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Résumé

Le virus du Nil occidental (VNO) est un arbovirus principalement transmis par les moustiques. Le
cycle de transmission enzootique implique généralement une variété d’espéces d’oiseaux sur
lesquelles se nourrissent de facon préférentielle divers moustiques, les principaux vecteurs
enzootiques au Québec étant les moustiques du genre Culex (c’est-a-dire Culex pipiens et Cx.
restuans). Des cas d’infection humaine par le VNO surviennent sporadiquement chaque année au
Québec et on sait peu de choses sur les facteurs qui déterminent I'ampleur des éclosions chez les
humains. Malgré I'existence de nombreuses études sur le virus du Nil occidental (VNO) aux Etats-
Unis, y compris sur le rGle de réservoir des especes d’oiseaux, et sur les changements alimentaires
du moustique Culex (des oiseaux vers les mammiferes), peu d'études équivalentes existent dans

les régions voisines du Canada ou le VNO est endémique.

Ce travail vise a déterminer I'importance relative des différentes especes d’oiseaux dans la
transmission du VNO dans le sud du Québec. Nous nous sommes concentrés sur les especes
aviaires du corridor de migration de I’Atlantique Est (selon la base de données Avibase). Les
especes d’oiseaux ont ensuite été triées et sélectionnées en fonction de ce qui suit : 1) les taux
de mortalité aviaire dus au VNO signalés dans les données de surveillance locale du Réseau
canadien pour la santé de la faune, 2) la séroprévalence et la compétence des réservoirs du VNO
en Amérique du Nord (d’apreés la littérature), 3) les estimations locales de la densité des oiseaux
(d’aprés les données ebird) et 4) les données d’une étude sur les repas sanguins de Culex pipiens
/ Cx. restuans saisies entre 2008 et 2013 chez des moustiques de la région de Montréal. L’analyse
a généré une liste de 67 especes d’oiseaux potentiellement impliquées dans la circulation du VNO
dans notre zone d’étude et nous avons émis des hypothéses quant a la contribution relative a
I'amplification du VNO. Cette étude permettra de mieux comprendre les facteurs susceptibles
d’influencer Ila circulation du VNO dans le sud du Québec et sera utile aux futures études de

modeélisation de la transmission enzootique du VNO.

Mots-clés : Virus du Nil Occidental, oiseaux sauvages, préférences alimentaires Culex, éco-

épidémiologie, Québec.



Abstract

West Nile virus (WNV) is an arbovirus that is primarily transmitted by mosquitoes. The enzootic
transmission cycle typically involves a variety of bird species and mosquitoes that preferentially
feed upon them. The main enzootic vectors in Québec are mosquitoes in the genus Culex (i.e.,
Culex pipiens and Cx. restuans). Cases of WNV occur sporadically each year in Québec and little is
known about the factors that drive the magnitude of human outbreaks. Despite many studies on
West Nile Virus (WNV) in the US, including the reservoir role of bird species and the summer shifts
of the Culex mosquito, feeding from birds to mammals, there have been few equivalent studies

in the neighboring regions of Canada where WNV is endemic.

Birds are considered the main hosts of WNV amplification and dispersion. In this study, we aim
to determine the relative importance of different bird species in WNV transmission in southern
Quebec. We focused on the East Atlantic migration corridor of different avian species (according
to the Avibase database). Bird species were then sorted and selected according to : 1) rates of
avian mortality from WNV reported in local surveillance data from the Canadian Wildlife Health
Cooperative; 2) seroprevalence and reservoir competence for WNV in North America (from the
literature); 3) local bird density estimates (from ebird data), and 4) data from a blood meal
analysis study on Culex pipiens/Cx.restuans mosquitoes captured between 2008 and 2013 in
Montreal region. The analysis generated a list of 67 bird species potentially involved in the
circulation of WNV in our study area and hypotheses were generated regarding the relative
contribution to WNV amplificationThis study will improve our understanding of the factors that
may impact WNV circulation in southern Québec and will be useful to future modelling studies of

enzootic WNV transmission.

Keywords : West Nile, wild birds, Culex feeding/host preference, eco-epidemiology, Québec.
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Introduction

Le virus du Nil occidental (VNO) est un arbovirus a ARN négatif de la famille Flaviviridae et
du genre flavivirus au méme titre que le virus Zika, le virus de la dengue ou le virus de I'encéphalite
de Saint-Louis. Identifié et isolé pour la premiéere fois en Ouganda, en 1937, il est I'un des virus les
plus dispersés sur la Terre, comme l'illustre la Figure 1 (Chancey, Grinev et al. 2015). Le virus est

notamment trés présent en Afrique, au Moyen-Orient et en Asie Occidentale.

En Europe et notamment au niveau du bassin méditerranéen, de nombreuses épidémies
d’encéphalites liées au VNO ont été répertoriées au cours des années 90 (Dauphin, Zientara et al.
2004). De fagon générale, il est établi que le virus est capable de se maintenir plusieurs années
successives dans une région donnée et ainsi survivre a I'hiver dans les pays tempérés, tel
qu’observé en Europe (Jourdain, Schuffenecker et al. 2007) ou au nord-est des Etats-Unis, les
années ayant suivi son introduction (Bicout 2013). Le virus ne se maintient toutefois pas toujours
et peut nécessiter une réintroduction qui se fait par la migration d’oiseaux (Hayes 1988, Rappole,

Derrickson et al. 2000).

En Amérique du Nord, la premiére épidémie enregistrée date de 1999 a New York avec 61 cas
d’encéphalites virales rapportées et 7 déces (Garmendia, Van Kruiningen et al. 2001). Des
encéphalites équines et une grande mortalité de plusieurs oiseaux, essentiellement des corneilles
d’Amérique (Corvus brachyrhynchos) et des oiseaux exotiques du zoo du Bronx sont également
observés (Garmendia, Van Kruiningen et al. 2001). Ceci s’expliquant notamment par la forte
virulence du virus, qui permet une meilleure infection et dissémination chez les hotes lors d’un
repas sanguin (Ciota, Ehrbar et al. 2013). En 4 ans (1999-2004), on observe une expansion du virus
a I'ensemble des Etats-Unis (de I'est vers I'ouest), puis sur une grande partie du continent
américain : au nord avec le Canada en 2002 (Gancz, Barker et al. 2004) et au sud avec les lles
Caiman en 2001 ; le Mexique, la Guadeloupe, la Jamaique et la République Dominicaine en 2002 ;
Cuba, les Bahamas, Belize, et le Salvador en 2003 ; la Colombie, le Venezuela, le Costa Rica, le
Guatemala Trinidad et Tobago, Haiti et Porto Rico en 2004 ; le Venezuela et I’Argentine en 2005 ;
le Nicaragua en 2006 et le Brésil en 2009 (Elizondo-Quiroga and Elizondo-Quiroga 2013, Vieira,

Romano et al. 2015).
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Figure 1.— Carte illustrant la présence du VNO a travers le monde

Répartition mondiale du VNO par pays : en rouge, les zones présentant des cas ou une
séropositivité humaine ; en bleu, les zones présentant des cas ou une séropositivité non humaine
ou vectorielle ; en gris, les zones ou aucune donnée ou aucun résultat positif n’a été signalé. Les
lignes noires représentent la distribution mondiale des principaux vecteurs moustiques du VNO,
a l'exclusion des zones de climat extréme dénotées par des lignes en pointillés. Les chiffres
entourés indiquent la présence signalée de lignées virales du VNO autres que la lignée 1. Pour le
Japon, la Corée du Sud, la Finlande et la Suéde, la séropositivité pour le VNO n'a été détectée que
chez des oiseaux non-résidents, ce qui n'a pas été considéré comme révélateur d'une

transmission locale. Issu de (Chancey, Grinev et al. 2015)

Le virus du Nil Occidental est intégré dans un cycle épidémiologique complexe (Figure 2) qui
implique des vecteurs, les moustiques et des hotes amplificateurs comme les oiseaux ou
accidentels et terminaux comme les mammiféres (humains et chevaux principalement) (Work,
Hurlbut et al. 1953, Taylor, Work et al. 1956, Zeller and Schuffenecker 2004). Amphibiens et
reptiles peuvent aussi étre impliqués dans le cycle épidémiologique comme hétes, sachant que la

proportion de repas sanguins de Culex pipiens peut étre importante chez ces espéces (Apperson,
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Hassan et al. 2004), mais ils ne peuvent étre considéré comme hotes amplificateurs en raison
d’une faible virémie ou indétectable pour la plupart de ces especes (Klenk and Komar 2003)
hormis chez les alligators juvéniles (Alligator mississipensis) qui peuvent présenter des virémies
élevées de longues durées (Klenk, Snow et al. 2004). La transmission du virus se fait par les piqlres
de moustiques infectés et c’est le cycle oiseau — moustique, qui permet un maintient de I'infection
dans la nature ou les mammiferes, tels que les chevaux et humains constituent des hotes
accidentels et terminaux, qui ne peuvent étre impliqués dans le cycle de transmission en raison

notamment de leur faible virémie (Dauphin, Zientara et al. 2004).

s il i
Mosquito Vector

Bird Amplifier Host

Figure 2. — Schéma du cycle de transmission du VNO

Issu de (CDC.gov 2018)

En raison de profils différents selon les espéces, les oiseaux, en tant qu’hotes naturels du virus,
apportent de la complexité au cycle épidémiologique et sont ainsi intéressants a étudier. Les
especes aviaires dotées d’une virémie suffisamment élevée et longue peuvent ainsi jouer le réle
de réservoir amplificateur du virus. C'est le cas notamment des passeriformes comme le merle
d’Amérique (Turdus migratorius) ou la Corneille d’Amérique (Work, Hurlbut et al. 1955, Langevin,
Bunning et al. 2001, Komar, Langevin et al. 2003, Reisen, Fang et al. 2005), au contraire du cardinal

rouge (Cardinalis cardinalis) ou des oiseaux de la famille des Mimidae, tels que le moqueur
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polyglotte (Mimus polyglottos), le moqueur roux (Toxostoma rufum) ou le moqueur chat

(Dumetella carolinensis) (Levine, Mead et al. 2016).

Les oiseaux peuvent également jouer un réle majeur dans le transport et la dispersion du virus
non seulement dans une aire restreinte (Ward, Raim et al. 2006) mais également sur de longues
distances du fait de leurs mouvements migratoires (Rappole and Hubdlek 2003, Jourdain,
Gauthier-Clerc et al. 2007) et donc introduire ou réintroduire le virus dans de nouvelles régions

(Komar, Langevin et al. 2003).

D’autres espéces jouent le réle de sentinelles en servant d’indicateurs biologiques quant a
I’existence d’une période d’activité virale et ce avant que I'on atteigne la phase d’émergence du
virus (Rodhain 1998). Par exemple, dans les années qui ont suivi I'introduction du virus, au nord-
est de '’Amérique, deux especes facilement détectables et de densité importante dans les zones
urbaines et résidentielles ont pu faire office de sentinelles : la corneille d’Amérique et le geai bleu
(Cyanocitta cristata) (Marra, Griffing et al. 2004). L'une et l'autre ont présenté une grande
sensibilité au virus lors de I'épidémie new yorkaise de 1999 (Komar, Panella et al. 2001) et dans

les années qui ont suivi (Thomas-Bachli, Pearl et al. 2020).

Les humains font parti des hotes accidentels du virus et présentent des symptomes cliniques
relativement rares : environ 80% des cas humains sont asymptomatiques, mais le virus peut aussi
provoquer une fievre de type grippal (25% des cas symptomatiques), des symptomes
neurologiques graves de type encéphalites ou méningites chez 20 a 43% des cas symptomatiques
selon les programmes de surveillance établis par I’Agence de Santé Publique du Canada (ASPC
2012-2020). Il a également été reporté qu’une encéphalite peut occasionner la mort dans 10-30%
des cas (Ouhoumanne, Lowe et al. 2018). De plus, comme pour la plupart des autres infections
virales transmises par les moustiques, des épidémies peuvent se produire chaque année, mais
different considérablement par leur ampleur et leur emplacement géographique. Cela est
observé notamment aux Etats-Unis ou I'activité du VNO est observée chaque année, mais de

grandes épidémies ne sont constatées que tous les 8 a 10 ans (Barrett 2018).

En raison de la gravité des maladies pouvant étre occasionnées par le virus, de la sporadicité de

la présence du virus avec I’existence des vagues épidémiques de plus grande intensité et |'absence
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de traitement spécifique ou de vaccin, cela fait du VNO un véritable probléme de santé publique
(INSPQ 2016, Habarugira, Suen et al. 2020). De plus, au Québec, peu de littérature s’intéresse a
I'impact de l'oiseau dans le cycle épidémiologique du VNO et notamment a son réle dans le
transport et la propagation du virus dans la province francophone. C'est pourquoi, il est essentiel
de mieux comprendre comment le virus circule dans le sud du Québec, de déterminer les acteurs

aviaires en jeu dans ce systeme épidémiologique, ainsi que leur réle plus particulierement.

L’objectif principal de ce travail de Maitrise est donc de déterminer I'importance relative des
différentes especes aviaires dans le maintien et la transmission du virus du Nil dans le sud du
Québec en établissant une liste des espéces d’oiseaux susceptibles de jouer un réle dans la
circulation du VNO au sud du Québec, et ce afin de pouvoir remédier au manque de connaissance
que I'on a, au sud du Québec, sur les oiseaux impliqués dans le cycle épidémiologique du VNO et
sous quelle forme. Cette liste est basée sur I'historique des taux de mortalité aviaire dus au VNO
signalés dans les données de surveillance locale du Réseau canadien pour la santé de la faune ;
des estimations locales de la densité des oiseaux (d’aprées les données ebird) ; des données d’une
étude sur les repas sanguins de Culex pipiens / Cx. restuans obtenues entre 2008 et 2013 chez des
moustiques de la région de Montréal et des données de littérature de séroprévalence et
compétence d’hote des espéeces aviaires impliquées dans le VNO en Amérique du Nord. En téte
de cette liste, on s’attend a retrouver notamment le merle d’Amérique, considéré comme
superpropagateur du VNO et parmi les préférences alimentaires de CPR connues en Amérique du
Nord (Levine, Mead et al. 2016, Owen, Landwerlen et al. 2021), le geai bleu et la corneille
d’Amérique, en raison de leur importance en tant qu’indicateurs de la présence du virus au
Canada, au début des années 2000 (CWHC 2016), ainsi que le moineau domestique, en raison de
son abondance (Komar 2001). En raison du caractére sporadique du virus dans notre zone
d’étude, on peut supposer que le virus est ramené chaque année au Québec par les espéces
migratrices arrivant du sud et que les espéeces résidentes sont la pour amplifier localement le
virus, causant une épidémie. Ainsi pour chaque espéce de cette liste, le statut migratoire, l'aire
d’hivernage et de ponte ainsi que la période de migration sont également renseignés afin d’établir

le profil écologique des différentes especes.
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Pour cela, deux sous-objectifs viennent alimenter |'objectif principal.

Il s’agira dans un premier temps d’établir la susceptibilité des especes d’oiseaux au VNO et ce a
partir des données issues de la littérature concernant le Québec ainsi que les états américains du
couloir migratoire atlantique, mais également des données collectées sur le terrain au Québec,

telles que décrites ci-dessus.

Le deuxieme sous-objectif de ce travail visera a caractériser les préférences alimentaires du
complexe d’espéces Culex pipiens-restuans (CPR) en matiére d’espéces aviaires, relativement a
I’'abondance de ces oiseaux dans la zone d’étude. En raison de |'existence d’épidémie chez les
humains au cours de la saison estivale et sachant que le moustique Culex pipiens est
principalement ornithophile, on suppose également que sa préférence alimentaire aille en faveur

des mammiféres au cours de I'été.
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Recension de la littérature

Cette recension de la littérature a pour objectif de faire une synthése de I'état des connaissances
sur le VNO au Québec. La premiére partie présente le virus du Nil occidental au Québec et son
épidémiologie. La deuxieme partie se focalise sur les analyses des repas sanguins effectués par
les moustiques et présente les principales méthodes utilisées, ainsi que les principaux résultats
relevés au sein des états situés sur le couloir migratoire Atlantique du continent Américain. La
troisieme partie s’attarde sur la mortalité et la séroprévalence au VNO dans |'avifaune en
Amérique du Nord. Et enfin la quatrieme partie fait état de nos connaissances sur les
compétences vectorielles et compétences d’hote a pouvoir retransmettre le VNO aprés avoir été

infecté.

En raison de I'absence d’études effectuées sur les oiseaux au Québec ou a I'Est du Canada, les
données présentées issues de la littérature concernent au mieux les états du Nord-Est des Etats-
Unis qui présentent une écologie similaire a celle du Sud du Québec. Les oiseaux migrateurs qui
circulent au Québec proviennent du corridor de migration de I’Atlantique Est, les données de

littérature provenant des états américains situés sur cette voie ont également été intégrés.
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Partie 1 — Le virus du Nil Occidental au Québec

Dans cette premiere partie, un état des lieux des connaissances est réalisé sur |’épidémiologie
virus du Nil Occidental et les différents acteurs mis en jeu dans le cycle épidémique, a savoir le
virus, les vecteurs, les hotes. Enfin, nous reviendrons sur les risques du VNO pour I’'homme et de

I’évolution des cas humains au Canada.

Le Virus
En tant que flavivirus, le virus du Nil Occidental est un virus a ARN simple brin positif.
Structurellement parlant, il prend la forme d’une particule sphérique d’environ 50 nm de
diameétre contenant la nucléocapside en son centre, c'est-a-dire I’ARN viral entouré des protéines
de la capside. Une enveloppe I'entoure sur laquelle peuvent se fixer des protéines virales et
membranaires, dont ces derniéres proviennent de la membrane cytoplasmique de la cellule hote
(Monath, Arroyo et al. 2001, Campbell, Marfin et al. 2002, Mukhopadhyay, Kim et al. 2003). La

surface externe du virus est d’aspect rugueux en microscopie électronique.

Structure
Le brin d’ARN est constitué de 11000 a 12000 nucléotides. Ses genes codent sept protéines non
structurelles (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5) et trois protéines de structure, soient la
capside (C), la membrane (M) et I'enveloppe (E), tels que I'on peut le voir dans la figure 3. Ce sont
ces trois protéines de structures qui jouent le plus grand role dans la réplication du virus, la
maturation du virion et la synthése de nouvelles protéines et enzymes virales (Monath, Arroyo et

al. 2001, Campbell, Marfin et al. 2002, Guzman, Kouri et al. 2002).

La protéine C de la capside protége le génome du virus. Il s’agit du premier polypeptide synthétisé
par le nouveau virus. La protéine M permet le contrdle de la fusion du virus. Et I'enveloppe virale
E est responsable de différentes propriétés biologiques du virus comme I'attachement aux
cellules, impliqué dans le choix des hotes et le tropisme tissulaire, I’hémagglutination des
érythrocytes, I'induction de la réponse immunitaire et la production d’anticorps neutralisants par

les organismes infectés (Guzman et Kouri, 2002 ; Campbell et al., 2003 ; Monath et al., 2001).
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Figure 3.— Représentations schématiques de I'ARN génomique du virus du Nil occidental.

Dans l'ordre, les protéines virales a partir de I'extrémité N-terminale de la polyprotéine : capside
(C), pré-membrane (PrM), enveloppe (E) et protéines non structurales, NS1 a NS5. Les structures
en épingle de I'ARN (ou en tige et boucle) conservées (SL) situées dans les régions non traduites
3' et 5', ainsi que la région codante pour la capside, sont représentées dans la partie supérieure.
Les interactions « pseudoknot » sont indiquées par des lignes en pointillés. Les positions des
différentes régions codant les protéines virales dans la région ORF (Open Reading Frame) de la
polyprotéine sont indiquées dans la partie inférieure. Un « pseudoknot » impliqué dans un
décalage de cadre de traduction -1 nécessaire a la production de NS1 est également décrit dans

la partie inférieure. Issu de (Brinton 2013)

Diversité génétique
Il existe différents variants en circulation dans le monde et aujourd’hui on compte 9 génotypes
distincts, déterminés selon une classification faite a partir des séquences nucélotidiques des
génes codant pour les protéines structurales. La souche américaine provient du lignage 1, au
méme titre que les souches présentes en Europe et Eurasie. Par comparaison des séquences de
des différentes souches, il a été mis en évidence que la souche présente en Amérique du Nord en

1999 avait 99.5% d’identité commune avec la souche israélienne de 1998. Elle-méme aurait un
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lien avec la souche tunisienne de 1997, dont I'ancétre proviendrait d’Afrique du Sud ou d’Afrique

Centrale (Charrel, Brault et al. 2003, Anez, Grinev et al. 2013).

Avec sa présence sur 5 continents, le lignage 1 a une distribution géographique trés vaste et peut
se subdiviser en 2 clades : 1a et 1b. Le clade 1a regroupe les souches circulant en Amérique, en
Europe, au Moyen-Orient, en Asie, et en Afrique (Charrel, Brault et al. 2003, Monaco, Lelli et al.
2010, May, Davis et al. 2011). Le clade 1b comprend les souches australiennes (Scherret,
Poidinger et al. 2001). Le lignage 2 comprend des isolats et des souches africaines et malgaches,
ainsi que des isolats émergeants en Europe depuis les années 2000 (Papa, Bakonyi et al. 2011).
Les lighages 3 a 9 comprennent des souches virales isolées en République Tcheque (lignage 3), en
Russie (4), en Inde (5), en Malaisie (6), au Sénégal (7) et en Autriche, Espagne et Hongrie (8-9)
(Papa, Bakonyi et al. 2011, Pachler, Lebl et al. 2014)

Le VNO présente non seulement une grande diversité génétique mais aussi géographique sans
que la distribution des souches soit corrélée avec la distribution géographique du virus, méme si
le continent Africain apparait comme le point d’origine des différentes souches (May, Davis et al.

2011).
Les vecteurs

Especes vectrices du VNO en Amérique du Nord
Au Canada et en Amérique du Nord, le vecteur préférentiel pour le VNO appartient au genre Culex
(Rochlin, Faraji et al. 2019). Les différentes espéeces varient selon la zone géographique. Par
exemple, on trouve Culex pipiens et Culex salinarius a I'Est de I’Amérique du Nord, Culex tarsalis
a I'Quest et Culex quinquefasciatus au Sud-Est du continent nord-américain (Metzger, Harbison
etal. 2012). Au Québec et au Nord-Est des Etats-Unis , on trouvera Culex pipiens et Culex restuans,
responsables de plus de 80 % des infections dues au VNO comme cela a été constaté dans I'Etat

de New York (Kilpatrick, Kramer et al. 2005) ou au Québec (Ouhoummane, Lowe et al. 2014).

Les vecteurs Culex se nourrissent sur les oiseaux (Culex pipiens et Culex restuans sont davantage
ornithophiles) et sur les mammiferes (Culex salinarius est davantage mammophile) (Rochlin,

Faraji et al. 2019).

26



D’autres genres, autres que Culex peuvent étre vecteurs du VNO : Aedes, Anopheles et
Ochlerotatus qui elles, se nourrissent principalement sur les mammiféres (Apperson, Hassan et

al. 2004).

Cycle de vie des vecteurs
Le cycle de vie du moustique se compose de 4 phases distinctes : ceuf, larve, nymphe et adulte
(figure 4). Seule la phase adulte est aérienne. Les trois premiéres se passent en milieu aquatique
et la ponte des moustiques se fait également dans I'eau. Aussi les plans d’eau stagnante et peu
profonde, peu importe s’il s’agit d’'un milieu naturel ou artificiel sont des habitats préférentiels
pour des especes comme Culex pipiens, Culex tarsalis ou Culex restuans. (Walton, Schreiber et al.

1990, Reiskind and Wilson 2004).

;‘"‘f : \

AdLlIfes

) / 1 Ponte des ceufs
Emergence du par la femelle

mdc-Llltstiq ue ,ﬂ moustique

/
g

J b
__f“Eclnsi::m des ceufs et
- = ¥ développement des larves
o F PP

Transformation de
la larve en nymphe

Figure 4.— Cycle de vie du moustique
Issu de (Fortin, Vibien et al. 2013).

Chaque phase du cycle de vie du moustique est dépendant de la température. Des températures
plus élevées que la moyenne en début de saison entrainent une diminution de la durée de la

phase larvaire et une apparition plus précoce des nymphes et moustiques adultes. La durée de
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développement apparait comme inversement proportionnelle a la température (Madder,
Surgeoner et al. 1983). En cas d’été chaud avec des conditions optimales, le développement des
moustiques est non seulement plus rapide mais la production d’ceufs est plus importante et
rapide. Le cycle de vie (de I'ceuf a I'adulte) de Culex dure environ 14 jours (20°C), celui-ci sera
d’environ 10 jours en cas de températures favorables (26°C) et peut diminuer et étre compris
entre 7 et 10 jours durant les mois les plus chaud de I’été (Ruiz, Chaves et al. 2010). La fréquence

des repas sanguins augmente alors ainsi le risque d’infection au VNO (Koné 2003).

La période d’activité journaliére du moustique est aussi fonction de son espeéce. Les vecteurs de
genre Culex ont leur période maximale de prise de repas sanguin tot le matin et le soir, ce qui
augmente le risque que soit transmis le VNO aux humains pendant ces périodes (Crans 2004,
Kilpatrick, Kramer et al. 2005). L'abondance de Culex a travers le monde (Bhattacharya, Basu et
al. 2016) et son comportement opportuniste et le choix des sites de ponte a proximité des lieux
habités, font des Culex des vecteurs importants (Crans 2004, Kilpatrick, Kramer et al. 2005,

Colpitts, Conway et al. 2012).

Milieu de vie des vecteurs
Les moustiques Culex sont tres présents dans les régions urbaines, ou leur reproduction se fait
dans les plans d’eau temporaires et permanents avec végétation, en bordure de riviere, dans des
endroits inondés, dans des mares riveraines, des mares de rochers, des aulnaies ainsi que dans

différents gites artificiels tels que les puisards (Bourassa 2000).

En milieu urbain, une étude réalisée dans les cours arriére des résidences privées de la région de
Montréal, a montré que les gites ayant les plus fortes densités larvaires, permettant le
développement de Culex, était des pneus et chaudiéres, ainsi que des piscines mal entretenues.
On trouve également des gites dans des barils, des pots de fleurs, des sacs plastiques ou des
bassins pour les oiseaux (Boisvert 2005). Une autre étude réalisée a Atlanta, dans I'état de la

Georgie, recense également ces différents contenants, dans lesquels de I'’eau peut stagner, et
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insiste aussi sur I'importance des débordements d’égout et des piscines mal entretenues comme
principaux gites (Calhoun, Avery et al. 2007).

Du fait, de leur présence dans les régions urbaines, au Québec et au nord-est des Etats-Unis, Culex
pipiens-restuans semblent étre ainsi les especes de moustiques les plus impliquées dans la
transmission du VNO a ’homme. Cela en fait donc les candidats vecteurs privilégiés pour étudier

la circulation du VNO dans une région urbaine de grande densité humaine telle que Montréal.

Transmission du VNO
Le VNO est transmis principalement par la piqlre de moustiques femelles infectés. Elles-mémes
ayant acquis le virus par l'intermédiaire d'hotes infectés. Aprés le repas sanguin, le virus se
reproduit dans l'intestin et les glandes salivaires du moustique puis se transmet durant les piqQres
suivantes par le fluide salivaire auprés d’h6tes naturels tels que les oiseaux (Taylor, Work et al.
1956) ou d’hoétes accidentels tels que les mammiféres, qui ne peuvent retransmettre le virus
(Hayes, Komar et al. 2005). De facon plus rare, il est possible que le VNO se maintienne dans les
populations de moustiques par transmission verticale (de I'adulte aux ceufs) (Goddard, Roth et al.

2003, Komar, Langevin et al. 2003).

Une transmission non-virémique a déja été observée en laboratoire. Cest-a-dire qu’un
moustique se nourrisant sur un hote sain a été infecté par le VNO grace a la présence a proximité
d’'un moustique infectant (Higgs, Schneider et al. 2005). Cependant, I'importance de ce
phénomeéne en milieu naturel reste a étre déterminé selon la taille de I'hGte et la vitesse de

détection de la virémie apres un repas infectant (Reisen, Fang et al. 2007).

Une transmission orale du virus entre mammiféres et oiseaux, par ingestion de proies infectées a

également été observée (Hartemink, Davis et al. 2007, Nemeth, Beckett et al. 2007).

La transmission du VNO peut également se faire de facon non-vectorielle. Chez I’homme, des cas
de contamination par tranfusion sanguine ont été mises en évidence aux Etats-Unis et des cas de
transmission intra-utérine ou par allaitement ont été suspectés (Hayes, Komar et al. 2005). Chez

les oiseaux, des cas de contamination directe : oro-fécale ou par aérosol ont également été
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observées en cas de grande proximité des individus (Langevin, Bunning et al. 2001, Komar,

Langevin et al. 2003, Jourdain, Toussaint et al. 2007).

Les hotes

Les oiseaux, hotes naturels du VNO
En tant qu’hotes naturels, les oiseaux sont fortement impliqués dans la transmission du VNO.
Cette implication varie entre les espéces et s’exprime lorsque |'espéce présente des indices élevés
de compétence et capacité d’hote et peut jouer différents roles au sein du cycle de transmission :
amplificateurs, disperseurs, transporteurs, réservoirs du virus ou sentinelles (Taylor, Work et al.

1956).

Oiseaux : amplificateurs du virus
Les oiseaux sont les amplificateurs naturels du VNO. Ils participent ainsi a la dispersion du virus
au sein d’une zone de transmission donnée (Bicout 2013). On considére donc qu’un bon oiseau
amplificateur est a la fois attractif pour le moustique et présent en abondance dans une zone
donnée (Bicout 2013). En Europe, par exemple, les investigations tendent a considérer le moineau
domestique ou la pie bavarde comme de bons amplificateurs, en raison de leur présence locale
tout au long de I'année et de leur abondance (Jourdain, Zeller et al. 2008, Balanca, Gaidet et al.
2009). En Amérigue du Nord, les especes amplificatrices les plus fréquemment rencontrées
semblent étre le merle d’Amérique et le moineau domestique (Komar, Langevin et al. 2003,

Reisen, Fang et al. 2005)

Oiseaux : disperseurs et transporteurs du virus
Ce sont des oiseaux qui peuvent non seulement véhiculer le virus mais également le conserver
pendant une longue période que ce soit dans leur sang (virémiques), dans leur organes (en cas
d’infection chronique) ou par le transport de vecteurs (Rappole and Hubdlek 2003, Jourdain,
Gauthier-Clerc et al. 2007). On peut trouver deux types de transporteurs : les oiseaux migrateurs,

qui permettent de transporter et disséminer le virus sur de longues distances et les oiseaux
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transporteurs localement, qui vont alors disséminer le virus (Gibbs, Hoffman et al. 2005, Ward,

Raim et al. 2006, Nemeth, Oesterle et al. 2009, Bicout 2013).

Oiseaux : réservoirs du virus
En conservant le virus durant une longue période ou en le transmettant de fagon non-vectorielle,
les oiseaux jouent le réle de réservoir (Bicout 2013) et assurent ainsi la pérennité du virus en le
conservant pendant I’hiver, saison défavorable pour la transmission vectorielle, et permettre sa
remise en circulation au printemps suivant (Rodhain 1998). Pour le VNO, on considére que les
espéces d’hétes qui développent une virémie supérieure a 10° PFU mL, sont qualifiées d’espéces
réservoirs (Komar, Langevin et al. 2003, Marm Kilpatrick, Daszak et al. 2006, Wheeler, Barker et
al. 2009), ces espéces sont alors capables de conserver le virus plus longtemps au sein de leurs
organes par exemple. Ainsi des études réalisées sur I'infection chronique chez différentes especes
d’oiseaux ont démontré que certaines espéces d’oiseaux résidents conservaient le virus au sein
de leurs organes (Gamino and Hofle 2013) ou transmettaient le virus par des fientes infectées et
pouvaient ainsi constituer des populations réservoirs (Marra, Griffing et al. 2004, Jourdain, Zeller

et al. 2008).

Oiseaux : sentinelles du virus
On définit comme sentinelle « un animal choisi dans son milieu ou placé volontairement dans un
milieu et suivi au cours du temps afin de détecter précocement, de maniére qualitative et
guantitative, une exposition a un agent pathogéne donné » (Dufour and Hendrickx 2011). Un
animal sentinelle, ici I'oiseau, sert d’indicateur biologique, signalant les périodes d’activité du
virus avant que la phase d’émergence ne soit atteinte (Rodhain 1998). Par exemple, les oiseaux
domestiques tels que les poules ou les canards, ainsi que les oiseaux sauvages, ont été et sont
encore aujourd’hui des indicateurs de la présence de grippe aviaire sur un territoire donné
(Verhagen, Fouchier et al. 2021). Aux Etats-Unis, la propagation du VNO a été observée par la
grande mortalité des oiseaux (Komar 2001). Ce phénomene a été utilisé tres rapidement au sein
du systéme d’alerte prévenant d’'une augmentation de I’activité virale (Komar 2001, Mostashari,
Kulldorff et al. 2003). Cette surveillance aviaire a I'aide d’espéces sentinelles permet la mise-en-

évidence de la circulation du virus et donc des zones et périodes a risque potentiels pour les
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populations humaines et équines (Dufour and Hendrickx 2011). Aujourd’hui encore, on se sert
des espéces sentinelles et de leur grande sensibilité au VNO afin de définir une zone de circulation
active. Cela passe par exemple par I'analyse des carcasses d’oiseaux trouvées, telles que les
Corvidés (Julian, Eidson et al. 2002) ou les Strigidés (Smith, Campbell et al. 2018), afin de détecter
ou non la présence du virus dans leurs organes effectuées. Ceci est une stratégie employée au
Canada par le programme de surveillance passive du CWHC (Canadian Wildlife Health

Cooperative).

Repas sanguins des vecteurs
Bien qu’elles soient avant tout ornithophiles, I'analyse des repas de sang des moustiques a
confirmé que les especes du complexe Culex pipiens peuvent se nourrir aussi bien chez les oiseaux
que chez les mammiféres. Se faisant, ces moustiques peuvent donc étre un vecteur prépondérant
dans la transmission virale en milieu zoonotique, mais également un vecteur passerelle vers les

mammiferes et les humains (Koné 2005).

Il semblerait également que certaines espéces d’oiseaux soient préférentiellement piquées a
cause de facteurs physiologiques, comportementaux ou écologiques qui leur permettent d’étre
plus attrayantes que d’autres (Koné 2005). Par exemple, cette préférence peut porter sur la taille
de 'oiseau : Culex tarsalis et Culex quinquefasciatus se nourrissent significativement plus sur des
petits oiseaux (respectivement des moineaux et des pinsons) , alors que Culex erythrothorax

préférera la corneille d’Amérique (Lura, Cummings et al. 2012).

Les mammiféres, hotes accidentels du VNO
Les mammiféres présentent une virémie trop faible et de courte durée lors d’une infection au
VNO, ce qui implique qu’ils ne peuvent pas intervenir dans la transmission du virus (Koné et al.,
2003), on parle alors d’hotes terminaux ou de cul de sac épidémiologiques. Les chevaux et les
humains semblent plus susceptibles de développer une maladie clinique que les autres especes
de mammiféres (Root and Bosco-Lauth 2019). Mais méme s'il n'y a pas de maladie clinique
constatée, le VNO a été détecté chez de nombreux mammiféres sauvages et a méme été isolé

chez des reptiles et amphibiens (Root and Bosco-Lauth 2019).
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Des anticorps anti-VNO ont été identifiés chez les opossums de Virginie (Lamglait and Lair 2019),
les écureuils (Heinz-Taheny, Andrews et al. 2004), les ratons laveurs, les mouffettes (Root, Bentler
et al. 2010), au sein de différentes espéces de cervidés (Juficova and Hubalek 1999, Farajollahi,
Gates et al. 2004, Gibbs, Marlenee et al. 2006, Hubalek, Juricova et al. 2017), tels que le cerf de
Virginie (Pedersen, Wang et al. 2017) ou le renne, exposé au virus en Alberta (Curry, Ribble et al.
2014). Des cas d’infections chez des ours noirs ont aussi été relevés (Farajollahi, Panella et al.
2003, Bronson, Spiker et al. 2014), et chez les chauves-souris (Kading, Kityo et al. 2018). Chez les
éléphants, des cas d’infections d’éléphants d’Asie ont été constatés pour des individus captifs en
Zoo (New York et Floride) (Ludwig, Calle et al. 2002, Keller 2005) et des éléphants d’Afrique
sauvage ont également présenté des anticorps neutralisants contre le VNO, indiquant ainsi une

exposition généralisée dans cette population sauvage (Kading, Borland et al. 2013).

Evolution des cas humains

Evolution des cas humains au Canada
La premiere flambée épidémique de virus du Nil Occidental en Amérique du Nord date de 1999 a
New York, puis le virus s'est ensuite répandu rapidement sur I'ensemble du continent causant la
mortalité de plusieurs oiseaux, chevaux et humains (Ciota, Ehrbar et al. 2013). Il a ensuite été
détecté pour la premiere fois en 2002 en Ontario et donc au Canada et y est depuis actif de facon

intermittente comme on peut le voir sur la figure 5.
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Figure 5.— Evolution du nombre de cas humains au Canada

Données issues de (ASPC 2012-2020)

Au Canada, la présence du virus est principalement localisée dans deux régions séparées
géographiquement: la région du centre (provinces du Québec et de I'Ontario) et la région des
Prairies (provinces du Manitoba, du Saskatchewan et de I’Alberta), comme on peut I'observer sur
les cartes ci-dessous (figure 6). Cela illustre qu’il y a actuellement deux systémes
épidémiologiques de circulation du VNO, impliquant des vecteurs et des hotes particuliers en
fonction de ces régions. De plus, ces deux régions présentent les incidences les plus hautes de cas
symptomatiques chez les humains (Chen, Jenkins et al. 2013, Paz 2015). A partir de 2016, on note
également I'émergence de cas constatés dans les provinces Maritimes, notamment sur I'lle du

Prince Edouard (Figure 6)
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Evolution des cas humains au Québec

Depuis 2002, année de 'apparition du VNO au Canada, le nombre de cas annuels a beaucoup
fluctué au Québec comme le montre la figure 7. Enregistrant des valeurs allant de 1 cas en 2006
et 2007 a 134 en 2012 et 201 en 2018. Ces cas sont principalement répertoriés dans les régions

socio-sanitaires de la Montérégie, de Montréal et de Laval (Rocheleau, Michel et al. 2017).
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Mise en paralléle des cas chez les oiseaux et les humains au Québec
Si la proportion de cas positifs differe en fonction des années (figure 8), on peut observer aussi
bien chez les oiseaux que les humains deux vagues épidémiques : la premiere débute lorsque le
virus arrive au Canada en 2002 et tend a se terminer en 2006. La deuxieme vague épidémique

intervient entre 2011 et 2013.
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Données issues des rapports de surveillance de I’ASPC (ASPC 2012-2020) et du CWHC (CWHC
2016)

Chez les oiseaux, les activités de surveillance effectuées sur les carcasses trouvées dans la nature
(CWHC 2016) montrent que lors de I'arrivée du virus au Québec, une forte proportion d’oiseaux
retrouvés morts étaient positifs au VNO. Les quatre premiéres années, ce sont plus d’'une
centaine de carcasses positives qui ont été recensées avec un pic d’environ 850 en 2003. Les
années suivantes ne permettent pas d’avoir les chiffres complets des oiseaux morts dans la
province a la suite de I'arrét du programme de surveillance, en raison de la faible activité
épidémiologique humaine au Québec entre 2004 a 2010. Cependant lors de la deuxieme vague
épidémique, on note également une recrudescence du nombre de carcasses positives au VNO, ce
gui montre bien que les oiseaux sauvages morts sont devenus des indicateurs quant a la présence
du VNO sur le territoire, autrement dit des sentinelles. Au Canada, le Canadian Wildlife Health
Cooperative estime que ces données suggéerent que ces cas de mortalité précédent de deux a six

semaines un risque accru de maladie chez les humains (CWHC 2016).
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Partie 2 — Analyse des repas sanguins effectués par les moustiques.

L'analyse et I'identification des repas sanguins effectués par les arthropodes hématophages tels
que les moustiques permettent d’apporter de nombreuses informations sur les interactions entre
les vecteurs et les hotes et sur la dynamique de transmission des pathogenes (Mukabana, Takken

et al. 2002).

Méthodes utilisées

Une étude de repas sanguins s’effectue a partir de moustiques femelles engorgées. Ainsi, la
méthode de capture des moustiques nécessite de prendre en compte que |'on a besoin de
collecter des moustiques adultes femelles une fois le repas sanguin effectué. Les méthodes
d’extraction de I’ADN présent dans chaque échantillon sanguin et l'identification sont ensuite
présentées. Et enfin, afin d’établir les différents paramétres de préférence alimentaire
relativement a I'abondance des especes, les méthodes de recensement des especes sont

proposées.

Méthodes de collecte des moustiques
Comme dit précédemmment, afin de collecter des échantillons de repas sanguins, il faut cibler
les femelles moustiques gorgés de sang, donc des femelles gravides, c’est-a-dire qu’elles sont en
recherche d’un site de ponte. En effet, les moustiques femelles, qui sont les vecteurs de la
maladie, ont besoin d’un repas de sang pour fournir suffisamment d’éléments nutritifs pour la
production d’ceufs. En cela les piéges dits gravides sont tout indiqués (Ryelandt, Noireau et al.

2011).

Les pieges a moustiques basés sur la chaleur et les odeurs sont utilisés pour de nombreuses
espéces. lls sont donc attirés par la chaleur et les odeurs produites par les humains ou les
animaux, car ils sont capables de détecter des odeurs telles que le dioxyde de carbone (CO3),

I’acide lactique ou I'octenol (Spitzen, Smallegange et al. 2008). Cependant, les performances des
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pieéges a moustiques sont affectées par leur disposition et leur conception ou tout simplement

par le type de moustiques ciblés (larve ou adulte ? type d’espece ?).

Dans le paragraphe suivant, voici différents types de pieges utilisés dans le cadre d’une collecte

de moustique femelle dans le but d’étudier les repas sanguins.

Créés dans les années 60, les CDC light traps sont actuellement les pieges de collectes de
moustique les plus couramment utilisés (Newhouse, Chamberlain et al. 1966, Amos and Cardé
2020). Comme leur nom l'indique, ils utilisent la lumiére comme attractif, mais peuvent étre
associés a un deuxiéme attractif tel que le CO, dégagé par la glace seche afin d’augmenter le
nombre de moustiques capturés (Sriwichai, Karl et al. 2015). Développés par le Center for Disease
Control (CDC), ce sont des pieges facilement manipulables et transportables. Ils sont alimentés
par une batterie, comprennent un ventilateur motorisé, un flux de CO; associé a des appats
lumineux. Le flux de CO; attire les moustiques adultes en quéte d’un repas de sang en mimant le
CO; relargué par les animaux lors de leur respiration. Les moustiques ainsi attirés sont ensuite
piégés dans le filet de collecte, poussés par le ventilateur en action. Ces piéges sont généralement
utilisés au crépuscule et collectés aprés l'aube le lendemain. Il s’agit des pieges les plus
fréqguemment utilisés pour la surveillance du VNO au Québec actuellement (Bolduc, Coté et al.

2006).

Les EVS traps sont congus pour attirer les moustiques femelles en quéte d'hétes utilisant le CO;
issu de la glace carbonique comme attractif principal. Il capture les moustiques de plusieurs

genres, y compris Culex, Anophéle ainsi que Aedes (Heym, Kampen et al. 2019).

Les pieges a femelles gravides sont congus pour capturer les moustiques femelles en recherche
d’un site de ponte (Miller, Mettelman et al. 2015). IIs servent notamment a capturer les espéces
du genre Culex, telles que Culex pipiens et Culex tarsalis, impliquées dans la transmission du virus
du Nil occidental, de I'encéphalite de Saint-Louis et des encéphalites équines de I'est et I'ouest
(Kesavaraju, Kiyoguchi et al. 2011). L’attraction des pieges a femelles gravides se fait a I'aide d’eau
stagnante afin de créer un gite artificiel de ponte. Ainsi, on peut agrémenter cette eau d’'une
solution de matiére organique odorante a base d’herbe ou de foin le plus souvent afin d’imiter

une eau stagnante naturelle, ol les moustiques préferent pondre leurs ceufs, que I'on place sous
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un ventilateur alimenté d’une batterie et qui envoie les moustiques attirés par I'eau dans un

récipient collecteur (Hamer, Kitron et al. 2009).

Il existe d’autres types de pieges comme le BG-Sentinel (BGS) qui combinent les deux méthodes
d’attraction : lumiére et odeurs. Le BGS est un piége plutét adapté pour les moustiques de genre
Aedes (Maciel-de-Freitas, Eiras et al. 2006) et particulierement Aedes albopictus et Aedes aegypti,
qui véhiculent les virus responsables notamment de la dengue, du chikungunya, de Zika et de la
fievre jaune. Ce sont des especes, que I'on retrouve plutét en milieu urbain et qui utilisent
principalement tout ce qui peut faire office de contenant d’eau naturel ou artificiel pour leur
reproduction et sont donc difficiles a attraper. Les pieges BGS sont congus a I'aide d’un entonnoir
situé au sommet du piege, qui méne les moustiques a un ventilateur électrique et les attire dans
un filet de collecte. lls peuvent étre utilisés avec une variété d’attractifs et leurres attirant les
moustiques, par exemple : le CO,, des glycoprotéine et I'octenol (octen-3-ol), ce qui en fait un
outil polyvalent pour la recherche et la surveillance des moustiques (Rizzoli, Bolzoni et al. 2015,

Karki, Hamer et al. 2016).

Hormis les piéges a femelles gravides, les méthodes citées précédemment consiste a attirer les
femelles en quéte d’un hote pour se nourrir. Aussi, elles ne sont pas nécessairement adaptées a
la collecte de femelles déja engorgées, ce qui réduit les chances d’obtenir un échantillon

important de femelles engorgées.

Afin de palier a cela, il est préférable d’utiliser un piege a femelles gravides. Les femelles étant
gorgées de sang avant la ponte, mais il est aussi possible d’utiliser une resting box (Garcia-Rejon,
Blitvich et al. 2010). Ces boites sont placées au sol a un endroit abrité faisant face a I'ouest pour
empécher la lumiére du soleil du matin d'entrer. Les moustiques collectés sont retirés des boites
de repos le lendemain matin grace a des aspirateurs (Garcia-Rejon, Blitvich et al. 2010). D’autres
types d’aspirateurs peuvent étre utilisés (Nasci and RS 1981) afin de collecter les moustiques

présents dans la végétation (Apperson, Harrison et al. 2002).
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Quelle que soit la méthode de collecte, les moustiques sont transportés vivants au laboratoire et
euthanasiés au congélateur avant d’étre identifiés selon I'espéce, le sexe et |'état d’engorgement
a l'aide des caractéristiques morphologiques (Carpenter and LaCasse 1955, Darsie, Ward et al.
2005). Le stockage des femelles engorgées se fait individuellement généralement a -80°C dans
des tubes a centrifuger en attendant I'analyse moléculaire (Mufioz, Eritja et al. 2011, Thiemann,

Lemenager et al. 2012, Martinez-de la Puente, Soriguer et al. 2020).

Analyses de laboratoire
L'analyse des repas sanguins se fait en laboratoire selon des méthodes moleculaires afin
d’extraire ’ADN présent dans I’échantillon sanguin puis de I'identifier et déterminer sur quelle

espéce le moustique s’est nourri.

Extraction de 'ADN
L'extraction de I’ADN est une étape nécessaire préalable a l'identification de I'origine du repas
sanguin. Pour cela, les abdomens des moustiques sont, dans un premier temps, séparés de la téte et
du thorax et conservés. Afin d’éviter toute contamination entre les moustiques, chacun est disséqué
individuellement, en utilisant des pinces stérilisées. L'ADN génomique est ensuite isolé du contenu
sanguin de I'abdomen grace a un réactif organique utilisé spécialement pour l'isolement de I'ADN
génomique du sang total, tel que le DNA-zol BD (Molecular Research Center, Cincinnati, OH) (Molaei
and Andreadis 2006) ou par l'utilisation de kits d’extraction tels que DNeasy Blood and Tissue Kit
(QlAgen, Manchester, UK) (Brugman, Hernandez-Triana et al. 2015) ou le kit Maxwell® 16 LEV System

(Promega, Madison, WI) (Martinez-de la Puente, Soriguer et al. 2020).

Identification de I'origine des repas sanguins de moustiques
L’origine des repas sanguins est déterminée a partir des restes de sang présents dans 'abdomen
du moustique lors de la capture. Pour identifier ’'h6te auquel correspond cet ADN plusieurs
techniques peuvent étre envisagées, mais également plusieurs régions du génome peuvent étre

utilisées en fonction de leurs propriétés (Borland and Kading 2021).
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L'ADN mitochondrial (ADNmt) est actuellement la séquence privilégiée, avec I’ADN ribosomique,
dans les méthodes contemporaines d’identification de |'‘origine des repas sanguins des
moustiques ou des arthropodes de maniere générale (Kent 2009, Reeves, Holderman et al. 2016).

A partir de TADNmt, plusieurs régions génomiques peuvent étre utilisées :

- Sous-unité | du cytochrome c oxydase (COI). Les COIl peuvent étre utilisés pour identifier
I'espéece comme un systeme de code-barre (Hebert, Ratnasingham et al. 2003). Leur
utilisation comme cible moléculaire est d’ailleurs facilitée par son adoption par le Barcode
of Life Consortium et par la disponibilité de codes a barres de référence pour 227 000
especes animales dans Barcode of Life Database (BOLD) selon la mise a jour de 2020, ce
qui fait du COIl une cible attrayante pour l'identification (Hebert, Cywinska et al. 2003,
Ratnasingham and Hebert 2007).

- Cytochrome b (Cyt b). A I'origine utilisé a des fins médico-légales pour définir les espéces,
le Cyt b est devenu une des cibles utilisées pour I'identification des repas sanguins (Kocher,
Thomas et al. 1989). En effet, I'amplification de Cyt b est associée a la digestion par une
enzyme de restriction afin d’identifier les hotes des repas sanguins de moustiques jusqu'a
60h apres I'alimentation(Fornadel and Norris 2008). Par rapport au COI, le Cyt b a une plus
grande variabilité malgré une séquence plus courte. Il présente une variation
intraspécifique similaire a COI, un taux plus faible de faux positifs et une plus grande valeur
prédictive positive (Tobe, Kitchener et al. 2010).

- ADN ribosomal mitochondrial 12S et 16S (ADNr). Les génes d'ADNr 12S et 16S ont été
utilisés pour l'identification d'espéces avec des résultats variables. L'alighement des
séquences 12S et 16S est compliqué par la présence d’insertions et/ou de délétions dans
les séquences de nombreuses espéces (Hebert, Cywinska et al. 2003, Vences, Thomas et
al. 2005). Cela compligue donc la comparaison entre différentes especes (Knowlton and
Weigt 1998). L’avantage est que le taux de mutation de 16S est environ trois fois plus
faible que celui des génes codant pour les protéines, y compris COl et Cyt b, et les deux
12S et 16S présentent une extrémité 3’ qui est la plupart du temps conservée chez de

nombreuses especes (Simon, Nigro et al. 1996, Knowlton and Weigt 1998).
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- Sous-unité | de la NADH déshydrogénase (ND1). Afin de pallier les inconvénients associés
aux locus de groupes taxonomiques, des régions d'ADNmt supplémentaires ont été
explorées. Le gene ND1 a été estimé avoir une meilleure variabilité de séquence que COI
(Saccone, De Giorgi et al. 1999) et a été utilisé avec succes pour les études taxonomiques
sur les chauves-souris (Mayer, Dietz et al. 2007), les reptiles (Karin, Freitas et al. 2018) et
les amphibiens (Caviedes-Solis and Nieto-Montes de Oca 2018).

- Boucle D. Appartenant a la région non codante de I'ADNmt, la boucle D est incorporée en
tant que troisieme brin d'ADN d'une longueur d'environ 650 nucléotides (Nicholls and
Minczuk 2014). Cet ADN est souvent appelé ADN 7S en raison de ses propriétés de
sédimentation, bien qu'il puisse varier considérablement en longueur en fonction du site
d'origine des trois 5 'dont il provient (Kang, Miyako et al. 1997, Fish, Raule et al. 2004). La
boucle D ne couvre qu'une partie de la région non codante, et seules certaines molécules
d'ADNmt contiennent la structure (Doda, Wright et al. 1981).La séquence en boucle D
contient au moins une région conservée et 2 régions hypervariables qui offrent un

potentiel de codes barre (Borland and Kading 2021).

D’autres éléments nucléaires peuvent également étre utilisés mais bien moins fréquemment que
'ADN mitochondrial. Par exemple, FADN ribosomal nucléaire, le géne nucléaire

prépronociceptine (PNOC), I’ADN microsatellite (Borland and Kading 2021).

Ces dernieres années, de nouvelles techniques sont apparues pour l'identifications de I'origine
des repas sanguins consommeés par les moustiques. Par exemple, les approches moléculaires
telles que les PCR ou réactions en chaine par polymérase, qui ciblent une multitude de locus
mitochondriaux et génomiques, sont considérées comme le « Gold Standard ». Ainsi les tests PCR
ont été adaptés pour le COI (Alcaide, Rico et al. 2009, Reeves, Gillett-Kaufman et al. 2018), le Cyt
b (Abbasi, Cunio et al. 2009, Garros, Gardes et al. 2011), 12S et 16S (Sawabe, Isawa et al. 2010,
Valinsky, Ettinger et al. 2014, Curler, Moulton et al. 2015), la boucle en D (Collini, Albonico et al.
2015) et la PNOC (Murphy, Eizirik et al. 2001, Anaguano, Ponce et al. 2015, Baum, de Castro et al.
2015).
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En plus des techniques de PCR, d’autres techniques (non présentées ici) peuvent étre utilisées
telles que les tests ELISA (Maleki-Ravasan, Oshaghi et al. 2009, Mucci, Junior et al. 2015, Zhang,
Shi et al. 2017), le polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) (Soares, Silva
et al. 2014), la chimioluminescence (Honig, Carolan et al. 2017) ou la diffusion sur gel d'agarose

(Samuel, Thenmozhi et al. 2014).

Les avancées de ces derniéres années proposent désormais des techniques plus rapides, sensibles
et spécifiques pour la détermination de I'origine des repas sanguins des arthropodes, et ont ainsi
pu apporter plus de puissance aux collectes de données, désormais capables de différencier des

especes méme étroitement apparentées.

Modélisation des préférences alimentaires de Culex pipiens-restuans
Afin de pouvoir déterminer les paramétres définissants la préférence alimentaire des moustiques,
tels que décrits ci-dessous, il est important de mettre les données issues des repas sanguins telles

gue décrites précédemment en relation avec la présence et 'abondance de ses hotes.

Recensement des espéces aviaires présentes sur la zone d’étude
Depuis 1975, la base de données EPOQ_ (Etude des populations d'oiseaux du Québec), gérée en
partie par le RQO (Regroupement Québec Oiseaux), répertorie les observations quotidiennes des
oiseaux du Québec (espéces observées, nombre d'individus, date de I'observation, nom du lieu,
coordonnées géographiques, identification des observateurs, notes diverses) (QuébecOiseaux
2020). Il s’agit de la base de données d’observations ornithologique la plus importante en

Amérique du Nord (Dunn, Larivée et al. 1996, Dunn, Larivée et al. 2001).

EPOQ a servi de modéle a la conception de la plateforme mondiale ebird, une base de données
en ligne d'observations d'oiseaux, élaborée par le Cornell Lab of Ornithology et la National
Audubon Society, en 2002, et fournissant aux scientifiques, chercheurs et naturalistes amateurs
des données en temps réel sur la distribution et lI'abondance des oiseaux. Depuis 2019,
I'intégralité des données EPOQ (plus de 10 millions d’observations) ont été intégrées a la

plateforme ebird (QuébecOiseaux 2020).
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Aujourd’hui en Amérique du Nord, la plateforme ebird, qui s’appuie sur la contribution cityonne,
fait autorité et constitue le meilleur moyen d’obtenir des données de recensement des especes
aviaires dans une région donnée (Sullivan, Wood et al. 2009, Zhang 2020). Les données sont
accessibles a tous et la plateforme permet a tout ornithologiste amateur d’alimenter la base de
données. Fin 2019, ebird comptait plus de 700 millions d’observations sur plus de 10 000 espéces
différentes relevés dans 253 pays a travers le monde (Zhang 2020). Cependant, I’échantillonnage
reste biaisé dans le temps et I'espace et dépend d’ou les ornithologistes effectueront leurs
observations. Ainsi des zones proches d’une plus grande concentration de la population ou
facilement accessibles seront davantage échantillonnées. De méme, I'échantillonnage sera plus

intensif le weekend ou en période de vacances (Zhang 2020).

L'utilisation de ces bases de données permet d’apporter de multiples informations quant a la leur
statut migratoire mais surtout dans notre cas, la présence et I'abondance relative des especes

d’oiseaux, nécessaires a la création d’indices de préférences alimentaires.

Calcul des paramétres de préférences alimentaires
Plusieurs indices peuvent étre créer pour exprimer la préférence alimentaire des moustiques

envers une ou plusieurs espéeces.

- Lindice d’alimentation (Fl) se définit comme la proportion d’alimentation sur un hote 1
par rapport a un héte 2 divisée par la proportion comparative attendue d’alimentation sur

ces deux hotes 1 et 2 (Kay, Boreham et al. 1979).

Ne
FI = #
Jer

ou Ne et Ne' sont respectivement les nombres de repas effectués sur les hotes 1 et 2 et Ef et Ef’
sont respectivement la proportion attendue d'aliments sur les hoétes 1 et 2 (Kay, Boreham et al.
1979). Cependant cette méthode n’exprime la préférence alimentaire d’un moustique envers une
espéce que relativement a une autre espéce et non envers le reste de la communauté d’hote. Elle

ne refléte donc pas I'abondance des hotes nécessaire a un bon indicateur.
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La préférence alimentaire de Hassan et al. compare le nombre de repas sanguins effectués
sur une espéece donnée au nombre total de repas sanguins identifiés et effectués sur les
espéces de méme classe. Les indices sont calculés a partir des données d’abondance et
des données d’abondance corrigées par la biomasse globale et la superficie (Hassan, Cupp
et al. 2003). La biomasse totale pour chaque espece est estimée en multipliant le poids
moyen d’un individu adulte de chaque espéce par I'abondance globale estimée. Pour cette
méthode, des modeles basés sur la distribution multinomiale impliquant les données
corrigées pour la biomasse et la superficie sont utilisés afin d’estimer la significativité des
indices globaux d’alimentation (Hassan, Cupp et al. 2003). Cette méthode corrige le
probléme constaté précédemment sur I'indice d’alimentation en prenant en compte la
communauté des hoétes et leur abondance. Cette méthode prend également en compte
la biomasse pour corriger leur abondance et la superficie du lieu d’étude. Cependant,
biomasse et superficie restent des données modélisées qui approximent toujours plus la

préférence alimentaire de Hassan et al.

Méthode dérivée des deux précédentes, l'indice de préférence alimentaire P; est une

méthode plus simple et fréquemment utilisée. Il se calcule de la maniére suivante :

Pi = fi/ai

ou f;est la fraction de sang pris par le moustique sur un hote i et a;, 'abondance de I'h6te i, défini

comme le rapport entre la densité de I'espéces i et la densité totale de la communauté aviaire.

Cet indice Pi peut également étre apparenté au risque relatif pour une espece donnée d’étre

piquée par le moustique (Marm Kilpatrick, Daszak et al. 2006, Rizzoli, Bolzoni et al. 2015).

Ici, on considére alors que si :

P; = 1: la fraction de repas sanguins sur une espéce i est directement proportionnelle a
I'abondance des espéces. « Opportunisme ».
P; < 1:I'espéce est sous représentée par rapport a son abondance. « Evitement »

Pi>1:I'espece est « préférée ».
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Les valeurs de fi sont obtenues a partir des données issues des femelles engorgées. Les valeurs de

aj sont issues des données EPOQ — ebird (Kilpatrick, Kramer et al. 2006, Sullivan, Wood et al. 2009,

Obeid and Shull 2013, Kain and Bolker 2019).

Méthode dérivée de la précedente, le calcul de la préférence trophique conditionnelle sur
I'espéce i: f3,., selon (Balenghien, Fouque et al. 2011), permet de déterminer la
préférence d’hote ou la probabilité que les vecteurs choisissent de se nourrir sur les hotes

d’especes « i » dans I’écosysteme.

a a
Vg i N5,
a _ ,L _ B,l . a __ a
fBi = <3 = ;Ng; = B;’ X (WB,i

a a.
i=1VB,i d (VB.l a )
Ng;

)3/4

i=1

olu Bi® est le nombre apparent des espéeces hotes i et W, la biomasse des espéces hotes i. V;

représente le nombre de vecteurs identifiés comme ayant pris un ou des repas sanguins sur les

espéces hotes i tel que, V = Zfl:lVB,i. Cette méthode a pour avantage de faire apparaitre la

notion de « nombre apparent d’hotes », c’est-a-dire que par rapport aux méthodes précédentes,

on nuance le nombre d’hotes observés en les estimant par rapport a leur biomasse et donc leur

occupation de la zone. Cependant, en raison de la difficulté a définir correctement la biomasse

de chacune des espéces, on privilégiera la méthode simplifiée de Rizzoli et al., qui utilise moins

d’approximation pour exprimer la préférence alimentaire des moustiques.

Préférences alimentaires de Culex pipiens-restuans

Etat des lieux des préférences alimentaires de Culex pipiens-restuans en Amérique du

Nord et en Europe.

Que I'on se trouve en Amérique du Nord ou en Europe, Culex pipiens-restuans est considéré

comme l'une des espéces de moustique la plus ornithophile (Schafer, Lundstréom et al. 2004,

Gingrich and Williams 2005, Bueno-Mari and Jiménez-Peydrd 2011, Brugman, Hernandez-Triana

et al. 2017).
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Globalement les études des repas sanguins effectuées, en Amérique du Nord, a partir de Culex
pipiens-restuans s’accordent a dire que la préférence va au merle d’Amérique (dans le Maryland
et Washington DC en 2004, (Kilpatrick, Kramer et al. 2006) ; a Chicago, (Hamer, Kitron et al. 2009)
malgré le fait que cette espéce ne représente que 4,5% de la communauté aviaire dans le nord-

est de I’Amérique du Nord (Kilpatrick, Kramer et al. 2006).

Hormis le merle d’Amérique, les préférences alimentaires de Culex pipiens vont également vers
le Cardinal Rouge a Atlanta (Levine, Mead et al. 2016) et New York (Apperson, Harrison et al.
2002) ; le moineau domestique a Atlanta (Levine, Mead et al. 2016) et Chicago (Hamer, Kitron et
al. 2008) ; la tourterelle triste a Atlanta (Levine, Mead et al. 2016) et Chicago (Hamer, Kitron et al.
2008) ; le moqueur polyglotte a New York (Apperson, Harrison et al. 2002) ; ainsi que le roselin

familier et le geai bleu a Chicago (Hamer, Kitron et al. 2008).

D’autres espéces semblent sous piqués malgré leur abondance : le quiscale bronzé, le moineau
domestique, I'étourneau sansonnet (Hamer, Kitron et al. 2009). Ceci pourrait s’expliquer par des
préférences phénotypiques de CPR. En effet, il a été démontré que CPR se nourrit
préférentiellement sur des oiseaux au plumage plus clair et aux tarses plus longs (Yan, Gangoso
et al. 2017). Il a également été observé que le lieu ou se trouve I'oiseau pouvait influencer sur son
attraction : les espéces aviaires solitaires perchées, malgré leur plus faible abondance, semblent
attirer les moustiques en raison de leur taille ou d’un plus grand contraste de couleur sur 'arriere-

plan (Yan, Gangoso et al. 2017).

En Europe, Culex pipiens se nourrit sur une large gamme d’hbtes avec 82 especes aviaires
(provenant de 33 familles et 14 ordres différents) répertoriées, parmi lesquelles, on retrouve des
Turdidae tels que le merle noir en Espagne, Portugal, République Tcheque, Suisse, lItalie,
Allemagne et Royaume Uni; des moineaux domestiques (Passeridae) en Espagne, Portugal,
République Tcheque, Suisse, Italie, Allemagne et Royaume Uni ; des Corvidae telle que la pie
bavarde en République Tchéque, Suisse, Turquie ou Italie ; des tourterelles Turques (Columbidae)
en Espagne, Suisse, Turquie et Italie ou encore, plus surprenant par rapport a ce qu’on voit en
Amérique du Nord, des poules en Espagne, au Portugal, en Suisse, Italie, Russie et Royaume Uni

(Brugman, Hernandez-Triana et al. 2018) Au nord de I'Espagne, 4 espéces d'oiseaux dominantes
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ont été enregistrées pour Culex pipiens : la mésange charbonniére (35,4%), le merle noir (18,7%),
la pie bavarde (18,7%) et le moineau domestique (10,4%). Malgré la disponibilité d'hotes chiens
et humains sur les sites d'échantillonnage, la préférence de Culex pipiens est restée en faveur des

oiseaux.(Gonzalez, Prosser et al. 2020).

Concernant les mammiferes, sa préférence va principalement vers les humains tel qu’observé
dans le nord-est de '’Amérique du Nord et plus précisément dans les états du Maryland et
Washington, dans la région de Chicago en lllinois et dans la région d’Atlanta en Georgie (Kilpatrick,
Kramer et al. 2006, Hamer, Kitron et al. 2008, Hamer, Kitron et al. 2009, Levine, Mead et al. 2016).
Ces régions présentent des variations climatiques et météorologiques similaires a celles su sud
du Québec. Une autre étude récente, réalisée au Canada, montre que les sources de repas
sanguins effectués sur des mammiféres étaient les plus courantes sur les humains (24%), les porcs
(21,5%), les écureuils roux américains (13,7%) et les cerfs de Virginie (13,7%) (Shahhosseini,
Frederick et al. 2021). En Europe, on a répertorié 17 especes de mammiféres (provenant de 12
familles et 8 ordres différents) sur lesquelles des repas sanguins de Culex pipiens ont été fait.
Principalement des bovidés, des canidés et des félidés et aucun humain (Brugman, Hernandez-
Triana et al. 2018). Au Portugal, une étude a identifié du sang humain parmi les échantillons, sans
toutefois confirmer I'alimentation sur I'homme (Gomes, Sousa et al. 2013). En Iran, il a été
démontré que bien que Culex pipiens ait acces a une grande abondance d’oiseaux, I'espéces se
nourrit régulierement de mammiféres (humains ou non) en plus des espéces aviaires

(Shahhosseini, Friedrich et al. 2018).

Changement des préférences alimentaires de Culex pipiens-restuans au cours de la saison
et impact possible sur la transmission d’un agent pathogene.
Se nourrir de plusieurs especes hotes est un déterminant clé de la capacité des vecteurs a
transmettre et diffuser des agents pathogenes (Brugman, Hernandez-Triana et al. 2017). Cette
hétérogénéité des populations-hote peut avoir des effets importants sur la transmission et le

contréle d'un agent pathogene. Bien qu’ornithophile, Culex pipiens-restuans semble changer ses
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préférences alimentaires au cours de la saison. Alors que sa préférence alimentaire va vers les
oiseaux au début de la saison (mai-juin), le ratio oiseaux/mammifére diminue entre juillet et
septembre et est le plus faible au mois de juillet (Levine, Mead et al. 2016). En Amérique du Nord,
il est estimé que I'abondance totale d'oiseaux, dominée par les moineaux domestiques (42 a 67%
de I'abondance totale), augmente au cours de la saison a la suite de la reproduction des oiseaux
(Kilpatrick, Kramer et al. 2006). Ainsi, le changement de préférence trophique entre oiseaux et
I’'homme ne serait pas la conséquence de la diminution de I'abondance globale des oiseaux, mais
plutot s’opérait avec la baisse I'abondance des merles d’Amérique, leur ressource préférée au
cours de la saison (Kilpatrick, Kramer et al. 2006, Hamer, Kitron et al. 2009, Shahhosseini,
Frederick et al. 2021). En effet, le merle d'Amérique semble étre responsable de la majorité des
transmissions du VNO aux moustiques (Kilpatrick, Kramer et al. 2006, Owen, Landwerlen et al.
2021) et agit comme un « super-propagateur » de ce virus (Simpson, Hurtado et al. 2012, Levine,
Mead et al. 2016, Owen, Landwerlen et al. 2021). Dans d’autres régions, on peut observer non
pas un shift entre oiseaux et mammiféres, mais entre des especes d’oiseaux. En effet, il a été
montré que les populations de moustiques de la région d’Atlanta, qui s’alimentent principalement
sur les merles d’Amérique durant leur période d’activité, ont tendance a changer leur
alimentation vers la mi-juillet, au moment ou ils sont davantage infectieux, pour un héte moins
compétent tel que le Cardinal Rouge (Levine, Mead et al. 2016). En effet, la transmission du virus
du Nil Occidental semble étre intensifiée avec I'abondance de merles et diminuée quand d’autres
oiseaux sont sélectionnés comme hoétes (Hamer, Kitron et al. 2009). Il a aussi été montré que les
corneilles font également parti des hotes favoris des moustiques, alors que les moineaux
domestiques ont été sensiblement évités (Kilpatrick, Kramer et al. 2005). De plus, les différences
dans la sélection de I'h6te entre les milieux naturels et résidentiels démontrent l'importance de
la disponibilité de I'hote. Une surexploitation plus forte pour les canards et les merles dans les
sites résidentiels que dans les sites naturels indique que la préférence de Culex pipiens-restuans
est spécifique au milieu (Kilpatrick, Kramer et al. 2005). En Europe, il a plutot été observé un
changement subtil de I'alimentation des humains / mammiféres (en juillet et ao(t) au profit des

espéces d'oiseaux (en septembre) (Brugman, Hernandez-Triana et al. 2018).
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Une explication possible de ces changements dans les préférences alimentaires pourrait étre la
composition des communautés hotes dans les différentes zones d'étude. Les préférences
alimentaires de Culex pipiens seraient donc directement influencées par le changement
d'abondance des hotes au cours de I'année (Greenberg, DiMenna et al. 2012, Rizzoli, Bolzoni et
al. 2015, Shahhosseini, Friedrich et al. 2018). De plus, le réle relatif des moustiques Culex en tant
que vecteurs enzootiques et amplificateur de I'infection au VNO parmi les populations d’oiseaux
locales dans le nord-est des Etats-Unis, suggérent que cette espéce de moustique pourrait servir
de vecteur-pont en transférant le VNO d'oiseaux virémiques a des hotes mammiféres (Molaei,
Andreadis et al. 2006, Shahhosseini, Frederick et al. 2021). Ce réle de vecteur-pont donné a Culex
pipiens a également été mis en évidence en Europe (Borstler, JOst et al. 2016, Tomazatos, Jansen
et al. 2019). Si les moustiques se nourrissent principalement d'oiseaux en été et se déplacent vers
I'homme a l'automne, cela peut amplifier a la fois l'intensité de I'épidémie estivale chez les
moustiques et les oiseaux et plus tard la transmission du VNO aux humains (Kilpatrick, Kramer et
al. 2006, Hamer, Kitron et al. 2009). Cependant, il faut également prendre en compte le fait que
la préférence de I'h6te peut étre influencée par plusieurs facteurs, tels que les systémes
sensoriels, les récepteurs olfactifs, la disponibilité de I'hote (Wolff and Riffell 2018). Ainsi, la
préférence d'hote est caractérisée comme une plasticité comportementale, dans laquelle méme
les moustiques spécialistes peuvent changer d'hétes en fonction de différents facteurs

déterminants (Thiemann, Wheeler et al. 2011, Wolff and Riffell 2018).
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Partie 3 — Mortalité et séroprévalence du virus du Nil occidental dans

I’avifaune en Amérique du Nord.

Evolution de la mortalité des oiseaux en Amérique du Nord
Lorsque le virus est arrivé en Amérique du Nord en 1999, il a causé une mortalité importante
parmi les populations d'oiseaux (Mostashari, Kulldorff et al. 2003). La présence du VNO sur le
territoire a ainsi été établie a partir des oiseaux sauvages morts (Komar, Panella et al. 2001). Nous
I’'avons vu précédemment, I'oiseau peut alors étre considéré comme une sentinelle, et signale
ainsi les périodes d'activité du virus avant que la phase d'émergence ne soit atteinte (Rodhain
1998). Par conséquent, la surveillance des corvidés morts, notamment les corneilles d’Amérique
et les geais bleus, mais aussi d'autres espéces aviaires, peut indiquer que le virus du Nil occidental
est actif dans la région. Ce travail de surveillance dit « passif » est coordonné au Canada par le
Canadian Wildlife Health Cooperative (CWHC) et aux Etats-Unis par le Center for Disease Control
(CDC). Il est réalisé en collaboration avec le public, invité a signaler aux autorités compétentes
toute la faune retrouvée morte dans le but de réduire le risque d'infection chez 'homme (Drebot,

Lindsay et al. 2003).

Comme observé précédemment sur la figure 8, qui montre les variations de cas positifs entre
2002 et 2017, la proportion de cas positifs retrouvée chez les oiseaux morts differe en fonction
des années. On peut observer deux vagues épidémiques : la premiere débute lorsque le virus
arrive au Canada en 2002 et tend a se terminer en 2006. La deuxiéme vague épidémique

intervient entre 2011 et 2017.

Selon les données de surveillance du VNO compilées par le CWHC et I'étude des oiseaux morts
répertoriés, les especes impactées par le VNO au Québec sont variables en diversité et en
nombre. Alors que jusqu’a 2005, les espéces testées positives au VNO sont presque
exclusivement la Corneille d’Amérique (American Crow) et le Geai Bleu (Blue Jay), tous deux des
corvidés, il apparait de nouvelles especes a partir de 2010-2011. La proportion de Corneilles

d’Amérique positives diminue fortement au profit de nouvelles especes comme le Quiscale
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bronzé (Common Grackle), qui appartient également a I'ordre des Passeriformes, ou I'Epervier

brun (Sharp-shinned Hawk) de I'ordre des Accipitriformes (CWHC 2016).

Sensibilité des espéces aviaires face au VNO
En Amérique du Nord, la diminution du taux de survie lié¢ au VNO a été observé chez un grand
nombre d’espéces. Selon la littérature, on estime cette proportion entre 35 et 47% (LaDeau,
Kilpatrick et al. 2007, George, Harrigan et al. 2015). Ceci s’explique notamment par le caractere
immunologiquement naif des oiseaux lors de I'arrivée du virus en 1999 (Komar, Panella et al.
2001). Dans les régions sud du Québec et de I'Ontario, la corneille d’Amérique est, depuis I'arrivée
du virus en 2002, l'espece la plus affectée par le VNO (Ludwig, Bigras-Poulin et al. 2009,
Dessureault 2014, Thomas-Bachli, Pearl et al. 2015). A I'échelle du continent, les espéces
suivantes ont été trouvées comme affectées négativement par le VNO : la corneille d’Amérique
(LaDeau, Calder et al. 2011, Foss, Padgett et al. 2015), la pie a bec jaune, le Geai buissonnier, le
roselin familier, le moineau domestique (Foss, Padgett et al. 2015, Kilpatrick and Wheeler 2019),
le geai bleu (LaDeau, Kilpatrick et al. 2007, Wheeler, Barker et al. 2009), la mésange a téte noire,
le merle d'Amérique et troglodyte domestique, la mésange bicolore (LaDeau, Kilpatrick et al.
2007), le pic mineur, le moqueur chat, le cardinal rouge, le Tohi a flancs roux et le bruant chanteur
(George, Harrigan et al. 2015). Les rapaces également sont considérés comme sensibles:
principalement les buses a queue rousse et les hiboux grand-duc d’Amérique (Saito, Sileo et al.
2007). Au Québec, sur 20 oiseaux sauvages trouvés positifs en 2020, 30% étaient des faucons
émerillon (Falco columbarius), 25% des éperviers de Cooper (Accipiter cooperii) et 15% des
petites buses (Buteo platypterus). D’autres espéces appartenaient aux Accipitridae : autour des
palombes (Accipiter gentilis), buse a épaulette (Buteo lineatus), buse a queue rousse (Buteo
jamaicensis), épervier brun (Accipiter striatus) ou encore Pygargue a téte blanche (Haliaeetus
leucocephalus) et aux Corvidae avec la Corneille d’Amérique ont été relevé avec I'observation

d’un individu positif pour ces espéces (Gagnon, Fairbrother et al. 2021).

Selon les espéces, I'impact peut étre différent. Par exemple, il a été mis en évidence que certaines
espéces, comme le Bruant des champs, le pic mineur et le viréo aux yeux rouges, ont connu des
baisses significatives de leur survie associée consécutivement a I'arrivée du VNO. Leurs taux de

survie sont ensuite revenus a la normale. D’autres espéces, comme la Grive a dos olive, le Roselin
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pourpré et la Mésange bicolore ont vu, eux aussi, leur taux de survie diminuer a I'arrivée du VNO
aux Etats Unis, cependant ces taux sont toujours restés inférieurs a la normale par la suite
(George, Harrigan et al. 2015). Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces changements dans le
taux de survie des espéeces face au VNO et les changements d’espéces sensibles au VNO (Corvidés
avant 2008 et Corvidés, Accipitridés, Strigidés aprés 2008). On I'a dit précemment, le caractére
immunologiquement naif de ces espéces a joué un grand rdle dans leur mortalité importante
(Komar, Panella et al. 2001) mais un retour a la normale peut s’expliquer notamment par une
protection immunologique observée a long terme (Nemeth, Kratz et al. 2008, Nemeth, Oesterle
et al. 2009) ou par une transmission de cette protection aux oisillons (Gibbs, Hoffman et al. 2005,

Baitchman, Tlusty et al. 2007).

Chez les oiseaux, comme chez les humains, les symptomes difféerent d’un individu a 'autre ou
d’une espece a l'autre. Cela va de signes cliniques non spécifiques a la mort subite, en passant
par des signes neurologiques séveres (Vidafia, Busquets et al. 2020). L'état général de I'oiseau
peut montrer une faiblesse globale et un comportement apathique, ainsi qu’une perte de masse
importante (Marra, Griffing et al. 2004). Au niveau des signes cliniques, les symptémes peuvent
différer d’'une espéce a I'autre. Par exemple, des infections expérimentales ont montré que les
strigidés développent plus facilement des signes neurologiques que les autres rapaces et parmi
les strigidés, le grand-duc d’Amérique (Bubo virginianus) et la Harfang des Neiges (Bubo
scandiacus) semblent les plus sensibles (Gancz, Barker et al. 2004). Les signes cliniques
apparaissent a la suite de I'invasion virale du systéme nerveux central de I'individu et/ou d’autres
organes tels que le coeur, la rate, le foie ou les reins (Steele, Linn et al. 2000) et peuvent se traduire
par des tremblements, une désorientation, un port de téte anormal, des convulsions, une perte
d’équilibre (Marra, Griffing et al. 2004). Des |ésions peuvent également apparaitre aux yeux tel
gu’il a été observé chez les rapaces (Smith, Campbell et al. 2018) ou d’autres types de lésions
concommitantes a d’autres infections virales ou non avec celle du VNO (Joyner, Kelly et al. 2006,

Saito, Sileo et al. 2007).

Modes de transmission de I'infection chez les oiseaux
Les oiseaux infectés, ont la capacité de retransmettre le virus a un vecteur moustique lors d’un

repas sanguin et sont donc importants pour I'épidémiologie du VNO. Tel qu’indiqué
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précédemment, le VNO se transmet principalement aux oiseaux par la piqlre de moustiques
femelles infectés en passant par le fluide salivaire (Taylor, Work et al. 1956). Les mécanismes de
transmission seront présentés ultérieurement dans la section traitant la compétence vectorielle

(partie 4).

Certains oiseaux prédateurs tels que les espéeces de la famille des accipitridés et strigidés ou les
cathartidae peuvent étre infectés par transmission orale a la suite de l'ingestion d’oiseaux
malades ou morts et déja infectés par le virus (Hartemink, Davis et al. 2007, Nemeth, Beckett et

al. 2007).

Des cas de contamination directe : oro-fécale ou par aérosol ont également été observées en cas
de grande proximité des oiseaux (Langevin, Bunning et al. 2001, Komar, Langevin et al. 2003,

Jourdain, Toussaint et al. 2007).

Tests diagnostiques effectués sur les oiseaux
Un des objectifs de la surveillance passive effectuée par le CWHC est de déterminer s’il y a
présence ou non du VNO dans une région donnée. Cela se fait par I’étude du niveau de prévalence

d’oiseaux infectés a partir d’'un nombre suffisant de carcasses d’oiseaux relevées dans la nature.

Pour ce faire, plusieurs tests diagnostiques peuvent étre utilisés pour déterminer la présence du
virus dans les carcasses d’oiseaux. Ces tests visent a détecter le virus au sein des organes et tissus,
notamment sur le rein, le foie, le coeur et le cerveau. Pour cela des nécropsies peuvent étre
effectuées sur les carcasses avec prélevement des tissus a I'aide d’un scalpel ou par I'utilisations
d’écouvillons (Stone, Okoniewski et al. 2004, Stone, Therrien et al. 2005). Pour un certain nombre
d'espéces d'oiseaux différentes, des écouvillons peuvent étre prélevés sur les reins, le foie, le
ceeur, le cloaque, le cerveau et la pulpe des plumes, en plus de la cavité oropharyngée. Des
écouvillons de rein et de foie ont été obtenus en collant la pointe de I'applicateur de I'écouvillon
dans le parenchyme et en tournant I’écouvillonpour assurer la capture du tissu. Des prélévements
de sang cardiaque sont obtenus en immergeant la pointe dans du sang contenu dans les
oreillettes ou le ventricule droit. Des écouvillons cloacaux sont obtenus en déplacant

vigoureusement I’écouvilloncontre la muqueuse. Des écouvillons cérébraux sont prélevés en
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faisant passer I’écouvillon a travers la matiéere grise et blanche du cerveau (Stone, Okoniewski et

al. 2004, Stone, Therrien et al. 2005).

A partir des échantillons de tissus, on peut effectuer une RT-PCR (Reverse transcriptase
Polymerase Chain Reaction), ainsi qu’une culture cellulaire pour détecter la présence de VNO
(Stone, Okoniewski et al. 2004, Panella, Burkhalter et al. 2005, Stone, Therrien et al. 2005). Ces
deux méthodes permettent de dupliquer en trés grand nombre une séquence d’ADN connue et
ce a partir d’un faible échantillon. La RT-PCR utilise au préalable une enzyme, la transcriptase
inverse, qui va rétrotranscrire I’ARN et synthétiser I’ADN correspondant. La RT-PCR est bien plus
sensible que la culture cellulaire et détecte mieux I'infection car I’ARN est plus stable que le virus
présent dans les tissus, ces deux méthodes restent couteuses en temps et en argent (Shi,
Kauffman et al. 2001). Afin de pallier cela, des tests alternatifs ont été mis en avant tels que
VecTest (Medical Analysis Systems Camarillo, CA, USA) et le test RAMP (Rapid Analyte
Measurement Platform, Response Biomedical Corp, Burnaby, British Columbia, Canada). Il s’agit
de deux tests immunochromatographiques, qui utilisent des anticorps marqués pour détecter
I'antigéne du VNO présent dans les échantillons de tissus (Stone, Therrien et al. 2005). Par rapport
a la RT-PCR, VecTest posseéde de nombreux avantages qui peuvent en faire un substitut utile a la
RT-PCR ou a d'autres techniques plus compliquées. Rapide, facile d’utilisation, relativement peu
colteux, il peut étre facilement utilisé sur le terrain chez les principales espéeces vulnérables au
VNO, et peut ainsi étre utilisé avec une variété de sources de tissus, avec une efficacité similaire
dans les carcasses fraiches et décomposées (Stone, Okoniewski et al. 2004, Burkhalter and Savage

2015).

Séroprévalence
La séroprévalence représente le pourcentage des individus dans une population donnée
d'oiseaux par espéce, qui possedent des anticorps spécifiques au niveau sérique (ou sanguin)
contre un pathogene particulier, donc dans ce projet de maftrise, des oiseaux, ayant été exposé
au virus du Nil occidental. Elle est mesurée par détection des anticorps lors de tests sérologiques

(Martinez-de la Puente, Ferraguti et al. 2018).
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Les oiseaux sont les réservoirs amplificateurs naturels du VNO (Bicout 2013). Les passeriformes
(tels que le merle d’Amérique ou la corneille d’Amérique) présentent une virémie élevée (Komar,
Langevin et al. 2003, Pérez-Ramirez, Llorente et al. 2014), ceci montre que la transmission du
virus a partir de ces espéces est importante. Des études réalisées sur la séroprévalence chez
différentes especes d’oiseaux ont démontré que certaines especes d’oiseaux résidents
constituaient des populations réservoirs (Jourdain, Zeller et al. 2008). Elles peuvent survivre a
I'infection et jouer un réle dans le maintien du virus dans le cycle de transmission oiseaux—
moustiques (Komar, Burns et al. 2001). La séroprévalence est déterminée a partir du sang prélevé

sur des oiseaux sauvages capturés.

Détermination de la séroprévalence
L’étude de séroprévalence peut se faire en laboratoire a partir des échantillons de sang d’oiseaux
sauvages capturés mais peut aussi se faire sur des oiseaux morts collectés lors de la surveillance
passive, comme cela a été présenté ci-dessus (Ringia, Blitvich et al. 2004). L’échantillon de sang
nécessaire est prélevé par ponction veineuse au niveau de la jugulaire ou ou de la veine brachéale.
Le volume de sang recueilli dépend de la taille de I'oiseau mais ne dépasse généralement pas 0,6

mL (Komar, Panella et al. 2001).

Le test de neutralisation par réduction de plague (PRNT) est I'un des tests les plus utilisés lors de
diagnostics sérologiques du VNO et permet de quantifier le titre d'anticorps neutralisants contre
un virus. Pour cela I'échantillon de sérum a tester est dilué et mélangé a une suspension virale.
Le tout est ensuite incubé, afin de permettre a I'anticorps de réagir avec le virus, puis réparti sur
une culture cellulaire permissive au virus. La concentration du virus en unités formatrices de
plages (UFP) peut étre estimée par le nombre de plages, c’est-a-dire de régions de cellules
infectés (avec ou sans lyses), mesurables par observation a I’ceil nu ou au microscopique (selon la
dimension des plages), ou suite a une coloration a I'aide d’un marquage avec des anticorps
fluorescent antigénes spécifiques ou avec des colorants qui réagissent avec les cellules vivantes
(i.e. non-détruites par I'infection virale) (Komar, Burns et al. 2001, Panella, Burkhalter et al. 2005,

Dusek, McLean et al. 2009).
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Toujours dans la catégorie des tests sérologiques, les tests de type ELISA (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay) sont également des tests trés couramment utilisés en raison de leur

rapidité et leur faible coQt. Il existe plusieurs types de tests ELISA (Aydin 2015) :

ELISA direct : un antigéne est déposé sur une plaque a puits. Un anticorps spécifique
conjugué a un enzyme est ensuite utilisé pour la détection. Si I'anticorps est bien
spécifique a I'antigéne, une coloration du puit s’opérera.

ELISA indirect : A la différence de la méthode précédente, I'anticorps conjugué a I'enzyme
ne se lie pas directement a I’antigéne. Un autre anticorps primaire est lié spécifiguement
a I'antigéne. L’anticorps confugué a I'’enzyme se lie ensuite a cet anticorps primaire. Il
s’agit de la méthode la plus populaire et permet un marquage de plusieurs anticorps a
I"anticorps primaire.

ELISA en sandwich : Cette méthode découle de la précédente, a la différence que
I’antigéne n’est pas directement au contact du puit mais lié a un premier anticorps dit de
capture qui tapisse le puit. Cette méthode se veut plus spécifique en raison de la présence
de deux anticorps pour détecter 'antigene.

ELISA d’inhibition ou ELISA compétitif: Ici I'antigéne issu de I’échantillon est en
compétition avec un antigene inhibiteur. Cette méthode minumise I’effet de dilution avec
la présence de cet antigéne inhibiteur et présente une spécificité est maximale en raison

de la détection et capture spécifique de I'antigéne par I'anticorps.

Ces tests restent spécifiques a I'espéce animale testée, en raison du fait que la structure

conservée des anticorps et qui est utilisée pour leur détection (c’est a dire la région Fc ou

« fragment crystallizable ») et malheureusement unique a chaque espéce animale (Kuno 2003,

Maezono, Kobayashi et al. 2021). On peut également étre confronté a des réactions croisées

entre les différents flavivirus tels que le VNO et le virus de I’encéphalite Japonaise (Kuno 2003,

Maezono, Kobayashi et al. 2021). Toutefois, des systémes de sérodiagnostique de type ELISA

d’inhibition sont trés sensibles et spécifiques et sont capables de mieux détecter I'infection aviaire

par le VNO et ainsi faciliter les enquétes sur I'épidémiologie du VNO dans la nature (Maezono,

Kobayashi et al. 2021).
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Variation de la séroprévalence

En Amérique du Nord, on constate que la séroprévalence differe entre les especes (Tableau 1).

Une étude de 2010 (Dubé, Bird et al. 2010) présentait que la prévalence du VNO (>50%) chez la

crécelle d’Amérique (N = 152) dans la région de Montréal était plus haute que celles de la plupart

des oiseaux d’Amérique du Nord (Komar, Burns et al. 2001, Komar, Langevin et al. 2003, Ringia,

Blitvich et al. 2004). Cette forte prévalence observée chez la crécelle d’Amérique a aussi été mise

en évidence en Pennsylvanie (Medica, Clauser et al. 2007).

Tableau 1. — Valeurs minimales et maximales de séroprévalence répertoriées dans la littérature

Species

Seroprevalence (%)

Min (n) — Max (n)

Species

Seroprevalence (%)

Min (n) — Max (n)

Bernache du Canada
Canard branchu
Colvert

Fuligule a collier
Héron vert

Epervier de Cooper
Buse a épaulettes
Pigeon biset
Tourtrelle triste
Coulicou a bec jaune
Grand-duc d'Amérique
Pic chevelu

Grand Pic

Crécerelle d'Amérique
Faucon émerillon
Tyran huppé

Geai bleu

Corneille d’Amérique
Hirondelle bicolore
Mésange a téte noire
Sittelle a poitrine blanche
Troglodyte familier
Merlebleu de I'Est

Grive a dos olive

0.8 (1038) - 29 (7)
0(1)-2.5(12)

8 (13) - 10.6 (66)
5.3(19)

100 (1)

100 (1)

100 (1)

4.3(23)- 55 (20)
3.8(26) - 57.69 (26)
5.9 (17) - 100 (1)
44.4(9)
0(14)-14.3 (7)

20 (5)

16 (152) - 100 (1)
100 (1)

2 (50)

0.8 (121) - 35.8 (134)
3.2 (157) - 68.3 (183)
2.6 (156)

0(107)

0 (40) - 2.9 (35)

5.9 (17)

2.4 (126)

2.13 (47)-3.1(32)

Grive des bois

Merle d’Amérique
Moqueur chat
Moqueur roux
Jaseur d'Amérique
Ovenbird

Paruline masquée
Paruline flamboyante
Paruline a collier
Bruant familier
Bruant chanteur
Tohi a flancs roux
Piranga écarlate
Cardinal rouge
Cardinal a poitrine rose
Passerin indigo
Sturnelle des prés
Oriole de Baltimore
Carouge a épaulettes
Vacher a téte brune
Quiscale bronzé
Roselin familier
Chardonneret jaune

Moineau domestique

1(101)- 15.6 (32)
2.6 (76) - 10.11 (366)
3.5 (2706) - 35 (17)
3.7 (643) - 10.5 (19)
20 (5)

0.9 (115) - 3.1 (32)
0.7 (299)

0.4 (280)

4.7 (43)

3(59)
0(13)-3.4(88)

0.7 (144) - 9.6 (197)
2.8(71)

6.2 (503) - 52.2 (115)
1(98)-5(22)

3.6 (28)- 2.2 (223)
100 (1)

8.3(12)
0(63)-10.5 (67)
1.8 (494) - 12.5 (24)
0(106) - 15.4 (13)
2(927)-100 (5)
0.3(337)-3.1(128)
1.6 (1042) - 51 (107)

Les especes sont classées par ordre et par famille. Les valeurs Min et Max correspondent aux

valeurs les plus faibles et les plus élevées trouvées dans la littérature. Le nombre entre
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parenthése associé exprime la taille de I’échantillon sur lequel les prévalences minimales et
maximales ont été calculées.

Données issues de (Komar, Panella et al. 2001, Ringia, Blitvich et al. 2004, Godsey, Blackmore et
al. 2005, Komar, Panella et al. 2005, Gibbs, Allison et al. 2006, Dusek, McLean et al. 2009, Loss,
Hamer et al. 2009, Dubé, Bird et al. 2010, Chuang, Knepper et al. 2011, Kilpatrick, Peters et al.

2013, Komar, Panella et al. 2013, Randall, Blitvich et al. 2013).

La séroprévalence differe également au sein d’'une méme espéce, selon les régions ou les années.
Ainsi, la corneille d’Amérique présentait une prévalence de 68% (N = 183) avec des variations
annuelles de I'ordre de 52.9%-60,5% entre 2003 (N = 17) et 2005 (N = 38) dans le Michigan et
atteignait méme les 90.6% (N = 53) dans cette méme région en 2006 (Gibbs, Allison et al. 2006,
Chuang, Knepper et al. 2011). En Géorgie, entre 2002 et 2004, elle n’était que de 9.7% (N = 323)
(Gibbs, Allison et al. 2006). De méme, la séroprévalence fluctue pour le merle d’Amérique selon
les années et les régions d’étude. Par exemple, une étude réalisée sur I'’ensemble du couloir
migratoire atlantique montre une séroprévalence de 2.6% (N = 76) entre 2001 et 2003. Cette
séroprévalence varie de 0% a 20% pour la période automne 2001 (Dusek, McLean et al. 2009). En
Géorgie, elle passe de 7,3% (N = 150) en 2002-2004 (Gibbs, Allison et al. 2006) a 15,30% en 2010-
2012 (Levine, Mead et al. 2016). En lllinois, elle n’était que de 3,8% (N = 79) en 2002 (Ringia,
Blitvich et al. 2004), alors que I'on comptait 17.50 % (N = 160) en 2005 et 4,37% (N = 206) 'année

suivante (Loss, Hamer et al. 2009).

Les différences s’observent aussi au cours d’une méme année. Ainsi le geai bleu, espéce
résidente, présentait en Louisiane, en 2002, une séroprévalence de 25% au mois de juillet, qui
diminuait a 9.1% en octobre, ceci pouvant s’expliquer par un changement de préférences
alimentaires des moustiques, ou potentiellement par la diminution de I'activité des moustiques,
mais aussi en raison de la mortalité du geai bleu attribuable au VNO et ainsi disparaitre de la

population échantillonnée (Komar, Panella et al. 2005).

Selon le tableau 1, les espéces suivantes présentent des séroprévalences élevées : la corneille
d’Amérique, le cardinal rouge, le pigeon biset, la tourterelle triste, le moineau domestique, le geai

bleu et le moqueur chat. Ces espéces peuvent étre considérées comme des hoétes amplificateurs

60



importants en raison de niveaux élevés d'exposition, d'abondances modérées a élevées, a
condition que leur compétence d’hote, que I’'on aborde dans la partie 4, soit suffisamment élevée,
et donc peuvent étre considérés comme des especes cibles utiles dans les programmes de

surveillance qui utilisent des oiseaux en liberté comme sentinelles.
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Partie 4 — Compétences vectorielles et compétences d’hote

Les notions de compétences vectorielles et d’hote permettent de caractériser la faculté que
posséde un vecteur ou un hote, respectivement, a transmettre le virus et sert donc d’indicateur

sur son implication dans le cycle épidémiologique.

Compétence vectorielle
La compétence vectorielle se définit comme I'aptitude d’un insecte a ingérer un agent pathogene,
en assurer la multiplication et/ou le développement et le transmettre en conditions de
laboratoire (Rodhain et Perez, 1985). Cet indicateur peut étre déterminé expérimentalement en
reproduisant le cycle de transmission. Pour cela, le moustique effectue un repas de sang sur un
hote infectieux dans un premier temps. Des tests de transmission sur un second hote sensible
sont ensuite effectués (Bicout 2013). La premiére expérience de ce type a été effectué pour Aedes
albopictus (Philip and Smadel 1943). Les processus de réplication et de dissémination, ayant lieu
a la suite de la piqdre sur un animal infectieux, permettent au moustique de devenir infectant.
Les interactions vecteur-virus sont importantes dans le concept de compétence vectorielle et sont
complexes. La durée associée a cet ensemble de mécanismes est appelée durée d’incubation
extrinséque. Cette durée est variable et peut dépendre de la température mais également de la
souche virale et de la dose virale. Cette derniére permet de déterminer le seuil d’infectivité. En
effet, en dessous de ce seuil, un vecteur méme s’il est compétent ne pourra pas s’infecter (Ebel,

Rochlin et al. 2005, Kilpatrick, Fonseca et al. 2010, Bicout 2013, Kramer and Ciota 2015).

Les compétences vectorielles pour le VNO présentent des variations inter-espéces et intra-
espéces en raison de leur dépendance a I'environnement (Kilpatrick, Fonseca et al. 2010). Par
exemple, on considére que Culex pipiens est modérément susceptible dans I'Etat de New York,
au contraire de Aedes albopictus, Aedes atropalpus et Aedes japonicus qui sont hautement
susceptibles dans cette région (Turell, O’Guinn et al. 2001). En revanche Culex restuans est
présenté comme un vecteur efficace en laboratoire (Sardelis, Turell et al. 2001). Une comparaison
similaire existe entre Culex restuans et Culex pipiens, le premier étant plus efficace pour la
diffusion et la transmission du VNO (Ebel, Carricaburu et al. 2004, Moudy, Meola et al. 2007). Ceci

pourrait suggérer qu'il pourrait y avoir plus d'obstacles a la dissémination et a l'infection des
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glandes salivaires chez Culex pipiens comparativement a Culex restuans (Kilpatrick, Fonseca et al.
2010). Ces variations de compétences vectorielles peuvent également s’expliquer par une
adaptation des populations de vecteur, qui apparait depuis I'arrivée du virus en 1999. En effet,
des moustiques hybrides du complexe Culex seraient issus du croisement entre Culex pipiens
(espéce américaine, ornithophile, avec diapause : elle arréte donc son développement, et
anautogénie, c’est-a-dire qu’elle a besoin d’un repas particulier pour la ponte d’ceufs, ici du sang)
et Culex molestus (espéce indigéne européenne, anthropophage, pas de diapause, autogénie,
c’est-a-dire qu’elle a la capacité de pondre des ceufs sans pour autant effectuer un repas sanguin).
Ce fait a été confirmé par I'’étude des marqueurs génétiques (Fonseca, Keyghobadi et al. 2004).
Ces hybrides adaptés au climat local favorable a leur développement, auraient donc contribué a

la dissémination du virus et a sa survie durant I’hiver.

Réplication
La réplication de I’ARN du virus, telle qu’illustrée a la figure 9, se déroule dans le cytoplasme d’une
cellule cible a I'aide du réticulum endoplasmique. Le virus s’attache aux cellules susceptibles de
I’espéce hote, que ce soit un vecteur ou un hote, telles que les monocytes, les macrophages, les
cellules dendritiques, les cellules endothéliales ou les neurones (Pierson and Diamond 2012). Les
virions du VNO, c’est-a-dire les particules infectieuses renfermant le génome viral, pénétre a
I'intérieur de la cellule d’'un hote ou d’un moustique via une endocytose (Brinton 2013). Le virion
est ainsi renfermé dans un endosome une fois rentré dans le cytoplasme. En raison du pH du
cytoplasme, la capside se dégrade et libére le génome du virus. Par 'utilisation des mécanismes
de réplication de la cellule hote, I’ARN viral se réplique et il y a synthése des protéines en plusieurs
copies, assemblage de la nucléocapside et libération des virus immatures de la cellule infectée

par exocytose (Gollins and Porterfield 1985).
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Figure 9.— Schéma de la réplication du VNO dans le cytoplasme d’une cellule hote de moustique.

Issu de (Pierson and Diamond 2012)

Dissémination
Lors de la dissémination, le virus doit surmonter les barriéres intestinales du tractus digestif du
moustique (c’est-a-dire I'ensemble des membranes intestinales associées et qui peuvent bloquer
la progression du virus lors de la dissémination), ainsi que les barriéres salivaires (les éléments
qui empéchent le passage vers la salive et donc a la transmission du virus) pendant la période
d'incubation extrinseque en vue d'une transmission ultérieure a un héte (Hardy, Houk et al. 1983).

Ce mécanisme est illustré a la figure 10. L’'accumulation de virus dans les glandes salivaires
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entraine une augmentation de la virémie dans la salive et permet au moustique de transmettre
le virus aux hotes sur lesquels il se nourrit (Colpitts, Conway et al. 2012). Lors d’un repas sanguin,
le moustique injecte des protéines salivaires pharmacologiquement actives, ainsi qu’au moins un
vasodilatateur, un inhibiteur de coagulation et un inhibiteur plaquettaire, et souvent la salive
comprend également des protéines immunomodulatrices, digestives et antimicrobiennes

(Ribeiro, Charlab et al. 2001, Ribeiro, Arca et al. 2007).
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Figure 10. — Vue d’ensemble schématique des barriéres intestinales mises en place par le moustique

Tiré de (Vogels, Goertz et al. 2017). Les fleches indiquent le passage des virions a travers les
barrieres de l'intestin moyen (MG) et des glandes salivaires (SG). Le cercle en pointillé dans
I'intestin moyen représente la membrane péritrophique formée aprés l'ingestion de sang. A
droite : 1) Infection des cellules épithéliales de l'intestin moyen via la liaison a un récepteur
cellulaire. 2) Réplication du virus dans les cellules épithéliales de l'intestin moyen. 3) Libération
du virus par bourgeonnement a partir des cellules épithéliales de l'intestin moyen et passage
direct a travers la lame basale de I'hémocele. 4) Passage direct du virus dans I’hémoceéle par un
intestin « qui fuit ». 5) Infection virale de la trachée aprés le bourgeonnement des cellules

épithéliales de I'intestin moyen. (6) Bourgeonnement du virus de la trachée vers I'hémocele. A
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gauche : 1) Infection des cellules épithéliales de la glande salivaire aprés passage dans la lame
basale. 2) Réplication du virus dans les cellules des glandes salivaires. 3) Libération du virus dans
la lumiere des glandes salivaires par bourgeonnement. 4) Libération du virus par les cellules des
glandes salivaires dans la lumiere des glandes salivaires via la mort cellulaire par apoptose

(Vogels, Goertz et al. 2017).

Quantification de la compétence vectorielle
La compétence vectorielle peut étre considérée comme I'efficacité de la transmission vectorielle

pour une souche virale par une espéce de vecteurs (Bicout 2013).

La compétence vectorielle dépend de deux éléments : les deux types de barrieres (intestinale et
salivaire) traversées lors de la dissémination et le seuil d’infectivité. Ce seuil est issu de la
connaissance de la dose virale et est la valeur minimale pour qu’un vecteur compétent puisse
transmettre le virus lors d’une piqare. Il est déterminé par le taux d’infection, qui détermine
également le taux d’infection disséminé par l'effet de la barriere intestinale et le taux de
transmission disséminé par I'effet de la barriere salivaire (Turell, O'Guinn et al. 2000). Dans le
procédé de détermination de la compétence vectorielle des moustiques pour le virus VNO, la

barriére intestinale est trés importante (Turell, Dohm et al. 2005).
On peut caractériser la compétence vectorielle CV comme le produit de 3 probabilités :
CV=cxXxpxb

Ici, c représente la probabilité pour les vecteurs de s’infecter a la suite d’un contact avec le virus
lors d’un repas sanguin par exemple, ¢ est la probabilité que le vecteur nouvellement infecté
survive a la durée de l'incubation extrinséque, et b est la probabilité que le vecteur devenu

infectieux ait la capacité de retransmettre le virus ultérieurement (Bicout 2013).

Le tableau 2 présente des données de compétences vectorielles obtenues en laboratoire pour
guelques especes de moustiques en Amérique du Nord. Ces études ont été réalisées pour des
parameétres environnementaux similaires a ce que I'on trouve au nord-est de I’Amérique du Nord.
Dans chacun des tableaux, le taux d’infection correspond au pourcentage de moustiques

contenant des virus dans leur corps. Le taux de dissémination correspond au pourcentage de
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moustiques contenant des virus dans leurs pattes. Le taux de transmission estimé correspond au
pourcentage de moustiques qui ont développé une infection disséminée. Lorsqu’on multiplie le
taux de dissémination obtenu 14 jours apres le repas sanguin infectieux par le taux de
transmission du vecteur présentant une infection disséminée, on obtient le taux de transmission

estimé pour chaque vecteur (Sardelis, Turell et al. 2001).

Tableau 2. — Taux d’infection et de dissémination pour les moustiques oralement exposés au VNO

(Sardelis, Turell et al. 2001, Turell, O’Guinn et al. 2001)

. Taux de Taux de
Souche virale Dose virale Nombres Taux dissémination  transmission
Logl0 PFU/mL  testés d'infection % o
% estimée %
Indian river 4,6 7 29 0 0
Cx nigripalpus Indian river 5,7 132 78 8 7
Indian river 6,8 127 84 12 10
Sebring 5,5 16 50 6 6
. . Sebring 7 78 91 22 20
Cx. quinquefasciatus
Vero Beach 5 13 46 0 0
Vero Beach 6,3 17 94 12 <13
Cx. restuans Maryland 6,6 11 100 55 55
Crow 397-99 5,2 46 17 2 2
Cx. pipiens
Crow 397-99 7,2 95 81 23 20
Cx. salinarius Chambers 6,6 20 95 60 34
Cq. perturbans Laurel 6,6 11 18 9 2
Crow 397-99 5,2 9 11 11 7
Ae. sollicitans
Crow 397-99 7,2 50 70 16 11
Crow 397-99 5,2 3 0 0 0
Ae. vexans
Crow 397-99 7,2 13 46
) Crow 397-99 5,2 45 2 0 0
Ae. taeniorhynchus
Crow 397-99 7,2 75 12 3 3
Ae. atropalpus Crow 397-99 7,2 12 92 92 92
Ae. albopictus Crow 397-99 7,2 61 90 85 73
Ae. japonicus Crow 397-99 7,2 36 69 64 64
Ae. aegypti Crow 397-99 7,2 19 16 16 <16

Le tableau 2 montre qu’avec une dose virale suffisamment élevée, toutes les espéces de

moustiques testées sont sensibles a l'infection par le VNO et ont développé des infections
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disséminées. En effet, il apparait que certains vecteurs ont besoin d’une dose virale plus élevée
pour développer des infections disséminées, comme constaté chez Cx nigripalpus, Cx.
quinquefasciatus, Ae. vexans ou Ae. taeniorhynchus qui présentent 0% de taux de dissémination
avec avec une dose virale de 10°>? UFP/mL. Une dose virale plus élevée semble agir comme un
amplificateur du taux de dissémination. Concernant le taux de transmission estimé pour chaque
vecteur, on constate que Ae. albopictus, Ae. atropalpus et Ae. japonicus sont les vecteurs les plus
efficaces (taux de transmission estimé >64%). Dans ces conditions de laboratoire Culex pipiens et
les especes Culex d’une maniére générale sont des vecteurs moyennement efficaces (avec des
taux de transmission estimés de 20% pour Cx pipiens et situés entre 10% et 55% pour les autres
espéces) et ce quelque soit la souche virale et la dose virale testée. En revanche, Ae. Vexans et
Ae. Taeniorhynchus sont des vecteurs inefficaces (puisque le taux de transmission estimé est au

mieux <8%)., de méme que Cq. perturbans (taux de transmission estimé <2%).

Facteurs d’influence de la compétence vectorielle
Il a été montré que I'environnement a des effets importants sur la compétence des vecteurs. La
température, par exemple,est un facteur important qui peut influencer la compétence

vectorielle, qui augmente avec la température (Kenney and Brault 2014).

A contrario, des bactéries telles que Wolbachia, qui infectent essentiellement les arthropodes,
inhibent la réplication de plusieurs virus a ARN, comme le VNO ou la dengue, chez les moustiques,

et limite ainsi la transmission du virus (Hussain, Lu et al. 2013).

Il est également possible, que durant la période d'incubation extrinseque, une infection au VNO
et/ou une concentration virale dans un tissu (abdomen, thorax par exemple) soit corrélée a la
présence du virus dans un autre tissu. Cependant, la présence d'ARN viral dans la salive ne montre
pas une telle corrélation avec une présence du virus dans d’autres tissus (Richards, Lord et al.

2010).
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Capacité vectorielle

La capacité vectorielle se définit comme le niveau d’efficacité d’un vecteur dans la transmission
d’un agent pathogene. Elle a été étudiée chez plusieurs especes de moustiques et dépend des
processus de réplication et dissémination et donc de la valeur de la compétence vectorielle
(dépendante du taux d’infection disséminé et de I’attraction des femelles pour les oiseaux, qui

découle de m dans laformule suivante) (Sardelis, Turell et al. 2001, Turell, Sardelis et al. 2002).
On peut la définir selon I’équation suivante (Kramer and Ciota 2015, Brady, Godfray et al. 2016) :

mazpn

V=—

—In (p)
Ou m est le nombre de moustiques femelles par hote, a, le taux d'alimentation quotidien en sang,
p, la probabilité de survie quotidienne du moustique (équivalent a b dans notre formule de

compétence vectorielle), et n, la période d'incubation extrinseque.

Cette capacité a transmettre le VNO varie selon les espéces. Un moustique avec une compétence
élevée peut étre un « mauvais » vecteur si la fréquence de contact de I'alimentation sur les hotes
amplificateurs est faible ou si leur durée de vie est faible par rapport a la durée de vie extrinséque
du virus. Inversement, un vecteur peu compétent peut entretenir ou étendre une épidémie si la
durée de vie extrinseque du virus est courte, si I'alimentation est fréquente ou si la densité de

population est élevée (Kramer and Ciota 2015).

En Amérique du Nord, certains moustiques sont capables de maintenir activement le virus dans
le cycle de transmission entre eux et les oiseaux. Culex pipiens-restuans est 'un d’eux. Il s’agit
aussi du moustique le plus abondant en milieu urbain. Culex tarsalis pourrait étre son équivalent
en milieu agricole (Goddard, Roth et al. 2002). On trouve également Culex salinarius, que I'on
retrouve plutét dans des milieux naturels et qui a la particularité de pouvoir se reproduire aussi
bien en eau salée qu’en eau douce (Campbell, Lanciotti et al. 2002). D’autres moustiques ont pour
role de faire le lien entre le cycle naturel oiseaux-moustique et les mammiféres (Turell et al, 2002 ;
Goddard et al, 2002). C’est le cas de Aedes vexans, Ochlerotatus canadensis, Ochlerotatus

dorsalis, Ochlerotatus melanimon, Ochlerotatus Sierrensis, Coquillettidia perturbans et Culiseta
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inornata. lls ne maintiennent pas I'infection. On dira que ce sont des vecteurs passerelles (Turell,

Sardelis et al. 2002).

Compétence d’hote

Le concept de compétence de I'hGte est la capacité d'une espece hote, les oiseaux dans ce cas, a
s'infecter et a présenter I'agent infectieux a des vecteurs (Komar, Dohm et al. 1999). Il est évalué
en exposant des individus naifs a des moustiques infectés et en suivant la quantité de virus
présente dans le sang de ces individus nouvellement infectés au fil du temps. Le nombre de
moustiques vecteurs susceptibles d'étre infectés sur I'hote est ensuite estimé en fonction du

temps.

Afin d'exprimer ce concept, des indices de compétence de I'h6te ont été développés. Ils estiment
la proportion de moustiques infectés aprés un repas de sang sur des oiseaux porteurs du virus,

selon I'expression suivante(Komar, Langevin et al. 2003) :
Ci=sixiixdi

C'est-a-dire que pour un héte i, I'indice de compétence de I'hote Cidépend de : s, la susceptibilité
de I'hote, soit la proportion d’hotes qui deviennent infectés apres la piqlre d’un vecteur infectant
; de i;, l'infectivité quotidienne moyenne, soit la proportion de vecteurs exposés qui deviennent
infectants chaque jour aprés un repas sanguin sur un hote infecté, et d;, la durée de d’infectivité,
soit le nombre de jours durant lesquels un individu oiseaux infecté présente une virémie

infectieuse.

La figure 11 présente quelques compétences d’hdtes issues de la littérature. Ces indices issus de
la littérature réalisée en Amérique du Nord ne sont valides que pour I'association entre I'espece
d’oiseau et des moustiques du complexe Culex pipiens-restuans. Ces indices de compétence de
I'hote, utilisés ici, proviennent exclusivement de la littérature et sont obtenus pour des espéces
d'oiseaux infectés expérimentalement avec la souche virale introduite sur le continent américain
(Kilpatrick, LaDeau et al. 2007). Lorsqu’une espece était retrouvée dans deux publications ou plus,

la valeur moyenne des compétences d’hote proposées lui a été alloué.
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Figure 11.— Compétences d'hotes associées aux espéces recensées dans les repas sanguins de
femelles Culex pipiens-restuans engorgées (Komar, Langevin et al. 2003, Kilpatrick, LaDeau

et al. 2007, Wheeler, Barker et al. 2009).

Le geai bleu (Blue Jay) présente la plus forte compétence d’hote (2,47), suivie par le quiscale
bronzé (Common grackle), le roselin familier (House finch), le moineau domestique (House
sparrow), la corneille d’Amérique (American crow), le goéland a bec-cerclé (Ring-billed Gull), le
bruant chanteur (Song sparrow) et le merle d’Amérique (American robin) qui présentent tous un
indice supérieur a 1. A I'inverse le pigeon biset (Rock pigeon) et le vacher a téte brune (Brown-

headed cowbird) présentent les indices les plus faibles (0).

Variabilité de la compétence d’hote
La compétence d’hobte, bien qu’évaluée globalement pour une espéce donnée, est dépendante
du vecteur associé. En effet, I'indice de compétence d’ho6te vaut pour le couple oiseau-moustique.

Cette compétence dépend également de plusieurs parameétres chez les oiseaux tels que I'age de
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I"animal, qui influence également la durée de la virémie. Le statut immunitaire de I'individu joue
également sur la variabilité de la compétence d’hoéte intra-espéce. L'indice développé correspond
a la proportion de moustiques infectés obtenus a la suite d’un repas sanguin sur des oiseaux

expérimentalement infectés (Ostfeld and Keesing 2000, van der Meulen, Pensaert et al. 2005).

Selon la définition de la compétence d’hote, un lien avec la séroprévalence existe. La variabilité
constatée de la compétence d’héte pourrait ainsi expliquer la variabilité temporelle et spatiale
de la séroprévalence au VNO qui a été constatée (Hawley and Altizer 2011, Coon, Brace et al.

2014).

Capacité d’hote
Le concept de capacité d'hote apporte une nuance a la compétence de I'h6te. Un oiseau
compétent ne peut étre impliqué dans la transmission du virus que s'il est suffisamment abondant
et appartient a I'espece sur laquelle se nourrit un moustique compétent pour le VNO (Kilpatrick,

Kramer et al. 2006, Kilpatrick, LaDeau et al. 2007, Hamer, Kitron et al. 2009, Bicout 2013).
L'indice de capacité hote est alors défini selon I'expression suivante :
Fi=fix Pix G,

ou fi est la proportion de repas sanguins pris sur I'espece i, Pi est lI'indice de préférence de I'h6te
(précédemment calculé selon la méthode de (Rizzoli, Bolzoni et al. 2015) et C;, la compétence de

I'hote issue de la littérature (Hamer, Kitron et al. 2009).

Variabilité de la capacité d’hote
La capacité d’hote est variable dans le temps. Elle dépend notamment de la probabilité
d’exposition des espeéces aux piglires de moustiques (périodes de la journée ou de I'année pour
lesquelles hotes et vecteurs fréquentent les mémes biotopes), I'abondance des autres espéces
de vertébrés susceptibles de servir d’h6tes aux moustiques (effet dilution) et de I'aptitude des

oiseaux a se défendre de la piglre du moustique (Bicout 2013).
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Les préférences écologiques jouent sur la capacité d’hote : la probabilité de rencontre entre I’h6te
et le vecteur dépend de leur présence a un moment et une zone donnée. Ainsi les oiseaux diurnes
seront inactifs au moment ou les moustiques ornithophiles partiront en quéte d’un héte (Emord

and Morris 1984)

La densité et la diversité des oiseaux a aussi un impact sur la capacité d’hote. Selon la définition
de Pi, la préférence alimentaire dépend de I'abondance des hotes et de leur diversité. Ainsi selon
I’équation conduisant a Fi, la capacité d’hote varie donc dans le temps et I'espace pour une méme

espece (Dobson and Foufopoulos 2001, Schmidt and Ostfeld 2001).

Il a également été mis en évidence que le comportement de défense des oiseaux afin d’empécher
le moustique de piquer constituait un autre paramétre impactant la capacité d’héte (Balenghien,

Fouque et al. 2011)
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Présentation de l’article

Le bilan de la revue de littérature a souligné que bien que les cas humains et oiseaux fluctuent et
gue 80% des cas humains sont asymptomatiques, le caractére aléatoire des épidémies font du

VNO un risque pour la santé humaine et un enjeu de santé publique.

Il est primordial de mettre I'accent sur le rOle des oiseaux afin d’avoir une meilleure
compréhension de la circulation locale du VNO. Un état des lieux sur |'avifaune en Amérique du
Nord a permis de montrer que les oiseaux pouvaient étre répartis selon différents roles :
amplificateur, réservoir, transporteur, sentinelle, selon leurs caractériques d’abondance, de

séroprévalence, mortalité, compétence et capacité d’hote.

Afin d’acquerir une meilleure compréhension de ces caractéristiques, on peut non seulement
s’appuyer sur des données de littérature, mais également de terrain par I'étude des mortalités
aviaires ou l'analyse des repas sanguins effectués par les moustiques afin de déterminer

localement parmi quelles espéces aviaires ou non le virus peut potentiellement circuler.

L'article suivant s’appuie sur cette revue de littérature et donne des éléments de réponse sur les
espéces d’oiseaux potentiellement impliquées dans le cycle épidémiologique dans notre zone

d’étude : la région de Montréal.
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Abstract

Despite many studies on West Nile Virus (WNV) in the US, including the reservoir role of bird
species and the summer shifts of the Culex mosquito, feeding from birds to mammals, there have
been few equivalent studies in the neighboring regions of Canada where WNV is endemic. Here,
a priority list of bird species likely involved in WNV transmission in the greater Montréal area is
constructed by combining three sources of data: (i) from WNV surveillance in wild birds (2002—
2015); (ii) blood meal analysis of Culex pipiens—restuans (CPR), the primary enzootic vectors of
WNYV in the region, collected from surveillance in 2008 and 2014; (iii) literature review on the
sero-prevalence/host competence of resident birds. Each of these data sources yielded 18, 23
and 53 species, and overall, 67 different bird species were identified as potential WNV
amplifiers/reservoirs. Of those identified from CPR blood meals, Common starlings, American
robins, Song sparrows and House sparrows ranked the highest and blood meal analysis
demonstrated a seasonal shift in feed preference from birds to mammals by CPR. Our study

indicates that there are broad similarities in the ecology of WNV between our region and the
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northeastern US, although the relative importance of bird species varies somewhat between

regions.

Keywords: West Nile; wild birds; Culex feeding/host preference; eco-epidemiology; Québec

1. Introduction

First described in Uganda in 1937 [1], West Nile Virus (WNV) is an arbovirus of
the Flaviviridae virus family, genus Flavivirus. It has a transmission cycle involving mosquitoes as
vectors and birds as amplifying hosts or reservoirs, with humans and horses being primarily dead-
end hosts [2,3]. In humans, the early symptoms of WNV include fever, headache, skin rash, nausea
and muscle aches. Most of the affected people recover fully, but approximately 1% develops
severe illness (meningitis, encephalitis, acute flaccid paralysis and poliomyelitis) [4]. Those over
70 years of age with underlying medical conditions and those who are immuno-compromised are
at a greater risk of severe illness [4]. In North America, the first WNV outbreak occurred in New
Yorkin 1999, and WNV spread rapidly across the continent, causing mortality in many bird species
[5,6,7]. In less than four years, the virus spread to most of the continental United States, and its
activity was first reported in Canada in 2001 [8]. WNV is now endemic in much of southern Canada
and, given the potential severity of the disease in humans and the lack of treatment or a specific
vaccine, WNV infection is a major public health concern in Canada, including in the province of
Québec [9]. Most human cases of WNV reported in Canada occur in Québec, Ontario and the
Prairie provinces, and the intensities of the outbreaks of WNV vary temporarily and spatially, as
shown in Figure 12. In Québec, human cases of WNV are mainly reported from the Montérégie,
Montréal and Laval regions of southern Québec [9]. This study focuses on the Montréal area, one
of the regions most affected by WNV in Québec, with 28% of the clinical cases of WNV reported
between 2002 and 2014 [9].
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Figure 12. — Yearly number of cases of West Nile virus (WNV) infection in humans and number of

dead birds positive to WNV in Québec 2002—-2017.

Insert: Correlation between the number of WNV bird and human cases in Québec.

The epizootiological cycle of WNV transmission involves bird of several species that act as

reservoirs/amplifying hosts and a range of mosquito species that transmit the virus amongst

animals (enzootic vectors) and/or to humans (epizootic vectors). Mammals, such as horses and

humans, are incidental or dead-end hosts that are not part of the virus transmission cycle because

they do not produce viremia sufficient to infect mosquitoes [10]. In southeastern Canada,

including Québec, the main WNV enzootic vectors are Culex pipiens and Culex restuans [11] and

these species are also involved in the transmission of WNV to humans in neighboring parts of the

northeastern US [12,13,14].

A range of bird species can act as reservoir hosts for WNV, and annual migration by many species

amplifying hosts depends on a combination of factors: (i) the susceptibility to infection; (ii) the

duration of viremia at levels high enough to infect feeding mosquitoes; (iii) the density of naive
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individuals (a combination of the density of the species and rates of infection followed by
protective immunity); (iv) the “attractiveness” of the species to (ornithophilic and opportunistic)
mosquito vectors and thus the proportion of mosquito bites per unit of space—time that occur on
the species; and, (v) the rates of mortality, including WNV-specific mortality, of infected

individuals.

Experimental studies have shown that several North American bird species are susceptible to
WNYV and can transmit the virus because they produce a level of viremia that is sufficient to infect
mosquitoes that feed upon them—some species die as a result of this infection [20]. Mortality in
wild bird populations, particularly corvids, was used as an early surveillance signal of WNV activity
in a given locality, as the virus first spread across the US and then Canada [21,22]. Wild bird
mortality was also used as an index of the rates of expected human cases of WNV [23].
Retrospective analysis suggested that, when it first invaded North America, WNV caused mortality

in a wide range of bird species [24].

Studies in the US have taken into account the multiple factors that define reservoir competence,
and by combining field observations and laboratory experiment results, they conclude that the
American robin is a key reservoir species [12]. Furthermore, studies from the US suggest that the
seasonal nature of human WNV cases (with most cases from late summer through to mid-
autumn) is associated with a shift in mosquito blood meals from birds to mammals during the
high-risk period, which may be driven by birds beginning their southward migration at this time

[13]. To date, similar studies on the transmission dynamics of WNV in Canada are lacking.

In this study, we aimed to develop a priority list of bird species likely involved in the circulation of
WNV in the region of Montréal in southern Québec, Canada. To do so we scanned the literature
and dead bird surveillance data to identify bird species that breed in the region and are known to
be competent WNV amplifiers/reservoirs. We also prioritized these species according to field and
laboratory data on the feeding preferences of Culex pipiens—restuans (CPR) mosquitoes, while
accounting for bird species abundance in the Montréal area. The blood meal analysis data also
allowed us to explore the occurrence of seasonal shifts in the host-feeding behavior of key species

of vector mosquitoes. Collectively this data allowed us to determine the bird species that are key
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amplifier/reservoir hosts for WNV and to determine the extent to which host shifting occurs in

vector mosquitoes in Québec.

2. Materials and Methods

2.1. Study Area

The greater Montréal area is located in the southern Québec, as shown in Figure 13, and in the
central part of the St. Lawrence Lowlands. The region is bordered to the north by the Canadian
Shield and to the southeast by the Appalachians [25]. The region is characterized by a temperate
continental climate, with cold winters and hot summers [25]. The study area is 30,231.2 km?, and
includes the island of Montréal and was limited by the coordinates 46°13’48 N, 45°1°12 N and
74°24’36 W and 72°23’24 W. In 2011, the greater Montréal area was comprised of 21% buildings,
40% cultivated agricultural land and 39% natural or semi-natural areas, of which 66% was forest
[26]. With 2,900,000 inhabitants, about 45% of the Québec province’s population, the greater
Montréal area is the most densely populated area in Québec and the second most densely

populated city in Canada.
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Figure 13. — Study area with locations of collection of dead birds (CWHC), bird watching and counts
(EPOQ) and collection of engorged female Culex pipiens—restuans on the island of Montréal,

Québec.

2.2. Identification of Priority List of Wild Bird Reservoir Species
To construct the list of bird species that are possible WNV amplifier and reservoir host in our
study area, we used an approach by successive augmentation. Starting with a reference list of
regional breeding bird species L0, the priority list Lf of birds that could potentially play a role in
the WNV transmission cycle was obtained
as, Lf=LON [L1+L2+L3-L1N L2-L1Nn L3-L2N L3+L1n L2n L3], where U indicates the “union” of
data from databases (bringing all species from the databases together), and n indicates the
“intersection” of data from the databases (i.e., where species are in the different
databases). L1, L2 and L3 are, respectively, the “databases” of: (i) species identified as infected by
WNV in dead bird surveillance; (ii) species identified as being targets for CPR blood meals on the

basis of blood meal analyses; (iii) species identified as WNV reservoirs by literature review. In
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summary, L1 is the first basic list that is augmented with species from L2 and L3 not already in L1.
The comparison with LO is a check to ensure that selected bird species are found in the study
area. LO comprised 318 species extracted from the Avibase database [27], which includes all
breeding species in the Montréal area. Species reported as rare (n = 65) in the Avibase were

excluded from LO. Details on L1, L2 and L3 are described in the sub-sections below.

2.2.1. Wild Bird Mortality Data: List L1
Wild bird mortality data were obtained from the Canadian Wildlife Health Cooperative (CWHC)
Passive Mortality Monitoring Program [28], and data specific to WNV mortality were acquired
from the passive WNV wild bird surveillance program, which was established in 2001, the first
year that WNV was detected in Canada [29]. This “passive” surveillance work was carried out in
collaboration with the local population, which was invited to report dead bird sights to the
relevant authorities. Dead birds were retrieved and submitted to veterinary diagnostic
laboratories [29]. In these laboratories, necropsies were performed, and selected tissues were
tested for WNV [29,30]. The data cover the period 2002—-2015, during which time two WNV
epidemics occurred in Québec. The locations where dead WNV-infected birds were collected are
reported in Figure 2. To rank birds species belonging to L1, the standardized mortality ratio, or
relative ratio, RRs, for each bird species “s” was calculated as, RRs=ms/(Axns), where ms is the
number of dead birds of species “s” found positive for WNV, ns is the corresponding sample size
and A=Ssms/>sns, is the mortality rate under the homogeneous hypothesis; (Axns)is the

oa_n

expected number of dead birds of species “s”.

2.2.2. Blood Meal Data: List L2
Mosquitoes were collected in our study region between 2008 and 2014 as part of a provincial
mosquito surveillance program conducted in southern Québec [9]. Blood meal analysis was
conducted only on engorged females of either the Culex pipiens or Cx. restuans (CPR) complex in
this study. The capture sites of engorged females are shown in Figure 2. The list L2 consists of bird
species identified as blood meal sources for CPR complex mosquitoes. Note that females of Culex
pipiens and Cx. restuans cannot be reliably differentiated morphologically, so the specimens were

grouped together as CPR complex mosquitoes.
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Blood-fed mosquitoes were stored individually in 1.5 mL tubes at -80 °C until processing. The
extraction of DNA was carried out using a protocol described by Molaei et al. [31]. Briefly, 200 ul
of DNAzol® BD (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) was added to each tube. The
mosquitoes were homogenized with a pestle, followed by the addition of another 200 uL DNAzol
BD and 15 pl proteinase-K. The tubes were vortexed briefly, incubated at 70 °C for ten minutes,
then centrifuged for ten minutes at 14,000 rpm. The supernatants were transferred to new 1.5
mL tubes and 3 pL polyacryl carrier (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) was added
to each tube. The tubes were incubated at room temperature for three minutes and then 200 uL
100% ethanol was added. Following mixing by gentle inversion, the tubes were incubated on ice
for ten minutes, then centrifuged for six minutes at 6000 rpm. The supernatants were removed,
and the remaining DNA pellets were washed twice with the addition of 750 pL 75% ethanol and
two minutes of centrifugation at 3000 rpm. After the final removal of the ethanol, the tubes were
left open to allow the DNA pellets to air dry. Once dry, the pellets were re-suspended in 20 to 50
puL 1 x TE buffer. The DNA extracts obtained from blood-fed mosquitoes were used as templates
for the amplification of the cytochrome b gene in avian and mammalian species using primers
previously described by Molaei et al. [31]. The extracted DNA was amplified in 50 pL reactions
using the Platinum tag DNA polymerase system (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) with final
concentrations of 1.5 mM MgCl,, 200 nM dNTP and 200 nM per primer. Amplification was carried
out in the Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 using the following conditions:
denaturation for two minutes at 94 °C, 40 cycles of amplification consisting of 30 s at 94 °C, 50 s
at 55 °C (mammalian) or 60 °C (avian), 60 s at 72 °C, extension for seven minutes at 72 °C and
then held at 4 °C. The first 100 amplification products were visualized by gel electrophoresis on
1.9% agarose gel, whereas the remaining samples were run on QlAxcel (Qiagen, Toronto, TO,
Canada). Positive samples were purified using the Wizard SV Gel and PCR Clean-up system
(Promega, Madison, WI, USA), and Sanger sequencing was performed by the NML Genomics Core
Facility using Applied Biosystems 3730 x| DNA Analyzer with Big Dye Terminator version 3.1 and
pop7 chemistries. The sequence data were analyzed using DNASTAR Lasergene 9 software and
compared to those in the GenBank (NCBI). Since the technology used does not allow for the

accurate identification of mixed blood meals, the sequence data from mosquitoes that took
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multiple host blood meals from different species did not lead to identifiable host species.
However, we expected that these events would be rare because adult female CPR typically

complete feeding on a one host.

Identified bird species (see Results section) are characterized by the proportion fs, defined as the
ratio of CPR blood meals taken from the species s divided by the CPR blood meals from all
identified bird species. The value of fs depends both on the relative density of species s and on
the degree to which a species may be particularly attractive to the mosquitoes—if so, then
mosquito bites on a particular species may be disproportionate to the density of the species. To
explore this, a feeding preference index can be obtained as [32]: ps=fs/as, where fs is as defined
above and as is the ratio of the abundance of species s over that of the total density of the birds
in the area. Such a ps can be regarded as the relative risk for a given bird species of being bitten
by the mosquito in relation to its relative abundance [32]. Unfortunately, ps gets larger and tends
to infinity when as tends to zero. Therefore, we use the following definition for the preference
index [33,34]: ps=asfs/Ynj=1ajfj, where n is the total number of bird species identified from CPR
blood meals. Likewise, the relative risk for a given bird species of being bitten by the mosquito,
relative to homogeneous abundance, is RRs=nxps. Bird species bitten more or less often than

chance are characterized by RRs>1 and RRs<1, respectively.

Values for as were obtained from wild bird count data, taken from the EPOQ-ebird database,
managed, in part, by the Regroupement Québec Oiseaux (RQO) for the years 2001 to 2016 [35].
This database contains more than six million observations made by ornithologists during their
daily bird watching trips within Québec. These data are obtained from opportunistic sampling—
each observer records the species observed, as well as the number of individuals of each species
seen. These sets of observations correspond to an observation site at a given date during a given
period of time, as well as to the number of individuals of each species observed. Locations at

which bird counts were made are shown in Figure 13.
Analysis of Seasonal Bird-to-Mammal Feeding Shift of CPR Mosquitoes

Culex mosquitoes are classified as ornithophilic species (i.e., mainly feeding on birds) [13,21,36].

We investigated whether the feeding preferences of the mosquitoes changed over the activity
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season. We considered the fraction (or probability mtbird) of blood meals taken on bird species
(i.e., number of blood meals on all bird species only/total number of blood meals over all species
(birds and mammals)) as a function of the week of the year. Logistic regression was used to model
the variation of the feeding preferences over weeks as follows: logit(rtbird)=p0+B1week.
Statistical analyses were performed using the GLM (generalized linear model) function in R,

version 1.1.383 [37].

2.2.3. Literature Review: List L3
Literature research was conducted in August 2017 in five electronic databases: Scopus, Pubmed,
CAB Abstract, Embase and Medline. The search terms used for searching in all databases were:
“(West Nile Fever OR West Nile Virus) AND (Bird* OR Avian) AND (Mortality OR Sero-prevalence
OR prevalence OR competence OR capacity OR transmission) AND (USA OR Canada)”. All articles
published from 1 January 1999 to 16 August 2017 (end of the search) were included in the
selection process using criteria on the language, title, and abstract, as shown in Table 3. In short,
selected studies had to be written in English or French, dealing with an epidemiological content
about bird susceptibility (host competence, WNV-induced mortality, etc.) to WNV in Canada or
the United States. Data on sero-prevalence and host competence were extracted from the
retrieved publications. To rank birds species belonging to L3, the standardized WNV sero-positive

a_n

ratio, or relative ratio, RRs, for each bird species “s” was calculated as, RRs=ms/(Axns),

where ms is the number of WNV sero-positive birds of species “s”, ns is the sample size of the

tested birds and A=Y}sms/>snsis the sero-positive rate under the homogeneous

a_n

hypothesis; (Axns) is the expected number of WNV sero-positive birds of species “s”.

Tableau 3. — Search strategy for the literature review.
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Question Description Answer
No Yes/Can’t tel
Level 1: Language
Q1 Is the paper written in English or French? 0 1
L1 =Q1; eligible forL1=1
Level 2: Title
Ql Does the title mention West Nile terms? 0 1
Q2 Does the title mention bird terms? 0 1
Q3 Does the title mention a region of study that is concerned 0 1
(East Coast USA and Canada)?
Q4 Does the title mention terms related to seroprevalence, 0 1
prevalence, competence, capacity or transmission?
L2=Q1xQ2(1+Q3+Q4); eligible forL2>1
Level 3: Abstract
Ql Does the abstract describe search results rather than a 0 1
method?
Q2 Does the abstract mention terms related to bird mortality? 0 1
Q3 Does the abstract mention terms related to prevalence or 0 1
seroprevalence?
Q4 Does the abstract mention terms relating to host 0 1
competencel?
Q5 Does the abstract mention terms relating to host capacity?? 0 1
Q6 Does the abstract specify the regions of study: states of the 0 1

Eastern migratory corridor for the USA and Canada?

L3=Q1xQ6x(1+Q2+Q3+Q4+Q5);eligiblefor L32>1

Score = L1 x L2 x L3; eligible for score > 1

1=The host competence designates the capability of a host species, birds in this case, of being infected and developing a sufficient viremia for
transmitting infectious agents to vectors (Komar, Dohm et al. 1999). 2=The concept of host capacity brings subtlety to the skill of the host. A
competent bird can only be involved in the transmission of the virus if it is sufficiently abundant and belongs to the species on which a mosquito

competent for WNV feeds. (Bicout 2013)

Migratory status (migratory M, resident R birds or both M and R) and wintering and breeding
areas were also added for each bird species. Wintering/breeding areas were defined as the three
main regions of the East Atlantic migration corridor: region of Québec QC, North USA and South
USA, delimited by the northern border of the states of North Carolina and Tennessee [38]. The
two US areas make it possible to take into account short and long distance migration. The

migratory status of bird species allowed us to account for the possible geographic origin of WNV

infection (acquired in the wintering zone vs. breeding zone) and the possible role of each bird

species in the dispersal of WNV in North America.
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3. Results

3.1. Wild Bird Mortality Data: List L1

Data from the passive WNV wild bird surveillance are reported below providing Characteristics of
bird species, column “Mortality”. We found a list L1=18 that was sorted based on the relative
ratio of dead birds positive for WNV, as shown in Figure 14. Of all these bird species, only two
(Bald eagle and Blue jay) were under-represented (with the relative ratio of mortality < 1) in

mortality data.

Snowy Owl 4 L —
Red-shoulderad Hawk 4 T
Morthem Harrier 4 | P ——
Gyrfalcon 4 0 ————————————————"
Cape May Warbler - e ——
Sharp-shinned Hawk.-i 1/,
Morthern Goshawk 4 M, R —
Red-tailed Hawk 5 T,
Broad-winged Hawk 1 I ———————————
Barred Owl - R
Merlin 4 M, R
Cooper's Hawk 1 I, F ——
Morthemn Saw-whet Owl 1  —
Mallard - MR ——
Great Homed Owl - P —
American Crow - A —
Bald Eagle 4 e ———
Blue Jay T
o6 1 2 3
RR

Figure 14. — List L1: ranked list (n = 18) of dead birds found by WNV passive bird surveillance.

RR stands for relative risk or ratio of dead birds found positive for WNV. Quoted letters “M” and

“R” stand for migratory and resident birds, respectively.

3.2. Blood Meal Analysis: List L2

DNA from 273 engorged mosquitoes was extracted, although only 263 were included in the study
as ten did not have a sufficient volume of DNA for amplification with both primer sets. In total,

97 out of 263 (36.9%) were positive using PCR and sequencing with avian primers, whereas 14
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out of 263 (5.3%) were positive with PCR and sequencing using mammalian primers. Moreover,
10 out of 263 extracts (four positives with avian primers and six positives with mammalian
primers) were reported as indeterminate, as sequencing of the PCR product was not successful

and there was insufficient volume remaining for repeat testing, as shown in Table 4.

Tableau 4. — Results of the molecular analysis of blood meals.

Species Family Order N % of avian % of mammals % of
(n=97) (n=14) total
(h=111)*
Birds
American robin (Turdus migratorius) Turdidae Passeriformes 30 30.9 - 27.0
Common starling (Sturnus vulgaris) Sturnidae Passeriformes 11 11.3 - 9.9
Song sparrow (Melospiza melodia) Emberizidae Passeriformes 9 9.3 - 8.1
Cedar waxwing (Bombycilla cedrorum) Bombycillidae  Passeriformes 8 8.2 - 7.2
House sparrow (Passer domesticus) Passeridae Passeriformes 7 7.2 - 6.3
Savannah sparrow (Passerculus sandwichensis)  Emberizidae Passeriformes 4 4.1 - 3.6
Northern cardinal (Cardinalis cardinalis) Cardinalidae Passeriformes 3 3.1 - 2.7
Gray catbird (Dumetella carolinensis) Mimidae Passeriformes 3 3.1 - 2.7
House finch (Haemorhous mexicanus) Fringillidae Passeriformes 3 3.1 - 2.7
Black-capped chickadee (Poecile atricapilla) Paridae Passeriformes 3 3.1 - 2.7
Red-winged blackbird (Agelaius phoeniceus) Icteridae Passeriforms 2 2.1 - 1.8
Common grackle (Quiscalus quiscula) Icteridae Passeriformes 2 2.1 - 1.8
Red-eyed vireo (Vireo olivaceus) Vireonidae Passeriformes 2 2.1 - 1.8
Cooper's hawk (Accipiter cooperii) Accipitridae Accipitriformes 1 1.0 - 0.9
Green heron (Butorides virescens) Ardeidae Pelecaniformes 1 1.0 - 0.9
Northern flicker (Colaptes auratus) Picidae Piciformes 1 1.0 - 0.9
American crow (Corvus brachyrhynchos) Corvidae Passeriformes 1 1.0 - 0.9
American yellow warbler (Dendroica petechia) Parulidae Passeriformes 1 1.0 - 0.9
Ovenbird (Seiurus aurocapilla) Parulidae Passeriformes 1 1.0 - 0.9
American goldfinch (Spinus tristis) Fringillidae Passeriformes 1 1.0 - 0.9
Chipping sparrow (Spizella passerina) Emberizidae Passeriformes 1 1.0 - 0.9
Warbling vireo (Vireo gilvus) Vireonidae Passeriformes 1 1.0 - 0.9
Mourning dove (Zenaida macroura) Columbidae Passeriformes 1 1.0 - 0.9
Mammals
White-tailed deer (Odocoileus virginianus) Cervidae Artiodactyla 7 - 50.0 6.3
Bovine (Bos taurus) Bovidae Artiodactyla 2 - 14.3 1.8
Cat (Felis catus) Felidae Carnivora 2 - 14.3 1.8
Human (Homo sapiens) Hominidae Primates 2 - 14.3 1.8
Mule deer (Odocoileus hemionus) Cervidae Artiodactyla 1 - 7.1 0.9

* of the 273 blood meal samples analyzed, 111 resulted in interpretable sequencing while 162 did not.

Twenty-three (L2=23) different bird species were identified as hosts for CPR mosquitoes, as
shown in Figure 15. Most bitten bird species (with relative feeding > 1) belonged to the
Passeriformes order, with the American robin (31%; n = 30) being the most commonly identified,
followed by the Common starling (11.3%; n = 11), the Song sparrow (9.3%; n = 9) and the Cedar
waxwing (8.2%; n = 8), as shown in Figure 15 in the left panel. A large proportion of the bird
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species (13 out of 23) were represented by only one or two blood meals. White-tailed deer were
the most bitten mammal species, while two blood meals were from humans in weeks 27 (first
week of July) and 32 (first week of August). Likewise, from the data in Table 5, the most abundant
birds (with relative abundance = 1) were Common starling (21%) and Red-winged blackbird (10%),
followed by Cedar waxwing, American goldfinch, Chipping sparrow, American robin and American

crow (all with 6%), as shown in Figure 15 in the left panel.

Common Starling - e - eo—
American Robin 5 . M, R —
Cedar Waxwing - - M, R .

Song Sparrow . MR =
House Sparrow - - RN
Red-winged Blackbird 4 . B MR
Black-capped Chickadee + . - R
Morthern Cardinal 5 - -
Common Grackle - - - R
American Goldfinch - - - MR
Chipping Sparrow 4 & - R
Red-evyed vireo 5 - —
American Crow - - ———
Gray Catbird + . - MR
House Finch . R
Yellow Warbler - . — |
Warbling vireo 1 & —

Morthern Flicker - - R
Mourning Dove
Savannah Sparrow -
Green Heron 4
Cooper's Hawk -

Ovenbird -

- I R
= EETIREEESENE
- T
4 EEEEEE——— R
- e l
101001110 0.01 01 1 10

Abundance Feeding Preference

Figure 15. — List L2: ranked list (n = 23) of bird species found from analysis of Culex pipiens—restuans

(CPR) blood meals.
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Left panel: Relative abundance (nxas ) of bird species and relative feeding (fraction of CPR
blood meals) (nxfs ). Dashed vertical lines at relative abundance and feeding “1” represent
the ratio “1/n” where n = 23 is the bird species diversity. Right panel: relative host preference
(nxps) of CPR. Quoted letters “M” and “R” stand for migratory and resident birds,

respectively.
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Tableau 5. — Characteristics of bird species affected by WNV in the Montréal area.

. . Literature Mortality, % (n)> Abundance* CPRfeeding® Status® Winteri7ng Breedi?g ?prin.g
Family S!)eues S.peues ag fs Area Area Migration
(English Name) (Latin Name) Seroprevalence (%)! Host Competence 2001- 2009-
Min (n)-Max (n) 2 Min-Max 2008 2017
Anatidae Canada Goose Branta canadensis 0.8 (1038)-29 (7) 0.03-0.05 M, R S QC, N March
Anatidae Wood Duck Aix sponsa 0(1)-2.5(12) 0(1) M, R S QG N, S March
Anatidae Mallard * Anas platyrhynchos 8(13)-10.6 (66) 0.48-0.5 50 (4) M, R S QC, N, S March
Anatidae Ring-necked Duck Aythya collaris 5.3(19) M, R S QC, N March
Ardeidae Green Heron Butorides virescens 100 (1) 0.0049 0.0103 M S QC, N, S April
Accipitridae Northern Harriert Circus cyaneus 100 (1) M QC, N, S QC, N March
Accipitridae  Sharp-shinned Hawkt Accipiter striatus 86.4 (22) M, R QC,N, S QC, N, S March
Accipitridae Cooper’s Hawkt Accipiter cooperii 100 (1) 65.4 (26) 0.0036 0.0103 M, R QC, N, S QC,N, S March
Accipitridae Northern Goshawkt Accipiter gentilis 85.7 (7) M, R QC, N QC, N March
Accipitridae Bald Eaglet Haliaeetus leucophalus 25 (4) N, S QC, N, S March
Accipitridae  Red-shouldered Hawkt Buteo lineatus 100 (1) 100 (5) M, R QC, N, S QC,N, S March
Accipitridae  Broad-winged Hawkt Buteo platypterus 70 (10) M S QC, N, S April
Accipitridae Red-tailed Hawkt Buteo jamaicensis 76.9 (13) 0.0013 M, R QC, N, S QC, N, S March
Charadriidae Killdeer Charadrius vociferus 0.84-0.87 M N, S QC, N, S March
Laridae Ring-billed Gull Larus delawarensis 1.18-1.26 0(3) M, R QC,N, S QC, N February
Columbidae Rock Pigeon Columba livia 4.3 (23)-55 (20) 0 QC, N, S QC, N, S
Columbidae Mourning Dove Zenaida macroura 3.8 (26)-57.69 (26) 0-0.19 0(2) 0.0137 0.0103 M, R QC, N, S QC,N, S April
Cuculidae Yellow-billed Cuckoo Coccyzus americanus 5.9 (17)-100 (1) M QC, N, S Mai
Strigidae Great Horned Owl* Bubo virginianus 44.4 (9) 0.68-0.9 50 (6) R QC,N, S QC, N, S
Strigidae Snowy Owlt Bubo scandiacus 100 (2) M QC, N March
Strigidae Barred Owlt Strix varia 66.7 (3) R QC, N, S QC,N, S
Strigidae Northercr;;ﬁw-whet Aegolius acadicus 50 (8) R QC, N QC, N
Picidae Hairy Woodpecker Picoides villosus 0(14)-14.3 (7) R QC, N, S QC, N, S
Picidae Northern Flicker Colaptes auratus 0.06-0.14 0.0178 0.0103 M, R N, S QC, N, S April
Picidae Pileated Woodpecker Dryocopus pileatus 20 (5) R QC, N, S QC, N, S
Falconidae American Kestrel Falco sparverius 16 (152)-100 (1) 0.79-0.93 0(1) 0(5) M, R QC, N, S QC, N, S April
Falconidae Merlint Falco columbarius 100 (1) 65.5 (55) M, R QC, N, S QC, N March
Falconidae Gyrfalcont Falco rusticolus 100 (1) M, R Qc
Tyrannidae G;szact:;jred Myiarchus crinitus 2 (50) M QC,N, S May
Vireonidae Warbling vireo Vireo gilvus 0.0189 0.0103 M QC,N, S May
Vireonidae Red-eyed vireo Vireo olivaceus 0.0288 0.0206 M QC,N, S May
Corvidae Blue Jayt Cyanocitta cristata 0.8 (121)-35.8 (134) 2.39-2.55 (28?;66) 66.7 (6) 0.0093 R QC, N, S QC, N, S
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Corvidae

Hirundinidae

Paridae

Sittidae

Troglodytida
e
Turdidae
Turdidae
Turdidae
Turdidae
Mimidae
Mimidae
Sturnidae
Bombycillida
e
Parulidae
Parulidae
Parulidae
Parulidae
Parulidae
Parulidae
Passerellidae
Passerellidae
Passerellidae
Passerellidae
Cardinalidae
Cardinalidae

Cardinalidae

Cardinalidae
Icteridae
Icteridae
Icteridae

Icteridae

Icteridae
Fringillidae
Fringillidae

American Crowt

Tree Swallow
Black-capped
Chickadee
White-breasted
Nuthatch

House Wren

Eastern Bluebird
Swainson’s Thrush
Wood Thrush
American Robin

Gray Catbird
Brown Thrasher

Common Starling
Cedar Waxwing

Ovenbird
Common Yellowthroat
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Chipping Sparrow
Savannah Sparrow

Song Sparrow
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Northern Cardinal
Rose-breasted
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Indigo Bunting
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Baltimore Oriole
Red-winged Blackbird
Brown-headed
Cowbird
Common Grackle
House Finch
American Goldfinch

Corvus brachyrhynchos

Tachycineta bicolor

Poecile atricapillus
Sitta carolinensis

Troglodytes aedon
Sialia sialis
Catharus ustulatus
Hylocichla mustelina
Turdus migratorius
Dumetella carolinensis
Toxostoma rufum
Sturnus vulgaris

Bombycilla cedrorum

Seiurus aurocapilla
Geothlypis trichas
Setophaga ruticilla
Setophaga tigrina
Setophaga americana
Setophaga petechia
Spizella passerina
Passerculus sandwicheris
Melospiza melodia
Pipilo erythrophthalmus
Piranga olivacea
Cardinalis cardinalis
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Passerina cyanea
Sturnella magna
Icterus galbula
Agelaius phoeniceus

Molothrus ater

Quiscalus quiscula
Haemorhous mexicanus
Spinus tristis

3.2 (157)-68.3 (183)

2.6 (156)
0(107)

0 (40)-2.9 (35)

5.9 (17)

2.4(126)

2.13 (47)-3.1(32)
1(101)-15.6 (32)
2.6 (76)-10.11 (366)
3.5 (2706)-35 (17)
3.7 (643)-10.5 (19)

20 (5)

0.9 (115)-3.1(32)
0.7 (299)
0.4 (280)

4.7 (43)
3(59)

0(13)-3.4(88)
0.7 (144)-9.6 (197)
2.8 (71)
6.2 (503)-52.2 (115)

1(98)-5 (22)

3.6 (28)-2.2 (223)
100 (1)
8.3 (12)

0 (63)-10.5 (67)

1.8 (494)-12.5 (24)

0(106)-15.4 (13)
2 (927)-100 (5)
0.3 (337)-3.1(128)

40.1
(1418 73.9 (46)
)

1.04-1.62

1.04-1.1
0.07-0.1

0.16-0.22

100 (1)

1.2

0.38

0.9-0.99
0

1.39-2.04
1.29-1.8
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Passeridae House Sparrow Passer domesticus 1.6 (1042)-51 (107) 1.25-1.6 0(1) 0.0508 0.0722 R QC, N, S QC, N, S

Species = bird species for which blood meal data are available in our study area (n = 20); T = bird species for which mortality data are available in available study area (n = 18); * Minimum and
maximum percentages of WNV sero-positive birds (n = sample size) [6,7,18,39—-48]; 2 Minimum and maximum index of host competence for WNV [20,49,50]; 3 Percentage of dead birds positive for
WNV (n = sample size) (CWHC); # a, is the density of species s divided by the total density of the avian community—data come from the EPOQ database. The sum of all a, is equal to one; > f; is the

fraction of total blood meals taken by Cx. pipiens—restuans from host s [9]. The sum of all f; is equal to one; ® M: Migratory bird species; R: Resident bird species; 7 S: South USA; N: North USA; QC:
Québec.
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To explore the feeding preference of CPR, the list L2 was sorted based on the value of ps, as
shown in Figure 15 in the right panel. Of these, the highest ranked species (with relative feeding
preference > 1) were (descending order): Common starling, American robin, Song sparrow and
House sparrow. All other bird species were associated with a relative feeding preference lower
than 1, suggesting that, while very abundant (as with Red-winged blackbirds), these species are

not fed upon by CPR mosquitoes, as shown in Figure 15.
Analysis of Seasonal Bird-To-Mammal Feeding Shift of CPR Mosquitoes

There was a significant shift in the proportion of blood meals obtained from mammals compared
to birds over the season (coefficient = -0.27 (95% confidence interval = -0.47; -0.06), p < 0.01).
The shift appeared to be gradual and continuous from week 26 onwards, with an odds ratio of
change in the proportion of blood meals from birds of 0.76 (95% confidence interval = 0.62—0.94)

per week, as shown in Figure 16.

1.00

0.75

0.501

0.251

Probability of blood meals to birds

0.001 .

23 24 25 26 2T 28 29 30 31 32 33 34 35 36 3T 38
Week

Figure 16.— Weekly proportion of Culex pipiens—restuans blood meals taken from birds of all species.
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Data points correspond to field data and the solid line through the data corresponds to the

predicted proportions using the logistic regression model.

3.3. Literature Review: List L3

The literature search identified a total of 1244 articles, 23 of which met the selection criteria, as
shown in Figure 17. As a result, we found a list L3=53 that was sorted based on the relative ratio
of sero-positives, as shown in Figure 18, as follows: 22 bird species were found most often sero-
positive for WNV (with the relative ratio of sero-positives > 1) and the top five species were Red-
shouldered hawk, Merlin, Green heron, Eastern meadowlark and Cooper’s hawk (all with the
same ratio of about 4). Conversely, 31 bird species rarely had serological evidence of exposure to

WNV with American redstart having the lowest sero-prevalence.

Search database: 1,244 results

Scopus PubMed CAB Abstract Embase Medline
126 582 361 102 73

Exclusion of duplicates
n =490

Use for selection
n=754

¥
Selection on language and title

n=171

Selection on abstract
n=23

Figure 17. — Selection process of articles and the result of the literature review.
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Figure 18. — List L3: ranked list (n = 53) of bird species found from the literature review.

RR stands for relative risk or ratio of sero-positives. Quoted letters “M” and “R” stand for

migratory and resident birds, respectively.

3.4. Final List: Lf
The distribution of the species we identified among the lists is as follows: L1=18 (mortality data
of wild birds), L2=23 (blood meal analysis of the CPR) and L3=53 (literature review) with the
number of common species, L1n L2=2, L1n L3=7 and L2n L3=20, and L1n L2n L3=2 species
(American crow and Cooper’s hawk) belonging to all three lists. The final list of 67 bird species

was obtained as, 67=[L1+L2+L3-L1N L2-L1Nn L3-L2n L3+L1N L2Nn L3]=18+23+53-2-7-20+2,

95



representing 21% of L0=318 species from the Avibase database [27], which includes all the
species present in the Montréal area. Table 5 presents the summary results of the characteristics
of each of the selected 67 bird species of interest. Characteristic variables include data on bird
mortality, bird abundance, CPR feeding preference and sero-prevalence for WNV, host

competence, migratory status and sites for wintering and breeding extracted from the literature.

4. Discussion

In this study, we constructed a priority list of bird species potentially involved in the transmission
of WNV in the greater Montréal region. We constructed this list by combining three sources of
data: (i) results from WNV surveillance in wild (dead) birds in the province (2002-2015); (ii)
evidence from molecular blood meal analysis that selected bird species are fed upon by CPR, the
primary enzootic vectors of WNV in the region, collected in mosquito surveillance in the study
area in 2008 and 2014; and (iii) a literature review on evidence for exposure to WNV (sero-
prevalence) and the host competence of resident bird species. There were 67 breeding species
identified by these data sources, which highlights the potential complexity of WNV transmission

cycles in Québec.

Out of the 67 bird species, host competences were documented for 22 bird species, including
eight highly competent (competence > 1) bird species ranked as follows (from the most to the
least competent): Blue jay, Common grackle, House finch, House sparrow, Song sparrow,
American robin, American crow and Ring-billed gull. American crows and Blue jays were used as
indicators of local WNV circulation at the beginning of the epidemics [52,53,54]. In addition, both
of these species exhibit high viremia when infected [20], though mortality rates are high in both
species. The mortality of infected birds shortens the overall period of virus transmission, but some
infected bird species can maintain sufficiently high viremia to infect many mosquitoes during the
time from disease onset to death. Not all bird species are susceptible to mortality from WVN. For
example, WNV amplification in California is driven primarily by house finches, which rarely die

from WNV infection, and Culex tarsalis as the main vector species [55].

Blood meal analysis data identified 23 bird species as potential hosts for CPR mosquitoes. Most

bird species bitten by CPR mosquitoes were (from most to least preferred): Common startling,
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American robins, Cedar waxwing, Song sparrow and House sparrow. The preference of CPR to
feed upon American robins has been reported in other studies (e.g., in [13,56]) and all species,
except Cedar waxwings, are competent reservoirs for WNV in at least one study, as shown
in Table 4. Bird species other than American robins likely play a role in WNV transmission,
particularly as some, including some sparrow species, may have greater capacity to transmit WNV

(due to longer duration and higher viremia) than American robins.

The role of the species other than American robins in the transmission of WNV could also be
related to possible transmission by competent vectors other than CPR. In eastern Canada, for
example, Aedes vexans, a widespread mosquito, is competent to transmit WNV, but it prefers to

feed upon mammals and only occasionally feeds on birds [11,57,58].

Other studies have found that House sparrows are under-represented as hosts for mosquitoes
relative to their densities [13,56], while in our study they appeared over-represented. To what
extent these observations may be driven by regional factors, such as climate affecting bird
population densities, or the relatively urbanized nature of the study area, requires further study.
Mosquitoes that were collected as part of a routine entomological WNV surveillance in CO2-
baited CDC light traps [11] and gravid traps, that purport to attract greater numbers of engorged
mosquitoes [59], were not used. We could not rule out the possibility that this could affect
comparisons with the results of studies in which gravid traps were used, although different

findings using gravid and light traps regarding blood meals have not been reported [13].

We observed a shift in feeding behavior from birds to mammals, as reported in other studies
[13,60,61]. Almost all CPR blood meals were taken from birds in early summer (week 23), while
the ratio of bird to mammal blood meals started to decline around mid-July. However, as pointed
out by others [56] the main shift in mosquito feeding from birds to mammals occurred in parallel
with the onset of reported human cases (which, in Québec, usually happens during surveillance
weeks 28-31 [62]. The date of acquisition of cases reported in human-case surveillance is likely
several weeks before the date of reporting in surveillance [63], so while a shift of feeding behavior
from birds to mammals (including humans) may contribute to the seasonal pattern of WNV

infection in humans, it is unlikely to be the main cause.
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5. Conclusions

These findings indicate a broad similarity in the ecology of WNV in the study region and regions
in the US. We noted a similar range of key avian reservoir host species and seasonal change in
host selection by mosquitoes. This work has shed light on the involvement of American robins
and other bird species in the circulation of the WNV in southern Québec. However, the relative
importance of some bird species as hosts of CPR and WNV in the greater Montréal area may be
somewhat different to that occurring in northeastern US, and field studies are needed to confirm
this and explore the consequences for the risk of WNV to the human population. In addition,
studies both in the field and using modeling are necessary to elucidate the roles of each bird
species, which would help to synthesize and consolidate knowledge regarding the eco-
epidemiology of WNV in this area. These types of studies would allow us to improve the
surveillance, control and management of WNV and possibly other vector-borne wildlife diseases,

which are becoming increasingly important in North America [64,65,66].
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Discussion Générale

L'objectif principal de cette étude est de dresser une liste des oiseaux potentiellement impliqués
dans la transmission et la circulation du VNO dans le sud du Québec. Ce faisant, nous avons utilisé
I'analyse des repas sanguins du moustique CPR pour déterminer les espéces d’oiseaux en
interaction avec I'un des vecteurs du VNO les plus importants au Québec, ainsi que pour mettre
en évidence la présence d’un changement de préférences alimentaires en faveur des mammiféres
au cours de I’été. Dans ce qui suit, nous discutons brievement des différentes sources de données
ayant conduit a I'élaboration de cette liste, des résultats obtenus pour CPR avant de mettre

I’accent sur les oiseaux d’intérét.

Préférence alimentaire des moustiques

Préférences aviaires
Culex pipiens-restuans est un complexe de moustiques principalement ornithophiles (Gingrich et
al. 2005). Notre étude le confirme avec 36% de I’échantillonnage connu des repas sanguins
effectués sur des oiseaux et 5% effectués sur des mammiferes. Les 59% restants ont été effectués
sur des espéces non définies en raison d’une dégradation de I’ADN présent dans les échantillons
sanguins. Parmi les espéces aviaires les plus piquées relativement a leur abondance, on trouve
I’étourneau sansonnet, le merle d’Amérique et le jaseur d’Amérique. La paruline couronnée et
I’épervier de Cooper font parti des espéces les moins utilisées par CPR. Si les études des repas
sanguins effectuées en Amérique du Nord s’entendent sur le fait que la préférence de CPR va au
merle d’Amérique (Apperson, Harrison et al. 2002, Kilpatrick, Kramer et al. 2006, Hamer, Kitron
et al. 2009, Levine, Mead et al. 2016) ainsi qu’a I’étourneau sansonnet (Hamer, Kitron et al. 2009),
les especes d’oiseaux sur lesquelles CPR se nourrit préférentiellement comprennent le geai bleu,
le cardinal rouge, le moineau domestique ou la tourterelle triste (Apperson, Harrison et al. 2002,
Kilpatrick, Kramer et al. 2006, Hamer, Kitron et al. 2009, Levine, Mead et al. 2016), alors que dans

notre étude, ces especes sont évitées ou inexistantes (geai bleu). Bien que ces espéces soient
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théoriquement présentes dans le sud du Québec, elles ne semblent pas étre piquées par les
moustiques collectés dans les pieges. Cela peut étre d( au fait que I'emplacement des pieges a
moustiques n’étaient pas situé dans des zones d'habitat favorables pour des espéces telles que
le moqueur polyglotte ou le geai bleu. En effet, les pieges a moustiques sont généralement placés
a proximité d’habitats résidentiels ou urbains alors que de nombreux oiseaux, dont le geai bleu
et les oiseaux moqueurs, préférent un habitat moins urbanisé (Ringia, Blitvich et al. 2004,

Kilpatrick, LaDeau et al. 2007).

Le cas du moineau domestique est plus nuancé. S’il est considéré comme une espéce pour
laquelle CPR a un attrait dans la littérature (Hamer, Kitron et al. 2008, Levine, Mead et al. 2016),
dans notre étude, l'indice de préférence d’hote est a peine supérieure a 1 et semble avoir été

piqué proportionnellement a son abondance.

De maniere générale, les préférences alimentaires aviaires relevées dans notre étude sont
confirmées par la littérature. Tel que supputé, on retrouve également bien le merle d’Amérique,
considéré comme superpropagateur dans la littérature et repas préféré de CPR (Levine, Mead et
al. 2016, Owen, Landwerlen et al. 2021), parmi les especes les plus représentées dans les
préférences alimentaires de CPR. La variabilité des résultats peut notamment s’expliquer par une

différence liée au choix des sites de piegeage.

De méme, la dynamique intra-saisonnoniére des espéces varie selon la lattitude ou se place
I’étude. Notre étude, se situant la plus au nord, on peut s’attendre a ce que des especes
migratrices, par exemple, ne soient pas encore ou plus présentent au Québec au moment ou les
échantillons ont été collecté. De plus, méme si notre échantillon demeure représentatif d’'une
maniére générale vis-a-vis de ce qui a été constaté dans la littérature, 162 échantillons collectés
n‘ont pas pu étre interprétés. S'il est fort probable que ces résultats auraient confirmé nos
conclusions et apporté plus de robustesse aux résultats, il est aussi possible que certaines espéeces

aurait été davantage représentées dans les repas sanguins effectués par CPR.

Changement des préférences alimentaires
Bien qu’il soit ornithophile, Culex pipiens-restuans semble modifier ses préférences alimentaires
au cours de la saison. Alors que sa préférence alimentaire concerne les oiseaux au début de la
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saison (mai-juin), les ratio oiseaux / mammiféres diminue ensuite entre juillet et septembre. En
Amérique du Nord, de tels changements ont été également observés et résultent d’une
diminution de I'abondance de merles d’Amérique (Kilpatrick, Kramer et al. 2006, Hamer, Kitron
et al. 2009, Shahhosseini, Frederick et al. 2021), qui a également été constatée dans notre zone
d’étude a partir des données EPOQ. Plutot que se tourner vers une autre espéce d’oiseau, CPR
privilégie les repas sanguins sur les mammiferes. Ce changement apparent en faveur des
mammiferes est liée avec la période durant laquelle une épidémie de cas humains de VNO
(Kilpatrick, Kramer et al. 2006, Hamer, Kitron et al. 2009). De tels changements ont aussi été
constaté en Europe, mais dans le sens inverse, c’est-a-dire des mammiféres vers les oiseaux en

fin d’été (Brugman, Hernandez-Triana et al. 2017)

D’autres changements dans les préférences alimentaires ont également été mis en évidence en
Amérique du Nord mais entre espéces d’oiseaux. A Atlanta par exemple, il a éé¢ montré qu’au
cours de I'été, durant la période principale de transmission du virus, les populations de
moustiques changeaient d’espece préférée entre le merle d’Amérique, vers le cardinal rouge,
considéré comme « super-suppresseur » de I'épidémie en comparaison au caractére « super-

propagateur » du merle d’Amérique (Levine, Mead et al. 2016).

On suppose que la variation de I'abondance des espéces et de la composition de la communauté
des hotes seraient responsables de ces changements. En effet, il a été observé qu’un changement
d’espéce préféré serait directement lié a un changement significatif de 'abondance de certaines
espéces privilégiées au cours de la saison .(Greenberg, DiMenna et al. 2012, Rizzoli, Bolzoni et al.

2015, Shahhosseini, Friedrich et al. 2018), comme le merle d’Amérique par exemple.

D’autres phénomenes de changements dans les préférences alimentaires ont été observé chez
d’autres vectors et pour d’autres pathogenes : par exemple, en Argentine, il a été constaté que la
préférence alimentaire du vecteur de la maladie de Chagass est en faveur des chiens ou des
poulets plutét que des humains quand ces espéces sont dans la chambre la nuit (Gurtler, Cohen
et al. 1997), pour le vecteur de la Malaria au Kenya, la préférence en extérieur va des humains

vers le bétail (Degefa, Yewhalaw et al. 2017).
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Un tel phénomene peut avoir plusieurs conséquences. Un basculement vers les mammiferes et
les humains notamment peut entrainer une épidémie et devenir un probleme de santé publique
avec une recrudescence des cas humains, voir conduire a la mort d’individus. Un basculement
vers une espece moins compétente, telle que le cardinal rouge peut au contraire enrayer la notion
d’épidémie. Le cardinal rouge étant moins compétent qu’une espéce comme le merle
d’Amérique, la probabilité de retransmettre le virus a un autre moustique est beaucoup plus

faible et cela entraine une diminution de la propagation du virus dans une région donnée.

Liste des espéces d'oiseaux sauvages potentiellement impliquées dans

le cycle épidémiologique du VNO dans la région de Montréal.

La liste présentée dans le tableau 5 est inédite pour ’Amérique du Nord et donc pour le Québec.
A notre connaissance, une liste similairea été réalisée pour la Camargue (sud-est de la France)
(Jourdain, Toussaint et al. 2007). Notre liste contient 67 espéces d'oiseaux. Ces oiseaux
appartiennent a différentes familles, différents ordres. Ils ont tous des profils trés différents en
termes d'exposition au virus du Nil occidental, qu’il s’agisse de la séroprévalence, de la mortalité,
de la compétence de I'hote, du statut migratoire ou de la zone de reproduction / hivernage et
aucun indicateur n’est clairement prédictif d’'un autre. Chacune des caractéristiques rapportées
dans le tableau 5 peut fournir des informations sur le role possible de certaines espéces dans le
cycle du virus du Nil occidental sans nous permettre d’énoncer clairement ce role et nous a permis
d’établir un classement des espéces sur lesquelles la surveillance doit se diriger et de confirmer

plusieurs hypotheéses effectuées sur les espéces d’importance dans le cycle du VNO.

Cependant, les observations suivantes peuvent étre faites.
Caractériques aviaires liées au VNO

Séroprévalence
Les espéces pour lesquelles la séroprévalence est la plus élevée (>51%) comprennent le moineau
domestique, le cardinal rouge, le pigeon biset, la tourterelle triste et le merle d’Amérique. La
variabilité de la séroprévalence dans le temps et dans I'espace ne permet pas de prédire si la
séroprévalence d’une espéce donnée sera élevée ou non. Cependant, parmi ces especes citées,
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le pigeon biset, la tourterelle triste et le cardinal rouge présentent des compétences d’hote faibles
(<1), tandis que le merle d’Amérique et le moineau domestique présentent des compétences
d’hote élevées (>1). En d’autres termes, il est difficile de décrire une relation entre la compétence

de I'hote, la séroprévalence et la mortalité.

Fait intéressant, si nous étudions le groupe d’espéces de forte séroprévalence, celles-ci sont
surtout résidentes et localisées dans la plus grande région possible (QC + N +S). En tant qu’especes
résidentes, on peut donc s’attendre a ce que leur séroprévalence élevée soit liée a une exposition
locale permanente aux vecteurs et donc au virus. Les oiseaux migrateurs quant a eux traversent
les zones d’activité virale, maintenues par les oiseaux résidents, durant leur migration et sont
ainsi exposés au virus (Komar, Langevin et al. 2003, Crans 2004). On s’attend ainsi a ce que les
espéces migratrices a forte séroprévalence introduisent le virus dans de nouveaux zones et sur

de longues distances au cours de leur migration (McLean 2006).

Mortalité aviaire
On distingue clairement deux vagues épidémiques dans la surveillance passive des oiseaux morts
effectuée par le CWHC : 2001-2008 d’une part et 2009-2017 d’autre part. Durant la premiere
vague, les oiseaux morts signalés positifs au VNO sont principalement la corneille d’Amérique et
le geai bleu, toutes deux especes appartenant a la famille des Corvidés. Au cours de la deuxiéme
vague, la diversité parmi les especes mortes trouvées positives pour le virus du Nil occidental a
considérablement augmenté, avec 18 espéces différentes parmi lesquelles on retrouve a nouveau
une grande proportion de Corvidés (geais bleus et de corneille d’Amérique) mais aussi
Accipitridés, des Strigidés et des Falconidés. Ces observations se retrouvent dans ce qui est
proposé dans la littérature. En effet, la corneille d’Amérique et le geai bleu ont été considérés
comme un indicateur de la circulation du virus au début des épidémies (Ludwig, Bigras-Poulin et
al. 2010, Foppa, Beard et al. 2011). Bien gu’ils soient un bon indicateur, les deux espéces ont une
virémie élevée lorsqu’elles sont infectées (Komar, Langevin et al. 2003) mais n’ont peut-étre pas
joué un role clé dans I'amplification du virus en raison du taux de mortalité élevé associé a

I'infection virale au début de la présence du virus sur le continent. Contrairement au roselin
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famillier, espéce privilégiée pour I'amplification du VNO en Californie, avec Culex tarsalis comme
espece vectrice principale (Worwa, Hutton et al. 2019), qui présente une compétence d’héte

élevée et une absence de données de mortalité.

Les données issues de la surveillance passive du CWHC montrent une évolution de la sensibilité
des espéces au virus depuis 2002. Si lors de la premiére vague épidémique, les cas d'oiseaux morts
testés au VNO provenaient exclusivement de Corvidés, on trouve depuis la deuxieme vague
(2009), d’autres espéces appartenant a des especes migratrices migratrices pour la plupart dont

I"aire de répartition s'étend jusqu'au sud des Etats-Unis et au nord du Mexique.

Pour expliquer ces variations de la mortalité, nous pourrions émettre une hypothése selon
laquelle la réponse immunitaire des oiseaux au VNO a évolué depuis 1999. Au cours de la
premiére vague épidémique, la souche introduite en 1999 aux Etats-Unis était I'une des plus
virulentes du lignage 1, a cela s’ajoute le fait que les oiseaux étaient tres sensibles, certainement
en raison de leur naiveté immunologique (Ritchie 1995), contrairement a la deuxiéme vague. Plus
récemment, la littérature a montré que des hoétes tels que les oiseaux peuvent développer une
réponse immunitaire passive, une forme d’activation immunitaire rapide, comme I'immunité
innée, qui leur confére une protection a long terme (sur plusieurs saisons) contre le VNO (Ahlers
and Goodman 2018). On sait peu de choses sur I|'évolution spécifique de la réponse
immunologique de la corneille d'Amérique et du geai bleu au VNO depuis 2000, mais des
observations ont été faites sur les moineaux domestiques (Nemeth, Young et al. 2009) et les
espéces de rapaces (Nemeth, Kratz et al. 2008). Ce phénomene est d'autant plus important que
des individus immunisés peuvent également le transmettre a leur progéniture. Des anticorps
maternels anti-VNO ont été mesurés chez de jeunes flamands roses (Baitchman, Tlusty et al.
2007), des petits-ducs maculés (Hahn, Nemeth et al. 2006) et des pigeons bisets (Gibbs, Hoffman
et al. 2005). D'autres études ont également montré qu'une immunisation contre un flavivirus
pourrait conférer une immunisation contre un autre virus de cette famille. Ainsi, les roselins
familiers immunisés initialement contre le virus de I'encéphalite de Saint-Louis (SLEV) I'étaient
également contre le VNO (Fang and Reisen 2006). Cela montre que l'adaptation du systéme
immunitaire par les oiseaux est une possibilité évidente, dans un intervalle de temps de la durée

de la circulation du virus West Nile dans notre région d'étude (environ 15 ans).
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Migration des espéces aviaires
La majorité des especes d’oiseaux (62%) de notre liste sont a la fois migratrices et résidentes et
présentent, en plus, une compétence d’hote élevée (>1). Les autres espéces compétentes sont
résidentes. Aucune n’est strictement migratrice. Cela differe du profil global de nos especes ou
I'on a 38% d’espéces migratrices, 20% d’espéces résidentes et 42% d’especes a la fois résidentes
et migratrices et ou on aurait pu s’attendre a ce que les proportions d’especes compétentes
soient proportionnelles a chaque groupe d’espéces selon leur profil migrateur. Parmi les espéces
a forte mortalité, 21% sont strictement résidentes et les 79% restant sont a la fois résidentes et
migratrices. Une espéce migratrice semble plus exposée au VNO qu’une espece résidente parce
qgu’elle traverse les zones d’activité virale, maintenues par les oiseaux résidents, durant sa

migration et est ainsi exposée au virus (Komar, Langevin et al. 2003, Crans 2004).

L'hypothese du lien entre la portée géographigue du mouvement des oiseaux et la propagation
du VNO a été explorée dans plusieurs études. Aux Etats-Unis, le lien entre la progression du VNO
dans une zone (nord ou sud) et le mouvement des oiseaux migrateurs dans les corridors
atlantiques et centraux des Etats-Unis a été mis en évidence. |l montre que la boucle faite par les
oiseaux migrateurs est en corrélation avec les zones d'activité du virus et que I'état de I'lllinois est
une zone clé puisqu'il est commun aux routes de migration de I'Atlantique et du Mississippi
(Swetnam, Widen et al. 2018). En France, des études ont mis en évidence le role de I'oiseau
migrateur en tant qu’introducteur du virus, en particulier lors de I'épizootie de 2000 dans le sud
de la France (Durand, Chevalier et al. 2002). Une liste de 122 espéces d'oiseaux migrateurs
potentiellement introduites par le VNO a été établie. Elle était basée sur le type d'habitat (zone
humide), la région d'origine des oiseaux et la période de présence sur le site a I'étude (Jourdain,
Toussaint et al. 2007). Des études de séroprévalence ultérieures ont été utilisées pour détecter
les anticorps anti-VNO chez 9 especes d'oiseaux migrateurs de longue distance du sud du Sahara
et 2 especes de migrateurs de courte distance (héron-garde-corps et canard colvert) (Jourdain,

Zeller et al. 2008). Ce lien établi entre la portée géographique des oiseaux migrateurs et le VNO
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pourrait ainsi venir corroborer notre hypothése que le virus est ramené chaque année au Québec

par les espéces migratrices arrivant du sud.

On constate également que les espéces ayant une compétence d’hote élevée (>1) hivernent et se
reproduisent de maniére stricte dans la région QC + N + S (sauf le pigeon biset qui se reproduit
dans la région QC + N). QC + N + S représente la zone du corridor migratoire de I’Atlantique Est
avec QC, la section du Québec, N, la section Nord des Etats-Unis (entre le Maine et la Virginie) et
S, la section Sud des Etats-Unis (entre la Caroline du Nord et la Floride). Nous pouvons donc
également nous attendre a ce que les especes hautement compétentes soient plus exposées aux
agents pathogenes (y compris le VNO), car elles visitent fréquemment de plus grandes zones
pendant la saison d’hivernage et de reproduction. En outre, parmi les espéces a forte mortalité,
la plupart ont de grandes zones d’hivernage et de reproduction (parmi le groupe de 67 espéces).
A nouveau, il semble qu’elles soient davantage exposées au VNO en raison d’une circulationplus
importante des individus. En effet, selon les données d'ArboNET, le systeme américain de
surveillance des arboviraux (CDC 2019), des cas de VNO chez des oiseaux ont été recensés dans
plusieurs Etats américains : le centre et I'est du pays, puis vers I'ouest et particulierement vers le
sud-ouest et le centre-est. Des cas sont principalement enregistrés dans le sud-ouest (Californie)
et le nord-est (New York, lllinois, Pennsylvanie) principalement. Mais peu de cas sont enregistrés

dans le sud-est.

Especes d'oiseaux potentiellement candidates a I'amplification du VNO

Le concept de compétence de I'hote développé par Nicholas Komar nous a permis d'affiner notre
liste de 67 espéces en un groupe plus restreint d'espéces d'oiseaux pouvant jouer un réle plus
important dans I'amplification du VNO. La compétence de I'hote est développée autour de I'idée
d'avoir un oiseau capable de transmettre le virus a un autre moustique susceptible (Komar,

Langevin et al. 2003).

Le premier critére sur lequel on se base pour sélectionner une bonne espéce candidate a

I'amplification du VNO dans notre zone d’étude est que la ou les espéces doivent étre
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compétentes (donc présenter une compétence d’hote>1). Parmi les 8 espéeces sélectionnées, on
a (des plus compétents aux moins compétents) : le geai bleu, le quiscale bronzé, le roselin familier,
le moineau domestique, le bruant chanteur, le merle d'Amérique, la corneille d'Amérique et le
goéland a bec cerclé. Ces especes sont réparties en 7 familles : Corvidae (y compris les espéces
ayant les compétences les plus élevées comme le geai bleu), Laridae, Turdidae, Passerellidae,

Passeridae, Icteridae et Fringillidae.

Etre un hote compétent pour I'amplification du VNO dans notre région d'étude signifie : &tre
sensible au virus, mais pas trop ; et étre abondant, en particulier dans la région ou se trouve le
principal vecteur moustique (Worwa, Hutton et al. 2019). Suivant ces critéres, nous pourrions
émettre I'hypothése que le geai bleu, le quiscale bronzé, le moineau domestique, le merle
d’Amérique pourraient jouer ces roles. Le roselin famillier, le goéland a bec cerclé et le bruant
chanteur en raison de leur habitat moins urbanisé et plus spécifique ne peuvent pas jouer ce rble
d’oiseau amplificateur pour la région de Montréal. Pour étre un bon amplificateur, il ne faut pas
que I'espece candidate soit sensible au VNO et présente des taux élevés de mortalité. Ceci recale
donc le geai bleu et la corneille d’Amérique. En croisant ces observations avec nos résultats des
données sur le repas sanguin, nous pouvons affiner la liste de 5 a 2 espéces principales : le merle

d'Amérique et le moineau domestique.

Il faut cependant étre prudent : cette conclusion n'exclue pas que d'autres espéeces d'oiseaux
jouent un réle dans la transmission du VNO. Il s’agit ici d’évaluer le processus d'amplification du
virus intra-saisonnier et nous n'explorons pas, par exemple, les espéces d'oiseaux possibles

impliquées plus strictement dans la transmission du virus de la migration chaque printemps.

Limites

Incontestablement, cette étude présente certaines limites.

Taux de mortalité aviaire
Si les données ont été segregées spatialement, pour représenter notre zone d’étude réelle, le

taux de mortalité aviaire par espéces est calculé sur la base des carcasses d’oiseaux trouvées dans
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la nature. Ceci donne un indicateur, mais n’est pas relatif a la densité réelle d’'une population

donnée.

Cette surveillance passive coordonnée par le CWHC au Canada, repose sur une démarche
citoyenne et le signalement de la présence d’une carcasse a un endroit donné par un volontaire.
On s’attend donc a ce que I’échantillonnage soit plus important dans une zone de grande
concentration de la population par rapport a une zone rurale, ce qui aura tendance a biaiser les
résultats. De plus, apres des campagnes de promotion de la surveillance passive, il a été constaté
une baisse de I'engouement de la population pour ces questions la et que le nombre de carcasses

signalées diminuent au fil des années (CWHC 2016).

On note également qu’au début de la mise en place de cette surveillance passive durant la
premiere vague épidémique, I'accent avec mis sur les corvidés tels que la corneille d’Amérique et
le geai bleu, ciblant davantage les recherches. Des familles d’especes, en revanche, telles que les
strigidés et accipitridae, font I'objet d’'une surveillance accrue et sont systématiquement testées
pour le VNO lors d’un passage en centre habilité (CWHC 2016). Aujourd’hui, et depuis la deuxiéme
vague, une plus grande diversité des especes a été observée. On peut donc s’interroger si
I’échantillonnage est réellement représentatif. De plus, il arrive que des espéces ne soient jamais
échantillonnées en raison de leur petite taille ou de caractéristiques morphologiques attrayants

pour des prédateurs, avant méme que leur carcasse ne soit signalée.

Hormis la différence spatiale de I’échantillonnage entre les zones denses et celles plus rurales, on
peut s’attendre a une différence dans I’échantillonnage au niveau temporel avec plus de temps

le weekend par exemple, pour faire la démarche de signalements aux autorités compétentes.

Revue de littérature sur la séroprévalence et la compétence d’hote des

réservoirs du VNO

Cette revue de littérature présente plusieurs limites pour lesquelles il est difficile de passer outre.

En effet, concernant les données de séroprévalence, aucune étude similaire n’a été effectuée
pour le sud du Québec a grande échelle, hormis pour les faucons crécerelle (Dubé, Bird et al.

2010). De ce fait, le choix a été fait dans un premier temps de rechercher des données en

116



provenance de régions du nord-est des Etats-Unis, dont la situation semble similaire (mémes
vecteurs, mémes especes d’oiseaux, conditions météorologiques similaires) et de I'extrapoler a
notre région d’étude. Cette recherche a ensuite été étendu aux régions situées sur le couloir
migratoire de I’Atlantique Est, en raison de la présence d’espéces migratrices revenant vers le
Québec. Si les états du nord-est avaient des conditions assez similaires a celles du sud du Québec.
Ce n’est pas le cas des états situés a des lattitudes plus au sud. On peut donc s’interroger sur la

représentativité des données provenant de ces régions la.

On constate également une grande variabilité inter- et intra-espéces selon les données relevées
dans les diverses publications. Effectivement, un large échantillon pour une espéce donnée
apportera toujours une information plus robuste quant a la séroprévalence de cette espéce, mais
comment conclure a partir d’'une séroprévalence de 0% ou de 100% obtenue a partir d’un unique

individu ?

Il a été noté précédemment que la séroprévalence pouvait varier dans le temps. Cette
séroprévalence a donc aussi pu évoluer dans le temps entre la premiére vague épidémique, ol
les oiseaux étaient immunologiquement naifs, et aujourd’hui. Pour s’affranchir de cela, nous
aurions pu cibler uniqguement les études de séroprévalences effectuées a partir de la deuxiéme

vague épidémique.

Concernant les études de compétences d’hotes, bien que toujours largement utilisées dans les
publications sur le sujet, celles-ci sont rares (3), sont anciennes et ont été faites en laboratoire. Il
serait important de pouvoir s’appuyer sur de nouvelles données plus récentes afin de d’avoir une

meilleure idée des valeurs réelles de compétences d’hote.

Estimations locales de la densité des oiseaux
Comme pour le taux de mortalité aviaire, les données ont été ségrégées spatialement et
représentent notre zone d’étude réelle.Les estimations locales de la densité des oiseaux sont
obtenues a partir de la plateforme ebird, qui s’appuie sur la contribution cityonne, fait autorité
en Amérique du Nord et constitue le meilleur moyen d’obtenir des données de recensement des

especes aviaires dans une région donnée (Sullivan, Wood et al. 2009, Zhang 2020).
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Malgré le grand nombre d’observations et d’ornithologistes amateurs alimentant chaque jour la
plateforme, I’échantillonnage reste biaisé dans le temps et I'espace et dépend de I'endroit ou et
quand les ornithologistes effectuent leurs observations : ainsi des zones proches d’une plus
grande concentration de la population ou facilement accessibles sont davantage échantillonnées

et I'échantillonnage est plus intensif le weekend ou en période de vacances (Zhang 2020).

De plus, en raison de la présence de plusieurs obervateurs au méme moment, la présence d’une
espece dans une zone donnée peut étre surestimée. De méme, une espece plus caractéristique
gu’une autre, plus facile a identifiée peut étre surestimée relativement a la diversité des espéces

présente dans cette méme zone.

Donnée de I’étude effectuée sur les repas sanguins
La taille de I’échantillon pour I'étude des repas de sanguins présente une limite. En effet, sur 273
échantillons de moustiques recueillis, seuls 111 ont été séquencés (97 séquencés avec des
amorces aviaires). Ceci est di a la qualité des échantillons et a la dégradation de I'ADN présent
dans les échantillons de moustiques. Par conséquent, nous ne pouvons avoir qu’une idée de la
préférence alimentaire des moustiques Culex, corroborée par ce que I'on peut trouver dans la

littérature.

On peut également s’interroger du choix des pieges. 273 femelles CPR est un échantillon de petite
taille pour une collecte effectuée entre 2008 et 2014. Il semble que ceci n'ait pas été spécifique

aux femelles gravides.

Création de la liste d’espéces potentiellement impliquées dans le cycle du

VNO au Québec
Notre liste d'especes potentiellement impliquées dans le cycle du VNO présente une utilisation
combinée de plusieurs bases de données avec chacune ses limites. Lorsqu’on observe le tableau
3, beaucoup d’espéces présentent des données incomplétes, parce qu’elles ne sont pas

retrouvées dans les 4 sources de données. De ce fait, il est plus difficile d’effectuer une
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comparaison. Cela rend notre comparaison et notre exploration des réles possibles des especes

d’oiseaux dans la transmission du VNO plus complexes.

Conclusion

Ce travail inédit pour le Québec et plus généralement pour I’Amérique du Nord a montré plusieurs

choses et pu confirmer certaines hypotheses.

Nous avons une meilleure connaissance des espéces d'oiseaux dont se nourrit Culex pipiens-
restuans, la principale espece de moustique impliquée dans la transmission du virus WN dans le
sud du Québec. Ce sont principalement ces espéces qui peuvent acquérir le virus et le disperser
dans la région. Mais toutes les espéeces d'oiseaux ne sont pas égales dans leur réle dans le cycle
épidémiologique. Nous avons également confirmé la présence d’'un changement dans les
préférences alimentaires de CPR des oiseaux vers les mammiferes au cours de I'été et ainsi

justifier la recrudescence de VNO chez les humains au cours de I'été, plutot qu’au début.

La liste finale des espéces candidates a I'amplification du virus indique les especes compétentes
pour la propagation du virus, les espéces sensibles au virus et pouvant constituer un bon
indicateur de sa présence. Nous avons ainsi pu confirmer notre hypothese que le merle
d’Amérique est un bon candidat pour I'amplification du virus, de méme que le moineau
domestique. Ainsi que I'importance de continuer la surveillance de la corneille d’Amérique et du
geai bleu en tant qu’indicateur de la présence du virus dans une région donnée. Cette liste de 67
espéces ainsi que les caractéristiques décrites, ont également permis de venir corroborer notre
hypothése que le virus est ramené chaque année au Québec par les espéces migratrices arrivant
du sud, et que les especes résidentes (ici le merle d’Amérique et le moineau domestique) sont la

pour amplifier le virus localement.

Malheureusement, toutes les espéces pour lesquelles nous disposons de données sur le repas
sanguin n'ont pas de compétence d'hote connue, ce qui rend notre conclusion plus complexe. Il
est essentiel d’améliorer le nombre d’études liées a la détermination de la compétence des

espéces d’oiseaux pour le virus du Nil occidental en particulier, mais aussi pour les maladies
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transmises par les moustiques en général, afin de bien comprendre le mécanisme qui sous-tend
la circulation et I'amplification des maladies. Le réle général des oiseaux dans la transmission des
maladies est bien établi pour de nombreuses maladies. Dans un contexte de changements
climatiques et environnementaux, ces informations de base sont essentielles pour déterminer la
période durant laquelle le risque d’avoir le VNO est la plus élevée et les zones de haut risque ou
de mieux déterminer comment et pas quelles especes le VNO est réintroduit au Québec au
printemps. Enfin cette liste donne une bonne idée des espéces sur lesquelles une surveillance
accrue pourrait étre mise en place et sur lesquelles, pourquoi pas, cibler une vaccination future

quand celle-ci sera possible (Jiménez de Oya, Escribano-Romero et al. 2019).
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