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Résumeé

Malgré l'existence d’un vaccin, le virus de I’encéphalite japonaise (VEJ) reste la
principale cause d'encéphalite humaine en Asie avec un taux de Iétalité pouvant atteindre 30%.
Le cycle épidémiologique traditionnellement décrit de cette zoonose a transmission vectorielle
est remis en question avec des preuves croissantes de I’implication de systémes multi-hotes plus
complexes, dans les régions ou les densités de porcs (principaux hoétes amplificateurs) ou
d’Ardéidés (réservoir généralement décrit) sont faibles. Les porcs jouent un role central dans la
transmission du VEJ mais des réservoirs secondaires comme les volailles pourraient exister et
participer & la circulation du virus. Au Cambodge, le VEJ pourrait se maintenir dans un systéme
multi-h6tes comprenant des porcs et des volailles comme hdtes compétents, mais aussi des
chiens, des bovins et des humains comme hétes non compétents. Nous avons développé un
modéle dynamique de la transmission du VEJ dans un village traditionnel de la province de
Kandal au Cambodge. Ce modele a été calibré avec des données démographiques et
sérologiques issues d’une enquéte que nous avons réalisée en 2018 sur des porcs, des poulets
et des canards, ainsi que des chiens dont les sérums avaient été prélevés lors d’une enquéte
précédente. Le modele a permis d’analyser les variations du nombre de reproduction de base
(Ro), du taux d’incidence annuel des infections humaines et de I’impact clinique associé chez
I'hnomme en fonction de la composition du systéme multi-hdtes. Dans le village modélisé, la
circulation endémique du VEJ pourrait étre assurée par un systeme multi-h6tes complexe ou
les porcs domestiques sont essentiels a la persistance mais ou les volailles pourraient agir
comme réservoir secondaire. D’apres les simulations, 1'augmentation de la proportion d'hdtes
compétents induisait une concentration des infections chez les enfants. Enfin, selon les
prédictions du modeéle, la probabilité annuelle d'exposition humaine était linéairement corrélée
a la séroprévalence anti-VEJ canine, suggérant que dans notre zone d’étude, la séroprévalence
anti-VEJ canine pourrait étre un bon proxy de la probabilité annuelle d’exposition des hommes
au VEJ. Les nombreux échanges commerciaux et humains dans 1’Océan Indien font craindre
une introduction du VEJ a I’lle de La Réunion, ou les vecteurs potentiels et les hotes
(compeétents et non compétents) du VEJ sont présents et pourraient constituer un systéeme multi-
hotes permettant la circulation du virus s’il venait a y étre introduit. Nous avons adapté le
modele précédemment développé au contexte réunionnais afin d’analyser le risque de
circulation du VEJ a La Réunion en cas d’introduction, en calculant des Ro autour des zones
identifiées comme les plus a risque d’émergence : les élevages de porcs et leurs alentours. Le
VEJ pourrait circuler au moins autour de certains ¢élevages de porcs, et le risque d’introduction
couplé au risque de circulation du VEJ le cas échéant, pose le probléme d’une surveillance de
I’EJ a La Réunion.



Abstract

Despite the existence of a vaccine, Japanese encephalitis virus (JEV) remains the
leading cause of human encephalitis in Asia with a case fatality rate of up to 30%. The
traditionally described epidemiological cycle of this vector-borne zoonosis is being challenged
with increasing evidence of the involvement of more complex multi-host systems, in areas with
low densities of pigs (the main amplifying host) or Ardeids (the commonly described reservoir).
Pigs are central in JEV transmission, but secondary reservoirs such as poultry could exist and
participate in virus circulation. In Cambodia, JEV could therefore be maintained in a multi-host
system including pigs and poultry as competent hosts, but also dogs, cattle and humans as non-
competent hosts (not able to infect back mosquitoes). We developed a dynamic model of JEV
transmission in a traditional village in Kandal province, Cambodia. This model was calibrated
with demographic and serological data from a survey we conducted in 2018 in pigs, chickens,
and ducks, as well as dogs whose sera were collected during a previous survey. The model was
used to analyze variations in the basic reproduction number (Ro), the annual incidence rate of
human infections, and associated clinical impact in humans as a function of the composition of
the multi-host system. In the modeled village, endemic JEV circulation could be supported by
a complex multi-host system where domestic pigs are essential for persistence but poultry could
act as a secondary reservoir. Simulations indicated that increasing the proportion of competent
hosts induced a concentration of infections in children. Finally, the model predicted that the
annual probability of human exposure was linearly correlated with canine JEV seroprevalence,
suggesting that in our study area, canine JEV seroprevalence may be a good proxy for the annual
probability of human exposure to JEV. The extensive trade and human exchanges in the Indian
Ocean raise concerns about the introduction of JEV to La Reunion Island, where potential
vectors and hosts (competent and non-competent) of JEV are present and could constitute a
multi-host system allowing the circulation of the virus should it be introduced. We adapted the
previously developed model to the Reunion context in order to analyze the risk of circulation
of JEV in case of introduction, by calculating Ro around the areas identified as the most at risk
of emergence: pig farms and their surroundings. JEV could circulate at least around some pig
farms, and the risk of introduction combined with the risk of JEV circulation, raise the question
of JE surveillance in La Reunion.
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INTRODUCTION GENERALE

1. Zoonoses vectorielles et systemes multi-hotes

Parmi plus de 1400 maladies infectieuses humaines connues, plus des deux tiers sont
causées par des agents pathogenes zoonotiques (1-3). Si I’on ne prend en compte que les
maladies émergentes ou réémergentes, plus de 70% sont des zoonoses (3,4).

Ces agents pathogénes sont souvent généralistes, ¢’est a dire qu’ils peuvent infecter un
large éventail d’especes. En effet, plus de 60% d’entre eux posseédent 3 especes hotes ou plus,
outre ’homme (4). Ces agents pathogeénes dits « multi-hotes » peuvent avoir un impact fort sur
la santé publique (comme certains virus influenza d’origine aviaire ou porcine chez I’homme),
sur ’économie de 1’¢levage (comme le virus de la fievre de la Vallée du Rift chez les
ruminants), et la conservation de la faune sauvage (comme le virus de la rougeole chez les
grands singes) (5). De plus, la capacité d’un agent pathogeéne a infecter plusieurs hotes est
reconnue comme un facteur de risque de I’émergence des maladies infectieuses chez ’homme

et chez le bétail (6,7).

Les zoonoses a transmission vectorielle figurent parmi les principales causes de
morbidité et de mortalité chez I’homme et les animaux (8). Elles touchent principalement les
régions tropicales et subtropicales, et de maniére disproportionnée les populations les plus

pauvres.

Certains de leurs agents pathogénes peuvent infecter des hétes de plusieurs espéces
animales (9), comme le virus de la fievre West Nile (WNV) (infectant oiseaux sauvages et
domestiques, ainsi que des mammiféres comme 1’homme, les chevaux ou les chiens (10-12))
et le virus de la fiévre de la vallée du Rift (VFVR) (infectant les ruminants, petits ruminants et
I’homme (13)). Leurs vecteurs sont souvent opportunistes et capables de se nourrir sur
différentes espéces selon leur disponibilité (comme Culex pipiens pour le WNV aux Etats-Unis
(14), et Culex antennatus pour le VFVR a Madagascar (15)), et ainsi de leur transmettre les

pathogenes qu’ils portent.

Cette écologie particuliére induit des systémes épidemiologiques complexes, qui
impliquent donc plusieurs espéces d’hotes, et la plupart du temps plusieurs espéces de vecteurs.
Les hotes peuvent étre compétents, ¢’est-a-dire capables de développer une virémie suffisante

apres infection pour réinfecter un vecteur se nourrissant sur eux, mais aussi hotes « cul-de-sac »
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ou non compétents, incapables de réinfecter les vecteurs. La compétence vectorielle est définie
comme |’aptitude intrinséque d’un arthropode a acquérir puis a transmettre un agent pathogene,
et est la résultante de 3 composantes : I’attraction du vecteur par 1’héte infectieux, sa capacité
a répliquer le pathogéne apres son repas sanguin, et sa capacité a le transmettre a un héte lors
d’un nouveau repas sanguin (16). Pour cela, le pathogéne doit pouvoir passer la barriére
digestive, traverser la lame basale entourant I'épithélium de I'intestin moyen pour se disséminer
dans le reste du moustique, atteindre les glandes salivaires, s’y multiplier et étre excrété avec la
salive (17).

La compétence (des vecteurs comme des hdtes) est une caractéristique quantitative et
est géneralement exprimée sous forme de proportion de vecteurs (respectivement d’hotes)
transmettant le pathogene a un héte sain (respectivement a un vecteur sain) apres une certaine
durée d’incubation. La compétence peut varier en fonction des espéces (par exemple, les hotes
« cul-de-sac » ont une compétence nulle), des populations locales et méme des individus au

sein d’une méme espece (18-20).

Afin de comprendre comment ces zoonoses vectorielles sont transmises au sein de
communautés multi-hdtes complexes, il est nécessaire d’aborder leur étude de maniére
holistique, en prenant en compte 1’ensemble des acteurs du cycle ainsi que les facteurs pouvant
influencer la dynamique de transmission. Pour cela, il est nécessaire d’analyser le role de
I’abondance des hotes et des vecteurs, leurs niveaux de compétence, ainsi que 1’accessibilité

des hétes aux vecteurs et les préférences trophiques de ces derniers.

En épidémiologie, différents termes sont utilisés pour désigner les espéces ou groupes
d'especes capables de maintenir un agent pathogéne de maniere pérenne : hdte ou communauté
de maintenance (persistance de I'agent pathogéne), ou encore hdte ou communauté réservoir

(source durable de transmission de 1’agent pathogeéne a une espéce cible) (21).

Face aux nombreuses définitions, différentes et parfois contradictoires, Haydon et al.
(2002) proposent qu’un réservoir soit défini comme une ou plusieurs populations ou
environnements épidémiologiquement connectés dans lesquels I'agent pathogene peut étre
maintenu en permanence et a partir desquels I'infection est transmise a une population cible. Le
réservoir constitue une communauté de maintenance et toutes les populations au sein de la
communauté de maintenance sont directement ou indirectement connectées les unes aux autres
(22). Roberts et al. (2020) montrent ensuite que le méme groupe d’hdtes peut constituer une

communauté de maintenance dans un contexte écologique mais pas dans un autre : il n'est donc
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pas possible d'affirmer qu'une espéce ou un groupe d'espéces est une communauté de
maintenance pour un pathogéne donné sans préciser le contexte écologique. L'écosysteme étant
défini par un ensemble complexe d'interactions déterminant collectivement la dynamique des
populations des especes qui le composent, toutes les especes influenceront la dynamique des
agents pathogenes via les effets de ces interactions sur les espéces hotes, compétentes ou non
compétentes (7,21,23).

2. L’encéphalite japonaise

L'encéphalite japonaise (EJ) est une zoonose a transmission vectorielle et probablement
la principale cause d'encéphalite épidémique humaine dans le monde (24). Méme si la charge
globale de I’infection au virus de I’encéphalite japonaise (VEJ) sur la santé humaine est difficile
a évaluer, une estimation effectuée en 2011 suggére que I’EJ serait a l'origine d'environ 68 000
cas et de plus de 20 000 déces par an répartis dans 24 pays d'Asie et du Pacifique occidental
(25). Environ trois quarts de ces cas concernent des enfants, et I'EJ reste un probleme de santé
publigue, méme dans les régions ayant mis en place des programmes de vaccination humaine
(25). Les infections sont le plus souvent asymptomatiques mais peuvent entrainer une maladie
grave caracterisée par une forte fievre, des maux de téte, une raideur de la nuque, une
désorientation, un coma, des convulsions, une paralysie spastique voire la mort, avec un taux
de létalité pouvant atteindre 30 %, et 30 a 50 % des survivants pouvant conserver des séquelles
neurologiques ou psychiatriques définitives (26-31). Les recherches sur le type de séquelles et
leur fréquence font néanmoins défaut (32). En outre, ces differents chiffres sont probablement
sous-estimeés en raison de réactions croisées des tests avec d'autres flavivirus comme le virus
de la dengue (DENV), de la sous-détection et du sous-diagnostic, en particulier dans les pays
en développement (33,34). Il n'existe pas de traitement antiviral spécifique au VEJ, la prise en

charge des patients est donc avant tout symptomatique.

Un examen des données de surveillance et des programmes de vaccination dans les 24
pays présentant un risque de transmission du VEJ a révélé qu'en 2016, 22 pays effectuaient au
moins une surveillance de I'EJ, et 12 avaient mis en place un programme de vaccination contre
I'EJ. Cela représente des progres substantiels dans les mesures de prévention et de controle de
I'EJ, mais des défis subsistent liés notamment a la sous-déclaration et au sous-diagnostic des
cas d’EJ (35,36).
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Le VEJ a été isolé pour la premiére fois en 1935 au Japon (37). C’est un flavivirus
faisant partie du méme serocomplexe que le virus de la fievre West Nile (WNV), le virus de
I'encéphalite Murray Valley (MVEV), le virus de I'encéphalite de Saint Louis (SLEV) et le
virus Usutu (USUV). A ce jour, cing génotypes (Gl & GV) ont été décrits et la plupart des
souches isolées appartiennent aux genotypes I, 11 et 11 (38). Alors que le génotype 111 (GlII)
était le génotype le plus fréguemment isolé dans la majeure partie de I'Asie entre 1935 et les
années 1990, un changement de génotype s'est produit au cours des 30 derniéres années. Chez
les porcs notamment, le génotype | (GI) a commencé a étre le plus isolé aprées les années 90 au

Japon, en Corée du Sud, en Inde, au Népal, en Thailande, au Vietnam et au Cambodge (39,40).

Le VEJ circule en Asie et en Océanie, du Pakistan a 1’Ouest a la Papouasie-Nouvelle-
Guinée a I’Est, et de la Chine au Nord au Nord de I’ Australie au Sud (41). En raison de sa large
distribution geographique (Figure 1), plus de deux milliards de personnes sont exposees au
risque d'infection (42). Une infection par le VEJ a récemment été confirmée en Angola en
coinfection avec le virus de la fiévre jaune et, le patient n’ayant jamais voyagg, il s’agirait d’un

cas autochtone (43).

0 875 1750 3500 Kilometers

Figure 1 : Distribution de I'encéphalite japonaise. Les régions colorées sont celles ou le VEJ circule chez
[’homme, de maniére épidémique ou endémique, et la détection d’un cas autochtone en Angola est représentée
par ’étoile colorée (Source : WHO, 2018 (44))
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3. Cycle épidémiologique de I’encéphalite japonaise

Le cycle de transmission du VEJ communément décrit implique les oiseaux de la famille
des ardéidés (aigrettes et hérons) comme réservoir, les porcs domestiques comme principaux
hotes amplificateurs et les moustiques du genre Culex comme vecteurs (Figure 2) (45-50).
Deux études en Inde ont observé des anticorps neutralisant anti-VEJ chez 12.5% a 22.5% des
ardeidés prélevés, et un étude a Singapour a rapporté une séroprévalence anti-VEJ chez des
oiseaux sauvages, dont certains hérons et aigrettes, de 3% (51-53). Chez les porcs, les enquétes
sérologiques ont rapporté de 3% a 74% de séroprévalence anti-VEJ selon la région d’étude (54).
Outre la transmission vectorielle, des études récentes suggerent qu'une transmission directe du
VEJ entre porcs pourrait se produire (55-57). Les hotes non compétents, exposés au VEJ mais
ne développant pas une virémie suffisante pour réinfecter les vecteurs se nourrissant sur eux,
sont nombreux et incluent I’homme et le cheval, également susceptible de développer une
encéphalite grave, ainsi que les bovins et les chiens (41,58-67). Des anticorps neutralisant anti-
VEJ ont en effet été trouvés chez 17% (n=100) et 40% (n=106) des chiens préleves lors
d’enquétes sérologiques au Japon et a Singapour respectivement (61,67). Une étude
expérimentale a montré que des chiens infectés expérimentalement (n = 3) ne développaient
qu’une trés faible virémie (62). Les taux de séroprévalence rapportés chez les bovins variaient
de 2% a 88% selon la région d’étude mais les tests utilisés n’étaient pas spécifiques du VEJ,

mais des flavivirus (58,68—72). Néanmoins, le VEJ a déja été isolé chez ces animaux (64,65).
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Figure 2 : Hypothéses sur le cycle de transmission du virus de I'encéphalite japonaise.

Les ardéidés sont souvent considérés comme étant les réservoirs sauvages du VEJ (50—
52,73-75). Cependant, peu d’études récentes a ce sujet sont disponibles (47,51,76). De plus, le
VEJ circule dans des régions ou la densité de porcs domestiques et d’ardéidés est faible. A
Singapour, méme si le risque pour la santé humaine reste faible, la transmission du VEJ chez
plusieurs espéces d’animaux s'est poursuivie (séroconversion chez des poulets sentinelles et
séroprévalences anti-VEJ observées de 3% chez des oiseaux sauvages et de 15% chez des porcs

sauvages) malgré I'abandon progressif de I'élevage porcin il y a prés de trente ans (53).

Dans les annees 50, Gresser et al. (1958) avaient déja discuté I'implication potentielle des
oiseaux domestiques dans le cycle du VEJ, en plus des porcs (77). Plus récemment, des enquétes
sérologiques ont montré que les poulets et canards domestiques étaient exposés au VEJ dans
plusieurs régions d’Asie comme le Cambodge, I’Inde, le Népal et I’Indonésie, avec des
séroprévalences anti-VEJ de 10% et des séroprévalences anti-flavivirus dans des régions
endémiques (test non spécifique au VEJ) de 21% a 37% (33,78-81). Des infections
expérimentales ont par ailleurs montré qu'ils étaient capables de développer une virémie
suffisante pour infecter les moustiques en retour (33,82,83). L'association étroite entre les
oiseaux domestiques et les hommes, les différents niveaux de séroprévalence anti-VEJ observés

chez les volailles, les mesures de virémies ainsi que le comportement trophique opportuniste

22



des vecteurs du VEJ, permettent de supposer I'implication des volailles dans la transmission du
VEJ (Figure 2).

Culex tritaenyorhynchus est considéré comme le principal vecteur du VEJ mais de
nombreuses espéces de Culex sont également compétentes pour le VEJ comme Culex vishnui,
Culex gelidus et Culex quinquefasciatus (84-91). Deux études expérimentales suggeérent
¢également qu’Aedes albopictus européen d’une part et Aedes japonicus japonicus européen
d’autre part pourraient étre compétents pour le VEJ (92,93). Les études sur les préférences
trophiques des vecteurs du VEJ ont montré que les espéces de Culex étaient souvent
opportunistes. Plusieurs études au Sénégal, en Chine et en Inde ont montré que les principaux
vecteurs du VEJ, Culex tritaeniorhynchus, Culex vishnui et Culex gelidus, pouvaient se nourrir
sur plusieurs hotes, tels que les porcs, les volailles, les chiens, les bovins et les hommes, dans
des proportions différentes (94-100). En Inde, deux études ont confirmé que la disponibilité
des hotes jouait un réle important dans le comportement alimentaire de Culex tritaeniorhynchus
(94,101). Tuno et al. (2017) ont montré que Culex tritaeniorhynchus et Culex vishnui
présentaient des taux plus élevés de repas sanguins sur les porcs que sur les vaches,
probablement en raison de leur plasticité a la disponibilité des hotes puisque dans les zones
rurales en question, les porcs éetaient plus abondants que les vaches (102).

Ces considérations soulévent la question d’un cycle épidémiologique de I’EJ plus
complexe que celui fréqguemment décrit. 1l parait alors nécessaire d’utiliser une approche
globale pour comprendre les dynamiques de transmission du VEJ, dont la circulation pourrait
étre maintenue au sein de systéemes multi-hdtes apparentés a des communautés de maintenance
différentes selon la région concernée. Ce concept peut en effet étre appliqué a 1’étude de la
circulation du VEJ, notamment au Cambodge ou la circulation du VEJ est intense alors que la
densité des porcs et oiseaux sauvages est relativement faible (21,76,82).

4. L’encéphalite japonaise au Cambodge

Au Cambodge, I'EJ est la cause la plus fréquente d'encéphalite humaine, en particulier
chez les enfants et les adolescents, bien que I’exposition globale de la population soit mal
connue (103,104). Entre 2010 et 2013, une enquéte menée dans deux hdpitaux cambodgiens
montre qu'un quart des méningo-encéphalites aigués étaient dues a une infection par I'EJ (105).
En 2018, plus de 45 % des cas d'encéphalite infantile traités dans un hépital de Phnom Penh

ont été confirmés comme étant dus au VEJ (communication personnelle de I'Institut Pasteur du
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Cambodge). De plus, les données disponibles proviennent de suivis hospitaliers de patients pris
en charge et présentant des symptomes d’encéphalite. L’exposition globale de la population est
donc probablement sous-estimée et 1’incidence clinique de I’EJ au Cambodge reste difficile a

évaluer.

Un premier programme de vaccination a été initié en 2013, et en 2016, le gouvernement
a financé la remise en place d’un programme de vaccination national (35). En 2019, une enquéte
menée dans le nord du Cambodge a montré que plus de 90% des enfants de la zone d’étude
étaient vaccinés contre le VEJ (106), mais les données de suivi de I’impact de la vaccination

restent limitées.

Les porcs domestiques sont largement exposés au VEJ au Cambodge (avec une
séroprévalence anti-VEJ observée d’environ 60% (107)), et la transmission est intense en zone
rurale comme en zone péri-urbaine, ou Cappelle et al. (2016) et Di Francesco et al. (2018) ont
montré que les porcs suivis seroconvertissaient en moins de 6 mois (108,109). Cependant,
méme si I’élevage de porcs traditionnel est répandu au Cambodge notamment dans la province
de Kandal autour de Phnom Penh, la densité de porcs reste faible : a Kandal, on I’estime a 66
porcs au km? (alors que la densité est d’en moyenne 250 porcs/kmz? en Bretagne, France) (110-
112). Auerswald et al. (2020) ont montré que 29% des volailles prélevées présentaient des
anticorps anti-flavivirus, dans la plupart des cas confirmés comme étant spécifiqguement anti-
VEJ (33). Quatre-vingt-dix pour cent & 95% des familles cambodgiennes élevent des volailles,
et cela a proximité des habitations et des autres especes (111). Les volailles sont donc exposées
au VEJ au Cambodge mais leur influence sur I’intensité de transmission du VEJ n'a pas encore
été étudiée. Les bovins sont considérés comme des hétes non compétents du VEJ. A Kandal, la
densité des bovins est d’environ 40 bovins au km?, avec en moyenne entre 1 et 3 bovins par
famille. Les bovins sont en effet éleves essentiellement en zone rurale pour la riziculture (trait,
labourage, engrais) (113,114). L’exposition des chiens n’a jamais été investiguée au Cambodge.
Cependant, les chiens y sont nombreux (ratio chien/nomme estimé a 1:3,8 dans certaines
régions (115) et vivent a proximité des humains méme lorsqu'ils sont en liberté. Au Cambodge,
ils feraient donc egalement partie du systeme multi-h6tes dans lequel se maintient le VEJ. Des
études antérieures ont montré que les chiens pouvaient étre de bonnes sentinelles pour le WNV
(10,116), la maladie de Lyme (117) et d'autres maladies transmises par des arthropodes (118).
Des infections expérimentales par le VEJ chez des chiens ont montré qu'ils développaient une
immunité durable mais sans signes cliniques et une faible virémie (62). La séroprévalence

canine pourrait donc étre un bon indicateur de I'exposition humaine au VEJ. Méme si I'on sait
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que I'EJ est endémique et répandue au Cambodge, la distribution spatiale et temporelle de la
maladie n'est pas bien connue, car les études se concentrent sur la capitale, Phnom Penh, et la
province voisine de Kandal. Par conséquent, l'utilisation de chiens comme sentinelles
permettrait d'étudier le niveau de circulation du virus et d'identifier les principales zones a

risque.

Au Cambodge, la transmission du VEJ pourrait, au bilan, se maintenir dans un systéme
multi-hétes composé de porcs domestiques et de volailles comme hotes compétents, et d’autres
hotes composant généralement un village traditionnel cambodgien (bovins, chiens, humains)

comme hoétes non compétents.

5. Risque d’émergence de I’encéphalite japonaise a 1’ile de La
Réunion
Les modifications anthropiques des paysages, en particulier la destruction et la
fragmentation des habitats, I’empi¢tement sur les zones sauvages et le réchauffement
climatique, participent a I'expansion des vecteurs et a I’émergence des arboviroses (2,119-123).
Les échanges humains et commerciaux contribuent également a faconner la distribution et
I'intensite de la transmission des arboviroses en impactant la distribution des vecteurs et des
hotes (122,124-129), et ont déja conduit a I’émergence d’arboviroses dans de nouvelles régions

comme le Zika au Brésil et probablement la fievre de West Nile aux Etats-Unis (130,131).

Dans I’Océan Indien, les échanges commerciaux sont importants et ne cessent de croitre.
De nombreuses lignes commerciales relient des pays ou I’EJ est endémiques comme la
Thailande et I’Inde a I’le de La Réunion (132-134). A La Réunion, le terrain semble favorable
a DI’émergence de certaines arboviroses. Entre 2005 et 2006, le virus du chikungunya,
probablement introduit depuis I’ Afrique de I’Est par 1’intermédiaire des Comores, a provoqué
une épidemie touchant prés de 40% de la population (135). Ce type d’émergence, ainsi que le
risques d’introduction de zoonoses vectorielles comme la fiévre de la vallée du Rift (dont le
premier cas humain a été détecté a Mayotte en 2007 (136)) et la fievre de West Nile (circulant
a Madagascar et dont les anticorps ont été detectés sur des chevaux a La Réunion, sans cas
humains autochtone observé (137,138)), indiquent qu’il existe un risque d’émergence de I’EJ

sur I’1le de La Réunion.
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Les vecteurs connus du VEJ, Culex tritaeniorhynchus et Culex quinquefasciatus, sont
présents a 1I’ile de La Réunion (139,140). Les principaux hotes amplificateurs (porcs
domestiques) et les réservoirs secondaires suspectes (volailles) y sont également présents, et les
conditions éco-climatiques qui prévalent dans Océan Indien et dans certaines régions d’Asie du

Sud Est sont similaires.

Ainsi, la proximité de zones endémiques couplée a un environnement potentiellement
propice (densité vectorielle importante, taux de contact entre hotes et vecteurs, températures
élevées) et a une absence d’immunité de la population d’hotes compétents pourraient rendre

possible I’introduction et la pérennisation du virus.

6. Stratégie de recherche de la thése

L’objectif général de cette thése est de mieux comprendre I’épidémiologie de la
transmission du VEJ au Cambodge, dans des zones ou les densités des réservoirs et hotes
amplificateurs fréquemment décrits (ardéidés et porcs domestiques) peuvent étre faibles. Le
second objectif est d’évaluer si le contexte réunionnais permettrait de maintenir une circulation
du VEJ en cas d’introduction du virus sur I’ile. La stratégie de recherche permettant d’atteindre

ces objectifs se décline selon quatre axes qui constituent les quatre chapitres de cette thése.

Dans un premier chapitre, nous avons effectué un travail bibliographique afin de
réévaluer le role du porc domestique dans 1’épidémiologie de 1’EJ. Nous avons synthétisé les
connaissances relatives a I’infection par le VEJ chez les porcs, en termes de caractéristiques
individuelles et populationnelles. Cette étude nous a permis d’identifier différents « pattern »
épidémiologiques et de discuter d’une part de I’importance du porc dans le cycle de
transmission du VEJ et d’autre part des potentielles mesures de contrdle potentielles ciblées sur

les porcs domestiques.

Dans un second chapitre, nous avons analysé les données sérologiques issues d’une
campagne de prélévement réalisée sur quatre espéces d’hotes : les porcs, les poulets, les canards
et les chiens, dans des villages de la province de Kandal, au Cambodge, ou le virus circule.
Nous avons en effet prélevé des porcs, des poulets et des canards, dont les sérums, ajoutés a des
sérums de chiens récoltés dans le cadre d’une précédente enquéte dans la méme province, ont
étés analysés en sérologie par I'unité de virologie de I’Institut Pasteur du Cambodge (IPC).

Nous avons ainsi quantifié¢ 1’exposition relative au VEJ de ces quatre espéces et estimé la force
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d’infection du VEJ exercée sur chacun de ces hotes, correspondant a la probabilité instantanée
d’infection des hoétes. Ce chapitre permet d’identifier un systéme multi-h6tes potentiellement
impliqué dans a circulation du VEJ dans les villages de la province de Kandal au Cambodge, et
de clarifier I’exposition relative au VEJ de quatre especes d’hdtes qui composent en partie ce

systéme.

Dans un troisieme chapitre, nous avons développé un modele déterministe a
compartiments de la transmission du VEJ dans un village traditionnel cambodgien de la
province de Kandal, calibré avec des données démographiques et sérologiques. Nous avons
analysé les variations du nombre de reproduction de base (Ro), de la probabilité annuelle
d’exposition des hommes au VEJ (i.e. la probabilité annuelle de recevoir au moins une piqire
infectante) et de I'impact clinique potentiellement associé chez I'homme en fonction de la
composition du systeme multi-hotes. Ce modele nous a permis de proposer une quantification
de I’exposition des hommes au VEJ dans la province d’étude et d’évaluer le role potentiel des

chiens comme sentinelles de I'exposition humaine au VEJ.

Dans un quatrieme et dernier chapitre, nous avons adapté le modele précédemment
développé au contexte réunionnais afin d’analyser le risque de circulation du VEJ a I’ile de La
Réunion en cas d’introduction. Le risque d’introduction du VEJ a I’ile de La Réunion est réel
au vu des nombreux échanges dans I’Océan Indien mais au-dela des zones voisines des ports et
des aéroports, la circulation beaucoup plus large des containers rend le risque d’introduction
trés diffus, et les lieux d’introduction potentielle impossibles a prévoir. En revanche il est
possible d’analyser le risque de circulation locale du VEJ, suite a une introduction, dans les
lieux identifiés comme les plus a risque : les élevages de porcs et leurs alentours. De la méme
maniére que le modele cambodgien, le modele réunionnais permet de calculer des Ro, mais cette
fois autour des élevages de porcs recensés. Il permet ainsi d’identifier les zones les plus a risque

de maintenir une circulation du VEJ suite a une introduction.
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CHAPITRE 1 : Quelle est la place du porc domestique dans le cycle
epidemiologique du virus de I'encéphalite japonaise ? Bilan et analyses

des connaissances et implications pour le contrdle de la maladie.

1. Introduction

En l'absence de traitement antiviral ou de prophylaxie antivirale, la vaccination humaine
reste le seul outil disponible pour protéger I'nomme de l'infection par le VEJ, mais elle ne
permet pas d'arréter la circulation du VEJ entre les vecteurs et les réservoirs (141). De plus, des
cas humains d’encéphalite japonaise surviennent encore dans les pays ou des campagnes de
vaccination de masse sont mises en ceuvre. Si le porc est le principal hote amplificateur de
I'encéphalite japonaise, la rupture du cycle de transmission moustiques-porcs devrait permettre
de rompre le cycle de circulation du virus et de protéger 'hnomme de I'infection par le VEJ. Il
est donc nécessaire d'améliorer nos connaissances sur les caractéristiques de l'infection porcine
par le VEJ en termes de virémie, de réponse immunitaire, de meécanismes de transmission et de
signes cliniques, afin de mieux évaluer le rdle des porcs domestiques dans le cycle
épidémiologique, et d'identifier des mesures de contr6le supplémentaires qui cibleraient les
porcs domestiques. La présente revue systématique a pour but de synthétiser les connaissances
relatives aux porcs et au VEJ, tant au niveau individuel qu'au niveau populationnel, afin de
discuter I'importance des porcs dans le cycle de transmission du virus, et de mesures de lutte

éventuelles ciblant les porcs.

Cette revue de la littérature a donné lieu a une publication dans Viruses (54).

2. Matériel et méthode

2.1. Protocole de recherche et bases de données

Nous avons utilisé pour cette étude la méthode PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses) pour les revues systématiques et les méta-analyses
(142). Toutes les études traitant a la fois du VEJ et des porcs étaient éligibles. Les enquétes
sérologiques, les études expérimentales et écologiques ainsi que les enquétes sur les épidémies
de VEJ ont été prises en compte. Nous n'avons conservé que les articles rédigés en anglais et
aucune restriction de date de publication n'a été imposée. Ainsi, I'année de publication s'étendait
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de 1947 a 2019. La base de données Scopus a été interrogée électroniquement en utilisant la
requéte suivante : ("Japanese encephalitis” ou "Japanese B encephalitis™) et ("pigs" ou "swine").
Nous avons utilisé I'option "all field" afin de recueillir les articles dans lesquels les termes de

recherche apparaissaient dans les titres, les réesumeés ou les mots-clés.

La méme personne a effectué I'ensemble de la recherche initiale et du tri. Les articles ont
été répertories dans un fichier Excel afin de les trier et de garder la trace de ceux qui ont été
exclus. Les doublons ont été supprimés et la sélection des études s'est faite en trois étapes de
sélection sur la base : 1) du titre de I’article, ii) de la lecture des résumés des articles sélectionnés

a I’étape (1), 1i1) de la lecture du texte intégral des articles sélectionnés a 1’étape (ii).

2.2. Critéres d’inclusion et d’exclusion

Les critéres d'inclusion étaient les suivants : Articles rédigés en anglais rapportant des
enquétes sérologiques transversales ou longitudinales, des infections expérimentales, des
descriptions de I’infection clinique, de la pathogénicité, des voies de transmission, de la
virémie, de la réponse immunitaire et du diagnostic, des effets de la vaccination, des mesures
de contrdle, et/ou traitant du cycle et des systemes épidémiologiques, tous ces sujets étant
directement liés aux porcs. Les critéres d'exclusion étaient les suivants : revues, notes et rapports
de congrés, recommandations aux voyageurs, séquencage du génome seul, virologie
experimentale seule (structure virale, interactions virus-cellules), développement de tests
diagnostiques, non axés sur le porc (mais plutdét sur I'nomme, les vecteurs), notification
d'épidémies humaines, travaux axés sur d'autres virus que le VEJ, études de modélisation

mathématique.

3. Résultats

3.1. Sélection des études

L'interrogation de la base de données Scopus a été effectuée le 15 mars 2019, proposant
667 études. Le processus de sélection des études est représenté dans la figure 3. A I'issue de ce

processus, 127 études ont éte incluses dans la revue systématique.
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667 records identified

. 7 duplicat d
through Scopus searching Uplicatesremove

660 records screened at title 326 records excluded at
level title level
334 records screened at 179 records excluded at
abstract level abstract level

28 full-text articles excluded

155 full-text articles Reason 1: Could not be ordered, but ancient
assessed for eligibility serological survey while more recent
information was available (n=24)

Reason 2: Pigs only mentioned, paper focusing
on a human case or on viral genomics (n=3)
Reason 3: No information on the serological test
used in the study (n=1)

127 studies includedin
qualitative synthesis

‘Included || Eligibility || Screening || Identification‘

Figure 3 : Diagramme de flux PRISMA représentant le processus de sélection des études.

3.2. Caractéristiques individuelles de I'infection par le VEJ chez les porcs
Tous les tests virologiques et sérologiques mentionnés dans cette section sont décrits en

Annexe 1 (143-149).

3.2.1. Virémie chez les porcs infectés par le VEJ

La virémie correspond a la présence de virus dans le sang. Pendant cette phase, le VEJ peut
étre transmis aux moustiques qui piquent le porc virémique si le niveau de virémie est
suffisamment éleve. 1l a été démontré expérimentalement que des niveaux de virémie d'environ
10* unités infectieuses par ml semblaient étre suffisants pour transmettre le virus aux
moustiques (150-153). Six articles ont rapporté des travaux expérimentaux relatifs a la virémie
chez les porcs infectés par le VEJ. Des truies et des porcelets ont été inoculés avec différentes
souches de VEJ et préleves quotidiennement, afin de détecter le virus par inoculation
intracérébrale au souriceau (ICISM) dans les études les plus anciennes, et par détection de
I'acide ribonucléiqgue (ARN) du VEJ par transcription inverse - réaction de polymérisation en
chaine quantitative (RT-gPCR) dans les plus récentes. Les résultats sont présentés dans le
tableau 1. Selon I'étude, la virémie était détectée entre 1 et 5 jours apres I'infection (jpi), et durait
de 3 a5 jours (56,150,155-158). Une étude a conclu que plus la concentration du virus inoculé
était élevée, plus le virus était détecté tot (dés le premier jour). Lorsqu'ils étaient détectés, les
titres de virus atteignaient 2.6 log LDso/0,03 ml de sang lors du titrage intracrénien chez le
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souriceau nouveau-né, LDso étant la dose létale a 50% (150). Plus récemment, la virémie a été

quantifiée en détectant I'ARN du VEJ par RT-PCR quantitative (RT-qPCR) sur les porcelets
inoculés, et atteignait environ 10* unités d'’ARN/ml (56,158).

Les deux mesures de la virémie ne peuvent pas étre comparees quantitativement, car

I’ICISM détecte la présence de virions infectieux, tandis que la RT-gPCR détecte I'ARN des

virions qu’ils soient infectieux ou défectifs (157).

Tableau 1 : Virémie et réponse immunitaire chez les porcs aprés une infection expérimentale par le VEJ.

Virémie Réponse immunitaire
Valeur Test
Protocole Test Périodede  du pic sérologiqu Détection Référence
détection de o d’anticorps
virémie
5 truies, inoculation 1V,
souche Kanagawa, ICISM  1-4pi Na  UNchez >7 jpi (155)
préleévement sanguin souris
quotidien
4 porcelets, inoculation 26 log
SC, souches MS/S96 et gy Pendantd i g A 7-35 jpi (150)
pig9, prélévement sanguin jours 3 ml
quotidien
2 porcelets, inoculation
SC, souche 9215, - Tous positifs & 7
prélévement sanguin ICISM 1-4pi NA IHA pjpi (156)
quotidien
6 porcelets, inoculation ICISM
SC, souche Nakayama, et RT- 2.5 jpi NA SNT Tous positifs a (157)
prélévement sanguin PCR 14 jpi
quotidien
12 porcelets, inoculation
IV+ID, souche Nakayama, RT- - 10% -
prélévement sangl)J/in PCR 1-5pi U/ml** SNT 3-11% jpi (56)
quotidien
10 porcelets, inoculation
IV, souche JE-91, RT- - 103%° Tous positifs a
prélévement sanguin PCR 3-5)pi U/ml** SNT 28 jpi (158)

quotidien

IV=intraveineux; SC=sous-cutané; ID=intradermique; LDso=dose léthale 50%; TCIDso=Dose infectieuse 50% en culture
tissulaire; ICISM= inoculation intracérébrale du souriceau nouveau-né; RT-PCR=reverse transcription-polymerase chain
reaction; VN=test de neutralisation virale; IHA=inhibition de ’hémagglutination; SNT=test de séroneutralisation; jpi=jours
post infection; * Tous les porcelets positifs a cette date, a la fin du suivi; ** Une U a été définie comme la quantité d'ARN
viral correspondant a 1 TCID50 de la préparation virale utilisée comme standard par les auteurs.; NA: non applicable, lorsque
la détection de la virémie était qualitative.

Ces études expérimentales montrent systématiquement que la virémie provoquée par

I’infection au VEJ est précoce et courte. Cela peut expliquer pourquoi le VEJ est difficile a

isoler chez les porcs dans des conditions de terrain lors d’études transversales ou longitudinales,
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si la périodicité des prélévements sanguins n'est pas assez élevée. A titre de comparaison,
d'autres maladies porcines importantes provoquent des virémies plus longues : la peste porcine
africaine (PPA) provoque une virémie de 3 semaines a 2 mois (159-161) et la peste porcine
classique (PPC) de 1 a 3 semaines (162,163).

Les caractéristiques de la virémie dans des conditions de terrain ont pu étre documentées
lors de suivis de cohortes de porcs chez qui le VEJ a été détecte. Ueba et al. (1972) ont suivi
des porcelets pendant plusieurs mois et les ont testés par ICISM d’une fois par jour a une fois
tous les quatre jours. Les résultats ont confirmé les durées de virémie observées dans des

conditions expérimentales : de 3 a 5 jours (164).

3.2.2. Réponse humorale des porcs aprés une infection par le VEJ

L’apparition d’anticorps apres une infection expérimentale par le VEJ a été étudiée dans
six articles (Tableau 1). Selon le protocole de I'étude (souche VEJ, voie et dose d'inoculation,
age des porcelets), apres une infection expérimentale par le VEJ, les anticorps apparaissaient
entre 3 et 7 jpi, et étaient détectés jusqu'a la fin de I'étude (7-35 jpi). Ueba et al. (1972) ont
signalé que la virémie chutait dés que les anticorps anti-VEJ étaient détectés. Cela suggére que
la virémie est courte en raison de I'apparition précoce de la réponse immunitaire. Dans les
années 90, Geevarghese et al. (1994) ont montré une persistance des anticorps détectés par IHA
jusqu'a 3 ans, bien que, selon ces auteurs, cette immunité durable puisse étre imputable a une

exposition répétée au VEJ (165).

3.2.3. Signes cliniques

Les signes cliniques, chez les truies et porcelets aprés inoculation expérimentale du virus
ou apres infection naturelle, ont été décrits dans quatorze articles. La méthodologie détaillée

des études et leurs résultats sont présentés dans le tableau 2.

Une étude expérimentale décrivait des troubles de la reproduction chez des truies associes
au VEJ (Tableau 2) (155). Selon la souche du VEJ inoculée aux truies, les conséquences de
I'infection expérimentale de truies séronégatives allaient de I'absence d'impact sur la portée a
des troubles de la reproduction chez 2 truies sur 6. L’existence d’un trouble de la reproduction
était caractérisée par la présence d’au moins un feetus momifié ou hydrocéphale dans la portée.
Les deux truies présentant des troubles de la reproduction ont développé une virémie et une

réponse immunitaire apres l'infection.

Il a été démontré que des porcelets infectés expérimentalement par le VEJ pouvaient

également développer des signes cliniques. Les résultats des quatre études concernées sont
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résumeés dans le tableau 2. Chaque porcelet présentait de la fievre un jour aprés l'infection. Chez

certains d’entre eux, des signes neurologiques légers (tremblement des membres postérieurs,

lethargie), ont pu étre observés jusqu'a un maximum de 10 jours post-infection. Tous les signes

cliniques ont disparu en quelques jours sans traitement. Aucune lésion macroscopique n'a été

détectée mais trois articles ont rapporté des Iésions microscopiques non spécifiques sur les

porcelets inoculés.

Tableau 2 : Troubles de la reproduction chez les truies et signes cliniques et Iésions chez des porcelets aprés
une infection expérimentale par le VEJ.

Lésions

Meéthode Signes cliniques : Lésions microscopiques Référence
macroscopiques
5 truies gestantes,
mpcu[a‘gon \VA souche_ (155) 1¢¢
Fuji, prélévement sanguin Non / / g
L e . expérience
quotidien jusqu’a la mise-
bas
6 truies gestantes,
inoculation IV, souche Feetus momifiés et nd
1 . (155) 2
Kanagawa, prélévement hydrocéphales / / o
; T )e ) expérience
sanguin quotidien jusqu’a  dans 2/6 portées
la mise-bas
14 porcelets, inoculation I_:u_evrg Jusqua 4 Encéphalite non Suppurative
. - jpi, léthargie et avec bourrelet périvasculaire de
1V, surveillance des signes o .
- . X tremblement des Non cellules mononucléaires, gliose (166)
et histopathologie apres : o ;
4 membres multifocale dans la matiére grise
euthanasie -
postérieurs et blanche du cerveau.
Fievre jusqu'a 4
10 porcelets, inoculation jpi, léthargie et Encéphalite non suppurative
intranasale, surveillance  1éger tremblement avec bourrelet périvasculaire de
des signes et des membres Non lymphocytes, gliose multifocale, (167)
histopathologie aprés postérieurs sur 4 dégénérescence neuronale et
euthanasie porcelets jusqu'a nécrose.
10 jpi
Fiévre jusqu'a 5
12 porcelets, inoculation  jpi, diminution de
IV+ID, surveillance des I'appétit, Sianes de méninao-
signes et histopathologie constipation et Non 9 ening (56)
< X " . encéphalomyelite virale
aprés euthanasie et RT- reticence a se
PCR sur tissus déplacer jusqu'a 6
a9 jpi.
Fievre jusqu'a 5
jpi, léthargie
10 porcelets, inoculation jusqu'a 5 jpi,
1V, surveillance des signes  légere ataxie entre
et histopathologie apres 10 et 13 jpi, 2 Non Non (158)

euthanasie et RT-PCR sur
tissus

porcs avec ataxie
des membres

postérieurs entre
19 et 27 jpi.

IV : intraveineux ; ID : intradermique ; jpi : jours post infection ; RT-PCR : reverse transcription-polymerase chain reaction ;

/ : non investigué.
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Les répercussions cliniques du VEJ sont plus difficiles a mettre en évidence dans des
conditions de terrain. Dans sept articles, des tissus de porcelets avortés ou mort-nés dans des
troupeaux présentant des troubles apparents de la reproduction pour lesquels le VEJ était
suspecté ont été testés par RT-PCR, ICISM ou IHA selon les études. Les résultats sont résumés
dans le tableau 3. Le VEJ a pu étre isolé dans 5/37 & 8/8 des cerveaux de porcelets avortés ou
mort-nés. Quatre articles ont également fourni des informations quantitatives sur les troubles
de la reproduction chez des truies (c'est-a-dire la présence de porcelets mort-nés ou de feetus
avortés ou momifiés dans une portée) des troupeaux affectés. Les auteurs ont identifié des taux
de trouble de la reproduction allant de 15 & 36% des truies reproductrices (153,168-170). Une
étude présentait I’analyse de questionnaires adressés aux propriétaires d’un élevage ou des
anticorps contre le VEJ avaient été détectés sur les truies. Des informations relatives aux
performances de reproduction ont été collectées (nombre de porcelets nés au total et vivants
dans la derniere portée, avortements, naissances de porcelets mort-nés ou faibles, avec ou sans
symptomes neurologiques). Selon les éleveurs, dans I’un des troupeaux enquétés, 31 truies sur
51 avaient présenté des troubles de la reproduction. Les auteurs ont ensuite montré une
correlation positive entre la détection d'anticorps contre le VEJ (sur la base des résultats de tests
immuno-enzymatiques détectant les IgG (ELISA IgG)) et le nombre de porcelets mort-nés dans
les portées des truies agees de moins de 1,5 ans (171), suggérant que l'infection par le VEJ
provoquerait a la fois des troubles de la reproduction et I'apparition d'anticorps chez les jeunes

truies gestantes.

Tableau 3 : Détection du VEJ dans les troupeaux de porcs présentant des troubles de la reproduction et
quantification de ces troubles.

Méthodes de Matériel Résultat  Diagnostic Troubles de la Pays  Référence
laboratoires différentiel reproduction (TR)
RT-PCR Feetus avortés  Détection Non Pas de données Chine 172)
quantitatives
RT-PCR Echantillon de 5/37 Non Pas de données Chine (173)
37 LCR de quantitatives
porcelets
avortés
ICISM, RT-PCR  Echantillon de 20/108 Non Pas de données Chine (174)
108 tissus quantitatives

cérébraux de
porcelets mort-
nés

RT-PCR Echantillon de 3 3/3 VPPC, 30/200 truies Chine (168)
tissus cérébraux PRRSV, présentant des TR
de porcelets PRV, PPV (15%)
mort-nés non détectés
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RT-PCR 31 tissus 7/31 Non 10/28 truies Inde (169)

cérébraux de présentant des TR
porcelets mort- (36%), 2-5 mort-
nés (tous les nés/truie, 31 mort-
porcelets mort- nés au total
nés de la ferme)
RT-PCR Echantillon de 8 8/8 VPPC, 37 truies avec Chine (170)
tissus cérébraux PRRSV, TR/128 truies (29%)
de porcelets PRV, PPV
mort-nés non détectés
IHA sur les Feetus avortés  Isolement Non 50 truies avec Japon (153)
fluides corporels sur TR/320 truies (3
+ isolement du "certains" fermes) (16%)
virus (méthode foetus

non précisée)

RT-PCR=reverse transcription-polymerase chain reaction ; ICISM = inoculation intracérébrale de souris de lait ; IHA =
inhibition de I'némagglutination ; LCR = liquide céphalo-rachidien ; VPPC = virus de la peste porcine classique ; PRRSV =
virus du syndrome respiratoire porcin ; PRV = virus pseudo-rabique ; PPV = parvovirus porcin ; TR = trouble de la
reproduction (avortement ou au moins un porcelet mort-né dans la portée).

Deux études de terrain ont rapporté des signes cliniques chez des porcelets potentiellement
induits par le VEJ. En 2009, des porcelets ont développé une encéphalite virale et sont morts
dans une ferme au Japon. Sept cerveaux ont été prélevés, dans lesquels le VEJ a été détecté par
RT-PCR (175). En 2014 en Inde, une étude a été menée chez des truies ayant des antécédents
de troubles de la reproduction. Des lésions macroscopiques et microscopiques ont été détectées
en association avec une infection par le VEJ chez des porcelets mort-nés, confirmée par RT-
PCR. Les porcelets mort-nés présentaient des hémorragies sous-cutanées, une
hydranencéphalie, ou un cerveau gonflé avec dilatation des espaces ventriculaires et
amincissement du parenchyme environnant. L'histopathologie du tissu cérébral a revélé un
cdéme généralisé, une congestion, des microhémorragies dans le parenchyme, une
dégénérescence neuronale et une accumulation de cellules gliales (169). Ces lésions

microscopiques étaient en accord avec les travaux expérimentaux présentés ci-dessus.

Enfin, le VEJ pourrait causer des troubles de la reproduction chez les verrats mais les études
sont peu nombreuses. Ogasa et al. (1977) ont détecté par ICISM le VEJ dans la semence de 2
des 5 verrats inoculés expérimentalement, et ont rapporté une réduction de la motilité et de la
concentration des spermatozoides chez deux autres verrats (73). D'autre part, dans 1’étude de
Teng et al. (2013), 2 des 12 verrats malades présentant un gonflement testiculaire ont été testés
positifs par RT-PCR sur le liquide séminal (173).

En conclusion, les études expérimentales et de terrain montrent que les signes cliniques du

VEJ consistent principalement en des troubles de la reproduction chez les femelles (et dans une

36



moindre mesure chez les méles), allant de la naissance de porcelets faibles a des avortements.

Le VEJ est détecté dans les tissus cérébraux des porcelets infectés pouvant développer des

signes non spécifiques d'encéphalite.

3.2.4. Anticorps maternels anti-VEJ

La persistance des anticorps maternels anti-VEJ chez les porcelets dans des conditions de

terrain a été décrite dans quatre articles. Les résultats sont présentés dans le tableau 4. Les quatre

études étaient basées sur le suivi de porcelets au Japon, au Cambodge et en Inde du Sud. Dans

les premiéres études, les anticorps maternels anti-VEJ disparaissaient chez les porcelets a I'age

de 1,5 a 4 mois (155,176). Ces résultats ont été confirmés par des études récentes montrant une

disparition des anticorps maternels anti-VEJ chez les porcelets entre 2 et 3,5 mois (108,109).

Tableau 4 : Persistance des anticorps maternels anti-VEJ chez les porcelets dans des conditions de terrain.

Protocole

Test

Age moyen a la
disparition des
anticorps
maternels anti-
VEJ

Pays

Référence

80 porcelets de 2 a
7 mois, provenant
de fermes,
prélévement
sanguins mensuels

IHA

> 4 mois

Japon

(150)

9 porcelets, placés
dans des piéges a
moustiques,
prélévement
sanguins mensuels

IHA

> 1.5 mois

Japon

(150)

2 cohortes de 15
porcelets de 2
mois, prélevement
sanguins tous les
10 jours pendant 4
mois

IgG ELISA

> 3 mois

Cambodge, zone
périurbaine

(108)

2 cohorte de 15
porcelets de 2
mois, prélévement
sanguins tous les
10 jours pendant 4
mois

IgG ELISA

Périurbain: > 2
mois
Rural: > 3,5 mois

Cambodge, zone
périurbaine et
rurale

(109)

5 porcelets de 2
mois, prélevement
sanguins mensuels

pendant 3 ans

IHA

> 2 mois

Inde du Sud

(165)

IHA=inhibition de ’hémagglutination; ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.
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3.2.5. Excrétion du VEJ

Trois études ont porté sur I'excrétion oro-nasale du VEJ, pouvant participer a la diffusion
du VEJ dans les troupeaux de porcs ou la densité vectorielle est trés faible, voire nulle. Des
porcelets ont été infectés de manicre expérimentale et les auteurs ont suivi I’apparition des
signes cliniques, la virémie, I'excrétion et le tropisme du virus. L'excrétion virale dans les
sécrétions nasales a été détectée par RT-qPCR de 2 a 8 jpi, a des niveaux similaires a ceux de
la virémie, soit de 10 a 10* unités/ml selon I'étude. Les auteurs ont également signalé une
détection de I'ARN du VEJ dans les amygdales jusqu'a 28 jpi (56,57,158).

Aucune étude n'a rechercheé I'excrétion du VEJ dans les liquides d'avortement, alors que le
virus est détecté dans les tissus cérébraux de porcelets avortés ou mort-nés (voir tableau 3).
Ricklin et al. (2016) ont détecté I'ARN du VEJ dans l'urine a une faible fréquence (dans
I’échantillon d'urine d’un des 28 porcelets suivis) (55), et les auteurs ont suggéré des différences
de tropisme entre le VEJ et d'autres flavivirus comme le WNV ou le virus de la dengue (DENV)
(177,178).

Enfin, une étude a rapporté la détection du VEJ dans les fluides séminaux de sangliers
malades (173).

3.3. Mécanismes et schémas de transmission du VEJ et mesures de contrble
ciblant les porcs

3.3.1. Mécanismes de transmission du VEJ

Deux mécanismes de transmission du VEJ vers et entre les porcs ont été analysés dans les

articles étudiés : la transmission vectorielle et la transmission directe par voie oro-nasale.

3.3.1.1. Transmission vectorielle du VEJ

En 1964, une étude expérimentale a analysé la transmission moustique-porc et porc-
moustique (154). Les auteurs ont inoculé le VEJ a des Culex tritaeniorhynchus et les ont fait se
nourrir sur des porcs présentant des titres d'anticorps anti-VEJ variables. Les porcs ont été
prélevés quotidiennement avant et apres leur contact avec les moustiques infectés. Des tests
ICISM ont été effectués sur des échantillons de sang (inoculation intracranienne au souriceau
nouveau-né) et le titre viral a été exprimé en LDso. Le VEJ a été détecté chez tous les porcs,
sauf chez celui présentant le titre d'anticorps anti-VEJ le plus élevé, montrant une transmission

moustique-porc efficace. Des moustiques sains ont ensuite été mis en contact avec les porcs
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virémiques. Quatorze jours apres leur repas de sang, le VEJ a été détecté dans la sécrétion
salivaire de ces moustiques. Les porcs exempts d'anticorps anti-VEJ présentaient la virémie la
plus élevée (log 1,1-2,5 LDso) et ont infecté de 10 a 96% des moustiques se nourrissant sur eux.

Ces résultats ont été confirmés quelques années plus tard (156).

Plus récemment, en Chine, les génomes des souches de VEJ isolées de porcs et de
moustiques se sont révélés tres similaires, suggérant la circulation vectorielle du VEJ entre les

2 populations en conditions naturelles (174).

3.3.1.2. Transmission directe du VEJ

Outre la transmission vectorielle, les trois études expérimentales montrant une excrétion
nasale et orale du VEJ présentées ci-dessus (3.2.5. Excrétion du VEJ), suggérent un risque de
transmission directe entre porcs (56,57,158). Le tableau 5 présente les résultats de deux autres
études montrant I'efficacité de cette transmission directe en situation expérimentale. Les auteurs
ont d'abord inoculé des porcelets avec des doses connues de VEJ et les ont mis en contact avec
des porcelets naifs, en I'absence de moustiques (55). Ensuite, les porcelets ont été inoculés par
voie orale et intra-nasale avec des doses connues de VEJ et ont été suivis (55,167). Dans les
deux études, des signes cliniques ont été observés et le VEJ a été détecté par RT-PCR dans le
sang et les excrétions oro-nasales. La période d'incubation des porcs infectés par contact était
de 3a5 jours. La période d'incubation des porcs infectés par voie oro-nasale était de 1 a 3 jours
en fonction des doses inoculées. Le niveau de virémie atteignait 10° to 10* U/ml, une unité (U)

correspondant & la quantité d’ARN trouvée dans une TCID50 de la préparation virale utilisee.

Tableau 5 : Démonstrations expérimentales de la transmission directe du VEJ entre porcelets.

Test pour la virémie

" V0|e. et les fluides oro- S_|gnes Virémie Excretion Référence
d’infection cliniques oro-nasale
nasaux
Contact avec
des porcs
infectés dans i . Oui, 3-10 jac Oui, 5-10 jac (55) 1¢r
des batiments RT-PCR Oui ~10* U/ml ~10t5U/ml expérience
exempts de
vecteurs
Inoculation _ . Oui, 1-9 jpi Oui, 3-9 jpi (55) 2™
oro-nasale RT-PCR Oui ~10%° U/ml ~10% U/ml expérience
I_noculatlon / Oui / / (167)
intranasale

jpi: jours post infection; jac: jours apres contact; RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction; /: non investigué.
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En outre, une étude récente suggere que I'épithélium nasal pourrait étre une voie d'entrée
et de sortie pour le VEJ chez les porcs. Le VEJ étant excrété a la fois sur la face apicale et
basolatérale des cellules épithéliales, une telle infection pourrait permettre I'entrée du virus chez
I'ndte ainsi que la propagation oro-nasale du virus a d'autres hotes d'une maniére comparable a

celle de virus respiratoires tels que le virus de la grippe (179).

3.3.2. Distribution géographique du VEJ chez les porcs

De 1966 a 2016, la présence d'anticorps anti-VEJ a été signalée chez des porcs dans dix-
sept pays d'Asie et/ou du Pacifique, de I'Inde a I'ouest au Japon a I'est, et du nord de I'Australie
au sud a la Chine au nord (Figure 4). Cependant, les anticorps détectés par ELISA ou IHA
peuvent étre des anticorps orientés contre d'autres virus du méme serocomplexe que le VEJ en
raison des réactions croisées de ces tests et de leur faible spécificité (33). Les tests de
séroneutralisation (SNT) tels que le test de neutralisation par réduction de plaque (PRNT),
permettent de confirmer une exposition au VEJ. Certaines études ont néanmoins suggéré une
bonne cohérence entre un titre IHA élevé et un titre de PRNT de 50% (107-109).

. - . WA et
% 1 R ZIARS 4 .
Détection et confirmation par SNT ou RT-PCR ~ 2 3
Cd
Détection par IHA ou ELISA P“‘
Y
* Détecté seulement chez les sangliers /,‘;f
%

Détecté chez les porcs domestiques et les sangliers// H

{ )

Figure 4 : Détection du VEJ chez les porcs de 1966 a 2016, sur la base des études sélectionnées.
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Le tableau 6 résume, pour chaque pays, les enquétes sérologiques transversales et
longitudinales les plus récentes réalisées chez les porcs, les références plus anciennes étant

indiquées dans la derniére colonne.

Les taux de séroprévalence varient de 3,1% a 74% (dans le tableau 6, le taux de
séroprévalence n'a été calculé que si plus de 100 porcs avaient été testés). Dans les études les
plus récentes (porcs échantillonnés apres 2007), les séroprévalences les plus élevées chez les
porcs domestiques (>50%) ont été observées au Laos, au Cambodge, au Vietnam et en Inde.
Au Cambodge en 2007 (107), et en Thailande en 1983 (180), la séroprévalence (basée sur les
résultats d’THA) augmentait avec I'age apres la perte des anticorps maternels. Au Sri Lanka, en
1988, les auteurs n'ont cependant pas observé de corrélation significative entre I'age des

animaux échantillonnés et la séroprévalence détectée par SNT (181).

Peu de données de séroprévalence ont été rapportées pour la Chine, méme si le virus a été
détecté chez les porcs par RT-PCR a plusieurs reprises (168,172-175). Cependant, au Tibet,
trois études ont rapporté que 5 a 33% des porcs échantillonnés présentaient des anticorps IgM
anti-VEJ détectés par ELISA de capture. L'infection par le VEJ a été confirmée par RT-PCR
chez certains des animaux positifs, suggérant un niveau relativement élevé de l'incidence de

I'infection par le VEJ chez les porcs tibétains (182).

Concernant les sangliers et les porcs sauvages, des niveaux élevés de séroprévalence du
VEJ ont été trouveés au Japon (entre 44%, n=117, et 83%, n=36), en Corée du Sud (66%, n=288)
et a Singapour (100%, n=68, derniere étude en 1999). En 1998, des anticorps anti-flavivirus ont
été détectés par IHA chez prés de 80% des porcs sauvages dans le nord du Queensland en
Australie (183). Ces porcs sauvages ayant été échantillonnés dans le cadre de I’investigation
d’un foyer d'EJ, il pourrait s’agir d’anticorps anti-VEJ, suggérant une éventuelle implication de
ces animaux dans la circulation de I’EJ dans la zone d’étude. Dans les autres pays, la
comparaison entre les taux de séroprévalence du VEJ observés chez les porcs domestiques et
chez les sangliers est difficile, car, au Japon, les sangliers et les porcs domestiques ont été
échantillonnés dans des Tles differentes ; et en Corée du Sud, seuls les sangliers ont éte
échantillonnés. A Singapour cependant, les sangliers ont été échantillonnés la méme année et
dans la méme zone que les porcs domestiques et les deux séroprévalences étaient élevées
(respectivement 100%, n=28, et 94%, n=81).
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Tableau 6 : Taux de séroprévalence du VEJ chez les porcs et sangliers dans le monde.

Origine des
animaux Mise en e
Région des Année des prélevés Age des [\l or:nbre Test évidence Test de' (e Références
rélevements prélévements  (A/F pour animaux - d’animaux sérologique d’anticorps confirmation - Référence plus
P P P prélevés testés 9iq HCOTPS ot résultat anciennes
porcs anti-VEJ
domestiques)
A“(S}r?"e 1995 F NS 90 IHA 6390  SNT+  (66)
A“(S}r;""e 1998 saz?/;C;es NS 113 IHA  90/113 / (183)
~4.3m IHAet  657%et
Cambodge 2007 AcetF (201-) 505 ELISA 63 5‘;/0 / (107)  (108,109)*
12m '
Hong Kong 1968 F NS 558 IHA 60,4% / (184)
Inde 2014 F >3m 51 ELISA 35/51 RT-PCR + (185) (186-188)
Indonésie 2015 F NS 80 ELISA 32/80 / (189) (190,191)
Japon (P.) 2008 Sangliers NS 36 SNT 30/36 SNT + (192) (193,194)
Japon (Is.) 2010 F NS 128 IHA 3,1% RT-PCR-  (195)  (196,197)**
Japon (Ir.) 2010 Sangliers NS 117 IHA 44,4% RT-PCR - (195) (198,199)
00233 du 2011 Sangliers NS 288 SNT 66% SNT + (200)
Laos 2009 A 4-12m 727 IHA 74,7% / (201)
Malaisie 2016 F NS 90 ELISA 40/90 / (58) (202)
Myanmar 1999 F NS 36 IHA 12/36 / (203)
Népal 2010 F 4-48m 454 ELISA 16,7% / (204) (81,205)
Singapour 1999 Sangliers NS 28 IHA 28/28 SNT + (206)
Sri Lanka 1988 F 1-24m 951 SNT 32,6% SNT + (181)
Thailande 1983 A 4-12m 100 IHA 74% ICISM + (180) (13)
(?:t',’;f) 2015 A 16m 102 ELISA np  RT-PCR+ (182)  (207,208)
Vietnam 2010 A 4-8m 641 ELISA 60,4% SNT + (209) (1721i§)10_
Taiwan 1966 F 3-8m 6000 IHA 37,3% / (214)

j=iours; m=mois; T.=Détroit de Torres, Australie; P.=Principale; Is.=Ishigaki; Ir.=Iriomote (iles japonaises); A= abattoir; F=
ferme; NS=non spécifié; np: non pertinent car les auteurs ont recherché les IgM; /=non fait; * études longitudinales plus
récentes : pas de séroprévalence mesurée du VEJ mais infection au VEJ confirmé par RT-PCR; ** infection au VEJ
confirmée par RT-PCR, ICISM ou SNT.

3.3.3. « Patterns » épidémiologiques

Les résultats de plusieurs études de terrain ont suggéré que le pic d'abondance vectorielle
et I'augmentation du nombre de moustiques infectés (détection du VEJ par ICISM) coincidaient
avec le pic de séroconversion des porcs (augmentation de la proportion de porcs chez qui des
anticorps anti-flavivirus étaient détectés par IHA) (176,202,215-217) ainsi qu’avec 1'apparition
de signes cliniques chez I’homme (89,154,181,211,218,219). Ces études soulévent ainsi la
question de la saisonnalité de la transmission du VEJ (voir la Figure 6 de Konno et al. (1966)
revue dans Van den Hurk et al. (2009)) (41,218).

La saisonnalité de la circulation du VEJ chez les porcs a été mise en évidence par des

enquétes sérologiques longitudinales (suivi des mémes animaux), ainsi que par des enquétes
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sérologiques transversales (prélévements ponctuels) répétées dans des abattoirs ou dans des
fermes. Dans les études longitudinales, selon le protocole, des porcelets de 2 a 4 mois ont été
placés dans des enclos et des échantillons de sang ont été prélevés quotidiennement ou
mensuellement pendant 4 mois a 2 ans. Dans les études les plus longues, les porcelets étaient
remplacés lorsqu'ils présentaient une séroconversion
(71,89,108,109,154,176,180,183,215,220,221). Dans des enquétes transversales répétées, des
porcs agés de 4 a 12 mois ont été échantillonnés chaque mois dans des abattoirs, pendant 1 a
10 ans selon le protocole (153,201,202,210,212,216,218,219,222-224), et des truies
reproductrices ont été échantillonnées chaque mois dans une ferme du sud du Vietnam (171).
Les résultats sont présentés dans le tableau 7.

Trois grands « patterns » épidémiologiques peuvent étre distingués:

(i) un « pattern » endémique avec circulation forte toute I'année, comme au Cambodge ou
deux enquétes longitudinales ont montré que tous les porcelets suivis séroconvertissaient en

moins de 4 mois, quelle que soit la période de I'année (108,109).

(if) un « pattern » endémique avec saisonnalité, ou la circulation du VEJ se produit
également tout au long de lI'année mais atteint son maximum pendant les saisons chaudes et
pluvieuses, comme au nord du Vietnam (210,212), au Laos (201,222), en Malaisie (202), en
Indonésie (221), en Thailande (sauf dans le district montagneux de Chang Mai) (89,220) et a
Taiwan (154,176,214).

(iif) un « pattern » épidémique, avec des pics de transmission du VEJ séparés par des
périodes de non-détection comme dans le nord de I'Australie (183), le nord de I'Inde (215), le
Sri Lanka (181), le district de Chang Mai en Thailande (71) et le Japon
(153,216,218,219,223,224). Au Japon, Konno et al. (1966) ont détaillé les épidémies cycliques
d'EJ parmi les populations porcines et humaines, liées a I'abondance des vecteurs, ce qui a été
fait I’objet d’une revue en 2009 (41,218).

Pour les deux derniers « patterns » épidémiologiques, les périodes de forte circulation de
I'EJ ont été identifiées grace a des études sérologiques longitudinales, présentées dans le tableau
7. Les taux de séroconversion des porcs, et donc ’intensité de circulation du VEJ, atteignent
généralement leur maximum pendant les saisons chaudes et humides. A Bangkok et au Nord
du Sri Lanka, la plus forte circulation du VEJ chez les porcs a été observée en saison séche,
mais ces régions présentent néanmoins un climat tropical chaud. Les études longitudinales ont

montré que pendant les périodes de forte circulation, 1’ensemble des porcelets suivis
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séroconvertissaient dans des délais parfois tres courts, allant d’1 semaine a Taiwan a 5,5 mois

en Indonésie.

Tableau 7 : Saisonnalité de la circulation du VEJ chez les porcs par enquétes sérologiques.

Protocole de
prélevements

(étude Saisonnalité détectée de
Pays/région longitudinale ye . Climat correspondant  Références
ou transversale P’infection des porcs
(abattoir ou
ferme)
Cambodge Longitudinale! Toute ’année SO** (108,109)
. . Février-Octobre* , - (212)
2
Nord Vietnam Abattoir Janvier-Octobre* Saison chaude et humide (210)
Sud Vietnam Fermes? Toute I’année S0** (171)
. Juin-Juillet* . . (201)
1
Laos Abattoir Aol Saison chaude et humide (222)
Malaisie Abattoir?3 Novembre-Janvier* Mousson d’hiver (chaude (202)
et humide)
Indonésie Longitudinale®* Octobre-Mars* Saison chaude et humide (221)
Thailande
Bangkok Longitudinale?! Février-Mai* Saison chaude et séche (89,220)
Chiang Mai  Longitudinale?® Mai-Juillet Saison chaude et humide  (71,225)
. Lo Mars-Octobre, pic en " (154,176,2
2,4 s
Taiwan Longitudinale Aot/ Juillet* Mousson d’été 14)
. Juillet-Novembre, pic en été : chaud et humide
1,5 ’ ’
Abattoir Aot/Septembre automne : typhons (223)
Japon, Tle Abattoir? Juin-Decembre chaud ?;g#é?}'sde puis (153)
principale Abattoir2* Juillet-Aodt chaud et humide (216)
Abattoir? Mai-Mars, pic en Aot chaud et humide puis (218)
typhons
. Abattoir? Aot . .

Japon, Okinawa Abattoir2 Avril-Octobre Saison chaude et humide  (219,224)
Nord Est de I’Inde  Longitudinale 2 Juin- Ao(t Mousson (215)
Sri Lanka

Centre/Nord Lonaitudinale ® Octobre-Novembre Saison seche (181)
Cote Sud-Ouest g Mars-Avril Saison chaude et humide
Nord de Longitudinale?? Février-Auvril Saison chaude et humide (183)

I’ Australie

* Période pendant laquelle la circulation est la plus intense, mais circulation du VEJ toute I’année; 'ELISA; 2IHA; 3SNT;

41CISM; **sans objet car il n’y a pas de saisonnalité dans la circulation du VEJ.

Dans les années 90, au nord du Vietnam, deux études ont montré des variations périodiques

de la séroprévalence du VEJ chez les porcs (circulation plus élevée pendant la saison chaude et

humide), suggérant une circulation saisonniére du VEJ (210,212). Ces résultats contrastent avec
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ceux obtenus dans le sud du Vietnam (delta du Mékong) ou une étude récente n'a mis en
évidence aucune corrélation entre la séroprévalence du VEJ chez des truies et la saison (171).
En Thailande, la saisonnalité de I'EJ a été signalée comme étant beaucoup plus marquée dans
le district de Chiang Mai (71), a 700 km au nord de Bangkok, que dans le district de Bangkok
: la circulation de I’EJ chez les porcs n'a été détectée que de mars a décembre (atteignant 90%
de séroconversions entre mai et juillet), alors qu'elle a été détectée toute I'année dans le district
de Bangkok (154,220). A Taiwan, la circulation de I'EJ se produirait également en hiver puisque
Chan et al. (1968) ont détecté des anticorps de I'EJ chez 15,6% des porcs de 5 mois élevés en
hiver, suggérant au vu de leur &ge que cette prévalence n'est pas liée aux anticorps maternels

mais bien a une circulation du VEJ (214).

Outre ces schémas temporels, l'intensité de la circulation du VEJ varie également en
fonction du paysage. Culex tritaeniorhynchus, Culex gelidus, et Culex quinquefasciatus, les
principaux vecteurs du VEJ, sont des especes de moustiques ruraux principalement présents
dans les agroécosystéemes comprenant les rizieres des pays asiatiques, inondés par la pluie ou
I'irrigation (41,86,226-233). C'est pourquoi les études de séroprévalence du VEJ ont été
principalement menées sur des porcs élevés dans (ou a proximité de) ces écosystemes. Dans de
tels contextes, la séroprévalence du VEJ s'est averée étre potentiellement tres élevée, avec de
40% a plus de 75% de porcs positifs par IHA ou ELISA (confirmés ou non par SNT) en
Indonésie, a Hong Kong et au Laos (58,66,184,185,189,201,203,204,214). Ces niveaux de
prévalence élevés ont conduit & considérer I'EJ comme une maladie essentiellement rurale, et
la proximite avec les rizieres et les élevages de porcs (en particulier de type basse-cour) ont été

identifiés comme des facteurs de risque majeurs d'EJ chez I'homme (189).

Cependant, plusieurs études menées a Taiwan (214), en Thailande (89,180), a Hong Kong
(184), au Japon (224) et plus recemment au Cambodge (108,109), au Vietnam (211,213) et en
Malaisie (58), ont montré que le VEJ pouvait également circuler chez le porc dans les zones
périurbaines, voire urbaines. Les valeurs de séroprévalence du VEJ chez les porcs variaient de
26,5% a plus de 90% de positifs IHA ou 1gG ELISA dans les études transversales, et les taux
de séroconversion atteignaient 100% des porcelets suivis dans les études longitudinales
réalisées au Cambodge. Les vecteurs principaux étant des espéces rurales, ces observations
suggerent un changement d’habitat de ces vecteurs, ou l'implication d'autres espéces de vecteurs
et/ou d'autres espeéces d’hdtes ou de réservoirs permettant maintenir la transmission du VEJ

dans les systemes epidémiologiques périurbains.
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3.3.4. Contr6le du VEJ ciblant les porcs

Les vaccins humains sont largement utilisés, et des programmes de vaccination chez
I'nomme ont été mis en place dans plusieurs pays (234,235). Au Japon, en Coréee du Sud et a
Taiwan, ces programmes sont durables et de grande efficacité. Au Népal, en Malaisie, en Inde,
au Sri Lanka, en Thailande, au Vietnam, en Chine et au Cambodge, ces programmes sont plus

limités ou en cours d'élaboration (25).

Chez I’animal, le développement de vaccins et la mise en ceuvre de programmes de
vaccination sont plus limités (151,236,237). Néanmoins des vaccins inactivés et vivants
atténués dérivés de cultures cellulaires sont utilisés chez le porc. La vaccination des porcs est
pratiquée au Japon, au Népal, a Taiwan et en Corée du Sud, mais de facon ciblée, afin de
protéger les truies gestantes contre les troubles de la reproduction (238). En Corée du Sud
cependant, un programme de vaccination des porcs avec un vaccin vivant atténué a été mis en
ceuvre au cours des 30 dernieres années et a permis de réduire les impacts de I’infection par le

VEJ (239,240).

Dans notre sélection, deux articles ont rapporté les effets de la vaccination contre le VEJ
sur la fréquence des troubles de la reproduction chez les truies. L'efficacité de la vaccination a
été démontrée sur le terrain pour la premiére fois en 1971 grace au suivi de deux groupes de
truies, vaccinées et non vaccinées. Le groupe vacciné a présenté deux fois moins de mises-bas
anormales (avortements ou mort-nés), moins de porcelets malformés ou mort-nés (1% a 7%
contre 31% a 54% dans le groupe non vacciné) et des portées plus grandes (2 a 3 porcelets de
plus par portée) (241). Dans des conditions expérimentales, la vaccination protégerait

¢galement contre la momification feetale (152).

Trois études suggerent que la vaccination des porcs contre le VEJ pourrait interférer avec
le cycle épidémiologique du virus et réduire l'impact de I’EJ sur la santé publique. Il a été
montré expérimentalement que le vaccin vivant atténué avec adjuvant complet de Freund
induisait une diminution de la virémie chez les porcelets (164,242). Quelques années plus tard,
il a été confirmé que ce vaccin réduisait la virémie, et qu’il prévenait également la réinfection
des porcs par des vecteurs infectés (151,241). Cependant, I'impact d'une vaccination massive
des porcs sur les infections cliniques humaines n'a pas encore été démontré : en Corée du Sud,
le programme de vaccination des porcs contre le VEJ, qui a duré 30 ans, n'a pas permis de

prévenir I’occurrence d’épidémies chez I'homme (239).
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4. Discussion

Cette revue de la littérature confirme que les porcs jouent un rdle central dans
I'épidémiologie de I'EJ. Les porcs développent une virémie courte (qui dure de 2 & 4 jours) mais
intense, attirent les vecteurs de I'EJ, et le renouvellement rapide des porcelets dans tous les types
d'¢levages porcins assure le maintien permanent d une proportion élevée d'individus sensibles,
qui facilite la circulation du VEJ. De plus, les élevages de porcs sont souvent situés a proximité
des habitations humaines, notamment pour les élevages de type basse-cour qui sont courants en

Asie : cette proximité favorise I'infection humaine.

De 1966 a 2016, la présence d'anticorps anti-VEJ a été rapportée chez des porcs dans dix-
sept pays d'Asie et du Pacifique, avec des niveaux de séroprévalence allant de 3,1% a 74%.
Bien que la diversité des zones, des périodes et des protocoles d'étude explique en partie ce
large intervalle, les niveaux de séroprévalence rapportés sont difficilement comparables en
raison de la variété des tests serologiques utilisés et du manque de spécificité de certains de ces
tests. En effet, la technique de référence pour le diagnostic sérologique des infections a
flavivirus est la séroneutralisation (SNT) (41). Seules quelques enquétes transversales
sélectionnées dans cette revue ont utilisé la SNT pour confirmer que le flavivirus détecté (par
IHA ou ELISA) était effectivement le VEJ (66,67,181,196,202,205,209). Dans les autres
études, les auteurs n’ont utilisé que I'THA ou I'ELISA IgG, plus économiques et rapides, et qui,
méme si elles ne permettent pas d’identifier précisément le flavivirus, permettent un premier
screening des échantillons notamment dans les régions endémiques du VEJ. L'IHA exploite la
capacité de la protéine d'enveloppe virale a agréger les érythrocytes en I'absence d'anticorps
d'enveloppe neutralisants et est sujet a de nombreuses réactions croisées dans le sérocomplexe
VEJ et avec d'autres flavivirus en raison du type d'antigene utilisé (243). De méme, les tests
ELISA utilisés, qui reposent sur une reaction colorimétrique pour laquelle I'intensité de la
couleur est liée a la concentration d'anticorps, sont spécifiques des flavivirus mais pas
exclusivement du VEJ, selon le type d'antigéne utilisé (244). En outre, si toutes les études
sélectionnees utilisant I''HA utilisaient la méme technique (243), de nombreux kits ELISA sont

disponibles et ont été utilisés dans les enquétes publiées.

Des flavivirus autres que le VEJ, comme le WNV et le DENV, circulent dans les pays
infectés par le VEJ, notamment au Cambodge (33,245). Cette co-circulation pose un probleme

de diagnostic en raison de la réaction croisée des anticorps au sein des différents sérocomplexes
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et entre eux (33,34,157,246-253). La confirmation par SNT des résultats positifs aux tests IHA
et ELISA semble donc essentielle pour évaluer correctement la séroprévalence du VEJ (34). Il
convient de noter que, bien qu'étant le test de référence, la SNT peut également étre sujet a des
réactions croisées méme limitées au sein du sérocomplexe du VEJ. Il est donc parfois nécessaire
de tester d'autres flavivirus (tels que le WNV et le DENV) en paralléle du VEJ, et de mettre en
ceuvre un algorithme de décision basé sur les titres du SNT afin d'identifier le flavivirus (244).
Cette procédure de confirmation complexe a été utilisée dans quelques études sélectionnées,
dont les études réalisées au Cambodge (66,181,209). De telles données de haute qualité sur la
séroprévalence et l'incidence de I'EJ font cependant défaut dans plusieurs pays, et il existe un
réel besoin d'efforts de recherche sur les méthodes virologiques et sérologiques pour le

diagnostic et la surveillance de I'EJ.

Le VEJ est souvent décrit comme une cause importante des troubles de la reproduction
chez les truies et les verrats. Une seule ¢étude de notre sélection suggérait que I’infection
experimentale de truies gestantes par le VEJ entrainait des troubles de la reproduction chez
celles-ci (présence de foetus momifiés ou hydrocéphales dans 2 des 6 portées) (155). L'impact
du VEJ sur la reproduction semble difficile a quantifier dans des conditions de terrain et la
corrélation statistique entre l'infection par le VEJ et I’apparition des troubles de la reproduction
est rarement étudiée. Dans 6 études de notre sélection, le VEJ a néanmoins été détecte par RT-
PCR chez certains porcelets avortés ou mort-nés, mais un diagnostic différentiel avec d’autres
pathogenes porcins provoquant des troubles de la reproduction n’a été réalisé que dans deux
des 6 études (168-170,172-174). De plus, la fréquence des troubles de la reproduction semble
étre liee au schéma épidémiologique du VEJ. Dans les zones endémiques sans saisonnalité
marquée, un contact permanent des porcs avec le virus entraine une immunité chez la plupart
des cochettes avant la maturité sexuelle : dans ce cas, I'infection par le VEJ chez les porcs a
donc une importance mineure sur les performances de reproduction (171). Dans des conditions
de transmission saisonniére, les truies sont plus susceptibles de présenter des troubles de la
reproduction si elles sont encore sensibles lorsqu'elles atteignent la maturité sexuelle. Ces
observations pourraient avoir une incidence sur les stratégies de controle de I’EJ chez les porcs,

qui seront examinées plus loin.

Plusieurs études expérimentales ont montré que les porcs domestiques développaient une
virémie élevée permettant une transmission porc-moustique-porc (56,150,158). Il a également
été montré que les principaux vecteurs du VEJ, Culex tritaeniorhynchus, Culex vishnui et Culex

gelidus, avaient une préférence trophique pour les vaches et les porcs, bien qu’ils soient
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opportunistes (94-98). Cependant, les deux premieres espéces ont souvent montré des taux plus
élevés de repas sanguins sur les porcs que sur les vaches, probablement en raison de leur
plasticité a la disponibilité des hotes puisque dans les zones rurales étudiees, les porcs sont
souvent plus abondants que les vaches (102). De plus, le nombre de porcs sensibles est toujours
élevé en raison d'un turnover important dd au systeme d'élevage. Enfin, I'élevage des porcs en
basse-cour est trés fréquent en Asie, avec des porcs vivant proche des habitations humaines.
Tous ces éléments confirment I'importance majeure des porcs dans le cycle de transmission du
VEJ.

Cependant, des études récentes suggérent que d'autres systemes épidémiologiques du VEJ
peuvent exister dans lesquels le porc domestique ne serait que peu voire pas impliqué. Tout
d'abord, des cas humains autochtones d'EJ ont été détectés a Séoul, en Corée du Sud, alors
qu'aucun porc n'est élevé dans cette ville (82). En 2013, en Chine, Teng et al. ont isolé le VEJ
chez des moustiques, des humains et des porcs, et ont montré que la méme souche était
identifiée chez les moustiques et les humains, mais pas chez les porcs (173). Enfin, deux études,
dont l'une trés récente, ont montré que le VEJ continuait de circuler des décennies apres

I'interdiction de I'élevage de porcs a Singapour (53,67).

Les ardeidés comme les aigrettes et les hérons, sont souvent considérés comme étant les
réservoirs sauvages du VEJ (50-52,73-75). Cependant, peu d’études récentes a ce sujet sont
disponibles (47,51,76). Plusieurs enquétes ou observations montrent que d'autres especes
aviaires, comme les oiseaux domestiques (poulet, Gallus gallus domesticus, et canard, Anas
platyrhynchos domesticus), sont exposées, et suggeérent que des réservoirs secondaires
pourraient étre impliqués dans la circulation du VEJ. Dans les années 50, Gresser et al. (1958)
avaient déja discuté de I'implication potentielle des oiseaux domestiques dans le cycle du VEJ,
en complément des porcs (77). Plus récemment, il a été démontré que les oiseaux domestiques
étaient exposés au VEJ au Népal et au Cambodge, des anticorps ayant été detectés a la fois par
ELISA et par SNT (33,81). Des anticorps anti-flavivirus ont également été détectés chez des
oiseaux domestiques en Malaisie, suggérant une possible circulation du VEJ chez ces especes
(58). Des études expérimentales ont montré que les canards et les poulets inoculés avec le VEJ
développaient différents niveaux de virémie, probablement suffisamment élevés pour infecter

les moustiques en retour (83,254).

La question d'un réservoir sauvage non aviaire pour le VEJ n'a jamais vraiment été évaluée,
alors que I'Asie du Sud-Est abrite la plus grande diversité de porcs sauvages (famille des Suidae)

au monde (255). Comme présenté ci-dessus, il a été démontré que les sangliers étaient fortement
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exposés au VEJ sur deux Tles japonaises, le génome du virus isolé chez eux présentant une forte
homologie avec celui précédemment isolé chez des porcs élevés sur une autre ile japonaise. La
détection de I'ARN du VEJ et d'anticorps IgG anti-flavivirus chez les sangliers suggere qu'ils
pourraient constituer des réservoirs supplémentaires dans les zones rurales et forestiéres (199).
Dans le nord du Queensland, en Australie, des anticorps anti-flavivirus ont été détectés chez
pres de 80% des porcs sauvages, lors d'une épidémie d'EJ, et les auteurs suggeérent qu'ils

pourraient étre devenus des hétes amplificateurs. (183).

L'EJ a traditionnellement été considérée comme une maladie rurale. Cependant, plusieurs
enquétes ont montré que le virus pouvait étre transmis dans les zones périurbaines et urbaines,
suggerant la présence dans ces zones d'especes de moustiques capables de transmettre le VEJ.
Cela pourrait étre le cas de Culex quinquefasciatus, compétent pour le VEJ et anthropophile
(256,257). Culex tritaeniorhynchus, Culex gelidus et Culex quinquefasciatus ont également été
piégés dans des foyers urbains au Vietnam, qu'il y ait ou non des porcs dans la zone (258). Dans
les zones périurbaines, les gens élévent traditionnellement peu de porcs ou de volailles.
Cependant, l'urbanisation croissante est susceptible d'augmenter les densités de porcs dans les
fermes, ainsi que les densités de fermes proches des zones urbaines, rapprochant ainsi les
populations humaines et porcines sensibles au VEJ. Il est donc nécessaire d'améliorer notre
connaissance du cycle de transmission du VEJ. L'existence de réservoirs secondaires pourrait
expliquer la transmission du VEJ dans des zones ou la densité porcine est faible ou nulle, ce qui
est le cas dans certaines zones urbaines ou périurbaines du Cambodge et du Laos, ou dans les
régions montagneuses (53,110,182,208).

L'EJ est principalement une maladie a transmission vectorielle, mais des études récentes
suggerent que de la transmission directe de porcs a porcs pourrait se produire (55,167). Deux
autres études in silico realisees a partir de données cambodgiennes et hongkongaises ont montré
que l'intégration de la transmission directe dans les modéles mathématiques permettait un
meilleur ajustement aux données sérologiques observées qu'un modeéle ne prenant en compte
que la transmission vectorielle, suggérant ainsi qu'une transmission directe pourrait faire partie
du cycle de transmission du VEJ (259,260). La réémergence de cas d’EJ d'une année a l'autre
indique que le VEJ pourrait passer I'hiver localement (153). La transmission directe pourrait
ainsi constituer 1’une des explications a I'hivernage du VEJ dans les troupeaux de porcs des
régions epidémiques ou endémiques ou la transmission du VEJ et les cas humains sont

saisonniers (55).
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Les vaccins humains sont largement utilisés, et des programmes de vaccination ont été mis
en place dans plusieurs pays (25,234,235). L’homme étant un h6te non compétent, chez qui la
virémie n’est pas suffisante pour réinfecter les vecteurs, la vaccination humaine ne peut, a elle
seule, arréter la circulation du virus. En outre, les cas humains peuvent réapparaitre en cas
d'échec de la vaccination ou d'émergence d'une nouvelle souche contre laquelle le vaccin actuel
n'est pas efficace. L'EJ est réapparue en Corée du Sud (2010-2015) aprées un programme de
vaccination de masse qui n'aurait pas réussi a induire une immunité durable, de sorte que les
groupes d'age plus élevés sont redevenus sensibles (261). Les vaccins sont également colteux
et nécessitent plusieurs doses. Finalement, certains de ces vaccins humains peuvent ne pas étre
efficaces a 100%, comme I'ont démontré Tandale et al. (2018) (262).

La vaccination des porcs peut étre utilisée comme une alternative pour contrbler la
circulation du VEJ. La vaccination des porcs permettrait non seulement de les protéger contre
d'éventuels troubles de la reproduction, mais aussi de rompre le cycle de transmission et de
réduire ainsi I'impact sur la santé humaine. Dans le nord du Bangladesh, Khan et al. (2014) ont
construit un modéle a compartiments pour décrire la dynamique de la transmission du VEJ dans
cette région et pour évaluer I'impact potentiel de la vaccination des porcs. 1ls ont montré que la
vaccination de 50% de la population porcine totale chaque année entrainerait une réduction de
82% de I'incidence annuelle de I'infection par le VEJ chez les porcs (263). Les vaccins porcins
sont largement utilisés au Japon, a Taiwan et en Corée du Sud, ou l'incidence de la maladie
chez les porcs a éte réduite grace a I'utilisation d'une souche vivante atténuée (Anyang300) dans
tout le pays depuis 30 ans (239,240,264).

Dans les zones épidémiques ou endémiques présentant un caractere saisonnier, la saison de
naissance des porcs a une influence sur I'dge auquel les porcs sont infectés par le VEJ, et donc
sur l'existence ou non de troubles de la reproduction. Dans le nord du Vietnam, ou le pic de
transmission se situe entre juillet et septembre, Ruget et al. (2018) ont utilisé la température et
les données sérologiques des porcs pour prédire I'age de la premiére infection par le VEJ. Les
porcs nés a la fin de I'hiver deviendraient sensibles a I'infection par le VEJ pendant la période
de forte circulation, et avant d'atteindre la maturité sexuelle. Au contraire, les porcs nés pendant
I'été et plus tard seraient protéges par leurs anticorps maternels pendant la saison du pic de
transmission. Ils perdraient leurs anticorps maternels anti-VEJ et redeviendraient donc sensibles
en hiver, lorsque I'abondance des vecteurs est trés faible. Selon les auteurs, environ 20% de ces

porcs ne seraient pas infecteés par le VEJ avant 8 mois, et pourraient donc presenter des troubles

51



de la reproduction lorsqu'ils sont infectés I'été suivant. Ces animaux (nés entre juillet et

septembre) devraient alors étre ciblés pour la vaccination (209).

Cependant, la vaccination des porcs présente plusieurs limites. D’abord, le vaste
programme de vaccination sud-coréen n'a pas empéché I'apparition de foyers dans la population
humaine au cours des dernieres années (239). Ensuite, quel que soit le systéme d’élevage et le
contexte socio-économique, le renouvellement des populations porcines est toujours rapide et
le colt de la vaccination est donc élevé. De plus, le VEJ pourrait encore circuler au sein des
populations de porcs vaccinés (237). Les vaccins porcins sont basés sur les virus du géenotype
GllI, génotype prédominant en Asie. Cependant, certaines études montrent un remplacement
du GIII par le GI qui pourraient modifier négativement I'efficacité des vaccins actuels
(211,265,266). Le VEJ a en effet été détecté dans la population vaccinée sur des foetus avortés
et des porcelets mort-nés en Chine (172,174). Les auteurs ont averti d’un manque d'efficacité
potentiel du vaccin et suggérent que la souche SA14-14-2 appartenant au GllI, utilisée pour le
développement du vaccin chez les porcs, devrait étre réévaluée. De plus, les vaccins
actuellement disponibles ne conférent pas une protection compléte contre la souche émergente
GV du VEJ (267,268). Enfin, le fait que le cycle puisse étre beaucoup plus complexe dans
certaines régions (multi-hétes, sans porcs domestiques ou avec une implication faible du porc),

suggere que la vaccination des porcs n’empécherait pas a elle seule la circulation du VEJ (269).

Des études de modélisation ont été menées pour tester des mesures de controle alternatives,
telles que la gestion des troupeaux de porcs. En effet, I'intensité de la transmission au sein d'un
troupeau dépend de la proportion d'animaux sensibles et immunisés, et donc en partie de la
gestion du troupeau. Selon la taille du troupeau et les pratiques de gestion, la proportion de
porcs immunisés au sein d'un troupeau peut varier et favoriser ou réduire la circulation virale
entre les porcs. Par exemple, la synchronisation des naissances, courante dans les élevages
industriels, induit des pics réguliers du nombre d'animaux sensibles lorsque ces porcelets
perdent leurs anticorps maternels anti-VEJ. L'augmentation de la durée entre deux portées
successives, qui peut étre contrdlée par la synchronisation de I'insémination, permettrait alors
éventuellement d'augmenter la probabilité d'interrompre la circulation du VEJ entre les

naissances successives de porcelets (270).

L’EJ étant principalement une maladie a transmission vectorielle, une alternative a la
vaccination reste la lutte antivectorielle. Des pulvérisations d'insecticides pour les adultes, des
larvicides tels que la toxine de Bacillus thuringiensis pour les stades juvéniles, des extraits de

Piper retrofractum (Piperaceae) ou des huiles essentielles pour dissuader I'oviposition sont des
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techniques qui ont été utiliseées (271-273). Une autre option, déja utilisée dans certaines zones
rurales cambodgiennes, consiste a couvrir les porcheries de moustiquaires. Il a finalement été
démontré que l'utilisation de moustiquaires imprégnées d'insecticide réduisait le taux de

séroconversion chez les humains et chez les porcs en Inde (274).

En conclusion, cette revue souligne que les « patterns » épidémiologiques du VEJ varient
selon les régions. Les porcs, lorsqu'ils sont présents, jouent un réle central, mais d'autres hotes
peuvent étre impliqués, comme les oiseaux domestiques. La vaccination humaine reste le
moyen le plus efficace pour protéger les populations humaines, mais elle ne permet pas d‘arréter
la circulation du virus. Il est donc également nécessaire d'agir sur le cycle réservoir-moustique

et d'adapter les mesures en fonction du fonctionnement de ce systeme multi-hotes.

Cette revue bibliographique confirme la place centrale du porc dans la transmission
du VEJ, mais souléve la question de I’existence de réservoirs secondaires. Au Cambodge,
I’EJ circule fortement chez les porcs mais des volailles domestiques sont €¢galement exposées.
Dans la partie suivante, nous analysons la seroprévalence anti-VEJ chez plusieurs espéces,
dont les porcs, les volailles et les chiens, prélevés la méme année dans la méme province,
afin de quantifier I’exposition relative de chacune et discuter leurs potentiel roles dans

I’épidémiologie de I’EJ.
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CHAPITRE 2 : Comparaison de la force d’infection par le virus de
I'encéphalite japonaise chez les porcs, les volailles et les chiens de

villages cambodgiens.

1. Introduction

Il est communément admis que le VEJ est transmis entre les réservoirs (oiseaux ardéidés)
ou les hotes amplificateurs (porcs) par les piqlres de moustiques du genre Culex, et
probablement de certains Aedes (50,87,92). Outre I'nomme et le cheval, dautres animaux
comme le chien peuvent étre sensibles a l'infection par le VEJ et sont, pour l'instant, considérés
comme des hétes non compétents. En effet, des anticorps neutralisant (Acn) anti-VEJ ont été
trouvés chez des chiens au Japon (61), mais des chiens infectés expérimentalement (n = 3) ont

montré une tres faible virémie (62).

La circulation du VEJ pourrait étre la conséquence d'un systeme épidémiologique plus
complexe que celui habituellement décrit. Bien que les porcs occupent une position centrale
dans le systéeme, de nombreuses questions subsistent quant a I'existence de réservoirs
secondaires (54). En effet, le VEJ circule dans des zones ou il y a peu ou pas de porcs (53).
D'autre part, il est démontré que les oiseaux domestiques sont exposés au VEJ. En Inde, 10%
(21/209) des canards preleves en 2015 lors d’une enquéte sérologique présentaient des anticorps
neutralisant anti-VEJ, détectés par ELISA puis séroneutralisation (79). En 2016, 23.7% des
poulets et 39.9% des canards prélevés lors d’une enquéte sérologique au Cambodge
présentaient des anticorps anti-flavivirus, détectés par inhibition de I’hémagglutination (IHA),
et certains ont été confirmés comme étant spécifiqguement anti-VEJ par seroneutralisation (33).
Des anticorps anti-flavivirus ont également été détectés sur des oiseaux domestiques en
Malaisie, suggérant une possible circulation du VEJ chez ces espéces (58). Caractériser la
réponse des oiseaux domestiques a l'infection par le VEJ et la séroprévalence est une étape
importante pour élucider le réle de ces hotes en tant que potentiels réservoirs secondaires. Des
études expérimentales ont montré que des poussins et des canetons inoculés ou piqués par des
vecteurs infectés développaient une virémie durant en moyenne 3 jours et d’intensité variable
selon la dose et la souche inoculée mais suffisante pour réinfecter les moustiques se nourrissant

sur eux (77,83,254,275-278). Ces résultats suggerent que les volailles pourraient agir comme
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réservoirs secondaires du VEJ dans les régions ou la maladie est endémique mais ou les densités

de porcs domestiques sont faibles.

Un réservoir est défini comme une ou plusieurs populations épidémiologiquement liées
dans lesquelles un agent pathogene est maintenu en permanence et a partir desquelles I'infection
peut étre transmise a une population cible. Cette conception d’un réservoir comme une
communauté de maintenance (21,22) peut étre appliquée a la circulation du VEJ, notamment
au Cambodge, et est nécessaire pour comprendre le cycle épidémiologique du VEJ, qui semble

basé sur des communautés de maintenance pouvant étre différentes selon la zone concernée.

Au Cambodge, la plupart des études de terrain sur I'infection et la circulation du VEJ se
sont concentrées sur les humains, les porcs et les moustiques, et ont confirmé que I’EJ était
endémique au Cambodge. En ce qui concerne les porcs, une vaste enquéte sérologique réalisée
entre 2006 et 2007 dans des fermes et des abattoirs a montré que plus de 60% des porcs
échantillonnés étaient infectés par le VEJ (107). Une enquéte sérologique longitudinale réalisee
sur des porcelets sentinelles dans des zones périurbaines et rurales a ensuite suggéré (i) une
forte circulation du VEJ, la majorité des animaux ayant séroconverti dans les 4 mois, et (ii) une
faible variation saisonniére de la circulation du VEJ chez les porcs, malgré I'existence d'une
saison de mousson au Cambodge (la force d'infection (FOI) - la probabilité instantanée
d’infection d’un hoéte - journaliére étant estimée, en saison des pluies, a 0,032 (sd = 0,006) et,
en saison seche, a 0,046 (sd = 0,008)) (108,109).

La quantification de I'exposition relative au VEJ de chaque espéce, en particulier celle des
porcs et des oiseaux domestiques, est une premiére étape pour documenter et étudier un systéeme
de transmission multi-h6tes. La probabilité qu'un hoéte sensible soit infecté par un agent
pathogene donné par unité de temps peut étre estimée a partir des données de séroprévalence et
peut étre exprimée grace a la force d'infection (FOI). En 2018, nous avons mené une engquéte
sérologique chez les porcs, les poulets, les canards et les chiens dans la province de Kandal
située a la périphérie de Phnom Penh, la capitale, pour estimer et comparer la FOI exercée sur
les individus de ces quatre especes. L'exposition humaine globale étant difficile a estimer en
raison du sous-diagnostic, on peut se demander dans quelle mesure les chiens, qui vivent a
proximité des humains, pourraient étre un bon indicateur de I'exposition humaine. Les résultats
obtenus permettent ensuite de discuter de I'importance relative de ces hétes dans le cycle
épidémiologique du VEJ, de l'existence d'un systéeme epidémiologique complexe multi-hotes
du VEJ, ainsi que de l'utilisation potentielle des chiens comme sentinelles de la circulation du
VEJ.
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Cette étude a fait I’objet d’une publication dans Pathogens (279).

2. Matériel et méthode
2.1. Zone d'étude

Kandal est une grande province (3179 km?), composée de 11 districts, qui entoure Phnom
Penh. La province est constituée d'une zone humide de plaine typique, dominée par des champs
cultivés et une mosaique de zones rurales et périurbaines. Le climat est chaud et humide, avec
une saison des moussons entre mai et octobre. Dans cette zone, les porcs et les volailles sont
élevés soit dans les basses-cours (systeme d'élevage traditionnel ou les animaux sont élevés,
souvent en faible densité, dans I'enceinte de la maison familiale), soit dans des fermes (systeme

d'élevage dit moderne dans des installations spécifiques).

La région est caractérisée par une faible densité de porcs. Méme si I'élevage de porcs au
Cambodge connait de profonds changements en raison de l'arrivée de I'agriculture industrielle,
qui fait baisser le prix de la viande, I'élevage traditionnel de porcs dans les basses-cours reste
prédominant. La production porcine est concentrée dans les provinces du Sud et Sud—Est du
Cambodge, dont Kandal. En 2004, la FAO a estimé la densité porcine dans la province de
Kandal a environ 50 animaux par km?2 (110,111). A titre de comparaison, la densité des porcs
élevés dans la région de Bretagne, en France, est de plus de 250 par km? (112). Les districts et
villages ont été sélectionnés en fonction de leur accessibilité (consentement de I'éleveur et accés

aux fermes et basses-cours).

2.2. Prélevements sanguins des chiens

Les sérums de chiens ont été acquis dans le cadre du projet de recherche “Man’s best friend:
A cross border transdisciplinary One Health approach to rabies control in dogs in Southeast
Asia” qui a débuté en mars 2018. Des visites en porte a porte ont été effectuées dans 10 villages
du district de Khsach Kandal dans la province de Kandal. Chaque chien recensé a été identifié
individuellement et les données relatives a 1’age, au sexe, et au fait qu’il soit attaché, gardé dans
I’enceinte de la maison ou divaguant ont été enregistrées. Chaque chien a été vacciné contre la
rage. Parmi les 2200 chiens enregistrés, 800 ont fait I'objet d'un prélevement sanguin. Au total,
188 échantillons ont ainsi pu étre inclus dans notre étude sur la base d'un volume de sérum

suffisant pour la sérologie de la rage et du VEJ.

57



2.3. Prélevements sanguins des porcs, des poulets et des canards domestiques

Entre octobre et décembre 2018, 122 porcs, 228 poulets et 128 canards provenant de fermes,
de basses-cours et d'abattoirs de 21 villages de la province de Kandal ont été échantillonnés
(Figure 5). Les animaux échantillonnés ont été choisis au hasard parmi ceux agés de plus d'un
mois pour les volailles, et de plus de deux mois pour les porcs, afin d'éviter d'interférer avec
I'immunité maternelle (108,280). Notre objectif étant d'étudier les forces d’infection et sachant
que la séroprévalence est élevée chez les porcs et qu'elle augmente avec I'age, nous nous
sommes concentrés sur les porcs de basses-cours et d'élevages, qui sont abattus avant I'age de
6 a 7 mois. Les sérums ont été collectés dans 35 basses-cours, sept fermes (3 fermes pour les
porcs, 2 pour les canards et 2 pour les poulets), et cing abattoirs (4 pour les porcs et 1 pour les
poulets), situés dans le district ou les chiens avaient été échantillonnés (Khsach Kandal) ainsi
que dans deux districts voisins (Kean Svay et Koh Thum). Cent animaux (porcs et poulets) ont
da étre échantillonnés a l'abattoir, les éleveurs étant parfois réticents a donner acceés a leurs
animaux qui sont souvent leur seule source de revenus. Les animaux prélevés a 1’abattoir
venaient d'y étre amenés (généralement le matin méme), et leurs ages et origines géographiques
étaient précisément connus des responsables de I'abattoir : le district de l'abattoir pour la
plupart, hormis certains poulets qui provenaient de deux districts voisins, toujours dans la

province de Kandal (Angk Snuol et S'ang, n = 35) (Figure 5).
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Figure 5 : Localisation des sites de prélévements.
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Les porcs étaient agés de 2 & 6 mois, les poulets de 1 & 24 mois et les canards de 1 a 15
mois. Les échantillons de sang ont été préleves dans la veine jugulaire chez les porcs et dans la
veine cubitale ou métatarsienne chez les volailles (Figure 6). Les échantillons ont été recueillis
sur des tubes de sang sec et conservés a 4°C apres le prélevement, puis transportés a I'Institut
Pasteur du Cambodge (IPC), ou le sérum a été immédiatement séparé par centrifugation et a

été congelé a -80°C jusqu'aux analyses ultérieures.

Figure 6 : Prélevements sanguins sur porcs et volailles a Kandal avec les membres de I’équipe de I’Institut Pasteur
du Cambodge, les vétérinaires officiels de district et de commune, et les responsables d’abattoirs (Crédit photos
Héléna Ladreyt)

2.4, Déclaration d'éthique

Tous les échantillons utilisés dans cette étude ont été collectés conformément aux principes
de I'Organisation mondiale de la santé animale (OIE) sur le bien-étre des animaux, inclus dans
le Code sanitaire pour les animaux terrestres de I'OIE (281). Les campagnes d'échantillonnage
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ont été mises en ceuvre sous la supervision de la Direction générale de la production et de la

santé animales du Cambodge (GDAPH) et des services vétérinaires locaux.

2.5. Analyse de laboratoire des prélévements sanguins

Tous les échantillons de sang ont été analysés par l'unité de virologie de I'IPC. lls ont
d'abord éteé testés par inhibition de I'némagglutination (IHA). Les échantillons positifs ont
ensuite été testés pour les anticorps neutralisants (Acn) contre le VEJ et le virus de la dengue
sérotype 3 (DENV-3) par le test de neutralisation par réduction des foyers (FRNT) s'il restait
un volume suffisant de sérum. La stratégie consistait a tester a la fois le VEJ et le DENV. En
effet, la dengue est endémique au Cambodge (282,283) et peut induire des réactions croisées
avec des anticorps anti-VEJ (33,34).

2.5.1. Cellules et virus

Les cellules Simian Vero (ATCC CCL-81) ont été utilisées pour la détection des anticorps
neutralisants par FRNT. Ces derniéres ont été cultivées dans du milieu Eagle modifie de
Dulbecco (DMEM ; Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) complétée par 10 % de sérum foetal
bovin (FBS ; Gibco, Gaithersburg, MD, USA) et 100 U/ml de pénicilline-streptomycine
(Gibco) a 37°C et sous une atmosphere de 5 % de CO2. Tous les virus ont été cultivés dans des
cellules C6/36 d'Aedes albopictus. Ces cellules de moustiques ont été cultivees dans du milieu
Leibovitz-15 (Sigma-Aldrich) complété par 10 % de FBS, 1 % de L-glutamine (Gibco), 10 %
de tryptose-phosphate (Gibco) et 100 U/ml de pénicilline-streptomycine a 28°C. Les souches
VEJ Nakayama (Genbank EF571853) et Dengue 3 (DENV-3) H87 (Genbank M93130) ont été
utilisees pour I'lHA et le FRNT.

2.5.2. Inhibition de I'némagglutination (IHA)

La présence d'anticorps dans les échantillons de sérum a été analysée par IHA en utilisant
des antigénes provenant des souches VEJ et DENV-3 mentionnées ci-dessus. Le test a suivi le

protocole décrit précédemment (243), adapté aux plaques de microtitration de 96 puits.

2.5.3. Test de neutralisation par réduction des foyers (FRNT)

Le FRNT détermine le titre d'anticorps neutralisants et a été réalisé comme décrit dans une
enquéte précédente (284), modifié en utilisant des cellules Vero. Le titre d'anticorps

neutralisants (Acn) était exprimé comme la dilution réciproque du sérum qui induit une
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réduction de 50% de l'infection visualisée sous forme de foyers (FRNT50) par rapport aux
témoins (serum négatif au flavivirus et témoin viral), et a été calculé par analyse de régression
logarithmique probit (SPSS pour Windows, version 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Sur
la base des hypotheses (i) d'une séroprévalence faible ou modérée pour les volailles et les chiens
et (ii) du fait que les hétes secondaires ont en genéral des titres d'anticorps plus faibles, nous
avons utilisé le FRNT50 pour augmenter la sensibilité de notre enquéte, moins strict que le
FRNT80 qui demande une réduction des foyers de 80%. Les titres de FRNT50 inférieurs a 10
ont été considérés comme négatifs. Les résultats de FRNT ont été classes en quatre catégories
en fonction du titre d'anticorps neutralisants anti-VEJ et anti-DENV : (i) "VEJ positif" si seuls
des anticorps anti-VEJ étaient détectés ou si le titre d'anticorps anti-VEJ était quatre fois
supérieur au titre d'anticorps anti-DENV ; (ii) "DENV positif" si seuls des anticorps anti-DENV
étaient détectés ou si le titre d'anticorps anti-DENV était quatre fois supérieur au titre
d'anticorps anti-VEJ ; (iii) "doublement positif pour le VEJ et le DENV" si les anticorps anti-
VEJ et anti-DENV étaient détectés avec des titres d'anticorps similaires (moins d'un facteur 4
de différence) ; (iv) "négatif" si aucun anticorps n'était détecté. Dans ce dernier cas, la
conclusion était "Flavivirus positif”, car les échantillons testés en FRNT étaient tous positifs a
I'IHA.

2.6. Analyse statistique

Les échantillons qui n'ont pas pu étre testés en FRNT apres un résultat positif a I'lHA (en
raison d'un volume insuffisant de sérum) et ceux pour lesquels I'dage de I'animal n'était pas

disponible ont été exclus de I'analyse.

Nous avons utilisé des modeles mixtes logistiques pour analyser la relation entre le risque
de séropositivité et deux variables : I'espece (porc, canard, poulet ou chien) et I'age (en mois).
L'effet d'éventuelles variations géographiques du risque de séropositivité a été contr6lé en
ajoutant le district d'origine comme effet aléatoire (pour permettre la convergence du modeéle,
les echantillons des districts ou aucun animal positif n‘avait été observé ont été exclus des
données utilisées). Deux modeles mixtes logistiques ont été ajustés : 1’un pour les résultats
d’THA et l'autre pour les résultats de FRNT. Nous avons considéré que 1'animal était séropositif
au VEJ lorsque le résultat du test FRNT était "\VEJ positif" ou "VEJ et DENV double-positif",

puisque les deux cas indiquent une infection antérieure au VEJ chez I'animal échantillonne.
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En raison de la surface relativement petite de la zone d'étude et de la faible saisonnalité de
la circulation du VEJ dans la province de Kandal, la FOI a été supposée constante dans 1’espace
et le temps, mais variable selon 1’espéce héte (108,109). Sous cette hypothese, la force
d'infection par les flavivirus (basée sur les résultats d’THA) et par le VEJ (basée sur les résultats
de FRNT) peut étre estimée en maximisant la vraisemblance conjointe des données de
séroprévalence par age. La probabilité qu'un animal d’une espéce donnée (esp) soit séronégatif

(1) ou séropositif (2) a été exprimée respectivement comme suit :

P(neglesp) = e *esp® (1

P(pos|esp) = 1 — e Pesp® (2)

Avec a I'age en mois, et Jesp la FOI mensuelle qui s’exerce sur un individu de 1’espéce esp.

La vraisemblance conjointe des données observées (c'est-a-dire le produit des
probabilités ci-dessus pour I’ensemble des animaux inclus dans I'étude) a ensuite été maximisée
pour obtenir l'estimation de la FOI spécifique d’une espéce hote, et le modele a été ajusté
successivement pour chacune des quatre espéces étudiées. La matrice de variance-covariance,
obtenue en inversant la matrice Hessienne, a permis de calculer les intervalles de confiance des
FOI. Toutes les analyses ont été effectuées avec le logiciel R version 3.6.0 (R Foundation for
Statistical Computing, Vienne, Autriche) (285).

A des fins de comparaison et en utilisant la méme méthodologie, nous avons estimé la
FOI par les flavivirus s’exergant sur les poulets et les canards, en utilisant des données

sérologiques d'une enquéte sur les volailles mise en ceuvre dans la méme province en mars

2016 (33) (Annexe 2).

2.7. Calcul de la force d'infection par unité de surface corporelle

La FOI par le VEJ exercée sur un individu d'une espéce hote donnée est liee a son exposition
aux piqgdres d'un vecteur compeétent. Cette exposition dépend d'une combinaison de la surface
corporelle de I'hdte (BSA) et de son attractivité, ainsi que de la préférence trophique du vecteur.
Une estimation approximative de la FOI par unité de surface corporelle de I'héte peut étre

calculée en utilisant la relation allométrique entre la masse (M) et la BSA : BSA~M?2 (ou ~

62



désigne la relation de proportionnalité) (286). Cette formule a été utilisée pour calculer le

rapport de FOI par unité de BSA entre le porc et les trois autres espéces.

3. Résultats

3.1 Description des echantillons et de la séroprévalence

Sur les 666 animaux échantillonnés, sept porcs et huit poulets ont été exclus parce que leur
age était inconnu, et trois porcs ont été exclus parce que le volume de sérum était insuffisant
pour réaliser le FRNT. Au total, 648 sérums d'animaux ont été testés par IHA (112 porcs, 128
canards, 220 poulets et 188 chiens) et 134 échantillons (21%) étaient positifs pour les anticorps
anti-flavivirus. La séroprévalence des flavivirus était de 31 % pour les porcs [23-41%]icos %,
2% pour les poulets [1-5%]icos%, 15% pour les canards [9-22%]ices% et 40% pour les chiens
[33-48%]icos%. Parmi ces serums positifs a I'lHA, 125 ont révélé des anticorps neutralisants
détectables par FRNT. La séroprévalence anti-VEJ a partir des résultats de FRNT50 (c'est-a-
dire la proportion d'animaux positifs au VEJ et doublement positifs au VEJ et au virus de la
dengue (DENV)) etait de 31% pour les porcs [23-41%]icosw, de 1% pour les poulets [0,1-
3%]icosw, de 12% pour les canards [7-19%]ices% et de 35% pour les chiens [28-42%]icos%
(Tableau 8).

Tableau 8 : Résultats des tests sérologiques pour les taux de séroprévalence anti-flavivirus (mesurés par
inhibition de I'némagglutination (IHA)) et anti-VEJ (mesurés par FRNT).

HA FRNT (Pos/Testé) Taux de séroprévalence
(Pos/Testé) VEJ® DENV® [\)/g\‘jtc FETL'Z\')TS VEJ (FRNT) ®
Espéce
Porcs 35/112 34/35 0/35 1/35 0,31 0,31
Poulets 4/220 0/4 2/4 2/4 0,02 0,01
Canards 19/128 2/19 2/19 13/19 0,15 0,12
Chiens 76/188 63/76  4/76 2/76 0,40 0,35
Districts d'origine
Khsach Kandal 112/335 84/112 6/112  15/112 0,33 0,30
Kean Svay 18/110 14/18  2/18 2/18 0,16 0,15
Koh Thum 4/168 1/4 0/4 1/4 0,02 0,01
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Angk Snuol 0/30 nf nf nf 0 nf

S'ang 0/5 nf nf nf 0 nf

Groupes d'age *

2 &4 mois 9/58 9/9 0/9 0/9 0,16 0,16
Porcs > 4-5 mois 12/28 11/12 0/12 1/12 0,43 0,43
> 5-6 mois 14/26 14/14  0/14 0/14 0,54 0,54

142 mois 0/129 nf nf nf 0 nf
Poulets > 2-3 mois 3/59 0/3 2/3 1/3 0,05 0,02
> 3-24 mois 1/32 0/1 0/1 1/1 0,03 0,03
1 a2 mois 2/65 1/2 0/2 0/2 0,03 0,02
Canards > 2-5,5 mois 6/40 1/6 0/6 4/6 0,15 0,13
> 5,5-15 mois 11/23 0/11 2/11 9/11 0,48 0,39
1,5-24 mois 30/103 21/30  3/30 1/30 0,29 0,21
Chiens > 24-48 mois 26/45 25/26  0/26 0/26 0,58 0,56
> 48-108 mois 20/40 17/20  1/20 1/20 0,50 0,45

pos : positifs ; VEJ : virus de I'encéphalite japonaise ; DENV : virus de la dengue (DENV-3). * Pour toutes les especes, les
groupes d'age ont été déterminés sur la base des quartiles de leur distribution d'age ; @ Détection uniquement d’Acn anti-
VEJ ou titre d’Acn anti-VEJ quatre fois supérieur au titre d’Acn anti-DENV; ° Détection uniquement d’Acn anti-DENV ou
titre d’Acn anti-DENV quatre fois supérieur au titre d’Acn anti-VEJ ; ¢ Acn anti-VEJ] et anti-DENV détectés avec un titre
d’Acn similaire (moins d'un facteur quatre de différence) ; ¢ IHA positifs/IHA testés ; € (VEJ positifs + VEJ et DENV

doublement positifs)/IHA testés ; nf : non fait.

Chez les porcs, la seroprévalence anti-VEJ ne différait pas de maniére significative entre
les fermes et les basses-cours, avec 26% [14-40%]icos et 35% [24-48%]icos%,
respectivement (test de Fisher p = 0,3). Chez les poulets, 1% [0-6%]icos% des animaux étaient
positifs au VEJ dans les fermes et 1% [0-4%]icos% dans les basses-cours (test de Fisher p =
1). Chez les canards, la séroprévalence anti-VEJ différait significativement entre les fermes
et les basses-cours : 41% [25-59%]ices% dans les fermes contre 1% [0-6%]icos% dans les
basses-cours (test de Fisher, p < 10™), bien que les canards soient plus agés dans les fermes
que dans les basses-cours (dge médian de 6 et 2 mois, respectivement). La séroprévalence du
VEJ augmentait significativement avec le groupe d'age pour toutes les especes hotes (test de
Fisher, porcs : p = 0,0005 ; canards : p < 10*; chiens : p < 10%), sauf les poulets (test de
Fisher, p=0,17).
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3.2. Analyse multivariée

A partir des résultats d’IHA et de FRNT, nous avons analysé le risque d'infection par les
flavivirus et par le VEJ, respectivement (Tableau 9). Les animaux des districts d’Angk Snuol et
de S'ang (n = 35) ont ét¢ exclus des données car aucun échantillon positif n’a été trouvé. L’effet
district a été contr6lé en ajoutant le district d'origine comme effet aléatoire. En prenant en
compte 1’age des animaux, le risque de séropositivité au VEJ était significativement plus faible
chez les poulets (OR [odds-ratio] = 0,03 [0,01-0,12]ices%) et chez les chiens (OR = 0,38, [0,18-
0,79]icesw%) que chez les porcs. A l'inverse, nous n'avons détecté aucune différence significative
du risque de séropositivité entre les canards et les porcs. En prenant en compte I'espece, le
risque de séropositivité au VEJ augmentait avec 1’age, avec un OR de 1,14 [1,06-1,23]icos%
pour une différence de 6 mois. Des résultats similaires ont été obtenus pour le risque de
séropositivité aux flavivirus, la différence entre les chiens et les porcs n'étant pas significative
(Tableau 9).

Tableau 9 : Résultats du modele multivarié pour la séroprévalence anti-flavivirus (mesurée par IHA) et anti-
VEJ (mesurée par FRNT) chez les porcs, les volailles et les chiens de la province de Kandal, au Cambodge.

Séroprévalence anti-flavivirus Séroprévalence anti-VEJ
(IHA) (FRNT)
Variable Valeur OR (IC 95 %) p-Value OR (IC 95 %) p-Value
Porcs référence - référence -
Poulets 0,07 (0,02-0,19) < 0,0001 0,03 (0,01-0,12)  <0,0001
Espéce
Canards 0,69 (0,31-1,49) 0,34 0,50 (0,22-1,11) 0,09
Chiens 0,62 (0,31-1,25) 0,18 0,38 (0,18-0,79) 0,009
Age quantitatif 1,12 * (1,04-1,2) 0,003 1,14 * (1,06-1,23)  0,0004
* Les Odds Ratios (OR) correspondent a une différence d'age de 6 mois.
3.3. Estimation de la force d'infection par les flavivirus et par le VEJ chez les

animaux échantillonnés

Les estimations de la FOI par le VEJ étaient de 0,09 par mois pour les porcs, 0,03 par mois
pour les canards, 0,01 par mois pour les chiens et 0,003 par mois pour les poulets (Tableau 10).
Un porc avait donc trois fois plus de chances d'étre infecté par le VEJ qu'un canard, et un canard

avait dix fois plus de chances d'étre infecté par le VEJ qu'un poulet. Comme les intervalles de
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confiance des estimations de la FOI ne se chevauchaient pas, la probabilité d'infection par le
VEJ était significativement plus élevée chez les porcs que chez les canards, plus élevée chez
les canards que chez les chiens, et également plus élevée chez les chiens que chez les poulets.
Les mémes résultats ont été trouvés pour la FOI par les flavivirus. Afin d'exclure un effet
"district" sur I'estimation des FOI, nous avons estimé les FOIs pour Khsach Kandal seulement,
ce district étant le seul ou les quatre especes avaient été échantillonnées (Annexe 3). Les FOI
estimees étaient similaires a celles estimées en utilisant I’ensemble des données, sauf pour les

poulets, qui étaient tous séronégatifs a Khsach Kandal.

Tableau 10 : Estimation des forces d'infection (FOI) mensuelles par les flavivirus et par le VEJ, par espéce.

FOI par les flavivirus (IHA) FOI par le VEJ (FRNT)

FOI IC 95% FOI IC 95%
Porcs 0,09 (0,07-0,11) 0,09 (0,07-0,12)
Canards 0,04 (0,03-0,06) 0,03 (0,02-0,04)
Chiens 0,02 (0,01-0,02) 0,01 (0,01-0,02)
Poulets 0,007 (0,003-0,014) 0,003  (0,001-0,009)
3.4. Force d'infection par surface corporelle (BSA)

Dans la présente étude, le poids médian était de 90 kg pour les porcs (age médian de 4
mois), de 0,8 kg pour les poulets et canards (age médian de 2 mois) et de 15 kg pour les chiens
(age médian de 25 mois). Les ratios de FOI par unite de surface corporelle (BSA) étaient de
0,13 entre les porcs et les canards, ce qui indigue que, pour une BSA donnée, les canards étaient
plus susceptibles d'étre infectés par le VEJ que les porcs. En revanche, les ratios de FOI par
unité de BSA étaient de 1,3 entre les porcs et les poulets, et de 1,9 entre les porcs et les chiens,
ce qui suggére que les poulets et les chiens étaient moins susceptibles d'étre infectés par le VEJ
que les porcs pour une BSA donnée.

3.5. Force d’infection estimée chez les volailles en 2016

En 2016, la FOI par les flavivirus était estimée a 0,05 [0,04-0,07]icos% par mois chez les
canards et a 0,03 [0,02-0,03]icos% par mois chez les poulets échantillonnés dans la province de
Kandal (Annexe 2).
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4. Discussion

Le VEJ circule chez les porcs dans presque tous les pays d'Asie du Sud-Est (287).
L’exposition des canards au VEJ (détection d'anticorps anti-VEJ) a été démontrée au
Cambodge et en Inde, de méme que celle des poulets au Cambodge et a Singapour (33,67,79).
Enfin, des anticorps anti-VEJ ont été détectés chez des chiens a Singapour et au Japon (61,67).
Notre étude, menée chez 112 porcs, 128 canards, 220 poulets et 188 chiens de cinq districts de
la province de Kandal, au Cambodge, confirme que I'encéphalite japonaise circule dans cette
province et que les quatre espéces testées sont exposées au VEJ, a des degrés différents. La
séroprévalence observée du VEJ était similaire pour les chiens (35%) et les porcs (31%) mais,
en controlant d’effet de 1’age, 1'analyse multivariée a montré que le risque de séropositivité était
plus élevé pour les canards et les porcs, que pour les poulets et les chiens. Pour les quatre
espéces, le risque de séropositivité augmentait avec I'age.

La séroprévalence calculée a partir de nos échantillons était globalement inférieure a
celle rapportée dans d'autres études, en particulier pour les poulets. Cela est probablement dd a
I'dge des animaux échantillonnés. A l'exception des chiens, la plupart des animaux que nous
avons échantillonnés étaient treés jeunes, de sorte que la période d'exposition au VEJ était courte.
Selon la région étudiée (Nepal, Bali, Vietnam et Cambodge), les données publiées font état de
taux de séroprévalence anti-flavivirus qui varient de 32% a 65% chez les porcs, de 24% a 37%
chez les poulets et de 31% a 40% chez les canards (33,78,107,205,209). Dans une étude de la
séroprévalence anti-VEJ chez les volailles, menée en 2016 a Kandal (33), un modele statistique
de séroprévalence par age prédisait une séroprévalence de 5 a 15% chez les poulets de 3 mois.
Nous avons observé une séroprévalence anti-flavivirus plus faible chez les poulets dont I'age
médian était de 3 mois (1% [0,5-4,6%]ices%). Dans la méme étude, la seroprévalence chez les
canards &gés de 3 mois était estimée a 15-35%, ce qui est cohérent avec la séroprévalence anti-

flavivirus que nous avons observée chez les canards (12%, [9,2-22,2%]ico5%).

La séroprévalence anti-VEJ déterminée a I'aide du FRNT n'a pas pu étre directement
comparée aux études transversales mentionnées ci-dessus, car les méthodes d'analyse
sérologique différaient. En Inde, des sérums de canards prélevés pour 1’étude et positifs en
ELISA ont été testés par neutralisation virale en microtitration (micro-VNT), une variante du
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FRNT, rapportant une séroprévalence anti-VEJ de 10% (79). Une étude menée a Singapour
(utilisant un seuil d'interprétation plus strict, FRNT80) a montré des niveaux de séroprévalence
élevés avec 60% des poulets échantillonnés (n = 20) et 39,6% des chiens échantillonnés révelant

des anticorps neutralisants anti-VEJ (67).

Comme attendu, les porcs avaient la plus forte probabilité mensuelle d’étre infectés par
le VEJ (FOI par le VEJ mensuelle = 0,09). Il est intéressant de noter que les canards étaient les
hotes les plus exposés apres les porcs, avec une FOI par le VEJ de 0,03 par mois, suivis des
chiens (FOI par le VEJ mensuelle = 0,01). Les poulets étaient les moins susceptibles d'étre
infectés, avec une FOI par le VEJ estimée a 0,003 par mois. Concernant la probabilité mensuelle
de contracter une infection par un flavivirus, la comparaison des valeurs de FOI de notre étude
(2018) avec celles estimées a partir de I'enquéte menée a Kandal en 2016 (33) a révélé des
probabilités mensuelles d'infection chez les canards proches en 2016 (0,05 [0,04-0,07]icos%), et
en 2018 (0,04 [0,03-0,06]icos%). Ce dernier résultat suggeére que, pour les canards, il existe peu
de saisonnalité et peu de variation interannuelle de l'intensité de la transmission de I'EJ dans
cette province. La FOI par les flavivirus chez les poulets était cependant plus élevée en 2016
qu'en 2018 (0,03 [0,02-0,03]icos% par mois en 2016, 0,007 [0,003-0,01]icos% par mois en 2018),
une différence pour laquelle nous n'avons pas trouvé d'explication plausible compte tenu des

données disponibles.

La FOI par le VEJ exercée sur un individu résulte de son exposition aux piqares d'un
vecteur compétent. Elle dépend de la préférence trophique du vecteur et d'une combinaison de
I'attractivité de I'hdte et de sa surface corporelle (BSA). Les études sur les préférences
trophiques des vecteurs du VEJ ont montré que les espéces de Culex sont souvent opportunistes.
Ainsi, en Chine et au Sénégal, il a été démontré que Culex tritaeniorhynchus, vecteur majeur
du VEJ, se nourrit de plusieurs hotes, tels que les porcs, les volailles, les chiens, les bovins et
les hommes, dans des proportions différentes (99,100). En Inde, certaines études ont confirmé
que la disponibilité des hétes joue un réle important dans le comportement alimentaire de ce
méme vecteur (94,101). D’aprés nos résultats, le rapport entre la FOI par unité de surface
corporelle des porcs sur la FOI par unité de surface corporelle des canards était inferieur a 1,
ce qui suggere que, a surface corporelle identique, les canards avaient une probabilité plus

élevée d'étre infectés que les porcs. Puisque les canards développent expérimentalement une
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virémie suffisamment élevée pour infecter les moustiques (83,276), des études supplémentaires
devraient étre mises en ceuvre pour mieux comprendre leur role dans le cycle épidémiologique
du VEJ et analyser les contributions relatives des porcs et des canards dans la circulation du
VEJ. A l'inverse, les rapports de FOI par unité de BSA entre les porcs et les poulets ou les
chiens étaient supérieurs a 1 : pour une surface corporelle identique, les porcs étaient plus
exposés que les poulets et les chiens. Dans des conditions expérimentales, les poulets infectés
semblent développer une virémie plus faible que les canards, ce qui suggéere gu'ils pourraient
jouer un rdle moins important dans la circulation du VEJ (83). Cependant, les estimations de
densité des différentes espéces dans la zone d'étude de Kandal montrent qu'il y a environ dix
fois plus de poulets que de canards (données non publiées, observation sur le terrain : environ
10 000 poulets et 900 canards dans un village moyen de la province de Kandal). En outre, les
poulets sont abattus lorsqu'ils ont environ 6 mois, contrairement aux canards, qui sont élevés
pour la viande jusqu'a ce qu'ils aient plus de 2 ans. Ainsi, I'abondance et le fort renouvellement
de la population (et donc l'introduction fréquente d'hdtes naifs) des poulets pourraient
compenser leur faible force d’infection par le VEJ et en faire un maillon important du cycle

épidémiologique du VEJ.

Notre étude confirme le réle central des porcs dans le maintien de la transmission du
VEJ. Dans les pays ou les porcs sont éleves loin des habitations humaines, ou dans les pays ou
I'élevage porcin est peu ou pas pratiqué, cette espece ne peut étre utilisee comme sentinelle de
la circulation du VEJ, mais d'autres animaux domestiques vivant a proximité de I'hnomme
constituent des sentinelles potentielles. Des études antérieures ont montré que les chiens
pouvaient étre de bonnes sentinelles pour le virus West Nile (10,116), la borréliose de Lyme
(117) et d'autres maladies transmises par des arthropodes (118). En outre, I'exposition de chiens
au VEJ a déja été observée a Singapour et au Japon (61,67). La présente étude est la premiére
a proposer une quantification de I'exposition de chiens au VEJ au Cambodge. Des infections
expérimentales par le VEJ chez des chiens ont montré qu'ils développaient une immunité
durable mais sans signes cliniques et ne provoquant qu’une faible virémie, bien que le nombre
de chiens considérés dans 1’étude soit tres faible (n=3) (62). De plus, les chiens ont une valeur
économique moindre par rapport aux porcs et les propriétaires pourraient mieux accepter le
prélevement de leurs animaux. Au Cambodge, les chiens sont nombreux avec un ratio
chien/homme estime a 1:3,8 dans certaines régions (115) et vivent a proximité des humains

méme lorsqu'ils sont en liberté. Les chiens pourraient donc étre un bon indicateur de I'exposition
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humaine au VEJ. Méme si I'on sait que I'EJ est endémique et répandue au Cambodge, la
distribution spatiale et temporelle de la maladie n'est pas bien connue, car les études se
concentrent sur la capitale, Phnom Penh, et la province voisine de Kandal. Il n’existe par
ailleurs pas de systéme de surveillance et/ou d’alerte sur le pays. Par conséquent, I'utilisation
de chiens comme sentinelles permettrait d'étudier le niveau de circulation du virus et
d’exposition de I’homme dans des zones plus larges, et d'identifier ainsi les principales zones a
risque. Les chiens sentinelles peuvent par ailleurs étre un choix pertinent pour mettre en place
une surveillance dans un pays ou la circulation du VEJ suit un schéma épidémique, ou méme
servir de systeme d'alerte précoce pour l'introduction du VEJ dans un pays exempt de la

maladie.

Comme d'autres I'ont fait auparavant (76,82), nous remettons ainsi en question le dogme
qui limite le cycle de transmission du VEJ aux porcs, vecteurs et oiseaux sauvages. Notre étude
démontre la circulation du VEJ dans un systéeme plus large et multi-hétes, impliquant plusieurs
espéces d'animaux domestiques. Haydon et al. (2002) ont défini une communauté de
maintenance comme une ou plusieurs populations ou environnements épidémiologiquement
connectés dans lesquels I'agent pathogéne peut étre maintenu en permanence et a partir desquels
I'infection est transmise a une population cible définie (22). Dans notre cas, la diversité des
hotes peut expliquer pourquoi le VEJ circule de maniere intense, méme dans des systémes
épidémiologiques ou la densité de son hote principal, le porc, est relativement faible. Le
maintien de I'EJ pourrait étre ainsi &tre permis non pas par une seule espéce réservoir mais par
une communauté de maintenance composée de tous les hotes présents dans un village (porcs,
canards, poulets, chiens, mais aussi bovins et humains) et des vecteurs. Roberts et Heesterbeek
(2020) ont souligné que la capacité de réservoir d'une ou d’un groupe d’espece(s) peut Etre
soumise a des changements dans 1’espace et dans le temps (21). En fonction des conditions
environnementales, une espéce donnée peut étre plus ou moins impliquée dans le cycle
épidémiologique. L’étape suivante de ce travail a consisté a développer un modéle
mathématique de la circulation du VEJ dans la province de Kandal dans ce systéme multi-hotes
afin d’analyser et de quantifier les roles respectifs des différentes espéces hétes dans la

transmission du VEJ.
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L’étude confirme le role central des porcs dans la circulation du VEJ mais démontre
une exposition significative d’autres hotes potentiellement compétents : poulets et canards
seraient également impliqués dans le cycle de transmission au niveau d’un village
cambodgien. Cette étude démontre également une exposition significative d’hdtes non
compétents : les chiens, ce qui suggere une forte exposition de I’homme méme si celle-Ci n’a
pas pu étre mesurée. Au niveau d’un village cambodgien, le systéme épidémiologique devrait
donc étre envisagé comme un systeme multi-h6tes composé de vecteurs, d’hdtes compétents
(porcs, canards et poulets), et d’hdtes non compétents (chiens, bovins et humains). Ce second
chapitre nous a permis de réunir I’ensemble des éléments nécessaires au développement d’un
modeéle mathématique. Dans la partie suivante nous utilisons en effet la modélisation pour
analyser comment 1’abondance relative des différents hotes influe sur la capacité du systéme
épidémiologique a permettre une circulation pérenne du VEJ dans un village, sur I’intensité

de la transmission ainsi que sur le niveau d’exposition humaine.
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CHAPITRE 3 : Modélisation de la dynamique de transmission du virus
de l'encephalite japonaise et de I'exposition humaine dans un systeme

multi-hétes rural cambodgien.

1. Introduction

L’enquéte sérologique que nous avons menée dans la province de Kandal, au
Cambodge, a montré que la force d'infection par le VEJ, c'est-a-dire la probabilité instantanée

d'étre infecté, exercée sur les canards était comparable a celle exercée sur les porcs (279).

Les moustiques Culex spp., principaux vecteurs du VEJ, sont opportunistes et peuvent
se nourrir sur diverses especes d'hotes, en fonction de I'abondance locale des hotes et de facteurs
intrinseques propres a lI'espece vectrice (26-28). Ces hotes peuvent étre compétents, c'est-a-dire
présenter une virémie suffisamment élevée pour infecter en retour un moustique piqueur,
comme les porcs, les oiseaux aquatiques et les volailles (33,52-54), ou non, comme les bovins,
les chiens, les hommes et les chevaux (31-34). Dans le cas d’agents infectieux a transmission
vectorielle tels que le VEJ, un systeme multi-hotes peut étre défini comme un systéme compose
de plusieurs populations d'hotes, compétents ou non compétents, associés a une ou plusieurs
populations de vecteurs compétents (22). Dans des conditions spécifiques, un systéeme multi-
hotes peut constituer une communauté de maintenance. D'apres les définitions de Haydon et al.
(2002), Viana et al. (2014) et Roberts et al. (2020), une communauté de maintenance est un
systeme multi-hdtes composé de populations, compétentes et non compétentes, liées
épidémiologiquement, dans lequel la transmission d'un agent pathogéne persiste (21-23). Le
nombre de reproduction de base (Ro) est I'indicateur couramment utilisé pour mesurer si un
agent infectieux peut ou non circuler durablement dans une population (23,291). Un systéeme
multi-hotes peut alors étre considéré comme une communauté de maintenance lorsque le Ro du
systéme reste supérieur a 1 pendant une période donnée (23), et les variations d’abondance des

différents hotes du systéeme multi-hotes peuvent affecter la valeur de Ro.

L’EJ est endémique au Cambodge, et reste la cause la plus fréquente d'encéphalite aigué,

en particulier chez les enfants et les adolescents (104,105). Le Cambodge est un pays
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essentiellement rural, bien que la densité de porcs domestiques soit faible par rapport a d'autres
pays ou le VEJ circule, comme le Japon, la Chine ou le Vietnam (76,111,260,209). Dans la
province de Kandal, une région rurale du Cambodge qui entoure la capitale Phnom Penh, la
majorité du bétail est élevé dans des basses-cours, avec une grande proximité entre les porcs,
les poulets, les canards, les bovins et les humains. Dans cette région, des travaux récents ont
montré la présence tout au long de I'année de vecteurs du VEJ se nourrissant sur les porcs, les
poulets, les hommes, les chiens et les bovins (288,292). Bien que les densités d'hotes du VEJ
soient faibles (353 poulets et 66 porcs par km2 dans la province de Kandal (111,110)), ce
systeme multi-hotes, composé de porcs, de canards et de poulets comme hotes compétents,
d'humains et d'autres mammiferes (comme les bovins et les chiens) comme hétes non
compétents, et de Culex spp. comme vecteurs, pourrait permettre la circulation du VEJ toute
I'année, constituant ainsi une communauté de maintenance. Toute modification de ce systeme,
qu’elle soit consécutive a l'intensification de I'élevage porcin, a des problémes de santé animale
ou a une gestion du paysage qui affecterait la densité ou la diversité des hétes et des moustiques,

pourrait modifier la dynamique de transmission du VEJ et son impact sur la santé humaine.

L’exposition globale de la population est donc probablement sous-estimée et I’incidence
clinique de I’EJ au Cambodge reste difficile a évaluer, bien que cela permettrait de promouvoir
les campagnes de vaccination. Un suivi a long terme des cas cliniques dans les hépitaux, associé
a des enquétes sérologiques a grande échelle pourrait étre utilisé pour évaluer I’impact du VEJ
sur la santé publique, mais de telles études restent difficiles, en particulier dans les pays a revenu
faible ou intermédiaire. Mesurer l'exposition des chiens pourrait étre une solution alternative.
En effet, I'exposition des chiens au VEJ a été démontrée a Singapour et au Japon (avec des
anticorps neutralisant anti-VEJ détectés chez 17% a 39,6% des chiens échantillonnés) (61,67).
Dans la province de Kandal, le ratio chien/fhomme a été estimé a 1:3,8 en 2017, grace a un large
recensement en porte-a-porte (115). Dans la méme région, 1I’enquéte sérologique présentée en
partie 2 a montré que 35 % des chiens collectés avaient des anticorps neutralisants anti-VEJ
(279), et I'analyse des repas sanguins de Culex spp. piegés dans cette région a confirmé que les
vecteurs du VEJ pouvaient se nourrir sur des chiens (288). Comme les chiens vivent a proximité
des humains, leur séroprévalence anti-VEJ pourrait étre un bon indicateur de I'exposition

humaine.

Les objectifs de cette etude étaient (i) de modéliser la transmission du VEJ dans un
systeme rural multi-hdtes au Cambodage, (ii) d'analyser comment I'abondance relative de chaque

espece hote affecte la capacité de ce systeme a maintenir la transmission du VEJ, et (iii)
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d'évaluer et de caractériser la charge de l'infection par le VEJ sur la santé humaine. Pour
atteindre ces objectifs, nous avons développé un modéle déterministe a compartiments de
transmission dynamique, que nous avons calibré en utilisant des données de terrain et de la
littérature. Nous avons ensuite utilisé ce modéle pour prédire les variations du Ro et du niveau
d'infection par le VEJ chez I'homme en fonction de la composition du systéme multi-hdte. Nous
avons enfin utilisé notre modéle pour analyser la relation entre I'exposition humaine et la

séroprévalence canine.

Ce chapitre a fait I’objet d’une soumission dans Plos Neglected Tropical Diseases, en

cours de révision.

2. Matériel et méthode

2.1. Zone d'étude, populations hotes et données sérologiques

L'étude se concentre sur trois districts ruraux de la province de Kandal (Khsach Kandal,
Kien Svay et Kaoh Thum), situés au nord-est, a l'est et au sud-est de Phnom Penh. C’est dans
ces districts qu’a été réalisée 1’étude sérologique présentée dans le chapitre 2 visant a évaluer
I'exposition relative au VEJ de plusieurs espéces animales (porcs, canards, poulets et chiens)
(279). Au cours de cette enquéte, le nombre d'animaux et d'humains par ménage a été relevée
pour chaque basse-cour ou des animaux ont été échantillonnés. Pour 9 des 20 villages visités,
les bureaux communaux nous ont fourni le nombre de ménages par village. Aucun recensement
des animaux de ferme au niveau du village n'était disponible. Cependant, selon les autorités
villageoises, en moyenne 20% des ménages élevaient des porcs et 90% des poulets. La
proportion de ménages élevant des canards (30%) a été calculée sur la base de nos observations
de terrain, en calculant un rapport entre les ménages élevant des canards et les ménages élevant
des poulets. Nous avons ensuite calculé la taille moyenne de la population par espece et par
village dans chacun des trois districts (Tableau 11). En faisant la moyenne des trois districts,
nous avons conclu qu'un village traditionnel de la province était composé, en moyenne, de 3420

personnes, 2446 porcs, 285 truies, 941 canards, 10639 poulets, 107 bovins et 1044 chiens.

Dans les trois districts de la zone d'étude, 112 porcs, 185 poulets, 128 canards et 188
chiens de 20 villages ont fait I'objet de prélevements sanguins. Les échantillons ont été analysés

par IHA et séroneutralisation. Selon le district, des anticorps neutralisants ont été trouvés chez
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0 & 42% des porcs, 0 a 33% des canards, 0 a 0,02% des poulets et 35% des chiens (Tableau 11)

(279).

Tableau 11 : Tailles de populations d’hétes calculées pour un village traditionnel de chaque district de la zone
d’étude, données sérologiques observées issues de Ladreyt et al. (2020) (1), et séroprévalences prédites par le
modele développé dans ce chapitre.

Taille moyenne

Séroprévalence

Prévision de la

o . de la N. de positifs ] ) ]
District Espece ) ) observée séroprévalence
population par  / N. de testés
) [1C 95 %] [IC 95 %]
village
(1) Kaoh
Porcs 516,4 0/5 0,00 [0,00-0,52] 0,05 [0,0001-0,16]
Thum
Canards 2020 1/81 0,01 [0,00-0,07] 0,01 [0,00-0,05]
Poulets 7330 1/82 0,01 [0,00-0,07] 0,004 [0,00-0,01]
Chiens 232 NA NA NA
Bovins 53.3 NA NA NA
Humains 1630 NA NA NA
(2) Kien
Porcs 3644 15/59 0,25 [0,15-0,38] 0,25 [0,15-0,36]
Svay
Canards 509 0/5 0,00 [0,00-0,52] 0,07 [0,03-0,14]
Poulets 14766 1/46 0,02 [0,00-0,12] 0,01 [0,007-0,02]
Chiens 1460 NA NA NA
Bovins 39,2 NA NA NA
Humains 4062 NA NA NA
(3) Khsach
Porcs 3275 20/48 0,42 [0,28-0,57] 0,40 [0,27-0,52]
Kandal
Canards 683 14/42 0,33 [0,20-0,50] 0,28 [0,18-0,40]
Poulets 10312 0/57 0,00 [0,00-0,06] 0,02 [0,02-0,04]
Chiens 1203 65/188 0,35 [0,28-0,42] 0,32 [0,26-0,38]
Bovins 156 NA NA NA
Humains 3880 NA NA NA
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2.2. Description du modeéle

2.2.1. Structure du modele

Le modéle était un modeéle déterministe a compartiments, fonctionnant en temps
continu. La taille des populations de vecteurs étant importante dans le systeme étudié (108,292),
et le niveau de circulation du VEJ étant élevé (108), nous avons choisi de mettre en ceuvre le
modele comme un systéme déterministe, en utilisant des équations différentielles ordinaires.
Une description détaillée du modéle est donnée en Annexe 4. Le systeme epidémiologique
représentait un village rural de la province de Kandal ou vivent des porcs, des canards, des
poulets, des bovins, des chiens et des humains. En raison de leurs espérances de vie différentes,
les porcs ont été divisés en deux compartiments : les porcs d'engraissement et les truies. Selon
Boyer et al. (2021), ces hotes sont exposes aux piqlres de Culex tritaeniorhynchus, Culex
vishnui et Culex gelidus, les vecteurs les plus abondants de I'encéphalite japonaise dans cette
région (288). Ces différentes especes de vecteurs ont été représentées dans le modeéle par une
seule population de Culex spp.. Nous avons supposé que la transmission directe de porc a porc

et la mort induite par la maladie étaient négligeables (259).

Dans notre zone d'étude, les porcs sont élevés dans des enclos ouverts, et les volailles
sont souvent en liberte dans les jardins pendant la journée et enfermées dans des enclos la nuit.
Les moustiquaires sont rarement utilisées dans les enclos des animaux (Figures 7 et 8). Sur la
base de cette organisation de 1’¢élevage, nous avons supposé€ que tous les hotes, y compris les
humains, étaient exposés de maniére homogene a une seule population de vecteurs. Pour cette
raison, et parce que la transmission directe a été négligée, il n'a pas été nécessaire de structurer

les populations d’hdtes par ménages.
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Figure 7 : Exemples de basse-cour a Kandal. On observe la proximité entre les différentes espéces (ici porcs,
volailles, hommes). Photo en haut a droite : en arriére-plan le fleuve, et sous la tdle les enclos des porcs (Crédit
photo Héléna Ladreyt).
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Figure 8 : Exemple délevages de porcs dans la province de Kandal ou [’0n observe une absence de moustiquaires,
une proximité entre les hotes (ici volailles, porcs et chiens) et une proximité des habitations (Crédit photo Héléna
Ladreyt)
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Nous avons supposé qu'il n’y avait que peu ou pas d'échange d'hotes ou de vecteurs
infectés entre le village modélisé et les villages voisins. Les mouvements d'animaux vivants
entre les villages sont en effet extrémement rares (110,111). Seuls les porcs peuvent parfois étre
transportés vers un abattoir dans un village voisin ou ils sont abattus dans les deux jours. Nous
avons supposé que la taille des populations d’hdtes était constante, les naissances compensant
les décés ou les abattages. En raison de la surface relativement petite de la zone d'étude (3 a 4
km?), de la faible saisonnalité de la circulation du VEJ dans la province de Kandal, et de la trés
grande abondance des vecteurs tout au long de I'année, la taille de la population des vecteurs

impliqués dans le cycle a également été supposée constante (108,109,292).

Le modele simulait la transmission du VEJ entre les hotes compétents (porcs, canards
et poulets) et les vecteurs (Culex spp.), ainsi que des vecteurs aux hétes non compétents (bovins,

humains et chiens) dans le village.

La figure 9 montre le diagramme de flux du modele. Les hétes ont été classés en 5 états
de santé : protégeés par leurs anticorps maternels (M), sensibles (S), latents (E), i.e. infectés mais
non infectieux, infectieux (I) et guéris ou résistants (R). Les hotes nés de femelles guéries sont
supposés étre protégés par les anticorps maternels avant de devenir sensibles. Apres avoir été
piqués par un moustique infectieux, les hdtes ont une probabilité (pn) spécifique a I'espece h de
passer a I'état latent (E). lls passent ensuite a I'état infectieux aprés une période d'incubation (de
durée 1/®). Apres la période infectieuse (virémique), les hotes deviennent immuns (R) et le
restent jusqu'a leur mort. Bien que la transmission verticale du VEJ ait été documentée chez les
Culex spp., ce phénomeéne semble étre limité (186,293). De plus, la population de vecteurs et
I'intensité de la transmission du VEJ dans la zone d'étude sont telles que nous avons supposé
que cette transmission verticale du VEJ était négligeable : tous les vecteurs naissent sensibles
(S). Les vecteurs sensibles ont une probabilite donnee (qn) d'étre infectés et de passer a I'état
latent (E) lorsqu'ils piquent un héte infectieux de ’espéce h, gn étant nul pour les hétes non
compétents. Aprés la période extrinséque d'incubation, les vecteurs deviennent infectieux (1) et

le restent jusqu'a leur mort.
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Figure 9 : Diagramme de flux du modéle dynamique de transmission du virus de [’encéphalite japonaise dans un
systeme multi-hotes. Les cases représentent les états de santé des hotes (d espece h) et des vecteurs Culex spp. (V)
: sous immunité maternelle (M), sensible (S), latent (E), infecté (1) et immun a la suite de [’infection naturelle (R).
Les fleches en trait plein représentent le flux entrant et sortant des compartiments, déterminé par les parametres
associés : p = taux de mortalité, 3 = 1/durée de I'immunité maternelle, ® = 1/durée de la période d'incubation, y
= 1/durée de la période virémique. Nv est la taille de la population active de vecteurs. Les fleches en pointillés
représentent les forces d'infection (foi) exercées par un vecteur infecté sur un hote sensible (foin) et par des hotes
compétents infectieux sur un vecteur sensible (foiy). La foi exercée sur un vecteur par un hote non compétent est
nulle car la probabilité d'étre infecté (q) dans ce cas est de zéro.

2.2.2. Forces d'infection

La force d'infection des hétes (foin) est la probabilité instantanée qu'un héte sensible de
I'espéce i soit infecté. Elle représente le taux de transition entre I'état sensible (S) et I'état latent
(E) et a été définie par :

1
foin = bxppp —]\;; (1)
h

- best le taux de piqdre du vecteur (nombre de piqlres par vecteur et par jour), qui est
aussi l'inverse de la durée de son cycle gonotrophique,

- pnest la probabilité de transmission par piqare du vecteur & un hote de I'espéce h,

- Ivest le nombre de vecteurs infectés et Nn est le nombre d'hétes de I'espece h.

- Xnest la probabilité qu'un vecteur choisisse un hote de I'espéce h pour son repas sanguin,
calculée en multipliant la préference trophique zn pour I'néte h par le nombre d'hotes de
I'espéce h, divisé par la somme de toutes les préférences trophiques multipliée par la
taille des populations d'hétes :

RNy,

D @

Xn
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Xnph représente alors la probabilité de transmission par piqlre d’un vecteur infectieux a
un hoéte de I’espéce h, c’est a dire la fraction d'événements de transmission réussis d'un vecteur

infecté vers un hote sensible de I'espéce h (294).

La force globale d'infection sur les vecteurs est la somme des forces exercées par les
différentes especes hotes :

I
foi, =b ) xuqn - ®3)
7 h

Ou gn est la probabilité qu'un moustique sensible soit infecté aprés un repas sanguin pris
sur un héte virémique de I'espece h, la valeur de ce parameétre étant > 0 pour les especes hétes
compétentes (porcs, truies, canards et poulets) et nulle pour les espéces hotes non compétentes

(humains, chiens, bovins).

2.3. Paramétrisation

2.3.1. Parametres fixés

En plus des tailles de population, nous avons utilisé les données de terrain collectées
lors de I'enquéte de 2018 (279) pour déterminer la durée de vie moyenne de chaque espéce hote
(/) dans le village modélisé. Les durées respectives des périodes d'immunité maternelle (1/9),
d'incubation (1/®) et de guérison (1/y), ainsi que le taux de piqdre des vecteurs (b), les
parameétres de préférences trophiques des vecteurs (z) et les probabilités de transmission (pn,
gn) ont éte fixées conformément a la littérature (Tableau 12). Les estimations des paramétres de
préférence trophique des vecteurs () ont été obtenues a partir d'une étude de terrain menée dans
la méme province (288). L'étude sur la preférence trophique des moustiques et I'enquéte

sérologique ont été réalisées entre mars et decembre en 2017 et 2018, respectivement.

Tableau 12 : Parametres du modele déterministe

Parametre Définition Valeur  Références
Hétes
1wy, 11 Durée de vie moyenne des porcs et des poulets 6 m* Données de terrain
D, Durée de vie moyenne des truies 3a Données de terrain
Yy Durée de vie moyenne des canards 2 a Données de terrain
1/t wumain ~ Durée de vie moyenne des humains 70 a (295)
s Durée de vie moyenne des bovins 7 a Données de terrain
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J/ﬂ chien

Durée de vie moyenne des chiens

5a Données de terrain

16, Durée de l'immunité maternelle chez les porcs et les truies 2,5 m (108,109)

150 15 Durée de I'immunité maternelle chez les canards et les lm (74,280)
poulets

1/0 pumain ~ Durée de I'immunité maternelle chez I'homme S5m (296,297)

15 0 1/ oo Durée de I'immunité maternelle chez les bovins et les im (298,299)

chiens

/P, Période d'incubation chez les porcs et les truies 2] (56,157,158)
1/ . Période d'incubation chez les canards 2] (83,275-277)
1/® Période d'incubation chez les poulets 1,5] (83,300)
1/® pumain  Période d'incubation chez 'homme 10§ (260)
1/® p, 1/D chien Période d'incubation chez les bovins et les chiens 4] (62,301)
1y, Période virémique chez les porcs et les truies 1,5] (56,157)
1y 1/y n  Période virémique chez les canards et les poulets 3j (83,275,276,300)

]/J’humain, ]/Vb’

Délai d’apparition des anticorps chez I'homme, le bétail et

57 (62,301-303)

1/Ychien le chien
Vecteurs
D, Durée de vie moyenne des Culex spp. 25] (304)
b Taux de piqare de Culex spp. 0,25 (305,306)
/D, Période extrinséque d'incubation de Culex spp. 10 (276,307)
Interactions vecteur/hote
7 Préféren?e trophique relative de Culex spp. pour les porcs L (288)
et les truies
- Préférence trophique relative des Culex spp. pour les Estimé
canards**.
. Préférence trophique relative de Culex spp. pour les 0,09 (288)
poulets®*.
_— Préfér'ence trophique relative des Culex spp. pour les 0.5 (288)
humains**
- Préf'érence trophique relative des Culex spp. pour les 17 (288)
bovins**
Préfe . . -
_— ricference trophique relative des Culex spp. pour les Estimé
chiens**
o Ptobabili’té dc? transmission d’un vecteur (Culex spp.) a un 05  (276,88,308,275)
héte de I’espece &
e Probabilité de transmission d'un hote compétent a un 05 (88276307309

vecteur (Culex spp.)
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Probabilité de transmission d'un hote non compétent & un

Qime vecteur (Culex spp.) 0 (62,301)
Tailles de populations

M amamsion u vEY dan 1o ilage modéit Estimé

N, Nombre de porcs dans le village modélisé 2446 Données de terrain

N Nombre de truies dans le village modélisé 285 Données de terrain

N Nombre de canards dans le village modélisé 941 Données de terrain

Ny Nombre de poulets dans le village modélisé 10639 Données de terrain
Nhumain Nombre d'humains dans le village modélisé 3420 Données de terrain

Np Nombre de bovins dans le village modélisé 107 Données de terrain
Nehien Nombre de chiens dans le village modélisé 1044 Données de terrain

Indices: p=porcs, t=truies, c=canards, pl=poulets, b=bovins, h=héte, hc=hbtes compétents, hnc=hétes non
compétents.

* a=année ; m=mois ; j=jour ; **Le porc est la référence.

2.3.2. Parametres estimés

Nous avons estimé trois des parametres du modele en utilisant les données de
séroprévalence collectées dans la méme zone chez les porcs, les volailles et les chiens, décrites
ci-dessus (Tableau 11) : le nombre de vecteurs impliqués dans la transmission du VEJ dans le
village modélise (Nv), et les preférences trophiques des Culex spp. pour les canards (zc) et les

chiens (zchien), qui n'étaient pas disponibles dans la littérature.

Le VEJ étant considéré comme endémique dans la zone d'étude, nous avons supposé
que les valeurs de séroprévalence observées correspondaient a I'état d'équilibre du systéeme
épidémiologique. L'infection a été initialisée au début de chaque simulation par I'introduction
de 100 moustiques infectieux, et les simulations ont été effectuées jusqu'a ce que le systeme ait
atteint un état stable. Nous avons testé plusieurs durées de simulation jusqu'a 200 ans et avons
fixé la durée de simulation étant celle a partir de laquelle les indicateurs calculés ne variaient
plus : 11 000 jours (30 ans). Pour une valeur donnée du triplet (Nv, 7z, 7chien), le modéle a ensuite
été utilisé pour prédire les taux de séroprévalence anti-VEJ pour chaque population héte a I'état
d'équilibre épidémiologique. La log-vraisemblance binomiale conjointe des données de
séroprévalence observées dans chaque groupe héte et chaque district conditionnellement aux

données prédites a ensuite été minimisée pour obtenir des estimations de Ny, zc €t zchien. La
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matrice de variance-covariance, obtenue en inversant la matrice Hessienne, a été utilisée pour

calculer les intervalles de confiance des paramétres estimés.

Deux modeles différents ont été comparés sur la base du critére d'information d'Akaike
(AIC). Le premier modele a estimé un Nv unique pour les trois districts. Le second modéle a
estimé une valeur de Ny par district, en partant du principe que les conditions environnementales

pouvaient varier légérement d'un district a I'autre et donc influencer I'abondance des vecteurs.

2.4, Exploitation du modeéle

2.4.1. Variables de sortie

Le nombre de reproduction de base Ro est le nombre attendu de cas secondaires générés
par un cas primaire introduit dans une population entiérement sensible (291). Le Ro a été calculé
comme la valeur absolue maximale des valeurs propres de la « Next generation matrix » (310).
Les détails de son calcul sont fournis en Annexe 4.

A I'équilibre épidémiologique, le modéle a permis de calculer la probabilité annuelle

d'exposition humaine, qui est la probabilité de recevoir au moins une piqdre infectante sur 1 an:
Probabilité annuelle d’exposition humaine au VE] = 1 — exp(— foipymain365)  (4)

A I'équilibre épidémiologique, la force d'infection exercée sur les humains (foihumain) est
constante et correspond au risque instantané d'étre infecté. En supposant que les personnes
vivant dans le village modélisé sont également exposées au VEJ depuis leur naissance,
1/foinumain365 correspond a I'age moyen de l'infection, en annees. Cet indicateur a été calculé

uniquement dans les situations ou le Ro était supérieur a 1.
Le taux d'incidence annuel des infections humaines par le VEJ représente la proportion
de personnes infectées en un an, a I'équilibre épidémiologique :

ol inS in365
Taux d'incidence annuel des infections humaines par le VE] = JOUumainShumain (5)

N humain

Afin de faciliter I'interprétation de ce dernier paramétre, nous avons également calculé

la proportion d’hommes sensibles dans la population a I'équilibre épidémiologique.

Enfin, nous avons utilisé le modele pour prédire la séroprévalence chez les chiens, ¢’est
a dire la proportion de chiens immunisés par rapport au nombre total de chiens, calculée a I'état

d'équilibre.
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Les intervalles de confiance des indicateurs ont été calculés en tirant au sort 1000 valeurs
conjointes des parametres dans leur aire de confiance gaussienne multidimensionnelle (afin de
prendre en compte la covariance entre les valeurs estimées des parameétres). Le modéle a ensuite
été executé en utilisant ces 1000 valeurs pour calculer les variables de sortie. Les limites
inférieures et supérieures des intervalles de confiance des variables de sortie correspondent aux
quantiles a 2,5% et 97,5%. Le modele a été codé sous R (version 4.0.2) (285).

2.4.2. Composition du systeme et variations de I'abondance relative des hotes

Afin de rendre les scénarios étudiés comparables, nous avons utilisé une taille de
population vectorielle constante. Comme la taille de la population de vecteurs dépend de la
surface corporelle (BSA) totale des hotes disponibles pour les piglres de moustiques (311), la
BSA totale des hotes a été maintenue constante au niveau du village dans tous les scénarios.
Nous avons ensuite fait varier I'abondance de chaque espece héte en modifiant leurs proportions
relatives dans la BSA totale. Pour chaque espece hote, la BSA d'un individu typique a été
calculée a l'aide de formules allométriques développées pour plusieurs especes et est présentée
dans le tableau 13 (312-314).

Tableau 13 : Surface corporelle (BSA) calculée pour chaque espéce hote du modele

Espéce BSA calculée (m?)
Porc (porc d’engraissement) 1,53
Porc (truie) 3,47
Canard 0,15
Poulet 0,13
Humain 1,81
Bovin 4,29
Chien 0,61

Les proportions de BSA des hétes ont été modifiées selon trois groupes de scénarios :

0] Nous avons d'abord fait varier la proportion de BSA des hdtes non compétents par
rapport aux hdtes compétents, de 5% a 95% par pas de 5%. Dans les deux groupes
d'hdtes (compétents vs. non compétents), la répartition des BSA entre les espéces

est restée constante et le modele a été exécuté pour les 19 combinaisons résultantes.
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Nous n'avons pas exploré les situations avec 0 ou 100% de chaque groupe d'hétes,
car elles ne semblaient pas réalistes.

(i) Pour preéciser I'importance relative de chaque héte compétent dans la transmission
du VEJ, nous avons ensuite fait varier les proportions respectives de BSA de porcs,
de canards et de poulets parmi les hétes compétents (porcs, canards et poulets). La
proportion de BSA de porcs parmi les htes compétents variait de 0 a 100% par pas
de 10%, et la proportion de BSA de poulets parmi les volailles variait de 5 a 95%
par pas de 10% (110 combinaisons).

(iii)  Les bovins sont des hdtes non compétents (301) mais attirent les Culex spp.
(288,290). Par consequent, leur abondance relative dans le systeme peut affecter
I'intensité de la transmission. L'effet de la proportion de bovins dans le systeme a
été étudié en modifiant les proportions relatives des BSA des bovins et des porcs.
Nous nous sommes concentrés sur ces hotes car ce sont ceux qui ont la plus grande
valeur économique. La proportion de bovins dans le total des BSA bovins et porcins

variait de 0 a 100% par pas de 5% (21 combinaisons).

2.4.3. Relation entre I'exposition des hommes et des chiens

La proportion de chaque espece héte dans le systéme multi-hdtes (y compris le ratio
homme/chien), la taille de la population de vecteurs (Nv) et la durée de vie des chiens (liée au
taux de mortalité pichien) SOnt des parametres qui influencent a la fois la seéroprévalence des
chiens et la probabilité annuelle d'exposition humaine au VEJ. Pour analyser la relation entre la
séroprévalence anti-VEJ chez les chiens et la probabilité annuelle d'exposition humaine, nous
avons effectue 10 000 simulations pour lesquelles ces parametres variaient de facon aléatoire,
et Ro était > 1. Nous avons tiré au sort la proportion de BSA attribuée a chaque espece hote
entre 0,01 et 0,99. La taille de la population de vecteurs a été tirée au sort entre 1000 et 200 000
vecteurs. La durée de vie des chiens a été tirée au sort entre 2 et 11 ans, sachant que leur durée

de vie moyenne observée dans la zone d’étude est de 5 ans (115).

Nous avons ensuite tracé la probabilité annuelle d'exposition humaine au VEJ en
fonction de la séroprévalence anti-VEJ chez les chiens et analysé visuellement la relation entre

ces deux indicateurs.
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2.4.4. Analyse de sensibilité et qualité de I'ajustement du modéle

Nous avons effectué une analyse de sensibilité de Ro aux valeurs des parameétres, en
utilisant la méthode de Morris (315). Il s'agit d'une méthode exploratoire permettant de trier les
parameétres du modele en fonction de leur influence sur les sorties du modele. Les effets des
parametres du modele peuvent étre (i) négligeables, (ii) linéaires ou (iii) non linéaires ou
impliqués dans des interactions avec d'autres parametres. La méthode Morris d'analyse de
sensibilité globale est un plan "one at a time" ou un seul parametre est modifié a chaque
simulation. Les 51 parameétres ont été discrétisés en 6 niveaux (+/- 25% de la valeur initiale).
Le plan d'expérience a consisté en un tirage aléatoire de 100 points sur une grille réguliére de
dimension 51 et de 6 niveaux. Il a permis de créer 100 trajectoires de 51+1 points en augmentant
ou diminuant chaque composante du vecteur de parametres d'un niveau a tour de réle. L'indice
de sensibilité i * est la moyenne des valeurs absolues des effets elémentaires i, c'est-a-dire des
variations de Ro associées au facteur d'entrée i, et mesure l'influence globale du facteur d'entrée
i sur Ro; o est I'écart-type des effets élémentaires i et mesure les interactions et les effets non
linéaires. L'analyse de sensibilité a été réalisée a lI'aide de R (version 4.0.2) avec le package
"sensitivity" (285).

3. Résultats

3.1. Estimation des parametres, ajustement du modele et analyse de
sensibilité

Le modele présentant I'AIC le plus faible (459,4) était celui estimant les valeurs de Ny
spécifiques au district (I'AIC du modéle alternatif étant de 467,9). En utilisant comme référence
une valeur de 1 pour le porc, le paramétre estimé de préférence trophique relative de Culex spp.
était de 0,43 [0,23-0,81]ices% pour les canards et de 0,12 [0,08-0,20]ices% pour les chiens, les
valeurs fixées d’aprés la littérature étant de 0,09 [0,06-0,1]icos%) pour les poulets, 1,7 [1,1-
2,4]icos% pour les bovins et 0,5 [0,4-038]ices% pour les humains (Tableau 12). La valeur estimée
de Nv était de 17 853 [12 536-25 375]ices% pour le district 1, 52 468 [44 334-62 093]ices% pour
le district 2 et 59 715 [50 389-70 767]ices% pour le district 3.

Pour évaluer 1’ajustement du modele, nous avons calculé la séroprévalence prédite par
espece et par district. Cet ajustement du modéle était satisfaisant car tous les taux de
séroprévalence observés se situaient dans I'intervalle de confiance a 95% (IC 95%) des taux de
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séroprévalence prédits, a I'exception des porcs du district 1, des canards du district 2 et des
poulets du district 3 pour lesquels la séroprévalence observée était nulle (Tableau 11), le nombre
d'animaux testés etant cependant faible.

L'analyse de sensibilité a montré que parmi les 51 parameétres du modéle, 9 avaient une
influence significative sur le Ro, avec l'indice de sensibilité «* supérieur a 0,1. Il s'agissait
principalement de parameétres liés aux vecteurs et aux porcs. Le taux de piqlre b était le
parameétre le plus influent, car il est un facteur multiplicatif de la force d'infection pour les
vecteurs et pour les hotes. De méme, les paramétres suivants les plus influents, la durée de vie
moyenne des vecteurs Ly et la taille de la population vectorielle Ny, conditionnent fortement la
force d'infection des hotes car ils sont directement liés a la quantité de vecteurs infectés Iv. Le
taux de virémie des porcs, yp, €tait également un parametre influent car plus les porcs sont
virémiques longtemps, plus le risque cumulé d’infection des vecteurs est élevé. La probabilité
de transmission d’un porc a un vecteur Qp, d’un vecteur a un porc pp et le paramétre de
preférence trophique relative de Culex spp. pour les porcs zp conditionnent également le taux
d'infection des vecteurs. Pour ces 9 parameétres, la valeur de I’indice des interactions et des
effets non-linéaires o était faible, ils avaient donc des effets linéaires sur la valeur de Ro. Les
valeurs de o et x* étaient trés faibles (<0,05) pour les 42 paramétres restants, ce qui signifie

qu'ils avaient des effets négligeables sur le Ro (Figure 10).
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Figure 10 : Graphique de Morris (gauche) et valeurs de p* (droite) des 9 paramétres les plus influents sur le R.
Les autres parametres avaient un effet négligeable sur le Ry (u*<0,05, 6<0,05). La ligne de pente de 0,5 sur le
graphique de Morris représente la limite entre les parameétres dont les effets sont non linéaires ou comprennent une
interaction avec d'autres facteurs, et les paramétres ayant un effet linéaire. La ligne pointillée représente p*=0,1
(Voir le tableau 12 pour la définition des paramétres).
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3.2. Indicateurs de transmission et d'exposition dans les conditions de terrain

La moyenne des trois Nv estimés par district, pondérée par le nombre de villages étudiés
dans chaque district (2 pour les districts 1 et 2 et 5 pour le district 3), était de 48 798 [40 632-
58 752]ices%. Nous avons utilise cette valeur dans le reste de I'analyse.

Les indicateurs de sortie ont été calculés pour la situation observée. Le Ro prédit était de
1,32 [1,25-1,43]ices%. Le modele prédisait par ailleurs une probabilité annuelle d'exposition
humaine au VEJ de 0,41 [0,30-0,53]icos%, et un taux d'incidence annuel des infections humaines
par le VEJ de 0,0138 [0,0137-0,0139]ices%, ce qui correspond a 47,3 [46,7-47,7]icesw infections
humaines par an dans un village. L'age moyen prédit au moment de I'infection était de 2,33 ans
[1,74-3,26]ico5% (Tableau 4).

Tableau 14 : Indicateurs calculés et intervalles de confiance a 95% pour la situation observée, i.e. dans les
conditions de terrain

Valeur calculée IC 95%

Ro 1,32 [1,25-1,43]
Probabilité annuelle d'exposition humaine au VEJ 0,41 [0,30-0,53]
Taux d'incidence annuelle des infections humaines

oar le VE 0,0138 [0,0137-0,0139]
Incidence annuelle des infections humaines par le VEJ 47,3 [46,7-47,7]
Prévision de la séroprévalence du VEJ chez les chiens 0,40 [0,33-0,47]
Age moyen de I'infection chez I'nomme (années) 2,33 [1,74-3,26]

3.3. Impact des proportions relatives de BSA d'hdtes compétents et non

compétents sur les indicateurs de transmission et d'exposition

Dans les conditions observeées, les hotes compétents représentaient 46,1% de la BSA
totale du village (ligne pointillée, Figure 11). La figure 11 montre que le Ro devenait supérieur
a 1 lorsque la proportion de BSA d'hdtes compétents atteignait 15%. Le Ro augmentait ensuite

avec la proportion d’hdtes compétents et se stabilisait a environ 1,35.
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Lorsque le Ro était > 1, la probabilité annuelle d'exposition humaine au VEJ a I'équilibre
variait de 0,024 a 0,45 et le taux d'incidence annuel des infections humaines par le VEJ variait
de 0,012 4 0,014.

Nous avons analysé deux scénarios contrastés, mis en évidence par des lignes pointillées
sur la figure 11 : le scénario A représentant un village avec 15% de BSA d'hdtes compétents, et
le scénario B un village avec 85% de BSA d'h6tes compétents. Dans le scénario A, un individu
avait une probabilité annuelle d'exposition au VEJ de 0,02, avec un taux d'incidence annuel
d'infections humaines prédit de 0,0122, correspondant a 72,4 infections parmi 5939 personnes.
Dans le scénario B, le taux d'incidence annuel des infections humaines était similaire, avec une
prédiction de 0,0139, bien que le nombre prédit d'infections ait été inférieur (13 infections) en
raison de la taille plus faible de la population (952 personnes). Inversement, la probabilité
annuelle d'exposition était beaucoup plus élevée dans le scénario B que dans le scénario A, a

savoir 0,44.

Il est intéressant de noter que le taux d'incidence annuel des infections humaines était
assez stable bien que la probabilité d'exposition augmentait avec la proportion d'hotes
compétents dans le systeme. En supposant une exposition homogéne des humains au VEJ de
tous les groupes d'age, I'age moyen prédit au moment de Il'infection était de 40 ans dans le
scénario A ou la probabilité d'exposition était faible. Dans le scénario B, ou la probabilité
d'exposition était élevée, I'age moyen prédit au moment de l'infection était de 2 ans. Dans le
scénario A, l'incidence annuelle des infections était donc répartie entre tous les groupes d'age,
tandis que dans le scénario B, les infections étaient concentrées sur les groupes d'age les plus

jeunes.
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Figure 11 : Ro, probabilité annuelle d'exposition humaine au VEJ (ligne bleue continue), proportion d*humains
sensibles (ligne bleue en pointillés), taux d'incidence annuel des infections humaines par le VEJ (ligne rouge) et
age moyen a l'infection, a I'équilibre épidémiologique, en fonction de la proportion d'hétes compétents dans
I'ensemble du systéme (BSA). Les tirets verticaux correspondent & la situation observée. Les deux lignes pointillées
verticales correspondent aux scénarios A (& gauche) et B (a droite).

3.4. Impact des proportions relatives de BSA de porcs, de canards et de
poulets parmi les hotes compétents sur les indicateurs de transmission et
d'exposition

Dans les conditions de terrain, la BSA des porcs représentait 35% de la BSA de

I'ensemble du village et 76% de la BSA des hotes compétents. La BSA des poulets représentait

91% de la BSA des volailles (poulets et canards). Nous avons fixé la proportion de poulets
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parmi les BSA des volailles & 5% (scénario A), 55% (scénario B) et 95% (scénario C) et fait
varier la proportion de porcs parmi la BSA des hdtes compétents (porcs, poulets et canards)
(Figure 12).

Le Ro était principalement influencé par la proportion de BSA des porcs, car il
augmentait de maniere presque linéaire, quelle que soit la proportion de poulets dans la BSA
des volailles. Dans le scénario A, le Ro était > 1 lorsqu'il y avait plus de 30% de porcs dans la
BSA des hétes compétents. Dans le scénario B, le Ro était > 1 avec seulement 10% de porcs
dans la BSA des hotes compétents. Dans un premier temps, le Ro augmentait Iégérement avec
la proportion de poulets dans la BSA des volailles car leur durée de vie (6 mois) est plus courte
que celle des canards (2 ans), ce qui assure un renouvellement plus rapide des animaux sensibles
dans le systeme. Cependant, dans le scénario C, le systéme avait besoin de plus de BSA de
porcs pour que le Ro soit >1 (au moins 35% parmi la BSA des hotes compétents). Cela est dl &
la préférence trophique des moustiques pour les poulets, qui est la plus faible parmi les six
espéces étudiees (zp1 = 0,09). Selon le modéle, lorsqu'il n'y avait presque que des poulets parmi
les hotes compétents, les vecteurs piquaient préférentiellement les hotes non compétents, ce qui

entrainait une diminution de l'intensité de la transmission.

Avec 55% de poulets dans la BSA de la volaille (scénario B), et aucun porc, le Ro était
proche de 1 et son intervalle de confiance a 95% englobait 1. Une analyse supplémentaire a
montré que l'intervalle de confiance a 95% du Ro englobait 1 a partir de 25% de poulets dans la
BSA des volailles (Annexe 5).

Lorsque le Ro était > 1, la probabilité annuelle d'exposition humaine au VEJ a I'équilibre
variait de 0,004 a 0,58 et le taux d'incidence annuel des infections humaines au VEJ variait de
0,003 a0,015. Dans le scénario B, 20% de porcs dans la BSA des hdtes compeétents conduisaient
a une probabilité annuelle d'exposition prédite de 0,05 et a un taux d'incidence annuel prédit de
0,0155 (correspondant a 53,2 infections par an et par village). Dans le méme scénario, mais
avec 80 % de porcs dans la BSA des hétes compétents, la probabilité annuelle d'exposition
atteignait 0,40, et le taux d'incidence annuel était similaire : 0,0138 (correspondant a 47,2

infections par an et par village).

La encore, le taux d'incidence annuel des infections variait Iégérement alors que la
probabilité annuelle d'exposition augmentait avec la proportion de porcs dans la BSA des hotes
compétents. A mesure que cette derniére augmentait, 1'age moyen au moment de I'infection

diminuait et les infections étaient plus probablement concentrées dans les groupes d'age plus
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jeunes. Dans le scénario B, I'dge moyen au moment de l'infection était de plus de 70 ans (les
ordonnées des graphiques ont été tronquées a cette valeur), de plus de 20 ans et de moins de 5
ans avec respectivement 10 %, 20 % et plus de 50 % de porcs dans la BSA des hotes compétents.
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Figure 12 : Ry, probabilité annuelle d'exposition humaine au VEJ (ligne bleue continue), proportion d'humains
sensibles (ligne bleue pointillée), taux d'incidence annuel des infections humaines par le VEJ (ligne rouge), et age
moyen a l'infection, a I'équilibre épidémiologique, en fonction de la proportion de porcs parmi les hotes
compétents (BSA), pour trois proportions fixes de poulets parmi les volailles (BSA).

3.5. Impact des proportions relatives de BSA des bovins et des porcs sur les
indicateurs de transmission et d'exposition

Dans la situation observée, la BSA des bovins représentait 8,9% de la BSA totale des
bovins et des porcs. La figure 13 montre que selon le modeéle, a partir de 65% des bovins parmi

la BSA totale des bovins et des porcs, le Ro était inférieur a 1.
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Il est intéressant de noter que le taux d'incidence annuel était maximal lorsqu'il y avait
60% de bovins dans la BSA des bovins et des porcs (ce qui correspond a 23% de bovins et 15%
de porcs dans la BSA de I'ensemble du systeme), avec un taux de 0,015, correspondant a 51,3
infections par an dans le village (3420 personnes). Pour cette composition du systéme, la
probabilité annuelle d'exposition humaine au VEJ était de 0,06 et I'dge moyen au moment de
I'infection était d'environ 18 ans.
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Figure 13 : Ry, probabilité annuelle d'exposition humaine au VEJ (ligne bleue continue), proportion d'humains
sensibles (ligne bleue en pointillés), taux d'incidence annuel des infections humaines par le VEJ (ligne rouge) et

age moyen a l'infection, a I'équilibre épidémiologique, en fonction de la proportion de bovins parmi les bovins et
les porcs (BSA). Les tirets verticaux correspondent a la situation observée.

95



3.6. Relation entre la séroprévalence anti-VEJ canine et la probabilité
annuelle d'exposition humaine au VEJ

La figure 14 représente la probabilité prédite d'exposition annuelle de I'nhnomme en
fonction de la séroprévalence anti-VEJ prédite chez le chien, pour 10 000 simulations dans
lesquelles les proportions relatives des especes hotes, la durée de vie moyenne des chiens et la
taille de la population de vecteurs variaient aléatoirement, et pour lesquelles le Ro était >1. La
relation entre les deux variables est apparue globalement linéaire, la pente des courbes n'étant
influencée que par la durée de vie moyenne des chiens (Annexe 6). Il est intéressant de noter
que, pour la durée de vie moyenne des chiens observée sur le terrain (5 ans), la pente de la
courbe était proche de 1, la valeur de la probabilité annuelle d'exposition de I'hnomme a des
pigdres infectantes étant alors approximativement égale a celle de la séroprévalence chez le
chien. Ce résultat suggére que, dans notre contexte, la séroprévalence anti-VEJ canine serait un

bon proxy de la probabilité annuelle d’exposition humaine au VEJ.
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4. Discussion

Nous avons défini un modele dynamique a compartiments de transmission du VEJ dans
un systéme multi-hotes représentant un village rural cambodgien, afin de proposer une
quantification du niveau d’exposition des hommes au VEJ et d'analyser comment les variations
de I'abondance relative des espéces hotes affectaient cette exposition humaine et la valeur du
Ro. Un objectif secondaire était d'évaluer si la seroprévalence anti-VEJ des chiens pouvait étre

un bon indicateur de I'exposition humaine au VEJ.

Dans les conditions observées, le modéle prédit un Ro de 1,32 [1,25-1,43]icos%. L’impact
sur la santé humaine a été caractérisé par une probabilité annuelle prédite d'exposition humaine
de 0,41 [0,30-0,53]icos% et un taux d'incidence annuel des infections humaines de 0,0138
[0,0137-0,0139]icos% correspondant a 47,3 infections par an dans le village modélisé [46,7-

47,T]ices%. L'age moyen prédit au moment de I'infection était faible (2,33 ans, [1,74-3,26]icos5%).

Les données disponibles sur l'incidence clinique du VEJ sont rares et proviennent
principalement d'études hospitalieres des cas de syndromes d'encéphalite aigué (103-105,316—
318). L'incidence clinique du VEJ au niveau populationnel est donc probablement sous-estimée.
Dans ces conditions et puisque le VEJ est endémique au Cambodge, Tarantola et al. (2014) ont
estimé que 1/250 & 1/500 des infections donnent lieu a des cas symptomatiques (319). Sur la
base de ces ratios et de I'incidence annuelle des infections humaines par le VVEJ prédite par notre
modele (47,3 infections par an dans un village de 3420 personnes), on peut s'attendre a un
nombre de cas cliniques par an et par village situé entre 0,1 (si le taux est de 1/500) et 0,2 (si le
taux est de 1/250). Bien qu'il ne s'agisse que d'une estimation approximative, cela
correspondrait & une incidence clinique de 2,9 a 5,9/100 000 cas de VEJ par an. A titre de
comparaison, Mao et al. (2020), et Tian et al. (2015), ont estimeé l'incidence annuelle moyenne
des cas de VEJ dans les provinces du Yunnan et de Changsha, en Chine, a 0,16/100 000 (en
2017, aprés 10 ans de programme de vaccination) et 0,15/100 000 respectivement, en recueillant
des donnees hospitaliéres pendant 6 a 10 ans (320,321). Aprés 19 ans de suivi, Montini et al.
(2020) ont estimé une incidence de 0,16/100 000 cas par an en Malaisie (322). Au Bhoutan,
0,3/100 000 et 0,8/100 000 cas par an ont été estimés en 2020 pour les adultes et les enfants
respectivement, sur la base des données de 5 hdpitaux sentinelles (323). Enfin, Campbell et al.
(2011) ont extrapole les données hospitaliéres de 12 pays d'Asie du Sud-Est et ont estimé une

incidence mondiale de 1,8/100 000 et 5,4/100 000 cas par an pour les adultes et les enfants
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respectivement, dans I'ensemble des 24 pays ou le VEJ circule (25). Cependant, ces valeurs
sous-estiment tres probablement I'incidence de la maladie, car elles sont basées sur les cas
signalés par les hopitaux, et parfois dans des zones ou les structures d'acces aux soins et les

capacités d'identification des cas cliniques sont limitées.

L'adge moyen prédit a I'infection dans notre village modélisé était tres bas (2,3 ans). Les
jeunes enfants sont plus susceptibles de développer des formes séveres apres une infection par
le VEJ, ainsi que des séquelles graves (27,104,320,322,323). La proportion de cas séveres
survenant dans la province de Kandal reste inconnue. Cependant, nos résultats et les
connaissances actuelles sur la circulation du VEJ dans le pays justifieraient d’intensifier la

vaccination des jeunes enfants.

Notre modéle ne structure pas la population humaine par groupes d'age et suppose qu'un
enfant est aussi exposé a l'infection qu'un adulte. Dans les conditions réelles, les enfants seraient
probablement moins exposes au VEJ que les adultes parce que leur BSA est plus faible et parce
qu'ils pourraient étre protégés des pigdres de moustiques, par des moustiquaires par exemple,
dans leurs premiers mois de vie. Nos prédictions peuvent donc légerement surestimer

I'exposition des enfants aux infections par le VEJ, en sous-estimant I'dge moyen a I'infection.

Le modé¢le prédit différents schémas d’impact du VEJ sur la santé humaine (représenteés
par différents 4ges moyens a l'infection) selon I'abondance relative des 6 espéces d'hotes : bien
que le taux d'incidence des infections humaines soit resté a peu pres constant dans les différentes
compositions de systemes multi-hotes ou le Ro était supérieur a 1, I'age moyen a I'infection
variait beaucoup. D'une part, dans les situations intermédiaires avec par exemple 15% a 17%
d'hétes compétents dans la BSA de I'ensemble du village (Figure 11) et 10% a 20% de porcs
dans la BSA des hotes compétents (Figure 12, scénario B), le taux d'incidence annuel était éleve
(0,014-0,016), mais la probabilité annuelle d'exposition était faible (<0,1), et I'dage moyen a
I'infection était élevé (>20 ans). Cela pourrait correspondre a la situation prévalant dans les
zones péri-urbaines. D'autre part, a partir d'environ 25% d’hotes compétents dans la BSA de
I'ensemble du village et 50% de porcs dans la BSA des hotes compétents, le taux d'incidence
annuel était également élevé, mais la probabilité annuelle d'exposition était élevee (>0,2), et
I'dage moyen au moment de l'infection était tres bas (<2 ans). Cela pourrait correspondre a la
situation épidémiologique des zones rurales. Dans les zones péri-urbaines, les infections
pourraient donc étre réparties dans toutes les classes d’age (notamment les adultes), alors que
dans les zones rurales, les infections pourraient étre concentrées dans les groupes d'age plus

jeunes, ce qui entrainerait un nombre plus élevé de cas graves. Le village rural étudié appartenait

98



a cette derniére catégorie ou I'age moyen prédit de l'infection était trés bas alors que le taux
d'incidence était élevé.

Les résultats des simulations ont confirmé le r6le majeur joué par les porcs dans la
circulation du VEJ. Les valeurs prédites du Ro (Figure 12) étaient en effet principalement
influencées par la proportion de BSA des porcs dans la BSA totale des hotes compétents.
Cependant, il est apparu que dans un systeme sans porcs, la limite supérieure de l'intervalle de
confiance du Ro restait > 1 lorsqu'il y avait plus de 25 % de poulets dans la BSA des volailles.
Ceci suggeére que, dans un systéme sans porcs, les poulets et les canards pourraient agir comme
réservoir secondaire et assurer la transmission endémique du VEJ. Dans le systeme d'élevage
de la province de Kandal, les canards sont moins nombreux et vivent plus vieux que les porcs
et les poulets (2 ans contre 6 mois en moyenne). Bien que la préférence trophique relative (i.e.
par référence au porc) de Culex spp. pour les canards (zc = 0,43) soit plus élevée que pour les
poulets (zp1 = 0,09), de nombreux canards du systeme sont déja immunisés. Les poulets, plus
nombreux et abattus plus jeunes, pourraient donc jouer un réle plus important que les canards
dans la circulation du VEJ, en raison du renouvellement plus rapide de leur population. A
I’inverse, lorsque les poulets représentaient la quasi-totalité du BSA des hétes compétents, leur
faible attractivité pour les Culex spp. a conduit a une légére diminution de l'intensité de la

transmission, les vecteurs se nourrissant préférentiellement d'h6tes non compétents.

Comme Lord et al. (2015) et Bae et al. (2018) I'ont déja souligné, I'épidémiologie du
VEJ doit étre repensée, car la circulation du VEJ pourrait étre maintenue, ou non, au sein de
systemes épidéemiologiques complexes et variables selon la région (76,82). Dans la province de
Kandal, la circulation endémique du VEJ semble étre maintenue par un systéme multi-hotes
complexe ou les porcs domestiques sont essentiels a la persistance mais ou des populations
d'autres espéces telles que la volaille, les chiens, les bovins et les humains influencent également

la transmission du VEJ.

Les systemes épidémiologiques sont toutefois voués a évoluer, et cela pour des raisons
politiques, économiques, culturelles ou sanitaires. L'élevage traditionnel de porcs était répandu
au Cambodge jusqu’au début des années 1950. La période des Khmers rouges a constitué une
rupture dans I'histoire du pays, et I'élevage porcin n'a repris qu'a partir des années 1980
(110,111). Depuis, I'élevage porcin traditionnel est confronté a des crises sanitaires telles que
la peste porcine classique et, recemment, la peste porcine africaine (PPA) (324), qui pourraient
réduire drastiguement la densité de porcs. De plus, l'industrialisation du secteur et la

concurrence des productions intensives, notamment thailandaises, font baisser le prix de la
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viande et découragent progressivement les petits éleveurs pour lesquels I'élevage traditionnel
de porcs n'est plus rentable (National Animal Health and Production Research Institute,
communication personnelle). D'autre part, I'aménagement du paysage, par le drainage ou la
réduction des riziéres en raison de l'industrialisation, ainsi que le changement climatique et les
aléas climatiques pourraient également transformer le systeme épidémiologique en affectant
directement les populations d'hotes et de vecteurs, et donc le schéma de transmission du VEJ.
Les scénarios que nous avons envisagés sont donc susceptibles de se produire et le contexte
sanitaire actuel lié a la circulation de la PPA en Asie est un exemple concret de ces
changements. En 2019, la production porcine chinoise a chuté de plus de 25 % en raison de
I'épidémie actuelle de peste porcine africaine. Au Vietnam, plus de 21 % du cheptel porcin total
a été décimé en 2020. En parallele, la réduction du nombre total de porcs en raison de la PPA a
entrainé une croissance rapide d'autres productions animales telles que les bovins (+5% en un
an) (325).

La modification de I'abondance relative des bovins parmi la BSA des bovins et porcs
dans notre modele a confirmé que dans les systémes ou la proportion de bovins était plus
importante, la transmission du VEJ pourrait étre moins intense. Dans le village modélise, le Ro
passait en effet en dessous de 1 a partir de 65% de bovins parmi la BSA totale des bovins et des
porcs. Cet effet de type zooprophylactique s'explique par le fait que les vaches sont des hétes
non compétents sur lesquels les vecteurs du VEJ se nourrissent (288,290). Cela peut également
donner une indication de I'intensité de la transmission du VEJ dans les régions ou il circule mais
ou il y a beaucoup plus de vaches que de porcs, comme en Inde ou le ratio porcs/bovins est
d'environ 0,6 alors qu'il est d'environ 25 dans notre zone d'étude (246,326), bien que le contexte

écologique et probablement épidémiologique soient différents.

Dans notre zone d'étude, il a été démontreé que les chiens, qui sont nombreux et vivent a
proximité de I'nomme, sont largement exposés a l'infection par le VEJ (279). Selon notre
modele, dans une zone endémique ou les chiens vivent en moyenne 5 ans, la probabilité
annuelle d'exposition humaine au VEJ était similaire a la valeur de la séroprévalence anti-VEJ
chez les chiens (Figure 14). Les simulations ont indiqué que la relation entre ces deux
indicateurs pouvait étre généralisable, car elle était approximativement linéaire quelle que soit
l'abondance relative des espéces d’hotes et quelle que soit la taille de la population de vecteurs
(Figure 14). Dans le contexte particulier de la province de Kandal, la séroprévalence chez les
chiens pourrait donc étre un bon indicateur de la probabilité annuelle d'exposition humaine, et

un outil pour estimer I'impact du VEJ sur la santé publique. Cependant, des enquétes
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approfondies dans diverses conditions environnementales devraient étre menées pour valider

I’existence de ce lien.

Quelques modéles de transmission du VEJ ont été publiés et s’intéressaient
principalement au systeme porcs-vecteurs ou porcs-vecteurs-humains. Aucun n’a encore
représenté la transmission du VEJ au sien d’un systéme multi-hOtes réaliste représentant la
diversité des hotes présents. Le modéle que nous avons développé est le premier a représenter
la transmission du VEJ au sein d’un systeme multi-h6tes en étant calibré gréce a des données
sérologiques anti-VEJ collectées dans une méme zone sur plusieurs de ces hotes. Trois études
antérieures ont proposé des modeles théoriques (non basés sur des données de terrain) a
compartiments de transmission du VEJ entre 2 populations (vecteurs et réservoirs) ou 3
populations (vecteurs, réservoirs, hommes), dans lesquels les tailles de populations vectorielles
et humaines variaient, et ont recherché des valeurs seuils (en terme de tailles de populations) a
partir desquelles la maladie pouvait s’éteindre ou aboutir a un équilibre endémique (par calculs
de Ro) (327-329). Quatre autres études ont utilisé des données de terrain pour calibrer leurs
modeles. Khan et al. (2014) ont étudié la dynamique de transmission du VEJ chez les porcs au
Bangladesh via un modele & compartiments calibré cette fois-ci sur des données de
séroprévalences porcines. Une seule population était considérée (les porcs), et le modele
permettait de tester 1’efficacité de la vaccination des porcs sur I’incidence de leurs infections
(calculs de Ro) (263). Zhao et al. (2018) ont proposé un modéle & compartiments également
calibré sur des données terrain (tailles de populations porcines et vectorielles, et incidence des
cas cliniques humains), pour investiguer les raisons de la résurgence des cas humains d’EJ a
Hong Kong. Le modéle simulait la transmission du VEJ au sein de 3 populations : porcs,
vecteurs et humains. Contrairement a notre modele, celui-ci introduisait la transmission directe
porc-porc. Celle-ci, bien que pouvant augmenter la taille de 1’épidémie, ne permettait pas la
circulation du VEJ sans vecteurs (260). De la méme maniere, Diallo et al. (2018) ont développé
un modele a compartiment de la transmission du VEJ dans les élevages de porcs au Cambodge
qui incluait la transmission directe. Ce modele, simulant la circulation du VEJ entre deux
populations : les porcs et les vecteurs, était cette fois-ci calibré sur des données de
séroprévalence anti-VEJ porcines (259). Finalement, Zahid et al. (2021) ont investigué la
dynamique conjointe de I’EJ et de la leptospirose en présence de bovins, ceux-Ci étant source
d’infection humaine par les leptospires notamment en Inde, grace a un modéle a compartiments

et le calcul de Ro. L’exploitation de ce modele, dans lequel les tailles de populations de porcs,
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d’hommes et de vecteurs ont été fixées a partir de la littérature, suggérait 1’effet protecteur des

bovins sur la circulation du VEJ (330).

Certains modeles de transmission d’autres arboviroses incluent I’impact de I’humidité
et de la température sur certains parametres comme le taux de piqlre ou la probabilité de
transmission du pathogéne d’un vecteur a un hote (294,331). Les données concernant la relation
entre la température et la compétence des Culex spp. dans la transmission du VEJ sont rares.
Cependant, une étude a montré que le taux de transmission du VEJ était plus important au-
dessus de 28°C, et que le taux d'infection était plus faible quand la température descendait sous
les 26°C (332). En effet, le cycle de développement des moustiques s’accélére avec la
température et la période extrinséque d’incubation diminue avec la température (321). Lin et al
(2017) ont également montré que le nombre de cas humains d’EJ était significativement associé
a l'augmentation de la température et de I'humidité a Taiwan (333). La saisonnalité de la
circulation du VEJ au Cambodge étant faiblement marquée, avec une circulation intense dans
la province de Kandal tout au long de I’année (108), et les températures étant élevées toute
I’année, nous avons négligé 1’influence de la température sur les parameétres de transmission du

VEJ.

En revanche, I’abondance vectorielle, bien qu’importante tout au long de I’année a
Kandal, peut varier en fonction de la saison, avec des pics de captures en mai, juillet et décembre
(108,109,292). Une perspective de notre étude serait ainsi de tester I’impact de la saisonnalité
de I’abondance vectorielle sur les indicateurs de sortie du modele (Ro et indicateurs d’exposition
humaine au VEJ) en évaluant I’impact d’une variation de par exemple +/-20% de la taille de la
population de vecteurs estimées (Nv) sur ’ensemble des indicateurs de sorties. Cependant
Cappelle et al. (2016) ont déja montré que I’intensité de transmission du VEJ dans un élevage
de porcs de la province de Kandal n’était pas significativement différente d’une saison a 1’autre,
I’une des hypothéses étant que I’abondance vectorielle est telle qu’elle permet une transmission

intense toute 1’année, malgré une saisonnalité (108).

Notre approche théorique a montré que les variations de la composition du systeme
multi-hotes identifié au Cambodge peuvent avoir un impact sur l'intensité de la transmission du
VEJ, et donc sur la I’impact de la maladie chez I'homme, en particulier chez les jeunes enfants.
Outre la vaccination des enfants dans les zones d'endémie du VEJ, il est nécessaire d'évaluer

correctement l'impact sur la santé humaine et de poursuivre les recherches sur l'utilisation
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potentielle des chiens comme indicateurs de risque pour cibler les actions de prévention et

réduire I’impact du VEJ sur la santé humaine au Cambodge.

Les nombreux échanges commerciaux et humains dans 1’Océan Indien et notamment
entre I’Asie du Sud Est et La Réunion font craindre une introduction du VEJ sur I’ile
(133,134). De plus, les vecteurs potentiels et les hdtes (compétents et non compétents) du
VEJ sont présents a La Réunion (139), et pourraient constituer un systeme multi-hotes
permettant la circulation du virus s’il venait a y étre introduit. A partir du modéle développé
au Cambodge ou I’EJ est endémique, nous avons souhaité investiguer si le contexte

réunionnais permettrait une circulation du VEJ en cas d’introduction.
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CHAPITRE 4: Risque de circulation du virus de [’encéphalite

japonaise suite a son introduction a 1’ile de La Réunion.

1. Introduction

L’1le de La Réunion (2 500 km2, 859 959 habitants en 2020) est un département frangais
d'outre-mer situé dans I'océan Indien, & 700 km a I'Est de Madagascar. Le climat est tropical
avec des étés chauds et pluvieux (novembre-avril) et des hivers chauds et secs (mai-octobre).
Avec un sommet a 3 074 metres et un relief accidenté, la température ainsi que les densités de

population diminuent progressivement de la c6te vers les montagnes centrales.

Douze espéces de moustiques (appartenant a quatre genres : Aedes, Anopheles, Culex et
Orthopodomyia) sont actuellement connues sur I'ile mais Aedes albopictus et Culex
quinguefasciatus sont les moustiques les plus abondants et se retrouvent communément sur
toute I7le dans les zones urbaines, périurbaines et rurales, jusque parfois 1200-1400 m d'altitude
(139). D’origine asiatique, Culex tritaeniorhynchus est largement présent en région afro-
tropicale. A La Réunion, il est présent sur I’ensemble du littoral mais est généralement peu
abondant, et concentré aux abord des étangs et de certaines zones humides. Ses gites larvaires
préférentiels sont souvent des gites naturels et trés ensoleillés (trous de rochers, prairies
inondées). C’est une espéce opportuniste, piquant préférentiellement les bovins et les porcs
mais également les humains lorsque ses hotes de prédilections font défaut (288). Abondant dans
tous les milieux urbains de I'ile jusqu’a 1 400m d’altitude, Culex quinquefasciatus est la
deuxiéme espéce la plus abondante sur I’ile aprés Aedes albopictus. Ses gites larvaires sont
variés, et se retrouvent en milieu urbain et rural, dans toutes les eaux riches en matieres
organiques ou polluées, mais aussi dans les eaux claires. Les femelles sont opportunistes,

piquant les hommes, les mammiféres domestiques ainsi que les oiseaux (139).

Les différents hdtes compétents pour le VEJ (porcs et volailles) sont également présents.
La filiere avicole est la principale production animale a La Réunion, assurant plus de la moitié
de la production de viande de I’ile. La production de volailles de chair de la Réunion est une
production de diversification qui se caractérise par la taille réduite de ses exploitations (ferme

de référence a 600 m?) et le nombre éleve de petits exploitants. En 2018, la filiere organisee
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regroupe 154 producteurs au sein de deux coopératives (334). L’¢levage porcin représente la
deuxiéme production animale & La Réunion, avec environ 200 élevages recensés en 2018. La
grande majorité (environ 87%) de la production locale est assurée par les éleveurs du secteur
coopératif qui possédent pour la plupart des élevages de type naisseur-engraisseur a caractere
familial de dimension restreinte (30 truies en moyenne). Le reste de la production locale est
assuré¢ par des ¢€leveurs dits « indépendants », s’agissant pour la plupart de petites unités

d’engraisseurs, ou naisseurs-engraisseurs (335).

Le nombre de reproduction de base Ro est le plus souvent défini comme le nombre
moyen de cas secondaires causés par un individu infectieux placé dans une population
d'individus sensibles ou plus généralement comme le nombre attendu de cas secondaires par
cas primaire dans une population naive (291). C’est l'indicateur couramment utilisé pour
mesurer si un agent infectieux peut (Ro >1) ou non (Ro <1) circuler durablement dans une
population (23,291). Dans le cas des arboviroses comme 1’EJ, et comme les vecteurs de I’EJ
sont opportunistes (288-290), le Ro est influencé par le taux de piglre des vecteurs aux
différents hétes, ainsi que par la compétence de ces différents hdtes. Ces hotes peuvent en effet
étre compétents - ayant une virémie suffisamment élevée pour infecter en retour un moustique
piqueur, comme les porcs et les volailles (33,52-54), ou non compétents, comme les bovins,
les chiens et les humains (60,61,64,104).

L’objectif de cette étude était d’analyser la capacité de systémes multi-hbtes présents a
La Réunion, définis sur la base d’une proximité aux elevages de porcs, a maintenir la
transmission du VEJ dans I’hypothése d’une introduction. Ces systéemes multi-hétes sont
comparables a celui étudié au Cambodge, bien que les densités d’hotes et de vecteurs soient
différentes. Ils incluent les porcs et volailles comme hdtes compétents et les bovins, humains et
chiens, abondants a la Réunion, comme hdtes non compétents ainsi que les moustiques du genre
Culex (Culex spp.) comme vecteurs potentiels du VEJ. Nous avons adapté le modéle
déterministe a compartiments de transmission du VEJ, développé et validé au Cambodge et
présenté dans le chapitre précédent (336). Nous avons ensuite utilisé ce modele pour estimer
les valeurs du Rodans les systémes épidémiologiques centrés sur chacun des élevages de porcs

réunionnais.
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2. Matériel et méthode
2.1. Systeme épidémiologique

Les porcs étant les principaux hétes amplificateurs du VEJ, nous nous sommes placés
dans la situation la plus défavorable correspondant a I'introduction d'un vecteur infecté dans ou
a proximité d'un élevage de porcs. L hypothése sous-jacente est que chaque élevage de porc
posseéde au moins un gite larvaire de Culex spp.. En effet, les larves du Culex le plus abondant
a La Réunion, Culex quinquefasciatus, pullulent dans toutes les eaux urbaines riches en
matiéres organiques ou polluées par des détergents, ainsi qu’en milieu rural dans les eaux
polluées de rejets agroalimentaires, les réserves d'eau a usage domestique, et les fosses a lisier
(139).

Les systemes épidémiologiques étudiés correspondaient a des zones tampon de 1 km
de rayon autour de chaque élevage de porcs, 1 km correspondant a la distance de vol moyenne
des Culex (304).

Culex quinquefasciatus et Culex tritaeniorhynchus ont été montré expérimentalement
compétents pour le VEJ, ont un comportement trophique opportuniste, et sont présents a La
Réunion (139,288). Ces deux especes de vecteurs ont été représentées dans le modele par une
seule population de Culex spp.. Culex neavei est également présent et, bien qu’il ait é&t¢ montré
potentiel vecteur du WNV et du virus USUTU (337,338), aucun n’étude n’a encore été publiée

quant a sa potentielle compétence pour VEJ.

A La Reéunion, les élevages de porcs sont de type familial, de taille restreinte et en
batiments ouverts sur I’extérieur donc non €tanches aux vecteurs. Il existe ¢galement quelques
élevages plein-air (335,339). L’¢élevage de volaille en plein air est trés répandu, avec de
nombreux élevages familiaux de type « basse-cour ». Au sein de la filiere organisée
(coopératives Avipole et Fermiers du Sud), 20% des adhérents élevent leurs volailles en plein
air. De plus, les services vétérinaires estiment qu’environ 5 a 10% de la production locale de
viande de volaille est assurée par des élevages non déclarés, qui sont alors des élevages de type
basse-cour. Les élevages plus industriels sont de taille tres variable, allant de 600 a environ 28
000 places en batiments. Néanmoins, ces batiments sont ouverts sur 1’extérieur, notamment par

les systémes d’aération (334,339).
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Les élevages de porcs étant globalement situés a des altitudes comparables, et compte
tenu de la petite surface de I’ille, nous avons fait 1I’hypothése que les conditions
environnementales et climatiques pouvant jouer sur 1’abondance vectorielle ne variaient que
légérement d’un élevage a I’autre. De plus, chaque zone tampon ayant été tracée autour d’un
élevage de porcs, nous avons fait I’hypothése que les gites larvaires étaient inféodés aux
activités d’élevage (fosse a lisier par exemple) et que la taille de la population de vecteurs d’une

zone tampon a I’autre pouvait étre considerée constante.

2.2. Données
2.2.1. Données relatives aux hotes

Les tailles et localisations des élevages de porcs, de volailles et de bovins ont été
obtenues grace a un travail de récolte de données aupres du GDS Réunion, de la coopérative
d’élevage aviaire Avipole, du CIRAD et de la DAAF Réunion (base de données SIGAL). Le
traitement des données brutes communiquées et un travail de géoréférencement des élevages
pour lesquels la localisation exacte était inconnue a permis d’obtenir les points GPS ainsi que
le nombre d’animaux pour chaque élevage connu et déclaré (Figure 15, A). Les déclarations
d’installation classée disponibles publiquement sur le site internet de la DAAF de La Réunion
ont permis de compléter les informations en termes de quantité d’animaux lorsque celles-Ci
¢taient manquantes. L ensemble des données a été anonymisé.

De 2017 a 2018, ’EPLEFPA-CFPPA de Saint-Paul a réalisé une étude sur 1’errance des
carnivores domestiques visant a analyser les mécanismes liés a la persistance de ce phénoméne
a La Réunion (340). Cette étude nous a eté communiquée par la DAAF de La Réunion et les
données brutes par la chargée de mission de ’EPLEFPA de Saint-Paul. Une estimation de la
taille de I’ensemble de la population canine, domestique (chiens confinés et divagants) et
errante, a été obtenue grdce a, d’une part, une enquéte d’opinion aupres de 942 ménages
réunionnais concernant les animaux de compagnie et errants et, d’autre part, au recensement du
nombre et des caractéristiques des chiens présents dans 1’espace public a I’aide d’une méthode
d’observation et de comptage. L’enquéte a permis d’estimer un ratio hommes/chiens
domestiques (confinés et divagants) de 1:3,8. Les comptages sur le terrain ont permis d’estimer
une densité de chiens errants par zone IRIS (découpage territorial INSEE) prospectée (n=230),
les zones IRIS inhabitées et inaccessibles ayant été exclues de 1’échantillonnage (n=114). Nous

avons donc obtenu une estimation du nombre de chiens errants par zone IRIS prospectée et le
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contour de celles-ci (couche SIG) (Figure 15, C). Les zones prospectées ayant été sélectionnées
selon la probabilité estimée de la présence de chiens errants, le nombre de chiens errants dans
les zones IRIS non prospectées a été ramené a 0.

Pour la population humaine, nous avons utilisé les données INSEE publiques de la densité
de population au km? (341) (Figure 15, B). Le nombre de chiens domestiques au km?2 a été
calculé en appliquant le ratio hommes/chiens de 1’enquéte présentée ci-dessus (3,8 (340)) a la
densité de population humaine.

Les tracés des zones tampon ont été réalisé avec les packages «sp», «rgdal »,

« maptools », « rgeos », « crop », « raster » du logiciel R, version 4.0.2 (285).
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Figure 15 : A) Localisation des élevages de porcs, de volailles et de bovins recensés et sites de captures de
moustiques (Source GDS Réunion, DAAF, Avipdle); B) Carte de densité humaine carroyée au km2 a La Réunion
(Source : INSEE (341)). Les densités de chiens domestiques au km2 correspondent a ces densités humaines divisées
par le ratio chien/hommes de 3,8 ; C) Carte de densité des chiens errants estimés dans I’enquéte sur l’errance des
carnivores domestiques a La Réunion (Sources : (340), EPLEFPA, CFPPA, DAAF de La Réunion)
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2.2.2. Données relatives aux vecteurs

Afin d’estimer une population de vecteurs potentiellement actifs dans la transmission du
VEJ a La Réunion, nous avions besoin de données comparables entre le Cambodge et La
Réunion afin de calculer un ratio a appliquer a la taille de population vectorielle estimée par le
modele Cambodgien. Ces données comparables étaient donc des données de captures produites

au Cambodge et a La Réunion selon les mémes protocoles.

2.2.2.1. Données de captures au Cambodge

Trois jeux de données de captures produites au Cambodge ont été utilisées. En 2014-
2015, Cappelle et al. (2016) ont placé un piége lumineux CDC (CDC light trap (342)) dans un
batiment ouvert d’un élevage de porcs familial, au sein d’une basse-cour, dans la province de
Kandal. Les captures ont été réalisées 3 nuits par mois d’avril a juillet 2014 et de septembre
2014 a janvier 2015 (108). En 2015, Di Francesco et al. (2018) ont placé un piege CDC, dans
deux élevages familiaux de porcs, 1’un en zone rural et I’autre en zone péri-urbaine, pendant
trois nuits consécutives chaque mois de juillet a octobre 2015 (109). En 2019-2020, I’unité
d’entomologie de I’Institut Pasteur du Cambodge a initi¢ un suivi de de la dynamique des
populations de moustiques dans 5 provinces du Cambodge, dans des paysages identifiés
différents, allant du centre-ville des villages a la forét la plus proche (données non publiées,
enquéte en cours, communication personnelle Sébastien Boyer). Un piege CDC et un piége
Biogents sentinel a leurre (BG-leurre) (343) ont été placés par zone, pendant 3 nuits

consécutives chaque mois. L enquéte a di étre interrompue en raison de la crise Covid-19.

2.2.2.2. Suivi d’abondance des vecteurs a La Réunion

Il n’existait pas de suivi d’abondance des vecteurs potentiels du VEJ a La Réunion.
Nous avons mis en place ce suivi d’un an en collaboration avec le Cirad, ’ARS et ’'IRD et y
avons participé pour produire des données nous permettant d’estimer 1’abondance des vecteurs
potentiellement impliqués dans la transmission du VEJ a La Réunion, en cas d’introduction.
Les sites de captures ont été sélectionnés en collaboration avec I’IRD et I’ARS selon plusieurs
critéres : présence connue de Culex, s’apparentant le plus & une basse-cour cambodgienne, et
variabilité du paysage. Ainsi, les captures ont été réalisées dans 3 sites (Figure 16) :

- une friche en zone urbaine,

- un élevage de porcs et volailles en zone urbaine,
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- une ferme pédagogique en zone rurale ou sont exposées plusieurs especes dont des

porcs, des volailles, des petits ruminants, un ane et un bovin (et un dromadaire).
Tous les mois, un piege CDC et un piege BG-leurre ont été placés pendant 3 nuits
consécutives (en période de nouvelle lune pour limiter toute source lumineuse) dans chaque
site. Le piege CDC a été utilisé sans addition de CO2, comme dans les études realisées au
Cambodge, pour rendre les données de captures comparables d’une région a I’autre. A La
Réunion, les BG-leurre ont initialement été ajoutés pour augmenter les chances de capturer des
moustiques. Dans 1’¢élevage de porcs et volailles, les deux pieges ont été placés pres des porcs,
a Dl’entrée des salles de fin de gestation et maternité, ouvertes sur 1’extérieur. Culex
quinquefasciatus établissant ses gites larvaires préférentiellement dans des zones humides et
polluées par de la matiére organique, un piege BG-leurre additionnel a été placé au niveau de
la fosse a lisier de I’¢élevage. Ainsi, 3 pieges CDC et 4 BG-leurre ont été placés sur I’ensemble

des 3 sites, 3 nuits consécutives par mois pendant 1 an, du 1*" Juillet 2019 au 24 juin 2020.
Les moustiques capturés ont été comptés identifiées a l'aide des clés d'identification

morphologique de I’Ile de La Réunion (344).

Piege CDC dans I'élevage de porcs et Piege BG-leurre dans la ferme
volailles pédagogique

Figure 16 : Quatre des sept piéges utilisés pour les captures de moustiques a La Réunion (Creédit photo Héléna
Ladreyt, Guillaume Dupuy (ARS), Anais Etheves (CIRAD))

2.3. Description du modeéle

Le modéle est un modele déterministe a compartiments de type SEIR, fonctionnant en
temps continu, développé initialement pour simuler la transmission du VEJ au sein d’un
systeme multi-hotes correspondant a un village rural de la province de Kandal (336). Une
description détaillée du modele est donnée dans Ladreyt et al. (soumis), faisant 1’objet du

chapitre 3.
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Le modeéle simule en été puis en hiver la transmission du VEJ entre les hétes compétents
(porcs, canards et poulets) et les vecteurs (Culex spp.), et des vecteurs aux hétes non compétents

(bovins, humains et chiens) dans chaque zone tampon.

2.3.1. Parametres relatifs aux hotes

La taille des populations de chaque espece hote (porcs charcutiers, truies, poulets,
canards, bovins, chiens, humains) a été calculée dans chaque zone tampon par intersection entre
les tracés des zones tampons et les couches SIG de localisations et tailles d’élevages pour les
animaux de production et les couches SIG de densités de populations pour les hommes et chiens
(fonction « intersect » du package « raster »). Les espérances de vie moyennes des animaux,
dépendant des systemes de production, et humains (1/u) ont été adaptées par rapport au modele
cambodgien, et ont été issues de la littérature. En moyenne, les porcs sont abattus a 6,5 mois a
La Réunion (6 mois au Cambodge), les poulets & environ 56 jours (6 mois au Cambodge), les
canards a 85 jours (2 ans au Cambodge), et les bovins a environ 6 ans (7 ans au Cambodge). La
durée de vie moyenne des hommes est plus longue a La Réunion (80,5 ans) qu’au Cambodge
(70 ans), et les chiens vivent en moyenne légérement plus longtemps (6 ans contre 5 ans au
Cambodge). L’ensemble des autres parameétres relatifs aux hotes (durée de I'immunité
maternelle (1/0), periodes d'incubation (1/®) et de guérison (1/y)), n’a pas été modifié¢ par
rapport au modele Cambodge. Nous avons ainsi fait I’hypothése que ces paramétres ne variaient

pas d’une région de I’ile a I’autre. L’ensemble des paramétres est présenté dans le tableau 15.

Tableau 15 : Parametres du modele déterministe adapté a La Réunion (les paramétres en gras sont ceux dont la
valeur a été modifiée par rapport au modele Cambodge).

Parametre Définition Valeur Références
Hotes

Uup Durée de vie moyenne des porcs 6,5 m* (345)
Uu Durée de vie moyenne des truies 3a (345)
¢ Durée de vie moyenne des canards 85 j (346)
U p Durée de vie moyenne des poulets 55,6 j (346)
/i numain -~ Durée de vie moyenne des humains 80,5a (347)

Y Durée de vie moyenne des bovins 57a (348,349)
1/14 chien Durée de vie moyenne des chiens 59a (340)

1/0 » Durée de I’immunité maternelle chez les porcs 2,5m (108,109)

1/0 ¢, 1/6 y  Durée de I'immunité maternelle chez les volailles Im (74,280)
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1/0 humain~ Durée de I’immunité maternelle chez les humains 5m (296,297)
1/6 b, 1/0 chien  Durée de I’immunité maternelle chez les bovins et les chiens 3 m (298,299)
U, Période d’incubation chez les porcs 2j (56,157,158)
1/ Période d’incubation chez les canards 2j (83,275-277)
1/® p Période d’incubation chez les poulets 15]j (83,300)
1/® humain~ Période d’incubation chez les humains 10 (260)
1/® b, 1/D chien Période d’incubation chez les bovins et les chiens 4] (62,301)
1y p Période virémique chez les porcs 15]j (56,157)
. s . ) ,275,276,
1/yq 1/y m  Période virémique chez les volailles 3] (83 Og) 63
1/y humain, 1y b, De_lal d’apparition des anticorps chez I'homme, le bétail et le 5 (62,301-303)
1/ychien chien
Vecteurs
vy Durée de vie moyenne de Culex spp. 25 ] (304)
b Taux de pigdre de Culex spp. 0,25  (305,306)
1/ Période extrinséque d’incubation de Culex spp. 10 (276,307)
Interactions vecteurs/hotes
- Pré_férence trophique relative de Culex spp. pour les porcs et Lrx (288)
truies
- Préférence trophique relative de Culex spp. pour les 0,43 (336)
canards**
Préfé hi lati I . I
- référence trophique relative de Culex spp. pour les 0,09 (288)
poulets**
— Prefer_ence trophique relative de Culex spp. pour les 05 (288)
humains**
Préférence trophique relative de Culex spp. pour les
b ! phiqu iv ulex spp. pou 17 (288)
bovins**
TC chien Préférence trophique relative de Culex spp. pour les chiens** 0,12 (336)
Probabilité de transmission d’un vecteur (Culex spp.) a un 05 (276,88,308,2
P hote de I’espéce h ’ 75)
Probabilité de transmission d’un hote compétent a un vecteur 05 (88,276,307—
G he (Culex spp.) ’ 309)
Qe Probabilité de transmission d’un hdte non compétent a un 0 (62,301)

vecteur (Culex spp.)

Indices: p=porcs, t=truies, c=canards, pl=poulets, b=bovins, h=hote, hc=hbtes compétents, hnc=hotes non

compétents.

* a=année ; m=mois ; j=jour ; **Le porc est la référence.
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2.3.2. Parametres relatifs aux vecteurs

Les densités de vecteurs d’une zone d’étude a I’autre étant probablement différentes, il
convenait d’adapter la population de vecteurs estimée au Cambodge pour le modele
réunionnais, afin d’obtenir une estimation de la population de vecteurs active dans une zone
tampon (NV réunion). Comme la surface d’une zone tampon tracée a La Réunion autour d’un
élevage de porcs est comparable a celle du village étudié au Cambodge (environ 3 a 4 km?),
nous avons fait I’hypothése que la population de vecteurs dans une zone tampon a La Réunion
(Nv reunion) correspondait a la population de vecteurs dans un village au Cambodge (NV cambodge)
multipliée par un ratio d’abondance. Pour pouvoir calculer ce ratio a partir des données
disponibles, nous avons fait 1’hypothése qu’avec un méme type de piege, la probabilité de
capturer un Culex spp., i.e. la capturabilité des Culex spp., était identique au Cambodge et a La
Réunion. Ce ratio d’abondance Réunion/Cambodge correspond alors au rapport entre le nombre
moyen de Culex spp. capturés par piege par nuit a La Réunion et le nombre moyen de Culex
spp. capturés par piege par nuit au Cambodge, issu des données de capture des deux régions
présentées ci-dessus.

La saisonnalité étant marquée a La Réunion, nous avons estimé une taille de population
de vecteurs par saison (été, hiver). En effet, au Cambodge, la saison des pluies, chaude et
humide, s’étend généralement de mai a octobre, et la saison seche de novembre a avril. A La
Réunion, I’hiver austral (sec et frais) s’étend de mai a octobre et 1’été (chaud et humide), de
novembre a avril. Comme deux types de pieges ont été utilisés, nous avons pu calculer 4 types
de ratios : par saison (été, hiver) et par type de piége (CDC, BG), en utilisant 8 jeux de données
de captures : « Réunion BG été », « Réunion BG hiver », Réunion CDC été », « Réunion CDC
hiver », « Cambodge BG été », « Cambodge BG hiver », « Cambodge CDC été », « Cambodge
CDC hiver ».

Les valeurs des autres parametres relatifs aux vecteurs ou aux interactions hotes-
vecteurs (taux de piqgdre (b), préférences trophiques (), probabilités de transmission (p, q))

étaient identiques a celles utilisées dans le modele Cambodge (Tableau 15).

2.4, Exploitation du modeéle

Le modeéle a été utilisé dans les zones tampon tracées autour de chacun des élevages de

porcs réunionnais pour calculer un Ro moyen ainsi que ses intervalles de confiance.
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Afin de prendre en compte la variabilité des données dans le calcul des ratios d’abondance,
1000 valeurs par jeu de données de captures ont été tirées au sort avec remise. Pour une saison
et pour un type de piege donnés, 1000 ratios ont été calculés en divisant les 1000 valeurs tirées
au sort dans le jeu de données correspondant de La Réunion par les 1000 valeurs tirées au sort
dans le jeu de données correspondant du Cambodge (ex : 1000 valeurs du jeu « Réunion BG
été » divisées par 1000 valeurs du jeu « Cambodge BG été »). Nous avons donc obtenu 1000
ratios par catégorie (i.e. par couple « type de piége-saison ») : ratios « CDC été », ratios « CDC

hiver », ratios « BG été », ratios « BG hiver ».

Mille triplets de valeurs des trois parametres estimées par le modele Cambodge
(préférence trophique relative des Culex spp. pour les chiens 7 chien €t pour les canards 7 canard,
et taille de population des vecteurs Nv cambodge) ONt ensuite été tirés au sort dans I’intervalle de
confiance gaussien tridimensionnel, estimé dans 1’étude Cambodge. Quatre scénarios ont été
étudiés, pour chaque catégorie de ratio d’abondance utilisée pour le calcul de la taille de

population des vecteurs, dépendant du type de piége la saison :

) Dans le scénario 1, la population de vecteurs actifs estimée par zone tampon (Nv
rReunion) a €té calculée en multipliant la population estimée au Cambodge (Nv
cambodge) par le ratio « CDC été » ;

i) Dans le scénario 2, Nv réunion @ €té calculé en multipliant Nv cambodge par le ratio
« CDC hiver » ;

iii) Dans le scénario 3, NV reunion correspond a NV cambodge multiplié par le ratio « BG
été » ;

iv) Dans le scénario 4, NV reunion correspond a NV cambodge multiplié par le ratio « BG

hiver ».

Pour chaque scénario, 1000 valeurs de NV reunion ONt été obtenues en multipliant 1’une
des 1000 valeurs de NV cambodge par 1’une des 1000 valeurs de ratio. Ces 1000 jeux de parametres
ont ensuite permis, pour chaque scénario, de calculer, pour chaque zone tampon, 1000 valeurs
de Ro. La moyenne des 1000 Ro a été conservée ainsi que les quartiles a 2,5 et 97,5% pour les

intervalles de confiance.
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3. Résultats

3.1. Populations d’hotes et de vecteurs
3.1.1. Tailles de populations d’hotes par zone tampon

Les tailles de population par espéce par zone tampons sont présentées dans la figure 17.
Les élevages considérés (porcs, volailles et bovins) se situent dans des zones urbaines ou péri-
urbaines, ou la densité humaine peut atteindre plus de 3000 habitants au km? (Figure 15). En
effet, le territoire accessible et habitable a La Réunion étant restreint du fait du paysage, les
élevages sont concentrés en zone littorale et intermédiaire, jusqu’a environ 900 métres
d’altitude, correspondant a la zone ou les densités de population humaine sont les plus élevées.

Les chiens, domestiques ou errants, vivent également a proximité de I’homme.

Nombre de poulets
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Figure 17 : Tailles de populations d'hétes par zone tampon. Les zones grises correspondent aux zones tampons
dans lesquelles [’espéce en question était absente.
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3.1.2. Suivi d’abondance des vecteurs a La Réunion

1332 moustiques ont été capturés entre le 1°" juillet 2019 et le 24 juin 2020, dont 743
Culex quinquefasciatus et 559 Aedes albopictus. Une seule femelle Culex tritaeniorhynchus a
été capturée. Les sites de captures sont en effet plus proches des gites larvaires de prédilection
de Culex quinguefasciatus que ceux de Culex tritaeniorhynchus. Le détail des captures par
espéce et par sexe est présenté dans le tableau 16 et le nombre de Culex spp. capturés par mois
est présenté dans la figure 18. Le détail des captures de Culex spp. (Culex quinquefasciatus,
Culex tritaeniorhynchus et Culex neavei confondus) par sexe, par saison, par site de capture et

par type de piege utilisé est présenté en Annexe 7.

Tableau 16 : Bilan des espéces capturées a La Reunion avec les 3 piéges CDC et 4 pieges BG, du ler juillet
2019 au 24 juin 2020

Espéce Femelles Males Total
Culex quinquefasciatus 549 194 743
Culex tritaeniorhynchus 1 0 1
Culex neavei 4 0 4
Aedes albopictus 314 245 559
Aedes fowler 2 0 2
Anopheles arabiensis 6 2 8
Anopheles coustani 13 0 13
Lutzia trigripes 1 0 1
Orthopodomyia reunionensis 1 0 1
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Figure 18 : Culex spp. méles et femelles capturés par mois a La Réunion, tous sites et tous pieéges confondus (3
CDC et 4 BG)

Le nombre de Culex spp. capturés par mois montre une légére augmentation en été, de
novembre 2019 a avril 2020 par rapport a de juin a octobre 2019. Cependant, les captures de
Culex spp. ont été maximales en mai et juin 2020, mois d’hiver, engendrant une contradictoire
apparente plus forte abondance en hiver qu’en été. De fortes pluies ont eu lieu en mai et juin
2020 avant les captures, qui peuvent expliquer I’augmentation importante des quantités

capturées.

3.2. Calculs des Ro et rangs des zones tampons

Les valeurs des ratios d’abondance et des tailles de population de vecteurs par zone

tampon (NV réunion) par scénario sont présentées dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Moyennes des ratios et des populations de vecteurs estimées pour le systéme réunion.

Ratios d’abondance Population moyenne de vecteurs actifs
Scénario Réunion/Cambodge pour une zone tampon a La Réunion (Nv
(quantiles a 2,5% et 97,5%) Réunion) (Qquantiles a 2,5% et 97,5%)
1 0,0012 (0,0009-0,0015) 60,4 (42,4-74,5)
2 0,0012 (0,0008-0,0015) 60,6 (40,6-72,7)
3 0,048 (0,039-0,061) 2542 (1905-2977)
4 0,023 (0,017-0,027) 1126 (1078-1321)
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La figure 19 représente, pour les 4 scénarios, les valeurs de Ro calculés par zone tampon
et classées selon trois catégorie, valeur moyenne supérieure a 1, valeur moyenne inférieure a 1
mais borne supérieure de 1’intervalle de confiance (IC95%) supérieure a 1 et borne supérieure
de I’'IC95% inféricure a 1.

Scénario 1 Scénario 2

0 10 20km i -

RO et borne supérieure de IC95% < 1

RO < 1 mais borne supérieure de I''C95% > 1

| | Ro>1

Figure 19 : Zones tampons classées dans 3 catégories selon la valeur du Rq calculé.

Dans les scénarios 1 et 2, aucune zone tampon ne présentait de Ro supérieur a 1 ou un
IC95% englobant 1 (Figure 19). En effet, les moyennes des ratios (CDC été et CDC hiver) étant
tres faible (0,0012 (Tableau 17)), les moyennes des populations de vecteurs (NV réunion) Utilisées
pour le calcul des Ro dans ces deux scénarios étaient également trés faibles (60,4 et 60,6

moustiques, Tableau 17).

Dans les scenarios 3 et 4, les populations de vecteurs par zone tampon (NV reunion) €taient
plus importantes (2542 et 1126 vecteurs en moyenne respectivement) et 28 et 9 zones tampons
respectivement étaient a risque, avec des Ro calculés allant de 0,7 [0,6-1,0]icos% a 2,1 [1,6-
2,9]icos%. Dans le scénario 3, 9 zones présentaient un Ro > 1 et 17 un Ro < 1 mais dont I’TC95%
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englobait 1. Dans le scénario 4, 3 zones présentaient un Ro > 1 et 6 un Ro < 1 mais dont I’'TC95%
englobait 1 (Figure 19).

Nous avons ensuite classé les zones tampon selon la valeur du Ro calculé. Méme si les
valeurs de Ro variaient, le rang de chaque zone en termes de valeur de Ro ne changeait pas avec
le scénario. Ce résultat, plus général, permet de synthétiser les résultats et d’identifier dans un
premier temps les zones tampons les plus a risque d’une circulation du VEJ en cas

d’introduction (Figure 20).

Rang
- 250

150
100

Figure 20 : Rang des zones tampons (de 1 km de rayon autour des élevages de porcs), classées selon la valeur du

Ro calculé.

Ces zones les plus a risque représentent les systémes multi-hétes pouvant
potentiellement assurer la circulation du VEJ s’il venait a y étre introduit. Le détail des tailles
de populations d’hétes dans les 9 zones ou le Ro était supérieur a 1 dans les scénarios 3 et 4 est
présenté dans le tableau 18.
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Tableau 18 : Taille des populations d'hétes pour les 9 zones tampons identifiées comme les plus a risque, et
valeur moyenne et intervalles de confiance des Ropour les résultats issus des scénarios 3 (ratios BG été) et 4
(ratios BG hiver).

Scénario 3 Scénario 4
(NV Reunion = (NV Reunion = Tailles de populations
2542) 1126)

Rang Ro[IC95%] Ro[IC95%] Porcs Truies Canards Poulets Bovins Humains Chiens
1 2,1[1,6-29] 1,4[1,0-1,9] 0 20 0 0 0 87 53
2 1,7[1,3-24] 1,2[0,9-16] 126 16 0 0 0 147 75
3 1,6[1,2-2,2] 1,1[0,8-1,4] 80 0 0 0 5 175 47
4 1,5[1,1-2,0] <1 375 33 0 0 0 70 45
5 1,4[1,1-1,9] <1 300 25 0 0 0 171 65
6 1,4[1,1-1,9] <1 180 0 0 0 8 218 79
7 1,4 [1,0-1,8] <1 496 32 0 0 0 37 34
8 1,2 0,9-1,7] <1 600 49 0 0 0 34 19
9 1,2 [0,9-1,6] <1 412 62 0 0 2 251 69

Ces zones identifiées comme les plus a risque se caractérisent par la présence de porcs,
associée a I’absence de volaille et une densité humaine relativement faible. Les zones avec de
fortes densites de volailles étaient souvent associées a une forte densité humaine (Figures 15 et
17). Ces résultats suggérent que dans les zones de forte densité de volailles, la densité d’hotes
non compétent (humains, chiens et bovins) est telle que les volailles, bien qu’hotes compétents,
ne permettraient pas ou peu la circulation du VEJ. De plus, la préférence trophique des Culex
spp. pour les poulets, estimee au Cambodge, est la plus faible de tous les hotes (288) : les
vecteurs préferent prendre leur repas sanguin sur les autres hétes présents, qui sont pour la

plupart des hdtes non compétents.

4. Discussion

Certaines maladies vectorielles ont déja été introduites a La Réunion et ont posé ou posent
de sérieux probléemes de santé publique comme le chikungunya entre 2005 et 2006 et la dengue
qui provoque des épidemies chaque année (350-352). Le terrain semble favorable aux
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émergences de nouvelles arboviroses et les échanges commerciaux et humains nombreux dans

I’Océan Indien font craindre une introduction du VEJ a La Réunion.

Les calculs de Ro dans des zones tampon tracées autour de chacun des élevages de porcs
recensés a La Réunion ont permis d’identifier des zones plus ou moins & risque de maintenir
une transmission du VEJ en cas d’introduction. Nous avons étudié 4 scénarios selon le type de
piege et la saison des données utilisées pour calculer la taille de population des vecteurs par
zone tampon (NV reunion). Les Ro calculés étaient faibles quel que soit le scénario, mais dans les
scénarios 3 et 4 (ratios BG), 12 zones présentaient un Ro > 1 : 9 en été et 3 en hiver. Quel que
soit le scénario, les rangs des zones classées selon la valeur du Ro ne changeaient pas, i.e. les
zones les plus a risque étaient les mémes, caractérisées, pour les trois premiéres, par un systeme
multi-hotes avec de 20 a 142 porcs (porcs charcutiers et truies), 0 volailles, de 0 a 5 bovins, de
87 & 175 humains et de 47 & 75 chiens.

Ces résultats suggerent que certaines compositions des systemes multi-hétes identifiés
(zones tampons centrées sur les élevages de porcs), pourraient permettre dans certains cas la

transmission du VEJ.

Plus particuliérement, on remarque que 1’une des zones les plus a risque (en termes de
rang), se situe a quelques kilomeétres de la zone portuaire de La Réunion (commune du Port, au
Nord-Ouest de I’1le, Figure 20). Or, de nombreuses lignes commerciales relient Le Port a 1’ Asie
du Sud-Est (Thailande, Inde) ou I’EJ est endémique (132-134). De plus, les durées des
transports de marchandises par cargo varient de 18 a 30 jours, et pourraient permettre la survie
de vecteurs infectés, la durée de vie moyenne des Culex spp. étant de 25 jours (304). Cette zone
du Port pourrait donc étre une porte d’entrée du VEJ, par introduction de vecteurs infectés.
Méme si le Ro calculé dans cette zone était inférieur a 1, la proximité du port et le rang elevé
de la zone tampon en question, témoignant d’un systémes multi-hétes a risque de permettre la
circulation du VEJ en cas d’introduction, sont des arguments qui nous ameénent a recommander
une mise en place des mesures de surveillance et de contrdle au niveau de 1’élevage de porcs
concerné. Des mesures de lutte antivectorielle pourraient y étre appliquées (moustiquaires,
destruction gites larvaires) afin d’éviter que des vecteurs infectés arrivant du Port ne piquent
les porcs de cet élevage. Une surveillance sérologique pourrait également étre mise en place,
sur les porcs mais aussi sur les autres hotes du systeme (volailles, chiens, bovins), ainsi que sur
les hommes, afin de détecter d’éventuelles séroconversions témoignant d’une circulation du

VEJ. Finalement, ces mesures devraient étre associées a un renforcement de la communication
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sur la protection des personnes contre les piglres de moustiques, déja mise en place pour lutter
contre les épidémies de dengue.

Pour définir la taille de la population de vecteurs dans le modéle réunionnais, nous
disposions de nos données de capture produites a La Réunion ainsi que de la taille de la
population de vecteurs estimée par le modele au Cambodge gréce a des données sérologiques.
Une estimation réaliste de la densité de la population vectorielle et de sa dynamique temporelle
est un ¢lément essentiel a prendre en compte lors de la conception de modéles d’arboviroses,

mais c’est aussi I’'un des parameétres les plus difficiles a estimer.

Le calcul de la taille de la population de vecteurs dans le systeme épidémiologique
réunionnais était basé sur 1’hypothése d’une capturabilité identique au Cambodge et a la
Réunion, c’est-a-dire qu’a protocoles de capture égaux, on suppose que la probabilité qu’un
Culex spp. soit attiré dans un piége est la méme au Cambodge et a La Réunion. Sous cette
hypothése, nos résultats indiquent une différence d’abondance vectorielle importante entre les
captures au Cambodge et a La Réunion. Cependant, le fait qu’on observe une différence de ratio
entre les pieges BG et CDC, mais aussi une différence de ratio selon la saison pour le piége BG
(0,023 en été et 0,048 en hiver) mais pas pour le piege CDC (0,012 et été et en hiver), suggere
que la capturabilité¢ dans les deux zones d’étude n’est pas identique (Tableau 17). En effet, si la
probabilité qu’un Culex se laisse capturer par un piége donné était la méme au Cambodge et a
La Reéunion, on aurait observé le méme type de variations des ratios selon la saison pour les
deux pieges. Utiliser des données de capture produites en utilisant deux types de piege nous a

donc permis d’infirmer cette hypothése.

Cette différence observée de capturabilité pourrait avoir plusieurs explications. En
premier lieu, I’utilisation d’outils induit I’existence d’une variabilité entre chaque appareil
utilise. Par exemple, la lumiere des pieges CDC peut étre plus ou moins intense et donc attirer
plus ou moins les vecteurs, et les leurres des pieges BG, réutilisés pendant plusieurs mois,
peuvent perdre légerement leur potentiel attractif. Les résultats de captures peuvent également
étre soumis a un effet opérateur, mais 1’utilisation de protocoles standardisés limite cet effet.
Des études rapportent qu’a La Réunion, certains piéges classiques seraient moins efficaces que
dans d’autres régions du monde. Ainsi, dans un contexte d’épidémies récurrentes de dengue,
ou la plupart des études ciblent Aedes albopictus, bien que des études suggerent que les pieges
classiques BG-leurre sont efficaces pour collecter Aedes albopictus dans d’autres régions dont

I’ Asie (353,354), les taux de capture utilisant ces mémes pieges sur I'lle de la Réunion sont
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étonnamment relativement faibles, alors que les abondances vectorielles peuvent étre trés
élevées (355,356). De ce fait, les entomologistes sont amenés a développer des pieges
améliorés, en ajoutant du CO2 ou en les appatant avec des souris (357). Finalement, des
variabilités intra-espéce peuvent survenir, impliquant des comportements différents de vecteurs
de la méme espéce mais de régions différentes. C’est 1’une des hypotheses soulevées pour
expliquer la faible efficacité des pieges classiques BG-leurre avec Aedes albopictus évoquée

ci-dessus.

Notre méthode de calcul des ratios d’abondance supposait également que les saisons
pendant lesquelles les captures avaient eu lieu, au Cambodge et & La Reéunion, étaient
comparables. Nous avons supposé que les deux saisons (été humide, hiver sec) étaient
simplement inversées, alors que la saisonnalité peut étre soumise a des changements ou a des
décalages d’une année sur 1’autre. En effet, le pic de pluies a La Réunion observé en mai et juin
2020 a par exemple induit un pic de captures dans une saison ou I’abondance vectorielle est

habituellement moindre, affectant directement le ratio.

Méme si la variabilité des données de piégeage a été prise en compte dans les calculs
des Ro, les résultats semblent indiquer une sous-estimation des ratios d’abondance, et donc de
la valeur des Ro. Pour cette raison, nous nous sommes intéressés au classement des zones selon
leur rang de classement par valeur décroissante de Ro, lequel était indépendant du ratio

d’abondance utilisé dans le calcul de la taille de la population de vecteurs.

Afin d’améliorer I’estimation de la population de vecteurs potentiellement actifs dans la
transmission du VEJ a La Réunion, une perspective de cette étude serait d’utiliser un modele
mécanistique prédisant dans le temps et I’espace le nombre de Culex spp., notamment Culex
quinquefasciatus en fonction données météo et densité des gites larvaires comme cela a été
réalisé pour Aedes albopictus a La Réunion, grace a I’outil AlboRUN développé au Cirad (358).
Il conviendrait alors d’adapter ce modéle mécanistique a la zone d’étude au Cambodge, afin de
disposer de données de populations au Cambodge et a La Réunion. En effet, cela permettrait de
calculer un ratio a appliquer a la population de vecteurs estimé par le modele Cambodgien pour
pouvoir calculer une population de vecteur a utiliser dans le modele réunionnais. Finalement,
le nombre réel de vecteurs d'une espéce donnée par unité de surface peut étre estimé par des
expériences de marquage-relacher-recapture, qui consistent a relacher des insectes produits en
masse (genéralement marqués avec des colorants fluorescents) et a extrapoler la densité de

population a partir des données de recapture quotidiennes. La taille de la population sauvage
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est estimée par le degré de dilution d'un nombre connu de moustiques marqués dans la
population sauvage non marquée, dont le nombre est inconnu, et la mesure ultérieure du facteur

de dilution par les captures (359,360).

Au-dela de la taille de la population de vecteurs, I'importance de la transmission
enzootique dépend du comportement trophique du moustique pour les différentes espéces hotes,
de la disponibilité de ces espéces et de la capacité de réplication du virus chez ces espéces. Ces
parametres peuvent cependant varier d’une région a I’autre au sein d’'une méme espece (d’hotes
ou de vecteurs) et, en plus d’influer sur la capturabilité des vecteurs (pour les parametres
vectoriels), peuvent impacter directement la dynamique de transmission des virus (différence

de compétence vectorielle, préférences trophiques différentes d’une région a 1’autre).

Dans un premier temps, car la taille de la population de vecteur estimée pour La Réunion
n‘impacte pas les rangs des zones, il conviendrait d’évaluer la compétence de Culex
quinquefasciatus réunionnais pour le VEJ. La préférence trophique d’une espéce vectrice,
pouvant varier selon les colonies de moustiques et donc selon les régions, est un élément
essentiel dans la dynamique de transmission du VEJ au sein du systeme multi-hote. Les valeurs
de ces paramétres dans le modéle Réunion provenaient de I’enquéte réalisée a Kandal (288). 1l
conviendrait ainsi d’investiguer les préférences trophiques de Culex quinquefasciatus a La

Réunion, comme cela a déja été réalisé pour Aedes albopictus (361).

Finalement, des études expérimentales ont montre que la température pouvait avoir un
impact sur la compétence des vecteurs du VEJ (sur les parametres de transmission ou le taux
de piqlre par exemple), et qu’a des températures modérées, en dessous de 20°C, la
dissémination du VEJ de lintestin des vecteurs aux glandes salivaires était limitée
(321,332,362). Nous n’avions pas pris en compte 1’effet de la température sur la compétence
vectorielle dans le modéle Cambodge car les faibles variations de température d’une saison a
I’autre nous permettaient de négliger cet aspect. Pour La Réunion, et comme nous avons
souhaité utiliser le méme modele, nous avons représenté 1’impact de la saisonnalité, et donc de
la température, sur I’abondance vectorielle (en calculant une population de vecteurs par saison)
et non sur la compétence vectorielle, faisant ainsi la méme hypothese que pour le modéle
Cambodge. Le fait que les élevages de porcs a La Réunion soient situés a des altitudes
comparables laisse supposer des écarts de températures faibles entre les élevages. Il est toutefois

possible que nous surestimions les Ro en hiver, saison pendant laquelle la compétence des
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vecteurs du VEJ pourrait diminuer, mais cela n’affecterait pas les rangs des zones tampons car

les élevages seraient alors a peu pres tous impactés de la méme maniére.

D’apres ’organisation du cheptel et des différentes populations d’hotes, nous avons
supposé que dans chaque zone tampon, tous les hétes, y compris les hommes, étaient exposés
de maniére homogene a une seule population de vecteurs. Pour cette raison, et parce que la
transmission directe entre les porcs a été négligée, il n'a pas été nécessaire de structurer la
population hote par ménages. On peut cependant supposer que les habitants, vivant a I’ intérieur,
seraient moins exposes que les animaux d’élevage ou les chiens. De plus, depuis le début des
épidémies de dengue, des campagnes de communication visant a inciter les habitants a se
protéger contre les pigQres de moustiques sont mises en place a La Réunion, ce qui pourrait
¢galement permettre de limiter I’impact du VEJ sur la santé humaine en cas d’introduction du
virus (351,363). A I’inverse, les vecteurs piquant également les humains, des habitants moins
exposés que les autres especes d’hotes, dont certains hotes compétents, pourrait entrainer une

légere augmentation de I’intensité de transmission et donc du Ro calculé.

La taille des élevages et leur localisation sont issues d’un travail de récolte de données
partagées entre plusieurs organismes (GDS, Cirad, DAAF de La Réunion, coopératives). Il nous
a cependant été communiqué que de nombreux élevages notamment des basse-cours de
volailles n’étaient pas déclarés et donc pas recensés, sans pouvoir estimer précisément leur
quantité. Les volailles étant considérées comme des hdtes compétents dans le modele, une
augmentation de leur densité pourrait augmenter I’intensité de transmission. A l’inverse,
comme, selon une étude réalisée au Cambodge, la préférence trophique des Culex spp. pour les
poulets est la plus faible de toutes les espéces d’hotes considérées dans le modele, une
surreprésentation des volailles associée a une faible densité de porcs mais une forte densité

d’hotes non compétents pourrait diminuer 1’intensité de transmission.

La Réunion posséde un paysage escarpé avec un sommet central culminant a 3 074 m.
On peut s’attendre a ce que I’abondance vectorielle, liée a la température, diminue avec
I’altitude. Notre zone d’étude ne dépassait pas les 1000 m d’altitude et nous n’avons pas pris ce
facteur en compte dans le modele. Néanmoins, les gites larvaires préférentiels de Culex
quinquefasciatus, espece de Culex la plus abondante dans nos captures, sont les eaux polluées
et avec présence de matiére organiques et se retrouvent dans les élevages ou dans les zones de
forte densit¢ humaine. Nous avons fait ’hypothése que la présence de gites larvaires dans les

élevages de porcs était le principal facteur influencant la présence de Culex spp..
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Nous avons tracé des zones tampons autour des élevages de porcs selon la distance
moyenne de vol de Culex quinquefasciatus (304). De plus, les tailles de population par zone
tampon a La Réunion ont été calculées a partir de la taille de la population de vecteurs estimees
pour un village cambodgien faisant en moyenne 3 a 4 kmz2. Or, la distance de vol est une
moyenne et peut varier. Nous avons répété 1’ensemble de 1’étude avec des zones tampon de 2
km de rayon. La taille de la population active de vecteur étant la méme que pour les zones de 1
km de rayon, I’intensité de transmission a diminué dans 1I’ensemble des nouvelles zones, mais
sans modifier le rang de chaque zone (Annexe 8). Cependant, des zones tampon plus grandes
impliquent qu’un plus grand nombre d’entre elles se superposent, créant alors de nouveaux
systemes multi-hotes. La transmission du VEJ pourrait alors s’effectuer d’une zone a ’autre
par I’intermédiaire des vecteurs partagés entre ces zones, et s’endémiser sur un territoire plus

large que ces zones tampon.

Cette étude est un travail préliminaire et nous avons dans un premier temps supposé
qu’il n’y avait pas d’échange d’hotes ou de vecteurs entre les zones tampons. A défaut d’inclure
ces échanges, le modele calcule un Ro par zone tampon considérée fermée. Pour un calcul de
Ro concernant une population indemne, prendre en compte les échanges d’hotes et de vecteurs
reviendrait a remplacer des hotes et des vecteurs infectés par des sains. Une prochaine étape
serait se spatialiser ce modele afin de modéliser la diffusion de I’EJ a partir d’un point
d’introduction de vecteurs infectieux. Cette diffusion serait assurée d’une part par les vecteurs
par vol actif, et d’autre part par les mouvements d’animaux compétents (porcs, volailles)
infectieux. De plus, la dispersion par le vent a été observée a plusieurs reprises chez les Culex
spp. et pourrait étre un facteur de diffusion du VEJ (364-366).

Notre approche a permis de produire des résultats qualitatifs informatifs du risque
d’endémisation ou d’épidémie de I’EJ a I’ile de La Réunion. Modéliser la transmission d’un
virus dans une région indemne mais ou le risque d’introduction existe est une phase préliminaire
visant a identifier si la zone d’étude est d’intérét pour approfondir les recherches nécessaires
pour et mettre en place des mesures de prévention et de contrdle, ce qui est le cas pour I’ile de

La Réunion.
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DISCUSSION GENERALE

1. Bilan

Les objectifs de cette these étaient, d’une part, d’améliorer la compréhension de
I’épidémiologie de I’encéphalite japonaise et de ses mécanismes de transmission dans un village
Cambodgien typique ainsi que I’exposition de ses habitants au VEJ, et, d’autre part d’analyser
I’effet des variations du systeme multi-hotes (en termes d’abondances relatives des espéces ou
groupes d’especes d’hotes du systéme) sur l’intensité de transmission du virus et sur

I’exposition humaine au VEJ.

Dans un contexte d’émergence et de diffusion des maladies infectieuses, notamment des
arboviroses zoonotiques, 1’objectif secondaire de cette thése était d’évaluer si le VEJ pourrait

circuler a I’Tle de La Réunion s’il y était introduit.

Nous avons ¢tudié I’EJ de manicre holistique en modélisant la transmission du VEJ au
sein d’un systéme multi-hotes typique de la zone d’étude. La diversité et la composition des
systemes épidémiologiques faconnent la dynamique de transmission des pathogeénes,
notamment de ceux ayant un large spectre d’hotes comme le VEJ mais également le WNV ou
le virus de la FVR (7,331,367). De plus, les compositions des systémes varient dans 1’espace et
dans le temps et I’étude globale de ces communautés de maintenance est nécessaires pour mieux
comprendre les dynamiques de transmission et proposer des mesures de surveillance et/ou de

contrdle adaptées (76). L’EJ est un bon modele d’étude pour ces questions.

L’enquéte sérologique réalisée en 2018 dans la province de Kandal nous a permis
d’identifier un systéme multi-hote, dans lequel le VEJ est transmis par des vecteurs du genre
Culex, composé de porcs et de volailles comme hétes compétents, et de chiens, de bovins et
d’hommes comme hotes non compétents. Les sérums de chiens prélevés lors d’une précédente
enquéte dans la méme province ont en effet été¢ également testés par I’unité de virologie de
I’Institut Pasteur du Cambodge et ont permis la premiére mise en évidence d’une exposition

des chiens au VEJ au Cambodge.
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Les taux de séroprévalence des quatre espéces prélevées lors de I’enquéte de terrain
ainsi que les données démographiques issues de cette enquéte nous ont permis de calibrer un
mode¢le dynamique de la transmission du VEJ au sein d’un village de la province de Kandal.
Ce modele simule la transmission du VEJ dans le systeme multi-hétes identifié, des hotes
compétents aux vecteurs et des vecteurs aux hotes compétents et non compétents. Le Ro est
calculé, et le modele permet d’estimer des indicateurs de I’exposition humaine au VEJ : la
probabilit¢ annuelle d’exposition, le taux annuel d’incidence des infections ainsi que 1’age

moyen a I’infection.

Dans le village modélisé, le Ro estimé était supérieur a 1 (1.35 en moyenne) et le taux
d’incidence annuelle prédit était d’en moyenne 14 infections pour 1000 habitants par an. Les
enfants s’infectaient trés jeunes, a 1’age de 2,3 ans en moyenne. Or, les données cliniques issues
du Cambodge et d’autres pays d’Asie du Sud Est montrent que les enfants sont plus sujets aux
formes graves d’infection par le VEJ (27,104,320,322,323) : le modéle suggeére que dans des
villages cambodgiens similaires a celui étudié¢, I’EJ aurait un fort impact clinique. Ces
estimations viennent completer les connaissances sur I’exposition humaine, essentiellement
issues de données d’incidence de cas cliniques d’EJ diagnostiqués a I’hopital, et permettent
pour la premiére fois de proposer une quantification de 1’exposition humaine au VEJ dans un

village typique de la province de Kandal ou le virus circule fortement.

Les résultats de ce modéle suggeérent également que la séroprévalence canine pourrait
étre un bon proxy de la probabilité annuelle d’exposition humaine au VEJ, les chiens étant

nombreux au Cambodge et vivant a proximité de I’homme.

Modifier les proportions relatives de chaque espéce ou groupe d’espéces d’hote au sein
du systeme épidémiologique nous a permis d’identifier des situations seuil - composition du
systeme a partir de laquelle le Ro calculé passait en dessus ou en dessous de 1, permettant ou
non la circulation du virus. Les systéemes épidémiologiques sont voués a changer, notamment
pour des raisons sanitaires telles que les épidémies actuelles de peste porcine africaine en Asie
qui modifient les densités de porc, ou économiques comme 1’industrialisation du secteur porcin
au Cambodge qui engendre une progressive disparition des petits élevages familiaux au profit
des elevages industriels. Les résultats obtenus grace a notre modéle permettent d’anticiper

I’effet qu’auraient des changements du systeme multi-hétes sur la transmission du VEJ.

Finalement, 1’adaptation du modéle au contexte réunionnais suggeére que, suite a une

introduction, le VEJ pourrait s’établir et circuler dans certaines zones de I’Ile de La Réunion.
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2. Limites et perspectives

Les donnees disponibles ne nous permettaient pas de valider pleinement les résultats du
modele développé au Cambodge. Concernant I’impact de la composition du systéme
épidémiologique sur l’intensité de transmission et I’exposition humaine, il conviendrait de
réaliser des enquétes sérologiques aupres des différentes espéces d’hotes (compétents et non
compétents) dans des systemes épidémiologiques de compositions différentes de celle observée
dans notre zone d’étude (par exemple avec une plus grande proportion de bovins, ou une plus
faible proportion de porcs parmi les hotes compétents), et d’observer si ces nouvelles
séroprévalences correspondent aux prédictions du modele. Un suivi de I’abondance vectorielle
serait également nécessaire pour adapter le paramétre fixant la taille de la population de vecteurs
(qui peut varier d’une zone a 1’autre) ainsi que pour tester la validité de I’hypothese de relation
entre la taille de la population de vecteurs et la surface corporelle totale des hdtes présents dans
le systéme. Si cette derniere hypothése s’avérait vérifiée, cette relation pourrait par ailleurs étre
prise en compte dans le modéle Réunion. Concernant la possibilité d’utiliser la séroprévalence
anti-VEJ canine comme proxy de la probabilité annuelle d’exposition humaine, des enquétes
approfondies dans diverses conditions environnementales devraient étre menées pour confirmer
ce lien et en déduire I'intérét d’utiliser les chiens comme sentinelles de I’EJ a 1'avenir. Une
premiére étape a déja été initiée par 1’Institut Pasteur du Cambodge et le Cirad, qui organisent
actuellement une enquéte sérologique sur des chiens de Kandal et leurs propriétaires, visant a
quantifier les prévalences d’anticorps contre trois arbovirus circulant dans la région : le virus
de la dengue, le virus West-Nile et celui de I’encéphalite japonaise. L'objectif est d'explorer
I'exposition a ces trois flavivirus (par mesure de la séroprévalence) et de reconstruire la
probabilité annuelle d’exposition (par modélisation) chez les humains et leurs chiens vivant
dans les mémes foyers. Pour le VEJ, le protocole prévoit d'échantillonner des enfants, I'age
moyen a l'infection prédit par le modeéle étant trés bas (2,3 ans). Ces estimations de probabilités
annuelles d’exposition permettront de confirmer, d'une part, les niveaux élevés d'exposition
humaine a cette zoonose grave et, d'autre part, que la séroprévalence canine est un bon
indicateur de la probabilité annuelle d’exposition humaine dans cette région. Si tel est le cas,
les chiens pourraient étre de bonnes sentinelles pour la surveillance de l'infection par le VEJ
chez I'nomme et les résultats d’enquétes sérologiques chez le chien pourraient informer sur le
niveau d’exposition des hommes, ce qui apporterait des arguments pour la mise en place de la

vaccination.
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Les paramétres de compétence des hétes, dont fait partie la probabilité de transmission
d’un héte de I’espéce i a un vecteur (pi), provenaient d’études expérimentales réalisées dans
différentes régions et impliquant souvent de faibles quantités d’animaux de laboratoire. Ces
parameétres sont donc mal connus et des études de laboratoire supplémentaires de la probabilité
de transmission du VEJ au vecteurs par des animaux virémiques (suidés et oiseaux domestiques
ou sauvages) permettraient d’affiner le modele, notamment pour ce qui concerne 1’avifaune
sauvage, pour laquelle les études sont peu nombreuse (300) mais seraient d’intérét dans les
régions ou les oiseaux sauvages sont nombreux (et ou ils pourraient jouer un réle important
dans la circulation du VEJ (82)), ainsi que pour les suidés sauvages chez qui des anticorps anti-
VEIJ ont été détectés et qui pourraient, au méme titre que 1’avifaune sauvage, jouer un role dans
la circulation de I’EJ dans les zones ou leur densité est forte (368). De la méme maniére, peu

d’études ont investigué si d’autres especes pouvaient étre compétentes pour le VEJ comme les
chiens (62).

Les parametres de compétence des vecteurs sont également mal connus et les données
que nous avons utilisées dans le modéle étaient issues d’études expérimentales réalisées dans
des régions différentes (88,275,276,307-309). Or, les espéces de vecteurs présentes et la
compétence des vecteurs des populations correspondantes peut varier selon la région (369), et
cela de maniére probablement plus importante que la compétence des hoétes, notamment
domestiques, qu’on peut supposer proche d’une région a I’autre puisque ces animaux sont
sélectionnés et ont une diversité génétique faible. Il serait donc intéressant de tester la
compétence vectorielle pour le VEJ des moustiques locaux afin d’utiliser des données

spécifiques a la zone d’étude.

De la méme maniére, les comportements alimentaires et donc les parametres de
préférences trophiques des moustiques peuvent varier d une région a I’autre (100,288,290,370),
d’ou I’importance de I’utilisation de données locales pour 1’élaboration des mod¢les. Il
conviendrait ainsi de tester les préférences trophiques dans la zone d’étude, comme ’ont fait
Boyer et al. (2021) pour Culex spp au Cambodge (288) ainsi que Delatte et al. (2018) pour
Aedes albopictus (361).

Des données complémentaires sur la compétence vectorielle, les préférences trophiques,
ainsi que sur I’abondance des différentes especes de vecteur du VEJ, permettraient également
d’évaluer dans quelle mesure I’hypotheése simplificatrice que nous avons faite en ne considérant
qu’une seule population de vecteurs (Culex spp) est valide, ou bien s’il serait au contraire

nécessaire de prendre en compte une population pour chaque espéce de vecteurs (comme par
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exemple Culex tritaeniorhynchus, Culex quinquefasciatus et Culex vishnui au Cambodge). De
plus, Aedes albopictus, vecteur principal de la dengue a La Réunion, a été montré
experimentalement compétent au VEJ (92,369,371). Une perspective de 1’étude serait donc

d’introduire cette nouvelle population de vecteurs dans le modele.

Finalement, la variabilité des souches virales peut également affecter la compétence
vectorielle, ces aspects étant probablement impliqués dans le remplacement progressif du
génotype Il par le génotype I, en Asie et en Australie, depuis les années 90 (372,373). En effet,
des études utilisant plusieurs souches de VEJ ont montré que les virus de souches appartenant
au génotype | présentaient des taux d'infection, de dissémination et de transmission plus élevés
chez Culex quinquefasciatus (souches originaires des Etats-Unis) que les virus du génotype IlI,
et que la période extrinseque d’incubation était plus courte chez ces mémes Culex
quinquefasciatus ainsi que chez Culex tritaeniorhynchus (souches originaires de Chine)
infectés avec des souches virales du génotype | (91,276,374). 1l serait donc pertinent de prendre

en compte dans le modele le type de souche circulant localement.

Ces derniers points soulévent la question des limites rencontrées de 1’adaptation d’un
mode¢le a une nouvelle zone d’étude indemne dans 1’Océan Indien, identifiée comme étant a

risque d’une introduction du VEJ.

L’abondance des vecteurs pouvant différer grandement d’une zone d’étude a une autre,
il est en premier lieu nécessaire de modifier la valeur du parametre correspondant dans le
modele, pour qu’elle soit spécifique a la nouvelle zone d’étude. Nous nous sommes basés sur
des données de piégeages au Cambodge et a La Réunion, produites suivant des protocoles
identiques, pour calculer un ratio a appliquer a la population de vecteurs estimée au Cambodge
et d’en déduire la population de vecteurs actifs dans la transmission du VEJ a La Réunion.
L’hypothése sous-jacente était que pour un méme type de piege et dans des contextes eco-
climatiques comparables, la probabilité qu’un vecteur soit attiré dans le piége, i.e. la
capturabilité des vecteurs, était la méme au Cambodge et a La Reunion. Afin de tester cette
hypothése, nous avons utilisé des données de suivi annuel par piégeage produites avec deux
types de pieges, au Cambodge et & La Réunion. Cependant, les calculs de ratios d’abondance
ont mis en évidence que les résultats de piégeages d’une zone a I’autre n’étaient pas

comparables, car la valeur des ratios, et notamment la manicres dont ils variaient d’une saison
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a l’autre, variait selon le type de piege considéré. Ainsi, il semble qu’a La Réunion, les systémes
de capture traditionnels présentent une efficacité moindre que dans d’autres régions comme
I’Asie (357), et que la capturabilité des vecteurs peut différer d’une région a 1’autre, a cause
probablement de différences biologiques ou comportementales intra-espéces. L hypothése de
capturabilité identique d’une région a 1’autre n’étant pas vérifiée, les valeurs de Ro calculées
par zones tampons ne sont pas directement informatives. Cependant, les rangs des zones
tampons selon leur valeur de Ro ne sont pas impactes par la taille de population des vecteurs et
permettent de produire des résultats qualitatifs informatifs sur les variations géographiques du

risque d’endémisation ou d’épidémie de I’EJ a I’ile de La Réunion.

Afin d’améliorer I’estimation de la population de vecteur dans une nouvelle zone
d’étude, des données comparables entre les deux zones sont nécessaires. Des études de
marquage-lacher-recapture effectuées a protocole identique dans chaque région permettraient
d’estimer une taille de population de vecteurs dans les deux régions (Cambodge et Réunion par
exemple), et donc des données comparables (375,376). Dans ce cas, 1’estimation de la taille de
population de vecteurs ne dépendrait pas de la différence éventuelle de capturabilité des
vecteurs entre les deux zones d’étude. Le rapport entre les deux tailles de populations obtenues
constituerait ainsi le ratio a appliquer a la taille de population de vecteurs estimée par le modele
initial (ici, le modéle Cambodge) pour fixer la taille de la population de vecteurs a utiliser dans

la nouvelle zone d’étude.
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3. Retombées pratiques et recommandations

Les transports aériens et maritimes sont jugés en grande partie responsables de la
diffusion de maladies a transmission vectorielle comme la dengue en Asie et dans 1’Océan
Indien, la fievre West Nile aux Etats-Unis, Zika ou le Chikungunya a La Réunion puis en Inde
(125-128,130,377). L’introduction du VEJ dans une région indemne pourrait ainsi résulter
d’une introduction de vecteurs infectés (et survivant a des vols longs courriers ou a des trajets
maritimes en ferrys ou cargos (129)) et/ou d’hdtes compétents infectés, méme si, pour le cas de
La Réunion, cette deuxieme hypothése semble moins probable car 1I’importation d’animaux
d’élevage (porcs et volailles) vivants est interdite & La Réunion (378). Pour d’autres zones

indemnes de 1’océan indien, il convient néanmoins de considérer cette voie d’introduction.

Les échanges humains sont nombreux au sein de I’océan indien, et les flux commerciaux
ne cessent de s’intensifier (133), et a La Réunion, les conditions semblent réunies pour justifier
la crainte d’une introduction du VEJ, d’autant que d’autres arbovirus y ont déja été introduits
et ont circulé comme le virus du Chikungunya (de 2005 a 2006 (352)) ou circulent encore
comme le virus de la Dengue (350) et dans une moindre mesure le virus West Nile, dont les
anticorps ont été detectés chez le cheval (138). De nombreuses lignes commerciales existent
entre Le Port (La Réunion), le Japon, Hong-Kong, I’Inde et I’ensemble de I’ Asie du Sud Est, et
assurent les importations de légumes (Chine, Inde), riz (Inde), ciment (Thailande) et textile
(Chine) par cargo en 18 a 30 jours (132,133). Ces durees de voyage se rapprochent de la durée
de vie moyenne des Culex spp (25 jours, (304)). En effet, une introduction du VEJ depuis une
région endémique par des vecteurs infectés résulterait principalement d’une introduction de
moustiques adultes, car, contrairement au virus de la dengue, la transmission transovarienne du
VEJ chez ses vecteurs ne se produit que rarement (293,379,380). De plus, I'Afrique du Sud et
le Kenya sont les deux principaux fournisseurs de charbon, d’hydrocarbures, et de ciment de
La Réunion, et le cas autochtone détecté fortuitement en Angola souléve la question d’une
possible circulation de I’EJ en Afrique (43). Finalement, 1’introduction de vecteurs infectés
dans une nouvelle région indemne peut également se faire par vol passif des vecteurs,
transportés par le vent, qui est considéré comme 1’une des causes de I’introduction du VEJ au
Nord de I’ Australie (vol passif de vecteurs infectés depuis la Papouasie Nouvelle Guinée (150
km)) (381). Concernant La Réunion, cette hypothése est moins probable qu’une introduction
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par les transports mais pourrait étre & considérer si le virus était introduit a 1’Tle Maurice (a

environ 200 km) voire & Madagascar (& environ 800 km).

Dans un deuxiéme temps, si certaines conditions sont rassemblées au point d’arrivée des
vecteurs ou hétes infectés (densités d’hotes et de vecteurs, taux de contacts suffisants), le VEJ
pourrait s’endémiser et/ou provoquer des épidémies (124,382). Les résultats de notre étude
suggeérent qu’en cas d’introduction, le VEJ pourrait circuler au moins autour de certains
¢levages de porcs de La Réunion. Ces risques d’introduction et de circulation le cas échéant,

posent le probléme d’une surveillance de I’EJ a La Réunion.

De maniere générale, il convient de surveiller les zones les plus a risque de permettre
I’introduction du virus dans la région indemne d’une part (grands ports, aeroports), et sa
circulation et sa transmission a I’homme d’autre part (cartes de Ro). Superposer des cartes de
Ro établies par exemple avec la méthode que nous avons utilisée dans cette étude avec les zones
connues a risque d’introduction, les hubs aériens ou maritimes, permettrait d’identifier les zones
(ou les élevages de porcs si ces zones sont établies comme dans notre étude), a surveiller en
priorité. Ces études pourraient ainsi étre d’intérét pour les pouvoirs publics dont I'une des
missions est de gérer le risque structurel lié a la composition des systemes épidémiologiques
afin de prévenir ou a terme contrdler les épidémies. Les cartes de Ro pourraient ainsi étre
utilisees comme un outil pour qualifier ce risque structurel, et mettre en place des mesures de
surveillance et de contrdle ciblées. Par exemple, dans notre étude, une des zones les plus a
risque de permettre une circulation du VEJ en cas d’introduction était située a quelques
kilométres du grand port maritime de La Réunion, ou la densité humaine est également
importante (commune du Port). Il serait probablement pertinent de mettre en place un contrdle
préventif autour de cet élevage de porcs comme la destruction des gites larvaires au sein et
autour de 1’¢levage pour diminuer 1’abondance vectorielle, et I’installation de moustiquaires
autour des enclos, voire, dans un second temps, la vaccination des porcs pour empécher la mise
en place d’un cycle de transmission. Ces mesures seraient associées a une sensibilisation des
habitants a se protéger contre les pigdres de moustique, mesure déja mise en place actuellement
pour la dengue. D’autre part, une surveillance sérologique des porcs de cet ¢levage (tous les 6
mois par exemple), mais aussi des autres espéces présentes dans un rayon d’un ou deux

kilomeétres (distance de vol des vecteurs) pourrait permettre de détecter une circulation du VEJ.
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Outre le risque d’introduction aux alentours des ports et des aéroports, il existe un risque
de diffusion plus diffus sur I’ensemble du territoire de I’ile, li¢ par exemple a 1I’importation et
au transport des conteneurs, dont les destinations finales sont multiples. A La Réunion, ce risque
supplémentaire justifierait d’une surveillance a plus grande échelle. Une surveillance
sérologique réguliere (tous les ans ou tous les 6 mois) pourrait étre mise en place sur les
hommes, les chiens (sentinelles potentielles) ainsi que sur les animaux d’élevages (porcs et
volailles) selon les ressources disponibles afin de surveiller une éventuelle émergence du VEJ
sur I'Ile et, le cas échéant et dans un premier temps, mettre en place la vaccination en urgence

des enfants.

L’EJ devrait également étre intégrée dans le diagnostic différentiel des encéphalites

humaines, ainsi que des infections a flavivirus chez ’homme comme chez 1’animal.

Afin d’aller plus loin, le mod¢ele développé pourra étre utilisé pour tester des mesures
de contréle de I’EJ telles que la vaccination des porcs, celle des humains et la lutte
antivectorielle (moustiquaires, destruction des gites larvaires), voire pour étudier le ratio colt-
efficacité de ces différentes mesures. Pour cela, il conviendra de transformer ce modele
déterministe en modeéle stochastique afin de permettre la représentation des phénomeénes
d’extinction pouvant étre générés par les mesures de contr6le. Ce nouveau modéle devra
¢galement intégrer les mouvements d’animaux vivants (notamment des hotes compétents, porcs
et volailles) ainsi que la dispersion active (vol) ou passive (vent, transports) des vecteurs, pour
permettre une représentation spatialisée de la circulation du VEJ. Finalement, il conviendra de
préciser les systemes d’élevage représentés dans le modele, en introduisant par exemple la
conduite en bande dans les élevages de porcs et de volailles, puisqu’elle influence la dynamique

de transmission en rythmant le renouvellement des hotes sensibles dans le systeme.
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4. Conclusion

Le modeéle que nous avons développé au Cambodge est a notre connaissance le premier
modele calibré sur des données de terrain représentant la transmission du VEJ dans un systéeme
multi-hote, ainsi que proposant une quantification de I’exposition humaine au VEJ au
Cambodge et suggérant que la séroprévalence anti-VEJ canine serait un bon proxy de la
probabilité d’exposition humaine. Ces résultats doivent étre utilisés pour intensifier la
vaccination des enfants au Cambodge. Dans un second temps, la méthode suivie et développée
d’adaptation du modele a une nouvelle zone indemne a permis de mettre en évidence un risque
de circulation du VEJ a La Réunion en cas d’introduction, ou des mesures de surveillance et de

controle devraient étre mises en place.

Cette thése s’insére dans une approche plus globale visant a évaluer le risque de
diffusion et d’émergence des arboviroses, notamment entre 1’Océan Indien et 1’ Asie du Sud-
Est, la distribution géographique et I’impact sanitaire des zoonoses vectorielles émergentes ne
cessant de croitre. La méthode développée pourrait étre adaptée a d’autres régions indemnes de
VEJ, ou un risque d’introduction associé¢ a un risque de circulation en cas d’introduction serait
identifié, mais également a d’autres arboviroses zoonotiques. Les risques de diffusion des
arboviroses zoonotiques sont omniprésents comme en témoignent les événements récents
(fievre de la Vallée du Rift a Mayotte, fievre West Nile aux Etats Unis (130,136)), et la
globalisation, le réchauffement climatique ainsi que la fragmentation et la destruction des
habitats sauvages engendrent la création de nouveaux systémes multi-h6tes participant a

I’émergence de nouvelles arboviroses (2,119-121,383).
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ANNEXES

Annexe 1 : Variabilité des tests de diagnostic du VEJ pour les porcs

Les tests diagnostiques pour le VEJ chez les porcs sont essentiels tant dans les études
expérimentales que pour identifier les régions ou périodes a risque et les processus
épidémiologiques. En effet, les signes cliniques chez les porcs sont complexes et peu
spécifiques. La principale difficulté pour évaluer I'exposition des porcs au VEJ réside dans la
variabilité des tests disponibles et utilisés, et dans I’existence de réactions croisées au sein et
entre les différents sérocomplexes (34,250-253). Comme préliminaire nécessaire, nous
présentons ici brievement les différents tests utilisés pour la détection du VEJ chez les porcs.

Détection et isolement du virus

La transcription inverse en chaine par polymérase (RT-PCR) est la technique de référence
pour détecter le génome du virus, étant extrémement sensible et spécifique (143-146).
L'isolement du virus, qui constitue le diagnostic definitif, est possible grace a difféerentes
techniques. Certaines études anciennes utilisaient I'inoculation intracérébrale a des souriceaux
(SMIC) d'échantillons de tissus a tester. Les souris étaient inoculées par voie intracranienne et
surveillées afin de détecter des symptémes neurologiques ou la mort dans un laps de temps
défini. L'isolement est maintenant réalisé par I'inoculation de cellules en culture (cellules Vero
ou cellules C6/36 de moustique) par un échantillon biologique potentiellement infecté par le
virus. Le VEJ est ensuite soit confirmé par I'observation de I'effet cytopathique sur les cellules,
soit détecté par RT-PCR, qui est plus sensible (147).

Test sérologiques

Le test de neutralisation par réduction de plaque (PRNT) est la technique standard pour le
diagnostic sérologique des infections a flavivirus. Le test repose sur la protection des cellules
en présence d'anticorps neutralisants dans le serum. La capacité des anticorps neutralisants a
réduire le nombre de plaques de lyse dans une culture cellulaire est quantifiée visuellement. Un
échantillon est considéré comme positif si un certain seuil de réduction des plaques par rapport
au sérum de controle est atteint. Le protocole standard prévoit un seuil de réduction de 90% des
plaques de lyse (PRNT90). Cependant, plusieurs études utilisent un seuil plus bas de 80% ou
méme 50%, afin d'augmenter la sensibilité du test en acceptant une réduction de sa spécificité
(11,12). Les tests ELISA (Enzyme Like ImmunoAssays) sont basés sur une réaction
colorimétrique pour laquelle I'intensité de la couleur est liée a la concentration des anticorps.
Différents kits ELISA sont disponibles (« porcine JE-IgG », « SunRed » ; « ID screen WN ID
VET »). C'est un outil intéressant pour l'enquéte sérologique comme premier dépistage
(148,244). Bien que I'ELISA soit habituellement réalisé sur le sérum, les anticorps anti-
flavivirus peuvent également étre détectés par ELISA sur le jus de viande, ce qui est censé
faciliter la surveillance des animaux sauvages (149). Le test d'inhibition de I'hnémagglutination
(IHA) est utilisé dans certains laboratoires, notamment pour les enquétes sur les oiseaux. La
méthode IHA exploite la capacité de la protéine E a agréger les érythrocytes en I'absence
d'anticorps E neutralisants (243). Elle est sujette a des réactions croisées dans le sérocomplexe
VEJ et avec d'autres sérocomplexes de flavivirus. L’IHA et ELISA sont tous deux sujets a des
réactions croisées dans le sérocomplexe VEJ et avec d'autres serocomplexes de flavivirus. Les
échantillons positifs doivent donc étre confirmés par séroneutralisation (par exemple par
PRNT) si I'on veut conclure sur la séroprévalence anti-VEJ spécifiquement (34,244)(11,15).
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Annexe 2 : Estimation des forces d'infection par les flavivirus par mois chez les poulets et les
canards échantillonnés dans la province de Kandal en 2016.

Afin d'étayer le fait que la circulation du VEJ chez les volailles est peu affectée par la
saisonnalité, nous avons pu estimer les forces d'infection (FOI) sur le jeu de données aviaires
de 2016 analyse par Auerswald et al, 2020 (33). En mars 2016, 417 poulets et 203 canards ont
été soumis a un prélevement sanguin dans trois provinces du Cambodge, dont la province de
Kandal (n=296). L'age était connu pour 492 (79,4%) volailles, et variait de 1 a 36 mois
(moyenne 7,93 mois ; [7,19-8,67]icos%). Tous les sérums ont d'abord été soumis a un test
d'inhibition de I'hémagglutination (IHA) pour déterminer la séroprévalence anti-flavivirus.
Seuls les échantillons positifs a I'lHA ayant un volume de sérum suffisant ont pu étre testés par
le test de neutralisation par réduction des foyers (FRNT) (n=65). La séroprévalence globale
anti-flavivirus était de 23,7% chez les poulets et de 39,9% chez les canards. La séroprévalence
anti-flavivirus observée différait selon les provinces étudiées et était la plus faible & Kandal
(19,6%, 58/296 échantillons).

Nous avons sélectionné les 296 poulets et canards qui ont été collectés dans la province
de Kandal pour estimer la FOI sur les résultats d’IHA de cet échantillon, car notre étude se
concentre sur la province de Kandal. Les méthodes d'estimation des FOI sont les mémes que
celles que nous avons utilisées, et sont donc détaillées dans I'article principal.

Les estimations de FOI par les flavivirus a Kandal étaient de 0,05 par mois et de 0,03
par mois pour les canards et les poulets de 2016 respectivement (tableau 1). Comme les
intervalles de confiance des FOI par les flavivirus estimés ne se chevauchent pas, la FOI par les
flavivirus était significativement plus élevé chez les canards que chez les poulets.

Tableau A.1 : Forces d'infection (FOI) par les flavivirus des poulets et des canards par mois
dans la province de Kandal en 2016.

FOI par les flavivirus (IHA)

FOI IC 95%
Canards 0,05 (0,04 —0,07)
Poulets 0,03 (0,02 -0,03)
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Annexe 3 : Forces d’infection (FOI) par les flavivirus et par le VEJ par espéce, dans le
district de Khsach Kandal uniquement.

FOI par les flavivirus (IHA) FOI par le VEJ (FRNT)

FOI IC 95% FOI IC 95%
Porcs 0,12 (0,09 -0,16) 0,12 (0,09 -0,16)
Canards 0,06 (0,04 - 0,09) 0,05 (0,04 - 0,08)
Chiens 0,02 (0,01- 0,02) 0,01 (0,01 -0,02)

Les poulets ont été exclus car aucun n’était positif a Khsach Kandal
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Annexe 4 : Equations du modele déterministe a compartiments (1) et méthode de la « Next Generation
Matrix » pour les calculs de Ro (I1).

1 Equations du modéle déterministe & compartiments

Septs populations d’hoétes (porcs, truies, canards, poulets, bovins, hommes et chiens) sont représentées par le méme
systéme d’équations différentielles, ou I’indice i désigne 1’espece. On distingue cing états de santé : M (hotes
protégés par leurs anticorps maternels), S (hotes sensibles), E (h6tes latents), | (h6tes infectieux) et R (hétes guéris
ou immuns).

aM;

o = MiRi = 8;M; — p; M;

ds; bxipily

= = OiM; + p (S Ei [ M;) — (—) Si — WiS;

dEi _ (bxibily\ ¢ _ 4 g _ . F. = Tl
V2 = ( N, )Sl ¢ E; — uiE; avec x; SN

dl;

2 = Pifi —vili — il

dR;
\; = Yili — iRy

Une population de vecteurs (Culex spp) est représentée par le systeme d’équations différentielles, ou I’état de santé
Sy correspond aux vecteurs sains, non infectés, E, aux vecteurs latents, infectés mais non infectieux, et I, aux
vecteurs infectieux. foi, est la force d’infection exercée sur les vecteurs.

ds, .
dar o Ny = foly Sy — UySy
dE . I;
= = oS, = $uEy — 1uEy avec foi, = b Z Xyt
- i
dl, i
E = ¢y E, — 1,

Les notations et les significations des paramétres du modele sont rappelées dans le tableau suivant:

Parameétre Définition
Hosts
i Durée de vie moyenne de I’hote de I’espéce i
1/6i Durée de I’immunité maternelle chez I’hote de I’espéce i
1/®d; Période d’incubation chez I’hote de 1’espéce i
1/y; Période virémique chez I’hote de 1’espéce i
Vector
1/, Durée de vie moyenne des Culex spp.
b Taux de piqure de Culex spp.
1/®, Période extrinséque d’incubation de Culex spp.

Vector/Hosts interactions

T Préférence trophique relative de Culex spp. pour I’hote de I’espéce i
Di Probabilité de transmission d’un vecteur (Culex spp.) a un hote de I’espéce i
qi Probabilité de transmission de I’hote de I’espéce i & un vecteur (Culex spp.)

Population sizes

Nombre de vecteurs (Culex spp.) impliqués dans la transmission du VEJ dans le
village modélisé

N; Nombre d’hétes de 1’espéce i dans le village modélisé
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1)) Méthode de la “Next Generation Matrix” pour les calculs de Ro

La « Next generation matrix » (NGM) décrit les transmissions d'un agent infectieux entre les états a I'infection. La valeur propre dominante Ro décrit la croissance, en
termes de générations, de la population d'hétes infectés (310).

1) Nous avons d'abord isolé les compartiments avec les hotes et les vecteurs infectés (E et 1), a partir des équations différentielles de notre modéle :

dE 1 (dE,, 1 I, I, 1 I Iy Lehien
{ dt =b xp pp N S (ppEp - upEp dt b(xp qp N + Xt Qp N + Xc QC + xpl Qpl + Xn Qh + Xp CIb b + Xchien Ychien Nchien)Sv - (vav - quv

dl idl

p_ v

dar PpEp = Vplp — Wplp dt VuEy — Wl

dE; I, dEp I,
{dt b x; PpN St — ¢pEr — W E¢ {W:bxh th_hSh_ YnEn — WhEn

dl, dly

dt OpEr — Vplt — Uely dt OnEn — vnln — tnlp

dE. I, dE, L,

= Yg _ — —=b) —S5, — Ep — upE

dt b Xc Pc Nc Sc (chc I‘lCEC ! dt Xp Pp Nb b PpLp HpLp

dl Vel — I o _ oE I I

dt = @.E. — Hcle dt = @pLp —Vplp — Uplp

dE,, I dEp; I
{d_: =b Xpl Ppt N—;Spl - (PplEpl - lJ-plEpl ;tlen =b Xchien Pchien NC}:.ETL Schien - (pchienEchien - uchienEchien

dlpl dIchien _ E _ Lo — .
kW = (pplEpl - ypllpl — lJ-plel dt = @chienLchien Ychienlchien Uchienlchien

With: p=porcs, t=truies, c=canards, pl=poulets, v=Culex spp., h=humains, b=bovins.
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2) Pour chaque espéce, nous avons identifié les termes de transmission et de migration, desquels nous avons déduit deux vecteurs : F est le taux auquel de
nouvelles infections apparaissent (termes de transmission) et V est le taux auquel les individus entrent ou sortent du compartiment en raison de I'achevement d'un
stade d'infection ou de la mort (termes de migration).

L,
b xp py N_pSp

0 OpEp + W Eyp
I -, E, +v,I, + 1,1
bxtppN—USt Polip T Vpip T Hplp
0 t PpEe + WE;
I, —OpEr +vple + 1ely
b Xc De N_Sc
0 c <)0CEC + I’J‘CEC

_q)CEC + yclc + uclc

I
bxyp z_vs l
pree Npl p ¢plEpl + UplEpl

_ 0
F= —QpiEpt + Voulpr + Hpilp

b x, CIpI_pSv +bx, cIpI_tSu + b x, cIcI_CSv + b xp, qplﬁsv + b xp, th_hsv + b x, le_bsv + b Xchien Gcnien Lenien Sy V=
N, N, N, Ny, Ny, N, N_pien YuE, + WE,
°L —0uEy + Mol
b xp th_hSh orER + upEp
0 I —@nEp + Vnln + pply
b xy pp N_l;Sb @pEp + WpEp
0 : —@pEp +Vplp + Hplp
b Xchien Penien inenschien @cnienEchien t WenienEchien
0 —®PchienEchien T Vcnienlchien + Wcnienlchien

3) Nous avons ensuite défini les matrices Jacobiennes a I’équilibre sans maladie (disease-free equilibrium) DFE (x,), ou S; = N; pour les hotes et les vecteurs: F

= a';"—f‘)) etV = avi—@ , i et j étant chaque espéce dans les compartiments correspondant aux individus infectés (voir page suivante).
]

4) Ainsi, F.V test laNGM et le R est le rayon spectral de la NGM, c'est-a-dire la valeur absolue maximale de toutes les valeurs propres de la NGM.
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Annexe 5 : Ro selon de la proportion de poulets parmi les volailles (BSA), pour cing
proportions de porcs parmi les hétes compétents (BSA). Le point noir correspond au Ro pour
100% de porcs parmi les hotes compétents (BSA).

1.6
1.4
12

RO

1.0
0.8
0.6

1.6
14
1.2
1.0
0.8
06

RO

1.6
1.4
1.2
1.0

RO

0.8
0.6

0.05 0.30 0.55

0.80
Proportion of chickens in poultry (BSA)

1.6
1.4
1.2
0% of pigs BSA 1.0
0.8
0.6

1.6
14
1.2
40% of pigs BSA 1.0
0.8
0.6

— << 20% of pigs BSA
.P_.___.__.___.——Q—O—O—o-ﬂ
60% of pigs BSA
0.05 0.30 0.55 0.80

Proportion of chickens in poultry (BSA)

80% of pigs BSA

Annexe 6 : Probabilité annuelle d'exposition humaine au VEJ en fonction de la séroprévalence
anti-VEJ canine, pour des ratios homme-chien et des tailles de population vectorielle variables.

o o o =
~ @ © o

o
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Annual probability of human exposure to JEV
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Annexe 7 : Détail des captures de Culex spp., par site de capture, par piége et par saison de
capture.

Friche Elevage porcs et volailles Ferme pédagogique
CDC BG |tot |CDC BG1l BG2 tot CDC BG |tot
ETE (nov- 4 122 | 126 | 33 33 40(34) | 106 |8(6) 66 74 306

tot

avr) @*  (@7) | (49) | 28) (28) (90) (52) | (58) |(197)
HIVER  1(1) 122 | 123 |20 58 62(62) | 140 |2(2) 177 |179 | 442
(mai-oct) 40) | (41) | 20) (57) (139) (175) | (177) | (357)
tot 5(3) 144 |149 |53 91 102 246 |10 243 | 253 | 748

(87) [ (90) | (48) (85) (96) (229) | (8) (227) | (235) | (554)

* total (nombre de femelles)

Annexe 8 : Rang des zones tampons (de 2 km de rayon autour des élevages de porcs),
classées selon la valeur du Ro calcule.

Rang
250

I 200
150
100

0 10 20km
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Abstract: Despite the existence of human vaccines, Japanese encephalitis (JE) remains the leading
cause of human encephalitis in Asia. Pigs are described as the main amplifying host, but their role in
JE epidemiology needs to be reassessed in order to identify and implement efficient control strategies,
for both human and animal health. We aimed to provide a systematic review of publications linked
to JE in swine, in terms of both individual and population characteristics of JE virus (JEV) infection
and circulation, as well as observed epidemiological patterns. We used the Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) statement to select and analyze relevant
articles from the Scopus database, 127 of which were included in the review. Pigs are central,
but the implication of secondary hosts cannot be ruled out and should be further investigated.
Although human vaccination cannot eradicate the virus, it is clearly the most important means of
preventing human disease. However, a better understanding of the actual involvement of domestic
pigs as well as other potential JEV hosts in different JEV epidemiological cycles and patterns could
help to identify additional/complementary control measures, either by targeting pigs or not, and in
some specific epidemiological contexts, contribute to reduce virus circulation and protect humans
from JEV infection.

Keywords: Japanese encephalitis virus; pig; epidemiology; control

1. Introduction

Japanese encephalitis (JE) is a serious vector-borne zoonosis and probably the most important
cause of human viral encephalitis in South East Asia (SEA). In 2011, the last attempt to estimate
the overall incidence of JE reported an approximated incidence of 67,900 JE cases in 24 Asian and
Western Pacific countries. Approximately three-quarters of these concerned children, and JE remains
a substantial public health issue even in areas that have developed human vaccination programs [1].
The fatality rate can reach 30%, and 30% to 50% of survivors may continue to suffer definitive
neurological or psychiatric sequelae [2]. There are no licensed anti-JE drugs available, and the
management of patients remains symptomatic.
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http://www.mdpi.com/journal/viruses
http://www.mdpi.com
http://www.mdpi.com/1999-4915/11/10/949?type=check_update&version=1
http://dx.doi.org/10.3390/v11100949
http://www.mdpi.com/journal/viruses

Viruses 2019, 11, 949 2 of 27

JE is caused by a flavivirus, which is part of the JE virus (JEV) serocomplex along with West
Nile Virus (WNV), Murray Valley encephalitis virus (MVEV), Saint Louis encephalitis virus (SLEV),
and Usutu virus (USUV). JEV distribution has long been limited to SEA but has now extended to
Australia, Papua New Guinea, and a human indigenous case was recently confirmed in Africa [3].
To date, five genotypes (GI to GV) have been described, with most isolated strains belonging to
genotypes I, II, and III [4]. While genotype III (GIII) was the most frequently isolated genotype
throughout most of Asia from 1935 until the 1990s, a genotype shift occurred in the last 30 years.
In pigs, genotype I (GI) started to be the most isolated genotype after the 90s in Japan, South Korea,
India, Nepal, Thailand, Vietnam, and Cambodia [5,6].

JEV is transmitted from animals, especially pigs, to humans by Culex mosquitoes, such as
Culex tritaenyorhynchus or Culex gelidus, and probably by some Aedes mosquitoes [7-15]. The commonly
described cycle implicates Ardeid birds as JEV reservoirs, pigs as the main amplifying hosts, and Culex
mosquitoes as vectors [16-20]. In addition to vector-borne transmission, recent findings suggest that
direct transmission between pigs could also occur [21-23]. Domestic birds might also be involved in
the cycle. Indeed, they were shown to be exposed to JEV and could develop sufficient viraemia to
re-infect mosquitoes when bitten [24-27]. Other animals, such as cattle or dogs, were shown to be
exposed to JEV, but no study investigated their potential role in the epidemiological cycle, and they are,
for now, considered to be dead-end hosts [28-35]. Humans and horses, also subjected to developing
fatal encephalitis, are, for now, only known to be dead-end hosts [36,37].

Since there is no antiviral treatment or antiviral prophylaxis, human vaccination remains the
only available tool to protect humans from JEV infection [38], but it does not prevent JEV circulation.
As a matter of fact, human JE cases still occur in countries where mass vaccination campaigns
are implemented. If pigs are the main amplifying host of JE, breaking the mosquito—pig transmission
cycle should stop virus circulation and protect humans from JEV infection. Thus, improving our
knowledge on the characteristics of swine infection by JEV in terms of viraemia, the immune response,
mechanisms of transmission, and clinical signs is necessary to better assess the role of domestic pigs in
the epidemiological cycle, and to identify additional control measures focusing on pigs. How prevalent
is JEV in swine? What are the different JE epidemiological patterns? Do pig-targeted control measures
allow control of JEV circulation? The present review aimed at synthesizing the knowledge related to
pigs and JEV, at both the individual and population levels, in order to discuss the importance of swine
in the JEV transmission cycle. The role of pigs in the JEV epidemiological cycle is described based on
the available studies, and potential pig-related control measures are discussed.

2. Materials and Methods

2.1. Protocol, Search Process, and Databases

This review followed the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) method for systematic reviews and meta-analyses [39]. All studies dealing with both JEV
and swine were eligible for the systematic review. Serological surveys, experimental and ecological
studies, and JEV outbreak investigations were considered. We only reviewed articles written in English
and no publication date restriction was imposed, thus, the publication year extended from 1947 to 2019.
The Scopus database was searched electronically using the following request: (“Japanese encephalitis”
or “Japanese B encephalitis”) and (“pigs” or “swine”). We used the “all field” option in order to collect
the articles in which the search terms appeared in the titles, abstracts, or keywords.

The same person conducted all of the initial searching and screening. Articles were listed in
an Excel file to sort them and keep track of any excluded ones. Duplicates were removed and the
study selection was made in three steps: i) title screening, ii) abstract reading of papers kept after title
screening, and iii) full-text reading of papers kept after abstract reading.
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2.2. Inclusion and Exclusion Criteria

The study selection was based on the following inclusion criteria: English-written articles
reporting cross-sectional or longitudinal serological surveys, experimental infections, description
of clinical disease, pathogenicity, transmission routes, viraemia, immune response and diagnosis,
effects of vaccination, control measures, epidemiological cycle and systems, and all subjects being
directly related to swine. The exclusion criteria included reviews, notes and reports from congresses,
travelers’ recommendations, genome sequencing alone, experimental virology alone (viral structure,
virus—cell interactions), development of diagnostic tests, not focused on swine (i.e., focused on
humans, mosquitoes), human outbreak notifications, focus on viruses other than JEV, and mathematical

modeling approaches.
3. Results

3.1. Study Selection

The query of the Scopus database was performed on 15 March 2019 and returned 667 records.
The study selection process is represented in Figure 1. At the end of the selection process, 127 studies

were included in the qualitative synthesis.

667 records identified

through Scopus searching 7 duplicatesremoved

660 records screened at title 326 records excluded at
level title level
z
334 records screened at
abstractlevel

179 records excluded at
abstract level

28 full-text articles excluded
Reason 1: Could not be ordered, but ancient
serological survey while more recent
information was available (n=24)
Reason 2: Pigs only mentioned, paper focusing
on a human case or on viral genomics (n=3)
Reason 3: No information on the serological test
used in the study (n=1)

155 full-text articles
assessed for eligibility

127 studies includedin
qualitative synthesis

|Inc|uded H Eligibility || Screening || Identification‘

Figure 1. Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) flow

diagram representing the selection process.

3.2. Individual Characteristics of JEV Infection in Swine
All mentioned virologic and serological tests are described in Supplementary Material File S1 [40-46].

3.2.1. Viraemia in JEV-Infected Pigs

Viraemia is the presence of virus in the blood. During this phase, JEV can be transmitted to
mosquitoes that bite the viraemic pig if viraemia level is high enough. It was experimentally shown
that viraemia levels of about 10* infectious units per mL appeared to be sufficient to transmit the virus
to mosquitoes [47-50]. Six articles reported experimental works related to viraemia in JEV-infected pigs.
Sows and piglets were inoculated with different JEV strains and bled daily in order to detect the
virus, by intracerebral inoculation of suckling mice (ICISM) in the earliest studies, and JEV ribonucleic
acid (RNA) by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) in the more recent ones.
The results are presented in Table 1. Depending on the study, viraemia was detected between one and
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five days post-infection (dpi), and lasted from three to five days [22,47,51-54]. One study concluded
that the higher the concentration of inoculated virus, the earlier the virus was detected (as early as
one day). When detected, virus titers reached 2.6 log LD50/0.03 mL of blood upon titration intracranially
in weanling mice, with LDsj being 50% of the lethal dose [47]. More recently, viraemia was quantified
by detecting JEV RNA using quantitative RT-PCR (RT-qPCR) on the inoculated piglets, reaching about
10* RNA units/mL [22,54].

Table 1. Viraemia and active immune response in pigs after Japanese encephalitis virus (JEV)
experimental infection.

Protocol Viraemia Immune Response Reference
Detection Antibody
Test Period Peak Value Test Detection
5 sows, IV inoculation, . . . .
Kanagawa strain, bled daily ICISM 1-4 dpi NA VN in mice >7 dpi [51]
4 piglets, SC inoculation, 2.6 log
M5/596 and pig9 strains, ICISM For 4 days LD5,/0.03 HIA 7-35 * dpi [47]
bled daily mL
2 piglets, SC inoculation, . All positive
9215 strain, bled daily ICISM 1-4 dpi NA HIA at7 dpi (521
6 piglets, SC inoculation, -,
. ICISM + . All positive
Nakayama strain, 2-5 dpi NA SNT . [53]
bled daily RT-PCR at 14 dpi
12 piglets, IV + ID
inoculation, 3 N . N o TP
Nakayama strain, RT-PCR 1-5 dpi 10"4 U/mL SNT 3-11*dpi [22]
bled daily
10 piglets, IV inoculation, . u . 10"3.5 U/mL All positive )
JE-91 strain, bled daily RT-PCR 3-5 dpi ** SNT at 28 dpi [54]

IV—intravenous; SC—subcutaneous; ID—intradermal; LDgy—50% lethal dose; TCID50—50% tissue culture infective
dose; ICISM—intracerebral inoculation of suckling mice; RT-PCR—reverse transcription-polymerase chain reaction;
VN—virus neutralization; HIA—hemagglutination inhibition assay; SNT—seroneutralization test; dpi—day
post-infection; *All piglets positive at the date when monitoring ended; ** One U was defined as the viral RNA
quantity corresponding to 1 TCID50 of the virus preparation used as the standard by the authors; NA: non-applicable,
when viraemia detection was qualitative.

Neither of these measures of viraemia can be quantitatively compared, as infectivity assays detect
the presence of infectious virions whereas RT-qPCR detects RNA from both non-defective and defective
virions [53].

These experimental studies consistently showed that JEV viraemia was early and short. This may
explain why JEV is difficult to isolate from pigs under field conditions in cross-sectional studies as well
as in longitudinal studies if the periodicity of blood sampling is not high enough. In comparison with
other pig diseases of importance, African Swine Fever (ASF) causes viraemia for three weeks to up to
two months [55-57] and Classical Swine Fever (CSF) for one to three weeks [58,59].

Viraemia characteristics under field conditions could be documented through the follow-up of
pigs and the detection of JEV in blood. Ueba et al. followed up piglets for several months, and tested
them from once a day to once every four days using ICISM. The results confirmed the viraemia
durations observed under experimental conditions, as viraemia was detected for three to five days [60].

3.2.2. Humoral Response of Pigs after JEV Infection

The humoral response after experimental infection was studied in six articles (Table 1). Depending
on the protocol of the study (JEV strain, inoculation route and dose, age of the piglets), antibodies
after JEV experimental infection appeared at 3 to 7 dpi, and were detected until the end of the study
(7-35 dpi). Ueba et al. reported that viraemia dropped as soon as hemagglutination inhibition assay
(HIA) antibodies were detected [60]. This suggested that the viraemia was relatively short due to
the early onset of the immune response. In the 90s, Geevarghese et al. monitored piglets under real
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conditions for a longer time and showed a persistence of antibodies detected by HIA for up to three
years [61], although this long-lasting immunity may have been due to repeated exposure to JEV, thereby
boosting immunity.

3.2.3. Clinical Signs

Clinical signs, either in sows or in piglets after experimental virus inoculation or after natural
infection, were described in fourteen articles. Detailed methodology of the surveys and their results
are provided in Table 3.

One experimental work described JEV-associated sow reproductive failure (Table 2) [51].
Depending on the JEV strain used for sow inoculation, the consequences of experimental infection
of seronegative sows ranged from no impact on the litter to reproductive disorders in two out of
six sows. Reproductive failure was characterized as presence of mummified or hydrocephalic fetuses
in the litters. In both cases, sows developed viraemia and an immune response after infection.

It was shown that experimentally JEV-infected piglets also developed clinical signs. Results of the
four concerned studies are summarized in Table 2. Fever was detected one day post-infection and
mild neurological signs, such as hind limbs tremor or depression, were observed until a maximum
of 10 dpi. All clinical signs disappeared in few days without treatment. No macroscopic lesions were

detected, but three articles reported unspecific microscopic lesions on inoculated piglets.

Table 2. Sow reproductive disorders after experimental JEV infection and clinical signs and lesions

after experimental JEV infection of piglets.

Method Clinical Signs Macro.scoplc Microscopic Lesions Reference
Lesions
5 pregnant sows, IV
inoculation, Fuji strain, bled No / / [51] 1st experiment
daily until farrow
. 6p regr'lant sows, IV Mummified and
inoculation, Kanagawa hyvdrocenhalic / / [51] 2nd
strain, bled daily ydrocepha experiment
until farrow fetuses in 2/6 litters
14 piglets, TV inoculation Non-suppurative encephalitis
clinical si, s monitorin ’ Fever until 4 dpi, with perivascular cuffing of
and hjgt athol g depression and No mononuclear cells and multifocal [62]
a ftersethan;)s(i)agy hind limbs tremor gliosis in grey and white
matter cerebrum
10 piglets, intranasal Fgge;eu;iilntigl’ Non-suppurative encephalitis
inoculation, clinical signs | CPTESSION : with perivascular cuffing of
e slight hind limbs . .
monitoring and ) No lymphocytes, multifocal gliosis, [63]
histopathol tremor on 4 piglets 1d t
pathology until neuronal degeneration,
after euthanasia . . and necrosis
10 dpi maximum
12 piglets, IV and ID ]";e‘c’lflr ur;m > t‘iitpl’
inoculation, clinical signs el ce appetite, si £ viral
monitoring, histopathology £55 HIGHITE, No | Jghsotvira . [22]
after euthanasia and RT-PCR and reluctance to meningoencephalomyelitis
on tissues move until 6
to 9 dpi
Fever until 5 dpi,
mild depression
10 piglets, IV inoculation, ~ and lethargy until 5
clinical signs monitoring, dpi, mild ataxia
histopathology after between 10 and 13 No No [54]
euthanasia and RT-PCR dpi, 2 pigs with
on tissues hind limb ataxia
between 19 and
27 dpi

IV—intravenous; ID—intradermal; dpi—day post-infection; RT-PCR—reverse transcription-polymerase chain

reaction; /—not investigated.

The clinical impacts of JEV are more difficult observe under field conditions. In seven articles,
authors tested tissues of aborted of stillborn piglets in herds with apparent reproductive failure and in
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which JEV was suspected. These results are summarized in Table 3. JEV was isolated in 5/37 to 8/8 of
the brains of aborted or stillborn piglets. Four articles also gave quantitative information about sow
reproductive failure (i.e., the presence of stillborn piglets or aborted or mummified fetuses in one litter)
in the affected herds. The authors identified reproductive failure rates ranging from 15% to 36% of
the reproductive sows [50,64—66]. Another study based its analysis on breeders’ interviews in a herd
where anti-JEV antibodies were detected in sows. Information related to reproductive performances
were collected (number of piglets born in total and alive in the last litter, occurrence of abortion and
birth of stillborn or weak born piglets with or without neurological symptoms). According to farmers,
in the first herd, 31 out of 51 sows showed reproductive disorders. The authors then showed a positive
correlation between the detection of anti-JEV antibodies (based on Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays detecting IgG (IgG ELISA) results) and the number of stillborn piglets for sows younger than
1.5 years old [67], suggesting that JEV infection caused both reproductive failure and the appearance of
protective antibodies in young pregnant sows.

Table 3. Detection of JEV in pig herds with reproductive failure and quantification of
reproductive disorders.

Differential

Lab Method Material Result Diagnosis Repro.ductlve Country Reference
X Failure
Intention
RT-PCR Aborted fetuses Detection No No quantitative data China [68]
REPCR ~ Sampleof 7CSFof 57 No Noquantitativedata ~ China [69]
aborted piglets
ICISM, virus ~ Sample of 108 brain
isolation, tissues of 20/108 No No quantitative data China [70]
RT-PCR stillborn piglets
. CSEFV,
Sample of 3 brain ¢ .
RT-PCR samples of 33 PRRSV, PRV, 30 sows with /200y, [64]
stillborn piglets PPV not sows (15%)
detected
31 brain samples of 10 sows with RF/28
5 stillborn piglets sows (36%), .
RT-PCR (all stillborn piglets 731 No 2-5 sb/sow, 31 sb in India [65]
of the farm) total
. CSFV,
Sample of 8 brain 4 .
RT-PCR samples of 8/8 PRRSV, PRV, 37 sows with OR F/128 China [66]
stillborn piglets PPV not sows (29%)
detected
HIA on body
fluids and Isolation on
. V1ru.s Aborted fetuses “some” No 50 sows with RF/SE 0 Japan [50]
isolation P sows (3 farms) (16%)
o etuses
(unspecified
method)

RT-PCR—reverse transcription-polymerase chain reaction; ICISM—intracerebral inoculation of suckling mice;
HIA—hemagglutination inhibition assay; CSF—cerebrospinal fluid; CSFV—classical swine fever virus;
PRRSV—porcine respiratory syndrome virus; PRV—pseudorabies virus; PPV—porcine parvovirus; sb—stillborn;
RF—reproductive failure (abortion or at least one stillborn piglet in the litter).

Two field studies reported clinical signs in piglets potentially induced by JEV. In 2009, piglets
developed viral encephalitis and died in a farm in Japan. Seven brains were sampled, in which JEV
was detected by RT-PCR [71]. In 2014 in India, a study was conducted in pigs with a history of
reproductive failure. Macroscopic and microscopic lesions were detected in association with JEV
infection in stillborn piglets, confirmed by RT-PCR [65]. Stillborn piglets showed subcutaneous
hemorrhages, hydranencephaly, or swollen brains with dilatation of the ventricular spaces and
thinning of the surrounding parenchyma. Histopathology of brain tissue revealed widespread edema,
congestion, microhaemorrhages in parenchyma, neuronal degeneration, and accumulation of glial cells.
These microscopic lesions were in accordance with the experimental work presented above.
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Finally, JEV might cause reproductive problems in boars, but studies are limited. Ogasa et al.
detected JEV in the semen of two out of five experimentally inoculated boars by ICISM, and reported
a reduced spermatozoal motility and concentration in two other boars [72]. On the other hand,
in Teng et al. two out of twelve diseased boars showing testicular swelling tested positive by RT-PCR
on seminal fluid [69].

In conclusion, both experimental and field studies showed that the JEV clinical signs mainly
consisted of reproductive disorders in females (and to a lesser extent in males), ranging from weak
piglet births to abortions. JEV was detected in the brain tissues of infected piglets that developed
unspecific signs of encephalitis.

3.2.4. Anti-JEV Maternal Antibodies

The persistence of anti-JEV maternal antibodies in piglets under field conditions was described in
four articles. The results are presented in Table 4. All four studies were based on the follow-up of
piglets in Japan, Cambodia, and South India. In early studies, anti-JEV maternal antibodies disappeared
in piglets aged 1.5 to 4 months [51,73]. These results were confirmed by recent studies that showed
a disappearance of anti-JEV maternal antibodies in piglets aged between 2 and 3.5 months [74,75].

Table 4. Persistence of anti-JEV maternal antibodies in piglets under field conditions.

Average Age of Waning of
Protocol Test Anti-JEV Maternal Country Reference
Antibodies
80 piglets, 2-7 months old, )
from farms, bled monthly HIA >4 months old Japan [47]
9 piglets, in mosquito traps, )
bled monthly HIA >1.5 months old Japan [47]
2 cohorts of 15 piglets, 2 .
months old, bled every IgG ELISA >3 months old C:;:E?]f;i [74]
10 days for 4 months P
2 cohorts of 15 piglets, 2 . . Cambodia,
months old, bled every IgG ELISA Peri-urban: >2 months peri-urban and [75]
oldRural: >3.5 months old
10 days for 4 months rural
5 piglets, 2 months old, bled HIA >2 months old South India [61]

every month for 3 years

HIA—hemagglutination inhibition assay; ELISA—Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.

3.2.5. JEV Excretion

Few studies analyzed JEV excretion. Three studies focused on JEV oro-nasal shedding, which
may explain the diffusion of JEV in pig herds where they are no or few mosquitoes. Piglets were
experimentally infected and monitored for clinical signs, viraemia, excretion, and virus tropism.
Viral shedding in nasal secretions was detected by RT-qPCR from 2 to 8 dpi at levels similar to viraemia,
i.e., from 10 to 10* units/mL, depending on the study [22,23,54]. Authors also reported a prolonged
detection of JEV RNA in the tonsils, until at least 28 dpi.

No studies looked for JEV excretion in abortion fluids, whereas the virus was detected in brain
tissues of aborted or stillborn piglets (see Table 5). Ricklin et al. detected JEV RNA in urine at a low
frequency (in one urine sample of the 28 monitored piglets) [21], and authors suggested tropism
differences between JEV and other flaviviruses, such as WNV or dengue virus (DENV) [76,77].

One study detected JEV in seminal fluids of diseased wild boars [69].
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3.3. JEV Transmission Mechanisms and Patterns and Pig-Related Control

3.3.1. JEV Transmission Mechanisms

To date, two transmission mechanisms of JEV to and between pigs have been studied,
i.e., the well-known vector transmission and potential direct transmission through oro-nasal shedding.

JEV Vector-Borne Transmission

In 1964, an experimental study analyzed the mosquito-pig and the pig-mosquito transmission [78].
Authors inoculated Cx. tritaeniorhynchus mosquitoes with JEV and let them bite pigs with varying
anti-JEV antibody titers. Pigs were bled daily before and after their contact with the infected mosquitoes.
ICISM tests were performed on blood samples (intracranial inoculation to 3-day-old mice) and virus
titer was expressed as a LDs5(. JEV was detected in all pigs except from the one that had the highest
anti-JEV antibody titer, showing that the mosquito—pig transmission was effective. While the virus
was detected in pigs (during the viraemic period), healthy mosquitoes were allowed to feed on them.
Fourteen days later, authors showed the presence of JEV in salivary secretion of these mosquitoes.
Anti-JEV antibody-free pigs presented the highest viraemia (log 1.1-2.5 LDsj) and re-infected 10%-96%
of the mosquitoes feeding upon them. These results were confirmed a few years later [52].

More recently, in China, the genomes of JEV strains isolated from pigs and mosquitoes were found
to be very similar, demonstrating JEV vector-borne circulation under field conditions [70].

JEV Direct Transmission

Besides vector-borne transmission, the three experimental studies showing nasal and oral
shedding of JEV presented above (3.2.5. JEV excretion) suggested a risk of direct transmission between
pigs [22,23,54]. Table 5 presents the results of two additional studies that showed the effectiveness
of this direct transmission. Authors first inoculated piglets with known doses of JEV and put them
in contact with naive ones in absence of mosquitoes [21]. Then, piglets were orally and intra-nasally
inoculated with known doses of JEV and monitored [21,63]. In both studies, clinical signs were
observed and viraemia and oro-nasal shedding of JEV were detected by RT-PCR. The incubation
period for pigs infected by contact was three to five days with respect to the development of viraemia.
The incubation period for pigs oro-nasally infected ranged from one to three days depending on the
inoculated doses. Viraemia reached 10% to 10* U/mL, with 1 U corresponding to the RNA quantity
found in one 50% tissue culture infective dose (TCIDs() of a virus preparation they used.

Table 5. Experimental evidence of JEV direct transmission between piglets.

Infection Route Test for Viraemia and Clinical Viraemia Oro-Nasal Reference
Oro-Nasal Fluids Signs Shedding
Contact with infected pigs in RT-PCR Yes Yes, 3-10 dac Yes, 5-10 dac [21] 18t
vector-free buildings ~10* U/mL ~1015 U/mL experience
. . Yes, 1-9 dpi Yes, 3-9 dpi [21] 2nd
Oro-nasal inoculation RT-PCR Yes ~10%5 U/mL ~10° U/mL experience
Intranasal inoculation / Yes / / [63]

dpi—day post-infection; dac—day after contact; RT-PCR—reverse transcription-polymerase chain reaction;
/—not investigated.

Furthermore, a recent study suggested that nasal epithelium could be a route of entry and
exit for JEV in pigs. As JEV is shed to both the apical and basolateral sides of the epithelial cells,
such an infection could mediate virus entry into the host as well as oro-nasal virus spread to other
hosts in a manner principally comparable to that of respiratory viruses such as influenza virus [79].
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3.3.2. Geographical Distribution of JEV in Swine

From 1966 to 2016, the presence of anti-JEV antibodies was reported in swine in seventeen Asian
and/or Pacific countries, from India in the west to Japan in the east and from the north of Australia in
the south to China in the north (Figure 2). However, since the antibodies detected by either ELISA
or HIA might have corresponded to those of other viruses in the same serological complex with
JEV, only seroneutralization tests, such as the plaque reduction neutralization test (PRNT), allow the
confirmation of true JEV exposure. In some studies, a good consistency between high HIA titer and
50% plaque reduction titer was observed [74,75,80].

[ Detection and confirmation by SNT or RT-PCR
- [] Detection by HIA or ELISA only

[ No data
% Only detected on wild boars
* Also detected on wild boars

Figure 2. JEV detection in swine from 1966 to 2016, based on selected studies.

Globally, the prevalence levels ranged from 3.1% to 74% (in Table 6, the prevalence was only
calculated if more than 100 swine were tested). In the most recent studies (pigs sampled after 2007),
the highest seroprevalences in domestic pigs (>50%) were found in Laos, Cambodia, Vietnam, and India.
In Cambodia (2007, [80]) and in Thailand (1983, [81]), seroprevalence detected by HIA was shown
to increase with age once piglets had loss their maternal antibodies. However, in Sri Lanka in 1988,
authors did not observe any significant correlation between the ages of the sampled animals and the
seroprevalence detected by the reference seroneutralization test (SNT) [82].

Few seroprevalence data were reported for China, even though the virus was detected in pigs by
RT-PCR on several occasions [64,68-71]. However, in Tibet, three studies reported IgM prevalence
levels using capture ELISA ranging from 5% to 33% of the sampled pigs. JEV infection was confirmed
by RT-PCR in some of the positive animals, suggesting a relatively high level of the incidence of JEV
infection in Tibetan pigs.
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Table 6. Detection and seroprevalence of JEV in swine in the world.

Samp.ling Sampling Origin of Sar'npl'ed Animals Sii;?: d Te.sted Serological ) An.ti-]E\{ Confirmation Test Reference Older
Region Year (A/F if Pigs) Animals Animals Test Antibodies Evidence and Result References
Australia (T.) 1995 F NS 90 HIA 63/90 SNT + [34]
Australia (T.) 1998 Feral pigs NS 113 HIA 90/113 nd [83]
Cambodia 2007 Aand F Nﬁflg‘rgo 505 i I;IGLELIS L 657%and 635% nd [80] [74,75]*
Hong Kong 1968 F NS 558 HIA 60,4% nd [84]

India 2014 F >3 m 51 IgG ELISA 35/51 RT-PCR + [85] [86-88]
Indonesia 2015 F NS 80 IgG ELISA 32/80 nd [89] [90,91]
Japan (M.) 2008 Wild boars NS 36 SNT 30/36 SNT + [92] [93,94]
Japan (Is.) 2010 F NS 128 HIA 3.1% RT-PCR - [95] [96,97]*
Japan (Ir.) 2010 Wild boars NS 117 HIA 44.4% RT-PCR - [95] [98,99]

South-Korea 2011 Wild boars NS 288 SNT 66% SNT + [100]

Laos 2009 A 4-12m 727 HIA 74.7% nd [101]

Malaysia 2016 F NS 90 IgG ELISA 40/90 nd [31] [102]
Myanmar 1999 F NS 36 HIA 12/36 nd [103]
Nepal 2010 F 4-48 m 454 IgG ELISA 16.7% nd [104] [105,106]
Singapore 1999 Wild boars NS 28 HIA 28/28 SNT + [107]
Sri Lanka 1988 F 1-24 m 951 SNT 32.6% SNT + [82]
Thailand 1983 A 412m 100 HIA 74% ICISM + [81] [13]
China (Tibet) 2015 A 1-6 m 102 IgM ELISA nr RT-PCR + [108] [109,110]
Vietnam 2010 A 4-8m 641 IgG ELISA 60.4% SNT + [111] [67,112-115]
Taiwan 1966 F 3-8m 6000 HIA 37.3% nd [116]

d—days; m—months; T.—Torres strait, Australia; M.—Main; Is.—Ishigaki; Ir—Iriomote (Japanese islands); A—abattoir; F—farm; NS—not specified; nr—not relevant as authors looked
for IgM; nd—not done. * more recent longitudinal studies—no measured JEV seroprevalence but JEV confirmed by RT-PCR; ** JEV confirmed by either RT-PCR, ICISM, or SNT.
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Concerning wild boars and feral pigs, high JEV seroprevalence levels were found in Japan (between
44% (n = 117) and 83% (n = 36)), South Korea (66% (1 = 288)), and Singapore (100% (1 = 68), last study
in 1999). In 1998, anti-flavivirus antibodies were detected by HIA in almost 80% of feral pigs in the
north of Queensland, Australia [83]. These feral pigs were sampled during a JE outbreak investigation,
suggesting that some of these anti-flavivirus detected antibodies were anti-JEV antibodies and that
there may be a link between wildlife and JE circulation. Only SNT tests could confirm this statement.
In other countries, the comparison between JEV seroprevalence levels observed in domestic pigs and
in wild boars is difficult; in Japan, wild boars and domestic pigs were sampled from different islands,
and in South Korea, only wild boars were sampled. In Singapore, however, wild boars were sampled
in the same year and the same area as domestic pigs, and both seroprevalences were high (respectively
100% (n = 28) and 94% (n = 81)).

Table 6 summarizes the most recent cross-sectional and longitudinal serological surveys undergone
in swine for each country, with older references being indicated in the last column.

3.3.3. Epidemiological Patterns

Results of several field studies suggested that either the peak of mosquito abundance or the rise of
infected mosquitoes (detection of JEV by ICISM) coincided with the seroconversion period of the pigs
(detected by an increase of the proportion of positive pigs for anti-JEV antibodies using HIA) [73,102,117-119]
and was linked to the occurrence of clinical signs in humans [14,78,82,113,120,121]. These latter results
raised the question of the seasonality of JEV transmission (see Figure 6 in Konno et al. reviewed in Van den
Hurk et al. [120,122]).

Seasonality of JEV circulation in pigs was shown either by longitudinal serosurveys (in which
pigs were followed-up), or by repeated cross-sectional serosurveys in slaughterhouses or on farms.
In the longitudinal studies, depending on the protocol, 2- to 4-month-old piglets were put into pens
and blood sampled daily to monthly for four months to two years. In the longest surveys, the piglets
were replaced when they seroconverted [14,73-75,78,81,83,117,123-125]. In repeated cross-sectional
surveys, pigs aged from four to twelve months were sampled every month in slaughterhouses over
one to ten years, depending on the protocol [50,101,102,112,114,118,120,121,126-128], and reproductive
sows were sampled monthly on a farm in south Vietnam [67]. These results are presented in Table 7.

Three main epidemiological patterns can be distinguished:

(i) An endemic pattern with no seasonality, where JE circulation is high all year round, as in
Cambodia where two longitudinal surveys showed that all monitored piglets seroconverted in
less than four months, regardless of the time of year [74,75].

(ii) An endemic pattern with seasonality, where JE circulation also occurs all year round but
peaks during the hot and rainy seasons, as in north Vietnam [112,114], Laos [101,126],
Malaysia [102], Indonesia [125], Thailand (except for the mountainous Chang Mai district) [14,123],
and Taiwan [73,78,116].

(iii) An epidemic pattern, with peaks of JEV transmission separated by periods of non-detection, as in
north Australia [83], north India [117], Sri Lanka [82], the Chang Mai district in Thailand [124],
and Japan [50,118,120,121,127,128]. In Japan, Konno et al. detailed cyclic outbreaks of JE among
swine and human populations linked to vector abundances, which was reviewed in 2009 [120,122].

For the two latter epidemiological patterns, periods of high JE circulation were identified thanks
to longitudinal studies; these are given in Table 7. Usually, JEV seroconversion rates peaked during the
hot and rainy season. Longitudinal studies showed that during high circulation periods, almost all of
the monitored piglets seroconverted against JEV from as early as one week (in Taiwan) to five and
a half months (in Indonesia).



Viruses 2019, 11, 949 12 of 27
Table 7. Detected seasonality in JEV infection in pigs.
Sampling Protocol
. (Longitudinal or Detected Seasonality in . .
Country/Region Crose-Sectional Pig Infection Corresponding Climate References
(Abattoir or Farm))
Cambodia Longitudinal1 All year Not relevant ** [74,75]
. February-October * . [114]
2
North Vietham Abattoir January-October * Summery/rainy season [112]
South Vietnam Farms All year Not relevant ** [67]
une-July * . 101
Laos Abattoir ! J Aug{lst}; Summer/rainy season {126}
Malaysia Abattoir >3 November—January * Summer/rainy season [102]
Indonesia Longitudinal 24 October—March * Summer/rainy season [125]
Thailand
Bangkok Longitudinal 2! February-May* Hot and dry season [14,123]
Chiang Mai Longitudinal 23 May-July Hot/rainy season [124,129]
Taiwan Longitudinal 24 March-October, Pf ak in Summer monsoon [73,78,116]
August/July
Abattoir 15 July-November, peak in [127]
August/September S .
: .0 ummer (rainfall)
Japan, main Island Abattoir June-December [50]
. 24 to fall (typhoons)
Abattoir ~ July-August [118]
Abattoir 2 May-March, peak in August [120]
. Abattoir 2 August . .
Japan, Okinawa Abattoir 24 Aprilfg ctober Tropical climate [121,128]
North East India Longitudinal 2 June-August Monsoon [117]
Sri Lanka
Dry zone 13 October-November .
H
Wet zone Longitudinal March-April ot/rainy season [82]
North Australia Longitudinal 23 February—-April Hot/rainy season [83]

* Period of highest detected circulation, but circulation all year around; 1ELISA; 2HIA; 3SNT: 4ICISM; ** Not relevant
because there is no seasonality.

In the 90s, in north Vietnam, two studies showed periodic variations of JEV seroprevalence in
pigs (higher circulation in the wet and hot season), suggesting a seasonal circulation of JEV [112,114].
These results contrasted with those obtained in south Vietnam (Mekong delta), where a recent study
did not identify any correlation between JEV seroprevalence in sows and season [67]. In Thailand,
JE seasonality was reported to be much more marked in the Chiang Mai district [124], 700 km north
from Bangkok, than in Bangkok; JE circulation in pigs was detected only from March to December
(reaching 90% of JEV seroconversion between May and July), while circulation was detected all year
round in Bangkok district [78,123]. In Taiwan, it is believed that the circulation of JE also occurs
in winter, since Chan et al. detected HIA antibodies in 15.6% of 5-month-old pigs raised in winter,
suggesting that this prevalence was not of maternal origin but due to a slight circulation [116].

Besides these temporal patterns, the intensity of JEV circulation also varies with the landscape.
Cx. tritaeniorhynchus, Cx. gelidus, and Culex quinquefasciatus, the main vectors of JEV, are rural mosquito
species that are mainly distributed in rice field agroecosystems of Asian countries, flooded either by
rain or irrigation [11,122,130-137]. For this reason, JEV seroprevalence studies were mainly conducted
in swine reared in (or close to) such ecosystems. In such contexts, JEV seroprevalence was shown to be
potentially very high, with values ranging from about 40% in Indonesia to more than 75% of HIA-
or ELISA-positive results (confirmed by SNT) in Hong Kong or Laos [31,34,84,85,89,101,103,104,116].
These high prevalence levels led to JE being considered mainly a rural disease, and proximity to rice
fields and pig rearing, particularly backyard farming, were identified as major risk factors of JE in
humans [89].
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However, several studies conducted in Taiwan [116], Thailand [14,81], Hong Kong [84], Japan [128],
and more recently in Cambodia [74,75], Vietnam [113,115], and Malaysia [31] showed that JEV can
also circulate in swine in peri-urban or even urban areas. The JEV seroprevalence values ranged
from 26.5% to more than 90% of HIA- or IgG ELISA-positive results in cross-sectional studies,
and seroconversion rates reached 100% of the monitored piglets in longitudinal studies performed
in Cambodia. These observations suggest the implication of other vectors and/or other host species in
the corresponding epidemiological systems.

3.3.4. Pig-Related JEV Control

Pig-related control measures have already been reviewed elsewhere [20,138,139]. Both JEV
inactivated and live-attenuated vaccines derived from cell cultures are used, and pig vaccination has
been reported in Japan, Nepal, Taiwan, and South Korea, but to a limited extent and only in order to
protect pregnant sows from reproductive disorders [140]. Human vaccines are widely used [141,142],
and mass vaccination program in humans were put into place in several countries, such as Japan, South
Korea, and Taiwan, where programs are long-lasting and of high quality, or Nepal, Malaysia, India, Sri
Lanka, Thailand, Vietnam, and China, where programs are emerging [1]. In the animal sector, vaccine
development and vaccine program implementation are more limited [48,143,144], except in South
Korea where a vaccination program in swine with a live-attenuated vaccine has been implemented
over the last 30 years, reducing the prevalence of the disease in pigs [145,146].

In our selection, two articles reported the impact of JEV vaccination on the frequency of
reproductive failure in sows. The effectiveness of JEV vaccination on reproduction was first shown in
1971 in the field by monitoring vaccinated and unvaccinated groups of sows. The vaccinated group
presented two times less abnormal farrows (partial or total abortion or stillbirths), fewer malformed
or stillborn piglets (1%—7% against 31%—-54% in the unvaccinated group), and larger litters (two to
three more piglets by litter) [147]. In experimental conditions, vaccination protected against fetus
mummification [49].

Three surveys suggested that JEV pig vaccination interfered with the JEV epidemiological
cycle, thereby reducing the impact of JE on public health. A live-attenuated vaccine with Freund’s
complete adjuvant showed a drastic decrease in viraemia in piglets [60,148]. A few years later,
the live-attenuated vaccine was confirmed to reduce viraemia and prevent mosquito re-infection
in pigs [48,147]. However, the impact of mass vaccination in pigs on human disease has not been
demonstrated yet. In South Korea, after 30 years of the JEV vaccination program in swine, outbreaks in
humans were still not prevented [145].

4. Discussion

This review confirmed that pigs are central in JE epidemiology, not only for virus maintenance and
amplification, but also in transmission to humans. Pigs develop high levels of viraemia that last for two
to four days and attract JE vectors, and the rapid turnover of piglets in any kind of pig farming induces
a permanently high proportion of susceptible individuals that facilitate JEV circulation. Moreover, pig
farms are often located close to human dwellings, especially with backyard farming, which is common
in Asia; this proximity facilitates human infection.

From 1966 to 2016, the presence of anti-JEV antibodies was reported in swine in seventeen Asian
and/or Pacific countries, with seroprevalence levels ranging from 3.1% to 74%. Although the diversity
of study areas, periods, and protocols partly explain this wide interval, the reported seroprevalence
levels are difficult to compare due to the variety of the serological tests used and the lack of specificity
of some of these tests. Indeed, the reference technique for the serological diagnosis of flavivirus
infections is SNT [122]. Only a few cross-sectional surveys selected in this review used SNT to confirm
that the flavivirus they detected (either by HIA or ELISA) was JEV [34,35,82,96,102,105,111]. In the
remaining studies, authors used HIA or IgG ELISA. HIA exploits the ability of viral envelope proteins
to aggregate erythrocytes in the absence of neutralizing envelope antibodies, and is subject to many
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cross-reactivities in the JEV serocomplex and with other flaviviruses due to the type of antigen used [149].
Similarly, ELISA tests, which are based on a colorimetric reaction for which the color intensity is related
to the antibody concentration, are specific to flaviviruses but not exclusively to JEV, depending of
the type of antigen used [150]. Moreover, although all of the selected HIA studies used the same
technique [149], many ELISA kits are available and were used in the published surveys. Flaviviruses
other than JEV, such as WNV and DENYV, are known to circulate in JEV-infected countries [151]. This
co-circulation poses a diagnostic challenge due to antibody cross-reactivity within and between the
different serocomplexes [53,152-159]. Thus, confirming HIA- and ELISA-positive results via SNT
appears essential in the proper evaluation of JEV seroprevalence [160]. It is also worth noting that,
although it is the reference test, SNT may be subject to limited cross-reactions within the serocomplex
of Japanese encephalitis. This sometimes requires testing other flaviviruses (such as WNV and DENV)
in parallel to JEV, and the implementation of a decision algorithm based on the SNT titers, in order to
identify the flavivirus to which the animals were exposed [150]. This complex confirmation procedure
was used in few selected studies [34,82,111]. High-quality data on the seroprevalence and incidence of
JE are thus lacking in various countries, and there is a real need for research efforts into virological and
serological methods for diagnosis and monitoring of JE.

JE is often described as a significant cause of reproductive disorders in sows and boars. Only one
experimental study provided evidence of the impact of JEV infection on sows [51]. The reproductive
impact of JEV appears difficult to quantify under field conditions, and statistical correlations between
JEV infection and reproductive failure are rarely investigated. Moreover, the frequency of reproductive
disorders appears to be linked to the epidemiological pattern of JEV. In endemic areas with no marked
seasonality, year-round contact of swine with the virus leads to immunity in most gilts before sexual
maturity; JEV infection in pigs is consequently of minor importance on reproductive performance [67].
Under seasonal transmission conditions, sows are more likely to present reproductive disorders if they
are still susceptible when they reach sexual maturity. These observations might affect the pig-related
control strategies that are discussed below.

Several experimental studies showed that domestic pigs developed high viraemia, allowing
for pig-mosquito—pig transmission [22,47,54]. Several surveys showed that the primary JEV vectors
Cx. tritaeniorhynchus, Culex vishnui, and Cx. gelidus have a trophic preference for cows and pigs [161-165].
However, the two former species often showed higher rates of blood feeding on pigs than on cows,
probably due to their plasticity to host availability, since in rural areas, pigs are often more abundant than
cows [166]. Moreover, the number of susceptible pigs is always large due to a large turnover stemming
from the breeding system. Finally, pig farming in Asia is often backyard breeding, which situates pigs
very close to human dwellings. All these elements support the major importance of pigs in the JEV
transmission cycle.

However, recent studies suggested that other JE epidemiological systems may exist with small
or no implications resulting from the domestic pig. First, autochthonous human JEV cases occurred
in Seoul, South Korea, even though no pigs are reared in the city [26]. In 2013, in China, Teng et al.
isolated JEV in mosquitoes, humans, and pigs, and showed that the same strain was identified in
mosquitoes and human, but not in pigs [69]. Finally, two studies, one being very recent, showed that
JEV continued to circulate decades after the abolition of pig farming on Singapore Island [35,167].

It is generally considered that Ardeid birds, such as egrets and herons, are the wild reservoir
hosts [168-173]. However, little recent evidence of this statement is available [18,168,174].
Several surveys or observations showed that other species, such as domestic birds, are exposed,
and suggested that secondary reservoirs may be involved in JEV circulation. In the 60s, Gresser et al.
discussed the potential implication of domestic birds in the JEV cycle in addition to pigs [175].
More recently, domestic birds have been shown to be exposed to JEV in Nepal and Cambodia,
as antibodies were detected by both ELISA and SNT [106,176]. Anti-flavivirus antibodies were also
detected in domestic birds in Malaysia, suggesting possible JEV circulation [31]. Experimental studies
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showed that inoculated ducks and chicken developed different levels of JE viraemia, probably high
enough to re-infect mosquitoes [24,177].

The question of a non-avian wild reservoir for JEV has never really been assessed, while Southeast
Asia hosts the highest wild pig (Suidae family) diversity in the world [178]. As presented above, wild
boars were shown to be highly exposed to JEV on two Japanese islands, with the virus genome showing
a high homology with JEV that was previously isolated from pigs reared on another Japanese island.
The detection of JEV RNA and anti-flavivirus IgG antibodies in wild boars suggested that they could
act as additional reservoirs in rural and forest areas [99]. In the north of Queensland, Australia,
cross-reacting anti-flavivirus antibodies were detected in almost 80% of feral pigs during a JE outbreak,
and the authors suggested that they possible became amplifying hosts [83].

JE was traditionally considered a rural disease. However, several surveys showed that the virus
could be transmitted in peri-urban and urban areas, suggesting the presence in these areas of mosquito
species able to transmit JEV. That could be the case for Cx. quinquefasciatus, which is anthropophilic and
competent for JEV transmission [179,180]. Cx. tritaeniorhynchus, Cx. gelidus, and Cx. quinquefasciatus
were also trapped in urban households in Vietnam, regardless of whether or not there were pigs in the
area [181]. In peri-urban areas, people do not traditionally rear large numbers of pigs or domestic birds.
However, increasing urbanization is likely to increase pig numbers on farms, as well as the numbers
of farms close to urban areas, thus bringing human and pig JEV-susceptible populations into close
proximity with each other. Thus, there is a need to improve our knowledge of the JEV transmission
cycle that may not be as simple as we think it is. The existence of secondary reservoirs could explain
JEV transmission in areas with no or low pig density, which is the case in some urban or peri-urban
areas in Cambodia or Laos for example, or in mountainous areas [108,110,167,182].

JE is primarily a vector-borne disease, but recent surveys suggested that direct transmission
from pigs to pigs could occur [21,63]. Two additional in silico studies performed with Cambodian
and Hong Kong data showed that incorporating direct transmission in models allowed a better fit
to be observed from the serological data than a vector-borne transmission model alone [183,184].
The reemergence of JEV cases in the same locations from one year to another indicates that JEV can
overwinter locally [50]. Among others, direct transmission could explain the overwintering of JEV in
pig herds in epidemic or endemic regions where JEV transmission and human cases are seasonal [21].

Human vaccines are widely used in humans [141,142], and mass vaccination programs were
put into place in several countries, such as Japan, South Korea, and Taiwan, where the programs are
long-lasting and of high quality, or Nepal, Malaysia, India, Sri Lanka, Thailand, Vietnam, and China,
where programs are emerging [1]. As humans are dead-end hosts, human vaccination alone cannot
stop virus circulation. Moreover, human cases may re-occur in case of vaccination failure or the
emergence of a new strain for which the current vaccine is not effective. JE did re-emerge in South Korea
(2010-2015) after a mass vaccination program, which was presumed to have failed to induce lifelong
immunity, so older age groups became susceptible again [185]. Vaccines are also expensive, require
multiples doses, and remote and/or poor people may not be able to afford them. Additionally, some of
these human vaccines may not be 100% effective, as demonstrated in Tandale et al. [186].

Pig vaccination could be used as an alternative to control JEV circulation. Vaccinating pigs not
only protects them from possible reproductive disorders, but also helps to break the transmission cycle,
thus reducing the impact on human health. In northern Bangladesh, Khan et al. built a compartmental
model to describe JEV transmission dynamics in this region and to estimate the potential impact of pig
vaccination. They showed that vaccinating 50% of the total pig population each year would result in
an 82% reduction in the annual incidence of JE infection in pigs [187]. Vaccines are widely used in
Japan, Taiwan, and South Korea, where the incidence of disease in swine has been reduced thanks
to the use of a live-attenuated strain (Anyang300) conducted throughout these countries for the past
30 years [145,146,188].

In epidemic or endemic areas with seasonality patterns, the birth season of pigs has an influence
on the age at which pigs get infected by JEV, thereby determining the existence or not of
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reproductive disorders. In northern Vietnam where the transmission peak occurs between July
and September, Ruget et al. used temperature and pig serological data to predict the age of initial
JE infection. Pigs born at the end of the winter become susceptible to JEV infection during the period
of high circulation and before reaching sexual maturity. On the other hand, pigs born later during the
summer are protected by their maternal antibodies during the transmission peak season. They lose
their maternal anti-JEV antibodies and thus become susceptible again during winter, when vector
abundance is very low. According to authors, around 20% of these pigs did not infected with JEV before
8 months, thus experienced reproduction disorders when getting infected during the following summer.
These animals (born between July and September) should be targeted for vaccination [111].
However, pig vaccination has several limitations:

(i) Thelarge South Korean vaccination program has not prevented outbreaks in the human population
in recent years [145];

(i) Whatever the pig production system and the socio-economical context, the turnover of pig
populations is always rapid and therefore the cost of vaccination is high;

(iii) JEV may still circulate within vaccinated pig populations [144];

(iv) Pig vaccines are based on GIII viruses, the dominant circulating genotype in Asia. However, there
are now several studies showing the replacement of GIII by GI that could negatively modify the
effectiveness of current vaccines [113,189,190]. JEV was indeed detected in vaccinated populations
in aborted fetuses and stillborn piglets in China [68,70]. The authors warned against a potential
lack of effectiveness of the vaccine and suggested that the safety of the SA14-14-2 strain belonging
to GIII, which is used for vaccine development in pigs, should be reassessed;

(v) The currently available vaccines do not confer full protection against the emerging JEV GV
strain [191,192].

Finally, the fact that the cycle, at least in some regions, is much more complex (multi-host without
or with a weak implication of domestic pig), suggests that a single pig vaccination would not solve the
problem directly either [193].

Modeling studies were conducted to test new alternative control measures, such as pig
herd management. Indeed, the intensity of transmission within a herd depends on the proportion
of susceptible and immune animals, and therefore partly depends on the management of the herd.
Depending on pig herd size and herd management practices, the proportion of immune pigs within
a herd may vary and favor or reduce viral circulation between pigs. For example, the synchronization of
piglet birth, which is common in semi-commercial and commercial pig herds, induces regular bursts of
susceptible animals when these piglets lose their anti-JEV maternal antibodies. Increasing the duration
between two successive litters, which could be controlled through insemination synchronization,
would possibly prevent JEV circulation between successive piglet births [194].

As JEV is mainly a vector-borne disease, an alternative to vaccination exists in vector control.
Insecticide spray for adults, larvicides such as Bacillus thuringiensis toxin for juvenile stages, extracts of
Piper retrofractum (Piperaceae), or essential oils as oviposition deterrents are techniques that have been
used previously [195-197]. Another option which is already used in some Cambodian rural areas is to
cover pigpens with mosquito nets. The use of insecticide-treated mosquito nets was shown to reduce
seroconversion rate in humans and pigs in India [198].

In conclusion, this review underlines that JEV epidemiological patterns vary according to the region.
Pigs, when present, play a central role, but other hosts may also be involved, such as wild boars or
domestic birds. Human vaccination remains the most effective way to protect human populations, but it
does not stop the circulation of the virus. It is therefore also necessary to act on the reservoir-mosquito
cycle and to adapt existing measures according to the functioning of this multi-host system.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1999-4915/11/10/949/s1,
File S1: Variability of the JEV diagnostic tests for pigs.


http://www.mdpi.com/1999-4915/11/10/949/s1

Viruses 2019, 11, 949 17 of 27

Author Contributions: Conceptualization, H.L., B.D., and V.C.; methodology, H.L., B.D., and V.C.; validation,
H.L., B.D., and V.C; formal analysis, H.L.; investigation, H.L.; resources, B.D. and V.C.; data curation, H.L.;
writing—original draft preparation, H.L.; writing—review and editing, H.L., B.D., V.C., and P.D.; visualization,
H.L.; supervision, B.D. and V.C.; project administration, B.D. and V.C.

Funding: This research was funded by the French Ministry of Agriculture.

Acknowledgments: We are grateful to Cecile Beck and Sylvie Lecollinet from the Virology Unit of the Laboratory
for Animal Health, French Agency for Food, Environmental and Occupational Health and Safety (ANSES),
Maisons-Alfort, France, for helping in the data collection related to diagnostic tests.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. The funders had no role in the design of the study;
in the collection, analyses, or interpretation of data; in the writing of the manuscript, or in the decision to publish
the results.

References

1.  Campbell, G.L.; Hills, S.L.; Fischer, M.; Jacobson, J.A.; Hoke, C.H.; Hombach, ].M.; AMarfin, A.; Solomon, T.;
Tsai, T.F; Tsu, V.D,; et al. Estimated global incidence of Japanese encephalitis: A systematic review. Bull. World
Health Organ. 2011, 89, 766-774. [CrossRef] [PubMed]

2. Fischer, M,; Hills, S.; Staples, E.; Johnson, B.; Yaich, M.; Solomon, T. Japanese Encephalitis Prevention and
Control: Advances, Challenges, and New Initiatives. Emerg. Infect. 2008, 8, 93-124.

3.  Simon-Loriere, E.; Faye, O.; Prot, M. Autochthonous Japanese Encephalitis with Yellow Fever Coinfection
in Africa. N. Engl. ]. Med. 2017, 376, 1483-1485. [CrossRef] [PubMed]

4. Le Flohic, G.; Gonzalez, J.-P. When Japanese Encephalitis Virus Invaded Eastern Hemisphere—The History
of the Spread of Virus Genotypes. In Flavivirus Encephalitis; Ruzek, D., Ed.; InTech: London, UK, 2011.
[CrossRef]

5. Wang, H,; Liang, G. Epidemiology of Japanese encephalitis: Past, present, and future prospects. Ther. Clin.
Risk Manag. 2015, 11, 435-448. [PubMed]

6. Duong, V.; Choeung, R.; Gorman, C.; Laurent, D.; Crabol, Y.; Mey, C.; Peng, B.; Di Francesco, J.; Hul, V,;
Sothy, H.; et al. Isolation and full-genome sequences of Japanese encephalitis virus genotype I strains from
Cambodian human patients, mosquitoes and pigs. J. Gen. Virol. 2017, 98, 2287-2296. [CrossRef] [PubMed]

7. De Wispelaere, M.; Despres, P.; Choumet, V. European Aedes albopictus and Culex pipiens Are Competent
Vectors for Japanese Encephalitis Virus. PLoS Negl. Trop. Dis. 2017, 11, e0005294. [CrossRef] [PubMed]

8.  Huber, K; Jansen, S.; Leggewie, M.; Badusche, M.; Schmidt-Chanasit, J.; Becker, N.; Tannich, E.; Becker, S.C.
Aedes japonicus japonicus (Diptera: Culicidae) from Germany have vector competence for Japan encephalitis
virus but are refractory to infection with West Nile virus. Parasitol. Res. 2014, 113, 3195-3199. [CrossRef]

9. Turell, M.].; Mores, C.N.; Dohm, D.J.; Komilov, N.; Paragas, J.; Lee, ].S.; Shermuhemedova, D.; Endy, T.P;
Kodirov, A.; Khodjaev, S. Laboratory Transmission of Japanese Encephalitis and West Nile Viruses by
Molestus Form ofCulex pipiens(Diptera: Culicidae) Collected in Uzbekistan in 2004. J. Med. Entomol. 2006,
43,296-300. [CrossRef]

10. Olson, ]J.G.; Ksiazek, T.G.; Tan, R.; Atmosoedjono, S.; Lee, V.H.; Converse, ].D. Correlation of population
indices of female Culex tritaeniorhynchus with Japanese encephalitis viral activity in Kapuk, Indonesia.
Southeast Asian J. Trop. Med. Public Health 1985, 16, 337-342.

11. Rajavel, A.R.; Kumar, N.P,; Natarajan, R.; Vanamail, P.; Rathinakumar, A.; Jambulingam, P. Morphological
and molecular characterization of the ecological, biological and behavioural variants of the JE vector Culex
tritaeniorhynchus: An assessment of its taxonomic status. . Vector Borne Dis. 2015, 52, 40-51.

12. Lord, ].S.; Al-Amin, HM.; Chakma, S.; Alam, M.S.; Gurley, E.S.; Pulliam, ].R.C. Sampling Design Influences
the Observed Dominance of Culex tritaeniorhynchus: Considerations for Future Studies of Japanese
Encephalitis Virus Transmission. PLoS Negl. Trop. Dis. 2016, 10, €0004249. [CrossRef] [PubMed]

13. Gajanana, A.; Rajendran, R.; Samuel, PP; Thenmozhi, V,; Tsai, T.F; Kimura-Kuroda, J.; Reuben, R.
Japanese Encephalitis in South Arcot District, Tamil Nadu, India: A Three-Year Longitudinal Study
of Vector Abundance and Infection Frequency. J. Med. Entomol. 1997, 34, 651-659. [CrossRef] [PubMed]

14. Gingrich, ].B.; Nisalak, A.; Latendresse, J.R.; Pomsdhit, J.; Paisansilp, S.; Hoke, C.H.; Chantalakana, C.;
Satayaphantha, C.; Uechiewcharnkit, K. A longitudinal study of Japanese encephalitis in suburban
Bangkok, Thailand. Southeast Asian J. Trop. Med. Public Health 1987, 18, 558-566.


http://dx.doi.org/10.2471/BLT.10.085233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22084515
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMc1701600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28402771
http://dx.doi.org/10.5772/24865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25848290
http://dx.doi.org/10.1099/jgv.0.000892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28840803
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0005294
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28085881
http://dx.doi.org/10.1007/s00436-014-3983-9
http://dx.doi.org/10.1093/jmedent/43.2.296
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0004249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26726881
http://dx.doi.org/10.1093/jmedent/34.6.651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9439119

Viruses 2019, 11, 949 18 of 27

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Nyari, N.; Singh, D.; Kakkar, K.; Sharma, S.; Pandey, S.N.; Dhole, T.N. Entomological and serological
investigation of Japanese encephalitis in endemic area of eastern Uttar Pradesh, India. J. Vector Borne Dis.
2015, 52, 321-328.

Buescher, E.L.; Scherer, W.F.; Mccluse, H.; Moyer, ].T.; Rosenberg, M.Z.; Yoshii, Y.; Okada, Y. Ecologic Studies
of Japanese Encephalitis Virus in Japan. Am. . Trop. Med. Hyg. 1959, 8, 678-688. [CrossRef]

Scherer, W.E; Moyer, ].T.; Izumi, T.; Gresser, I.; McCown, J. Ecologic Studies of Japanese Encephalitis Virus
in Japan. Am. J. Trop. Med. Hyg. 1959, 8, 644-650. [CrossRef]

Soman, R.S.; Rodrigues, EM.; Guttikar, S.N.; Guru, P.Y. Experimental viraemia and transmission of Japanese
encephalitis virus by mosquitoes in ardeid birds. Indian J. Med. Res. 1977, 66, 709-718.

Le Flohic, G.; Porphyre, V.; Barbazan, P.; Gonzalez, J.-P. Review of Climate, Landscape, and Viral Genetics as
Drivers of the Japanese Encephalitis Virus Ecology. PLoS Negl. Trop. Dis. 2013, 7, e2208. [CrossRef]
Impoinvil, D.E.; Baylis, M.; Solomon, T. Japanese encephalitis: On the One Health agenda. Curr. Top.
Microbiol. Immunol. 2013, 365, 205-247.

Ricklin, M.E.; Garcia-Nicolas, O.; Brechbiihl, D.; Python, S.; Zumkehr, B.; Nougairede, A.; Charrel, RN.;
Posthaus, H.; Oevermann, A.; Summerfield, A. Vector-free transmission and persistence of Japanese
encephalitis virus in pigs. Nat. Commun. 2016, 7, 10832. [CrossRef]

Ricklin, M.E.; Garcia-Nicolas, O.; Brechbiihl, D.; Python, S.; Zumkehr, B.; Posthaus, H.; Oevermann, A.;
Summerfield, A. Japanese encephalitis virus tropism in experimentally infected pigs. Veter Res. 2016, 47, 34.
[CrossRef] [PubMed]

Lyons, A.C.; Huang, Y.-].S,; Park, S.L.; Ayers, V.B.; Hettenbach, S.M.; Higgs, S.; McVey, D.S.; Noronha, L.;
Hsu, W.-W.; VanLandingham, D.L. Shedding of Japanese Encephalitis Virus in Oral Fluid of Infected Swine.
Vector-Borne Zoonotic Dis. 2018, 18, 469-474. [CrossRef] [PubMed]

Cleton, N.B.; Page, M.].; Bowen, R.A.; Bosco-Lauth, A. Age-Related Susceptibility to Japanese Encephalitis
Virus in Domestic Ducklings and Chicks. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2014, 90, 242-246. [CrossRef] [PubMed]
Nemeth, N.; Bosco-Lauth, A.; Oesterle, P.; Kohler, D.; Bowen, R. North American Birds as Potential Amplifying
Hosts of Japanese Encephalitis Virus. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2012, 87, 760-767. [CrossRef]

Bae, W.; Kim, J. H.; Kim, J.; Lee, J.; Hwang, E.S. Changes of Epidemiological Characteristics of Japanese
Encephalitis Viral Infection and Birds as a Potential Viral Transmitter in Korea. J. Korean Med. Sci. 2018,
33, 33. [CrossRef]

Adi, A A.AM.,; Astawa, N.M.; Damayanti, PA.A.; Kardena, IM.; Erawan, LG.M.K,; Suardana, ILW.;
Putra, LG.A.A.; Matsumoto, Y. Seroepidemiological Evidence for the Presence of Japanese Encephalitis Virus
Infection in Ducks, Chickens, and Pigs, Bali-Indonesia. Bali Med. ]. 2016, 5, 189.

Shimoda, H.; Ohno, Y.; Mochizuki, M.; Iwata, H.; Okuda, M.; Maeda, K. Dogs as Sentinels for Human
Infection with Japanese Encephalitis Virus. Emerg. Infect. Dis. 2010, 16, 1137-1139. [CrossRef]

Shimoda, H.; Tamaru, S.; Morimoto, M.; Hayashi, T.; Shimojima, M.; Maeda, K. Experimental infection of
Japanese encephalitis virus in dogs. J. Veter Med. Sci. 2011, 73, 1241-1242. [CrossRef]

Wang, J.-L.; Pan, X.-L; Zhang, H.-L.; Fu, S-H.; Wang, H.-Y,; Tang, Q.; Wang, L.-F; Liang, G.-D.
Japanese Encephalitis Viruses from Bats in Yunnan, China. Emerg. Infect. Dis. 2009, 15, 939-942. [CrossRef]
Kumar, K.; Arshad, S.S.; Selvarajah, G.T.; Abu, ].; Toung, O.P,; Abba, Y.; Bande, F; Yasmin, A.R.; Sharma, R.;
Ong, B.L.; et al. Prevalence and risk factors of Japanese encephalitis virus (JEV) in livestock and companion
animal in high-risk areas in Malaysia. Trop. Anim. Health Prod. 2018, 50, 741-752. [CrossRef]

Kako, N.; Suzuki, S.; Sugie, N.; Kato, T.; Yanase, T.; Yamakawa, M.; Shirafuji, H. Japanese encephalitis in
a 114-month-old cow: Pathological investigation of the affected cow and genetic characterization of Japanese
encephalitis virus isolate. BVIC Vet. Res. 2014, 10, 63. [CrossRef]

Katayama, T.; Saito, S.; Horiuchi, S.; Maruta, T.; Kato, T.; Yanase, T.; Yamakawa, M.; Shirafuji, H.
Nonsuppurative Encephalomyelitis in a Calf in Japan and Isolation of Japanese Encephalitis Virus Genotype
1 from the Affected Calf. ]. Clin. Microbiol. 2013, 51, 3448-3453. [CrossRef] [PubMed]

Hanna, ].N,; Ritchie, S.A.; Phillips, D.A.; Shield, J.; Bailey, M.C.; Mackenzie, ].S.; Poidinger, M.; McCall, B.].;
Mills, PJ. An outbreak of Japanese encephalitis in the Torres Strait, Australia, 1995. Med. ]. Aust. 1996,
165, 256-260. [CrossRef] [PubMed]

Ting, S.H.L.; Tan, H.C.; Wong, W.K,; Ng, M.L.; Chan, S.H.; Ooi, E.E. Seroepidemiology of neutralizing
antibodies to Japanese encephalitis virus in Singapore: Continued transmission despite abolishment of
pig farming? Acta Trop. 2004, 92, 187-191. [CrossRef] [PubMed]


http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.1959.8.678
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.1959.8.644
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0002208
http://dx.doi.org/10.1038/ncomms10832
http://dx.doi.org/10.1186/s13567-016-0319-z
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26911997
http://dx.doi.org/10.1089/vbz.2018.2283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29742002
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.13-0161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24394476
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.2012.12-0141
http://dx.doi.org/10.3346/jkms.2018.33.e70
http://dx.doi.org/10.3201/eid1607.091757
http://dx.doi.org/10.1292/jvms.11-0142
http://dx.doi.org/10.3201/eid1506.081525
http://dx.doi.org/10.1007/s11250-017-1490-6
http://dx.doi.org/10.1186/1746-6148-10-63
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.00737-13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23885004
http://dx.doi.org/10.5694/j.1326-5377.1996.tb124960.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8816682
http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2004.04.010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15533286

Viruses 2019, 11, 949 19 of 27

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Lian, W.-C; Liau, M.-Y; Mao, C.-L.; Lian, W.; Liau, M.; Mao, C. Diagnosis and Genetic Analysis of Japanese
Encephalitis Virus Infected in Horses. J. Veter Med. Ser. B 2002, 49, 361-365. [CrossRef]

Gulati, B.R.; Singha, H.; Singh, B.K.; Virmani, N.; Kumar, S.; Singh, R K. Isolation and genetic characterization
of Japanese encephalitis virus from equines in India. J. Veter Sci. 2012, 13, 111-118. [CrossRef]
Baharuddin, A.; Hassan, A.A.; Sheng, G.C.; Nasir, S.B.; Othman, S.; Yusof, R.; Othman, R.; Rahman, N.A.
Current approaches in antiviral drug discovery against the Flaviviridae family. Curr. Pharm. Des. 2014,
20, 3428-3444. [CrossRef]

Liberati, A.; Altman, D.G.; Tetzlaff, J.; Mulrow, C.; Getzsche, P.C.; Ioannidis, J.P.; Clarke, M.; Devereaux, P.;
Kleijnen, J.; Moher, D. The PRISMA statement for reporting systematic reviews and meta-analyses of studies
that evaluate health care interventions: Explanation and elaboration. J. Clin. Epidemiol. 2009, 62, el-e34.
[CrossRef]

Yang, D.-K.; Kweon, C.-H.; Kim, B.-H.; Lim, S.-I.; Kim, S.-H.; Kwon, J.-H.; Han, H.-R. TagMan reverse
transcription polymerase chain reaction for the detection of Japanese encephalitis virus. |. Veter Sci. 2004,
5, 345-351. [CrossRef]

Ogawa, H.; Taira, O.; Hirai, T.; Takeuchi, H.; Nagao, A.; Ishikawa, Y.; Tuchiya, K.; Nunoya, T.; Ueda, S.
Multiplex PCR and multiplex RT-PCR for inclusive detection of major swine DNA and RNA viruses in pigs
with multiple infections. J. Virol. Methods 2009, 160, 210-214. [CrossRef]

Patel, P,; Landt, O.; Kaiser, M.; Faye, O.; Koppe, T.; Lass, U.; Sall, A.A.; Niedrig, M. Development of one-step
quantitative reverse transcription PCR for the rapid detection of flaviviruses. Virol. J. 2013, 10, 58. [CrossRef]
[PubMed]

Eldadah, Z.A.; Asher, D.M.; Godec, M.S.; Pomeroy, K.L.; Goldfarb, L.G.; Feinstone, S.M.; Levitan, H.;
Gibbs, C.J.; Gajdusek, D.C. Detection of flaviviruses by reverse-transcriptase polymerase chain reaction.
J. Med. Virol. 1991, 33, 260-267. [CrossRef] [PubMed]

Hierholzer, ].C.; Killington, R.A. 2-Virus isolation and quantitation. In Virology Methods Manual; Mahy, BW.,
Kangro, H.O., Eds.; Academic Press: London, UK, 1996; pp. 25-46.

Chernesky, M.A. 6-Traditional serological tests. In Virology Methods Manual; Mahy, B.W., Kangro, H.O., Eds.;
Academic Press: London, UK, 1996; pp. 107-122.

Yonemitsu, K.; Minami, S.; Noguchi, K.; Kuwata, R.; Shimoda, H.; Maeda, K. Detection of anti-viral antibodies
from meat juice of wild boars. J. Vet. Med Sci. 2019, 81, 155-159. [CrossRef] [PubMed]

Scherer, W.E; Moyer, J.T.; Izumi, T. Immunologic studies of Japanese encephalitis virus in Japan. V.
Maternal antibodies, antibody responses and viremia following infection of swine. J. Immunol. 1959,
83, 620-626.

Sasaki, O.; Karoji, Y.; Kuroda, A.; Karaki, T.; Takenokuma, K.; Maeda, O. Protection of pigs against
mosquito-borne japanese encephalitis virus by immunization with a live attenuated vaccine. Antivir. Res.
1982, 2, 355-360. [CrossRef]

Imoto, J.-I.; Ishikawa, T.; Yamanaka, A.; Konishi, M.; Murakami, K.; Shibahara, T.; Kubo, M.; Lim, C.-K;
Hamano, M.; Takasaki, T.; et al. Needle-free jet injection of small doses of Japanese encephalitis DNA and
inactivated vaccine mixture induces neutralizing antibodies in miniature pigs and protects against fetal
death and mummification in pregnant sows. Vaccine 2010, 28, 7373-7380. [CrossRef] [PubMed]
Takashima, I.; Hashimoto, N.; Watanabe, T.; Ouchi, N. Ecological Studies of Japanese Encephalitis Virus in
Hokkaido: Interepidemic Outbreaks of Swine Abortion and Evidence for the Virus to Overwinter Locally.
Am. |. Trop. Med. Hyg. 1988, 38, 420-427. [CrossRef]

Shimizu, T.; Kawakami, Y.; Fukuhara, S.; Matumoto, M. Experimental stillbirth in pregnant swine infected
with Japanese encephalitis virus. Jpn. J. Exp. Med. 1954, 24, 363-375.

Carey, D.E.; Reuben, R.; Myers, R.M. Japanese encephalitis studies in Vellore, South India. V. Experimental
infection and transmission. Indian J. Med Res. 1969, 57, 282-289.

Williams, D.T.; ALunt, R.; Wang, L.F.; Daniels, PW.; Newberry, K.M.; MacKenzie, ].S. Experimental infections
of pigs with Japanese encephalitis virus and closely related Australian flaviviruses. Am. J. Trop. Med. Hyg.
2001, 65, 379-387. [CrossRef]

Park, S.L.; Huang, Y.-].S.; Lyons, A.C.; Ayers, V.B.; Hettenbach, S.M.; McVey, D.S.; Burton, K.R.; Higgs, S.;
VanLandingham, D.L. North American domestic pigs are susceptible to experimental infection with Japanese
encephalitis virus. Sci. Rep. 2018, 8, 7951. [CrossRef] [PubMed]


http://dx.doi.org/10.1046/j.1439-0450.2002.00509.x
http://dx.doi.org/10.4142/jvs.2012.13.2.111
http://dx.doi.org/10.2174/13816128113199990635
http://dx.doi.org/10.1016/j.jclinepi.2009.06.006
http://dx.doi.org/10.4142/jvs.2004.5.4.345
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2009.05.010
http://dx.doi.org/10.1186/1743-422X-10-58
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23410000
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.1890330410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1713265
http://dx.doi.org/10.1292/jvms.18-0576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30473571
http://dx.doi.org/10.1016/0166-3542(82)90005-5
http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2010.09.008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20851083
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.1988.38.420
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.2001.65.379
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-018-26208-8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29784969

Viruses 2019, 11, 949 20 of 27

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Gallardo, C.; Soler, A.; Nieto, R.; Sanchez, M.A.; Martins, C.; Pelayo, V.; Carrascosa, A.; Revilla, Y.; Simon, A.;
Briones, V.; et al. Experimental Transmission of African Swine Fever (ASF) Low Virulent Isolate NH/P68 by
Surviving Pigs. Transbound. Emerg. Dis. 2015, 62, 612—-622. [CrossRef] [PubMed]

Anderson, E. African swine fever: Current concept on its pathogenesis and immunology. Rev. Sci. Tech.
1986, 5, 477-486. [CrossRef]

Beltran-Alcrudo, D.; Arias, M.; Gallardo, C.; Kramer, S.A.; Penrith, M.-L. African Swine Fever: Detection and
Diagnosis: A Manual for Veterinarians; Food and Agriculture Organization of the United Nations: Rome, Italy, 2017.
Gong, W.; Li, J.; Wang, Z.; Sun, J.; Mi, S.; Lu, Z.; Cao, J.; Dou, Z.; Sun, Y.; Wang, P,; et al. Virulence evaluation
of classical swine fever virus subgenotype 2.1 and 2.2 isolates circulating in China. Veter Microbiol. 2019,
232,114-120. [CrossRef] [PubMed]

Durand, B.; Davila, S.; Cariolet, R.; Mesplede, A.; Le Potier, M.-F. Comparison of viraemia- and
clinical-based estimates of within- and between-pen transmission of classical swine fever virus from
three transmission experiments. Veter Microbiol. 2009, 135, 196-204. [CrossRef]

Ueba, N.; Maeda, A.; Otsu, K.; Mitsuda, B.; Kimoto, T. Natural infection of swine by Japanese encephalitis
virus and its modification by vaccination. Biken J. J. Res. Inst. Microb. Dis. 1972, 15, 67-79.

Geevarghese, G.; Shaikh, B.H.; Jacob, P.G.; Bhat, H.R. Persistence of haemagglutination-inhibition antibodies
to JE and WN viruses in naturally infected domestic pigs in Karnataka State, India. Acta Virol. 1994,
38, 235-237.

Nakamura, K.; Kaku, Y.; Yamada, M.; Yoshii, M. Nonsuppurative Encephalitis in Piglets after Experimental
Inoculation of Japanese Encephalitis Flavivirus Isolated from Pigs. Veter Pathol. 2004, 41, 62-67.

Yamada, M.; Nakamura, K.; Yoshii, M.; Kaku, Y.; Narita, M. Brain Lesions Induced by Experimental Intranasal
Infection of Japanese Encephalitis Virus in Piglets. J. Comp. Pathol. 2009, 141, 156-162. [CrossRef]

Wu, R; Wang, Q.; Liu, H,; Chai, C.; He, B,; Huang, X.; Wen, Y,; Wen, X,; Yan, Q.; Ma, X,; et al.
Phylogenetic analysis reveals that Japanese encephalitis virus genotype III is still prevalent in swine
herds in Sichuan province in China. Arch. Virol. 2016, 161, 1719-1722. [CrossRef]

Desingu, P.A.; Ray, PK.; Patel, B.H.M,; Singh, R.; Saikumar, G. Pathogenic and Genotypic Characterization of
a Japanese Encephalitis Virus Isolate Associated with Reproductive Failure in an Indian Pig Herd. PLoS ONE
2016, 11, 0147611. [CrossRef] [PubMed]

Yuan, L.; Wu, R.; Liu, H.; Wen, X.; Huang, X.; Wen, Y.; Ma, X; Yan, Q.; Huang, Y.; Zhao, Q.; et al. Tissue tropism
and molecular characterization of a Japanese encephalitis virus strain isolated from pigs in southwest China.
Virus Res. 2016, 215, 55-64. [CrossRef] [PubMed]

Lindahl, J.; Boqvist, S.; Stahl, K.; Thu, H.T.V.; Magnusson, U. Reproductive performance in sows in relation
to Japanese Encephalitis Virus seropositivity in an endemic area. Trop. Anim. Health Prod. 2012, 44, 239-245.
[CrossRef]

Lu, B; Qin, Y;; Li, B.; He, Y.; Duan, Q.; Liang, J.; Chen, Z.; Su, Q.; Bi, B.; Zhao, W. Full-Length Genome
Sequence of Japanese Encephalitis Virus Strain FC792, Isolated from Guangxi, China. Genome Announc. 2017,
5,e01054-17. [CrossRef]

Teng, M.; Luo, J.; Fan, ].M.; Chen, L.; Wang, X.T.; Yao, W.; Wang, C.Q.; Zhang, G.P. Molecular characterization
of Japanese encephalitis viruses circulating in pigs and mosquitoes on pig farms in the Chinese province
of Henan. Virus Genes 2013, 46, 170-174. [CrossRef]

Liu, H.; Lu, H.-J,; Liu, Z.-].; Jing, J.; Ren, J.-Q.; Liu, Y.-Y.; Lu, E; Jin, N.-Y. Japanese Encephalitis Virus in
Mosquitoes and Swine in Yunnan Province, China 2009-2010. Vector Borne Zoonotic Dis. 2013, 13, 41-49.
[CrossRef]

Cao, Q.S,; Li, X.M.; Zhu, Q.Y.; Wang, D.D.; Chen, H.C.; Qian, P. Isolation and molecular characterization of
genotype 1 Japanese encephalitis virus, SX095-01, from pigs in China. Virol. J. 2011, 8, 472. [CrossRef]
Ogasa, A.; Yokoki, Y.; Fujisaki, Y.; Habu, A. Reproductive disorders in boars infected experimentally with
Japanese encephalitis virus. [pn. . Anim. Reprod. 1977, 23, 171-175. [CrossRef]

Okuno, T.; Mitchell, C.J.; Chen, P.S.; Wang, ].S.; Lin, S.Y. Seasonal infection of Culex mosquitos and swine
with Japanese encephalitis virus. Bull. World Health Organ. 1973, 49, 347-352.

Cappelle, J.; Duong, V.; Pring, L.; Kong, L.; Yakovleff, M.; Prasetyo, D.B.; Peng, B.; Choeung, R.; Duboz, R.;
Ong, S.; et al. Intensive Circulation of Japanese Encephalitis Virus in Peri-urban Sentinel Pigs near Phnom
Penh, Cambodia. PLoS Negl. Trop. Dis. 2016, 10, e0005149. [CrossRef]


http://dx.doi.org/10.1111/tbed.12431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26432068
http://dx.doi.org/10.20506/rst.5.2.244
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2019.04.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31030834
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2008.09.056
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcpa.2009.04.006
http://dx.doi.org/10.1007/s00705-016-2814-y
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0147611
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26895440
http://dx.doi.org/10.1016/j.virusres.2016.02.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26851509
http://dx.doi.org/10.1007/s11250-011-0005-0
http://dx.doi.org/10.1128/genomeA.01054-17
http://dx.doi.org/10.1007/s11262-012-0813-y
http://dx.doi.org/10.1089/vbz.2012.1016
http://dx.doi.org/10.1186/1743-422X-8-472
http://dx.doi.org/10.1262/jrd1977.23.171
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0005149

Viruses 2019, 11, 949 21 of 27

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Di Francesco, J.; Choeung, R.; Peng, B.; Pring, L.; Pang, S.; Duboz, R.; Ong, S.; Sorn, S.; Tarantola, A.;
Fontenille, D.; et al. Comparison of the dynamics of Japanese encephalitis virus circulation in sentinel pigs
between a rural and a peri-urban setting in Cambodia. PLoS Negl. Trop. Dis. 2018, 12, e0006644. [CrossRef]
[PubMed]

Barzon, L.; Pacenti, M.; Franchin, E.; Pagni, S.; Martello, T.; Cattai, M.; Cusinato, R.; Palt, G. Excretion of
West Nile Virus in Urine During Acute Infection. J. Infect. Dis. 2013, 208, 1086-1092. [CrossRef] [PubMed]
Korhonen, E.M.; Huhtamo, E.; Virtala, A.-M.K.; Kantele, A.; Vapalahti, O. Approach to non-invasive sampling
in dengue diagnostics: Exploring virus and NS1 antigen detection in saliva and urine of travelers with dengue.
J. Clin. Virol. 2014, 61, 353-358. [CrossRef] [PubMed]

Hurlbut, H.S. The Pig-Mosquito Cycle of Japanese Encephalitis Virus in Taiwan. J. Med. Entomol. 1964,
1,301-307. [CrossRef]

Garcia-Nicolas, O.; Braun, R.O.; Milona, P.; Lewandowska, M.; Dijkman, R.; Alves, M.P.; Summerfield, A.
Targeting of the Nasal Mucosa by Japanese Encephalitis Virus for Non-Vector-Borne Transmission. J. Virol.
2018, 92, e01091-18. [CrossRef]

Duong, V.; Sorn, S.; Holl, D.; Rani, M.; Deubel, V.; Buchy, P. Evidence of Japanese encephalitis virus
infections in swine populations in 8 provinces of Cambodia: Implications for national Japanese encephalitis
vaccination policy. Acta Trop. 2011, 120, 146-150. [CrossRef]

Burke, D.S.; Tingpalapong, M.; Ward, G.S.; Andre, R.; Leake, C.J. Intense transmission of Japanese encephalitis
virus to pigs in a region free of epidemic encephalitis. Southeast Asian J. Trop. Med. Public Health 1985,
16, 199-206.

Peiris, J.; Amerasinghe, F; Arunagiri, C.; Perera, L.; Karunaratne, S.; Ratnayake, C.; Kulatilaka, T.;
Abeysinghe, M. Japanese encephalitis in Sri Lanka: Comparison of vector and virus ecology in different
agro-climatic areas. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 1993, 87, 541-548. [CrossRef]

Hanna, J.N.; ARitchie, S.; Hills, S.L.; Hurk, A.EV.D.; APhillips, D.; Pyke, A.T.; Lee, ].M.; AJohansen, C.;
MacKenzie, J.S. Japanese encephalitis in north Queensland, Australia, 1998. Med. ]. Aust. 1999, 170, 533-536.
[CrossRef]

Higgins, D.A. A serological survey of pigs in Hong Kong for antibodies to Japanese encephalitis virus.
Trop. Anim. Health Prod. 1970, 2, 23-27. [CrossRef]

Kakkar, M.; Chaturvedi, S.; Saxena, VK., Dhole, TN.; Kumar, A.; Rogawski, E.T.; Abbas, S,;
Venkataramanan, V.V.; Chatterjee, P. Identifying sources, pathways and risk drivers in ecosystems of
Japanese Encephalitis in an epidemic-prone north Indian district. PLoS ONE 2017, 12, e0175745. [CrossRef]
[PubMed]

Kumari, R.; Kumar, K.; Rawat, A.; Singh, G.; Yadav, N.K.; Chauhan, L.S. First indigenous transmission of
Japanese Encephalitis in urban areas of National Capital Territory of Delhi, India. Trop. Med. Int. Health 2013,
18, 743-749. [CrossRef] [PubMed]

Dutta, P; Khan, S.A.; Khan, A.M.; Mahanta, J. Japanese encephalitis B-virus among the porcine population
of Assam. Indian Vet. ]. 2007, 84, 1125-1127.

Kumanan, K.; Ramesh, A.; Velmurugan, R.; Jagannathan, S.; Padmanaban, V.D. Seroepidemiology of Japanese
encephalitis among animals and birds in Tamil Nadu. Indian Vet. . 2002, 79, 311-315.

Damayanti, PA.A; Adi, A.A.AM.; Astawa, LN.M.; Sudarmaja, LM.; Kardena, . M.; Swastika, LK. Incidence
of Japanese Encephalitis among Children is associated with the Presence of Pigs in Bali, Indonesia.
Biomed. Pharmacol. J. 2017, 10, 1333-1338. [CrossRef]

Detha, A.; Wuri, D.A.; Santhia, K. Seroprevalence of Japanese encephalitis virus using competitive enzyme
linked immunosorbent assay (C-ELISA) in pigs in East Sumba, Indonesia. J. Adv. Vet. Anim. Res. 2015,
2,481-483. [CrossRef]

Yamanaka, A.; Mulyatno, K.C.; Susilowati, H.; Hendrianto, E.; Utsumi, T.; Amin, M.; Lusida, M.I;
Soegijanto, S.; Konishi, E. Prevalence of antibodies to Japanese encephalitis virus among pigs in Bali
and East Java, Indonesia, 2008. Jpn. |. Infect. Dis. 2010, 63, 58—60.

Ohno, Y.; Sato, H.; Suzuki, K.; Yokoyama, M.; Uni, S.; Shibasaki, T.; Sashika, M.; Inokuma, H.; Kai, K;
Maeda, K. Detection of antibodies against Japanese encephalitis virus in raccoons, raccoon dogs and wild
boars in Japan. J. Veter Med. Sci. 2009, 71, 1035-1039. [CrossRef]


http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0006644
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30138381
http://dx.doi.org/10.1093/infdis/jit290
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23821721
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2014.08.021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25242312
http://dx.doi.org/10.1093/jmedent/1.3.301
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.01091-18
http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2011.07.008
http://dx.doi.org/10.1016/0035-9203(93)90080-A
http://dx.doi.org/10.5694/j.1326-5377.1999.tb127878.x
http://dx.doi.org/10.1007/BF02359325
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0175745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28463989
http://dx.doi.org/10.1111/tmi.12104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23682856
http://dx.doi.org/10.13005/bpj/1237
http://dx.doi.org/10.5455/javar.2015.b112
http://dx.doi.org/10.1292/jvms.71.1035

Viruses 2019, 11, 949 22 of 27

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Hamano, M,; Lim, C K,; Takagi, H.; Sawabe, K.; Kuwayama, M.; Kishi, N.; Kurane, I.; Takasaki, T. Detection
of antibodies to Japanese encephalitis virus in the wild boars in Hiroshima prefecture, Japan. Epidemiol. Infect.
2007, 135,974-977. [CrossRef]

Sugiyama, I.; Shimizu, E.; Nogami, S.; Suzuki, K.; Miura, Y.; Sentsui, H. Serological survey of arthropod-borne
viruses among wild boars in Japan. J. Veter Med. Sci. 2009, 71, 1059-1061. [CrossRef]

Nidaira, M.; Kyan, H.; Taira, K.; Okano, S.; Oshiro, T.; Kato, T.; Kudo, N.; Azama, Y.; Mahoe, Y,;
Kudaka, J.; et al. Survey of Japanese encephalitis virus in pigs and wild boars on Ishigaki and Iriomote
Islands in Okinawa, Japan. Epidemiol. Infect. 2014, 142, 856-860. [CrossRef] [PubMed]

Nidaira, M.; Taira, K.; Onodera, I.; Morikawa, T.; Itokazu, K.; Kudaka, J.; Ohno, A. Detection of Japanese
encephalitis virus antibody in a pig on Yonaguni Island, where all pigs were slaughtered in 1997. Jpn. |.
Infect. Dis. 2007, 60, 70-71. [PubMed]

Nidaira, M.; Taira, K.; Okano, S.; Shinzato, T.; Morikawa, T.; Tokumine, M.; Asato, Y; Tada, Y.; Miyagi, K.;
Matsuda, S.; et al. Survey of Japanese encephalitis virus in pigs on Miyako, Ishigaki, Kume, and Yonaguni
Islands in Okinawa, Japan. Jpn. J. Infect. Dis. 2009, 62, 220-224. [PubMed]

Nidaira, M.; Taira, K.; Itokazu, K.; Kudaka, J.; Nakamura, M.; Ohno, A.; Takasaki, T. Survey of the antibody
against japanese encephalitis virus in Ryukyu wild boars (Sus scrofa riukiuanus) in Okinawa, Japan. Jpn. J.
Infect. Dis. 2007, 60, 309-311. [PubMed]

Nidaira, M.; Taira, K.; Itokazu, K.; Okano, S.; Kudaka, J.; Nakamura, M.; Ohno, A.; Takasaki, T. Detection of
Japanese encephalitis virus genome in Ryukyu wild boars (Sus scrofa riukiuanus) in Okinawa, Japan. Jpn. J.
Infect. Dis. 2008, 61, 164-165.

Yang, D.-K.; Kim, H.-H.; Hyun, B.-H.; Lim, S.-I.; Nam, Y.-K.; Nah, J.-].; Song, J.-Y. Detection of Neutralizing
Antibody Against Japanese Encephalitis Virus in Wild Boars of Korea. ]. Bacteriol. Virol. 2012, 42, 353.
[CrossRef]

Conlan, J.V,; Vongxay, K.; Jarman, R.G.; Gibbons, R.V.;; Lunt, R.A.; Fenwick, S.; Thompson, R.C.A;
Blacksell, S.D. Serologic study of pig-associated viral zoonoses in Laos. Am. . Trop. Med. Hyg. 2012,
86, 1077-1084. [CrossRef]

Simpson, D.; Smith, C.; Marshall, T.D.C.; Platt, G.; Way, H.; Bowen, E.; Bright, W.; Day, J.; McMahon, D.;
Hill, M.; et al. Arbovirus infections in Sarawak: The role of the domestic pig. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg.
1976, 70, 66-72. [CrossRef]

Myint, L.; Oo, K.; Hlaing, W.; Thu, H.M.; Thant, K.Z.; Than, S.M.; Aye, K.T.; Oo, SW.; Ha, T.; Moe, K; et al.
Investigation of Japanese encephalitis virus infection in Bogalay Township, Myanmar in 1999. Trop. Med.
2000, 42, 47-52.

Thakur, K K,; Pant, G.R.; Wang, L.; Hill, C.A ; Pogranichniy, R.M.; Manandhar, S.; Johnson, A.J.; Thakur, K.
Seroprevalence of Japanese Encephalitis Virus and Risk Factors Associated with Seropositivity in Pigs in
Four Mountain Districts in Nepal. Zoonoses Public Health 2012, 59, 393-400. [CrossRef]

Pant, G.R.; Lunt, R.A.; Rootes, C.L.; Daniels, PW. Serological evidence for Japanese encephalitis and West Nile
viruses in domestic animals of Nepal. Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis. 2006, 29, 166—175. [CrossRef]
[PubMed]

Pant, G.R. A Serological Survey of Pigs, Horses, and Ducks in Nepal for Evidence of Infection with Japanese
Encephalitis Virus. Ann. N. Y. Acad. Sci. 2006, 1081, 124-129. [CrossRef]

See, E.; Tan, H.C.; Wang, D.; Ooi, E.E.; Lee, M.-A. Presence of hemagglutination inhibition and neutralization
antibodies to Japanese encephalitis virus in wild pigs on an offshore island in Singapore. Acta Trop. 2002,
81,233-236. [CrossRef]

Zhang, H.; Luo, H.; Rehman, M.U.; Nabi, F; Li, K,; Lan, Y.; Huang, S.; Zhang, L.; Mehmood, K.; Shahzad, M.;
etal. Evidence of JEV in Culex tritaeniorhynchus and pigs from high altitude regions of Tibet, China. J. Vector
Borne Dis. 2017, 54, 69-73. [PubMed]

Zhang, H.; Rehman, M.U; Li, K,; Luo, H; Lan, Y; Nabi, F; Zhang, L.; Igbal, M.K; Zhu, S.; Javed, M.T; et al.
Epidemiologic survey of Japanese encephalitis virus infection, Tibet, China, 2015. Emerg. Infect. Dis. 2017,
23,1023-1024. [CrossRef] [PubMed]

Li, Y.-X,; Li, M.-H.; Fu, S.-H.; Chen, W.-X,; Liu, Q.-Y.; Zhang, H.-L.; Da, W.; Hu, S.-L.; La Mu, S.D.; Bai, ].; et al.
Japanese Encephalitis, Tibet, China. Emerg. Infect. Dis. 2011, 17, 934-936. [CrossRef]


http://dx.doi.org/10.1017/S0950268806007710
http://dx.doi.org/10.1292/jvms.71.1059
http://dx.doi.org/10.1017/S0950268813001611
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23830350
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17314436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19468186
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17881875
http://dx.doi.org/10.4167/jbv.2012.42.4.353
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.2012.11-0195
http://dx.doi.org/10.1016/0035-9203(76)90010-9
http://dx.doi.org/10.1111/j.1863-2378.2012.01456.x
http://dx.doi.org/10.1016/j.cimid.2006.03.003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16697904
http://dx.doi.org/10.1196/annals.1373.013
http://dx.doi.org/10.1016/S0001-706X(01)00212-1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28352048
http://dx.doi.org/10.3201/eid2306.152115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28518046
http://dx.doi.org/10.3201/eid1705.101417

Viruses 2019, 11, 949 23 of 27

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Ruget, A.S.; Beck, C.; Gabassi, A ; Trévennec, K.; Lecollinet, S.; Chevalier, V.; Cappelle, J. Japanese encephalitis
circulation pattern in swine of northern Vietnam and consequences for swine’s vaccination recommendations.
Transbound. Emerg. Dis. 2018, 65, 1485-1492. [CrossRef]

Tien, T.V.; Nguyen, H.T.; Mam, V.S.; Nga, P.T.; Igarashi, A. Prevention of Japanese Encephalitis (JE) by
“BIKEN” vaccine and epidemiological survey on JE in Dong Anh District, Hanoi, Vietnam. Trop. Med. 1991,
33, 83-91.

Do, Q.H.; Vu, TQ.H.,; Huynh, TK.L.; Dinh, Q.T.; Deubel, V. Current situation of Japanese encephalitis in the
south of Vietnam, 1976-1992. Trop. Med. 1994, 36, 202-214.

Nga, P.T,; Phuong, 1.; Nam, V.S.; Yen, N.T.; van Tien, T.; Lien, H.P. Transmission of Japanese encephalitis (JE)
virus in Gia Luong District, Ha Bac Province, Vietnam, after JE vaccination, 1993-1994. Trop. Med. 1995,
37,129-134.

Lindahl, J.F; Stahl, K.; Chirico, J.; Boqvist, S.; Thu, H.T.V.; Magnusson, U. Circulation of Japanese Encephalitis
Virus in Pigs and Mosquito Vectors within Can Tho City, Vietnam. PLoS Negl. Trop. Dis. 2013, 7, e2153.
[CrossRef] [PubMed]

Chan, L.P. Investigation of the HI titre of Japanese encephalitis of swine on Taiwan, Republic of China.
Bull. Off. Int. Epizoot. 1968, 69, 141-143. [PubMed]

Borah, J.; Dutta, P; Khan, S.A.; Mahanta, J. Epidemiological concordance of Japanese encephalitis virus
infection among mosquito vectors, amplifying hosts and humans in India. Epidemiol. Infect. 2013, 141, 74-80.
[CrossRef] [PubMed]

Yamamoto, H.; Ishida, N.; Akiyama, K.; Shiratori, T.; Konno, J. Epidemiological analyses of Japanese
encephalitis virus spread from mosquitoes to pigs through 5 years. Jpn. J. Med. Sci. Boil. 1970, 23, 75-85.
[CrossRef] [PubMed]

Maeda, O.; Karaki, T.; Kuroda, A.; Sasaki, O.; Karoji, Y.; Takenokuma, K. Epidemiological studies on japanese
encephalitis in kyoto city area, japan iii. seasonal prevalence of virus infections in several pig populations
shown by virus recovery from engorged culex tritaeniorhynchus summorosus. Jpn. J. Med. Sci. Boil. 1978,
31, 277-290. [CrossRef] [PubMed]

Konno, J.; Endo, K.; Agatsuma, H.; Ishida, N. Cyclic outbreaks of japanese encephalitis among pigs
and humansl. Am. |. Epidemiol. 1966, 84, 292-300. [CrossRef]

Ura, M. Ecology of Japanese encephalitis virus in Okinawa, Japan. II. Regional particularity of the virus
dissemination in Okinawa island from 1966 to 1976. Trop. Med. 1976, 18, 165-178.

Van Den Hurk, A.F; Ritchie, S.A.; Mackenzie, ].S. Ecology and geographical expansion of japanese encephalitis
virus. Annu. Rev. Entomol. 2009, 54, 17-35. [CrossRef]

Nitatpattana, N.; Le Flohic, G.; Thongchai, P.; Nakgoi, K.; Palaboodeewat, S.; Khin, M.; Barbazan, P;
Yoksan, S.; Gonzalez, ].P. Elevated Japanese encephalitis virus activity monitored by domestic sentinel piglets
in Thailand. Vector Borne Zoonotic Dis. 2011, 11, 391-394. [CrossRef]

Johnsen, D.O.; Edelman, R.; Grossman, R.A.; Muangman, D.; Pomsdhit, J.; Gould, D.J. Study of Japanese
encephalitis virus in chiangmai valley, Thailand V. Animal infections. Am. J. Epidemiol. 1974, 100, 57-68.
[CrossRef]

Van Peenen, PED.; Joseph, PL.; Atmosoedjono, S.; Irsiana, R.; Saroso, J.S. Japanese encephalitis virus from
pigs and mosquitoes in Jakarta, Indonesia. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 1975, 69, 477-479. [CrossRef]
Makino, Y.; Saito, M.; Phommasack, B.; Vongxay, P.; Kanemura, K.; Pothawan, T.; Insisiengmay, S.; Fukunaga, T.
Arbovirus infections in pilot areas in Laos. Trop. Med. 1994, 36, 131-139.

Yoshikawa, A.; Nabeshima, T.; Inoue, S.; Agoh, M.; Morita, K. Molecular and serological epidemiology of
Japanese encephalitis virus (JEV) in a remote island of western Japan: An implication of JEV migration over
the East China Sea. Trop. Med. Health 2016, 44, 8. [CrossRef] [PubMed]

Ura, M. Ecology of Japanese encephalitis virus in Okinawa, Japan. I. The investigation on pig and mosquito
infection of the virus in Okinawa island from 1966 to 1976. Trop. Med. 1976, 18, 151-163.

Grossman, R.A.; Edelman, R.; Gould, D.J. Study of japanese encephalitis virus in chiangmai valley, thailand
vi. summary and conclusionsl. Am. J. Epidemiol. 1974, 100, 69-76. [CrossRef]

Hasegawa, M.; Nam, V.S.; Tuno, N.; Takagi, M.; Yen, N.T. Influence of the distribution of host species on adult
abundance of Japanese encephalitis vectors Culex vishnui subgroup and Culex gelidus in a rice-cultivating
village in northern Vietnam. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2008, 78, 159-168. [CrossRef]


http://dx.doi.org/10.1111/tbed.12885
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0002153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23593520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4301798
http://dx.doi.org/10.1017/S0950268812000258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22361257
http://dx.doi.org/10.7883/yoken1952.23.75
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4318178
http://dx.doi.org/10.7883/yoken1952.31.277
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/215807
http://dx.doi.org/10.1093/oxfordjournals.aje.a120643
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.ento.54.110807.090510
http://dx.doi.org/10.1089/vbz.2010.0035
http://dx.doi.org/10.1093/oxfordjournals.aje.a112009
http://dx.doi.org/10.1016/0035-9203(75)90102-9
http://dx.doi.org/10.1186/s41182-016-0010-0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27433127
http://dx.doi.org/10.1093/oxfordjournals.aje.a112010
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.2008.78.159

Viruses 2019, 11, 949 24 of 27

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.
143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.
152.

Ohba, S.-Y,; Huynh, T.T.T,; Le, L.L.; Ngoc, H.T.; Le Hoang, S.; Takagi, M. Mosquitoes and Their Potential
Predators in Rice Agroecosystems of the Mekong Delta, Southern Vietnam. |. Am. Mosq. Control. Assoc.
2011, 27, 384-392. [CrossRef]

Ohbea, S.; Van Soai n Van Anh, D.T.; Nguyen, Y.T.; Takagi, M. Study of mosquito fauna in rice ecosystems
around Hanoi, Northern Vietnam. Acta Trop. 2015, 142, 89-95. [CrossRef]

Murty, U.S.; Rao, M.S.; Arunachalam, N. The effects of climatic factors on the distribution and abundance
of Japanese encephalitis vectors in Kurnool district of Andhra Pradesh, India. J. Vector Borne Dis. 2010,
47,26-32.

Self, L.S.; Shin, HK.; Kim, KH.; Lee, KW.; Chow, C.Y,; Hong, H.K. Ecological studies on Culex
tritaeniorhynchus as a vector of Japanese encephalitis. Bull. World Health Organ. 1973, 49, 41-47.

Sudeep, A.B. Culex gelidus: An emerging mosquito vector with potential to transmit multiple virus infections.
J. Vector Borne Dis. 2014, 51, 251-258. [PubMed]

Rosen, L. The Natural History of Japanese Encephalitis Virus. Annu. Rev. Microbiol. 1986, 40, 395-414.
[CrossRef] [PubMed]

Keiser, ]J.; Maltese, M.E; Erlanger, T.E.; Bos, R; Tanner, M.; Singer, B.H.; Utzinger, ]. Effect of
irrigated rice agriculture on Japanese encephalitis, including challenges and opportunities for integrated
vector management. Acta Trop. 2005, 95, 40-57. [CrossRef] [PubMed]

Morita, K.; Nabeshima, T.; Buerano, C.C. Japanese encephalitis. OIE Rev. Sci. Tech. 2015, 34, 441-452.
[CrossRef] [PubMed]

Mansfield, K.L.; Herndndez-Triana, L.M.; Banyard, A.C.; Fooks, A.R.; Johnson, N. Japanese encephalitis
virus infection, diagnosis and control in domestic animals. Veter Microbiol. 2017, 201, 85-92. [CrossRef]
Daniels, P.T. Arboviruses of Veterinary Significance in The Asia-Western Pacific Region, Such as Japanese
Encephalitis Virus; Office International des Epizooties: Paris, France, 2003.

McArthur, M.A.; Holbrook, M.R. Japanese Encephalitis Vaccines. J. Bioterrorism Biodefense 2011, 2. [CrossRef]
Yun, S.-L; Lee, Y.-M. Japanese encephalitis. Hum. Vaccines Immunother. 2014, 10, 263-279. [CrossRef]
Konishi, E.; Yamaoka, M.; Kurane, I.; Mason, P.W. Japanese Encephalitis DNA Vaccine Candidates Expressing
Premembrane and Envelope Genes Induce Virus-Specific Memory B Cells and Long-Lasting Antibodies
in Swine. Virology 2000, 268, 49-55. [CrossRef]

Garcia-Nicolas, O.; Ricklin, M.E.; Liniger, M.; Vielle, N.J.; Python, S.; Souque, P.; Charneau, P.; Summerfield, A.
A Japanese Encephalitis Virus Vaccine Inducing Antibodies Strongly Enhancing In Vitro Infection Is Protective
in Pigs. Viruses 2017, 9, 124. [CrossRef]

Seo, H.-J.; Kim, H.C,; Klein, T.A.; Ramey, A.M.; Lee, ].-H.; Kyung, S.-G.; Park, J.-Y.; Cho, Y.S.; Cho, I.-S,;
Yeh, J.-Y. Molecular Detection and Genotyping of Japanese Encephalitis Virus in Mosquitoes during a 2010
Outbreak in the Republic of Korea. PLoS ONE 2013, 8, e55165. [CrossRef]

Nabh, J.-].; Yang, D.-K.; Kim, H.-H.; Song, J.-Y. The present and future of veterinary vaccines for Japanese
encephalitis in Korea. Clin. Exp. Vaccine Res. 2015, 4, 130-136. [CrossRef]

Hsu, S.T,; Chang, L.C.; Lin, S.Y.; Chuang, T.Y.; Ma, C.H.; Inoue, Y.K.; Okuno, T. The effect of vaccination
with a live attenuated strain of Japanese encephalitis virus on stillbirths in swine in Taiwan. Bull. World
Health Organ. 1972, 46, 465-471. [PubMed]

Ogata, M.; Nagao, Y.; Kikui, R.; Kitamura n Ariyasu, H. Effect of complete adjuvant on vaccination of live
attenuated Japanese encephalitis vaccine to swine for preventing viremia. 39. Epidemiological studies of J.E.
Acta Med. Okayama 1971, 25, 71-75.

Clarke, D.H.; Casals, J. Techniques for Hemagglutination and Hemagglutination-Inhibition with
Arthropod-Borne Viruses. Am. |. Trop. Med. Hyg. 1958, 7, 561-573. [CrossRef] [PubMed]

Beck, C.; Lowenski, S.; Durand, B.; Bahuon, C.; Zientara, S.; Lecollinet, S. Improved reliability of serological
tools for the diagnosis of West Nile fever in horses within Europe. PLoS Negl. Trop. Dis. 2017, 11, e0005936.
[CrossRef]

Kuno, G. Serodiagnosis of flaviviral infections and vaccinations in humans. Adv. Virus Res. 2003, 61, 3-65.
Jain, P; Jain, A.; Kumar, A.; Prakash, S.; Khan, D.N.; Singh, K.P.; Garg, RK.; Kumar, R.; Kumar, G.A.
Epidemiology and etiology of acute encephalitis syndrome in North India. Jpn. ]. Infect. Dis. 2014,
67,197-203. [CrossRef]


http://dx.doi.org/10.2987/11-6163.1
http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2014.11.002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25540955
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.mi.40.100186.002143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2877613
http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2005.04.012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15878762
http://dx.doi.org/10.20506/rst.34.2.2370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26601447
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2017.01.014
http://dx.doi.org/10.4172/2157-2526.S1-002
http://dx.doi.org/10.4161/hv.26902
http://dx.doi.org/10.1006/viro.1999.0142
http://dx.doi.org/10.3390/v9050124
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0055165
http://dx.doi.org/10.7774/cevr.2015.4.2.130
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4340690
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.1958.7.561
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/13571577
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0005936
http://dx.doi.org/10.7883/yoken.67.197

Viruses 2019, 11, 949 25 of 27

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

Srey, V.H.; Sadones, H.; Ong, S.; Yim, C.; Reynes, ].-M.; Sor, S.; Mam, M.; Grosjean, P. Etiology of encephalitis
syndrome among hospitalized children and adults in Takeo, Cambodia, 1999-2000. Am. |. Trop. Med. Hyg.
2002, 66, 200-207. [CrossRef]

Cao, L.; Fu, S;; Lu, Z,; Tang, C.; Gao, X,; Li, X,; Lei, W.; He, Y.; Li, M,; Cao, Y.; et al. Detection of West Nile
Virus Infection in Viral Encephalitis Cases, China. Vector Borne Zoonotic Dis. 2019, 19, 45-50. [CrossRef]
Chang, K.J. Studies on the serological cross-reaction between dengue and Japanese encephalitis. Chin. .
Microbiol. Immunol. 1997, 30, 207-218.

Calisher, C.H.; Karabatsos, N.; Dalrymple, ].M.; Shope, R.E.; Porterfield, ].S.; Westaway, E.G;
Brandt, W.E. Antigenic Relationships between Flaviviruses as Determined by Cross-neutralization Tests
with Polyclonal Antisera. J. Gen. Virol. 1989, 70, 37-43. [CrossRef] [PubMed]

Mansfield, K.L.; Horton, D.L.; Johnson, N.; Li, L.; Barrett, A.D.T.; Smith, D.J.; Galbraith, S.E.; Solomon, T.;
Fooks, A.R. Flavivirus-induced antibody cross-reactivity. J. Gen. Virol. 2011, 92, 2821-2829. [CrossRef]
[PubMed]

Goverdhan, M.K,; Kulkarni, A.B.; Gupta, A K; Tupe, C.D.; Rodrigues, ].J. Two-way cross-protection between
West Nile and Japanese encephalitis viruses in bonnet macaques. Acta Virol. 1992, 36, 277-283. [PubMed]
Nemeth, N.M.; Bosco-Lauth, A.M.; Bowen, R.A. Cross-Protection Between West Nile and Japanese
Encephalitis Viruses in Red-Winged Blackbirds (Agelaius phoeniceus). Avian Dis. Dig. 2009, 4, 421-425.
[CrossRef] [PubMed]

Maeki, T.; Tajima, S.; Ikeda, M.; Kato, F.; Taniguchi, S.; Nakayama, E.; Takasaki, T.; Lim, C.-K.; Saijo, M.
Analysis of cross-reactivity between flaviviruses with sera of patients with Japanese encephalitis showed
the importance of neutralization tests for the diagnosis of Japanese encephalitis. J. Infect. Chemother. 2019,
25,786-790. [CrossRef]

Reuben, R.; Thenmozhi, V.; Samuel, PP,; Gajanana, A.; Mani, T.R. Mosquito Blood Feeding Patterns as
a Factor in the Epidemiology of Japanese Encephalitis in Southern India. Am. |. Trop. Med. Hyg. 1992,
46, 654-663. [CrossRef]

Bhattacharyya, D.R.; Handique, R.; Dutta, L.P.; Dutta, P.; Doloi, P.; Goswami, B.K.; Sharma, C.K.; Mahanta, J.
Host feeding patterns of Culex vishnui sub group of mosquitoes in Dibrugarh district of Assam. . Commun. Dis.
1994, 26, 133-138.

Arunachalam, N.; Samuel, P.P.,; Hiriyan, J.; Rajendran, R.; Dash, A.P. Short report: Observations on the
multiple feeding behavior of Culex tritaeniorhynchus (Diptera: Culicidae), the vector of Japanese encephalitis
in Kerala in southern India. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2005, 72, 198-200. [CrossRef]

Wang, L.Y. Host preference of mosquito vectors of Japanese encephalitis. Chin. J. Microbiol. 1975, 8, 274-279.
Samuel, P.P.; Arunachalam, N.; Hiriyan, J.; Tyagi, B.K. Host Feeding Pattern of Japanese Encephalitis Virus
Vector Mosquitoes (Diptera: Culicidae) from Kuttanadu, Kerala, India. J. Med. Entomol. 2008, 45, 927-932.
[CrossRef]

Tuno, N.; Tsuda, Y.; Takagi, M. How Zoophilic Japanese Encephalitis Vector Mosquitoes Feed on Humans.
J. Med Entomol. 2017, 54, 8-13. [CrossRef] [PubMed]

Yap, G.; Lim, X.F; Chan, S.; How, C.B.; Humaidi, M.; Yeo, G.; Mailepessov, D.; Kong, M.; Lai, Y.L.;
Okumura, C.; et al. Serological evidence of continued Japanese encephalitis virus transmission in Singapore
nearly three decades after end of pig farming. Parasites Vectors 2019, 12, 244. [CrossRef] [PubMed]
Rodrigues, F.; Guttikar, S.; Pinto, B. Prevalence of antibodies to Japanese encephalitis and West Nile viruses
among wild birds in the Krishna-Godavari Delta, Andhra Pradesh, India. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg.
1981, 75, 258-262. [CrossRef]

Saito, M.; Osa, Y.; Asakawa, M. Antibodies to Flaviviruses in Wild Ducks Captured in Hokkaido, Japan: Risk
Assessment of Invasive Flaviviruses. Vector Borne Zoonotic Dis. 2009, 9, 253-258. [CrossRef]

Buescher, E.L.; Scherer, W.E,; Rosenberg, M.Z.; Kutner, L.J.; McClure, H.E. Inmunologic Studies of Japanese
Encephalitis Virus in Japan: IV. Maternal Antibody in Birds. J. Immunol. 1959, 83, 614—619.

Scherer, W.F,; Buescher, E.L.; McClure, H.E. Ecologic Studies of Japanese Encephalitis Virus in Japan. Am. J.
Trop. Med. Hyg. 1959, 8, 689—697. [CrossRef]

Jamgaonkar, A.V; Yergolkar, PN.; Geevarghese, G.; Joshi, G.D.; Joshi, M.V.; Mishra, A.C. Serological evidence
for Japanese encephalitis virus and West Nile virus infections in water frequenting and terrestrial wild birds
in Kolar District, Karnataka State, India. A retrospective study. Acta Virol. 2003, 47, 185-188.


http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.2002.66.200
http://dx.doi.org/10.1089/vbz.2018.2275
http://dx.doi.org/10.1099/0022-1317-70-1-37
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2543738
http://dx.doi.org/10.1099/vir.0.031641-0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21900425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1360756
http://dx.doi.org/10.1637/8574-010109-Reg.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19848083
http://dx.doi.org/10.1016/j.jiac.2019.04.003
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.1992.46.654
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.2005.72.198
http://dx.doi.org/10.1093/jmedent/45.5.927
http://dx.doi.org/10.1093/jme/tjw165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28082626
http://dx.doi.org/10.1186/s13071-019-3501-0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31101069
http://dx.doi.org/10.1016/0035-9203(81)90330-8
http://dx.doi.org/10.1089/vbz.2008.0111
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.1959.8.689

Viruses 2019, 11, 949 26 of 27

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

Yang, D.-K.; Oh, Y.-I; Kim, H.-R.; Lee, Y.-].; Moon, O.-K.; Yoon, H.; Kim, B.; Lee, K.-W.; Song, J.-Y.
Serosurveillance for Japanese encephalitis virus in wild birds captured in Korea. J. Veter Sci. 2011, 12, 373-377.
[CrossRef]

Lord, ].S.; Gurley, E.S.; Pulliam, ].R.C. Rethinking Japanese Encephalitis Virus Transmission: A Framework
for Implicating Host and Vector Species. PLoS Negl. Trop. Dis. 2015, 9, e€0004074. [CrossRef]

Gresser, I.; Hardy, J.L.; Hu, SM.K,; Scherer, W.E. Factors Influencing Transmission of Japanese B Encephalitis
Virus by a Colonized Strain of Culex Tritaeniorhynchus Giles, from Infected Pigs and Chicks to Susceptible
Pigs and Birds. Am. J. Trop. Med. Hyg. 1958, 7, 365-373. [CrossRef]

Hauerswald, H. Serological evidence for Japanese encephalitis and West Nile virus infections in domestic
birds in Cambodia. In preparation.

Dhanda, V.; Banerjee, K.; Deshmukh, PK.; Allkal, M. Experimental viraemia and transmission of Japanese
encephalitis virus by mosquitoes in domestic ducks. Indian ]. Med. Res. 1977, 66, 881-888. [PubMed]
Frantz, L.; Meijaard, E.; Gongora, J.; Haile, J.; Groenen, M.AM.; Larson, G. The Evolution of Suidae.
Annu. Rev. Anim. Biosci. 2016, 4, 61-85. [CrossRef] [PubMed]

Nitatpattana, N.; Apiwathnasorn, C.; Barbazan, P.; Leemingsawat, S.; Yoksan, S.; Gonzalez, ].L.Z. Firstisolation
of Japanese encephalitis from Culex quinquefasciatus in Thailand. Southeast Asian ]. Trop. Med. Public Health
2005, 36, 875-878.

Thoa, N.T.K,; Vien, N.T.; Mai, T.T.; Xuan, N.T.N. Japanese encephalitis vectors: Isolation of virus from culicine
mosquitoes in the Saigon area. Southeast Asian J. Trop. Med. Public Health 1974, 5, 408—412.

Lindahl, J.; Chirico, J.; Boqvist, S.; Thu, H.T.V,; Magnusson, U. Occurrence of Japanese encephalitis virus
mosquito vectors in relation to urban pig holdings. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2012, 87, 1076-1082. [CrossRef]
Huynh, T.T.T.; Aarnink, A.J.A ; Drucker, A.; Verstegen, M.W.A. Pig Production in Cambodia, Laos, Philippines,
and Vietnam: A Review. Asian J. Agric. Dev. 2006, 3, 69-90.

Diallo, A.O.I; Chevalier, V.; Cappelle, J.; Duong, V.; Fontenille, D.; Duboz, R. How much does direct
transmission between pigs contribute to Japanese Encephalitis virus circulation? A modelling approach
in Cambodia. PLoS ONE 2018, 13, e0201209. [CrossRef]

Zhao, S.; Lou, Y.; Chiu, A.P,; He, D. Modelling the skip-and-resurgence of Japanese encephalitis epidemics
in Hong Kong. J. Theor. Boil. 2018, 454, 1-10. [CrossRef]

Sunwoo, ].-S.; Jung, K.-H.; Lee, S.-T.; Lee, S.K.; Chu, K. Reemergence of Japanese Encephalitis in South Korea,
2010-2015. Emerg. Infect. Dis. 2016, 22, 1841-1843. [CrossRef]

Tandale, B.V.; Khan, S.A.; Kushwaha, K.P.; Rahman, H.; Gore, M.M.; Sapkal, G.N.; Bondre, V.P; Srivastava, D.;
Laskar, B.; Mahanta, J. Effectiveness of Japanese encephalitis SA 14-14-2 live attenuated vaccine among
Indian children: Retrospective 1:4 matched case-control study. J. Infect. Public Health 2018, 11, 713-719.
[CrossRef]

Khan, S.U; Salje, H.; Hannan, A.; Islam, M.A; Bhuyan, A.A.M.; Islam, M.A.; Rahman, M.Z.; Nahar, N.;
Hossain, M.].; Luby, S.P; et al. Dynamics of Japanese Encephalitis Virus Transmission among Pigs in
Northwest Bangladesh and the Potential Impact of Pig Vaccination. PLoS Negl. Trop. Dis. 2014, 8, e3166.
[CrossRef] [PubMed]

Kwon, HJ; Kang, B.J.; Lim, Y.M.; Lee, C.K. Studies on Japanese encephalitis live vaccine. II. Development of
an attenuated strain of virus (Anyang strain). Res. Rep. Off. Rural Dev. 1975, 17, 95-100.

Chen, Y.-Y; Fan, Y.-C.; Tu, W.-C.; Chang, R.-Y.; Shih, C.-C.; Lu, L-H.; Chien, M.-S.; Lee, W.-C.; Chen, T.-H.;
Chang, G.-J.; et al. Japanese Encephalitis Virus Genotype Replacement, Taiwan, 2009-2010. Emerg. Infect. Dis.
2011, 17, 2354-2356. [CrossRef] [PubMed]

Schuh, A]J.; Ward, M.]J.; Brown, A.J.L.; Barrett, A.D.T. Dynamics of the Emergence and Establishment of
a Newly Dominant Genotype of Japanese Encephalitis Virus throughout Asia. J. Virol. 2014, 88, 4522—4532.
[CrossRef] [PubMed]

Cao, L.; Fu, S.; Gao, X.; Li, M,; Cui, S.; Li, X.; Cao, Y; Lei, W.,; Lu, Z,; He, Y.; et al. Low Protective Efficacy of
the Current Japanese Encephalitis Vaccine against the Emerging Genotype 5 Japanese Encephalitis Virus.
PLoS Negl. Trop. Dis. 2016, 10, e0004686. [CrossRef]

Tajima, S.; Moi, M.L.; Yagasaki, K.; Nakayama, E.; Takasaki, T.; Saijo, M.; Tomikawa, T.; Kurane, I.; Kotaki, A.;
Lim, C.-K. In vitro growth, pathogenicity and serological characteristics of the Japanese encephalitis virus
genotype V Muar strain. . Gen. Virol. 2015, 96, 2661-2669. [CrossRef] [PubMed]


http://dx.doi.org/10.4142/jvs.2011.12.4.373
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0004074
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.1958.7.365
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/205503
http://dx.doi.org/10.1146/annurev-animal-021815-111155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26526544
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.2012.12-0315
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0201209
http://dx.doi.org/10.1016/j.jtbi.2018.05.017
http://dx.doi.org/10.3201/eid2210.160288
http://dx.doi.org/10.1016/j.jiph.2018.04.011
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0003166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25255286
http://dx.doi.org/10.3201/eid1712.110914
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22172307
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.02686-13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24501419
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0004686
http://dx.doi.org/10.1099/vir.0.000213
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26048886

Viruses 2019, 11, 949 27 of 27

193.

194.

195.

196.

197.

198.

Oliveira, A.R.S.; Cohnstaedt, L.W.; Cernicchiaro, N. Japanese Encephalitis Virus: Placing Disease Vectors in
the Epidemiologic Triad. Ann. Entomol. Soc. Am. 2018, 111, 295-303. [CrossRef]

Diallo, A.O.; Chevalier, V.; Cappelle, J.; Duboz, R.; Didier, F; Benoit, D. Modelling and assessment of
combining gilt vaccination, vector control and pig herd management to control Japanese Encephalitis virus
transmission in Southeast Asia. BioRxiv 2018. [CrossRef]

Ben-Dov, E. Bacillus thuringiensis subsp. israelensis and Its Dipteran-Specific Toxins. Toxins 2014, 6,1222-1243.
[CrossRef]

Wiwattanawanichakun, P.; Ratwatthananon, A.; Poonsri, W.; Yooboon, T., Pluempanupat, W,
Piyasaengthong, N.; Nobsathian, S.; Bullangpoti, V. The Possibility of Using Isolated Alkaloid Compounds
and Crude Extracts of Piper retrofractum (Piperaceae) as Larvicidal Control Agents for Culex quinquefasciatus
(Diptera: Culicidae) Larvae. J. Med. Entomol. 2018, 55, 1231-1236. [CrossRef]

Govindarajan, M.; Vaseeharan, B.; Alharbi, N.S.; Kadaikunnan, S.; Khaled, ] M.; Al-Anbr, M.N.; Alyahya, S.A;
Maggi, F.; Benelli, G. High efficacy of (Z)-y-bisabolene from the essential oil of Galinsoga parviflora
(Asteraceae) as larvicide and oviposition deterrent against six mosquito vectors. Environ. Sci. Pollut. Res.
2018, 25, 10555-10566. [CrossRef] [PubMed]

Dutta, P; Khan, S.A.; Khan, A.M.; Borah, J.; Sarmah, C.K.; Mahanta, J. The Effect of Insecticide-Treated
Mosquito Nets (ITMNs) on Japanese Encephalitis Virus Seroconversion in Pigs and Humans. Am. ]. Trop.
Med. Hyg. 2011, 84, 466—472. [CrossRef] [PubMed]

® © 2019 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
@ article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).


http://dx.doi.org/10.1093/aesa/say025
http://dx.doi.org/10.1101/430231
http://dx.doi.org/10.3390/toxins6041222
http://dx.doi.org/10.1093/jme/tjy082
http://dx.doi.org/10.1007/s11356-018-1203-3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29372518
http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.2011.10-0270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21363988
http://creativecommons.org/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

1' frontiers

in Veterinary Science

ORIGINAL RESEARCH
published: 29 January 2020
doi: 10.3389/fvets.2020.00015

OPEN ACCESS

Edited by:

Giovanni Savini,

Experimental Zooprophylactic Institute
of Abruzzo and

Molise G. Caporale, Italy

Reviewed by:

Venkatramana D. Krishna,
University of Minnesota Twin Cities,
United States

Daniel Marc,

INRA Centre Val de Loire, France

*Correspondence:
Heidi Auerswald
hauerswald@pasteur-kh.org

T These authors have contributed
equally to this work

Specialty section:

This article was submitted to
Veterinary Infectious Diseases,
a section of the journal
Frontiers in Veterinary Science

Received: 23 September 2019
Accepted: 09 January 2020
Published: 29 January 2020

Citation:

Auerswald H, Ruget A-S, Ladreyt H,
InS, Mao S, Sorn S, Tum S, Duong V,
Dussart R, Cappelle J and Chevalier VV
(2020) Serological Evidence for
Japanese Encephalitis and West Nile
Virus Infections in Domestic Birds in
Cambodia. Front. Vet. Sci. 7:15.

doi: 10.3389/fvets.2020.00015

Check for
updates

Serological Evidence for Japanese
Encephalitis and West Nile Virus
Infections in Domestic Birds in
Cambodia

Heidi Auerswald ™, Anne-Sophie Ruget??, Helena Ladreyt®*5, Saraden In’,
Sokthearom Mao, San Sorn®, Sothyra Tum?’, Veasna Duong’, Philippe Dussart’,
Julien Cappelle?3*#" and Véronique Chevalier?34

" Virology Unit, Institut Pasteur du Cambodge, Institut Pasteur International Network, Phnom Penh, Cambodia,

2 Epidemiology and Public Health Unit, Institut Pasteur du Cambodge, Institut Pasteur International Network, Phnom Penh,
Cambodia, ° Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD), Unité Mixte
de Recherche ASTRE, Montpellier, France, * ASTRE, Université Montpellier, CIRAD, INRAE, Montpellier, France,

° Epidemiology Unit, Laboratory for Animal Health, French Agency for Food, Environmental and Occupational Health and
Safety (ANSES), University Paris-Est, Maisons-Alfort, France, °® General Directorate for Animal Health and Production, Ministry
of Agriculture, Forestry and Fisheries, Phnom Penh, Cambodia, ” National Animal Health and Production Research Institute,
General Directorate for Animal Health and Production, Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries, Phnom Penh,
Cambodia, ® UMR EpiA, INRAE, VetAgro Sup, Marcy IEtoile, France

Mosquito-borne flaviviruses with an enzootic transmission cycle like Japanese
encephalitis virus (JEV) and West Nile virus (WNV) are a major public health concern.
The circulation of JEV in Southeast Asia is well-documented, and the important role
of pigs as amplification hosts for the virus is long known. The influence of other
domestic animals especially poultry that lives in high abundance and close proximity
to humans is not intensively analyzed. Another understudied field in Asia is the presence
of the closely related WNV. Such analyses are difficult to perform due to the intense
antigenic cross-reactivity between these viruses and the lack of suitable standardized
serological assays. The main objective of this study was to assess the prevalence
of JEV and WNV flaviviruses in domestic birds, detailed in chickens and ducks, in
three different Cambodian provinces. We determined the flavivirus seroprevalence using
an hemagglutination inhibition assay (HIA). Additionally, we investigated in positive
samples the presence of JEV and WNV neutralizing antibodies (nAb) using foci reduction
neutralization test (FRNT). We found 29% (180/620) of the investigated birds positive for
flavivirus antibodies with an age-depended increase of the seroprevalence (OR = 1.04)
and a higher prevalence in ducks compared to chicken (OR = 3.01). Within the flavivirus-
positive birds, we found 43% (28/65) with nAb against JEV. We also observed the
expected cross-reactivity between JEV and WNV, by identifying 18.5% double-positive
birds that had higher titers of nAb than single-positive birds. Additionally, seven domestic
birds (10.7%) showed only nAb against WNV and no nAb against JEV. Our study provides
evidence for an intense JEV circulation in domestic birds in Cambodia, and the first
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serological evidence for WNV presence in Southeast Asia since decades. These findings
mark the need for a re-definition of areas at risk for JEV and WNV transmission, and
the need for further and intensified surveillance of mosquito-transmitted diseases in

domestic animals.

Keywords: Japanese encephalitis virus, West Nile virus, domestic birds, poultry, Cambodia, serology

INTRODUCTION

Japanese encephalitis virus (JEV) and West Nile virus (WNV)
are the most common encephalitic flaviviruses. The family of
Flaviviridae contains more than 70 members that were originally
distinguished based on the cross-reactivity of the antibodies they
induce. Early investigations with polyclonal antisera revealed
the antigenic relationships and allowed the separation of
the mosquito-borne flaviviruses into seven subgroups, called
serocomplexes (1, 2). Members of the same serocomplex are
defined by the cross-neutralization of the antibodies they induces.
JEV and WNV belong to the JEV serocomplex together with
other viruses like Murray Valley encephalitis virus (MVEV), St
Louis encephalitis virus (SLEV), and Usutu virus (USUV).

Both JEV and WNV share some ecological similarities as
they maintain an enzootic transmission cycle with several bird
families as natural reservoirs and mosquitoes of the Culex
species as main vectors (3, 4). Humans and horses are generally
considered dead-end hosts, as they do not develop a viremia
high enough to infect mosquitoes. An exception are pigs, as
they serve as amplification hosts for JEV because they develop
sufficient viral titers to support further infection of mosquitoes
(5-7). Although the role of ardeid birds as reservoir hosts for
JEV is admitted (8, 9), the role of domestic birds as potential
amplifying hosts has been little investigated so far. Several surveys
implemented in different continents suggest the involvement
of domestic birds, especially ducks, in WNV epidemiological
cycle, either as an amplifying host or as a reservoir (10-13).
With regards to JEV, two experimental studies suggest that
young ducks and chickens might produce a sufficient viremia to
infect mosquitoes when biting (14, 15). Because of their close
association to humans, and the varying levels of seroprevalence
observed in domestic birds, their role in the epidemiological cycle
as secondary reservoirs may be of importance (16-18).

JEV is mainly found across Eastern, Southern, and
Southeastern Asia where it is the most commonly identified
pathogen for encephalitis cases in humans (19). Despite
the availability of several vaccines since the 1990s, Japanese
encephalitis (JE) is still a clinically important disease with
around 70,000 cases per year, causing 10,000-15,000 deaths
(20-22) and leaving ~30-50% of the survivors with definitive
neurological or psychiatric sequelae (4). WNV is nearly globally
distributed even if human outbreaks are sporadically reported
because fewer than 1% of human WNYV infections develop into
severe disease (1, 23). However, the impact of WNV on human
and animal health increased dramatically during the last two
decades, particularly in the United States of America, with more
than 2,000 deaths between 1999 and 2018 (24), and in Europe

(25, 26). Human WNYV cases were also reported in several Asian
countries (27-30) but little is known about its epidemiology and
its potential impact on health in this continent.

JEV is endemic in Cambodia and the major cause of central
nervous system infections leading to encephalitis and other
severe clinical outcomes in children (31). In 2007, the estimated
clinically-declared JE incidence in the country was 11.1 cases per
100 000 children under 15 years of age (32). A better knowledge of
JE epidemiology and areas at risk would help focusing preventive
measures, such as vaccination, in the future. Regarding WNV in
Cambodia, there is little known besides sporadic findings in the
1960s of WNV and its subtype Kunjin virus (33).

As part of a large research program on JE epidemiology
in Cambodia (ComAcross project http://www.onehealthsea.org/
comacross), this study aimed to investigate the exposure to
JEV and WNV of domestic birds sampled in three different
rural provinces in Cambodia. The collected serum samples were
analyzed for flavivirus antibodies by hemagglutination inhibition
assay (HIA) and subsequently JEV and WNV specific antibodies
by foci reduction neutralization test (FRNT).

MATERIALS AND METHODS
Study Design

Three geographical areas of Cambodia were selected to get
three ecologically contrasted areas according to their landscape
characteristics (abundance of rice fields), in addition with their
accessibility (distance to Institut Pasteur’s laboratory in Phnom
Penh) and the ability to provide sufficient number of samples.
The fieldwork was conducted in three different provinces in
March 2016: Kandal, being a rural area dominated by rice
fields, Mondulkiri, mainly dominated by forests and Kratie
as an intermediate landscape (Figure 1). The objective was to
collect samples from at least ten farms per area to get as much
representativity as possible. In each farm, animals were randomly
selected and according to the owner agreement.

Ethics Statement

During this study, we followed the World Animal Health
Organization (OIE) guiding principles on animal welfare
included in the OIE Terrestrial Animal Health Code (34). All
sampling campaigns were implemented with the supervision of
the National Animal Health and Production Research Institute
(NAHPRI), and local veterinary services.

Sample Collection
Only chickens and ducks born in the sampling area were included
in the study. Blood samples were taken from the ulnar or
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FIGURE 1 | Location of sampling sites. Map showing the locations of the
sampled farms (red dots), and the abundance of rice fields (green). The map
was created using QGIS 2.14.3 and the base layer data were obtained from
DIVA GIS (https://www.diva-gis.org/gdata).

metatarsal vein. The blood was transferred into serum tube,
stored on ice and at 4°C, and centrifuged later (within the
sampling day or up to 5 days after sampling depending on the
province) to acquire the respective serum sample. Characteristics
of the farm and the GPS coordinates of each farm were collected.
If known, the age of the birds was given by the farmers.

Cells and Viruses

Vero cells (ATCC CCL-81) were used for the detection of
neutralizing antibodies via FRNT. They were cultivated in
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM; Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS; Gibco, Gaithersburg, MD, USA) and 100 U/ml penicillin-
streptomycin (Gibco) at 37°C and 5% CO; atmosphere. All
viruses were grown in C6/36 Aedes albopictus cells and harvested
from the supernatant. The mosquito cells were cultured in
Leibovitz-15 medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 10%
FBS, 1% L-glutamine (Gibco), 10% tryptose-phosphate (Gibco)
and 100 U/ml penicillin-streptomycin at 28°C.

The HIA was performed with the following flavivirus strains:
JEV Nakayama (Genbank EF571853), Dengue 2 (DENV-2) strain
New Guinea C (Genbank AF038403), Dengue 3 (DENV-3)
H87 (Genbank M93130), and Zika (ZIKV) HD78788 (Genbank
KF383039, KF383084, KF383047). The FRNT was performed
with the above-mentioned JEV reference strain Nakayama and
the WNV lineage 1 isolate EG101 (Genbank AF260968).

Hemagglutination Inhibition Assay (HIA)

The presence of antibodies in the serum samples was analyzed
with the HIA using antigen originated from the above-mentioned
JEV, DENV-2, DENV-3, and ZIKV strains. The assay followed
the protocol previously described (33) adapted to 96 well
microtiter plate.

Foci Reduction Neutralization Test (FRNT)

Due to the high cross-reactivity of the HIA, we aimed to
characterize the flavivirus antibodies with a more virus-specific
assay. Therefore, we analyzed a subset of 65 sera (39 chicken,

26 duck samples) by foci reduction neutralization tests (FRNTs)
against JEV and WNV. The respective samples were chosen
because (i) there was sufficient sera volume remaining to perform
the FRNT, and (ii) the sample was formerly positive in the HIA
for at least one of the tested viruses (JEV, DENV-2, DENV-3,
and ZIKV).

The FRNT micro-neutralization assay using reference viruses
for JEV and WNV determined the level of neutralizing antibodies
and was performed as described previously (35). Briefly, heat
inactivated serum samples were analyzed using Vero cells
(ATCC CCL-81) seeded in 96 well plates. Serum samples were
serial diluted and mixed with equal volume of virus. Virus-
serum mixtures were incubated for 1h at 37°C, and then
used for inoculation of Vero cell monolayers. After 1h of
incubation at 37°C on Vero cells, the virus-serum mixtures were
replaced by a semi-solid overlay containing 1.6% carboxymethyl
cellulose (Sigma-Aldrich) in DMEM medium supplemented with
3% FBS. The plates were incubated at 37°C and 5% CO,
atmosphere, and stained the following day. Cells were fixed with
4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) in phosphate buffered
saline (PBS) for 30 min. Afterwards, the plates were incubated
sequentially with 0.5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) in PBS for
20 min and with 10% FBS in PBS, polyclonal anti-JEV or anti-
WNV mouse hyperimmune ascites fluids (IPC, Cambodia) and
anti-mouse IgG antibody conjugated to horseradish peroxidase
(Bio-Rad, Marnes La Coquette, France) for 1h each. Finally,
the infected cells were visualized with TrueBlue peroxidase
substrate (KPL, Gaithersburg, MD, USA). The amount of
neutralizing antibodies (nAb) is expressed as the reciprocal
serum dilution that induces 50% reduction of infection visualized
as foci (FRNT50) compared to the controls (flavivirus-negative
control serum and virus dilution without added serum) and was
calculated via log probit regression analysis (SPSS for Windows,
Version 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). FRNTs5y titers below
10 were considered negative.

Statistical Analysis

All FRNT titer calculations were performed as log probit
regression by using SPSS for Windows, version 23.0. The
statistical analyses were performed using R 3.6.0 (36). The
arithmetic means of antibody titers were used for comparative
analysis. Given the different diagnostic tests used, we considered
the results from the HIA test for flavivirus prevalence, which
has been carried out on all samples. Association between
seroprevalence and species, age and province was first tested on
the whole dataset (n = 620) using a Chi-square test. Age was
categorized in 3-month increments (Table 1): 1-3 months old,
4-6 months old, 7-9 months old, and 10 months or older. The
age was not precisely known for 128 domestic birds, however 22
of these birds which were adults, were categorized as 10 months
or older.

A generalized linear model (glm) was used to assess the link
between seroprevalence and age, species and province. Animals
for which the exact age was unknown, including all sampled in
Mondulkiri, were excluded from the multivariate analysis, and
age was used as a discrete variable (age in months). Due to
the sampling frame and potential overdispersion, the province
(Kandal and Kratie), was incorporated in the model, either as a
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TABLE 1 | Flavivirus seroprevalence based on hemagglutination inhibition
assay (n = 620).

TABLE 2 | Results of the univariate analysis (x 2) between seroprevalence and
other factors (n = 620).

Samples HIA positive*

tested n n (%)
(%)
Total 620 180 (29.0)
Province
Kandal 296 (47.7)  58(19.6)
Kratie 283 (45.6) 98 (34.6)
Mondulkiri 41 (6.6) 24 (58.5)
Species
Chicken 417 (67.3) 99 (23.7)
Duck 203 (32.7)  81(39.9)
Age mean 7.93 Age groups Samples  HIA
(95% CI) (7.19-8.67) tested positive*
n (%) n (%)
1 month 11 (1.8) 2(18.2) 1-3 month 195 (31.5) 33 (16.9)
2months 105 (16.9) 20 (19.0)
3 months 79 (12.7) 11 (13.9)
4 months 96 (15.5) 23 (24.0) 4-6 months 144 (23.2) 29 (20.1)
5 months 18 (2.9) 2 (11.1)
6 months 30 (4.8) 4(13.3)
7 months 10 (1.6) 2(20.00  7-9 months 28 (4.5) 6(21.4)
8 months 17 (2.7) 4 (23.5)
9 months 1(0.2) 0-
10 months 8(1.3) 4(50.0) =10 months*147 (23.7) 75 (51.0)
11 months 1(0.2) 0-
12 months 32 (5.2) 18 (56.3)
18 months 9(1.5) 4 (44.4)
24 months 57 (9.2) 35 (61.4)
27 months 2 (0.3 0-
30 months 10 (1.6) 0-
36 months 6(1.0) 2(33.3)
Unknown # 128 (20.6) 49 (38.3) Unknown 106 (17.1) 37 (34.9)

*HIA titer > 80 in at least one of the tested flaviviruses (JEV, DENV-2, DENV-3, ZIKV).
*#Including 22 birds with an estimated age of <12 months.

HIA Hemagglutination inhibition assay; JEV Japanese encephalitis virus;, WNV West Nile
virus, DENV dengue virus, ZIKV Zika virus.

fixed or a random effect (glmm). The best model was selected
according to the Akaike Information Criteria (AIC).

RESULTS

Sample Collection

In total, 620 samples were collected (Table1) in 41 backyard
farms with an average of 15 samples per farm. The collection
contained 417 (67.3%) blood samples collected from chickens
(Gallus gallus domesticus) and 203 (32.7%) from ducks (Anas
platyrhynchos domesticus). In detail, 296 samples (47.7%) were
collected in the Kandal province, 283 samples in Kratie (45.6%)
and 41 samples (6.6%) in Mondulkiri. The age of the 492
(79.4%) domestic birds could be obtained, and ranged from
one to 36 months (mean 7.93 months; 95% CI 7.19-8.67;
Supplementary Table 1).

Variable Df P-value
Species 1 3.20e-5
Province 3.35e-8
Age group 4.79e-12

Flavivirus Seroprevalence Based on HIA
Overall, 180 samples (29%) were detected positive by HIA for
at least one of the flaviviruses tested (JEV, DENV-2, DENV-3,
and ZIKV) (Table 1). The univariate analysis (Table 2) revealed a
significant higher proportion of ducks (39.9%, 81/203 samples)
with anti-flavivirus antibodies compared to the amount of
positive tested chickens (23.7%; 99/417). The observed flavivirus
seroprevalence was also different for the investigated provinces
with the lowest seroprevalence in Kandal (19.6%, 58/296
samples), and the highest for Mondulkiri (58.5%; 24/41 samples).
Additionally, the seroprevalence rate increased with the age of
the birds as antibodies were found in 16.9% (33/195 samples) of
young birds (1-3 months old) rising to 51.0% (75/147 samples)
in birds that were 10 months or older. For 22.3% (138/620)
of the samples, JEV hemagglutinating antibodies were detected
(Supplementary Table 1). Also, 157 samples (25.3%) were tested
positive for antibodies against DENV-2 and/or DENV-3, and 63
samples (10.2%) against ZIKV. Most of the HIA positive samples
showed a positive reaction against more than one of the tested
viruses (Table 4), as 76.6% (138/180) of the positive samples had
antibodies against JEV, and 87.2% (157/180) against DENV-2
and/or DENV-3.

Regarding the HIA titers for the individual domestic birds,
the mean HIA titers differ significantly between the investigated
viruses (Supplementary Figure 1). The mean JEV HIA titer
was 83.47 (95% CI 58.5-108.5) and therefore significantly lower
than for DENV-3 (mean 263.4; 95% CI 146.1-380.8; p =
0.0006; Friedman test with Dunn’s multiple comparison test).
The DENV-3 HIA titers were also significantly higher than for
DENV-2 (mean 177.2; 95% CI 111.1-243.4; p < 0.0001). Overall,
the mean ZIKV HIA was significantly lower than for the other
three viruses (mean 39.97; 95% CI 25.28-54.65; p < 0.0001). The
JEV HIA titers correlated moderate with the HIA titers against
the other flaviviruses (DENV-2 r = 0.62; DENV-3 r = 0.59; ZIKV
r = 0.65; Supplementary Figure 2). The DENV-2 and DENV-3
titers correlated strongly (r = 0.90) but less so with the closely
related ZIKV (DENV-2 r = 0.53; DENV-3 r = 0.49).

According to AIC (AICglm = 553 vs. AICglmm = 558), the
best generalized linear model with the flavivirus serological status
based on HIA as outcome, and age, species and province as
explanatory variables, incorporated the province as a fixed effect.
This model confirmed the results of the univariate analysis: the
seroprevalence rate is significantly higher in ducks compared to
chickens (OR = 3.01, 95%CI: 1.97-4.63) and slightly increased
with age (OR = 1.04, 95% CI: 1.0-21.07; Table 3, Figure 2).
Domestic birds were also more exposed in Kratie than in Kandal
(OR = 2.01, 95%CIL: 1.31-3.09).
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JEV- and WNV-Specific Seroprevalence

Based on FRNT

Among all the HIA-positive samples (n = 180), we analyzed
a subset of 65 sera by foci reduction neutralization tests
(FRNTs) against JEV and WNV based on criteria previously
exposed (see Materials and Methods). The comparison of FRNT
and HIA results showed that from the 65 samples tested
positive for flavivirus hemagglutinating antibodies, only 35 had

TABLE 3 | Results of generalized linear model (0 = 492%).

Explanatory variable P-value OR [IC 95%]

Intercept <2e-16 0.11[0.07-0.17]
Species (ref=chicken) 3.89%e-7 3.01 [1.97-4.63]
Province (ref=Kandal) 1.39e-3 2.01 [1.31-3.09]
Age 7.29e-5 1.05* [1.02-1.07]

detectable levels of nAb for JEV and/or WNV (Table 4). From
this subset, 28 samples showed nAb against JEV, including
12 sera that additionally had detectable levels of WNV nAb
(Figure 3A). Interestingly, seven bird samples had nAb only
against WNV and not against JEV. Most samples with detected
nAb also showed HIA antibodies against more than one
of the tested viruses (Table4). Only one adult duck from
Kandal with nAb against WNV was HIA positive exclusively
against ZIKV.

The mean FRNTsq titer of JEV nAb (21.14; SD 35.08; 95%
CI 12.45-229.83) was similar to the mean WNV FRNTSj5,
titer (19.43; SD 46.89; 95% CI 7.81-31.05). The number
of FRNT positive birds (Supplementary Table2) and the
levels of nAb (Supplementary Figure 3) did not significantly
differ between poultry species or province of origin. Also,
the nAb titers were significantly higher in the birds that
were tested double positive for both JEV and WNV nAb
compared to single positive sera (JEV p = 0.002; WNV

*Birds with unknown or only estimated age (e.g., “>12 months’) were removed from  p = 0.014; Mann-Whitney, Supplementary Figure 3C).
the analysis. We observed a weak correlation of the nAb titers
#0dds ratio of being seropositive for an additional month of age is 1.04.
Kandal Kratie
0.75-
0.50- EE%Cles
0 chicken

Predicted seroprevalence

0.25-

Age (months)

FIGURE 2 | Flavivirus seroprevalence predicted by GLM. Predicted flavivirus seroprevalence in Kandal and Kratie provinces, for chicken (red line) and ducks (blue line)
by age with 95% confidence interval (dark gray area) based on the generalized linear model.

1
= ducks
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TABLE 4 | Comparison of HIA and FRNT results.

1 2 3 4 6 7
Number of positive results* Flavivirus HIA JEV HIA DENV # HIA ZIKV HIA JEV FRNT50% WNV FRNT50%
1 Flavivirus HIA 180 138 157 63 28 19
2 JEV HIA 138 118 60 21 18
3 DENV HIA* 157 118 53 26 15
4 ZIKV HIA 63 60 53 8 5
5 JEV & WNV FRNT5q 35 27 31 10 28 19
6 JEV FRNTE, 28 21 26 8 - 12
7 WNV FRNTS, 19 18 15 5 12 -
§ FRNT tested subset of 65 sera.
* HIA titer >80, FRNT5q titer >10.
* HIA for DENV-2 and//or DENV-3.
DISCUSSION
A FRNT,, Our study found an overall flavivirus seroprevalence of 29%
in domestic birds. This high percentage of seropositive poultry
p‘;"s'i\'txle p::i‘t'ive is highly likely due to the fact that JEV is endemic in
. - - Cambodia (31). This is similar to the findings of other JEV
\ seroprevalence studies in Southeast Asia. In Bali (Indonesia)
> 20.6% of ducks and 36.7% of chickens were tested positive
(37), and a study in Malaysia found 28.9% of the tested
negative domestic birds positive for JEV antibodies (38). In addition,
several experimental studies showed that domestic birds can
30 be infected with JEV (5, 14, 15) and might even act as JEV
reservoirs (39, 40). However, it is controversially discussed if
they develop a sufficient viremia to infect mosquitoes (14, 41-
43). In our study, ducks were more likely to be seropositive
when they are 10 months or older than chickens (87.1% of
ducks seropositive compared to 33.3% of chickens of that age).
N This could be due to feeding behavior of certain mosquitoes,
256 . i different exposure due to distinct housing conditions or simply
° because ducks are usually kept longer before slaughtering
_ . than chickens.
£ 64 = . o Flavivirus detection in animals and humans especially in
l_,?, . o prevalence studies is mainly done serologically, as the viremic
E 16 o> o . . L. phase is rather short (44), e.g., JEV viremia lasts <1 week
o * . . in chicks and ducklings (14). Yet, the co-circulation of
2 * e several flaviviruses poses a diagnostic challenge due to the
S 4 . ¢ Spearman r=0.61 broad antibody cross-reactivity within and across the different
. 95% Cl: 0.43-0.75 serocomplexes (45). Indeed, extensive cross-reactivity is known
p<0.0001 for JEV and WNV even leading to reports of cross-protection
1 * * (46, 47). Despite intensive attempts to develop specific diagnostic
T T T T T assays, the neutralization test is still considered to be the gold
1 4 16 64 256 standard for the serological differentiation of flaviviruses (3). Due
JEV FRNTg, titer to the cross-reactivity, retrospective seroprevalence studies for
» flaviviruses are challenging in regions where more than one of
FIGURE 3 | FRNTso for JEV and WINV. A subset of 65 HIA-positive samples these viruses circulate. The HIA is characterized by a high cross-
were analyzed for neutralizing antibodies against JEV and WNV by FRNTs.
(A) Frequency of FRNTs results. (B) Correlation of individual FRNTsg titer for reactivity which generally only allows a qualitative conclusion
JEV and WNV. Spearman correlation: r = 0.6397, p < 0.0001. about the presence of flavivirus antibodies (48-51). Our HIA

between both viruses (Figure3B; r =
Pearson correlation).

0.64; p < 0.0001;

analysis and the moderate correlation of HIA titers among
all viruses also demonstrated a high cross-reactivity especially
between the two DENV serotypes 2 and 3 (Spearman r = 0.8999).
In contrast, the correlation between the DENV HIA titers and the
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other viruses was less pronounced. This could be a consequence
of the degree of antigenic similarities between the viruses (52),
as the closely related DENV serotypes showed a high degree of
correlation whereas JEV belongs to a different serocomplex than
DENYV and ZIKV. Additionally, DENV infection is not reported
in poultry and therefore the antibodies measured against DENV
might be the result of a non-specific immune response after a
JEV infection. As a consequence of the endemicity of several
flaviviruses in Cambodia, we chose a high threshold of >80 for
HIA positivity. For the much more specific neutralization assay
(FRNT), we chose the less stringent criteria for positivity by
using the FRNTS5 titer instead of FRNTgy and a threshold of
>10 for positivity. This strategy was also used in other flavivirus
seroprevalence studies in birds (48, 53, 54).

A limitation of our study is the uneven sample distribution
regarding species, age and province of the animals. There were
much less birds sampled in Mondulkiri province and ducks
were overall underrepresented in the study cohort. We also had
proportionally more samples from young chickens (1-3 months
old) and older ducks (>10 months; see Supplementary Table 1).
Furthermore, we did not include WNV in the HIA because
WNV is not endemic in Cambodia and therefore this virus is
not part of our routine serological testing. Moreover, not all
HIA positive samples could be tested with FRNT because of
insufficient sera volume. Additionally, this assay is time- and
labor-consuming. However, the samples analyzed with FRNT
were not significantly different from the samples not tested with
FRNT and from all samples that were tested positive for any
flavivirus HIA (Supplementary Table 2), even if the HIA titers
are slightly lower for the subset of FRNT samples compared to all
HIA positive samples.

To our knowledge, this is the first serological evidence of
WNV circulation in Cambodia, where the virus was last found
before the 1980s (4). However, with our study we were only
able to trace nAb against WNV in 7 domestic birds in the
absence of JEV nAb. The direct detection of WNV in poultry,
humans or mosquitoes as thorough evidence is still missing.
The global distribution of WNV in tropical and temperate
regions of Europe, Africa, the Americas, Western and central
Asia is well-documented (17, 18, 55). In Southeast Asia, the main
encephalitic flavivirus is still JEV (56). However, concerns about
the ability of WNV to spread along bird migration routes are
appropriate based on the recent expansion of WNV circulation
in Eurasia (57) and the explosive dissemination of WNV in the
Americas since the New York city outbreak in 1999 (58, 59).
Importantly, despite their high serological cross-reactivity and
virological similarities, JEV and WNV show distinct ecological
and epidemiological specificities. Despite that both can be
transmitted by Culex mosquitoes, the main vector of JEV is Culex
tritaeniorhynchus, even as it was found in over 30 other mosquito
species (9), whereas WNV is mainly transmitted by females of
the Culex pipiens complex and their hybrids. For the endemic
circulation of JEV, pigs play an important role as amplification
hosts (60). In contrast, WNV can exclusively replicate in birds,
especially in Passerines (61, 62).

Opverall, recent studies investigated intensely the role of pigs
in the JEV epidemiology as these are well-known amplification
hosts for the virus. However, the contribution of poultry to the

circulation of JEV remains understudied. Our study provides
confirmation of a high seroprevalence for JEV in poultry as well
as the first evidence of the circulation of WNV in domestic birds
in the region. These findings may have consequences for the
definition of areas at risk for JEV transmission, as the JEV might
be able to circulate in areas with low densities of pigs or no pigs.
This emphasizes the need for further and intensified surveillance
of mosquito-transmitted diseases where backyard animals serve
as potential amplification hosts.
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Abstract: Japanese encephalitis virus (JEV) is the main cause of human viral encephalitis in Asia, with
a mortality rate reaching 30%, mostly affecting children. The traditionally described cycle involving
wild birds as reservoirs, pigs as amplifying hosts and Culex mosquitoes as vectors is questioned,
with increasing evidence of a more complex multi-host system involved in areas where densities
of pigs are low, such as in Cambodia. In 2018, we examined pigs, chickens, ducks and dogs from
Kandal province, Cambodia, for antibody response against JEV by hemagglutination inhibition and
virus neutralization assays. Forces of infection (FOI) for flaviviruses and JEV were estimated per
species and per unit of body surface area (BSA). JEV seroprevalence reached 31% (95% CI: 23-41%) in
pigs, 1% (95% CI: 0.1-3%) in chickens, 12% (95% CI: 7-19%) in ducks and 35% (95% CI: 28-42%) in
dogs. Pigs were most likely to be infected (FOI: 0.09 per month), but the FOI was higher in ducks
than in pigs for a given BSA (ratio of 0.13). Dogs had a lower FOI than ducks but a higher FOI than
chickens (0.01 per month). For a given BSA, dogs were less likely to be infected than pigs (ratio of 1.9).
In Cambodia, the virus may be circulating between multiple hosts. Dogs live in close contact with
humans, and estimating their exposure to JEV infection could be a relevant indicator of the risk for
humans to get infected, which is poorly known due to underdiagnosis. Understanding the JEV cycle
and developing tools to quantify the exposure of humans is essential to adapt and support control
measures for this vaccine-preventable disease.

Keywords: Japanese encephalitis virus; multi-host; dog; force of infection; Cambodia
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1. Introduction

Japanese encephalitis virus (JEV) is the major cause of human viral encephalitis in Southeast Asia.
JE is also detected in the rest of Asia, from India in the west to China in the north and Japan in the east,
as well as in northern Australia. Its annual incidence has been estimated at around 68,000 cases per
year, although these figures may be underestimated since the disease occurs mainly in developing
countries where access to care and case identification may be limited [1-3]. Approximately three
quarters of cases concern children and JE remains a substantial public health issue even in areas where
human vaccination programs are implemented [1]. The fatality rate can reach 30%, and up to 50% of
survivors suffer neurological or psychiatric sequelae [4].

It is commonly accepted that JEV is transmitted between reservoirs (Ardeid birds) or amplification
hosts (pigs) through the bites of Culex mosquitoes and probably some Aedes mosquitoes [5-7].
Besides humans and horses, other animals, such as dogs, may be susceptible to JEV infection and are,
for now, considered to be dead-end hosts. Indeed, JEV-neutralizing antibodies (nAb) have been found
in dogs in Japan [8], but experimentally infected dogs (n = 3) showed very low viremia [9].

However, the circulation of JEV may occur as a consequence of a more complex epidemiological
system than usually described. Although pigs occupy a central position, many questions remain about
the existence of secondary reservoirs [10]. Indeed, JEV has been shown to circulate in areas where
there are few or no pigs [11]. On the other hand, domestic birds have been shown to be exposed
to JEV, and experimental infections demonstrated that they are able to develop sufficient viremia
to be infectious for mosquitoes, suggesting that poultry could act as a secondary reservoir [12-14].
A reservoir can be defined as one or more epidemiologically linked populations in which a pathogen is
permanently maintained and from which the infection can be transmitted to a target population [15].
Some authors have studied the concept of such maintenance communities, which may be applied
to the circulation of JEV, particularly in Cambodia [16]. A comprehensive approach appears to be
essential for understanding the JEV epidemiological cycle, which may be based on distinct maintenance
communities according to the area of concern.

In Cambodia, JE is recognized as the most common cause of encephalitis, particularly in children
and adolescents, although the exact seroprevalence is not known [17]. Between 2010 and 2013,
a survey conducted in two Cambodian hospitals showed that a quarter of acute meningoencephalitis
was due to JEV infection [18]. In 2018, more than 45% of childhood encephalitis cases treated in
one hospital in Phnom Penh were confirmed to be related to JE (Institut Pasteur du Cambodge
personal communication). In Cambodia, most of the field studies on JEV infection and circulation
focused on humans, pigs and mosquitoes. They indicated that JEV is endemic and widespread
in Cambodia. Regarding pigs, a large serological survey implemented between 2006 and 2007 in
farms and slaughterhouses showed that more than 60% of the sampled pigs had been infected with
JEV [19]. A longitudinal serosurvey performed in sentinel piglets in peri-urban and rural areas suggest
(i) a high circulation of JEV, as the majority of the animals seroconverted within 4 months, and (ii)
little seasonal variation in JEV circulation among pigs, despite the existence of a monsoon season in
Cambodia (force of infection (FOI) per day, rainy season: 0.032 (sd = 0.006 per day), dry season: 0.046
(sd = 0.008 per day)) [20,21].

Quantifying the relative exposure to JEV of each species, particularly pigs and domestic birds, is a
first step to document and study a multi-host transmission system. The probability of a susceptible
host to become infected by a given pathogen per time unit can be estimated based on seroprevalence
data and can be expressed as forces of infection (FOI). In 2018, we conducted a serological survey
in pigs, chickens, ducks and dogs in Kandal Province, Cambodia. Since global human exposure is
difficult to estimate due to underdiagnosis, it is indeed questionable to what extent dogs, which live in
close proximity to humans, could be a good proxy for human exposure. We used serological data to
estimate and compare FOI exerted on individuals of these four species. The relative importance of
these hosts in the JEV epidemiological cycle, the existence of a complex multi-host JEV epidemiological
system, as well as the potential use of dog as sentinels are discussed.
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2. Results

2.1. Description of Samples and Seroprevalence

Out of the 666 sampled animals, seven pigs and eight chickens were excluded because their
age was unknown, and three pigs were excluded because there was insufficient serum to undergo a
foci reduction neutralization test (FRNT). Overall, 648 animal sera were tested by hemagglutination
inhibition assay (HIA) (112 pigs, 128 ducks, 220 chickens and 188 dogs) and 134 samples (21%) were
positive for flavivirus antibodies. We observed a flavivirus seroprevalence of 31% for pigs (95% CI:
23-41%), 2% for chickens (95% CI: 1-5%), 15% for ducks (95% CI: 9-22%), and 40% for dogs (95%
CI: 33-48%). Among these HIA-positive sera, 125 revealed neutralizing antibodies (nAb) detectable
by FRNT. Based on the assumptions of (i) a low or moderate seroprevalence for poultry and dogs
and (ii) that secondary host animals have in general lower antibody titers, we used the less stringent
FRNTj5 to increase the sensitivity of our survey. The JEV seroprevalence based on the FRNT5 results
(i.e., the proportion of JEV-positive and JEV and dengue virus (DENV) double-positive animals) was
31% for pigs (95% CI: 23-41%), 1% for chickens (95% CI: 0.1-3%), 12% for ducks (95% CI: 7-19%),
and 35% for dogs (95% CI: 28-42%) (Table 1).

Table 1. Results of serological tests for flavivirus (measured by hemagglutination inhibition assay
(HIA)) and Japanese encephalitis virus (JEV) (measured by foci reduction neutralization test (FRNT))
seroprevalence rates.

HIA FRNT (Pos/Tested) Seroprevalence Rates
Cos/lested) jeve  pENV  prt TEiE @R
Species

Pigs 35/112 34/35 0/35 1/35 0.31 0.31

Chickens 4/220 0/4 2/4 2/4 0.02 0.01
Ducks 19/128 2/19 2/19 13/19 0.15 0.12
Dogs 76/188 63/76 4/76 2/76 0.40 0.35

Districts of origin

Khsach Kandal 112/335 84/112 6/112 15/112 0.33 0.30
Kean Svay 18/110 14/18 2/18 2/18 0.16 0.15

Koh Thum 4/168 1/4 0/4 1/4 0.02 0.01

Angk Snuol 0/30 nd nd nd 0 nd

S’ang 0/5 nd nd nd 0 nd

Age groups *

2-4 months 9/58 9/9 0/9 0/9 0.16 0.16

Pigs >4-5 months 12/28 11/12 0/12 1/12 0.43 0.43
>5-6 months 14/26 14/14 0/14 0/14 0.54 0.54

1-2 months 0/129 nd nd nd 0 nd

Chickens >2-3 months 3/59 0/3 2/3 1/3 0.05 0.02
>3-24 months 1/32 0/1 0/1 11 0.03 0.03

1-2 months 2/65 1/2 0/2 0/2 0.03 0.02

Ducks >2-5.5 months 6/40 1/6 0/6 4/6 0.15 0.13
>5.5-15 months 11/23 0/11 2/11 9/11 0.48 0.39

1.5-24 months 30/103 21/30 3/30 1/30 0.29 0.21

Dogs >24-48 months 26/45 25/26 0/26 0/26 0.58 0.56
>48-108 months 20/40 17/20 1/20 1/20 0.50 0.45

pos: positives; JEV: Japanese encephalitis virus; DENV: Dengue virus (DENV-3 explicitly). * For all species, age
groups were determined based on the quartiles of their age distribution;  Only JEV nAb detected or JEV nAb titer
four times higher than DENV nAb titer; ® Only DENV nAb detected or DENV nAb titer four times higher than
JEV nAb titer; ¢ Both JEV and DENV nAb detected with similar nAb titer (less than a factor four difference); 4 HIA
positives/HIA tested; ¢ (JEV positives + JEV and DENV double positives)/HIA tested; nd: not done.
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In pigs, JEV seroprevalence did not significantly differ between farms and backyards with 26%
(95% CI: 14-40%) and 35% (95% CI: 24-48%), respectively (Fisher’s test p = 0.3). In chickens, 1%
of the animals were JEV-positive in farms (95% CI: 0-6%) and 1% in backyards (95% CI: 0-4%)
(Fisher’s test p = 1). In ducks, JEV seroprevalence differed significantly between farms and backyards:
41% in farms (95% CI: 25-59%) against 1% in backyards (95% CI: 0-6%) (Fisher’s test, p < 107%),
although ducks were older in farms than in backyards (median age of 6 and 2 months, respectively).
Indeed, JEV seroprevalence significantly increased with the age group (Fisher’s test, pigs: p = 0.0005;
ducks: p < 107%; dogs: p < 107%), except for chickens (Fisher’s test, p = 0.17).

2.2. Multivariate Analysis

Based on HIA and FRNT results, we analyzed the risk of flavivirus and JEV infection, respectively
(Table 2). Animals from Angk Snuol and S’ang districts (n = 35) were excluded from the dataset as
no positive sample were found. Compared to pigs, JEV seropositivity risk was significantly lower
in chickens (OR = 0.03, 95% CI: 0.01-0.12), and in dogs (OR = 0.38, 95% CI: 0.18-0.79). Oppositely,
we detected no significant difference of seropositivity risk between ducks and pigs. After controlling
the species effect, age increased the JEV seropositivity risk, with an odd ratio of 1.14 (95% CI: 1.06-1.23)
for a difference of 6 months. Similar results were obtained for the risk of flavivirus seropositivity,
except that the difference between dogs and pigs was not significant (Table 2).

Table 2. Results of the multivariate model for flavivirus (measured by HIA) and JEV (measured by
FRNT) seroprevalence in pigs, poultry and dogs of Kandal province, Cambodia.

Flavivirus Seroprevalence (HIA) JEV Seroprevalence (FRNT)
Variable Value OR (95% CI) p-Value OR (95% CI) p-Value
Pigs ref. - ref. -
Species Chickens 0.07 (0.02-0.19) <0.0001 0.03 (0.01-0.12) <0.0001
Ducks 0.69 (0.31-1.49) 0.34 0.50 (0.22-1.11) 0.09
Dogs 0.62 (0.31-1.25) 0.18 0.38 (0.18-0.79) 0.009
Age quantitative  1.12* (1.04-1.2) 0.003 1.14 * (1.06-1.23) 0.0004

* Odds Ratios (OR) correspond to an age difference of 6 months.

2.3. Estimation of the Force of Infection (FOI) for Flaviviruses and JEV in the Sampled Animals

The FOI estimates for JEV were 0.09 per month for pigs, 0.03 per month for ducks, 0.01 per month
for dogs, and 0.003 per month for chickens (Table 3); a pig was three times more likely to get JEV
infected than a duck, and a duck was ten times more likely to be JEV infected than a chicken. As the
confidence intervals of estimated FOI do not overlap, the probability of JEV infection was significantly
higher in pigs than in ducks, higher in ducks than in dogs, and also higher in dogs than in chickens.
Same results were found for flavivirus FOL In order to rule out a “district” effect on the estimated
FOIs, we estimated the FOIs for Khsach Kandal only, as it was the only district where all four species
were sampled (Table S1). Estimated FOIs were similar to those estimated for all districts, except for
chickens, which were all found negative in Khsach Kandal.
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Table 3. Estimated forces of infection (FOI) per month for flaviviruses and JEV by species.

Flavivirus FOI (HIA) JEV FOI (FRNT)
FOI 95% CI FOI 95% CI
Pigs 0.09 (0.07-0.11) 0.09 (0.07-0.11)
Ducks 0.04 (0.03-0.06) 0.03 (0.02-0.04)
Dogs 0.02 (0.01-0.02) 0.01 (0.01-0.02)
Chickens 0.007 (0.003-0.014) 0.003 (0.001-0.009)

2.4. Force of Infection per Body Surface Area (BSA)

In the present study, the median weight was 90 kg for pigs (median age of 4 months), 0.8 kg for
chickens and ducks (median age of 2 months), and 15 kg for dogs (median age of 25 months). The ratios
of FOI per unit of body surface area (BSA) was 0.13 between pigs and ducks, indicating that, for a
given BSA, ducks are more likely to get JEV infected than pigs. In contrast, the ratios of FOI per unit of
BSA was 1.3 between pigs and chickens, and 1.9 between pigs and dogs, suggesting that both chickens
and dogs are less likely to get JEV infected than pigs for a given BSA.

2.5. Comparison of FOI for Poultry in 2016 and 2018

The estimated FOI for flaviviruses was 0.05 per month (95% CI: 0.04-0.07) for ducks and 0.03 per
month in chickens (95% CI: 0.02-0.03) sampled in Kandal province in 2016.

3. Discussion

JEV is known to be circulating in pigs in almost all Southeast Asian countries [22]. Ducks have been
shown to be exposed to JEV (JEV nAb detection) in Cambodia and India, and chickens in Cambodia
and Singapore [14,23,24]. Finally, JEV nAb have been detected in dogs in Singapore and Japan [8,24].
Our survey, conducted in 112 pigs, 128 ducks, 220 chickens and 188 dogs from five districts of Kandal
province, Cambodia, confirms that Japanese encephalitis circulates in this province and that the four
tested species are exposed to JEV to different extents. The observed JEV seroprevalence was similar for
dogs (35%) and pigs (31%), whereas the multivariate analysis showed that the seropositivity risk was
higher for ducks and pigs. For all four species, the seropositivity risk increased with age.

Overall, the seroprevalence calculated from our samples was lower than that reported in other
studies, especially for chickens. This is probably due to the age of the sampled animals; with the
exception of dogs, most of the animals we sampled were very young, so the possible exposure
period was short. Depending on the studied region (Nepal, Bali, Vietnam and Cambodia), flavivirus
seroprevalence ranged from 32% to 65% in pigs, from 24% to 37% in chickens, and from 31% to 40% in
ducks [14,19,25-27]. In a former JEV seroprevalence study on poultry in Kandal province in 2016 [14],
a statistical model of seroprevalence by age predicted a seroprevalence of 5-15% in 3-month-old
chickens. We observed a lower flavivirus seroprevalence in chickens with a median age of 3 months
(1%, 95% CI: 0.5-4.6%). In the same study, the seroprevalence in 3-month-old ducks was predicted
to be 15-35%, which is consistent with the flavivirus seroprevalence we found in ducks (12%, 95%
CI: 9.2-22.2%).

The JEV seroprevalence we determined using FRNT could not be directly compared with the
above-mentioned cross-sectional studies, as the serological analysis methods differed. In India,
authors using microtiter virus neutralization test all the HIA-positive samples and reported a JEV
seroprevalence in ducks of 19.1% [23]. A study led in Singapore (using a more stringent interpretation
threshold FRNTg() showed high seroprevalence levels with 60% of the sampled chickens (n = 20) and
39.6% of the sampled dogs revealing JEV nAb [24].

As expected, pigs had the highest monthly probability of acquiring JEV infection (JEV FOI = 0.09
per month). Interestingly, ducks followed with a JEV FOI of 0.03 per month, then dogs (JEV FOI of
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0.01 per month). Chickens were the least likely to be infected, with an estimated JEV FOI of 0.003 per
month. Regarding the monthly probability of acquiring flavivirus infection, comparing the flavivirus
FOI values of our study (2018) with the ones estimated from the survey led in Kandal in 2016 [14]
revealed similar probability of flavivirus infection per month in ducks (0.05 per month in 2016 (95%
CI: 0.04-0.07), 0.04 per months in 2018 (95% CI: 0.03-0.06)). This latter result supports the fact that, for
ducks, there is little seasonality and little inter-annual variation of the intensity of JE transmission in
this province. The FOI for flaviviruses in chickens was higher in 2016 than in 2018 (0.03 per month in
2016 (95% CI: 0.02-0.03), 0.007 per month in 2018 (95% CI: 0.003-0.01)), a difference for which we could
not find any plausible explanation given the available data.

The JEV FOI exerted on an individual is related to its exposure to the bites of a competent vector.
It depends on the trophic preference of the vector, and on a combination of both host attractiveness and
host body surface area (BSA). Reports on host feeding patterns of JEV vectors showed that Culex species
are often opportunistic. In China and Senegal, Cx. tritaeniorhynchus, a major vector of JEV, was shown to
feed on multiple hosts, such as as swine, poultry, dog, cattle and human, in different proportions [28,29].
In India, some studies confirmed that host availability plays an important role in the feeding behavior
of Cx. tritaeniorhynchus [30,31]. Concerning FOI per host BSA unit, the ratio we calculated between pigs
and ducks was less than one, suggesting that, for a given BSA, ducks were more likely to get infected
than pigs. Since ducks develop viremia high enough to infect back mosquitoes [13,32], further studies
should be implemented to better understand their role in JEV epidemiological cycle and decipher the
relative contribution of pigs and ducks in JEV circulation. Oppositely, the ratios of FOI per BSA unit
for chickens and dogs in relation to pigs were greater than 1, suggesting that pigs are more exposed
than chickens and dogs for a given BSA. Under experimental conditions, infected chickens seem to
develop a lower viremia than ducks, suggesting that they would be a less efficient reservoir for JEV
transmission [13]. However, density estimates of the different species in the study area of Kandal
suggest that there are about ten times more chickens than ducks (unpublished data, field observation:
about 10,000 chickens and 900 ducks in an average village of Kandal province). In addition, chickens
are slaughtered when they are around 6 months old, unlike ducks, which are reared for meat until they
are over 2 years old. Thus, the abundance and high population renewal (hence frequent introduction
of naive hosts) of chickens could compensate for the lower FOI and make them an important link in
the JEV epidemiological cycle.

Our study confirms the central role of pigs for maintaining JEV transmission. In countries where
pigs are housed far away from human housing, or in countries with little to no pig farming, the use
of pigs as sentinels for JEV circulation may be limited. Therefore, other domestic animals that are
housed in close proximity to humans should be investigated as a suitable sentinel. Previous studies
showed that dogs could be good sentinels for West Nile virus [33,34], Lyme disease [35] and other
arthropod-borne diseases [36]. In addition, exposure of dogs to JEV has already been observed in
Singapore and Japan [8,24]. The present study is the first evidence of exposure of dogs to JEV in
Cambodia. Experimental JEV infections in dogs showed that they developed a long-lasting immunity
but no clinical signs and a low viremia [9]. In addition, it is much easier to obtain samples from dogs
than from pigs or poultry, as owners are much less reluctant to participate in studies because dogs
have a lower economic value. In Cambodia, dogs are numerous with an estimated dog/human ratio
as high as 1:3 in some areas (V. Chevalier, personal communication) and live in close proximity to
humans even when they are free roaming. Dogs could therefore be a good proxy for human exposure
to JEV. Even though JE is known to be endemic and widespread in Cambodia, the spatial and temporal
distribution of the disease is not well known, as studies are focused on the capital, Phnom Penh,
and neighboring Kandal province. Therefore, using dogs as sentinels would help investigating the
high circulation level of the virus and identifying the main risk areas. This highlights the need to invest
more in JEV surveillance, research and vaccination in Cambodia. Sentinel dogs may also be a relevant
choice for establishing surveillance in a country where JEV circulation follows an epidemic pattern,
or even serve as an early warning system for JEV introduction in a country free of the disease.
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As others have done before [12,37], we challenge the dogma that limits the JEV transmission cycle
to the involvement of pigs, vectors and wild birds. Our study demonstrates the circulation of JEV in a
broader, multi-host system involving several domestic animal species. Haydon et al. (2002) defined
a reservoir as one or more epidemiologically connected populations or environments in which the
pathogen can be permanently maintained and from which infection is transmitted to a defined target
population [15]. In our case, host diversity may explain why JEV circulates intensively even in an
ecosystem where the density of its main host, pigs, is relatively low. The maintenance of JE could
be facilitated not by a single reservoir species but by a maintenance community composed of pigs,
ducks, chickens and vectors. Roberts and Heesterbeek (2020) pointed out that the reservoir capability
of a (group of) species may be subject to changes in the ecosystem [16]. Depending on environmental
conditions, a given species may be more or less involved in the epidemiological cycle. Our next
step will be to develop a mathematical model of JEV circulation in Kandal province to decipher and
quantify the respective roles of the different host species in JEV transmission. Additional, transmission
studies should investigate the vector competence of local Culex species and the potential involvement
of poultry and dogs in the JEV transmission cycle. This may help to better understand the dynamics of
JEV circulation in the maintenance community, under various contexts, which is necessary to better
monitor, estimate the risk of infection in humans, and thus reduce the impact of JE on human health,
especially in children.

4. Materials and Methods

4.1. Study Area

Kandal is a large province (3179 km?), encompassing 11 districts and surrounding Phnom Penh,
the capital of Cambodia. The province consists of a typical plain wet area, dominated by cultivated
fields and a mosaic of rural and peri-urban areas. The climate is warm and humid, with monsoon
season between May and October. In this area, pigs and poultry are raised either in backyards
(traditional farming system where animals are raised often in low densities within the confines of the
family home) or in farms (so-called modern breeding system in specific installations).

The region is characterized by a low pig density. Even though pig farming in Cambodia is
undergoing profound changes due to the arrival of industrial farming, driving meat price down,
traditional pig raising in backyards still predominates. Pig production is concentrated in the provinces
around Phnom Penh, including Kandal. In 2004, FAO estimated a pig density in Kandal province of
about 50 animals per square km [38,39]. As a comparison, the density of pigs reared in Bretagne region,
France, is more than 250 per square km [40]. The districts and villages were selected according to their
accessibility (breeder’s willingness and access to farms and backyards).

4.2. Dog Samples

Dog sera were acquired during the research project “Man’s best friend: A cross border
transdisciplinary One Health approach to rabies control in dogs in Southeast Asia” that started
in March 2018. A systematic and comprehensive door-to-door visit was conducted in 10 villages
of Khsach Kandal district in Kandal province. Each encountered dog was individually identified
and data related to the age, sex, mode of confinement, and relations with the family were recorded.
Each dog was vaccinated against rabies. Among 2200 recorded dogs, 800 were blood sampled. Overall,
188 samples were included based on a sufficient serum volume for rabies and JEV serology.

4.3. Samples of Domestic Pigs, Chickens, and Ducks

Between October and December 2018, 122 pigs, 228 chickens and 128 ducks from farms, backyards,
and slaughterhouses of 21 villages of Kandal province were sampled (Figure 1). Farms and backyards
were recruited based on the willingness of owners. Sampled animals were randomly selected among
those over one month of age for poultry, and over two months of age for pigs, to avoid interfering
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with maternal immunity [20,41]. Since our objective was to study the forces of infection and since we
know that seroprevalence is high in pigs and increases with age, we focused on backyard and farm
pigs, which are slaughtered before the age of 6 to 7 months. All the animals sampled were selected to
maximize age diversity for estimation of the forces of infection. Sera were collected in 35 backyards,
seven farms (3 farms for pigs, 2 for ducks and 2 for chickens) and five slaughterhouses (4 for pigs
and 1 for chickens), located in the district where the dogs had been sampled (Khsach Kandal) and in
two neighboring districts (Kean Svay and Koh Thum). One hundred animals (pigs and chickens) had
to be sampled from the slaughterhouse, as breeders were sometimes reluctant to give access to their
animals since these ones are often their only source of income. However, these animals had just been
delivered (usually the same morning), and the ages and districts of origin were precisely known by the
slaughterhouse managers. They originated from the districts of the slaughterhouse, although some of
the chickens came from three neighboring districts of Kandal province (Angk Snuol and S’ang, n = 35)
(Figure 1).
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Figure 1. Locations of the sampling sites.

The age of each sampled animal was recorded, based on farmer’s declarations or slaughterhouse
staff. Pigs ranged in age from 2 to 6 months, chickens from 1 to 24 months and ducks from 1 to
15 months. Blood samples were taken from the jugular vein in pigs and the ulnar or metatarsal
vein in poultry. Specimens were collected on dry blood tubes and kept at 4 °C after sampling, and
transported to the Institut Pasteur du Cambodge (IPC), where the serum was separated immediately
by centrifugation and was frozen at —80 °C until further analysis.

4.4. Ethic Statement

All samples used in this study were collected following the World Animal Health Organization
(OIE) guiding principles on animal welfare included in the OIE Terrestrial Animal Health Code [42].
All sampling campaigns were implemented under the supervision of the Cambodian General Direction
of Animal Production and Health (GDAPH), and local veterinary services.
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4.5. Laboratory analysis

All samples were analyzed by the Virology unit of the IPC. They were first tested by
hemagglutination inhibition assay (HIA). Positive samples were subsequently tested for neutralizing
antibodies (nAb) against JEV and dengue virus serotype 3 (DENV-3) by foci reduction neutralization
test (FRNT) if a sufficient volume of sera remained. The strategy to test for both JEV and DENV was
chosen because DENV is known to be widespread in the region [43,44] and to induce cross-reactions
with anti-JEV antibodies [45].

4.5.1. Cells and Viruses

Simian Vero cells (ATCC CCL-81) were used for the detection of neutralizing antibodies via FRNT.
These were cultivated in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM; Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco, Gaithersburg, MD, USA) and
100 U/mL penicillin-streptomycin (Gibco) at 37 °C and 5% CO, atmosphere. All viruses were
grown in C6/36 Aedes albopictus cells. These mosquito cells were cultivated in Leibovitz-15 medium
(Sigma-Aldrich) supplemented with 10% FBS, 1% L-glutamine (Gibco), 10% tryptose-phosphate (Gibco)
and 100 U/mL penicillin-streptomycin at 28 °C. JEV strain Nakayama (Genbank EF571853) and Dengue
3 (DENV-3) strain H87 (Genbank M93130) were used for HIA and FRNT.

4.5.2. Hemagglutination Inhibition Assay (HIA)

The presence of antibodies in the serum samples was analyzed with HIA using antigen originated
from the above-mentioned JEV and DENV-3 strains. The assay followed the protocol previously
described [46] adapted to 96 well microtiter plates.

4.5.3. Foci Reduction Neutralization Test (FRNT)

The FRNT determined the level of neutralizing antibodies and was performed as described
previously [47], modified by using Vero cells. The titer of neutralizing antibodies (nAb) was expressed
as the reciprocal serum dilution that induces 50% reduction of infection visualized as foci (FRNTs5)
compared to the controls (flavivirus-negative serum and virus control) and was calculated via log
probit regression analysis (SPSS for Windows, Version 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). FRNT5y titers
below 10 were considered negative. FRNT results were classified in four outcomes depending on the
neutralizing antibody titer against JEV and DENV: (i) “JEV positive” if only JEV nAb were detected
or if JEV nAb titer was four times higher than DENV nAb titer; (ii) “DENV positive” if only DENV
nAb were detected or if DENV nAb titer was four times higher than JEV nAb titer; (iii) “JEV and
DENYV double-positive” if both JEV and DENV nAb were detected with similar nAb titers (less than a
factor 4 difference); (iv) “Negative” when no nAb were detected. In the latter case, the conclusion was
“Flavivirus positive”, as the samples were all HIA positive.

4.6. Statistical Analysis

Samples that could not be tested in FRNT after a positive HIA result (due to an insufficient volume
of serum) and those for which the age of the animal was not available were discarded from the analysis.

We used logistic mixed models to analyze the relationship between the seropositivity risk and
two variables: the species (pig, duck, chicken or dog) and the age (in months). The effect of possible
geographic variations of seropositivity risk was controlled by adding the district of origin as a random
effect (to allow model convergence, samples from districts where no positive animal had been observed
were excluded from the datasets used). Two logistic mixed models were fitted: one for HIA results
and the other for FRNT results. We considered that the animal was seropositive to JEV when the result
of the FRNT test was “JEV positive” or “JEV and DENV double-positive”, since both cases indicate a
previous JEV infection in the sampled animal.
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The force of infection (FOI) is the instantaneous probability of a susceptible host to become infected.
Because of the relatively small surface of the survey area, and low seasonality of JEV circulation
in Kandal province, the FOI was assumed constant [20,21]. Under this assumption, the force of
infection for flaviviruses (based on HIA results) and JEV (based on FRNT results) can be estimated by
maximizing the joint likelihood of age-specific seroprevalence data. The probability for an animal to
be seronegative (1) or seropositive (2) was respectively expressed as:

P(neg) = e 1)

P(pos) =1—e"@ 2)

With a the age in months, and A the FOI by month.

The joint likelihood of the observed data (i.e., the product of the above probabilities on all
animals included in the study) was then maximized to obtain the estimate of the FOI. This model was
successively fitted for each of the four studied species. The variance-covariance matrix, obtained by
inverting the Hessian matrix, allowed for computing the confidence intervals. All analyses were done
with R software version 3.6.0 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) [48].

Using the same methodology, we estimated FOI for flaviviruses using a serological dataset of a
poultry survey implemented in the same province in March 2016 [14] (File S1).

4.7. Force of Infection per Unit of Body Surface Calculation

The JEV FOI exerted on an animal of a given host species is related to its exposure to the bites of
a competent vector. This exposure depends on a combination of both host body surface area (BSA)
and attractiveness and on the trophic preference of the vector. A rough estimate of the FOI per unit of
host body surface area (BSA) can be computed using the allometric relationship between mass (M)
and BSA: BSA~M?%? (where ~ denotes the proportionality relationship) [49]. This formula was used to
calculate the FOI ratio per unit of BSA between each pair of species.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2076-0817/9/9/719/s1,
Table S1: Flavivirus and JEV forces of infection (FOI) by species, in Khsach Kandal district only; File S1: Estimation
of the flavivirus forces of infection per month in chickens and ducks sampled in Kandal province in 2016.
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Titre : Modélisation de 1’encéphalite japonaise au Cambodge et prédiction des conséquences de son
introduction a I’ile de La Réunion

Malgré l'existence d’un vaccin, le virus de 1’encéphalite japonaise (VEJ) reste la principale cause
d'encéphalite humaine en Asie avec un taux de létalité pouvant atteindre 30%. Le cycle épidémiologique
traditionnellement décrit de cette zoonose a transmission vectorielle est remis en question avec des preuves
croissantes de I’implication de systémes multi-hdtes plus complexes, dans les régions ou les densités de porcs
(principaux hétes amplificateurs) ou d’Ardéidés (réservoir généralement décrit) sont faibles. Les porcs jouent
un réle central dans la transmission du VEJ mais des réservoirs secondaires comme les volailles pourraient
exister et participer a la circulation du virus. Au Cambodge, le VEJ pourrait se maintenir dans un systeme multi-
hotes comprenant des porcs et des volailles comme hotes compétents, mais aussi des chiens, des bovins et des
humains comme hotes non compétents. Nous avons développé un modele dynamique de la transmission du VEJ
dans un village traditionnel de la province de Kandal au Cambodge. Ce modéle a été calibré avec des données
démographiques et sérologiques issues d’une enquéte que nous avons réalisée en 2018 sur des porcs, des poulets
et des canards, ainsi que des chiens dont les sérums avaient été prélevés lors d’une enquéte précédente. Le
modele a permis d’analyser les variations du nombre de reproduction de base (Ro), du taux d’incidence annuel
des infections humaines et de I’impact clinique associé chez I'homme en fonction de la composition du systeme
multi-hotes. Dans le village modélisé, la circulation endémique du VEJ pourrait étre assurée par un systeme
multi-hdtes complexe ou les porcs domestiques sont essentiels a la persistance mais ou les volailles pourraient
agir comme réservoir secondaire. D’aprés les simulations, 'augmentation de la proportion d'hdtes compétents
induisait une concentration des infections chez les enfants. Enfin, selon les prédictions du modéle, la probabilité
annuelle d'exposition humaine était linéairement corrélée a la séroprévalence anti-VEJ canine, suggérant que
dans notre zone d’étude, la séroprévalence anti-VEJ canine pourrait étre un bon proxy de la probabilité annuelle
d’exposition des hommes au VEJ. Les nombreux échanges commerciaux et humains dans 1’Océan Indien font
craindre une introduction du VEJ a I’ile de La Réunion, ou les vecteurs potentiels et les hotes (compétents et
non compétents) du VEJ sont présents et pourraient constituer un systeme multi-hdtes permettant la circulation
du virus s’il venait a y étre introduit. Nous avons adapté le modéle précédemment développé au contexte
réunionnais afin d’analyser le risque de circulation du VEJ a La Réunion en cas d’introduction, en calculant des
Ro autour des zones identifiées comme les plus a risque d’émergence : les élevages de porcs et leurs alentours.
Le VEJ pourrait circuler au moins autour de certains élevages de porcs, et le risque d’introduction couplé au
risque de circulation du VEJ le cas échéant, pose le probléme d’une surveillance de I’EJ a La Réunion.

Title: Modelling Japanese encephalitis in Cambodia and predicting the consequences of its
introduction to La Reunion Island.

Despite the existence of a vaccine, Japanese encephalitis virus (JEV) remains the leading cause of
human encephalitis in Asia with a case fatality rate of up to 30%. The traditionally described epidemiological
cycle of this vector-borne zoonosis is being challenged with increasing evidence of the involvement of more
complex multi-host systems, in areas with low densities of pigs (the main amplifying host) or Ardeids (the
commonly described reservoir). Pigs are central in JEV transmission, but secondary reservoirs such as poultry
could exist and participate in virus circulation. In Cambodia, JEV could therefore be maintained in a multi-host
system including pigs and poultry as competent hosts, but also dogs, cattle and humans as non-competent hosts
(not able to infect back mosquitoes). We developed a dynamic model of JEV transmission in a traditional village
in Kandal province, Cambodia. This model was calibrated with demographic and serological data from a survey
we conducted in 2018 in pigs, chickens, and ducks, as well as dogs whose sera were collected during a previous
survey. The model was used to analyze variations in the basic reproduction number (Ro), the annual incidence
rate of human infections, and associated clinical impact in humans as a function of the composition of the multi-
host system. In the modeled village, endemic JEV circulation could be supported by a complex multi-host
system where domestic pigs are essential for persistence but poultry could act as a secondary reservoir.
Simulations indicated that increasing the proportion of competent hosts induced a concentration of infections
in children. Finally, the model predicted that the annual probability of human exposure was linearly correlated
with canine JEV seroprevalence, suggesting that in our study area, canine JEV seroprevalence may be a good
proxy for the annual probability of human exposure to JEV. The extensive trade and human exchanges in the
Indian Ocean raise concerns about the introduction of JEV to La Reunion Island, where potential vectors and
hosts (competent and non-competent) of JEV are present and could constitute a multi-host system allowing the
circulation of the virus should it be introduced. We adapted the previously developed model to the Reunion
context in order to analyze the risk of circulation of JEV in case of introduction, by calculating Ro around the
areas identified as the most at risk of emergence: pig farms and their surroundings. JEV could circulate at least
around some pig farms, and the risk of introduction combined with the risk of JEV circulation, raise the question
of JE surveillance in La Reunion.
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