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Résumé

La gestion des effluents d'élevage, et plus
particulierement celle des lisiers, constitue un facteur
important a prendre en compte pour préciser les voies
de dissémination des virus influenza aviaires dans
l'environnement et prévenir leur diffusion. Lors de
l'épizootie d'influenza aviaire hautement pathogéne de
lhiver 2016-2017 en France dans laquelle les élevages de
canards étaient majoritairement infectés, la survie des
virus influenza aviaire H5SN8 dans le lisier était donc un
élément crucial a évaluer. Pour cela, a été réalisé le suivi
du vieillissement de lisiers prélevés dans cinq foyers
IAHP H5N8. Cette étude a montré que les fosses a lisier
pouvaient constituer un lieu de persistance des virus
influenza aviaire avec la mise en évidence d'une durée
de survie jusqu’a trois semaines pour des virus HSN8 et
d'au moins sept semaines pour un autre virus influenza

Abstract

Evaluation of HSN8 avian influenza viruses’survival
in manure from fatty web-footed bird farms

Manure management, and especially liquid manures,
is a key factor that need to be explored for determining
the avianinfluenzaviruses dissemination routes into the
environment and for preventing epizooties spread. The
avianinfluenza H5N8viruses’survivalinto liquid manure
under field conditions was a crucial element to evaluate
during the HPAI H5N8 winter 2016-2017 epizootics
in France, which mostly affected duck farms. For that
purpose, a follow up of the maturation of liquid manures
issued from five IAHP H5N8 duck farm outbreaks, was
performed. This study showed that liquid manure
pits could represent sites for avian influenza viruses’
persistency, as the survival duration reached three
weeks for HPAI H5N8 viruses and at least seven weeks

aviaire de sous-type 4.
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La gestion des effluents d'élevage constitue, au méme titre que
les mouvements d’animaux, un facteur important a prendre en
compte pour préciser les voies de dissémination des virus influenza
aviaires dans 'environnement et prévenir la diffusion de l'épizootie
actuelle. Dans une enquéte menée en 2008 par l'Anses de Ploufragan
(Duvauchelle et al., 2013), les lisiers avaient été identifiés comme
facteurs de contamination des élevages de canards reproducteurs
par les virus IA. L'analyse de la littérature montre qu'il existe une
grande hétérogénéité du comportement des virus IA avec des
durées de survie dans le milieu naturel pouvant aller de quelques
heures a quelques dizaines voire centaines de jours, en fonction
des conditions environnementales (Davidson et al., 2010; Elving
et al,, 2012; Horm et al,, 2012; Lu et al.,, 2003; Nazir et al., 2011).
Parmi les facteurs avancés par ces différents auteurs pour expliquer
cette variabilité figurent, outre la souche virale elle-méme, la
température, le pH, la salinité, la nature des supports, la présence
de matiére organique, I'humidité relative, 'exposition aux rayons
UV, etc. Ainsi, une combinaison de facteurs favorables associant une
température basse, un pH neutre, 'absence d'exposition aux UV et
une protection par un milieu riche en matieres organiques favorise
de maniére importante la persistance des particules virales et le
maintien de leur infectiosité (Anses - Saisine 2016-SA-0027, 2016).
De telles conditions sont susceptibles de se retrouver dans une
fosse a lisier en période hivernale. La grande majorité des travaux
publiés ont été réalisés en conditions expérimentales en simulant
les conditions de terrain. Par ailleurs, aucune donnée concernant la
survie des virus dans les effluents d’élevages de canards n’a, a notre
connaissance, été publiée a ce jour.

for another avian influenza virus of sub-type 4.
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En l'absence de données disponibles, trois modalités de gestion
des lisiers ont été autorisées réglementairement(” conduisant & un
assainissement plus ou moins rapide:

le traitement en usine agréée de production de biogaz par
méthanisation équipée d'une unité d’hygiénisation,

le traitement par chaulage permettant d'atteindre un pH entre 10 a
12 pendant sept jours,

l'assainissement naturel sur site par stockage minimum de 60 jours
aprés abattage des animaux.

L'épandage sans assainissement préalable ou l'enfouissement immédiat
sont strictement interdits. Plusieurs parameétres sont a prendre en
compte par l'éleveur afin de déterminer le mode de traitement des
lisiers le mieux adapté a sa situation:

le traitement par méthanisation se préte bien aux fosses en
géotextile qui ne peuvent supporter le chaulage et aux fosses trop
pleines pour étre brassées. Sa facilité de mise en ceuvre va dépendre
de la proximité entre les usines de traitement et les élevages,

le traitement par chaulage va permettre un assainissement rapide
par alcalinisation. Ce mode de gestion ne convient généralement
pas aux fosses géo-membranes (constituées d'une bache étanche
spécifique) qui ne supportent pas un tel pH. Il est adapté aux fosses
en béton avec un niveau de remplissage compatible avec un brassage
sans risque de débordement. Toutefois, la validation du couple

(1) Note de service DGAL/SASPP/2017-142 du 16/02/2017 : Mesures applicables
suite a une suspicion ou a la mise en évidence de foyer IAHP en France_6° mise
ajour.
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temps/pH reste a confirmer expérimentalement. La manipulation de
la chaux est délicate car elle produit une volatilisation d'ammoniac et
peut produire des résidus difficiles a éliminer en fond de cuve; de ce
fait, elle doit étre réalisée par une entreprise spécialisée. Lobtention
d'un pH homogeéne est conditionnée a un brassage correct de la fosse
et sa mise en ceuvre pratique est contraignante car il est nécessaire
de suivre ['évolution du pH,

enfin, l'assainissement naturel par stockage est une solution
envisageable quel que soit le type de fosse, dés lors qu'une
sécurisation du site est réalisée pour éviter tout risque de
contamination. Néanmoins ce stockage long n'est pas forcément
compatible avec les capacités actuelles des fosses. De plus,
constituant un lieu résiduel de maintien de virus sur l'exploitation,
il est incompatible avec un assainissement complet et rapide du site
d'élevage.

Dés lors, la gestion de l'épizootie actuelle impose de disposer de
connaissances plus précises sur la résistance des virus circulant et de
vérifier l'efficacité des mesures de gestion retenues pour assainir les
lisiers dans les élevages de canards reproducteurs et de canards gras.
Début 2016, une étude a été mise en place par Anses de Ploufragan et
Ultavi®, afin d'estimer la persistance des virus IAHP dans les lisiers de
canards a partir de lisiers contaminés expérimentalement et de lisiers
contaminés naturellement, issus d'élevages infectés. A cette occasion,
un état des lieux des équipements et des pratiques concernant
la gestion du lisier en élevage de canards gras a été réalisé et des
investigations complémentaires conduites dans quelques foyers ont
permis de préciser si des mesures de gestion spécifiques avaient été
mise en place.

Les résultats obtenus sur deux lisiers d'élevages de canards
reproducteurs barbarie et pékin contaminés expérimentalement par
un virus HSN9HP infectieux isolé en France au cours de l'épisode de
l'hiver 2015-2016, suggérent une durée de survie du virus infectieux
inférieure a cinq semaines en l'absence de tout traitement. Cette
période est réduite a moins de deux semaines dans les lisiers traités a
pH 10 et 12 (Schmitz et al,, 2017). Ces résultats sont cohérents avec
la durée de stockage de 60 jours préconisée par la réglementation en
cas d'assainissement naturel mais restent a conforter pour les fosses
traitées par chaulage pour lesquelles la reglementation se base sur une
durée de stockage de sept jours.

Afin de confronter ces résultats expérimentaux aux conditions de
terrain, des prélevements ont été réalisés dans cinq foyers de canards
en gavage contaminés par des virus HSN8HP au cours de l'hiver
2016-2017.

Une sélection de cinq élevages infectés (confirmation de présence de
virus H5HP par le diagnostic officiel RT-PCR et séquencage du site de
clivage) a été effectuée en concertation avec les DDecPP, sur la base
du volontariat des éleveurs. Aprés une premiére prise de contact avec
l'éleveur, une visite a été réalisée sur chaque site afin de compléter
un questionnaire succinct sur les équipements de stockage de lisier
et les pratiques de gestion associées (nombre de places en gavage,
produits utilisés pour le nettoyage des salles, devenir du lisier, capacité
et type de fosse). Dans chacun de ces élevages, deux litres de lisier
ont été prélevés a l'aide d’'une perche télescopique (idéalement 1L en
surface de la fosse et 1L en profondeur prélevés a l'aide d'un récipient
lesté équipé d'un clapet anti-retour). Ces prélévements ont par la
suite été mélangés pour chaque élevage puis transmis sous couvert
du froid (+4°C) au laboratoire national de référence (LNR), dans un
délai le plus court possible. Le passage par une étape intermédiaire de

lisiers prélevés ont ensuite été stockés a +4°C, température positive

(2) Etude réalisée dans le cadre de ['UMT Sanivol.

la plus favorable a la survie du virus. Chaque semaine, un prélévement
de chaque lisier a été réalisé, afin d'évaluer la persistance de virus
infectieux. Pour cela, des analyses par ovoculture accompagnées de
recherche génomique par RT-PCR temps réel gene M ont été réalisés.
Apreés centrifugation des prélevements regus, les surnageants récoltés
ont été pré-incubés avec un mélange d'antibiotiques puis ont été
inoculés a des ceufs embryonnés de neuf jours provenant de poules
EOPS (exemptes d'organismes pathogénes spécifiés). Aprés cing a six
jours d'incubation, les liquides allantoidiens ont été récoltés et leur
activité hémagglutinante testée. Un second passage sur ceufs a été
réalisé en cas de résultats négatifs. La recherche de génome de virus
d'lA a été réalisée sur les ARN extraits de prélevements hebdomadaires
de lisier ainsi que sur les liquides allantoidiens récoltés a l'issue de
l'ovoculture. Les ARN viraux ont été extraits selon le protocole décrit
dans le kit RNEasy mini kit (Qiagen, Courtaboeuf Cedex, France), puis
ont été testés en RT-PCR temps réel géne M-AIV selon la méthode
officielle en vigueur (Spackman et al., 2002).

Le vieillissement des lisiers contaminés a été arrété des lors que
l'absence de virus infectieux a pu étre démontrée dans deux
prélevements hebdomadaires consécutifs.

Toutes les manipulations de virus vivants ont été réalisées dans un
laboratoire de niveau BSL3.

Les visites ont été réalisées entre le 5 janvier et le 8 février 2017, dans
cinq élevages de canards en gavage du Sud-Ouest de la France (deux
dans les Landes, deux dans le Gers et un dans les Pyrénées Atlantique).
Les principales caractéristiques de ces élevages sont présentées dans
le .En moyenne, la visite a eu lieu douze jours aprés le départ
des animaux, a l'exception de l'élevage 2, dans lequel les animaux
étaient encore présents le jour des prélevements de lisier. Tous les
élevages sont équipés de fosses géotextiles, sauf un, équipé d'une
fosse bétonnée. Pour quatre élevages, le nettoyage et la désinfection
étaient en cours au jour de la visite. Les fosses ont donc recu les eaux
de lavage de la salle de gavage dans lesquelles des produits détergents
et/ou désinfectants ont pu étre déversés. Seule la fosse de ['élevage 2
dans lequel les animaux étaient encore présents, n‘avait rien recu. Le
stockage sur place était la méthode d'assainissement pratiquée sur
tous les sites. L'un d'entre eux a recours partiellement aux services
d'une usine de méthanisation.

Lanalyse des lisiers contaminés naturellement montre une grande
diversité de virus viables rencontrés . Des virus H5HP ont
été retrouvés dans deux lisiers. Un virus H4 a aussi été mis en évidence
ainsi que plusieurs paramyxovirus (PMV1 et PMV6) dans deux élevages.

Les analyses sont encore en cours afin de déterminer la viabilité des virus
identifiés et l'évolution de leur infectiosité dans le temps. Néanmoins
a ce stade, les résultats mettent en évidence la présence prolongée de
virus viables, dont des virus IAHP non H5 et des paromyxovirus PMV,
plus de deux mois apres l'abattage des animaux. La survie de virus HSN8
HP dans ces lisiers est observée jusqu'a trois semaines aprés l'abattage
des animaux, soit trois semaines apres la dernieére émission de virus
dans la fosse. Le virus HSN8 HP n’a pas été retrouvé dans la fosse de
trois élevages, dont celle de l'élevage 2 détenant encore des animaux et
n‘ayant recu aucun traitement susceptible d'avoir un effet assainissant
(nettoyage et désinfection pas démarrés). Bien que les prélévements
aient été réalisés en période hivernale, période la plus favorable au
maintien du virus, l'ensemble des conditions optimales a la survie du
virus n‘ont pas forcément été réunies, contrairement au protocole
sur le lisier contaminé artificiellement, réalisé dans des conditions
optimisées. Ceci souligne aussi la difficulté de 'échantillonnage dans
les conditions de terrain. Malgré la précaution prise consistant a brasser
la fosse préalablement a la prise des échantillons, 'lhomogénéité du
lisier ne peut pas étre garantie. Il est aussi possible qu'un phénomene
de dilution dans la fosse ne permette pas systématiquement de

18 Bulletin épidémiologique, santé animale et alimentation n°80 (4) — Octobre 2017



Evaluation de la survie des virus Influenza aviaires HSN8

dans les lisiers d’élevages de palmipédes gras

Tableau 1. Principales caractéristiques des cinq élevages de gavage de canards visités (France 2017)

Délai

Volume de la

Modalités de traitement

Devenir du lisier

: confirmation abla)tetlaal of
Elevage | Nb places foyer/ Dattag Type de fosse
préléevement A
1 714 7 6 Beton
Ouverte
> 900 1 0 Geotex’tlle
Fermée
Géotextile
3 1000 31 24 fermée
Géotextile
4 864 21 15 Fermée (mais
une partie
découverte)
5 1904 16 13 Géotextile
Ouverte

fosse (m3) fosse
Grande 400 + x A Assainissement naturel +
petite 75 Détergent + désinfectant o
Traitement contre odeur -
300 Rien au moment du assainissement naturel -
prélévement épandage + enfouissement
sur l'exploitation
Traitement contre odeur -
Détergent + désinfectant Lisier stocké depuis le
800 (traitement réalisé par une 9/09/2016 - assainissement
entreprise) naturel- épandage sur champs
a proximité du site
Lisier stocké depuis 11/2016 -
Détergent + désinfectant assainissement naturel -
400 (double N et D réalisé par une épandage sur champs a
entreprise) proximité du site (enfouisseur
a disque)
Lisier stocké depuis 10/2016 -
jamais de vidange compléte
300 Détergent mais pas de de la fosse - épandage avec
désinfectant tonne a lisier sur des parcelles
en jachére/pas
d'enfouissement

Tableau 2. Résultats par ovoculture des suivis de cinq lisiers contaminés dans le temps (France 2017)

Semaines apreés abattage

S1 S2 S3
2 I:TB Pos Pos
3 - - -
4 HPSOI-S|P
> P:’Io\;

* Pos: positif; Nég: négatif
8 H4: virus IA de sous-type H4
€ PMV: Paromyxovirus

retrouver le virus, bien qu'il soit présent. Le lisier, s'il peut représenter
un facteur de diffusion qui n'est pas a négliger (isolement de virus
jusqu'a trois semaines), n'est pas un indicateur suffisamment fiable de
la contamination d’un élevage puisque dans plus de la moitié de nos
lisiers issus d'animaux contaminés H5N8 HP, le virus infectieux n'a pu
&tre retrouvé dés le premier passage.

En conclusion, si les résultats obtenus a partir de lisiers naturellement
contaminés n'ont pas permis de mettre en évidence une durée de
survie des virus HSN8 HP infectieux supérieure a trois semaines, la
persistance dans un lisier d'un autre virus influenza de sous-type H4
est démontrée sur une durée de sept semaines minimum. Cette étude
conforte donc les préconisations de gestion des effluents proposées
par la réglementation, a savoir un stockage naturel de 60 jours. Aucun
des foyers n'ayant utilisé le chaulage, l'efficacité de ce dispositif n'a pu
&tre testée sur le terrain.

De plus, ces résultats corroborent ceux obtenus dans le premier volet
de 'étude sur les lisiers, consistant a étudier la persistance d'un virus
H5N9 HP représentatif de l'épisode francais de l'hiver 2015-2016
dans des lisiers d'élevages de canards en conditions expérimentales
(contamination expérimentale et vieillissement artificiel) : les résultats
obtenus sont similaires pour deux types de production de canards

S4 S5 S6 S7 S8
Nég Nég -—- -—- ---
P

HO: Pos Pos Pos ---
Pos

PMVC Pos Pos Pos Pos

Pos Pos Pos Pos Pos

PMV6 PMV6 PMV6
Pos Pos -—- - -

reproducteurs barbarie et pékin, suggérant une durée de survie du virus
infectieux inférieure a cinq semaines, en l'absence de tout traitement.

Le volet expérimental a partir de lisier contaminé artificiellement, dans
lequel l'ensemble des paramétres sont controlés, semble mieux adapté
pour définir un protocole opératoire de gestion des effluents d'élevage
puisqu'on se place dans les conditions optimales de sa survie. Face a
la grande diversité d'équipements et de pratiques rencontrées sur le
terrain, il sera ensuite nécessaire de le tester en élevage afin de pouvoir
délivrer des recommandations pratiques et claires en cas de foyers.
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