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RESUME

L’Influenza Aviaire (IA) est une maladie a déclaration obligatoire affectant les oiseaux domestiques et sauvages.
Au cours de I’hiver 2015-2016, un épisode d’TA hautement pathogéne (HP) impliquant des virus de sous-types
HSNT1, HSN2 et HSN9 a sévi dans le Sud-Ouest de la France. La diversité des virus détectés suggere une large
circulation de virus IA H5 au sein des productions de palmipédes qui ont été particuliérement touchées. Dans un
contexte de mise en place de mesures sanitaires et de biosécurité, la gestion des effluents (fumiers et lisiers)
constitue un facteur important a prendre en compte.

L’étude présentée a visé a estimer la persistance d’un virus IA H5SN9 HP dans les lisiers de canards reproduc-
teurs et de canards gavés i) en conditions naturelles par le suivi d’élevages contaminés sur le terrain et ii) en
conditions expérimentales au laboratoire. Aucun virus infectieux n’a été ré-isolé a partir des lisiers naturellement
contamingés, et les résultats expérimentaux obtenus suggerent une survie du virus HSN9 HP infectieux inférieure
a 5 semaines dans deux lisiers de canards reproducteurs barbarie ou pékin. Des études complémentaires sont en
cours pour compléter ces résultats en étudiant d’autres lisiers issus de chacune de ces productions.

En complément, un état des lieux des pratiques concernant la gestion du lisier en élevage de canard gras a été
réalisé. Des investigations complémentaires conduites dans quelques foyers ont permis de préciser si des me-
sures spécifiques avaient été mises en ceuvre.

ABSTRACT

Management of palmiped slurry contaminated with avian influenza viruses HSHP: survey of practices
and experimental evaluation of virus survival

Avian influenza (Al) is an acute and notifiable disease of poultry and wild birds. During the 2015-2916 winter
season, several cases of infection by highly pathogenic avian influenza viruses belonging to the HSN1, H5N2
and H5N9 subtypes were detected in South-Western France. The diversity of the detected viruses suggested their
wide circulation among duck and geese farms that proved especially affected. In order to improve the sanitary
and biosecurity status in the farms, it is important to take into account how (liquid and solid) manure will be
disposed of. The present study was designed to evaluate the survival time of H5 highly pathogenic viruses in
liquid manure from duck breeders and ducks raised for “foie-gras” production flocks. This was achieved i) by
regularly sampling manure tanks in naturally contaminated farms, and ii) in laboratory settings by artificially
contaminating some liquid manure samples with known amounts of a highly pathogenic HSN9 virus and follow-
ing the evolution of virus infectivity during storage. No virus has been isolated from slurry naturally contaminat-
ed. The experimental results suggest a survival of the HSN9 HPAI virus shorter than 5 weeks in liquid manure
from Muscovy or Pekin breeder ducks. These results are currently being confirmed on additional liquid manure
sample.

In addition, an inventory of practices concerning slurry management in ducks raised for “foie-gras™ was per-
formed and was also an opportunity to list if specific measures had been implemented.
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INTRODUCTION

L’Influenza Aviaire (IA) est une maladie a déclaration
obligatoire (Anonymous, 2005 ; OIE, 2005) affectant
les oiseaux domestiques et sauvages. De novembre
2015 a aott 2016, un épisode d’IA hautement patho-
géne (HP) impliquant différents virus de sous-types
HS5 a été détecté dans le Sud-Ouest de la France
(Briand et al., 2016). La diversité de ces virus suggére
une large circulation de virus IA H5 au sein des pro-
ductions de palmipédes qui ont été particuliérement
touchées. En plus des études épidémiologiques réali-
sées, des mesures sanitaires et de biosécurité couplées
a une surveillance accrue des cheptels ont été mises
en place pour stopper la circulation virale. Dans ce
contexte, la gestion des effluents (fumiers et lisiers)
constituait un facteur important a prendre en compte
pour préciser les possibilités de dissémination de virus
infectieux.

L’étude présentée vise a estimer la persistance sous
forme infectieuse d’un virus IA H5 HP dans les lisiers
de canards reproducteurs et de canards gavés i) en
conditions naturelles par le suivi d’élevages contami-
nés sur le terrain et ii) en conditions expérimentales
au laboratoire.

En complément, un état des lieux des pratiques con-
cernant la gestion du lisier en élevage de canard gras a
été réalisé. Des investigations complémentaires con-
duites dans quelques foyers ont permis de préciser si
des mesures spécifiques avaient été mises en ceuvre.

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Lisiers naturellement contaminés

Six lisiers provenant d’élevages de canards reproduc-
teurs pékin (n=2) ou de canards en gavage (n=4), dans
lesquels un virus HSHP avait été préalablement détec-
té, ont été prélevés. Ces lisiers n’ont pas été traités en
vue d’un assainissement avant leur échantillon-
nage/prélévement.

Parmi ces six élevages, deux ont fait I’objet de préle-
vements dans un court délai aprés la détection du
virus dans 1’élevage (< 10 jours), et quatre ont fait
I’objet de prélévements plus tardifs apres la détection
(jusqu’a 3 mois). Cependant, aucune donnée ne per-
met de déterminer le délai entre la date d’infection du
troupeau et la date de détection du virus sur les ani-
maux.

Deux litres de chaque lisier ont été prélevés (idéale-
ment 1 litre en surface de la fosse et 1 litre en profon-
deur) avant d’étre transmis au laboratoire de criblage
(LPL 40) qui a homogénéisé les prélévements et
échantillonné 4 tubes de 10 ml. Pour chaque lisier,
une recherche génomique du virus influenza a alors
été réalisée par le laboratoire de criblage. En cas de
résultat positif, les prélevements étaient transférés
apres surgélation au Laboratoire National de Réfé-
rence (LNR), qui mettait alors en ceuvre une re-
cherche de virus infectieux par ovoculture.

1.2. Lisiers expérimentalement contaminés

L’étude de vieillissement artificiel a été réalisée a
partir de lisiers confirmés comme étant i) négatifs vis-
a-vis de I’TA (absence de détection de génome I1A) et
ii) non toxiques pour I’ceuf embryonné inoculé par
voie intra-allantoidienne (systéme de ré-isolement des
virus influenza aviaires mis en ceuvre).

Du fait des différents modes d’¢levages pratiqués en
France, 1’étude a porté sur trois types d’élevages de
canards : canards reproducteurs pékin, canards repro-
ducteurs barbarie et canards en gavage.

Les lisiers ont été artificiellement contaminés avec le
virus HSN9HP A/duck/France/150236b/2015, a une
concentration finale de 10° a 10>® DIEs¢/ml, selon le
lot viral utilisé. Ce seuil de contamination a été retenu
car il permettait d’obtenir des niveaux de contamina-
tions (valeurs de Ct des lisiers contaminés) compa-
rables avec ceux observés dans les élevages naturel-
lement contaminés. Le lisier ainsi contaminé a ensuite
¢été divisé en 3 parties : une partie du lisier a été con-
servée sans traitement, une 2éme et une 3éme partie
ont été traitées par ajout de lait de chaux a 45 % mas-
sique jusqu’a ’obtention respectivement d’un pH 10
et d’un pH12. Le traitement au lait de chaux réalisé en
laboratoire avait pour objectif de mimer celui effectué
en élevage, lors du traitement d’assainissement des
lisiers par chaulage.

Parallélement, des témoins négatifs ont été préparés a
partir de lisiers non infectés artificiellement, traités ou
non traités au lait de chaux, afin de vérifier I’innocuité
de la matrice sur les méthodes analytiques mises en
ceuvre. En outre, des controle en tampon phosphate
(avec et sans virus) ont été réalisés pour suivre la
survie du virus dans une matrice simple (tableau 1).
L’étude de vieillissement a été menée a +4°C; tempé-
rature positive la plus favorable a la survie du virus.
Chaque semaine, un prélévement de lisier pour cha-
cune des conditions a été réalisé, afin de déterminer la
présence ou non de virus infectieux (figure 1). Les
prélévements n’ont pas été soumis a une étape de
neutralisation de pH avant analyse, car des essais
préliminaires ont montré que ces pH ¢élevés n’avaient
aucune incidence sur la réalisation des analyses.

Le vieillissement des lisiers contaminés a été arrété
des lors que 1’absence de virus infectieux a pu étre
démontrée dans deux prélévements hebdomadaires
consécutifs.

1.3. Méthodes analytiques

- Analyses physico-chimiques :
Les caractéristiques et compositions des lisiers utilisés
pour les tests de contamination expérimentale ont été
évaluées par un laboratoire agréé utilisant les mé-
thodes usuelles : pH, conductivité, densité, matiére
séche, matiére organique, carbone organique, azote
total, nitrate, nitrite, calcium, potassium, sodium,
phosphore et soufre.

- Isolement par ovoculture
Chaque prélévement de lisier a fait 1’objet d’une re-
cherche de virus infectieux par ovoculture selon la
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méthode officielle en vigueur (Afnor, 2016 ; Anony-
mous, 2006) ; cette recherche était immédiate apres
prélévement concernant les lisiers expérimentalement
contaminés et différée, aprés surgélation et transport,
concernant les lisiers naturellement contaminés. Aprés
centrifugation des prélévements de lisier, les surna-
geants récoltés ont été préincubés avec un mélange
d’antibiotiques puis ont été inoculés a des ceufs em-
bryonnés de 9 jours provenant de poules EOPS
(Exemptes d’Organismes Pathogeénes Spécifiés).
Aprés 5 a 6 jours d’incubation ou lors de la mortalité
des ceufs, les liquides allantoidiens ont été récoltés et
leur activité hémagglutinante a été testée. Un second
passage sur ceufs a été réalisé en cas de résultats néga-
tifs. Toutes les manipulations de virus vivants ont été
réalisées dans un laboratoire de niveau BSL3.
- Recherche de génome IA par rRT PCR :

La recherche de génome IA a été réalisée sur les ARN
extraits des prélevements hebdomadaires de lisier
ainsi que sur les liquides allantoidiens récoltés a
I’issue de 1’ovoculture. Les ARN viraux ont été ex-
traits selon le protocole décrit dans le kit RNEasy
mini kit (Qiagen, Courtaboeuf Cedex, France), puis
ont été testés en RT-PCR temps réel géne M-AIV
selon la méthode officielle en vigueur (Spackman et
al., 2002). La détection de génome viral par rRT PCR
ne permet pas d’apporter d’information sur le carac-
tére infectieux du virus détecté. Toutefois, cette ana-
lyse est complémentaire a 1’ovoculture de fait de sa
plus grande sensibilité de détection. En effet, la mise
en évidence d’une augmentation des quantités de
génome détectées entre le prélevement initial de lisier
et la récolte finale de liquide allantoidien pourra indi-
quer une réplication virale et étre corrélée aux résul-
tats obtenus en ovoculture (mise en évidence d’une
activité hémagglutinante). Dans le cas de résultats
contradictoires entre le résultat de I’ovoculture et
détection de génome viral par rRT PCR, des analyses
complémentaires sont réalisées, tel qu’un essai sup-
plémentaire d’isolement viral.

1.5. Etat des lieux des pratiques

Un questionnaire a été publié en juillet 2016. Une part
a été diffusée sous format papier lors des formations
biosécurité organisées par les chambres d’agriculture,
a destination des producteurs en circuit court. Une
autre part a été transmise en ligne via le logiciel
LimeSurvey, diffusée par le Cifog, aux différentes
organisations de producteurs de la zone Sud-Ouest.
Certains foyers ont, quant a eux, été interrogés par
téléphone. Le questionnaire était constitué de deux
parties, 1’une portant sur la description des pratiques
habituelles de gestion du lisier et ’autre sur les me-
sures spécifiques mises en place suite a la déclaration
d’un foyer.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1. Lisiers naturellement contaminés

Aucun virus influenza n’a été ré-isolé par la méthode
d’ovoculture sur ceufs embryonnés a partir des lisiers
testés. Cependant, une interférence entre la conserva-
tion par surgélation a -65°C des matrices contaminées
et les possibilités de ré-isolement viral est actuelle-
ment suspectée, sans que cette hypothése soit pour le
moment confirmée (mise en évidence de génome viral
dans le prélevement de lisier ; absence d’isolement de
virus par ovoculture et absence de mise en évidence
de génome viral sur liquide allantoidien récolté a
I’issue de I’ovoculture).

2.3. Lisier expérimentalement contaminé

Bien que les caractéristiques physico-chimiques des
lisiers différent selon le type d’élevage, I’espece et la
période de production, la composition des différents
lisiers utilisés dans cette étude sont cohérentes avec
celles décrites dans la littérature (Itavi, 2013 ; Pingel
et al. 2012) (tableau 2).

A ce jour, deux vieillissements artificiels ont été réali-
sés, sur des lisiers provenant d’exploitations de ca-
nards reproducteurs barbarie et pékin, et un vieillis-
sement sur un lisier provenant de canards en gavage
est en cours. Les résultats des lisiers contaminés sont
présentés dans le tableau 3. Les résultats obtenus pour
les lisiers "controles" non contaminés, traités par
chaulage ou non traité, ont tous été négatifs tout au
long de 1’étude et ne sont donc pas mentionnés dans le
tableau 3. Les résultats obtenus par rRT-PCR géne M-
AIV étant cohérents avec ceux obtenus par ovocul-
ture, ceux-ci ne sont également pas présentés dans le
tableau 2

- Lisier de canards reproducteurs barbarie :

o Les prélévements effectués le jour du dopage
permettent de ré-isoler le virus dans le lisier dopé non
traité ainsi que dans le lisier trait¢ a pH10. Le virus
n’a pas été ré-isolé aprés traitement a pH12.

(o] Les prélévements effectués aprés 1 semaine,
ainsi qu’aprés 2 et 3 semaines de vieillissement
(+4°C) permettent de ré-isoler le virus dans le lisier
dopé non traité, contrairement aux lisiers dopés traités
apHIOetapHI12.

o] Les prélévements effectués a partir de 4 se-
maines de vieillissement (+4°C), soit 28 jours post-
dopage, ne permettent pas de ré-isoler le virus dans le
lisier dopé non traité.

- _Lisier de canards reproducteurs pékin :

o] Les prélévements effectués le jour du dopage
permettent de ré-isoler le virus dans le lisier dopé non
traité ainsi que dans les lisiers traités a pH10 ou a
pHI2.

(o] Les prélévements effectués aprés 1 semaine
de vieillissement n’ont pas été analysés ; en effet, ces
prélévements ont été conservés par surgélation avant
que ne soit suspectée une possible interférence entre
la surgélation et la détection de virus par ovoculture.

0  Les prélevements effectués apres 2 semaines,
ainsi qu’aprés 3 et 4 semaines de vieillissement
(+4°C) permettent de ré-isoler le virus dans le lisier
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dopé non traité, alors que le virus n’a pas été ré-isolé
dans le lisier dopé et traité a pH10 ou a pH12.

0 Les prélevements effectués aprés 5 semaines
de vieillissement (+4°C), soit 35 jours post-dopage, ne
permettent pas de ré-isoler le virus dans le lisier dopé
non traité.

2.4. Etat des lieux des pratiques

86 ¢leveurs ont répondu, parmi lesquels une majorité
d’éleveurs gaveurs stricts (73%). Les deux tiers
étaient situés dans les Landes. Parmi ces élevages, 16
d’entre eux étaient des anciens foyers identifiés au
cours de 1’épisode d’influenza aviaire de I’hiver 2015-
2016.

Les fosses en béton constituent 1’équipement majori-
taire (65%) par rapport aux fosses géomembrane. Les
fosses ne sont couvertes que dans 45% des élevages
enquétés. Dans 80% des élevages, un raclage en con-
tinu sous caillebottis est réalisé. Le lisier est principa-
lement stocké sans traitement particulier a moins de
50 métres des batiments d’élevage. Le recours a un
traitement complémentaire est pratiqué par 18% des
¢éleveurs, par méthanisation ou encore chaulage du
lisier. La fosse est vidée une a deux fois par an (87%
des élevages). La vidange de la fosse se limite dans la
majorité des cas a la partie liquide, et dans un tiers des
cas, les éleveurs pratiquent un nettoyage de ses abords
par chaulage et/ou désinfection a 1’aide d’un produit
virucide. Quatre-vingt-quinze pour cent des éleveurs
épandent eux méme leur lisier. Dans la majorité des
cas il est épandu sur des terres situées a plus de 500
metres de 1’¢levage et enfoui directement a 1’aide
d’injecteurs a disque ou a dents.

La durée moyenne de stockage du lisier pour les éle-
vages foyers a été de 128 jours pour les éleveurs qui
n’ont pas traité leurs lisiers (13 éleveurs) et de 107
jours pour les 3 éleveurs ayant réalisé un chaulage
(respectivement 40, 100 et 180 jours). Tous les foyers
ont respecté la durée minimale d’assainissement de 60
jours a I’exception d’un éleveur qui a chaulé son lisier
(40 jours de stockage). Seuls 3 éleveurs ont pratiqué
le chaulage et 5 ont nettoyé et désinfecté les abords de
leur fosse. Tous les éleveurs ayant été foyers ont en-
foui leurs lisiers et ont nettoyé et désinfecté leur maté-
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Tableau 1 : Différentes conditions de lisiers et tampons mis en place pour I’étude de vieillissement artificiel.

Matrice Sans traitement Traitement lait de chaux
Lisier contaminé Non traité pH 10 pH 12
Lisier Non traité pH 10 pH 12 } Controéles
Tampon phosphate Non traité / / négatifs
Tampon phosphate contaminé Non traité / / Controle positif

Tableau 2 : Caractéristiques physico-chimiques des lisiers utilisés pour les études de vieillissement artificiel.

production " canard canard canard gavage
unite reproducteur reproducteur
pH pH 7,28 6,97 5,57
Conductivité [20°C] uS/cm 7090 9920 15 800
Conductivité [25°C] uS/cm 7790 10900 17 800
Densité / 0,994 1,049
Matiére séche (MS) % 3,10 1,20 9,20
Matiéres organiques sur MS % 56,70 58,40 81,40
Matiére minérale sur MS % 43,30 41,60 18,60
C org sur MS % 38,90 32,90 43,40
Azote total Kjeldahl (NTK) %N 0,18 0,20 0,49
Nitrate %N/brut <0,001 <0,001 <0,001
Nitrite %N/brut <0,001 < 0,001 <0,001
Azote ammoniacal (NH4-N) %N/brut 0,10 0,16 0,26
Azote organique (calcul)  %N/brut 0,08 0,04 0,23
Calcium sur MS % CaO 16,27 5,68 1,87
Potassium sur MS % K20 3,13 13,58 1,83
Sodium sur MS % Na,0 0,78 4,04 0,75
Phosphore sur MS % P05 6,60 4,01 2,92
Soufre sur MS % SO3 1,93 2,50 0,90

Tableau 3 : Résultats d’isolement viral obtenus lors du vieillissement artificiel de lisiers de canards reproduc-
teurs pékin et barbarie, expérimentalement contamings et traités ou non par chaulage. S : Semaine

S0 st S2 S3 S4 S5 S6 S7
Aprés 14 | Aprés 21 | Aprés 28 | Apres 35 | Aprés42 | Aprés 49
Aprés 1H Aprés 7j0u1‘s 3 .pres X .pres X 'pres ‘ 'pres X 'pI‘CS ; .pI‘CS ;
de contact 1400 jours & jours & jours & jours & jours & jours a
+4°C +4°C +4°C +4°C +4°C +4°C
lisier canards Non traité Positif Positif Positif Positif Négatif Négatif / /
reproducteurs |y iement pH 10 | Positif Négatif Négatif | Négatif / / / /
barbarie
traitement pH 12 | Négatif Négatif Négatif Négatif / / / /
lisier canards Non traité Positif | non effectué Positif Positif Positif Négatif Négatif Négatif
repm‘,l‘;f:m traitement pH 10 | Positif | non effectué | Négatif | Négatif / / / /
pé
traitement pH 12 Positif | non effectué Négatif Négatif / / / /
/ condition de lisier non conservé, son statut ayant ét¢ confirmé négatif lors de précédents prélévements
Prélévements des lisiers
SIO Sll S I2
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