant enough to constitute a new genotype hereby proposed as
genotype XI. This new genotype is presumably deriving from an ancestor close to genotype IV introduced in the island
probably more than 50 years ago. Our data show also that all the previously described neutralising epitopes are conserved
between Malagasy and vaccine strains. However, the potential implication in vaccination failures of specific amino acid
substitutions predominantly found on surface-exposed epitopes of F and HN proteins is discussed.
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Introduction

Newecastle disease (ND) is a highly contagious and widespread
disease which causes severe economic losses in domestic poultry,
especially in chickens [1,2]. In Africa, ND is the major constraint
to rural chicken development. This disease is listed as a notifiable
disease by the World Organisation for Animal Health (OIE) [3].
The causative agent of the disease is Newcastle disease virus
(NDV), also designated avian paramyxovirus serotype 1 (APMV-
1), which belongs to the genus Avulavirus within the family
Paramyxoviridae [4,5]. The genome comprises a single stranded
negative sense RINA that encodes the RNA-dependent RNA
polymerase (L gene), the haemagglutinin-neuraminidase (HN
gene), the fusion (F gene) and matrix (M gene) proteins, the
phosphoprotein (P gene) and the nucleoprotein (NP gene). The
genome is predicted to be 15186, 15192 or 15198 nucleotides (nt)
in length, always a multiple of six nt, which fulfils the so-called ‘rule
of six’ for optimised replication [6,7,8,9,10]. Based on the analysis
of nucleotide sequence of the I protein gene, 10 different
genotypes (I-X) or 6 different lineages (1-6) of NDV have been
identified so far. The genotypes VI (lineage 4) and VII (lineage 5)
are further divided into eight (a—h) and five (a—¢) subgenotypes/
sublineages, respectively [11,12,13,14,15,16,17,18,19]. APMV-1
strains can be categorised according to their virulence into highly
(velogenic), intermediate (mesogenic) or non virulent (lentogenic).

@ PLoS ONE | www.plosone.org

The pathogenicity of APMV-1 isolates is assessed on the basis of in
vivo tests including the intracerebral pathogenicity index (ICPI) in
1-day-old chickens, the mean time of death (MDT) of embryo-
nated specific-pathogen-free hen’s eggs after inoculation and the
intravenous pathogenicity index (IVPI) in 6-week-old chickens [3].
The molecular basis for these different levels of pathogenicity is
known to be linked to the sequence of cleavage site of the
precursor fusion protein (Fp). At this position, a pathogenic NDV
strain (velogenic and mesogenic) has at least one extra pair of basic
amino acids motif ''>X-R-X-R/K-R-F''7 [20] and can be cleaved
by a wide range of proteases of the furin family in different host
cells [21].

Since ND was first described in 1926, three worldwide
panzootics have occurred [20]. The first panzootic (1926 to
1960) was caused by viruses belonging to genotypes II-III-IV and
the second (1960 to 1973) and third (1970-1980) ones by
genotypes V-VI. Moreover, severe outbreaks in Western and
Southern Europe [22], [23], South Africa [24] and Taiwan [25] in
the 90’s were caused by genotype VII, the currently circulating
genotype in Asia, Africa and Europe. In Madagascar, ND was
firstly described in 1946 [26] and since then, outbreaks were
regularly reported on the whole island mainly in the rural poultry
sector [27]. While the vaccination rate is estimated to reach 100%
in commercial farms in Madagascar, probably less than 10% of
the free-range poultries are duly vaccinated. ND is considered to

November 2010 | Volume 5 | Issue 11 | e13987



induce more than 40% of mortality in such non protected poultries
[28]. In spite of the importance and endemicity of ND in
Madagascar, no data is available about the virus variants involved
in clinical cases and/or maintenance of this disease in the island.
In this study, four APMV-1 strains from Madagascar (named here
MG group) were isolated in 1992 and 2008 and were molecularly
characterised. Two of these strains were fully sequenced while the
two other ones had only I and HN genes sequenced. Phylogenetic
analyses showed that the MG group strains clustered within a new
distinct genotype, closer to old genotypes. This study represents
the first molecular characterisation of APMV-1 circulating in
Madagascar and provides evidence on the existence of a new
genotype close to an old died out genotype.

Materials and Methods

Ethics statement

All animal experiments (ICPI tests) were conducted according to
internationally approved OIE standards, under authorizations set
forth by the director of the veterinary services of Cotes d’Armor on
behalf of the Prefect of Cotes d’Armor (N° 22-18) and the Director
of the veterinary services of Hérault on behalf of the Prefect of
Hérault (N° 34-114). Certificates of authorization are available
from the authors upon request.

Origin and isolation of virus strains

Synthetic information about the Madagascar isolates is
provided in Table 1. An “old” strain (MG-1992) was first
isolated by the Centre National de Recherche Appliquée au Développement
Rural (FOFIFA-DRZV) in 1992, after suspicion of avian influenza
or ND in a dead fowl assumed to be vaccinated against ND (La
Sota vaccine). The three other isolates were collected in
Madagascar during a surveillance programme in African
wetlands led in 2007 and 2008 by the Centre de Cooperation
Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD),
Montpellier, France and the FOFIFA-DRZV, Antananarivo,
Madagascar. The MG-725/08 strain was recovered both from
cloacal and tracheal swabs from an unvaccinated apparently
healthy chicken. Another strain (MG39-04/08) was isolated from
a dead chicken in a commercial farm: this chicken was initially
vaccinated with the HBI1 strain and boosted with the La Sota
vaccine. The last isolate (MG-Meola/08) was recovered from a
non vaccinated backyard poultry.

Samples of brain tissues or cloacal/tracheal swabs positives in
the APMV-1 specific PCR (protocol based on M gene recom-
mended by the reference laboratory of the OIE) were further
processed for virus isolation by inoculation into 9-day old chicken
embryonated eggs. All isolates were grown in less than 3 passages
on eggs and tested by PCR before molecular sequencing.

Table 1. NDV isolates from Madagascar used in this study.

New Genotype APMV-1

In vivo assay

The intracerebral pathogenicity index (ICPI) was determined
according to international OIE standards (OIE, 2009) for two
isolates of the MG group (MG-1992 and MG-725/08). Briefly,
fresh allantoic fluid with a HA titre >1/16 was diluted 107" in
sterile isotonic saline buffer. Following filtration through 0.22 or
0.45 um filters this diluted virus was injected intracerebraly
(0.05 ml) into 10 one day-old chick hatched from embryonated
SPF hens’ eggs. Whereas each inoculum was checked for lack of
bacterial and fungal contamination following culture on trypto
casein soja and sabouraud media, the birds were examined at 24h
mntervals for 8 days and given a score (0, 1 or 2) according to their
status (respectively healthy, sick or dead). The ICPI was calculated
as the total of individual scores during 8 days divided by 80 (the
number of days x the number of chickens).

RNA isolation, cDNA synthesis and nucleotide
sequencing

For reverse transcription and PCR reactions, RNA was
extracted from allantoic fluids by using the Nucleospin® RNA
Virus kit (MachereyNagel) following the manufacturer’s instruc-
tions. The cDNA transcriptions were carried out by using the
First-strand ¢cDNA synthesis kit (GE Healthcare). Six pairs of
oligonucleotide primers previously published [13,29] or designed
in this study (Table S1 in supporting material), using BioEdit
version 7.0.9.0 and Vector NTT software version 11.0 (©2008
Invitrogen Corporation), were used to amplify six overlapping
DNA fragments to generate the complete sequences of I and HN
protein genes. All DNA fragments were sequenced in both
directions by Cogenics Genome Express S.A. (Meylan-France).
For the rest of the genome, 23 overlapping PCR were realized
with Platinum Taq DNA polymerase (Platinum® Taq DNA
Polymerase High Fidelity, Invitrogen). The DNA sequences were
determined in both senses using the Big dye Terminator v3.1 cycle
sequencing kit (Applied Biosystems) according to the manufactur-
er’s instructions and using the same primers as to PCR reactions.

Alignment of the F and HN predicted amino acid
sequences and phylogenetic analyses

The sequences of the four isolates were compared with
previously reported NDV sequences representative of different
genotypes available in GenBank. A 374 nucleotide (nt) fragment of
a variable portion of the F protein gene (47 to 421), including the
Fy cleavage site and a 1713 nt (92 to 1805) of HN gene were
processed by Clustal W [30] in alignX program included into
Vector N'TT software suite (version 11.0). The nucleotide sequence
databank accession numbers of ND viruses used in this study are
shown in supporting Table S2 of supporting material. Alignment
of complete amino acid sequences of IF and HN was processed by

Strain Code Region/Country Statut Sequence

Clinic Vaccine size (nt) Covering full genes
APMV1/Chicken/MG/1992 MG-1992 Ilvato-Madagascar Dead laying chicken La Sota 15082 NP, P, M, F, HN and L
APMV1/Chicken/MG/725/2008 MG-725/08 Mahitsy-Madagascar Healthy rural poultry Nv? 15097 NP, P, M, F, HN and L
APMV1/Chicken/MG/39-4/2008 MG-39-04/08 Ivato-Madagascar Dead broiler chicken La Sota 4249 F and HN
APMV1/Chicken/MG/Meola/2008 MG-Meola/08 Tsarahonenana-Madagascar ~ Sick grower fighter cock NV 3966 F and HN

 not vaccinated.
doi:10.1371/journal.pone.0013987.t001
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alignX program in Vector NTI software and finalised using
MEGA4 software (version 4.1). Phylogenetic relationships and
nucleotide divergence analyse (intra and inter genotype) were
established with MEGA4 [31] using the Kimura 2-parameter
correction in which the transition/transversion ratio was estimated
from the data [32]. The statistical significance of the tree topology
generated with the neighbor-joining algorithm was evaluated by
1,000 bootstrap resamplings of the data [33]. To confirm the
robustness of the genetic groupings obtained by the phylogenetic
analysis on the partial fragment (374 nt) a phylogenetic tree based
on full-genome sequences of two isolates of the MG group (MG-
1992 and MG-725/08) and 86 other full-genome sequences
belonging to different genotypes were further carried out using the
same parameters used for F and HN analyses. Putative
recombination events in the two full-genomes of MG isolates
were examinated using the recombination detection program

RDP 3.0b [34].

Results

Determination of in vivo pathogenicity (ICPI test)

ICPI values were determined for the isolates MG-1992 and
MG-725/08. These isolates showed a very high ICPI of 1.9 being
classified into a velogen-type NDV (Table 2).

Sequencing MG, genome organisation and phylogenetic
analyses

The sequence covering the six open reading frames (ORFs: NP,
P, M, F, HN, L), without the complete sequence of the 3'-leader/
5'-trailer of two MG strains, MG-725/08 and MG-1992, and the
complete nucleotide sequence covering the F and HN genes of two
other strains, MG-39-04/08 and MG-Meola/08, obtained in this
work were analysed along with those of reference strains retrieved
from GenBank.

Class II APMV-1 isolates have two genome lengths. The
genotypes considered as “early” (1930-1960; genotypes I to IV,
IX and H33(W)) contain 15,186 nt and recent genotypes (that
emerged after 1960, genotypes V-VIII and X) contain 15,192 nt
(15,186 nt+6 nt in the 5’ non-coding region or NCR of NP gene)
[12]. As seen in recent genotypes, the MG group has six
nucleotides insertion in the 5’ non-coding region (NCR) of the
nucleoprotein gene between nucleotides 1647 and 1648 increasing
its genome size to 15,192 nt (Figure 1).

The phylogenetic analysis of I gene (Figure 2) shows that the
MG strains are grouped together. They are closer to the “old”
genotype IV but may be distant enough to constitute a new
genotype, proposed here as genotype XI or lineage 3g. This
phylogenetic topology created using 374 nt fusion gene fragments
was confirmed by phylogenetic analyses based on the full NH gene
(data not shown) and on the full-genome sequences of two isolates
of the MG group (MG-1992 and MG-725/08) and 86 other full-
genome sequences belonging to different genotypes (Figure 3).

Based on a partial fragment of F gene (374nt), genetic
divergences between the MG group and the other ten genotypes
(I to X) are presented in Table 3. The F nucleotide sequences
divergence within the MG group was 5%. The maximum intra-
genotype divergence in old genotypes was 7% (genotypes I and IV)
whereas the maximum intra-genotype divergence in recent
genotypes was 9% (genotype VIII). The lower genetic divergence
found between the MG group and another genotype (genotype 1V)
was 12%. In contrast, the higher divergence (25%) was observed
with the genotype II that includes the La Sota vaccine strain. Since
the maximal intra-genotype divergence ever observed does not
exceed the minimal divergence of the MG group with other
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genotypes, our data support the hypothesis that MG group
constitutes a distinct new genotype. This new genotype is further
confirmed by the phylogenetic analysis of the full-genome
sequences (Figure 3). Surprisingly, the phylogenetic analysis of
whole genome sequences also show that the genotype IV does not
cluster with the “old genotypes” (I, II, III, IX), as suggested before
(Czegledi et al., 2006), but rather with “recent genotypes”
(V,VLVII).

The analysis of the F,/Fy protein cleavage site sequence of the
four MG isolates showed that they share an original cleavage site
motif formed by five arginines (R) '"*R-R-R-R-R''® at the C
terminus of Fy exhibiting an atypical Q/R substitution at position
114 followed by a phenylalanine (| F''") at position 117 of the F,
amino terminus (Table 2). This motif is considered as a velogenic
motif according to OIE [3]. Other virulent-like cleavage motifs
with five basic amino acids have been described for genotypes VI,
VII and VIII that are formed by a combination of arginine (R) and
lysine (K) residues like ''?R-R-K-K-R''®*F'7 or '""R-R-R-K-
R'"'%*F'7 [35,36,37,38,39]. The substitution of a glutamine
residue by a basic amino acid (R or K), corresponding to
nucleotide mutation at positions 4885 or 4886 (CAG—CGG or
AAG) is only found in some strains pertaining to the “recent”
genotypes VI or VIIIL.

Like other NDV strains, the complete length of I and HN genes
of MG group viruses were 1792 nt and 2002 nt, respectively. The
I gene of all MG group isolates showed a single open reading
frame (ORF) beginning with a unique double start codons
*AUGAUG™Y and ending at position 1705 followed by the
UGA stop codon. Consequently, the open reading frame of the I’
gene may extend to 1665 nt rather than 1662 nt usually found in
other reference strains.

The predicted amino acid sequences of the complete F gene of the
four MG isolates was analysed and compared with different strains
pertaining to genotypes I to IX (Table 4). This analysis showed that
all seven neutralising epitopes critical for both structure and function
of the protein positioned at individual residues D2, E™ A, K8,
A7, L and the stretch of amino acids " ILRLKESIAATNEAV-
HEVIDG'', arc conserved [40,41,42]. The twelve cysteines
residues placed at positions 25, 76, 199, 338, 347, 362, 370, 394,
399, 401, 424 and 523 [43] and the predicted N-glycosylation sites
(Asn-X-Ser/Thr or N-X-S/T) where X is any amino acid except
aspartic acid or proline, located at positions *N-R-T%, "'N-K-T'%,
BEON_T.S08 HINLLSHO 17INLN-S'73 and PN-N-T [44,45] are
also conserved in the MG group. However, the analysis of predicted
amino acid sequence of a I protein fragment (residues 0-553 for MG
1solates or 1-553 for the other strains) revealed substitutions in the
MG isolates found also in other strains clustered in the old genotypes
(I-IV and IX) like T'°=1, E'" =G, Q'*—R as well as substitutions
found in recent genotypes (V to VIII) like V'L, AV, V18]
and V¥ In addition, the MG group has fifteen specific amino
acid residues in F protein which are not found in any other genotype
(Table 4). Twelve (80%) of these amino acids are located in the head
of trimeric NDV-F protein M’—-, WESR, PPSL, S25N,
M2, S3T, R¥S T M, LB M, BT, TS
and H"'SN. The three remaining substitutions SM_,G, KY55N,
and T"*>A are located in the stalk of the F-trimeric structure
(Figure 3). Interestingly, the three MG strains recently isolated in
2008 share eight additional amino acids (Q'—K, F'*=P, S*-1,
RPSK, SP5A, E'5G, V2oL SPPLN and HYSY)
compared with the strain isolated in 1992.

According to the virulence of NDV strains, HN monomeric
protein sequences possess different amino acid sequence lengths:
571, 577, 581 and 616 [46]. The ORF of HN gene of MG group
strains begins at position 92 and ends at position 1714. This HN
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Table 2. F gene referential NDV strains used in this study.

New Genotype APMV-1

Strain Class or Genogroup ICPla value Cleavage site
Identification Accession number F— *  <Fq-——m- —>
112 113 114 115 116 117 118
R R Q@ R R » F
DE R49/99 DQ097393 Cl1(6) nd G - - G - * L "
GO1US DCKI AY626266 Cl 1 (6) nd E - - E - * L \
Herts33/56 (PEI) AY170140 H33 (w)° nd - - - - - * -
Herts33 (L) AY170138 H33 (w)" nd = = = = = * = =
Ulster/67 AY562991 1(1) 0,0 G K - G - * L -
Ethiopie Panvac (2/P2) AY175720 1(1) 0,0 G K = G = * L =
PHY-LMV42/66 DQ097394 1(1) 0,0 G K - G - * L -
Hitchner B1 AF309418 11 (2) 0,2-0,5 G = = G = * L =
La Sota AF077761 11 (2) 0,2-0,5 G - - G - * L -
Zimbabwe AV862/95 AY175710 Il (2) nd G = = G = * L =
Zambie AV 72/95 AY175708 II'(2) nd G - - G - * L -
Mukteswar EF201805 Il (3a) 14 - - - - - * - -
Guangxi5/2000 DQ485259 Il (3a) nd - - - - - * -
Herts/33 (de Leeuw) AY741404 IVea (3b) 1,99 - - - - - & - -
BG 60-81 AF402129 IVea (3b) nd - - - - - * - -
BG 5-67 AF402104 IVbg (3b) nd
SIMF/64 AJ243390 IVbg (3b) nd - - - - - - -
Soudan 72 AV 2203 AY135753 Vit (3b) nd = = = = = R =
DE-191/77 AF525378 Vit (3b) nd - - - - - * - -
IT-48/68 AF297969 Vit (3b) nd = = = = = R =
MA-307/77¢ EU604259 IV (3b) nd - - - - - * - \
MA-13/02¢ DQ096598 IV (3b) nd = = = = = * = Vv
Tanzania AV 1300/95 AY175687 V (30 nd - - - K - * - \
Mexico468/01 EU518685 V (3¢ nd - - - K - & - Y
Brasil AV1769/90 AY175649 V (3¢0) nd - - - K - *o- "
HR-111/01 AY150162 VI (4) nd K = = K = R =
Soudan SD-4/75 AY151384 VI (4) nd - - - K - - -
Egypte EG-3/87 AY150111 VI (4) nd = = = K = = -
DE 61/93 AY150135 VI (4) nd - - K K - * - -
Strain NA DQ659677 VIl (5) nd = = = K = R =
MZ 13/94 AF136775 VIl (5) nd - - - K - * - -
Botswana ZA148/UP/98 AY210507 VIl (5) nd = = = K = R =
South Africa ZA606/UP/00 AY210497 VIl (3d) nd - - - K - * - -
Singapore SG-4H/65 AF136786 VIl (3d) nd = = = K = R \'
F48E9 AY508514 IX (3e) 1,89 - - - - - - -
SBD02 DQ227252 IX (3e) nd = = = = = R =
TJO3 DQ227244 IX (3e) nd - - - - - - -
TW/69 AF083959 X (3f) nd = = = K = R =
TW/95-3 AF083970 X (3f) 1,68 - - - K - * - -
MG-1992 HQ266603 Xl (39) 19 o ° R ° = * = Vv
MG-725/2008 HQ266602 Xl (39) 19 - - R - - * - \
MG-39-4/2008 HQ266605 Xl (39) nd = = R = = * = \
MG-Meola/2008 HQ266604 X! (39) nd - - R - - - "

b: Weybridge line [77];

% ICPI intracerebral pathogenicity index;
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< [8]. The isolates from Madagascar that were subjected to analysis in this work are in bold.
doi:10.1371/journal.pone.0013987.t002
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Class | DE R49/99 (DQ097393) (1601) EGCTCGGTGATGACCEAG - ACCCTCCCCCCCEECCCATEGCARCTEA- -~~~ - TEGEEGEACCAGAC
Ulster 2C/67 (AY562991) (1601) CECAGCTTGCCTCTATGAARTCATCCCAACTECCECGETEECALCEE------ BCCCTECAGTCCEC
Genotyos | PHY-LMV42 (DQ097394) (1601) EECAGCCTGCCTCCATGAARTCATCCCARTTETCETGETCECACEEE------ ACCTETEARTCCEC
enotype 99-0655 (AY935494) (1601) EECABTTECETTETATCABATCATEECEATTEETCEGEEENCACEEE - - - - ACCECTEANTOCEC g
1-2 (AY935499) (1601) ECCAGEETGEETATATGAARCCATTECAACCETTCCEGTETECACETE------ ACCACCCAATCCGC o 2
B1 (AF309418) (1601) CECAGECTCOTTCTACAAGANCATCCCAATGETCTEACEEETAGTEG------ HECCOTEEATTTEC O 2
Ganidtype: ! La Sota (AF077761) (1601) EECABEETCETICCACANARACATEECAATGEECTEABEEETACTEG - - - - - - ACEEETEEATTTEC 2
Genotype Il Mukteswar (EF201805) (1601) ETCAGCCTGECTCCATCGARTCATCTCGATTETICTEEETETAREET----- - BACCCCTEGTCEAC
Genotype IV Herts/33 (AY741404) (1601) CCCAGTCTGCCTCCACAGGACCACCCCARCCCCTCTECCCECACCCC------ ACCCCCTGATCCEC
vp ltalie (EU293914) (1601) CCCAGCCTGCCTCCACAGEACCACCCCARCCCCTCTECCCECACCCE------ ACCCCCTGATCCGC
MG group MG 725/08 (1544) ECCAGCCTGTECETGEAGEACCGCEECAACTEECCCACCEAAACEEECCCCACACCCCCCARACALGT
MG-1992 (1535) CECAGCCTGTCCETGCAGGACCACECCAACTCCCETEOCCARACCCCCCCCATACCCCCCEACELEC
Genotype V US (FL) Largo71 (AY562990) (1601) ECCAGCCTGCCCCCACAGEGTCGCCCCARATCCTCCGCCCGAACCCETCCCTCACTCCCCGACCEAT
Genotype VI Dove Itali (AY562989) (1601) TTCAGECTGCCTTCACAGECCCATCCCARATCCTCCOCCCEARCOCTCCARRARTTECCCEACEEAC & &
US(CA/1083/72 (AY562988) (1601) EECAGCCCGECCTCACAGEGTCATCOCAARCCCTCOGECCGAATETETCCCARRCTECCCGATTCAC & %-
Guangxi9/2003 (DQ485230) (1601) CEECAGCCTGECTTCACAGEAT CATGTCARACTCTCCECECANANCEETCCCACACCCCETEACCENT g
Genotype VII SFO2 (AF473851) (1601) CECAGCCTGCCTTCCCAGGATCACACCAAACCCTCCECCCAAARCCETCCCACACTECCCEACCEAC o
ZJ1 (AF431744) (1601) CCCAGEECGECTTCACAGGACCACACCAANCECCECGECCARARETETCCCACAETECCCEACEEAC

Figure 1. Alignment showing the inserted sequence at in the position 1647 in 5’ non-coding region of NP gene.

doi:10.1371/journal.pone.0013987.9001

protein is composed of 571 aa and has the feature of virulent NDV
strains [14,42,46,47]. In this study, different HN sequence strains
pertaining to genotypes or subgenotypes available in Genbank (I to
VII and IX) with different lengths were aligned with the MG
group sequences (data not shown). The results showed that all the
previously described neutralising epitopes '*LSGCRDHSH?*',
R293, P27 K321 332GR33 SOpEODYQIR, K39, N**1 Dot
SBRITRVSSSS™?! G/D* [48,49,50] are not modified in MG
group strains. The three amino acid E**', R*'®, Y% essential for
receptor binding site [51,52] and the neuraminidase activity site
represented by functional triarginyl cluster at positions '"*RI'7?,
R*®, R*®, the amino acid sequence in region ***NRKSCSI/V/
L?* [53] as well as the regions > *FXXYGGV/L/M**" - 39GA/
SEGRI/V/L*” involved in hemagglutinating activity [54], were
likewise conserved in the MG strains. In addition, the MG strains
have preserved the thirteen cysteines residues in the linear
sequence of the ectodomain 123, 172, 186, 196, 238, 247, 251,
344, 455, 461, 465, 531, 542 [43] and the eleven sialic acid
receptor binding sites RI74 175 g258 y299 y817 R0l R416 R498
Y326 R [52]. Except the cysteine residue at position 123,
all these amino acid cited before are located in the globular head
on the HN spike. Otherwise, the analysis of HN amino acid
sequences showed that the four MG strains contain also eleven
specific amino acid residues that are different from those of any
other NDV strain (Table 4). Seven of these A>*—V, T* -V,
L¥>I E—»V%2, R—)Qm, M35V and SN are located in the
124 first N-terminal amino acids, including the cytomere (position
1 to 20), the transmembrane region (position 21 to 49) and the
stalk (position 50 to 124) of HN protein. The four last
characteristic amino acids E'"7—D, R**>N, 5T, R**—-K
are localized on the globular head of the protein (Figure 4). In
addition, the MG-725/08 strain has six additional specific
substitutions H*—R, T**—S, V'V5A R -K, A*™ T and
A*'%—S when compared with the three other MG strains (Meola/
08 MG 39-04/08 and MG-1992).

The analysis of recombination events by the RDP 3.0b software
[34] was performed among Malagasy strains and other full
sequences of APMV-1 of class II (genotypes I, I, III, IV, V, VI,
VII and XI) and one strain of class I. No recombination events
were detected in the Malagasy strains.

Discussion

In this study, complete genome or complete genes of F and HN
proteins of four NDV strains isolated in Madagascar (MG group
strains) were sequenced and analysed. These strains are the first
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Madagascar isolates characterised at the molecular level. Among
them, the strains MG 1992 and MG39-04/08, isolated in 1992
and 2008 respectively, were recovered from vaccinated chickens.

The salient findings of this work are the strong evidence that
MG isolates constitute a new genotype closer to the old genotypes
that were circulating 50 years ago and responsible for the first
pandemic of ND in the world. The MG group strains are
branched to the genotype IV cluster from which strains have
never been detected since 2002. [12]. The partial sequence of the
F gene (374 nt at positions 47 to 420) is regarded as a standard
criterion for NDV genotyping of isolates present in various parts
of the world [55]. Based on percentage of genetic divergence of
this F gene fragment, the maximum intra-genotype nucleotide
variations within any old genotype (below 7%) is lower than the
minimum nucleotide distance found between these genotypes and
the MG group (12% to 25%). This is clearly supporting that MG
isolates are closely related to genotype IV but distant enough to
constitute a new genotype or lineage, named here genotype XI or
lineage 3g in reference to the two last genotypes IX [42] and X
[14] (lineages 3e and 3f, respectively) identified in Asia. The
cluster topology of the MG group strains based on the F gene was
confirmed by the phylogenetic analysis based on full-genome
sequences of two isolates of the MG group (MG-1992 and MG-
725/08) and 86 other full-genome sequences belonging to
different genotypes.

Whole genome sequencing of two MG strains revealed a
genome size of 15,192 nucleotides meaning that this group has an
insertion of six nucleotides into the 5" NCR of the nucleoprotein
gene, characteristic of recent genotype strains. In addition, MG
isolates have an arginine at position 114 (R''*) of the F protein
cleavage site found in some recent isolates but never in old strains.
MG viruses have also a substitution V''®—I, which is considered
to be a feature of the genotype V [56,57] that belongs to the recent
genotypes cluster. In contrast, MG isolates share a molecular
substitution characteristic of old genotypes as E'"—G, in F
protein [42,58]. Although Yu et al [58] claimed that E'**—G
substitution caused a dramatic change responsible for the
evolution of the old genotypes towards the recent genotypes, we
do not found such mutation in the MG strains nor in the strains of
genotypes IX and X, phylogenetically closer to the old genotypes.
Moreover, the phylogenetic analysis based on full-genome
sequences unexpectedly showed that the genotype IV, and the
newly proposed genotype XI as well, are not branched in the “old
genotypes” cluster (I, II, III, IX), as observed in phylogenetic trees
constructed based on the 374 nt fragment of F gene. All together,
our results can suggest that genotypes IV and XI are intermediates
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Figure 2. Phylogenetic tree (unrooted) of nucleotide sequences based on a 374-nt sequence (position 47-421 nt) of the F gene.
Phylogenetic relationships of MG group strains with previously published sequences in Genbank. The evolutionary history was inferred using the
Neighbor-Joining method [33]. All results are based on the pairwise analysis. Analyses were conducted using the Kimura 2-parameter method in
MEGAA4 [31,32] with 1,000 bootstraps [76]. The isolates from Madagascar that were subjected to analysis in this work are in bold and red. Genotype or

lineage groupings are indicated on the right.
doi:10.1371/journal.pone.0013987.g002

between old and new genotypes or that the current system of
genotypes or lineages clustering based on the 374 nt fragment of I
gene is probably inadequate to classify NDV isolates.

All MG isolates show the same fusion protein cleavage motif
"2R-R-R-R-R*F'"7. To our knowledge, this atypical virulent-like
cleavage site has never been reported before in APMV-1 strains.
However, it is found in other paramyxoviruses (Rubulavirus) like the
simian virus type 5 [45,59]. In addition, the presence of a
phenylalanine at position 117 (| F'') in the MG isolates was
previously described as being a possible contributor to neurological
effects [10]. Thereafter, the length of amino acid sequence of the
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haemagglutinin-neuraminidase protein (571 aa) is also characteristic
of virulent strains [46,60,61]. The prediction of virulence based on
the I cleavage site pattern was confirmed by  vivo tests that has
resulted in a high ICPI value (1.9), close to the maximum of 2, with
the two strains tested (MG-1992 and MG-725/08). In spite of the
established virulence of the MG-725/08 strain, it was recovered
both from cloacal and tracheal swabs from an unvaccinated and
apparently healthy chicken. However, the possibility that this
chicken was sampled during the incubation period of the infection
or was partially protected by a previous infection with an avirulent
or vaccine strain that circulate in the field cannot be ruled out.
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Figure 3. Phylogenetic tree of the nucleotide sequences based on a 14977nt (NP/P/M/F/HN/L genes). The evolutionary history was
inferred using the Neighbor-Joining method [33]. All results are based on the pairwise analysis. Analyses were conducted using the Kimura 2-
parameter method in MEGA4 [31,32] with 1,000 bootstraps [76]. The isolates from Madagascar that were subjected to analysis in this work are in blue

[22]. Genotype and the lineage groupings are indicated on the right.
doi:10.1371/journal.pone.0013987.g003

Based on neutralising tests and cross-protective analyses, it is
accepted that APMV-1 exists as a single serotype [62]. Therefore,
the genetic variations of the virus are not expected to result in
vaccination failure. However, different levels of cross-protection
have been observed in chickens vaccinated with the vaccine strain
La Sota belonging to the genotype II and challenged with different
wild-type strains [55]. Sporadic cases of ND in commercial farms
vaccinated with this vaccine were previously reported in China
[7,58], in southern California and adjacent states [63], in Mali
[64], Cameroon, Nigeria and Burkina Faso [65]. Whether these
observations are related to a reduction of vaccine efficacy or an
improper vaccine use in the field remains unclear. It is however
possible that NDV strains responsible for ND sporadic outbreaks
in vaccinated chickens can escape the immune responses
[16,18,66] and thus contribute to the emergence of new genotypes
[42]. This vaccine failure has been announced by Alexander et al.,
[67] during the third panzootic of ND (1981-1983) in Europe in
which the pigeons immunized with live NDV B1 vaccine were not
well protected against pigeon paramyxovirus isolates (genotype
VI). It is also known that the immune pressure imposed by the
vaccination may be selecting virulent variant forms of NDV [68].
Many authors have demonstrated that current vaccines prevent
disease but cannot stop viral shedding [47,63]. The NDV strains
currently circulating (subgenotype VIId prevalent in Asia, Europe
and Africa) and the genotype XI predominant in Madagascar
have a significant genetic distance (21% to 25%, respectively), with
the widely used vaccine strain La Sota pertaining to the genotype
II. These genetic differences and a consequent suboptimal
vaccination may be responsible for sporadic cases of ND in
vaccinated poultry flocks in Madagascar. In contradiction with

this, multiple sequence alignments of the four MG isolates made
with several published sequences including the La Sota strains and
HB1, members of genotype II (data not shown) revealed that all
the neutralising epitopes identified so far and the predicted
attachment receptor sites in the F and HN glycoproteins are
conserved. However, all MG group strains possess fifteen and
eleven original amino acid substitutions on I and HN proteins,
respectively. Some of these substitutions occurred in the globular
head of the proteins. Furthermore, 5 out of the 8 mutations in the
head of the F protein are concentrated in a short invariable region
at position 364411, suggesting that the observed mutations are
actually selected over time by the host immune responses. It is
supposed that these substitutions should have resulted in antigenic
drift and major changes in the protein conformation [69],
particularly the changes in amino acid polarity as T**—V,
E®*-V in HN protein and $**—G in F protein. The HN/F
protein interaction for fusion promotion involves the HN head
region (aa 124 to 151) and the I protein heptad repeat 2 (HR2) at
position 454 to 492 [70,71]. In these regions, the MG strains show
amino acids substitutions at position E'*—D, K*’°*-N of HN
and F proteins, respectively. Morrison and Gravel [72] have
demonstrated that amino acid substitutions in the head region
domain of HN protein as L'**—T or A"**—L were responsible for
an enhanced or diminished virus attachment activity, respectively.
The possibility that other mutations like E'*"—D e¢/or K*’°*<N in
the same or related functional region may also contribute to
virulence or immune evasion cannot be ruled out. In addition, the
MG isolates display other specific mutations, some of them
affecting the head of HN. It is tempting to postulate that these
modifications (I or HN genes) may play a role in virulence or

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 3. Matrix estimate of genetic divergence (%) between nucleotide sequences (374 nt) of NDV strains.

Genotypes Xl | 1] H(w) m v \" Vi Vil Vil IX X a™
Xl 5%

| 20%* 7

1] 25 12 2

H(w) 21 15 16 V]

1] 15 12 17 15 1

v 12 12 17 15 6 7

\" 19 16 19 18 14 11 5

Vi 18 16 19 18 14 1 11 7

Vil 21 18 21 21 17 14 14 3 7

Vil 22 17 20 17 14 13 11 12 15 9

IX 15 13 17 14 10 9 14 14 17 16 1

X 15 18 19 21 15 13 19 19 19 19 15 3

Cl 50 46 51 50 48 47 47 46 47 48 49 52 7
*Intragenotype or intrasubgenotype: Maximal value of Nucleotide genetic divergence.

**Intergenotype: Minimal value of genetic divergence.

***Class |.

All results are based on the pairwise analysis of 61 NDV sequences including the 4 MG isolates (genotype XI). The nucleic acid analyse were conducted using Kimura 2-
parameter method in MEGA4 [31,78]. All positions containing alignment gaps and missing data were eliminated only in pairwise sequence comparisons (Pairwise
deletion option). There were a total of 374 nt positions in the final dataset.

doi:10.1371/journal.pone.0013987.t003
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Table 4. Residue substitutions specific in deduced F, protein and HN protein sequence of the MG group.

Consensus residue and its position

In deduced F, protein sequence in deduced HN protein sequence
V] 8 15 244 271 311 364 371 384 397 409 411 522 24 34 39 62 78 81 98 147 263 328 430 539
- R L G ™M T s M M T S N A V V I V @ V N D N T T K
MG-1992 M w P S T S R T L | T H | A T L E R M S E R | | R
MG-Meola/08 M w P S T S R T L | T H | A T L E R M S E R | | R
MG-725/08 M w P S T S R T L | T H | A T L E R M S E R | | R
MG-39-04/08 M w P S T S R T L | T H | A T L E R M S E R | | R
Old genotype | - - - - - - - - - - - - - - - | A - - - - - - -
Il - - - - - - - - - - - N - R - - - - - - -
m - - - - - - - - - - - - S - - A - - - - -/k - -
v - - - - - - - - - - - A = - - - - - - G/S - -
IX - - - - - - - - - - - - - - - - A - - - - - - -
X - - L/Q ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
Recent genotype \") - - - - - - - - -/l - - - - - - - - - - - - K - -
Vi - - - - - - - - - - - - N - A - - - N - - K - -
il - - - - - - - - - - - - 4G N - - - - - - - K - -
Vil - - - - - - - - - - - - - ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?

? : Sequence not available.
doi:10.1371/journal.pone.0013987.t004
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Figure 4. F-NDV trimer (a) and HN-NDV dimer (b) surface representations of the MG strains. The location of neutralising epitopes is
shown in red, the amino acid substitutions specific to the MG group are in blue in the globular head and in black in the stalk region. The figures were
generated by Swiss PDB-viewer, using the X-ray structure of NDV F protein, position 33aa to 454aa for F protein [45] and 124aa to 569aa for HN

protein [51].
doi:10.1371/journal.pone.0013987.9g004

emergence of escape mutants and finally the apparent lack of
vaccine efficacy observed in the field.

The number of unique motifs found in all MG isolates,
including the atypical I protein cleavage site R-R-R-R-R*F-V,
also suggests a monophyletic origin of these viruses. Under this
hypothesis, the maximum genetic variation observed within MG
isolates (5%) is compatible with a divergence from a common
ancestor over 50 years, considering that the rate of nucleotide
change is approximately 1% per decade under natural field
conditions in epizootic periods [12,57]. This scenario is in
agreement with the first introduction of an old genotype of
NDV in Madagascar in 1946. However, the higher genetic
variation (12%) observed between the genotype XI and its closely
related genotype IV suggests that the common ancestor of these
two genotypes may have emerged several decades before the
introduction of its virus progeny in Madagascar. As mentioned
before, the accumulation of multiple aa substitutions in F or HN
proteins may also result from the immune pressure that can
contribute to increase the phylogenetic distance between the MG
group and its progenitor genotype. The presence of this selection
pressure at specific amino acid sites are recognised as adaptive
evolution [47,73]. This abnormal evolution rate of genotype XI
with regard to genotype IV may originate from combined
characteristics of current poultry production systems including
the commercial farm with host genetic homogeneity, intensive
and/or improperly executed vaccination programs and backyard
poultry breeding with high density of birds (allowing close animal-
to-animal contact, and favouring transmission of highly virulent
virus over milder forms) [74]. Moreover, high phylogenetic and
antigenic distances between vaccines and circulating strains may
facilitate the evolution of virulent NDV [75].
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ROLE OF THE TRADING NETWORK IN THE DIFFUSION OF NEWCASTLE DISEASE
IN THE LAKE ALAOTRA REGION, MADAGASCAR: A SOCIAL NETWORK ANALYSIS.

H. RASAMOELINA ANDRIAMANIVO;, R. DUBOZ, R. LANCELOT, O.F. MAMINIAINA,
M. JOURDAN., T.M.C. RAKOTONDRAMARO, S.N. RAKOTONJANAHARY, R. SERVAN
DE ALMEIDA, P. GIL, E. ALBINA, D. MARTINEZ, RAKOTONDRAVAO AND
V.CHEVALIER

SUMMARY

First reported in 1946, Newcastle disease (ND) is one of the major constraints of poultry
farming in Madagascar. The trading network is thought to be the major pathway for transmission
of this disease. This study aimed to describe the poultry commercial network in the Lake Alaotra
region and assess the potential role of its components and its structure in the diffusion of ND
virus. Several methods were combined to acquire data: classical survey, participatory
epidemiology and disease surveillance. Social network analysis methods were used to analyze
data. Network topology was scale-free, with 347 nodes and 1448 links. Hierarchical clustering
showed six classes of nodes which were associated with ND outbreaks (p=0.004).

The originality of this study was having an almost complete network in developing
countries with a measure of diseases. This is the first step of analysis, further studies would
concern modelling the dynamics of ND within network taking into account virus strains which
circulate.

INTRODUCTION

Newcastle disease (ND) is an infectious and highly contagious disease due to Newcastle
disease virus (NDV) namely avian paramyxovirus type 1 (APMV-1) which belongs to the
family of Paramyxovirdae and of genus Avulavirus. It affects several wild and domestic bird
species but chickens are among those which are most sensitive. It is still one the major
constraints to the development of poultry farming in a developing country.

The poultry industry holds an important place in Madagascar. According to Food and
Agriculture Organization of the United Nations, there are 34.4 million domestic poultry
(FAOSTAT, 2008), most of them being in smallholder production systems representing two-
thirds of the rural population (Ocean Consultant, 2004). ND was first reported in Madagascar in
1946 (Rajaonarison, 1991). Well controlled by vaccination in industrial production, it causes
high mortality in smallholder production systems. A study undertaken in 1999 in the peri-urban
area of Antananarivo, the capital, showed that ND was responsible for 44% of poultry mortality
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(Maminiaina et al, 2007). Besides ND, two avian pathogens are known to circulate in
Madagascar: Pasteurella multocida, the agent responsible of fowl cholera (FC) and avian
influenza virus (AIV). A study undertaken by Porphyre (1999) determined that 14.9% (n=204)
of chickens and 2.9% (n=175) of palmipeds showed serological evidence of AIV circulation.
The same study (Porphyre, 1999) determined a seroprevalence rate of FC at 70.6% (n=187) in
chickens and 25% (n=140) in palmipeds. FC and ND are registered as priority diseases by the
national veterinary services. Leading to high morbidity and mortality rates with very similar
clinical signs, these three diseases may be easily confounded in the field and the respective
clinical impact of these 3 diseases remain unevaluated.

In Madagascar, the poultry industry related to smallholder production systems is complex,
involving different types of actors in relation with each other: farms, collectors, live-birds
markets and consumers. Farms can be classified according to their commercial practices (contact
with collectors and markets). Some collectors are linked to farms where they buy poultry,
collecting point and/or markets. Markets could be classified according to their size which is
closely related to their administrative level (village market, municipal market, regional market
and market in the capital). Generally, locally bred poultry are slaughtered at home by the
consumer who buys directly from a market or eat their own birds.

The Role of the trading network or one of its components (e.g. market) in spreading AIV
(Kung et al, 2003; Liu et al, 2003; Senne et al, 2003; Trock et al, 2003; Webster, 2004; Garber et
al, 2007; Amonsin et al, 2008; Dent et al, 2008; Van Kerkhove et al, 2009; Yee et al, 2009;
Soares Magalhies et al, 2010) and NDV (Kung et al, 2003; Sanchez-Vizcaino et al, 2010) has
already been established. In Madagascar, it is empirically hypothesised by poultry stakeholder
that commercial network is the major pathway for transmission of ND and/or FC. In
Madagascar, a typology study performed in the Lake Alaotra region (data not published) showed
that farms could be described and classified according to a combination of risk factors including
commercial practices, breeding types and environmental vicinity and that the risk of infection by
NDV was statistically linked to some of these factors.

The aim of this study is to describe the poultry commercial network in Lake Alaotra region,

analyze its structure and assess the potential role of its components and this structure in the
diffusion of NDV.

MATERIALS AND METHODS

Study area

The study area is a landlocked region in the middle-eastern Madagascar. This is the basin of
Lake Alaotra, the largest wetland area in Madagascar. It is contained in the centre, at 750 meters
above sea level, 23.000 hectares (ha) of swamps, over 70.000 ha of rice paddies and 20.000 ha
of open water (Ferry et al, 2009). The whole area is surrounded by hills reaching over 1300
metres of altitude. In the east it is bordered by the rainforest and in the west there are vast
sparsely populated plateaus. The main channel of communication with the outside is the main
road that connects with Andilamena in the north and with other regions of the island in the
south. However, the region is densely populated because of the importance of agriculture and
livestock.

The poultry population is high, estimated at 1.260.000 in 2001 (Andilamena included), with
the largest population of domestic geese in Madagascar (UPDR/MAEP. 2003). Poultry flows are
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important within the region. Exchanges with the outside are formed mainly by the supply of the
largest port city on the island (Toamasina) and the capital (Antananarivo). Trade with
Andilamena in the north, which is also a very isolated area, and the east and west could be
considered as negligible. Finally 35 municipalities in Ambatondrazaka and Amparafaravola
districts were included in the study area. Only two municipalities of Amparafaravola
(Tanambao-Besakay and Soalazaina) were excluded because they were far from other
municipalities and have negligible connections with them.

Network Data collection

Two methods have been combined to collect data and to get a trading network as complete
as possible. Firstly, a questionnaire survey involving professional traders was carried out from
December 2009 to July 2010. Professional traders buy and sell poultry permanently (throughout
the year) or temporarily. This group includes collectors (or middlemen) and stallholders in
markets. A list of all known live poultry markets and collection points was established and all of
them were visited. In each market or collection point, all identified traders were included in the
survey. The questionnaire included questions about the origin and/or destination of poultry,
frequencies of activity, number of birds treated and flow variation during year.

In a second step, a participatory approach (Jost et al, 2007) was conducted from December
2009 to November 2010. This survey involved the community animal health worker (CAHW) of
the region and the chiefs of fokontany. Fokontany are administrative units constituted by one or
some neighboring villages. The CAHW are farmers elected by the members of their village and
trained for several weeks by “Agronomes et Vétérinaires Sans Frontiéres” (AVSF, a
nongovernmental organization) for basic care, to help veterinarians providing a local service to
farmers. Each of them is in charge of two or three fokontany. However, the network of CAHW
has worked with only 60% of existing fokontany. To complete data and to compare answers,
chiefs of fokontany in every municipality - the municipality being the administrative unit
constituted by several fokontany- were asked to participate to the survey. Meetings were
organized with them in collaboration with the local officials such as Mayors. For every
municipality and CAHW’s association, two meetings were conducted. Network data targeted
concerned villagers trading practices: the places where they usually buy and sale their poultry.
After announcement of general subject i.e. trading network and poultry diseases, meeting always
began with an open discussion. Individual semi-structured interview (SSI) and focus group were
organized after the open discussion to focus on targeted data. Before its validation, all
information collected by individual SSI was discussed again in focus groups. Our knowledge of
the study area combined with direct observation and secondary data from literature were also
used. At the final stage, triangulation was done to validate each data point. It consisted of
allowing time for collecting all information from different sources (informants, literature and
direct observation) and cross-checking them, at final stage, to correct any uncertainty or
variations amongst responses.

Disease occurrence

Disease occurrence was recorded using two different methods: the above mentioned
participatory epidemiology (Jost et al. 2007) and the second was a classical disease surveillance
network. The same outbreak definition, established at the beginning of the study, was used for
both methods. The targeted disease of interest was ND so “outbreak™ declaration was validated
when the following conditions were met: in at least two farms in a village there was an acute
mortality (more than 30% of birds in flocks), or continual mortality (at least one bird per day
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during three days), with nervous signs (e.g. torticolis) and/or respiratory or gastrointestinal signs
(diarrhoea). However, this case definition cannot differentiate ND from FC and avian influenza
so RT-PCR was performed from brain and/or cloacal and tracheal swabs. Fokontany were
chosen as the epidemiological unit so each fokontany was considered infected if there was at
least one village within it where an outbreak occurred during the study period.

Poultry diseases were the second topic during participatory meetings. Participants described:
(1) occurrence of poultry diseases in their fokontany since December 2009 and (ii) the clinical
signs associated with each disease. All declarations were registered but an assessment of
correspondence with outbreak definition was done after each meeting before validating each
declaration as an outbreak.

The disease surveillance network of ND was implemented in collaboration with local
veterinary services. The surveillance started in December 2009. CAHW or the chief of each
fokontany declared, by phone, when there was outbreak. Correspondence with outbreak
definition was assessed and a mobile team went to collect data and samples when a declaration
was validated. Sample size targeted within each outbreak was at least 10 birds to obtain an
absolute accuracy of 5% with a threshold prevalence rate of 30% (Thrusfield et al, 2001).
During sampling, priority was given to diseased or recently deceased birds (less than one day).
Implementation of surveillance network depended on collaboration of CAHW and chiefs of
fokontany. It started in December 2009 with only CAHW on the south and east sides of the lake.
It covered the whole study area in July 2010 after several meetings to convince the chiefs of
fokontany and the other CAHW.

Data analysis

A social network analysis method (Wasserman and Faust, 2009) was used to describe and
analyze the network in R 2.12 software (R Development Core Team, 2010). As data directions
of links were known, a network with directional relations was computed. Outbreaks detected by
participatory epidemiology were used in statistical analysis and proportion of outbreaks detected
by the classical disease surveillance and confirmed by laboratory analysis was used to
investigate specificity of declaration from fields.

Definition of network elements: Farms were grouped per village because poultry within
villages share same environment and contact with trading network. According to our field
knowledge, it was assumed that people in neighboring villages (fokontany) go to the same
places to buy or to sell poultry. As it was impossible to get data for every village, fokontany
were chosen as the epidemiological unit and node. Villages which were far from the other
villages of its fokontany were considered as an independent fokontany or were put into the
nearest fokontany. Ties were all movements (human with poultry) connecting fokontany. In
addition to poultry farms, there were, live birds market inside some fokontany (with a maximum
of one market per fokontany). Farms located within these fokontany were likely to be more
exposed to commercial exchanges. This characteristic was used as an attribute of nodes. The
occurrence of an outbreak within fokontany was considered also as an attribute. Destination, or
only receiver nodes, which were located outside the study area were withdrawn from the
analysis.

Network parameters, topology and outbreak occurrence: To describe the network, centrality
parameters (degree, betweenness), clustering coefficient and density were first calculated. Their
values and the distribution of degree explained the topology of the network. Simplified
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definitions of these parameters, in accordance with those already given in literature (Martinez-
Lopez et al, 2009; Wasserman and Faust, 2009), could be given:

(i) Degree is a measure of centrality of each node. It represents the number of ties connected
with node. For directed network, there are three kinds of degree: the indegree is the
number of ties received by node; the outdegree is the number of ties sent by node
and the freeman degree is the sum of both in and out degree.

(ii) Betweenness is another centrality measure of node. It represents a measure of how a
node lies in the middle of two other nonadjacent nodes. It means that a path which
connects the two nonadjacent nodes has to pass through the node between them.

(iii)  Clustering coefficient is an indicator of the importance of clusters present in
network. It measures the sum of the proportion of nearest neighbouring nodes that
are directly connected.

(iv)Density measures the proportion of observed contacts compared with all possible
contacts among nodes. It indicates how the network is connected.

To assess the potential link between the occurrence of an outbreak and the centrality
parameters of nodes, generalized linear models were implemented where the dependant variable
was the occurrence or not of an outbreak in the nodes and explanatory variables were the
centrality parameters. Since nodes were not independent, each parameter was tested
individually. To assess the significance of model coefficients, random permutation tests were
performed. Several random permutations of the matrix were done and coefficients of models
were calculated for each permutation. The proportion of coefficients which were higher than for
the observed matrix was calculated. The coefficient was considered as significant when this
proportion was smaller than 5%.

Positional analysis and outbreak occurrence: Positional analysis consists on simplifying the
network data set. This simplification consists on classifying nodes within positions identified by
their structural equivalence. Two nodes are structurally equivalent if they are identically tied to
and from all other nodes in the network (Wasserman and Faust. 2009). The following steps were
performed for positional analysis and its association with outbreak occurrence:

(1) Measure of structural equivalence with euclidean distance.

(i1)Representation of network positions which consisted on partitioning nodes into classes
where each class was constituted by structurally equivalent nodes. Partition of nodes
was performed using hierarchical clustering of matrix of euclidean distances
calculated above. Ward’s algorithm was used to aggregate nodes into class thus
minimizing within-class dissimilarity and maximizing between-classes dissimilarity.
The output of hierarchical clustering was a dendrogram or tree diagram which
represents the series of partition. A cut-off level within the tree diagram was chosen
to get interpretable and realistic classes. Description of obtained classes was done
using values of centrality parameters and attributes within each class.

(1i11)  The association among nodes characteristic (according to clustering) and occurrence
of outbreak was assessed by comparing the number of outbreak among classes using
chi squared test.
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RESULTS

The participatory approach concerned 40 CAHW and 35 municipalities in the study area.
Two-hundred and thirty-one traders were interrogated on 21 markets and 20 collection points.
Disease surveillance network recorded and investigated 35 outbreaks in 27 fokontany but the
participatory approach revealed 134 outbreaks. Up to now, samples from 17 fokontany were
assessed in the lab and 15 fokontany were confirmed to be infected with ND which
corresponded to 18 outbreaks confirmed out of 24 assessed.

Network topology

Three-hundred and forty-seven nodes and 1448 links were identified. Fig 1 shows the
network structure. There is no isolate node and some nodes are more connected than others, so it
is a connected and heterogeneous network, meaning that the majority of nodes are weakly linked
and few nodes are highly linked with others. The distribution of degrees follows a power law
distribution (Fig 2). Table 1 shows network parameters and a clustering coefficient that is low
(0.11). This network heterogeneity with the power law distribution of degrees and the low
clustering coefficient confirmed that the avian commercial trade network of the Lake Alaotra
region is a scale-free network (Barabasi and Albert, 1999).

ek s)e o0

Fig. 1 Structure of the network of poultry commercial trade in the Lake Alaotra region.
Madagascar

Table 1. General parameters of network

PARAMETERS VALUES
Number of nodes 347
Number of links 1448
Clustering coefficient 0.11
Density 0.01
Average degree 8.35
Average betweenness 775.97
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Centrality measures and outbreak occurrence

Table 2 shows coefficients of each centrality parameter from binary logistic models and the
related p-values from permutation tests. None of the parameters were significant indicating that
occurrence of outbreak was not linearly associated with the logit of centrality parameters.

Table 2. Centrality parameters coefficients from logistic models

PAREMETERS COEFFICIENTS P-VALUE
Freeman degree 0.005 0.18
Indegree 0.008 0.24
Outdegree 0.015 0.12
Betweenness <10* 0.29

Hierarchical clustering and outbreak occurrence

Fig 3 shows the dendrogram from hierarchical clustering according to structural equivalence
which was measured by euclidean distance. The horizontal line indicates a cut-off level putting
in the same cluster all branches below. Six clusters were retained and table 3 shows their

description in terms of different parameters.
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Fig. 3 Dendrogram of nodes representing assembling nodes by structural equivalence

Table 3 shows the description of clusters according to centrality parameters and attribute
values. According to centrality parameters there was a hierarchy of their values among classes.
Class 4 included the most connected nodes with highest betweenness and degree. All of them
had big market (market 1) inside explaining this intensity of poultry commercial exchanges. It
was the smallest class in terms of number of nodes inside but they were the hubs of the network.
The second most connected class was class 6. There were some big markets and this class
ranked second with 74 nodes. These two classes were those where outbreaks occurred more
frequently during the period of study. Third place in terms of centrality was taken by class 3. It
is the most common class with 138 nodes. 12% of them had small market inside. Frequency of
outbreak was lower than the two former classes but it was still high with 41% of nodes infected.
In terms of centrality, class 1 and class 5 were comparable. However, although there were more
nodes having a big market inside in class 1, the frequency of outbreaks seemed to be lower than
class 5. The last and the most peripheral class was the class 2. Its average betweenness was 0
meaning that none of the nodes of this class were necessary to connect two other nonadjacent
nodes. However, the frequency of outbreak was higher than in class 1.

Chi-squared test comparing occurrence of outbreak, recorded by participatory epidemiology,
among classes was highly significant (p= 0.004). It means that occurrence of outbreak was
associated with position of nodes within the network.

Table 3. Cluster centrality parameters and outbreak occurrence

NUMBER OF FREEMAN OUTDEGREE ~ FREQUENCY OF FREQUENCY OF  FREQUENCY OF
CLASS NODES BETWEENNESS  DEGREE INDEGREE MARKET 1%(%)  MARKET 2*(%)  OUTBREAK (%)
1 41 55.6 5.5 2.6 2.9 5 7 22
2 37 0.0 2.5 1.5 1.0 0 5 27
3 138 203.0 5.0 2.3 2.7 3 12 41
4 12 17384.8 89.3 47.8 41.5 100 0 50
5 45 34.4 4.6 2.1 2.5 0 7 29
6 74 389.2 8.2 4.0 4.2 8 3 54

*Market 1: Biggest markets with regular presence of poultry trading.
*Market 2: Small markets with irregular presence of poultry trading.
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DISCUSSION

In recent years, network analysis has increased its relevance in studying disease spread
within complex inter-connected structures (Berthélemy et al, 2004; Berthélemy et al, 2005;
Eames et al, 2008). There is also an increase in interest for this method in veterinary
epidemiology (Martinez-Ldpez et al, 2009) and there were several studies about avian influenza
and ND which used this method (Dent et al, 2008; Van Kerkhove et al, 2009; Soares Magalhies
et al, 2010). However, in contrast to developed countries where there are generally good
registration systems, there is a lack of data in developing countries making acquisition of
network structures difficult. Consequently, most studies are based on a small sample of the
population with resultant questions about validity of results. The originality of this study is that
it was undertaken in an isolated area where it was possible to get almost complete network data
combined with disease measures.

The combination of participatory approach and classical survey allowed the collection of a
large set of data. It is safe to assume that almost 100% of existing nodes of this network were
identified. As mentioned above. the study area is landlocked. Connections that directionally link
the network with nodes located outside of the considered area as an output were withdrawn from
analysis since it was assumed that they did not influence the circulation of a given pathogen.
Other connections with external area could be considered as negligible because they were rare
and included isolated villages outside the study area (i.e. in north. west and east). Apart from
vaccination against ND and FC, which are facultative, there were no official control measures
taken against these diseases even if an outbreak occurred. So, there was no modification of the
network structure during an outbreak. Also, a survey of professional traders revealed that the
flows of poultry they sell and frequency of activity change within year but places where they
buy or sell poultry do not change. As the network was not valued, i.e. flows or poultry quantity
exchanged were not considered, these cited modifications do not affect the network structure.
This suggests that the structure of the network is stable considering the one year time-scale of
study.

Results of this study show an important occurrence of poultry disease outbreak confirming
their economic impact. The number of outbreaks declared corresponds to 37% of fokontany. But
it should be remembered that there were several villages in each fokontany and it was declared
as infected as soon as one village became infected. It means that at least 132 villages were
infected.. It should be noted that the type of network identified (i.e. scale-free) is favourable for
spreading pathogens (Barthélemy et al, 2004; Barthélemy et al, 2005).

Participatory epidemiology and formal disease surveillance network did not detect the same
number of outbreaks. This is likely to be due to sequential implementation of the formal disease
surveillance network. Furthermore, several meetings were necessary to encourage network
compliance and to improve outbreak declaration from the observation posts. In addition, as field
agents who declared cases were the same as those implicated in participatory approach, all
outbreaks declared in formal surveillance were also declared during participatory meeting.
Confidence was obtained after several meetings, during the participatory approach, so they
could provide a complete list of outbreaks. The problem was that as diseased birds were not
always seen by the mobile team, validation of outbreak declaration depended on clinical signs
declared by Chiefs of fokontany or CAHW. Even if field’s agents had a good knowledge of
these diseases, it was impossible to distinguish ND, FC and avian influenza on the sole basis of
clinical signs. Laboratory confirmation was necessary but this was only possible for samples
from the formal disease surveillance. Thus, there was a lack of sensitivity for formal disease
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surveillance and a lack of specificity for participatory surveillance. A total of 15 fokontany out
of 17 were confirmed infected after laboratory analysis implying that field agents had a good
knowledge of disease and the outbreak definition was good. Without having means to get perfect
data, both methods were complementary because participatory surveillance gave the overall
importance of the three diseases and formal surveillance provided information on ND virus
outbreaks. This study confirmed the relevance of using participatory epidemiology in
developing country, as already shown elsewhere (Jost et al, 2007).

Results from logistic models and comparison of outbreaks within classes seem to be a
paradox because none of the coefficients from logistic models was significant but the number of
outbreaks was significantly different among classes. However, logistic models have just
considered the centrality position of nodes without taking into account the way in which each
node was connected to others nodes in the network. It appeared that this was not sufficient to
explain the differences among nodes. Justly, hierarchical clustering was based on structural
equivalence of nodes i.e. nodes that held the same position in the network (Wasserman and
Faust. 2009) were classified in the same cluster. These nodes were interchangeable because they
were linked with the same other nodes. However, description of classes revealed that there was a
hierarchy of values of centrality parameters among clusters. Finally, it appeared that there was a
highly significant association between positions of nodes in the network and occurrence of
outbreak. Centrality parameters were not linearly correlated to the outbreak occurrence (more
precisely to its link function) but these were still important indicators when coupled with the
positions of network in the network.

This study is the first step of analyzing these data. Further analysis would permit the setting
up of targeted disease surveillance by identifying the appropriate nodes. Furthermore,
integration of values of links, virus strains and temporality of events (outbreaks and links) within
each year would enable the modelling of diseases dynamics within the network and to simulate
the effects of realistic control measures.

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors would like to thank CAHW and local authorities, especially the chiefs of
fokontany who participated to the study, Veterinary Services for their contributions in disease
surveillance, and finally all other members of field and laboratory team.

This work was supported by the French Ministry of Foreign and European Affairs, project
FSP GRIPAVI (Ecology and epidemiology of avian influenza in southern countries).
REFERENCES

Amonsin A, Choatrakol C, Lapkuntod J, Tantilertcharoen R, Thanawongnuwech R, Suradhat S.
(2008). Influenza virus (H5NT1) in live bird markets and food markets, Thailand. Emerg.
Infect. Dis. 14(11):1739-42.

Barabasi, A.L., Albert R. (1999): Emergence of scaling in random networks. Science 286, 509—
512.

202



Barthélemy Barrat A.M., Pastor-Satorras R., Vespignani A. (2005). Dynamical patterns of
epidemic outbreaks in complexheterogeneous networks. Journal of Theoretical Biology. 235
275-288

Barthélemy, M., Barrat, A., Pastor-Satorras, R., Vespignani, A.(2004).Velocity and hierarchical
spread of epidemic outbreaks in scale-free networks. Phys. Rev. Lett. 92, 178701.

Dent J, Kao R, Kiss I, Hyder K, Arnold M. (2008). Contact structures in the poultry industry in
Great Britain: exploring transmission routes for a potential avian influenza virus epidemic.
BMC Vet. Res. 4:27.

Eames, K.T.D. (2008). Modelling disease spread through random and regular contacts in
clustered populations. Theor. Popul. Biol. 73, 104-111.

FAOSTAT (2008). FAO Statistics Division. Tech. rep. FAO.

Ferry, L., Mietton, M., Robison, L., Erismann, J. (2009). Lac Alaotra a Madagascar — Passé¢,
présent et futur. Z. Geomorph. N. F. 53, 299-318.

Garber, L., Voelker, L., Hill, G., Rodriguez, J. (2007). Description of live poultry markets in the
United States and factors associated with repeated presence of H5/H7 low-pathogenicity
avian influenza virus. Avian Dis. 51 (1), 417-420.

C.C. Jost, J.C. Mariner , P.L. Roeder , E. Sawitri ,G.J. Macgregor-Skinner.(2007). Participatory
epidemiology in disease surveillance and research Rev. sci. tech. OIE., 26 (3), 537-547

Kung, N.Y., Guan, Y., Perkins, N. R., Bissett, L., Ellis, T., Sims, L., Morris, R.S., Shortridge,
K.F., Peiris, J. S.M. (2003). The impact of a monthly rest day on avian influenza virus
isolation rates in retail live poultry markets in Hong Kong. Avian Dis. 47 (3), 1037-1041.

Liu M., He S., Walker D., Zhou N., Perez D.R., Mo B., Li F., Huang X., Webster R.G., Webby
J.R.(2003).The influenza virus gene pool in a poultry market in south central China.
Virology, 305(2):267-275.

Maminiaina, O.F., Koko, M., Ravaomanana, J., Rakotonindrina, S.J. (2007). Epidémiologie de
la maladie de Newcastle en aviculture villageoise a Madagascar. Rev. sci. tech. OIE. 26 (3),
691-700.

Martinez-Lépez B., Perez A. M. and Sanchez-Vizcaino J. M.(2009). Social Network Analysis.
Review of General Concepts and Use in Preventive Veterinary Medicine. Transboundary
and Emerging Diseases. 56.109—-120

Ocean Consultant. (2004). Filiere aviculture traditionnelle. In Filieres de I’agriculture, de
I’élevage et de la péche. Ministere de 1I’Agriculture de 1’Elevage et de la Péche de
Madagascar (UPDR/MAEP).

Porphyre, V.(1999). Enquéte séro-épidémiologique sur les principales maladies infectieuses des

volailles a Madagascar. DESS Productions Animales en Régions Chaudes. CIRAD
Montpellier.

203



R Development Core Team. (2009). R: A Language and Environment for Statistical Computing.
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, ISBN 3-900051-07-0.

Rajaonarison, J.J. (1991). Production de vaccin contre la maladie de Newcastle a
Madagascar.Newcastle Disease or Rural Africa. In Proceedings of a workshop. Debre Zeit,
Addis Ababa Ethiopia,135-137.

Sanchez-Vizcaino F., Perez A., Lainez M.; Sanchez-Vizcaino J.M.(2010).Quantification of the
risk for introduction of virulent Newcastle disease virus into Spain through legal trade of
live poultry from European Union countries. Avian Pathology 39(6), 459-465

Senne D.A., Suarez D.L., Pederson J.C., Panigrahy B.(2003) Molecular and biological
characteristics of H5 and H7 avian influenza viruses in live bird markets of the northeastern
United States. Avian Dis. 47, 898-904.

Soares-Magalhdes R.J., Ortiz-Pelacz A., Thi K.L.L., Dinh Q.H., Otte J., Pfeiffer D.U.
(2010).Associations between attributes of live poultry trade and HPAI H5N1 outbreaks: a
descriptive and network analysis study in northern Vietnam. BMC Veterinary Research 6:10

Thrusfield, M., Ortega, C., and Noordhuizen, J.P.(2001). WIN EPISCOPE 2.0: improved
epidemiological software for veterinary medicine. Vet. Rec. 148 (18), 567-572.

Trock S.C., Senne D.A., Gaeta M., Gonzalez A., Lucio B. (2003).Low-pathogenicity avian
influenza viruses in live bird markets—what about the livestock area. Avian Dis. 47, 1111—
13.

UPDR-MAEP (2003). Monographie de la région d’ Ambatondrazaka. Unité de Politique pour le
Développement Rural. Ministere de I’ Agriculture, de I’Elevage et de la Péche Madagascar.

Van-Kerkhove M.D., Vong S., Guitian J., Holl D., Mangtani P., San S., Ghani A.C. (2009).
Poultry movement networks in cambodia: implications for surveillance and control of
highly pathogenic avian influenza (HPAI/H5NT1). Vaccine, 27(45),6345-6352.

Wasserman, S. and Faust K.(2009). Social Network Analysis: Methods and Applications, p. 825.
Cambridge University Press, Cambridge.

Webster R.G.,(2004). Wet markets—a continuing source of severe acute respiratory syndrome
and influenza? The Lancet. Vol 363

Yee K.S., Carpenter T.E., Farver T.B., Cardonal.C.(2009). An evaluation of transmission routes

for low pathogenicity avian influenza virus among chickens sold in live bird markets.
Virology, 394(1), 19-27.

204



ANNEXE 5



Listes des oiseaux sauvages au lac Alaotra

Familles Espéces Noms vernaculaires
PODICIPPEDIDAE Tachybaptus ruficollus Vivy
PODICIPPEDIDAE Tachybaptus pelzelnii Vivy
PODICIPPEDIDAE Tachybaptus rufalovatus Vivy
PHALACROCORACIDAE Phalacrocorax africanus Razamboay
ANHINGIDAE Anhinga melanogaster Vano

ARDEIDAE Ixobrychus minutus Voromalemy
ARDEIDAE Nycticorax nycticorax Goaka rano
ARDEIDAE Ardeola ralloides Mpiandrivoditatatra
ARDEIDAE Ardeola idea Mpiandrivoditatatra
ARDEIDAE Bubulcus ibis Vorompotsy
ARDEIDAE Butorides striatus Vorompatsika
ARDEIDAE Egrette ardesiaca Salobokomana
ARDEIDAE Egrette dimorpha Vanofotsy
ARDEIDAE Casmeridius albus Vanofotsy
ARDEIDAE Ardea purpurea Vanomena
ARDEIDAE Ardea cinirea Vano

ARDEIDAE Ardea humbloti Vorompasika
COCONIIDAE Mycteria ibis Voronomby
COCONIIDAE Anastomus lamelligerus Mijoha
COCONIIDAE Plegadis falcinellus Famakisifotra
TITONIDAE Tito alba Tararaka

STRIGIDAE Asio capensis Vorondolo

CAPRIMULGIDAE

Caprimulgus madagascariensis

Matoriandro

ALCEDINIDAE Corythornis vintsioides Vintsy
MEREOPIDAE Merops superciliosus Tsikirikirioka
HIRUNDINIDAE Riparia paludicola Sidisidina
HIRUNDINIDAE Phedina borbonica Sidisidina
TURDIDAE Saxiola torquata Fitatra
SYLVIIDAE Acrocephalus newtoni Vorombaratra




SYLVIIDAE Nesillas typica Lavasalaka
SYLVIIDAE Cisticola cherina Adibo
DICRURIDAE Dicrurus forficatus Dronga
PLOCEIDAE Foudia madagascariensis Fody
PLOCEIDAE Lonchura nana Tsikirity
CICONIIDAE Platalea alba Sotrobe vava

ANATIDAE Nettapus auritus

ANATIDAE Aythia inonata Onjy
ANATIDAE Thalassorus leuconotus Damanona
PANDIONIDAE Milvus migrans Papango
FALCONIDAE Falcon newtoni Hitsikitsika
FALCONIDAE Falcon eleonorae Firasambalala
FALCONIDAE Falcon concolor Fandrasambary
PHASIANIDAE Conturnis conturnix Papelika

[RMMDAE  |Rusmadagoscariensis [ Kiiakely |
RALLIDAE Dryolimnas cuvieri Kitsiabe
RALLIDAE Porzana pusila Birindrano

RALLIDAE

Fulica cristata

Otrika

JACANIDAE

RECURVIROSTRIDAE

Actohilornis albinucha

Himantopus himantopus

Piritsy

Tsakaranta

GLAREOLIDAE

Glareola ocularis

Vorombato




CHARADRIIDAE Charadrius hiaticula Vorombato
CHARADRIIDAE Charadrius pecuriarus Viky-viky
CHARADRIIDAE Charadrius tricollaris Vorombato
SCOLAPACIDAE Numenius phaeopus Mantazazana
SCOLAPACIDAE Tringa nebularia Mantazazana
SCOLAPACIDAE Actitis hypoleucos Mantazazana
SCOLAPACIDAE Gallinago macrodactyla Harakaraka
SCOLAPACIDAE Calidris feruginea Harakaraka
LARIDAE Larus cirrocephalus Goakarano
STERNIDAE Chlidonias hybridus Samby
CUCULIDAE Centropus toulou Toloho

Oiseaux sauvages capturés et analysés dans cette étude

* : Endémique a Madagascar

Document Durrell Wildlife Conservation Trust Lac Alaotra




RESUME

Nom: MAMINIAINA Olivier Fridolin
Titre: Caractérisation des virus de la maladie de Newcastle (APMV-1), circulant sur les hauts plateaux de
Madagascar

La maladie de Newcastle (MN) est une maladie infectieuse des volailles essentiellement les gallinacées.
L’agent causal de cette maladie est une forme virulente des paramyxovirus aviaires type 1 (APMV-1). Les
APMV-1 sont des virus a ARN négatif monocaténaire non segmenté, dans la famille des Paramyxoviridae,
genre Avulavirus. Le génome de ce virus code pour six protéines structurales dont I'ARN polymérase ARN-
dépendant (L géne), la hémagglutinine-neuraminidase (géne de HN), la fusion (gene de F) et les protéines
de matrice (gene de M), la phosphoprotéine (géne de P) et la nucléoprotéine (gene du NP). Avant les
résultats menés dans le cadre des activités de cette étude, les APMV-1 sont classifiés phylogénétiquement
en deux classes (I et ). Les souches responsables des épizooties de la MN, en générale, appartiennent a la
classe Il qui est encore subdivisé en dix génotypes différents (I a X). Actuellement, les souches dans le
génotype VIl sont les plus prévalentes en Asie, en Europe et en Afrique. A Madagascar, depuis la premiére
description de la MN en 1946, aucune donnée phylogénétique et moléculaire sur les souches d’APMV-1
apathogene et virulente circulantes n’est disponible. Pourtant, cette maladie est 'une des majeures
contraintes de |'aviculture.

Au cours de cette étude, des échantillons sériques, écouvillonnages et organes, provenant des oiseaux
sauvages et des volailles domestiques de deux sites d’étude (lac alaotra et Antananarivo) de 2008 a 2010,
ont été récoltés et analysés. Des analyses biologiques d’épreuve virulente et de test de pathogénicité ont
été faites pour déterminer la pathogénicité des souches isolées et aussi pour élucider les cas sporadiques
de la MN dans I’élevage de poulet type commercial qui ont vacciné leurs volailles.

Les résultats sérologiques, virologiques, phylogénétique ainsi que moléculaires obtenu nous ont montré
I’existence des souches d’APMV-1 virulentes et apathogenes appartenant a quatre génotypes |, Ill, VIl et XI
différents, circulant dans les trois compartiments et inter-compartiment des avifaunes aquatiques
(compartiment 1) et des volailles domestiques (compartiment Il et Ill). Ces analyses phylogénétiques et
moléculaires montrent que les souches isolées dans le génotype lll, dans le compartiment |, ont dérivé
probablement des souches vaccinales Mukteswar.

Pour les cas des souches dans le génotype I, I'analyse des résultats montre |'existence des souches
apathogenes co-circulant dans les trois compartiments I, Il et Ill. Cependant, aucune souche virulente n’a
été isolée jusqu’a maintenant dans le compartiment des oiseaux sauvages (lll).

Cette étude a montré que les différentes souches APMV-1 virulentes, responsables des foyers de la maladie
de Newcastle dans les deux sites d’étude aussi bien dans les élevages de volaille type villageoise que les cas
sporadiques dans les élevages de type commercial, appartiennent a un nouveau cluster. Ces souches dans
ce nouveau cluster que nous avons appelé génotype Xl, possédent des multiples substitutions spécifiques
par rapport aux autres génotypes. Parmi ces spécifiques substitutions sont le site de clivage type virulente
inédite formé par 5 arginines ("“RRRRR{F') et la présence de double codon d’initiation (ATGATG
>°MM") sur la protéine de fusion (F).

L'épreuve vaccinale avec les souches La Sota, Hitchner B1 et Mukteswar, réalisée sur des poulets de race
local (FOFIFA/DRZV - Antananarivo) avec la souche MG-1992 (IPIC=1,9 — génotype XI) et avec des poulets
EOPS avec la souche MG-725/08 (IPIC=1,9 — génotype Xl) par rapport a une souche de référence
européenne Herts/33 (ANSES — Ploufragan France) montrent que les poulets sont protégés contre la
morbidité et mortalité mais n’ont pas contre I'excrétion virale par voie oropharyngien.

Mots clés : Maladie de Newcastle - APMV-1 - Avulavirus— Phylogénie — QRT-PCR — isolement virale - épreuve
vaccinale

Encadreurs : Renata SERVAN De ALMEIDA, Patricia GIL

Laboratoires : FOFIFA/DRZV (Antananarivo —Madagascar); Laboratoire de Virologie UMR15 CIRAD-
Montpellier (France) ; ANSES (Ploufragan - France)
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ABSTRACT

Nom: MAMINIAINA Olivier Fridolin
Titre: Caractérisation des virus de la maladie de Newcastle (APMV-1), circulant sur les hauts
plateaux de Madagascar

Newcastle disease (ND) is a high contagious disease of poultries, especially chickens. The causative
agent of this disease is a virulent form of the avian paramyxovirus type 1 (APMV-1). The genome of
APMV-1 comprises a single stranded negative sense RNA that encodes the RNA-dependent RNA
polymerase (L gene), the haemagglutinin-neuraminidase (HN gene), the fusion (F gene) and matrix (M
gene) proteins, the phosphoprotein (P gene) and the nucleoprotein (NP gene). This virus belongs to the
genus Avulavirus within family Paramyxoviridae. Before the results carried out within the framework of
the activities of this study, the APMV-1 are classified phylogenetically in ten different genotypes. Now,
strains within genotype VII are currently more prévalentes in Asia, Europe and Africa. In Madagascar,
since the first description of ND in 1946, no data is available concerning phylogenetic and molecular
study of circulating APMV-1 apathogenic strain or virulent strain.

During this study, sera, cloaca/tracheal swabs or tissus from wild birds or domestic poultry of two area
of this study (lake alaotra and Antananarivo), were collected and analyzed. We assessed also the ability
of the NDV vaccines based on the La Sota, Hicthner B1 or Mukteswar strains to protect chickens with the
currently isolated pathogenic strain.

The results serologic, virological, phylogenetic as molecular obtained showed us the existence of the
strain of virulent or apathogenes APMV-1 belonging to four different genotypes I, lll, VIl and XI,
circulating in the three compartments and inter-compartment of the watery avifaunas (compartment 1)
of the lake Alaotra and domestic poultry (compartment Il and Ill). The phylogenetic and molecular
analyses showed that the strain isolated into genotype Ill, in compartment |, was probably derived from
the vaccine strain Mukteswar. For the cases of the strain in genotype I, the analysis of the results shows
the existence of apathogenes strain Co-circulating in three compartments I, Il and Ill. However, no
virulent strain was isolated until now in the compartment (lll) from in the wildwater birds. This study
showed that the various virulent strain of APMV-1, responsible, as well the epizootic case of ND in the
two area of study in the village poultry as the sporadic cases in the commercial poultry, belong to a new
cluster. These strain of APMV-1 in this new cluster which we called genotype Xl, have a multiple specific
substitutions compared to other genotypes. Among these specific substitutions are the clivage site
formed by 5 arginines (mRRRRR\],Fm) and the presence of two initiations codons (ATGATG 9OMM1) on
the fusion (F).

The vaccine test with the stocks Sota, Hitchner B1 and Mukteswar, carried out on local race of chickens
(FOFIFA/DRZV - Antananarivo) with strain MG-1992 (IPIC=1,9 - genotype XI) and with EOPS chickens with
strain MG-725/08 (IPIC=1,9 - genotype Xl) compared to European reference Herts/33 strain (ANSES -
Ploufragan France) showed that the chickens are protected from morbidity and mortality but not
protected against shedding challenged virus belonged to genotype Xl by oropharynx way.

Mots clés : Newcastle Disease - APMV-1 - Avulavirus— Phylogény — QRT-PCR — isolement virale -
challenge vaccinal

Encadreurs : Renata SERVAN De ALMEIDA, Patricia GIL

Laboratoires : Virology laboratory of FOFIFA/DRZV (Antananarivo —Madagascar) ; Virology laboratory of
UMR15 CIRAD-Montpellier (France) and Virology laboratory of; ANSES (Ploufragan - France)
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