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GLOSSAIRE

Epizootie : maladie contagieuse frappant, dans une régisql moins vaste, une espéece
animale ou un groupe d'especes dans son ensemble

Fokontany: A [lorigine, village traditionnel malgache. Auwjcd'hui, subdivision
administrative de base malgache. Il comprend sstithmeaux, des villages, des secteurs
ou des quartiers

Incidence: Nombre de nouveaux cas d'une pathologie obsgregdant une période et
pour une population déterminée. Critéres les physortants pour évaluer la fréquence et la
vitesse d'apparition d'une pathologie, expriméggédament en pourcentage

Kisoa gasy ou kisoa zanatanyPorc de race locale
Prévalence: Mesure de l'état de santé d'une population anstamt donné. Pour une
affection donnée, elle est calculée en rapportdatp@pulation totale, le nombre de cas de

maladies présents a un moment donné dans une populaxprimée généralement en
pourcentage
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Laboratoire national de diagnostic vétérinaire
Minimum Essential Medium

Multiple genomic familly

Minute

Nucléotide

Extrémité aminée des peptides ou jpresé
Degrés Celsius

Office international des épizooties ou OrgatmsaMondiale de la Santé
animale

Open Reading Frame
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Introduction

L’élevage contribue a la sécurité alimentaire desupations humaines, que ce soit
par un accés direct a des sources de protéinegesalu grace aux revenus gue cette
pratique génere. Le porc, dont la viande est |& glonsommée au monde (40% de la
totalité de la viande produite), a vu la populatienson cheptel mondial doubler depuis les
années 1970. Elle avoisine en 2015 selon I'Orgtioisades Nations Unies pour
I'’Alimentation et I'Agriculture (FAO) le 1 000 00@O00 de tétes pour une production
estimée a 112 millions de tonnes (MT). Méme sidecigulture est principalement réalisée
la ou la demande est forte, c’est-a-dire en Asjei, ¢oncentre plus de la moitié du cheptel,
dont la majorité en Chine avec 57 MT), en Europz NETI') et enAmérique du Nord (11
MT), en Afrique, avec seulement 0,25 MT le Nigégia compte la population porcine la
plus importante.Si la prospérité de I'élevage poiaduit le développement de toute la
filiere, de la méme maniére les risques que cairélevage constituent un danger pour la

filiere porcine dans son entier, avec des consémsesocio-économiques tres importantes.

Parmi ces risques, les difféerentes maladies subteptde toucher les porcs
constituent un réel probleme pour le développendenitélevage, en termes de maintien
d’activité comme en termes d’investissements. Calsdies, dans la majorité des cas, font
partie des préoccupations majeures des états danzalys ou elles sévissent. Parmi ces
maladies touchant le porc, I'une est particuliénete® expansion ces dernieres années : la

peste porcine africaine.

Trés contagieuse,la PPA est causée par un viri3Nadouble brin appartenant a la
famille Asfarviridaeet au genrdsfivirus Le virus infecte tous les suidés domestiques et
sauvages et est a l'origine d’épidémie tres séareee des taux de morbidité et de mortalité
respectifs de 90% et 100% (Dixehal, 2004 ; Zsalet al, 2005).

Depuis sa connaissance en 1921, sa capacité dastur été pleinement évaluée
quand, en 1957, la maladie a fait sa premiere @mpaen dehors du continent africain.
Des pertes lourdes ont été enregistrées dans daes zte forte production porcine en
Europe et ultérieurement aux Caraibes et au Biékikieurs milliards de dollars ont été
dépensés pour éradiquer la maladie dans ces régibmdus de trente ans ont été
nécessaires pour rendre la péninsule ibérique indefn Afrique, la réémergence de la
maladie en 1994 a décimé la production porcine densombreux pays. Son trés haut
pouvoir de dissémination a travers les frontieres em exergue le risque d’apparition de la

PPA en dehors du continent africain. Ce risquetaéhfirmé en 2007 avec I'introduction
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de la PPA dans la Caucase depuis I'Afrique de,I'psbbablement via les déchets de
cuisine d'un bateau de commerce. La lutte contf@RA est donc une priorité aussi bien

dans les régions affectées que sur le plan inierradt

A TI'heure actuelle, le contréle de la PPA ne peaitfaire que par des mesures
sanitaires puisque le traitement et le vaccin afcne sont pas encore disponibles. La
lutte est complexe et reste sur des mesures exefusnt sanitaires (abattages, limitation
des mouvements des porcs,...). L’absence de propbytagdicale et de traitement de la
maladie exigent I'importance d’'un diagnostic rapéadien de pouvoir contrdler et éradiquer
la maladie.

Cependant, les moyens de la lutte contre les nedaahimales varie d’'un pays a
l'autre, et cela en fonction de l'aptitude techmget financiére du pays en question.
Pourtant, les pays en difficulté économique sonhémables aux differentes maladies
animales. Ce travail de thése veut apporter dedi@atéons pour pallier a certaines
difficultés rencontrées dans le cadre de I'élabona¢t de I'amélioration de la lutte contre
la PPA qui est aussi I'une des préoccupations megeules Services Vétérinaires
Malgaches. Il a pour objectif principal de déveleppin outil de diagnostic adapté aux
pays tropicaux par utilisation des papiers buvatds'agit d’évaluer les capacités du
papier buvard Whatman 3MM pour détecter et évalaeprévalence du virus PPA, en
utilisant des tests de diagnostic classique coiemtls adaptés a des prélevements
standards (sang, sérum et organe).

En vue d’avoir une meilleure connaissance sur itiage des papiers buvards, des
échantillons ont été collectés lors des enquétetesain effectuées a Madagascar (2008 —
2010) et en Cote d’'lvoire (2009 — 2010) ainsi qurs des études expérimentales effectuées
dans trois laboratoires de recherche en EuropeSEN (Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire des Aliments, Ploufragan, France), CR€®atre de Recerca en Sanitat Animal,
Barcelone, Espagne) et CISEdntro de Investigacion en Sanidad Animal, Maend)
2009 — 2011.

Pour la détection, nous avons utilisé des techsiglee PCR conventionnelle, de PCR
quantitative en temps réel, d’isolement viral et tiest ELISA Enzyme Linked

Immunosorbent Asspy Le test ELISA permet par la recherche dantisorp
sériquesspécifiques de dépister le passage du RPésdans un porc. Les trois derniéres

techniques permettent de rechercher le virus (amalyrologique) dans les matériels
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biologiques ou sur papier buvard. Pour la carasdédn des virus circulants, I'analyse de

séquences a étéeffectuée.
Ce document comporte cinq chapitres composés de:

- Chapitre 1 : Introduction

- Chapitre 1l : Revue bibliographique et contexiels maladie de la Peste porcine
africaine

- Chapitre Il : Travaux de recherche

- Chapitre IV : Discussion

- Chapitre V : Perspectives et conclusion

ainsi que de la liste des références bibliograpsat les publications citées en annexes.
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|. La peste porcine africaine
1. Historique et distribution géographique

La peste porcine africaine (PPA) est une maladedesicontagieuse et transmissible
des suidés domestiques et sauvages. Cette malatgedicrite pour la premiére fois au
Kenya en 1921 par Montgomery (Montgomery, 19213uBpectait que ce virus provenait
des suidés sauvages, les phacocheres, qui auveaigute propageé le virus chez les porcs
domestiques (Plowright, 1986). Cette descriptioaitébasée sur I'observation d'une
quinzaine de foyers, répertoriés durant les quamrees précédentes, et ayant provoqué la
mort de pres de 100% des animaux atteints (Per@B9). Montgomery I'a décrite
comme une maladie subaigué des porcs causée pageunhviral, et entrainant la mort trés
tot aprés I'apparition des symptémes. Déja, il ga#tn’absence de protection des porcs

par immunisation passive.

Par la suite, la circulation ancienne du virus dasspopulations de suidés sauvages
africains a été démontrée chez les phacochdthacbchoerus africanusdt chez les
potamochéresPotamochoerus porcygMur et al, 2012), ainsi que dans les tiques molles
du genreOrnithodoros (O. porcinus et O. moubatprésentes dans l'est et le sud de
I'Afrique. Le passage entre populations de tiguedessuidés sauvages constitue le cycle
sauvage (ou selvatigue) du virus (Thomson, 198@jalRlement a ce cycle sauvage, le
virus suit aussi un cycle dit domestique au cowrguél il est transmis directement par
contact entre les porcs domestiques (Lubtsal, 2005). Chez les suidés domestiques,
outre la transmission directe entre animaux oulg@driais des tigues molles vivant dans
leur habitat, I'infection peut survenir par contdatct avec du matériel contaminé ou par
ingestion de nourriture infectée (Penrithal, 2004). Aussi, dans les pays qu’'elle affecte,
la maladie peut s’établir de différentes maniet@sréémergence de la PPA en 1951 puis
en 1973 en Afrique du Sud, suivant des périodes-ggizootiques de respectivement 12 et
10 ans, a révelé I'existence d'un cycle selvatdyugirus lui ayant permis de se maintenir
dans la faune sauvage entre les périodes d'émgButi, 1975). Au contraire, en Angola,
la persistance du virus serait plus vraisemblabterdee a une modération de sa virulence
consécutive a une longue et importante circulagatre porcs domestiques (Plowright,
1981).
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Suite aux foyers survenus au début du XXeme siéémdémie s’est étendue a la
quasi-totalité de I’Afrique sub-saharienne (Figliye

Depuis 1990, au moins 26 pays dAfrique ont 9 i

&té infecté par la PPA

1 Informaticn non rapportée

[ 1 Pays dans lesquels |a PPA est éradiquée
[ | Pays epizootiques de la PPA

H Pays dans lesquels la FPA est enzootique

Figure 1 : Distribution de la PPA dans le mondeeih4 (WAHID OIE, 2014:
http://web.oie.int/wahis/maps/temp/13300917723008d).

La maladie a été mise en évidence dans la magegépays d'Afrique australe et
d'Afrique de l'estou elle est considérée comme enzootique au Keny&aebie, au
Malawi, en Angola, en Afrique du Sud et au MozambigPar la suite, a partir de I'Afrique
de l'est, la PPA s'est rapidement propagée a debreur pays d’Afrique de I'Ouest : la
Guinée-Bissau, le Sénégal, le Cap Vert, le Camereuprobablement la Gambie et le
Nigéria, ont été infectés a partir de la fin deséms 1950 et ce, jusqu'au début des années
1980. Dans ces pays, la PPA a diffusé dans la itéapes élevages porcins et est devenue
enzootique (FAO, 1998a). De plus, des introductiongjues ou sporadiques ont été
rapportées au Soudan, au Tchad, et a Sao Tomfénadless années 1970 et 1980 (Sanchez-
Botija, 1982). Pendant les années 1990, une fartgnantation de l'activité de la PPA
dans toute I'Afrique sub-saharienne a été obseavée une nouvelle période d'émergence
en Afriqgue de I'Ouest (Cote d'lvoire, Bénin, To@hana et Burkina Faso) (Penrghal,

2004), dans des pays ou la PPA n'avait jamais @tqujalors observée. L’analyse



Revue bibliographique

phylogénétique des isolats responsables de cessfayenontré une filiation avec ceux
collectés dans les années 1950 lors de la premanee de PPA en Afrique de I'Ouest
(Bastoset al, 2003). Une circulation enzootique a bas bruitsdia région a été suggérée
sur une période d’au moins 40 ans due a la maintendu virus dans le cycle selvatique
(tigues et/ou suidés sauvages). Cette circulativaiteété possible de par la faiblesse, voire
I'absence de mesures de contrble adaptées (ilée sanitaire et mesures de biosécurité
dans les élevages) dans des pays économiquemkeleisfaParmi ces pays, seule la Cote
d’lvoire a réussi a éradiquer la maladie (El Hichetral, 1998). Cependant, elle vient
d’étre a nouveau atteinte par le virus en septer2bdet. La premiere hypothése de la
réémergence de la PPA en Coéte d’lvoire a été dmlda distribution d’eaux grasses
provenant d’'un bateau lituanien mouillé dans lé gerSan Pedro (OIE, 2014). Cependant,
le génotypage de la souche virale I'a classée dangénotype | (communication
personnelle), invalidant cette hypothése puisquesdache circulant dans le nord de
I'Europe appartient quant a elle au génotype IlvRodset al, 2008).

En 1957, un foyer fut rapporté pour la premiere fodors du continent africain, a
Lisbonne, au Portugal (Manso Ribeiro and Azeve@®81). L'introduction du virus dans
les élevages porcins a fait suite a la distributox animaux d’eaux grasses provenant
d’'un avion de ligne assurant la liaison Angola +t&gal. La maladie s’y est manifestée
dans sa forme suraigué, avec une mortalité des jgmmestiques proche de 100% (Manso
Ribeiroet al, 1958). En 1960, la maladie fait sa réapparificgs de Lisbonne, traverse le
Portugal et envahit toute la péninsule ibériques fdgers erratiqgues se déclareront ensuite
dans d’autres pays européens : France (1964, 1964), Italie (1967, 1968, 1969), dont
la Sardaigne (1978), Malte (1978), Belgique (19&8Pays-Bas (1986). Partout, ces foyers
ont été maitrisés grace a une politigue dabattsgmématique, a I'exception de la
Sardaigne ou la maladie est devenue depuis endéniiquPortugal et I'Espagne, quant a
eux, sont restés contaminés de maniere endémigge’gula fin des années 1990, avec un
dernier foyer observé au Portugal en 1999 (OIEQOR00uis déclarés indemnes au début

des années 2000.

Partant d’Europe, le virus a traversé I'Océan Aitare en suivant les voies
commerciales pour atteindre et se diffuser dans Qesaibes par Cuba (1971), la
République Dominicaine (1978 a 1980) et Haiti (19v8984), pour enfin gagner le
continent américain par le Brésil (1978 a 1981)aliasi, I'infection-a pu étre éradiquée au
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cours des années 1980 par une politique d’abattegsif des animaux (Ayoads al,
2003 ; Cruciére, 2003 ; Penrigh al, 2004).

La maladie a quitté le continent africatricto sensta nouveau en 1997-98 pour
atteindre Madagascar, ou elle est depuis devendengque (Gonzaguet al, 2001). De
la, en 2007 elle gagne la Républigue de Mauricebiditet al 2009) et de nouveau
I'Europe par la Géorgie (Beltran-Alcruds al, 2008 ; Rowlandst al, 2008). La encore,
des eaux grasses provenant de navires marchands ssoince probable de la
contamination. La maladie se propage alors rapideraex autres pays du Caucase
(Arménie et Azerbaidjan, 2007), atteint I'lran ed0Q via des sangliers sauvages, puis la
Russie en 2010 ou elle se propage, notamment \eersst. Elle franchit les frontiéres
ukrainiennes en 2012 et biélorusses en 2013 (LerPet Marcé, 2013) et, malgré les
mesures d'abattage massif mises en ceuvre, la maladt maintenue dans ces pays depuis
son introduction. En 2014, des sangliers sauvagetsrde PPA sont trouvés en Pologne,
en Lettonie et en Lituanie, préfigurant une dissétidon de la maladie en Europe via la
faune sauvage (Gallardet al, 2014). En juillet 2014, la PPA atteint non sewtat les
sangliers sauvages et les porcs domestiques egatima en Europe du Nord, mais aussi
des zones d'élevage intensif. Enfin, en septemi¥®42le dernier des pays baltes,
I'Estonie, a été a son tour atteint. Depuis lolgsipurs centaines de foyers ont été déclarés
dans ces pays, tant dans la faune sauvage quéedarisvages de porc domestique.

De par son trés grand pouvoir de diffusion, y cam@mu-dela des frontieres
nationales, et les graves conséquences socio-éapumesngu’elle entraine dans la filiere
agro-alimentaire de production, de transformatibrde commerce des régions qu’elle
atteint, la PPA est une maladie majeure du porcedtique dont la déclaration est
obligatoire (ex-liste A de I'OIE). Cependant, snume nous lI'avons souligné, les taux de
morbidité et de mortalité induits peuvent avoisifesr 100% chez les porcs domestiques
(Zsaket al, 2005), la maladie peut se manifester selon diffésr modes, allant de la fiévre
hémorragique létale a des formes chroniques vayenptomatiques en fonction de la
virulence de la souche virale.

Par exemple, a Madagascar, I'historique de I'apipariet de I'implantation de la
PPA est bien connu. La maladie a été introduitd v a partir de la c6te est-africaine
(Gonzagueet al, 2001), vraisemblablement en provenance du MozgumebiApres un
premier foyer apparu mi-1997 dans la région de dgmdro (Fort-Dauphin) au sud-est du
pays, la maladie s’est propagée tres rapidemefdudres régions, notamment les Hautes

Terres du centre de I'lle, pour s’étendre enfirleddemble du pays. Le diagnostic de la
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maladie a été confirmé en décembre 1998 suite a alelyses virologiques
(immunocapture d'antigenes et PCR) effectuées laardtoire CNEVA (Maison-Alfort,
France) a partir de prélevements de rates et dgligas lymphatiques de porc (Roger,
communication personnelle, 1999). L'analyse phytagi&ue de la souche virale I'a
classée au sein du génotype Il, qui regroupe deatssde la cote sud-est de I'Afrique,
principalement du Mozambique (Bastetsal, 2003), corroborant ainsi I'origine probable
de la maladie. Suite a son introduction, la maladientrainé une réduction de 60% du
cheptel porcin malgache (Gonzageeal.2001) de par la haute virulente de la souche
virale qui induit jusqu’a 90% de mortalité (Roussetal, 2001) Bien que les causes de
I'endémisation ne soient pas totalement élucidéaibl¢ présence du vecteur tique et
aucun porc sauvage, potamocheére, détecté posttijiei), la propagation et le maintien
de la maladie sont trés certainement la conséquigséop faibles moyens mis en ceuvre
pour obtenir un diagnostic rapide et donc appliglesr mesures de contréle véritablement
efficaces. Ainsi, la PPA a Madagascar se caraeténigourd’hui par I'émergence ou la
réémergence sporadique mais réguliere du virus lkéandlevages. Cependant, un taux de
mortalité plus faible a l'intérieur des foyers Iptus récents a été observé (Costard,
données non publiées), d0 & une modération pos#ibla virulence de la souche suite a
ses nombreux passages au sein des populationsrdedpmestique. L’apparition des
souches virales de moindre virulence permet leldppement des formes chroniques de la
maladie (Leitacet al, 2001; Boinast al, 2004; Sanchez-Vizcaino, 2006), ce qui ajoute
encore a la difficulté de son éradication. En et formes chroniques voire inapparentes
de la maladie chez les porcs domestiques jouemblenmajeur dans son maintien et sa
propagation dans les zones endémiques car les portsurs peuvent transporter et
transmettre le virus pendant de longue périodetdbeit al, 2001; Villedaet al, 1993;
Wilkinson, 1984; Wilkinsoret al, 1981).

De plus, le virus est trés résistant tant danslitpsdes biologiques que dans
I'environnement. Il peut ainsi persister plusiemsis dans les viandes (Sanchez-Vizcaino
et al, 2012), les organes (Costaetl al, 2009), les féces (Hast al, 1995 ; Sanchez-
Vizcaino et al, 2009), et sur du matériel souillé. Cette carastique rend de fait
I'utilisation, le plus souvent illégale, des eausagpes dans le nourrissage des porcs
domestiques particulierement problématique.

De nombreux facteurs contribuent donc a maintemirigque élevé de transmission
aux é€levages. En cas d'épizootie, les seuls moydisponibles pour combattre

I'installation et la dissémination du virus sorgbattage systématique et obligatoire de tous
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les animaux sensibles (animaux malades et animauxcantact avec eux), la
décontamination des élevages, et le strict respeda quarantaine. Des mesures aussi
drastiques doivent normalement faire I'objet de pensation financiére pour les
exploitants. Cependant, dans la majorité des plagsias, ces indemnisations ne sont pas
a la hauteur des pertes directes subies ou danssdeteurs d'activité liés a la

transformation des produits carnés d’origine pacin

2. Impact économique

Du fait d'un cycle de production court et du faililazeau d’investissement qu'il
nécessite pour sa mise en ceuvre hormis I'achafaptéales animaux, I'élevage de porc se
développe rapidement dans les pays économiqueraigmed, offrant une ressource bon
marché de protéines animales aux populations. L'gemee, le maintien et les
réapparitions sporadiques de nouveaux foyers de RB#ent néanmoins en péril ces
exploitations et donc l'approvisionnement en ndureé carnée des populations qui en
dépendent.

En Afrique de I'Ouest, par exemple, les foyers appaau Cameroun en 1982
faisaient suite a une période d’expansion de iardilporcine dans le pays, avec un quasi
doublement du nombre d’animaux (FAOSTAT, 2011). &&lukechap et Gibbs (1985)
ont estimé les pertes consécutives a l'introductieda maladie a environ 693000 porcs,
soit 63% des 1,1 million de tétes que comptaitdpytation porcine entre 1982 et 1983,
pour un codt total de 4,5 millions de dollars US.Ebte d’lvoire, 135000 porcs sont morts
de la maladie ou ont été abattus a Abidjan lordadpériode épizootique de 1996 (el
Hicheri et al, 1998), soit 29% de la population porcine totale ghys et une perte
financiéere estimée a 9,2 millions de dollars US r{@&gtural Research Council, South
Africa, 1998). Au Benin, des foyers de PPA entr@7.@t 1998 ont induit la perte de 6
millions de dollars US pour l'industrie porcine @#&in, 1998), et les épizooties de 1998 et
2001 au Nigéria ont colté respectivement 8,4 midlide dollars US dans la seule ville de
Lagos et pres d’'un million en Ibadan, avec uneepdé plus de 300000 porcs pour cette
derniere (Babalobet al, 2007). Enfin, au Togo en 1999, 17000 porcs somts de PPA
et 2500 sont abattus par les services vétérinagimesine population estimée de 400000
porcs domestiques. La valeur marchande d’'un arétaalt de I'ordre de 48 dollars US, les
presque 1 million de dollars de perte financiereeanun impact majeur pour les quelques

1500 petits éleveurs concernés (Sorin, 2002).

11



Revue bibliographique

En Afrique de I'Est, la situation endémique est aacplus dévastatrice. Par
exemple, aprés la réémergence de la maladie de [EOB8mbie a accusé des pertes de 1,5
milliard de dollars US (Samuit al, 1996), tandis qu’au Malawi entre 1989 a 199@0R1
animaux, soit 45% des 70000 porcs du cheptel sontsrmde la maladie ou ont été abattus

pour endiguer sa progression (Edenlsten et Chinpafifh).

La maladie fait également des ravages en dehorsmtinent africain. Que ce soit a
Malte ou en République Dominicaine ou la populatiEn porc a été éradiquée suite a
I'entrée du virus dans les iles, & Cuba ou 400@f@spont été abattus (Plowrigét al,
1994). En Espagne, les 5 derniéres années deplotie éradiquer la maladie ont codté
quelques 92 millions de dollars US (Arias et SameVizcaino, 2002) et en Russie ou la
perte engendrée par la PPA de 2010 a 2012 estéestaml milliard de dollars US
(Sanchez-Vizcainet al, 2012) Au final, les populations des pays atteints parifus PPA
ont payé un codt élevé, tant économique (perteulettavail et donc de leurs revenus pour
les éleveurs conduisant parfois a la déscolarisates enfants, comme au Bénin en 1997)
que socio-culturel (utilisation proscrite de viandke porc lors des cérémonies). La lutte
contre la PPA colte donc trés chere et son éramticpeut prendre plusieurs décennies en
cas de passage du virus dans la faune sauvage,ecomut le cas en Europe dans la
péninsule ibérique. Dans les pays ou l'infectiom e@sdémique, la maladie reste une
menace permanente pour les élevages et, avec fiappades formes subaigués et/ou
chroniques, la progressive raréfaction des porcdilades foyers entraine une forte
augmentation des prix que ne peuvent supportgedpsalations concernées (Rogsral,
1999).

En conséquence, la peste porcine africaine est danoge I'obstacle le plus
important au développement de la production porcite seulement en raison d’une
mortalité immédiate élevée, mais aussi par le dégmment des investisseurs de la filiere

suite a sa réeémergence (Fouére, 2007).

3. Signes cliniques et Iésions

Méme si Montgomery I'a décrite comme une maladigaggué du porc domestique,
d’'autres formes de la maladie ont été observéeguéa suraigué et chronique, qui
induisent des signes cliniques variables en fonctie la virulence de la souche et de la

durée de linfection. La race de l'animal, tout com son état physiologique (age,
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gestation) ont également une influence sur la b#itgia I'infection. Des études menées
au Malawi et en Angola ont ainsi démontré que &&£$ Large White et Landrace étaient
plus sensibles que les races locales (Haresstagde 1988; Cowan, 1961).

La forme suraigué se caractérise par une périodeutiation trés courte de 48 a
72h, suivie d'une trés forte hyperthermie (41 aG)2éntrainant une mortalité fulgurante
des animaux avoisinant les 100% en 1 a 3 jourss DEmautres formes de la maladie, la
durée d’'incubation varie de 5 a 15 jours. La foraigué est caractériseée par une
hyperthermie de 40,5 a 42°C, une forte dépressimaieant une prostration et de
I'anorexie associées a des difficultés respiraso{sugmentation du rythme), I'apparition
d’érythéme épidermique hémorragique, une cyanosgi@s 2 et 3), une congestion des
muqueuses et une leucopénie. Des troubles de temtmoon, des vomissements, de la
diarrhée alternée avec de la constipation et deteavents chez les femelles gestantes ont
été observés. La mort de I'animal survient dans2le€s 7 jours suivant I'apparition des
premiers signes cliniques, et le taux de mortalgat atteindre la aussi les 100%. Dans la
forme subaigué, I'hyperthermie est moins élevée dpres les formes suraigués et aigués.
Néanmoins, des avortements chez les femelles gestah des plaques d’érytheme au
niveau des extrémités et des parties déclives atental qui évoluent généralement en
nécroses ont été notés. La mortalité varie de B4, et survient un peu plus tardivement,
dans les 15 a 45 jours. La forme chronique enncaractérise par une atténuation des
signes cliniques induits par les autres formesadedladie : la fievre est récurrente, moins
élevée. Quelques difficultés respiratoires, dethide, un poil piqué et terne ont été
observés. L’évolution de la maladie est plus lebsemortalité induite est inférieure a 30%
et peut survenir dans les 2 a 5 mois (Pemtithl., 2004 ; Cruciere, 2003).

L’autopsie des animaux morts de la forme suraiggdadmaladie a montré des
|ésions tres importantes au niveau de la rate (Ei§ly hypertrophiée, friable, et de couleur
rouge foncée a noire car gorgée de sang, et dedsniggnphatiques (Figure 6), également
hypertrophiés et hémorragiques (Figure 5). Dansfdesies aigués et subaigués, des
pétéchies et des ecchymoses au niveau du foigeslerhac et des visceres sont présentes
(Figure 7), au niveau de la vessie, du muscle aqudi et des reins (Figure 4). Enfin, les
formes chroniques se caractérisent quant a elledgsaplages de nécroses épidermiques,
une péricardite fibreuse, une lymphadénopathiergésée et une inflammation arthritique
des articulations. Les lobules pulmonaires peuggalement étre pris en masse, avec ou

sans adhésion, c’est la « consolidation » des ésbpililmonaires (Cruciéet al, 2003).
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Source : T Randriamparany

Figure 2 : Oreille cyanosée Figure 3 : Ventranmsé

‘Source T Randrismparany

Figur®&te hypertrophiée

T A > |

Figure 6 : Ganglion hémorragique Figure 7 : Héagie de l'intestin
Figure 8 : Lésions évocatrices de la peste poreifieaine

4. Pathogénie

Dans la plupart des cas, le virus PPA infecte ke pomestique par voie oro-nasale,
lors de contacts étroits avec d’autres porcs igieqtar ingestion de nourriture contaminée
ou par contact avec du matériel souillé. Plus rargmle virus pénétre par morsure du
vecteur tique lors de son repas de sang. Sitot Haiggnisme, le virus commence a se
répliquer, d'abord dans les macrophages sanguios lpsquels il posséde un tropisme
particulier. Une virémie primaire, asymptomatiqadieu dans les 8 heures suivant I'entrée
du virus (Blomeet al, 2012 ; Karalyaret al, 2012), suivie dans les 48h d’une infection
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systémique qui précede de 24 a 48h 'apparitiorsgieptomes (Karalyaet al, 2012). Le
virus se dissémine dans l'organisme via le samgulgint par le biais des macrophages ou
des érythrocytes auxquels les virus qui exprimaniigand au CD2 porcin peuvent se lier
(Dixon et al, 2004). Le virus a été retrouvé dans les amygdalés dans les ganglions
lymphatiques de I'appareil respiratoire et digestipres une trentaine d’heures, le virus
envahit les organes internes (poumon, foie, raiasret cerveau) et s’y réplique (Colgrove
et al, 1969). L’ensemble des chaines ganglionnaireawesdi atteint, avec du virus présent
dans les ganglions lymphatiques gastrohépatiquessemtériques, inguinaux, Sous-
maxillaires et rénaux. Une virémie secondaire agipalans les 15 a 24 heures suivant
l'infection (Colgrove et al, 1969), a l'origine d'une hyperthermie important
s’accompagnant d‘une phase d’excrétion pouvant allgu’a deux semaines selon les
formes de la maladie (Cruciee¢ al, 2003). Au cours de la phase aigue, jusqu'a 96% d
érythrocytes peuvent porter du virus (Pensgthal, 2004 ; Cruciere, 2003). Par ailleurs,
une lymphopénie a été constatée suite a une destramportante des lymphocytes T et
B, sans pour autant que le virus se réplique dassellules (Ramiro-lbanes al, 1997).

La destruction massive de ces cellules, tout cormelie des monocytes, est en effet due a
leur entrée en apoptose induite par la libératiencgokines, principalement le TNF-
(Tumor necrosis facta), par les macrophages infectés (Salgetral, 2005).

La fievre hémorragique causée par le virus de lstep@orcine africaine est
essentiellement due a l'effet du virus sur pluseunécanismes de I'hémostase : la
destruction massive des monocytes-macrophages lésrstades précoces de l'infection
libére des cytokines et des acides arachidonigBesrith et al, 2004) qui perturbent
'hémostase. De plus, l'attachement du virus s &ythrocytes et les plaquettes
sanguines entraine une thrombose généralisée (Bhavat al, 1994). Dans les formes
aigués, une augmentation de la perméabilité deseaiix sanguins a été observée (Penrith
et al, 2004 ; Cruciéereet al, 2003). Durant les phases symptomatiques des $forme
suraigués et aigués, le virus est excrété en aodtins I'ensemble des fluides biologiques
alors que dans les formes subaigués et chronigugmut étre excrété de maniere
intermittente et pendant plus de 8 semaines (Ekuel, 1989; McVicar, 1984 ;de
Carvalho Ferreirat al, 2012). Enfin, la mort de I'animal fait suite a choc hémostatique
et/ou une exsudation massive de fluides au niveapalimon (Villedaet al, 1993a ;
Villeda et al, 1993b).
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ll. Etiologie de la maladie
1. Classification

La PPA est due a un virus a ADN double brin de dgmécosaédrique, le virus
ASFV (pour « African swine fever virus ») (Carrasaet al, 1984). Son organisation
génomique est tres similaire a celle des poxvianec un génome dont les extrémités se
terminent par des structures en épingle a chevBex|d Vegaet al, 1994). Il a été
initialement classé parmi leBidovirus. Depuis, en raison d’'une structure et d'une
information génétique qui lui sont propres, unevatle famille, lesAsfarviridae dans
laquelle il est l'unique membre dans le ged&fivirus, a été créée par le Comité
international de taxonomie des virus (ICTV), (Dixetnal, 2005). Avec le$oxviridae les
Iridoviridae, lesPhycodnaviridaglesMimiviridae, lesAscoviridaeet lesMarseillevirusil
forme la famille des NCLDVs (« NucleoCytoplasmicrgga DNA Viruses ») dont I'une
des particularités est de se répliquer dans lepiagme des cellules gu'ils infectent. Des
études phylogénétiques ont d’ailleurs mis en exerguforte probabilité d’'un ancétre
commun a tous les virus de cette famille (lytral, 2006 ; Koonin and Yutin, 2010)
(Figure 9). Le virus PPA est le seul virus a ADNétae également classé parmi les
arbovirus (arbovirus pour « arthropod born virugWardleyet al, 1983), puisqu’il infecte
les vertébrés et les tigues molles du gedmeithodoros(Plowrightet al, 1974). Il est a
noter qu’il existe d’autres familles de virus a Alansmis par des arthropodes, telles que

lesGeminiviridaeou lesNanoviridag mais ils n’infectent que les plantes.

ISKNV

Marseillevirus LDV
FV3 + Ascoviridae
e N V-3
Phycodnaviridae
Y oe CV'_ bpava
Firrv-1 \f o5 i
ESV-1 1/0.91 11077,
1/0.98, quSIr-V g::’ w HvAV3
TnAV2
PBCV-1
QICV-1 0.50% Asfarviridae + HcDNAV
otvs $ g HcDNAV

ASFV
EhV-86

Poxviridae

CeV-01 FPV

ACMV MCV

PpV-01
Mimiviridae

MSV AMV
0.3

Figure 9: Reconstruction phylogénétique regroupdes familles des grands virus a ADN nucléo-

cytoplasmique (Fischer et al., 2010)
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2. Morphologie et structure du virus

La particule virale d’environ 200 nm de diamétre fesmée de plusieurs structures
concentrigues renfermant le génome. En microscélgietronique, 5 couches de densités
différentes : une enveloppe externe, une capside, enveloppe interne, une matrice
(couche lipidique), et un cceur ont été observéstankt al, 2009) (Figure 10). Le cceur
est une structure dense de 70 a 100 nm de diaowitenant le génome viral logé au sein
d’'un nucléoide de 30 nm (Carrascadaal, 1984) et enchassé dans une couche protéique
qui forme la capside, elle-méme composée de 188073 capsomeres ressemblant a des
prismes hexagonaux et qui assurent sa forme icogaéd(Carrascos&t al, 1989.
L’enveloppe externe, quant a elle, est acquisedarsourgeonnement des virions a travers

la membrane plasmique cellulaire (Carasaisa., 1984 ; Rouilleet al, 1998).

Enveloppe externe
Capside

Enveloppe interne

Matrice

ADN génomique

(a) (b)

Figure 10: Virus de la peste porcine africain@) Structure schématique d'uksfivirus (b) vue au

microscope électronique avec coloration négativé&y@ss Institute of bioinformatics).

Des analyses biochimiques ont dénombré 54 protéieedructure pour la souche
Ba71V, une souche adaptée a la culture sur ceNldes (Dixonet al, 1994 ;Yanezt al.,
1995). Parmi elles, des protéines enchassées aansrhbrane externe des virions ont été
trouvées. Il s’agit des protéines p54, p24 (d’orgicellulaire) et pl2, impliquées dans
I'attachement du virus a la membrane des cellutidgesh(Anguloet al, 1993). La p30
(codée par le géne CP204L) est impliquée quanieadens linternalisation du virus.
L'enveloppe externe contient également une glydépre trés importante pour la

virulence du virus, le CD2v (codée par le géne ERJO(Ruiz-Gonzalveet al, 1996).
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Cette protéine est impliquée dans la propriété kiéordante du virus, c’est-a-dire dans sa
capacité a adhérer aux érythrocytes de porc, feamali ainsi sa dispersion dans
'organisme. Cette propriété hémadsorbante entres das criteres de distinction des
différents isolats du virus de la PPA ainsi quesdeur classification. Enfin, la protéine

p22 (une protéine précoce codée par le gene KP1l@gRhussi localisée dans cette
enveloppe (Camacho and Vinuela, 1991).

D’autres protéines ont été localisées a I'intérie@me du cceur des virions, telles
que les protéines p150, p37, p34 et pl7, issuedivhge de la polyprotéine pp220, et des
protéines pl5 et p35 résultant du clivage de laygrotéine pp62. Enfin, la protéine
capsidiale majeure VP72 (codée par le gene B646L)assemblée au niveau de la
membrane interne et localisée a la surface desngirintracellulaires non enveloppés
(Cobbol and Wileman, 1998).

En plus des protéines de structure, le virion dispdes enzymes nécessaires a
I'initiation de la transcription et de la réplicati de son génome, telle qu’'une ARN-
polymérase-ADN—dépendante dont les ARN quelle ls$tse seront polyadénylés,
méthylés et coiffés par des enzymes également mie&selans le virions (Yanet al,
1993). des enzymes de modification de I'ADN, tefjg’'une protéine kinase, deux
nucléosides triphosphates phosphohydrolases, unespbhtase acide et deux

désoxyribonucléases ont été également trouvés p¥&rad, 1995).

A ce jour cependant, toutes les protéines codéeke gggnome du virus n'ont pas

éte localisées, ni leur(s) fonction(s) élucidée(s).

3. Organisation du génome et protéines codéees

Le génome du virus de la peste porcine africairteceastitué d’'une molécule
d’ADN double brin linéaire riche en A — T (61% polar souche BA71v) (Yaneet al,
1995), d'une taille comprise entre 170 et 191 klorsdes isolats étudies (Kingt al,
2011), et dont les extrémités sont liees de fagwalente par des structures en épingle a
cheveux de 37 nucléotides de long (Génzaleal, 1986). Les séquences terminales du
génome directement adjacentes a ces structurexrdéées pour la souche Ba71v) sont
constituées de séquences inversées et répétéasgiedr variable (de 2,1 a 2,5 kb) (Sogo
et al, 1984) (Figure 10). La variation en taille des @@es entre isolats s’explique

notamment par des réassortiments (insertions' oétidie$) de .genes appartenant a 5
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familles multigéniques (MGF 360, MGF 110, MGF 380GF 530 (ou 505) et MGF 100),
situées dans les parties 3’ et 5-terminales dwgnviral (De la Vegat al, 1990 ;
Yozawa et al, 1994). De plus, le génome du virus possede umggorrécentrale
hypervariable d’environ 400 pb (Sumptia@t al, 1990) située au centre d’'une région
hautement conservée de 125 kb. Cette région camdsau gene B602L, dont la protéine
codée (J9L) est composée de répétitions de tétemmacides aminés qui varient en
nombres et en types. Ainsi 23 tétrameres d'acidesés differents ont été identifiés, dont
les plus courants sont les tétrameres CA(D/N)T ¥{MN)T (Nix et al.2006). Enfin,
Chapmaret alen 2008 ont montré que certains genes pouvaientdépliqués au sein du
génome, comme par exemple le gene KP177R quedtnouve sur les deux brins d’ADN

du génome de la souche Ben97/1 isolée au Bénifen 1

TIR TIR
. " |
EC ( 170,101 ph. 35.35% G4 151 Cadra ge fectura {ORF) i EC
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Figure 11 : Structure du génome viral du virus PRA) ADN viral de la souche BA71V dont les séquence
terminales inversées et répétées (TIR) se termim@ntles structures en épingle a cheveux (EC)D@&hil
des épingles a cheveux composées de structuredsmile 37 nucléotides. (C) Structure des extiésnit
inversées et répétées. (Maria L Salas, 1999)

L’analyse de dix génomes complets du virus PPA atréajue le virus, contenait
151 a 167 cadres de lecture (ORFs) selon les ssudymartis sur les deux brins de 'ADN
(Yanezet al, 1995 ; Chapmaet al, 2008 ; de Villierset al, 2010), et donc autant de
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protéines potentiellement codées. Chaque géne résede d’'une région non codante
(trailer) et d’'un promoteur pouvant étre précocgermediaire ou tardif, ceci laissant a
penser que l'expression des genes viraux est seudisine régulation en cascade
(Almazanet al, 1992 ; Almazaret al, 1993 ; Rodrigueet al, 1996b).

La fonction des génes appartenant aux famillesigémiques localisées aux deux
extrémités et constituant de 17 a 25 % du génoned teste encore mal élucidée.
Cependant, certains d’entre eux sont connus pouingpact sur le spectre d’hotes, c’est-
a-dire sur la capacité du virus a se répliquer alsshotes différents. Il s’agit des genes
3HL, 3IL et 3LL, appartenant a la MGF 360 et impkg dans la réplication chez le
vecteur tique (Burraget al, 2004), ainsi que des génes appartenant aux MGRZ¥.,
2BL, 3BL, 3CL, 3DL, 3EL, 3HL et 3IL) et 530 (3FR 8NR), impliqués quant a eux dans
la réplication a la fois chez le porc et chez ué (Zsaket al, 2001). La réplication
cytoplasmique du virus lui impose de coder pour hombre d’enzymes et de facteurs
nécessaires a sa réplication et a la transcrigtleoses genes. Ainsi, en plus des 15 génes
codant pour des protéines structurales qui onidétgifiés dans son génome (Dixenhal,
2004), le virus code également pour les enzymekamsées dans son cceur (Diatral,
2004) et qui seront utilisées trés tét apres leutd@e I'infection (cf 11-5-1). D’autres
protéines seraient engagées dans la survie erlanission du virus. Notons la protéine
précoce codée par le gene A238L qui inhibe l'atitivedu NB (nuclear factor-kappa B)
ou la protéine CD2V (responsable de I'hémadsorptidoutes deux impliquées dans

I’échappement du virus au systéeme immunitaire lo@&é.

4. Entrée du virus dans la cellule cible

Avant de pénétrer dans la cellule, le virus do@igbeblement se fixer a la membrane
cellulaire. La fixation du virus est médiée parraoins deux récepteurs cellulaires, les
cellules permissives au virus exprimant a la serfée leur membrane les protéines SWC9
et CD163 (McCullouglet al, 1999 ; Sanchez-Torre al, 2003). Concernant le virus,
une seule protéine d’attachement a été jusqu’ientifiée, la protéine pl2, synthétisée
tardivement lors du cycle réplicatif viral et maart un haut degré de conservation entre
les isolats (Alcami, 1992 ; Angula, 1993).
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Apres sa fixation, le virus pénétre dans les ceflydar endocytose en utilisant les
endosomes pour rejoindre ensuite les lysosomest @onpH acide permettra de
désencapsider le génome viral (Valdeira, 1985 ¢&ehet al, 1998).

VE “up
/

)
sa®e
Vi

i ﬂ

Figure 12 : Attachement du virus PPA sur les ceflulu au microscope électronique avec coloration
négative. (VE) particule virale extra - cellulair@/l) particule virale intracellulaire, (MP) memima

plasmique (Maria L Salas, 1999).

Outre la protéine d’attachement p12, 3 autres pregévirales sont connues pour
avoir un réle important dans l'internalisation doug dans la cellule, il s'agit des protéines
p30, p54 et p72. En effet, le blocage de ces presépar des anticorps inhibe I'entrée et
l'internalisation du virus (Borceet al, 1994a; Gomez-Puertas et Escribano, 1997 ;
Gomez-Puertast al, 1998 ; Gomez-Puertas al, 1996 ; Dixonet al, 2004). Cependant,

tous les mécanismes d’entrée du virus restenj@ucencore mal élucidés.

5. Réplication du virus

La réplication du virus PPA a entierement lieu démscytoplasme des cellules
infectées (Breese and DeBoer, 1966), méme si deanges semblent exister avec le
noyau de la cellule (Garcia-Bea&t al, 1992). Elle a lieu préférentiellement dans des
cellules primaires de porc, le virus ayant un sope particulier pour les monocytes et les
macrophages. Selon le stade de l'infection, lesviera également retrouvé dans d’autres

types cellulaires : cellules nucléées du sang keintu(mégacaryocytes, neutrophiles et
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thrombocytes) (Carrasco, 1992), cellules endotledliat dendritiques (Vallée, 2001) ou
encore hépatocytes (Fernandez, 1992).

La réplication du virus se déroule en plusieurpé&taFigure 13). Suivant I'entrée
du virus dans la cellule cible, 'ADN viral est ék® et les génes précoces sont exprimeés,
permettant I'initiation de la réplication du génanhes protéines de structure sont ensuite
synthétisées pour permettre 'assemblage du vilonin, le cycle réplicatif du virus se
termine par la libération des particules viraleofaégmées au travers de la membrane

plasmique cellulaire ou suite a la mort de la dellu

Figure 13 : Cycle de la réplication virale.1 : p@atton par endocytose, 2 : désencapsidation dBN/Aet
libération des enzymes virales permettant I'expoessles génes précoces, 3 : réplication du géname a
niveau de sites périnucléaires (« usines a virugh»)expression des genes tardifs, 5: Assembtige
virions, 6 : bourgeonnement a la membrane celkild@s virions néoformés ou libération par lyseutzilie.
(Gavin Bowick, Institute for Animal Health)
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5.1. Transcription et traduction des genes

La transcription des génes trés précoces, vraisd@mhent grace a des facteurs de
l'initiation de la transcription présents dans lgion (Salas, 1999), est nécessaire a
I'initiation de la réplication du génome viral ebmmence des I'entrée du virus dans le
cytoplasme cellulaire. Cette transcription précest rendue possible par l'utilisation de
I’ARN-polymérase-ADN-dépendante présente dans lesviYanez, 1993). Parmi ces
facteurs de transcription, certains sont homologaeseux deéja identifiés chez les
Poxvirus: il s'agit des protéines A2L (codée par le gen8®3 chez le virus PPA), A7L
(géne G1340L) et VLTF2 (géne B175L), nécessailasr@connaissance par la cellule héte
des promoteurs viraux (Salas al, 1999 ; lyeret al, 2006). Les modifications post-
transcriptionnelles des ARNm (polyadénylation eiffep sont ensuite assurées par des
enzymes présentes dans le coeur du virion (Kuinalr, 1980 ; Penat al, 1993 ; Salast
al., 1999). Il est a noter que la séquence des pramstie ces genes trés précoces est
courte (40 a 50 pb), tres proche de l'origine daication du gene et tres riche en A-T
(Rodriguezet al, 2012). De plus, ces genes de transcription peesecterminent par un
signal de fin de traduction de 7 bases T au liesi ¥ habituelles, suggérant I'existence
d’ARNm polycistroniques, existence confirmée pabBervation de polyprotéines virales
(Almazanet al, 1992; Almazaret al, 1993; Goatleet al; 2002). Des genes précoces et
intermédiaires sont également transcrits mais mesidencieux et ne seront utilisés que
durant les dernieres phases de la réplication mis.vi

L’ADN polymérase virale codée par le gene G1207Bn{blogue auxo-like ADN
polymérases) (Rodriguezt al, 1993) est indispensable a la synthese de I'AD#l viout
comme trois autres enzymes, une thymidine kinaset{iMHernandez and Tabares, 1990),
une ribonucléotide réductase (Cunha and Costa,)1892ne ADN ligase (Yanez and
Vifiuela, 1993). Enfin, le virus code pour des enggrmde maturation et de réparation de
I’ADN telle qu’'une endonucléase apurinique / apydigue, et une polymérase du type
pol (Oliveroset al, 1997).

La traduction des protéines intermédiaires et vag]i principalement des protéines
structurelles, est initiée elle aussi par des ptenrs de courtes séquences et riches en A-T
(Rodriguezet al, 2012) et est dépendante de I'avancement de lecatipn de 'ADN
(Dixon et al,, 2012).
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5.2. Morphogénese

L’assemblage du virion, tout comme la réplicatiom génome, a lieu dans le
cytoplasme de la cellule (Andrés al, 1997 ; Brookegt al, 1996), précisément dans des
sites discrets périnucléaires appelés « usinesrus »i Ces usines sont adjacentes a
I'appareil de Golgi et au réseau de microtubulesont entourées de citernes de réticulum
endoplasmique, de mitochondries et par une cagéntentine (Andrést al, 1997, Rojo
et al, 1998, Heatfet al 2001 ). Au sein de ces sites, de nombreusedstesccapsidiales
partielles, de une a six faces hexagonales et golat®e formes virales intermédiaires
jusqu'au virions néoformés ont été trouvées (Reudt al, 1998).

La morphogénése commence par la formation des ngems de la structure de la
membrane interne, au cours de laquelle la prof@deest recrutée au niveau du réticulum
endoplasmique. (Suaret al, 2010 ; Andreset al, 1998 ; Rodriguezt al, 2004). Les
liaisons de la p54 avec des fragments de citerneéticulum endoplasmique et avec la
chaine légere de dynéine LC8 permettent alors #mstocation de ces structures
membranaires via le réseau de microtubules jusgsit®ud’assemblagéAlonso et al,
2001 ; Heatlet al, 2001).

Dans une seconde étape, ces précurseurs prennentoume icosaédriqgue en
intégrant progressivement la protéine capsidial@2/Bu niveau de leur face externe. La
fonction essentielle de la protéine codée par laegB438L dans la structuration
icosaédrique de la capside virale a été notée dbpitt al, 2006), I'absence de cette

protéine conduit a la formation des particulesiggteuses.

L'étape suivante est dépendante des deux polypestétardives pp220 (géne
CP2475L) et pp62 (géne CP530R) qui jouent un ndleial dans I'assemblage du coeur du
virus, a savoir la nucléocapside (Suaetzal, 2010 ; Alejoet al, 2003). En effet, leur
clivage, réalisé par la protéase virale codée pagdne S273R au niveau d'un site
spécifiqgue Glycine-Glycine-X, permet d’obtenir 6of@ines structurales qui constituent
30% du ceceur des virions. Ainsi, la polyprotéine Z{pdiée de facon covalente a un acide
myristique, donne naissance a 4 protéines (p15Q, 3! et p14) et la polyprotéine pp62 a
deux protéines (p35 et p15) (Andmrtsal, 2001). Toutefois, l'intégration dans le coeur du
virus des produits de clivage de ces deux polypreséreste dépendante de I'expression de
la protéine VP72 (Alejoet al, 2003 ; Andreset al, 2002). L’ADN génomique viral
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néosynthétisé est alors empaqueté dans cette wstuitosaédriqgue naissante qui se
referme aussitét (Andrés al, 2002).

La derniére étape de maturation du virion est ¢érizée par la condensation du
cceur dans la nucléocapside, qui résulte de l'astsoci des protéines B119L (une
sulfhydryle oxydase) et A151R avec la protéinecitmale pE248R (une protéine tardive
myristoylée) par le biais de mécanisme redox (Rpzet al, 2006). La protéine pB119L
oxyde la protéine pE248R pendant 'assemblage dis \dt le motif CXXC contenu dans
la protéine pA151R permet la liaison par des pdigslfures avec la protéine structurale
pPE248R. Cette protéine contient dans sa partieriditi@le 4 résidus cystéine qui sont un
élément essentiel du systeme redox en permettayéni@ration de ponts disulfures. Il est
donc possible que la sulfhydryle oxydase du vimbria protéine pA151L exercent une

fonction catalytique sur la protéine pE248R pendaprocessus d’assemblage du virus.

5.3. Libération des virions néoformés

Apres leur morphogénese, les virions matures gansportés des usines a virus
vers la membrane plasmique de la cellule hote eviggéeau de microtubules (Hernatz
al., 2006), et les particules virales sont libérées lpaurgeonnement a la membrane
plasmique, acquérant ainsi leur enveloppe extefdetherton et Wileman., 2013 ;
Cruciere, 2003). Il est a noter que les virionsfognés libérés directement suite a la mort
de la cellule par nécrose ou apoptose ne dispdspasnde cette enveloppe externe, sans

que pour autant leur potentiel infectieux ne soiamé (Dixon, 2006).

6. Epidémiologie

Selon les régions, des situations épidémiologigliférentes ont été observées, a
savoir épizootiques ou enzootiques, dues a la phialté des hotes et a la variété des
modes de transmission du virus.

Les espéces animales susceptibles d’étre infepidrele virus de la peste porcine
africaine sont les suidés domestiques et sauvagses que les tiques molles du genre
Ornithodoros Chez les suidés sauvages africains, que ce soimzt les phacocheres

(Phacochoerus africanisles potamochered¢tamochoerus porcusu les hylocheres
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(Hylochoerus meinertzhaggni’infection est asymptomatique (Penrigh al, 2004). Les
animaux, principalement les phacocheéres, sonttiédgear la piglire des tigues molles qui
infestent leur terrier lors de leur repas de saegrassage du virus entre les arthropodes et
les suidés constitue le cycle selvatique de la dimjain cycle trés ancien et qui peut étre
entretenu pendant longtempscontrarig le virus entraine une mortalité chez les sargylier
européens3us scrofa ferysdentique a celle observée chez les porcs doquestiqui en
descendent (Sanchez-Vizcaino, 2006). Dans ce ‘aafgction des animaux ne nécessite
pas la présence du vecteur tique, car tout comree lels porcs domestiques, les sangliers
peuvent se contaminer par contact. Le passaget divegirus entre les animaux constitue
le cycle domestique de la maladie.

Lorsque la PPA entre dans un pays, sa propagagidaitsprincipalement par le
biais du cycle domestique, c’est-a-dire par trassian directe entre animaux malades et
animaux sains, ou indirecte, par ingestion de fitower contaminée ou contact avec des
vecteurs passifs tels que des véhicules, des aljedes humains souillés. En Espagne par
exemple, des enquétes épidémiologiques ont periéisalder et de situer les sources
premieres de contamination : la source la plus napbte provenait de contact entre des
fermes peu éloignées, (65% des nouveaux foyers)iesde l'introduction d’animaux
porteurs dans une exploitation (19%) et, loin @ee; les contacts avec des suidés
sauvages (5,8%) et les tiques (5%) (Mebus, 1988h Bue les tiques soient importantes
dans I'épidémiologie de la PPA, elles ne sont pgwincipale cause de propagation de ce
virus. L'extension au niveau international de laAPBst surtout due aux déchets
alimentaires contenant des produits porcins tramsfe et donnés comme nourriture aux
porcs domestiques (cf supra). Les animaux au s#ideubation ou infectés par une
souche peu virulente ne sont généralement pastéetacl’abattoir. Que les animaux
rescapes et guéris puissent rester porteurs dadgahement étre pris en considération dans
la transmission de la maladie.

En Afrique, les suidés sauvages sont considérésneolas réservoirs de la PPA
(De Tray, 1957 ; Saliket al, 1985 ; Sanchez-Vizcaino, 1998). Méme s’ils nesgnéent
pas de signes cliniques, linfection induit uneéwune, faible, uniguement chez les
juvéniles, et une séroconversion s’ensuit. Chedulta, en I'absence de virémie, le virus
peut étre isolé a partir des ganglions lymphatiqi@siboekeret al, 1997 ; Andersoret
al., 1998 ; Ouraet al, 1998), le virus n’étant pas détectable dans ldses organes
(Plowright, 1981).
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Au sein d’'une colonie de tiqu@snithodoros le virus de la PPA se transmet par
voie transovarienne, trans-stadiale et sexuellguidait de ces arthropodes un réservoir
sans doute plus important que I'héte mammiféreettat, a l'intérieur d’'une tique, le virus
se réplique tout d’abord au niveau de I'épithélimestinal (Plowright, 1970). Apres 15 a
21 jours, l'infection se généralise et le virus mades glandes salivaires et les glandes
coxales dont les sécrétions sont alors infectiedeplus, les tiques peuvent rester sans se
nourrir, a I'état quiescent, pendant prées de 5 ahgestent infectieuses pendant une

période d’au moins 8 ans (Fernandez Garcia, 1@9M6gga-Perez, 1990 ; Boinas, 1995).

CYCLE DE LA TRANSMISSION DU VIRUS DE LA PPA

Cycle selvatique Cycle Cycle domestique
(Afrique) intermédiaire (Afrique et Europe)
Tique molle Qrrithodoras
§ Sanglier
oy % : d .
h
Tranzmiz=sion fransovarials,
frans-ztadiale. et vensrisnne
Porcs domestiques
? infectés
€c--—-=->

. o Produits carnss,
OTCE EAUVAEEE UTECIEE Fausx Efazges,

Infection persistants st Matérizls contzmings
mapparsnts

Figure 14 : Cycle de transmission du virus de IaARfez les différents hotes (les porcs domestidges,
porcs sauvages et les tiques molles)

Si le cycle selvatique est fondamental dans laigtarece de la maladie dans I'est et
le sud de I'Afrique, dans les pays ouest-africairavanche, le role des suidés sauvages et
des tiques semble étre moins important dans soénaedtion (Penrith et Vosloo, 2009).
Dans ces pays, en effet, la maladie est maintehse @ropage principalement par les
mouvements et le commerce non controlés d’animduseeproduits dérivés du porc.
Ainsi, de la présence des réservoirs sauvagesechewr, et de leurs interactions avec les
suidés domestiques, cingq scénarios épidémiologipeegent découler.

27



Revue bibliographique

Le premier scénario décrit le mode de transmiskgulus ancien, a I'ceuvre dans
l'est et le sud de I'Afrique. Il implique les régeirs sauvages et le vecteur puisque dans
ces régions, la transmission aux porcs domestigsiesouvent due a des piglres de tiques
infectées ou a l'ingestion de viande de phacoatmraminée (Wilkinson, 1986).

Le second scénario décrit la situation dans l'odestcontinent africain. Ici, la
transmission se fait essentiellement par contaectdentre les porcs domestiques ou par
contact indirect entre les porcs et les produiteé&adérivés du porc. Des facteurs socio-
eéconomiques tels que le manque de structure asslkearcontréles vétérinaires ou le
manque de compensation financiere allouée aux @igwont le cheptel est atteint par le
virus expliquent le maintien de la maladie a liirgér des pays mais aussi sa propagation
vers les pays voisins. Cette situation prévaut dddascar, et également pour part dans le
Caucase et dans la Fédération de Russie (Beltremididet al, 2009).

Le troisieme scénario a été observé suite a lthtetion de la maladie dans la
péninsule ibériqgue en 1957 et implique le vectearsnpas le réservoir. Dans un premier
temps, les porcs domestiques et les sangliers gashateints I'ont principalement été par
contacts directs entre animaux et ingestion de yi®darnés infectés. Cependant, des
études ont montré la compétence de I'espéce de tiplle localeO. erraticus,pour le
virus PPA, tiques qui, malgré I'absence de transimisverticale et horizontale entre ces
arthropodes ont néanmoins contribué a la transoms#¢ la maladie, notamment dans le
cadre de sa réémergence au Portugal en 1999 (Bsilmhs2011). Ce modéle de scénario
a également existé dans certaines régions de duUricentrale (démontré au Malawi)
(Haresnapeet al,1988), et probablement au Mozambique et en Zar(®earithet al,
2007), ou la PPA est maintenue au sein de la ptpualporcine domestique a cause des
tigues molles qui infestent les porcheries.

Le quatrieme scénario s’est produit lorsque la diala été introduite dans d’autres
pays d’Europe et en Amérique du sud au cours deéeanl970. La maladie n'a touché
gue les porcs domestiques, sans role du vectaug tigns sa transmission, puisqu’il est
absent dans ces régions. L'absence de réserveiagaet/ou du vecteur a ainsi facilité
I'éradication de la maladie qui a été obtenue age&scampagnes d'abattage massif (Lyra,
2006).

Enfin, le dernier scénario relate la situation ob8e actuellement en Russie et dans
les pays transcaucasiens ou le cycle de la PPAiqu#lles porcs domestiques et les
sangliers, alors qu’aucun rble dans.le maintienlauransmission n'a jusqu’ici été

démontré concernant les especes de tique autochimmeajorité des porcs domestiques a
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ainsi été contaminée suite a des mouvements d'arinmdectés, et s’est propagée a la
faune sauvage par contact entre les suidés saughtgEss porcs domestiques (OIE, 2011 ;
EFSA, 2010).

Outre la présence du virus dans la faune sauvageptle d’élevage pratiqué a un
impact sur le maintien et la transmission de la PBRAeffet, la divagation des porcs, mode
d’élevage répandu dans les pays africains et deasope de I'Est, implique un niveau
élevé de contact entre faune sauvage et domegirgp&ce au maintien et a la circulation
du virus PPA (Penrittet al, 2004a, b). De plus, le manque de mesures basidee
biosécurité dans les systemes d'élevage tout cohamilesation des déchets de cuisine
pour le nourrissage des porcs (Costatdal, 2009a; Missohowet al, 2001) sont des
facteurs aggravant des risques d’exposition desiam au virus. Enfin, la présence de
tigues Ornithodorosdans les porcheries parachéeve le risque dintraglucit surtout de
maintien de la maladie dans un élevage. Cependardela des multiples possibilités de
contact entre les animaux et le virus, un lien gite fait entre I'expansion de la filiere
porcine dans une région et le risque d’infectiomsf en Afrique un lien semble exister
entre la taille de la population porcine et la @obté d’émergence de la maladie (Penrith
et al, 2013).

7. Réponse immune et protection chez le porc domigie

Lorsque les porcs survivent a une infection pavitas PPA, ils développent une
réponse immunitaire protectrice spécifique de lache qui les a atteints. Des IgM dans le
sérum des animaux dés B'jour post-infection (P1) et des IgG avec des sitevés a 14
jours Pl ont été trouvés, ces derniers perdurans darganisme pendant une longue
période (Cubilloset al, 2013) assureront la protection de I'animal cenine nouvelle
infection par une souche homologue (Sanchez-Viecdifi99). En revanche, ils ne
développent pas de protection contre une infegamune souche hétérologue (Wardley et
Wilkinson, 1985, Boinast al, 2004).

Si l'infection par le virus PPA entraine donc lagwction d’anticorps, des études ont
montré qu’elle n’entrainait en revanche pas la petidn d’anticorps sériques
neutralisants, que ce soit a la suite d’'une indectiaturelle ou expérimentale (Gomez-
Puertaset al, 1996 ; De Boeet al, 1969 ; Ruiz-Gonzalvet al, 1986). En effet, les
anticorps générés contre le virus n'ont que la c#pade retarder l'apparition des

symptomes cliniques et de diminuer la virémie (®eisal, 1994).
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L’étude des mécanismes de neutralisation ainsidguieurs principaux déterminants
antigénigues a montré que des anticorps dirigétedes protéines VP72 et p54 étaient
impliqués tout au début du cycle de réplicationvilws, c’est-a-dire lors de la phase
d’attachement, tandis que des anticorps reconmaisagorotéine p30 étaient associés a
I'inhibition de [linternalisation du virus (GOmezdBrtas et al, 1996). Ainsi,
'immunisation des porcs par un mélange de progmeombinantes p30 et p54 permet a
la fois la neutralisation du virus ainsi qu’une niicdtion de la clinique de la maladie,
avec un retard de l'apparition des symptémes (Gémmextaset al, 1998). Néanmoins,
des travaux ultérieurs ont suggéré que les anscoitpant les protéines VP72, p54 et p30
du virus n’étaient pas suffisants pour permettre protection efficace (Neilagt al, 2004)
car ils ne parviennent pas a neutraliser la tétalés virus. Gomez-Puertas et Escribano,
(1997) ont ainsi estimé que 10% des virus ne sdrgi@s neutralisés par les anticorps, et
ont alors émis I'hypothése d’'un phénoméne posgeleeompétition entre les anticorps
neutralisant le virus et les anticorps anti-idiagyes qui les bloquent. Une autre hypothése
repose sur l'origine cellulaire de I'enveloppe em&e du virus qui lui permettrait
d’échapper a la neutralisation par les anticorgsRIPA (Mebus, 1988). Ces hypotheses
pourraient expliquer I'échec des tentatives de kbppement d’'un vaccin efficace et ce
malgré plus de 50 ans de recherche. En revanchesdais d'immunisation expérimentale
de porc avec la souche portugaise non virulente TB3RB suivis d'une eépreuve
infectieuse avec la souche virulente étroitemed OURT88/1, toutes deux isolées a
partir de tiquesO. erraticusau Portugal, ont conféré une protection contre idekts
africains virulents appartenant au méme génotypeag(kt al, 2011), c’est-a-dire le
génotype |. Ces épreuves d'immunisation suggereatlgtilisation d’'un panel d’isolats
atténués par délétion sélective d’'un ou plusieacs lu génome viral pourrait étre la

meilleure approche pour produire un vaccin efficamatre un ensemble de souches.

Lors d’'une infection, la réponse immune de I'h6eese limite pas a la génération
d’anticorps. Une réponse immunitaire cytotoxiquéctfigue a également lieu, comme
démontré contre un isolat non létal, avec une itapbn des lymphocytes T cytotoxiques
(CTL) (Martins et al., 1993). La production par les lymphocytes T CD8ttn& grande
quantité d’interféron gamma (Alongb al, 1997 ; Leitacet al, 1998) permet de bloquer la
synthese des protéines virales en inhibant I'indrade la traduction. Or, dans les formes

aigues et suraigles de la maladie, une forte leéintepdue a la réduction massive du
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nombre de lymphocytes et de macrophages, assoadiée @eutrophilie a été observée
(Plowrightet al, 1994). De maniéere directe, une lyse massivendesophages infectés a
été constatée, due au bourgeonnement des viruerné&s a la membrane cellulaire et a
leur lyse par des lymphocytes T CD8+ reconnaisspétifiquement les protéines virales
p32 et VP72.

L’infection induit également une réponse cellulain@n spécifique, la réponse NK.
Cette réponse immune a pour objectif de détruiméetoellule anormale dans I'organisme,
c’est-a-dire présentant des antigénes du non-tairasurface, ce qui est bien entendu le
cas des cellules infectées par le virus PPA. Ldlsiles NK agissent en induisant les
cellules anormales en apoptose, puis en lyse. iamgation de l'activité NK a été
démontrée par l'utilisation d’'une souche peu vintde la souche ASF/NH/P68, d’origine
portugaise, dans le cadre des essais vaccinauredansouche homologue virulente L60
(Martins and Leitao, 1994). Si cette étude a déngdam lien entre le niveau de la réponse
NK et la protection, une autre a par la suite dén@doque cette activité était a l'origine

méme de la protection immunitaire (Leitaioal, 2001).

8. Echappement au systeme immunitaire de I'h6te

Le virus PPA comme d’autres virus a ADN (PoxvirAgénovirus ou Herpes virus)
développe plusieurs mécanismes qui lui permettéchdpper aux réponses immunitaires
cellulaires et humorales de son hote (Diebml, 2004). Parmi les quelques 150 genes que
compte le génome du virus PPA, une soixantaineesimée non essentielle a la
réplication virale. lls sont en revanche impliquidns la manipulation et I'échappement a
la réponse immune de I'héte (Yanetzal, 1995).

Parmi les protéines codées par ces genes, lameatédée par le géne A238L a été
trouvée qui, en immobilisant le facteur de trams@ih NFB inhibe I'induction des
cytokines pro-inflammatoires indispensables a p@née immunitaire innée (Powell al,
1996). Cette protéine a aussi une action pro- &tapoptotique selon les étapes de
I'infection, puisque la voie NEB est aussi impliquée dans I'activation de la tcaipsion
des génes anti-apoptotiques (Michestual, 2001). Enfin, cette protéine est également
capable d’'inhiber 'activation du facteur de tramstton NFAT (nuclear factor of activated
T cells) chez les macrophages, facteur qui contt@btivation des lymphocytes et donc la

réponse immunitaire acquise.
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Dans une cellule, l'apoptose bloque la réplicatimale et empéche la dispersion
des nouveaux virions a l'intérieur de I'hnéte. Demimeux virus ont donc développé des
meécanismes pour l'inhiber (Benedettal, 2002; Hay et Kannourakis, 2002). Ainsi, outre
la protéine pA238L, le virus PPA code pour deuxresitprotéines semblables aux
protéines anti-apoptotiques de ses cellules hdgeprotéine pA224L, qui en se liant avec
une caspase-3 inhibe son activité protéasique, ptdtéine pA179L, un homologue de la
protéine Bcl-2, inhibiteur de I'apoptose des celtulNeilanet al, 1993; Afonsoet al,
1996 ; Revillaet al, 1997).

Une autre facon d’échapper a la réponse immunidérd’hdte est de moduler
I'expression des génes dont elle dépend. Ainsiptesiines codées par les génes A528R
(MGF 530), A276R (MGF 360) ou 1329L ont un impaeind la modulation de la réponse
interféron de type | (IFNt et IFN) et de type Il (IFNy) de I'h6te. En effet, les produits
des genes A538R et A276R inhibent directementalastription de ces genes codant pour
les IFN-a et $§ (Afonso et al., 2004) tandis que le produit duegé3R9L, en se liant aux
récepteurs de type Toll (TLRS3), inhibe I'inductidiFN-, mais aussi l'activation de la
voie NFB (de Oliveira et al., 2011). Or, la réponse iréssh de type | ou Il de I'h6te a un
virus est cruciale pour le contréle de I'infectidin effet, leur sécrétion par des cellules
infectées induit une réaction antivirale des ceBuhdjacentes, permettant la coordination
des réponses immunitaires innée et acquise et dolmitation de la réplication virale.
L’inhibition et/ou la modulation de l'induction d®N limite donc la réponse de I'h6te tout
en accroissant la virulence du virus.

Enfin, la protéine virale j4R, une enzyme codéel@airus et couplée a 'ubiquitine
a un réle dans la régulation d'autres voies destrgstion des génes de I'hote (Bulirab
al., 2000, Goatleyet al, 2002), notamment de ceux qui dépendent de lactem des
protéines c-Jun ei-NAC. De méme, la protéine UBCv codée par le geiéll se lie a la
protéine nucléaire SMCY de I'héte qui est impliqdées la régulation de la transcription.

L'importance de la protéine CD2v a été égalementéaoElle contient deux
domaines Ig-like et dispose d’'un peptide signafi’ah domaine transmembranaire. Elle
entraine I'adsorption des globules rouges aux leslinfectées et des particules virales
extracellulaires (Rodriguezt al, 1993, Borcaet al, 1994).In vivo, la délétion de ce géne
induit un retard de I'explosion virémique et dallasémination systémique du virus. Enfin,

son expressioim vitro est nécessaire a la prolifération lymphocytairer¢@et al, 1998)
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9. Persistance et résistance du virus PPA

En plus de sa capacité a se maintenir en échappasysteme immunitaire de son
hote, une autre caractéristique du virus PPA esicasacité a se maintenir dans
I'environnement, c’est-a-dire sa résistance et eaigtance (Penrith et Volsow, 2009 ;
Plowrightet al, 1994), qui induisent un fort risque de réémergenc

En effet, le virus résiste par exemple aux vamaide pH se produisant lors de la
maturation de la viande, ainsi qu’aux processustrdasformation utilisés dans la
fabrication des produits carnés a base de porg,qeeé la salaison (McKerchet al,
1978). Le virus résiste de méme a une large ganmeneadation de températures: 3 4 6
mois dans du muscle squelettique ou de la moefleuse conservés a +4°C (Kowalemko
al., 1965), plus de 6 mois dans les viandes cong@lé28°C, et plus de deux ans a -70°C
(Wilkinson, 1989).

Dans les fluides biologiques tels que le sangjrieswésiste 3 heures a un chauffage
a +50°C (Kowalenkeet al, 1965) et de 70 a 190 jours dans du sang séclsem@na
+20°C. Dans du sérum, le virus reste infectiewesBh et demie a +56°C, un mois a

+37°C et 18 mois a température ambiante.

Méme s'il s'est montré résistant aux nucléases gmaux protéases telles que la
trypsine ou la pepsine (Benges al, 1997, Plowright and Parker, 1967; Plowrigihtal,
1994), le virus PPA est sensible a des nombreutermants chimiques. Son enveloppe
externe, de nature lipidique, est trés sensible salxants, aux détergents, aux agents
oxydants (Kruget al, 2011) et aux désinfectants paraphénylphénoligiasner et al,
1999 ; Cruciére., 2003) chlorés ou iodés (Shatial, 2000). Le virus est également
inactivé aprés incubation d'une heure a +37°C dan$éta-propiolactone, l'acétyle-
éthylene et le glycéraldéhyde, ou 4 jours daneraéaline a 0,5% (Shirat al, 1999).
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[ll. Prophylaxie — lutte contre la maladie

Malgré plusieurs décennies de recherche, aucunnvafftccace n’a encore pu étre
développé contre le virus PPA. Plusieurs stratéggesinales ont été élaborées, utilisant
des souches virales naturellement atténuées otédglde genes de virulence (Alforeto
al., 1998 ; Lewiset al, 2000 ; Salgueret al,2008), des protéines immunogéenes (Nedan
al., 2004 ; Ivanovet al, 2011) ou de I'ADN vaccinal (Perez-Martiet al, 2006 ;
Argilaguet et al, 2011 ; Lacastat al, 2011), mais aucun n’est parvenu a offrir une
protection efficace et compléete des porcs. Cettaton est probablement due au fait que
certains effecteurs de la réponse immunitaire n¢stecore largement méconnus et que le
virus a développé de multiples mécanismes d’échmappe aux défenses immunitaires.
Tous les essais de protection réalisés jusqu'atemant ont permis au mieux une
protection contre un virus homologue ou un retaadsdl'apparition des signes cliniques
(Sanchez-Vizcaino, 2006). Il n’existe pas non plestraitement contre la peste porcine
africaine. En conséquence, pour I'heure, seules ndesures sanitaires offensives ou
défensives drastiques peuvent étre mises en ceowurelytter contre I'expansion de la
maladie.

Ces mesures sont organisées de deux manieres, lsedtetut sanitaire du pays.
Dans les pays indemnes de PPA, les mesures deytarghseront défensives, avec pour
but d’empécher toute introduction du virus danpdgs. Elles consistent en l'interdiction
d’'importer des animaux vivants et des produits ésrissus de porc a partir des zones
infectées. Pour les autres pays, la démarche plagitgue sera plutot offensive. Dans les
pays subsahariens ou il existe un cycle sauvagéramesmission, la claustration des
animaux permettra I'arrét des contacts entre l@naux porteurs de virus et les animaux

sains et ainsi la réduction du risque de transomsgu virus.

Enfin, dans les pays ou le virus est introduit plaupremiere fois, le controle de
I'épidémie consistera en une élimination systénu@ides animaux malades et en contact
avec eux dans un périmetre de sécurité défini. E’@commande ainsi un rayon de 10 km
autour des foyers pour les élevages intensifs eb@dém pour les élevages extensifs
(Geeringet al, 2001). Les carcasses devront étre détruitesngarération et tous les
matériels et surfaces désinfectés. L’introductioa douveaux animaux dans cet
environnement ne se fera qu'apres une période mminde 40 jours suivie d'une
introduction d’animaux sentinelles pour s’assurer’dlimination effective du virus dans

I'environnement (Cruciére, 2003 ; Penrghal, 2004).
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IV. Diagnostic

La peste porcine africaine est une des maladiesplies importantes du porc
domestique, classée a ce titre par 'OIE parminhedadies a déclaration obligatoire. Son
grand pouvoir de diffusion, au-dela des frontieresige d’en effectuer un diagnostic
rapide et fiable afin que les mesures sanitairsepren réponse a un foyer soient les plus
efficaces possibles. En I'absence de vaccin, lémtefdoivent étre concentrés sur une
détection précoce, premier pas vers I'applicaties mhesures appropriées de controle et la

mise en place des programmes d'éradication efcace

1. Diagnostic clinique

Des taux de mortalité tres élevés chez les poragedtiques de tout Age associés aux
signes cliniques et Iésions précédemment décritemidamt amener a effectuer rapidement
un diagnostic de suspicion de la peste porcineaire. Néanmoins, malgré des signes
cliniques clairs, le diagnostic clinique de la PBAvére souvent difficile, et ce pour
plusieurs raisons. Tout d’abord, du fait de I'apjp@n des formes cliniques subaigies et
chroniques de la maladie, au cours desquellesngpteynatologie varie beaucoup, avec
des formes d’évolution lente, des taux de mortaités bas et la possibilité d’animaux
porteurs plus ou moins symptomatiques. Ensuitesepgue certains signes cliniques sont
associés a d'autres maladies microbiennes toutdmpbrcs, ou sont les conséquences des
intoxications auxquelles les porcs domestiques $m# sensibles. Il est de fait tres
important de ne pas confondre la PPA avec la gesteine classique, due a un virus a
ARN, le virus CSFV (pour « classical swine feverusgi»), et dont les signes cliniques et
les lésions sont identiques a ceux observés ede®PA. La confusion entraine souvent
un retard de diagnostic permettant la disséminadionvirus et donc I'aggravation des
épidémies. Un diagnostic différentiel doit égaletn@ime fait avec certaines maladies du
porc qui se manifestent par des signes cutangsratsres et digestifs, comme le rouget,
les septicémies ®asteurella multocidatype B et E), les salmonelloses, la maladie
d’Aujesky, les gastroentérites transmissibles du ples rickettsies et les protozoaires tels
queTrypanosoma suid.a PPA doit également étre différenciée des fésl®emorragiques
occasionnées par les empoisonnements aux rodesticddumariniques (aflatoxines et
stachybotryotoxines) (Cruciere, 2003) qui ont fr&muent lieu suite a l'ingestion de rats

empoisonnés ou de champignons lors du nourrisfageconséquent, dans tous les cas, un
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diagnostic de laboratoire doit étre effectué poomficmer l'infection au virus PPA et

éviter toute confusion.

2. Diagnostic de laboratoire

Une grande variété de tests de laboratoire esbuiisie pour la détection du virus
PPA ou celle des anticorps spécifiques générédepamnimaux en réponse a l'infection
(Arias et Sanchez-Vizcaino, 2002 ; OIE, 2008). permettent une détection rapide et
précise des porcs porteurs ou ayant été en camactle virus PPA. Les techniques les
plus fréequemment utilisées pour la détection dusvgont la réaction de polymérisation en
chaine (PCR), outil diagnostic le plus spécifigegplus sensible et le plus rapide (Aglero
et al, 2003 ; Kinget al, 2003), I'immunofluorescence directe (Boatl al, 1969), et
I’'hnémadsorption (HAYMalmquist et Hay, 1960 Bien que différentes techniques aient été
décrites (Steigeet al, 1992 ; Aglercet al, 2004 ; Hjertneret al, 2005 ; Basteet al,
2006 ; Giammariolet al, 2008 ; Jamest al, 2010 ; McKillenet al, 2010 ; Ronislet al,
2011), le diagnostic moléculaire de la PPA repasammoins sur un nombre assez restreint
de méthodes de PCR conventionnelle et en tempgAgékeroet al, 2003 ; Kinget al,
2003 ; Zsaket al, 2005 ; Fernandez-Pineret al, 2012). Certaines permettent non
seulement la détection du virus PPA, mais aussadactérisation des isolats. Ainsi, Bastos
et al. (2003), puis Lubisket al. (2005), via Il'utilisation de la partie 3'-termiratdu géene
B646L codant pour la protéine de capside VP72 r@mési a discriminer les isolats viraux
en 22 génotypes. Si ces techniques moléculaires rapides, spécifiques et sensibles,
I'OIE préconise également I'isolement viral comnmeyve définitive de la présence de
virus infectieux dans les prélevements.

L’isolement du virus sur porc a été beaucoup pugtigar le passé (Malmquist et
Hay, 1960). Cependant, sa mise en ceuvre est coepiéxonere pour autant pas d’un
diagnostic différentiel avec la peste porcine dtass et est éthiguement tres contestable.
L'avénement des techniques de culture cellulairdepuis remplacé cette méthode, et
aujourd’hui I'isolement viral consiste a inoculeedd cultures de monocytes ou de
macrophages de porc provenant du sang périphédgua, moelle osseuse ou du poumon.
La multiplication du virus dans ces cellules essenén évidence par I'observation d’'un
effet cytopathique et de la propriété d’adsorpti®s hématies sur les cellules exprimant
les antigenes viraux. L'effet cytopathigue consiste un dommage cellulaire

(vacuolisation, agrégats de 5 a 10 cellules, autmtien de la granulosité cytoplasmique,
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lyse), et 'hémadsorbtion se traduit par la formatie rosettes. Cependant, I'émergence de
certaines souches de virus a la fois non hémadsmdbaet faiblement cytopathiques
rendent I'emploi de lisolement viral non suffisambur un diagnostic sdr. L’isolement
viral sur cellules tiendra donc lieu de confirmatiet sera toujours associé a une technique
de diagnostic moléculaire, capabdepriori de détecter I'ensemble des isolats viraux
(Gonzaguest al, 2001 ; Cruciére, 2003 ; Penrithal.,2004).

Pour que le résultat d'un test diagnostic puisse ébnsidéré comme fiable, les
prélevements a partir desquels il est effectué edditre dans un état de conservation
permettant une bonne détection. Habituellementptéevements pour le diagnostic de
laboratoire comprennent des morceaux d’organe (gersglymphatiques, rate, poumon,
foie, rein) ou du sang prélevé sur anticoagulardgs @rélevements, qui doivent étre
effectués sur des animaux euthanasiés ou sur te/res d’animaux morts récemment,
sont difficiles a réaliser sur le terrain. En effédutopsie doit étre réalisée en limitant au
maximum les risques d’écoulement de liquides biglegs pouvant contenir de fortes
charges virales, puis en détruisant les carcassaesinginération. De plus, de tels
prélevements nécessitent une chaine de froid poeicanservation correcte. Or, I'un des
problemes majeurs en Afrique est le maintien déecehaine de froid entre le lieu de

prélevement et le laboratoire d’analyse.

V. Nature et objectifs de cette étude

1. Contexte

Historiguement, les premiers porcs introduits déites de Madagascar étaient des
animaux rustiques, introduits sur les hauts platesec I'arrivée des migrants malaisiens.
Cette premiére introduction a été suivie de celes gorcs ibériques, suite a la
circumnavigation du continent africain par les pgdis au XVéme siécle. Ensuite, le
cheptel porcin s’est principalement constitué dipdu XVileme siecle, sur la base des
porcs européens et asiatiques importés. Enfirgrieennes races européennes telles que le

Yorkshire, le Middle White, le Berkshire, le Lar§¢hite et la Craonnais, réputées pour
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une productivité supérieure, furent introduitescaurs de la premiere moitié du XXéme
siecle (Centre technique de Coopération AgricolRwetle, 2002).

Aujourd’hui, le cheptel porcin malgache compte byilions de téte, chiffre a
comparer avec les 35 millions de volaille, les llions de bovin, les 1,3 millions de
caprin et les 700 000 ovins, positionnant la fdig@orcine au troisieme rang des élevages
en nombre d’animaux, mais au deuxieme rang en raléélevage porcin est donc trés
répandu, dans toute I'lle, mais avec une forte eotmation d’animaux sur les hautes terres
et il constitue une source de revenus et d’acadssgprotéines animales importante voire
vitale pour de nombreux habitants (MAEP, 2004).niRdes races de porc présentes, la
race locale (Figure 15) prédomine aussi au seinatd@®aux reproducteurs, aussi bien
males que femelles. Le nombre de truies de raci@B®est quant a lui estimé a environ
8000 tétes dont plus de 5400 dans la seule prodAcgananarivo (MAEP, 2004).

Figure 15 : Un porc de race locale (Photo : T Raiadnparany)
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Les types d’élevage (Tableau 1) de porc rencoriréadagascar sont I'élevage

traditionnel familial et extensif (porcs en divaiga) (Figure 16), I'élevage traditionnel

semi-intensif (porcs enclos), et I'élevage inten@fevages fermés et distribution de

provendes industrielles) (Ramamonjisiaal. 1998).

Figure 16 : Porcs en divagation a Ambatondrazakhdf® : T Randriamparany)

Tableau 1 : Comparaison des types d’élevage parbMadagascar

Caractéristiques

Divagation

Elevage fermé

Apport de travalil

Minimal

Considérable

Logement En plein air, pieces de la maison Batirtteois, brique, terre,...)
Alimentation Déchets alimentaires, céréales, pasRations commerciales équilibrées :
de complément; peu codteuse colteuse
Eau de puits, eaux usées, sources| . : .
E ' ’ Réserve d’ tabl ligatoir
au naturelles eserve d'eau potable obligatoire
. Faible ; peut augmenter avec une . .
Production : b g A Elevée ; mais demande beaucoup
meilleure nutrition et contrble des | . !
X d’investissements
maladies
: Monte naturelle extensive (contréléeMonte naturelle controlée ;
Reproduction

ou non)

insémination artificielle

Qualité de la viande

Peu grasse

Plus grasse

Systeme d’élevage

Systeme d’élevage extensif

Habituellement une seule entreprise
intensive

Soins vétérinaires

Fer, vitamines, antiparasitaires,
castration ; soins traditionnels
(plantes, huile de vidange),
vaccinations ;

occasionnels

Fer, vitamines, antiparasitaires,
castration, contrle de maladies
virales, bactériennes et parasitaires
fondamental pour une production
efficace ; fréquents
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Deux grandes maladies porcines ont sévi a Madagaseat I'apparition de la
PPA en 1997-98 : I'encéphalomyélite porcine a Tesiths (présente depuis 1945), et la
peste porcine classique (PPC) (apparue en 196%e(rRd al, 1999). Toutes deux ont
causé des pertes importantes dans l'industrie p@roialgache. La PPA quant a elle
semble avoir été introduite suite a l'utilisatioesdeaux grasses et des déchets alimentaires
provenant de navires assurant la liaison entrét@ est africaine et Fort-Dauphin, dans le
sud-ouest de I'lle (Roussedt al.2001; Rogeret al, 2000). Dans un contexte de
vaccination renforcée contre la peste porcine igjass famijidina en malgache) et
I'encéphalomyélite porcine a Teschoviruanoletakq, I'efficacité et/ou I'innocuité des
vaccins ont été fortement remises en question gmeéleveurs, qui depuis sont réticents
voire refusent de vacciner leurs porcs (Rousseil.2001). Suivant cette premiére entrée
du virus, a partir du début de l'année 1999, unmpee réseau de surveillance
épidémiologique a été instauré par les servicesrim@ires et une section dédiée au
diagnostic de la PPA a été mis en place au seitudaé de virologie de I'lnstitut Pasteur
de Madagascar (IPM), avec I'appui financier de laiddn du Petit Elevage (MPE), de la
Coopération Francaise, et de la FAO au travers pfojet de coopération technique (PCT/
FAO/MAG8923/E).

L’éradication de la PPA, qui repose sur des messaagaires drastiques, demeure
difficile, méme sur une fle. En quelques année¢esmnt, la maladie a envahi une tres
grande partie du territoire et, le pays possédastrdoyens financiers, de contrble et de
suivis tres limités, I'éradication de la maladiearpas été réalisée. Ainsi, des foyers
épisodiques sont toujours détectés sur I'ensembliild. De plus, un cycle sauvage de
maintien et de transmission du virus est poteetiedint existant, avec la présence d’hotes
sauvages et du vecteur. En effet, d'une part lamothere Potamochoerus larvatusu
lamboalaen malgache) prolifere dans de nombreuses zongsayki et peut rentrer en
contact avec les porcs domestiques (Ravaomastaada 2011), d’autre part, une espece de
tigues du complex®. moubataest également présent®.(porcinus porcindset pourrait
jouer a la fois le réle de réservoir et de vectirita maladie (Ravaomanaeial, 2011 ;
Rogeret al, 2001 ; Goutareét al, 1999).

Pour contrebalancer les effets dévastateurs deollaction de la PPA, un plan de
relance de la filiere porcine a été mis en plac&@d0 par les services vétérinaires, en
collaboration avec la Maison du Petit Elevage (MPEE} appuie sur plusieurs arrétés
interministériels qui définissent les mesures aptetfoen terme de lutte offensive et

défensive contre la PPA. Ainsi, en janvier 2002,véPrats de race Large White ont été
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importés de l'lle de la Réunion en vue de 'améliimn génétique et de la reconstitution
du cheptel, avec a charge pour la MPE de dévelapmefiliére d’'insémination artificielle
(Fournier, 2005). Trois zones pilotes d’élevage nalamtes en nourriture ont été
sélectionnées pour cette relance : les régions deoway au nord-ouest de Iile,
d’Antsirabe sur les hauts plateaux, et de Tsiroamalitly a I'ouest. Des prélévements, des
certifications d’élevage indemne et des formatidaestinées aux éleveurs et techniciens
ont été realisées, des affiches et des plaqueligf®rchation ont été distribuées pour
eéduquer les éleveurs (Vidon, 2003).

La transmission du virus se faisant le plus soywdirectement d’un porc malade a
un porc sain ou par contact avec du matériel ou diehets alimentaires souillés, la
divagation des porcs (trés importante dans cegadgions de production), le contact lors
des échanges commerciaux ou au cours des satlies,comme le contact avec des
animaux d'autres espéces (poules, chiens, rats) afgissent comme des vecteurs
mécaniques d’introduction de la maladie dans lesagles (Costarét al, 2009). Une
étude menée en 2004 sur des porcs amenés a lialzattitailleurs montré un taux de
prévalence de l'infection variant de 14 a 18%, et2806 des enquétes réalisées par la
MPE ont estimé & 42,5% la proportion d’éleveursdgdglarent avoir eu au moins un foyer
de PPA au cours des années précédentes (MPE 2006).

2. Problémes rencontrés dans les pays tropicaux

Dans les pays tropicaux et selon les régions, gpéeature peut varier de 0°C a
+45°C. Il est donc primordial de gérer la chainefaéd lors de I'acheminement des
préléevements du terrain vers le laboratoire. Laungpde cette chaine de froid, en effet,
dégrade les échantillons, ce qui peut conduireegpente de signal et donc a I'impossibilité
de détecter des agents pathogenes. La collecteebygments est rendue plus difficile par
I'inaccessibilité du terrain (mauvais état ou alserd’infrastructure routiere), les

mauvaises conditions météorologiques et le mangueayens logistiques.

Aussi, effectuer un maillage du territoire permettde lutter efficacement contre la
maladie requiert une procédure slre et peu onéreaettant I'expédition de matériels
provenant des régions les plus isolées vers lesd#dires d’analyse éliminant la chaine de
froid et prévenant la dégradation des déterminamtsobiens, qu’ils soient antigéniques

ou nucléiques.
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3. Objectif de I'étude

Dans le monde, la PPA est donc une contrainte asanitnajeure qui limite le
développement de I'élevage porcin, ce qui a un ahpaportant sur I'économie des pays
ou elle sévit, mais aussi des pays avoisinanestitionc primordial de pouvoir la détecter
tres précocement afin d’en réduire les conséqueraesprévention et le contrdle de
I'infection nécessitent donc un outil de diagnoatapté a la situation de terrain et pouvant
conduire a une meilleure compréhension de I'épidi@gie de la maladie.

A Madagascar, pays a vocation agricole ou I'élevagecin tient une place
primordiale sur le plan économique et social, lesditions environnementales (structure
vétérinaire, infrastructure, climat) ne permettpas d'établir un maillage suffisant du
territoire et donc d’obtenir suffisamment de dorméapables d’expliquer I'épidémiologie
(maintien et transmission) de la maladie dans. |lke développement d’un outil adapté
devrait donc permettre de pallier ces conditiorfavi#ables.

L’émergence de la PPA en Cote d’lvoire en 1996 teagre une perte de 30% du
cheptel national dont 80% des porcs du secteur @mah. Si la maladie n’avait pu étre
maitrisée que grace a des mesures d’abattagecenttéle tres strictes, le pays en avait été
depuis déclaré indemne. La collecte de prélevemtam$ ce pays permettra ainsi de tester
la spécificité de I'outil que nous allons développe

Depuis quelques années, des méthodes d’échanstiena base de sang séché sur
du papier filtre ne nécessitant pas de continugdadchaine de froid (Pitcovskt al,
1999 ; Vilceket al, 2001 ; Joseph et Melrose, 2010 ; Utten#iadl, 2013) et permettant
la détection de matériel génétique ont été dévélepSteigeet al, 1992 ; De Swargt
al., 2001 ; Abdelwhalet al, 2011). Ces méthodes reposent sur l'utilisatierpapier filtre
spécialement congu pour dénaturer les protéinpseserver les acides nucléiques (papier
FTA), ou de papier filtre sans aucun additif (pa@®M). L'utilisation de ces derniers a
'avantage de permettre également la détectiontid@mps sériques et l'isolement de
certains virus puisqu’ils ne dénaturent pas ledémes. Aussi, pour contrebalancer les
problemes inhérents a I'échantillonnage en conultitropicales, nous avons choisi de
procéder a des prélevements sur papier filtre addgifs nous permettant par la suite de
détecter le virus, de l'isoler, et de détecteraeticorps dirigés contre lui.

Le premier objectif de cette étude est donc d'éxalas capacités du papier filtre
3MM en terme de détection du virus PPA, en apphtj@aces prélevements un panel de

tests de diagnostic comprenant la PCR conventi;rialPCR quantitative en temps réel,
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I'isolement viral et la détection d'anticorps cileats. Pour évaluer la capacité de
résistance du papier filtre aux conditions tropsaline étude de la stabilité thermique des
prélevements sera également réalisée. Ces tesist ssffectués en paralleles sur des
prélevements réalisés lors des essais vaccinaocarghtions controlées.

Les résultats, basés sur un large échantillonnage & Madagascar qu’'en Cote
d’lvoire, serviront par la suite a évaluer la piénae de la PPA dans les deux pays et donc
d’apprécier le risque représenté par la PPA dassrégions, ce qui constitue le second
objectif de cette étude.

Enfin, a Madagascar, I'hnypothese qui prévaut est ltgpidémie de PPA qui a eu
lieu dans I'lle a fait suite a l'introduction unigu’une seule souche virale. Il sera donc
procédé a un séquencage partiel de souches isolres2008 et 2010 pour caractériser ces
souches au niveau moléculaire, et une analyse géiylique des souches malgaches sera
effectuée pour mieux comprendre les relations nmellas souches virales entre elles.
L’évolution d’une population virale ayant un seulcétre commun sera étudiée, ce qui

constitue le troisieme objectif de cette étude.
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|. MATERIELS ET METHODES

Cette partie décrit les matériels et méthodes guieté mis en ceuvre lors de cette
étude. Les travaux ont été réalisés a partir des ttampagnes d’échantillonnage. La
premiere a été reéalisée a Madagascar, la second€bé&n d’'lvoire (prélévements
« terrain ») et la derniére lors des infectionséexpentales effectuées par trois laboratoires
européens (ANSES (Agence Francaise de SécuritéaBandes Aliments, Ploufragan,
France), CReSa (Centre de Recerca en Sanitat AnBaatelone, Espagne) et CISA
(Centro de Investigacion en Sanidad Animal, Madrspagne). Les échantillons
biologiques sont donc issus de porcs domestiques porcs EOPS (exempt d’organismes
pathogenes spécifiques) infectés expérimentalerh@msemble de ces prélevements a été
utilisé pour déterminer la sensibilité et la spéitd des différentes méthodes de diagnostic
effectuées a partir de sang séché sur du papiardwomparé ensuite a des prélevements
plus classiques, a savoir du sang complet prélevéasticoagulant ou des fragments
d'organe. Les analyses sérologiques et virologiqaes été effectuées en partie au
Laboratoire National de Diagnostic Vétérinaire (LYWDde Madagascar, et en partie au
CIRAD (Centre International de Recherche Agronoraigpour le Développement,

Montpellier, France).

1. Echantillons

Sur le terrain, différents types d’échantillon d@té collectés selon le statut des
animaux. Du sang complet a été prélevé sur tubefEETappliqué sur du papier buvard
Whatman 3MM (VWR, Fontenay-sous-Bois, France) ldes 'abattage d’animaux a
I'abattoir ou dans des aires d’abattage collectivgzes une prise de sang sur la face
supérieure de l'oreille des animaux, des bandsleltepapier buvard de 5cm x 1cm ont été
imbibées de sang complet, séchées a températuiarampuis conservées comme décrit
par Michaudet al, (2007). Les sérums ont été récupérés apres urefegation de 5
minutes a 600 g, puis conservés a -80°C jusquidation. Aprés autopsie de I'animal, un
fragment d’organe cible du virus PPA (rate, reinganglions lymphatiques) de 5 tm
environ a été prélevé et placé immédiatement a +4é€ fragments d’organe ont ensuite
été congelés dans de 'azote liquide pour assereahsport vers le laboratoire, puis placés

a -80°C pour conservation jusqu’a leur utilisation.

45



Travaux de recherche

Dans les élevages, tout comme lors des expérin@magtinimales en milieu
controlé, seul le sang a été prélevé sur les animaupied, en tube EDTA et sur papier
buvard Whatman 3MM.

1.1. Echantillons prélevés lors des études expérintales

Des prélévements de sang sur tubes EDTA, sur tsbes et sur buvards ont été
effectués au cours de quatre expérimentations desméalisées dans le cadre des essais

vaccinaux ou d’étude de virulence utilisant plussesbuches de virus PPA.

La premiére expérimentation animale, réalisée a&aACén 2009, avait pour but
d'étudier la virulence de la souche ArmO7 (génotyipe isolée en 2007 sur porc
domestique lors d’'un foyer en Arménie. Pour cetiiel@ six porcs ont été utilisés : quatre
porcs (C1 — C4) inoculés par voie intra musculatravec une dose de 10 HéDet deux
porcs C5 — C6 non inoculés mais placés dans le m&mks au contact des porcs

inoculés. Les prélévements de sang ont été effeét®e 5, 9 et 12 jours apres linfection.

Cette expérimentation animale a permis de comgardétectabilité par PCR du
virus PPA a partir de sang complet et de sang igm@r&ur papier buvard 3MM, ainsi que
la performance du papier 3MM comme support de pedieent face a un autre papier
buvard, le papier FTA (Braas al, 2013).

La seconde expérimentation animale a été conduit€ReSA en 2011 dans le
cadre d’'une étude comparative de la virulence fiérdntes souches de virus. Au cours de
cette étude, deux groupes de trois porcs ont &étés avec une dose de! HADsode la
souche Ben97/1 ou de la souche E75, toutes dewxrtappnt au génotype | viral. Les
prélevements ont été effectués a 1, 2 et 4 joussdjinoculation pour le groupe de porc, 1

eta 3, 5, 7 et 9 jours pour le groupe 2.

Les troisieme et quatrieme expérimentations anisnafe été réalisées a 'ANSES
Ploufragan en 2011. Concernant la troisieme, igis’d’'un essai vaccinal utilisant des
souches virales du génotype |. Au cours de cefl,essat porcs ont été infectés avec une
dose de 1DHADs, de la souche OURT88/3, une souche naturelleménaite isolée au

Portugal en 1988. Apres 21 jours, une premiereudprénfectieuse a été réalisée avec
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10*HADsode la souche OURTS88/1, une souche trés proche gieaiére, mais virulente.
Enfin, 21 jours plus tard, les porcs ont subi ueeosde épreuve infectieuse utilisant 10
HADsode la souche virulente Ben97/1 (isolée au Béni@G&Y). Les prélévements ont été
effectués a 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35, 41, 45 ebdssjapres l'infection.

La derniere expérimentation correspondait quariteau@e étude comparant deux
méthodes de vaccination, par inoculation d'un meptou par l'utilisation d’'une ou
plusieurs souches virales. Au cours de ces étdégsorcs ont été vaccinés (les souches de
virus « vaccinales » ont été tenues confidentiplles0 et a J14 puis infectés aveé 10
HADsode la souche d’épreuve E75 (génotype I) & J28pt&svements ont été effectués a

27, 35, 42 et 49 jours apres la premiére inoculatio

1.2. Echantillonnage « terrain »

A Madagascar, un échantillonnage de porcs domestiguwovenant des zones
infectées a été effectué de 2008 a 2010 dans &woab et les €levages (Tableau 2). Les
prélevements ont eu lieu suite a la suspicion dayer sur le terrain ou au cours des
campagnes de surveillance active. Dans ce deragrles sites de prélévement, localisés
sur la Figure 17, ont été choisis selon deux @ster’'importance de I'élevage porcin
implanté et la présence simultanée d’élevage diatfair. Madagascar est divisé en 22
régions, issues du redécoupage des 6 anciennasqaevSur ces 22 régions, 13 ont été
visitées a des fins de collecte, chacune des @@amnes provinces étant représentées par au

moins une région.

Tableau 2 : Nature et lieu de prélévement des édlmars collectés a Madagascar et en Cote d’lvardre
2008 et 2010
A

Pays Madagascar Céte d'lvoire
Année 2008 2009 2010 2009 - 2010
s . Papier . Papier . Papier
Prélevements| Sérum buvard Rate | Sérum buvard Rate | Rate| Sérum buvard
Abattoirs 30 30 30 115 115 | 115 | 45 - -
Elevages - - - 422 - - - 346 346
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Zones de collecte des prélevements
de Madagascar

M) Zones de colbecte des prilin ements

Figure 17 : Sites de prélévement & Madagascar aumsdes année%_2_908 a 2010

'
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La Céte d’'lvoire a été déclarée indemne de PPA idegau moins 10 ans suite aux
foyers apparus en 1996. Lors d’'une campagne deiance en 2009 — 2010, 346 porcs
ont été prélevés a I'abattoir du district d’Abidjgui, étant le seul abattoir de ce type dans
le pays, est le lieu de convergence de la plupstpbres destinés a I'abattage, ainsi que
sur des animaux sur pied dans la région de Beéousmtre du pays). Au total, 246
échantillons provenant des animaux élevés en éevagderne (porcs élevés en
claustration) et 100 provenant d’élevage traditer(porcs coureurs ou en divagation)ont
éte prélevés. Ces échantillons, qui consistaierduesang séché sur papier filtre 3MM et
du sérum ont été utilisés dans notre étude afwalliér la spécificité des méthodes mises
en ceuvre.

Zones de collecte des préelevements
en Cote d’lvoire

w + E MY Zones de collecte des prélévements

Figure 18 : sites de préléevement en Cote d’lvoiecaurs des années 2009 a 2010
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2. Influence de la taille du fragment de papier fire sur la détectabilité du virus
PPA

Des bandelettes de papier filtre de 5 cm X 0,5 otrété imbibées avec des dilutions
de virus PPA dans du sang complet de porc. Lesiatiki de raison 3 ont été réalisées a
partir d’'une culture virale de la souche E70 (g¢petl) titrant a 188 HADso, soit de
3x10*® & 3x16-8 particules virales par ml. Les bandelettes degudjlire ont été plongées
dans les tubes contenant les différentes dilutieéshées a l'air libre, puis conservées a

température ambiante (22°C — 25°C) jusqu’a utilisat

Pour évaluer l'influence de la taille du fragmeatmhpier filtre dans la détectabilité
du virus PPA, le diagnostic moléculaire par PCRéaréalisé sur des morceaux de 0,3°mm
a6,25 mm.

3. Traitement des échantillons

Les analyses virologiques et sérologiques qui det effectuées a partir des
prélevements ont pour objectifs de valider les neples de détection a partir de buvard
imprégné de sang et de caractériser les souchedrude au moyen de reconstruction
phylogénétique portant sur plusieurs parties duogén Ces analyses comprennent la
détection des anticorps dirigés contre le virusgégection moléculaire du virus par des
techniques d’amplification génique conventionnelles en temps réel, ainsi que
l'isolement viral. Les produits d’amplification géms au moyen de la PCR
conventionnelle ont été séquencés afin de carsetéiés souches malgaches au niveau
moléculaire et de déterminer les relations phylégjgnes existant entre elles ainsi qu'avec

les autres génotypes viraux.

3.1. Analyses sérologiques : détection des anticargirigés contre le virus PPA
par la méthode ELISA

Quarante-six échantillons provenant des essaisinaoc réalisés lors de la
troisieme expérimentation animale (cf. supra) détugilisés pour la détection d’anticorps
dirigés contre le virus PPA dans le sang séch&apier filtre. Le kit employé pour la
détection a été le kit commercial « Ingezim PPA@nPac » (Ingenasa, Espagne) dont le
protocole a été adapté a I'utilisation de sang é&écin une matrice.
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Le test a été réalisé comme suit : un fragmentQdedh2 de papier filtre imbibé de
sang séché a été découpé et plongé dans 100 (jiludatdiu Kit ELISA, puis incubé
pendant 2 heures a température ambiante. L’éle&t dilué au 1/5 (au lieu de la dilution
au 1/2 préconisée par le fabriquant lors de lsdiion de sérum) afin de réduire les
interférences dues a la présence d’hémoglobinerat d'augmenter la sensibilité du test.
La suite du protocole suit les instructions quefdarnisseur stipule pour un ELISA

utilisant du sérum.

L’analyse a été faite en paralléle avec les sérapmpariés provenant de la méme
expérimentation animale.

Afin de connaitre la prévalence du virus PPA déaies la détection des anticorps
dirigés contre le virus dans les prélevements daséle Madagascar a été réalisée avec le
méme kit ELISA.

3.2. Détection moléculaire du virus PPA

3.2.1. Extraction des acides nucléiques a partir deorganes de porc et
de sang prélevé dans des tubes contenant de 'TEDTA

Les organes ont été préalablement coupés en marpe#@ibroyés dans du milieu de
culture MEM additionné de sels de Earle (Eurobiddomogénat a ensuite été clarifié par
centrifugation a 1000 g pendant 10 minutes puistiéetion des acides nucléiques a été
réalisée a partir de 200 pul de surnageant claifiénoyen du kit High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche) aprés un traitement a tagmase K, selon les spécifications du
fournisseur. En ce qui concerne le sang prélevamtizoagulant, I'extraction a été réalisée
a partir de 100 pl de sang complet. L'ADN extrdiparifié a été élué dans 200 ul d’eau
ultra pure stérile et placé a -20°C jusqu’a utflsa

3-2-2. Amplifications géniques

3.2.2.1. Amplification génigue par PCR conventionrikes

Les deux PCR conventionnelles qui ont été miseseenre ciblent la partie 3’

terminale du gene B646L qui code pour la protéiagenre de la capside virale, la protéine
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VP72. Les amplifications ont été réalisées a pdds acides nucléigues extraits d’organe
ou de sang total ou a partir du sang séché surdbuva

3.2.2.1.1. PCR directe sur papier filtre imprégne d
sang de porc

Des fragments de 2,5 mmz2 de papier filtre imprédaéang provenant des porcs
« terrains » ou issus des expérimentations animatgsété découpés et plongés sans
traitement préalable dans un mélange réactionmeposé de 0,4 UM de chague amorce du
couple VP72-sens (5-TCGGAGATGTTCCAGGTAGG-3) et VYRrev (5-
CGCAAAAGGATTTGGTGAAT-3") (Michaud et al, 2007), 250 pM de dNTP et 2,5
unités de polymérase Pfu (Stratagene, Amsterdamm)plété a 80 ul avec de I'eau ultra
pure stérile. La réaction de polymérisation a gesété réalisée comme suit : une premiére
étape de dénaturation de 5 minutes a +95°C, sdevigs cycles composés de 30 secondes
de dénaturation a +95°C, 30 secondes d’hybridatemamorces a +55°C et 30 secondes
d’élongation a +72°C. Enfin, une élongation findée7 minutes a +72°C a été réalisée. Les
produits d’amplification ont été visualisés pawifination au rayonnement UV apres
migration électrophorétique dans un gel d’agargSe&elen TAE 1X.

3.2.2.1.2. PCR sur acides nucléiques extraits
d’organes de porc

A partir des ADN extraits d’organe de porc, le frent de géne B646L a été
amplifié dans un mélange réactionnel contenantiD8’ADN, 10 uM de chaque amorce
du couple VP72-d (5-GGCACAAGTTCGGACATGT-3) et VRU (5-
GTACTGTAACGAAGCAGCACAG-3) (Bastos et al, 2003, PCR diagnostic
recommandée par I'OIE), 250 uM de dNTP et 0,5 pdgmérase (Qiagen), complété a
50 pl avec de I'eau ultra pure stérile. Apres 5utes de dénaturation a +95°C, 30 cycles
composés de 30 secondes de dénaturation a +95%¥ec80des d’hybridation des amorces
a +50°C et 30 secondes d’élongation a +72°C, eté&imegation finale de 7 minutes a
+72°C, les produits d’amplification ont été vissak par illumination au rayonnement UV

apres migration électrophorétique dans un gel dasgal,5% en TAE 1X.
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3.2.2.2. Amplification génique en temps réel

Le principe de la PCR quantitative en temps répbse sur le suivi cycle apres
cycle de la réaction d’amplification de I'ADN au gem d’'un marqueur fluorescent fixé
sur une sonde spécifique du fragment de gene tilieensité de la fluorescence mesurée
sera directement proportionnelle a la quantité dNADitialement présent, et donc au
produit d’amplification présent dans le mélangectiéanel. Deux PCR quantitatives
ciblant le gene de capside B646L ont été utilis@ascours de cette étude. L'une
(recommandée par I'OIE) utilise une sonde TagMdéveloppée par Kingt al en 2003
tandis que l'autre utilise la sonde commerciale #H32 (Universal Probe Library, Roche)
(Fernandez-Piner@t al, 2012). Tout comme pour la PCR conventionneks, deux
méthodes ont été utilisées avec comme matricecidesanucléiques extraits d’organe ou
de sang total ainsi qu’'a partir de sang séché suarll sans traitement préalable. Les
cycles d’amplification ont été réalisés dans unrrtieeycleur Mx3005P (Stratagene,

Agilent technologies, Courtaboeuf, France).

La premiére PCR en temps réel a été realisée danmélange réactionnel
contenant 20 ul de Gene Expression Mastermix 2Xplid@d Biosystems, Warrington,
Angleterre), 0,4 uM de chaque amorce (King-s, PECTCATGGTATCAATCTTATCG
A3 et King-r, 5-GATACCACAAGATCRECGT-3’), 0,25 uM de sonde 5’-[6-carboxy-
fluorescein(FAM)]-CCACGGGAGGAATACCACCCAGTG-3-[6-carboxytetramethyl-
rhodamine (TAMRA)]) et 100 ng d’ADN ou 1,25 mmz? gapier filtre imprégné de sang,
complété a 40 ul avec de 'eau ultra pure stéidemélange a alors été soumis a un cycle
d’amplification consistant en 3 minutes de déndtomaa +95°C suivi de 45 cycles de 10
secondes a +95°C et 30 secondes a +58°C. La fieares du fluorochrome a été mesurée

au cours de chaque cycle d’élongation.

En ce qui concerne la seconde PCR en temps i@elplification a été réalisée
également en prenant comme matrice 100 ng d'acidelgiques extraits ou 1,25 mmz de
papier filtre imprégné de sang. Le mélange réangboontenait 0,4 UM de chaque amorce
(ASF-VP72-F, 5-CCCAGGRGATAAAATGACTG-3' et ASF-VP?R, 5-
CACTRGTTCCCTCCACCGATA-3), 0,1 pM de sonde UPL#1655'-6-FAM-
CGCCAGGA-3'-dark guencher dye) et 20 ul de Lightcley 480 Probes Master 2X
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(Applied Biosystem), complété a 40 pl avec de l'edtra pure stérile. Le cycle
d’amplification était composé de 5 minutes a +95Wvi de 45 cycles de 10 secondes a
+95°C et 30 secondes a +60°C. Le fluorochrome alétécté au cours de chaque cycle

d’élongation.

La PCR en temps réel utilisant la sonde UPL#16@haieés rapidement montré une
sensibilité plus importante que la PCR développéae Pon King, cette derniére a
progressivement été abandonnée. Aussi, seule la@P@rps réel UPL a été appliquée

pour tous les échantillons.

3.3. Isolement viral

L’isolement viral a été réalisé sur des macrophadesolaires de porc (Malmquist
et Hay, 1960) extraits du poumon de porcelet paada broncho-alvéolaire selon la
procédure suivante. Aprés anesthésie et exsanguindé I'animal, le tractus coeur —
poumon est prélevé. Le poumon est alors lavé avdeBE 1X supplémenté avec 20 U/ml
de pénicilline, 20 pg/ml de streptomycine et 0,3npgd’amphotéricine B (Gibco), ceci
permet d'éviter la prolifération des bactéries @s dhampignons présents dans les voies
respiratoires. Les cellules sont ensuite centréggéendant 2 min a 370 g, lavées dans du
PBS 1X additionné du méme mélange d’antibiotiquegtmgiques, puis reprises dans du
milieu de culture. Suite a une numeération des ledlvivantes avec du colorant vital bleu
trypan, celles-ci sont ensemencées dans des pldgquadture cellulaire de 24 puits a une
concentration de 8,5 x 1@ellules par puits, et incubées a +37°C et 5% @g Ce milieu
de culture est composé de MEM additionné de selgatke (Eurobio), supplémenté de
sérum de foetus bovin (10%), de pénicilline (20 Y/rde streptomycine (20 pg/ml) et
d’amphotéricine B (0,5 pg/ml) (Gibco).

Apres une nuit d’incubation, le milieu de culturs eetiré et I'isolement viral est
réalisé a partir de 150 pl d’'un inoculum composéudageants d’homogénats clarifiés
d’organe, de sang complet ou d’éluats clarifiepdpier filtre imbibé de sang. Aprés une
heure d’incubation a +37°C et 5% de £ 0noculum infectieux est retiré et remplacé par
1 ml de milieu de culture. Les cellules sont almsubées et I'apparition d’'un éventuel
effet cytopathique est contrdlé quotidiennemengjdut de globules rouges de porc aux
cultures permet quant a lui d’observer le phénom#Ehémadsorption a la surface des

macrophages infectés. Au bout de 5 a 7 jours,Utgres sont soumises a deux cycles de
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congélation/décongélation a -80°C, puis les suraaigesont clarifiés par centrifugation et
placés a -80°C jusqu’a utilisation. L'amplificaticsiu virus est réalisée par plusieurs

passages successifs.

Les inocula issus des papiers filtres ont été pé&spaomme suit : un morceau de
bandelette de papier filtre imbibé de sang de @B a d'abord été plongé quelques
minutes dans 350 pl de milieu MEM plus sels dededré sang séché a alors été élué du
support par écrasement a l'aide d'un pilon stépilés clarifié¢ a 8000 g pendant une

minute.

4. Détermination de la viro-prévalence et de la sérprévalence de la PPA a
Madagascar

Les résultats des analyses virologiques et séwplegi réalisées a partir des
échantillons «terrain » ont été utilisés pour Wéieer la viro-prévalence et la séro-
prévalence [f) de la population porcine malgache. Exprimées enrgentage, les
prévalences sont calculées par la proportion dubnend’individus positifs (n) dans

I'effectif total de la population (N). Soit :

Pour tenir compte du biais lié a I'échantillonnalgs, résultats de prévalence sont
affectés d’un intervalle de confiance & 95% ouysICa prévalence est alors formulée

comme Ssuit :

Ou p est la proportion d’animaux détectés et rolabre d’animaux testés.
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5. Caractérisation moléculaire des virus PPA malgdes

5.1. Amplification des genes cibles

Les réactions d’amplification ont été effectuéescala polymérase FailSafe (Tebu
EPICENTRE), une enzyme tres fidele puisqu’elle rpooe les nucléotides avec un taux
d’erreur de seulement 3,3 x 10 Cette enzyme posséde a la fois une activité
endonucléasique générant des extrémités franch®®Nd’'mais aussi une activité 3’
exonucléasique qui accroche une adénine supplémeftan comprise dans la matrice)
en fin d’élongation. Ces propriétés permettent wegder ensuite au clonage des produits
d’amplification indifferemment dans .un plasmide eriva extrémités franches, ou
cohésives avec une thymine non appariée. Les gemeagments de gene ont été
amplifiés entre les couples d’amorces suivants :  72/@ (5’-
GTACTGTAACGCAGCACAG-3') et VP72-U (5-GGCACAAGTTCGBCATGT-3")
pour le géne B646L, ASFp22-5'-seq (5-AAATGAG ACTCCAAAAA-3’) et ASFp22-
3’-seq : 5 -AAAAAGGATACGATGAGCCTAATG-3') pour le @ne KP177R, et p30/32-
P1 (5-TGCCAAGCATACATAAGTTG-3) et p30/32-P2 (5-
ATTTTGCTGTTTATGAATCC-3’) pour le géene CP204L. Le taage réactionnel
contenait 100 ng d’ADN, 25 ul de tampon PCR Fa#Saf2X, 2,5 U de polymérase, et 0,5

uM de chaque amorce, complété a 50 pl avec de likaupure stérile.

Les amplifications géniques ont été réalisées comsuite un cycle de dénaturation
de 5 minutes a +95°C suivi de 30 cycles de 30 skowmle dénaturation a +95°C, 30
secondes d’hybridation des amorces a +50°C pouydass CP204L et B646L ou +55°C
pour le géne KP177R et d’une élongation a +72°G@esecondes pour le géne B646L, 45
secondes pour le géne KP177R et 50 secondes pgenéeCP204L. Une élongation finale
de 7 minutes a +72°C a également été réalisée.

La taille des produits d'amplification a été cold® apres migration
électrophorétiqgue dans un gel d’agarose 1% (Qbmgen TAE 1X et illumination au

rayonnement UV, contre un marqueur de poids madéeutie 100 pb (Biolabs).
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5.2. Clonage des amplicons — sélection des clonastBriens — préparation
d’ADN plasmidique

Avant d’étre clonés, les amplicons ont été purifiégprés migration
électrophorétique dans un gel d’agarose 0,8% en TRELes bandes d’ADN de taille
attendue ont été excisées du gel puis purifieeaideldu kit Ultra Free DA (Millipore)
selon le protocole du fournisseur.

Le clonage des amplicons purifiés a été effectuss da vecteur pCR 2.1-TOPO
(Invitrogen), un plasmide ouvert dont les extrémigé se terminent par une thymine non
appariée et sur lesquelles est fixée une topoisEBBELINE enzyme qui permettra la ligation
de l'insert dans le vecteur. Le mélange réactioneeligation contenait 50 ng de vecteur,
I'insert dans une proportion 1:3 et 1 pl de tampah complété a 6 pl avec de I'eau ultra
pure stérile.

Apres 10 min d’incubation a température ambiantes dactéries chimio-
compétentegscherichia coliTop10 (Invitrogen) ont été transformées par checrhique
avec 3 ul de réaction de ligation, puis ensemenséesun milieu gélosé LB Agar

contenant de I'ampicilline & 150 pg/ml et incubaeis37°C pendant une nuit.

Le criblage des colonies a été effectué au moyemed’amplification génique
utilisant des amorces localisées de chaque cositeld’insertion, ceci afin de contrbler la
présence et la taille du fragment d’ADN inséré diangecteur. Une dizaine de colonies a
été sélectionnée et directement ajoutée a un metlaggctionnel contenant 2,5 U de
polymérase (Qiagen), 1 pM de chagque amorce du eoupCR2.1-5 (5'-
TTTATGCTTCCGGCTCGTAT-3) et pCR2.1-3' (5-TACAATTCAETGGCCGTCGT-
3’), 200 uM de chaque dNTP, 5 pl de tampon 10Xeefehu ultra pure stérile (gqsp 50ul).
Le mélange a été ensuite soumis a une amplificgommque de 5 minutes a +95°C (ce qui
permet I'éclatement des bactéries et donc 'acbiéigia 'ADN plasmidique), puis de 35
cycles de 50 secondes a +95°C, 50 secondes a €8@Wsecondes a +72°C, suivis d'une
élongation finale de 7 minutes a +72°C. Les ampblcgénérés ont alors été visualisés par
illumination au rayonnement UV aprés migration #lgghorétigue dans un gel d’agarose
1% en TAE 1X contre un marqueur de poids molécellaie 100 pb (Biolabs). Les
bactéries pour lesquelles le fragment d’intérétté@ amplifié correctement ont été
sélectionnées pour étre multipliées afin de praduie large quantité d’ADN plasmidique,
plus facilement utilisable pour le séquencage.
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Chaque colonie bactérienne sélectionnée a étéamisalture dans 10 ml de milieu
LB contenant 100 pg/ml d’ampicilline. Apres unetrdiincubation a +37°C sous agitation
continue (220 t/min), les bactéries ont été camjpbs a 4000 g pendant 10 minutes.
L’ADN plasmidique a alors été purifié au moyen duWizard Plus SV Miniprep DNA

Purification System (Promega), selon les instrungtidu fournisseur.

Enfin, la présence de l'insert dans I’ADN plasmigiqgpurifié a été contrdlée par
digestion enzymatique avec l'enzyme de restrictiBooRI (Biolabs) suivie dune
visualisation des produits de digestion par illuation aux UV apres migration

électrophorétique dans un gel d’agarose 1,5% en TAE

5.3. Séquencage des genes d’intérét

Suite au contréle de la présence et de la taikegg@es ou fragments de géne cloné
dans les vecteurs, le séquencage des génes d'iaté¥& externalisé et réalisé par la
société Cogenics Genome Express S.A. (Meylan, Eja@haque base a été lue deux fois,

c’est-a-dire une fois sur chaque brin d’ADN.

5.4. Reconstructions phylogénétiques

Les séquences ainsi générées ont tout d’'abordé¢ifiees avec le logiciel Vector
NTI™ version 11 (Invitrogen) a partir des électrophomséymes produits lors du
séquencage. Des alignements multiples incluansdgsences malgaches que nous avons
générées ainsi que celles téléchargées a parsitelpublique GenBank (réunissant les 22
génotypes décrits dans la littérature) ont enstiéeréalisés par la méthode du Clustal W
(Thomsoret al, 1994) implémentée dans le logiciel Mega v.6 (Temeti al, 2013).

A partir des alignements il est possible de déteemstatistiquement le modele qui
décrit au mieux le processus évolutif a I'ceuvrentant d’expliquer les différences
constatées entre les séquences. Les arbres ph§tapgés qui découlent de l'utilisation de
ces modeles sur nos jeux de données ont été gém@rda méthode du Maximum de
vraisemblance, également implémentée dans le &dibega v.6. Les arbres ont ainsi été
construits selon le modele évolutif Tamura-Nei,leir robustesse testée grace a 1000
itérations, ou bootstrap(Felsenstein, 1985). Le plus souvent, les méthodes d
reconstruction phylogénétique aboutissent a deggrion enracinés. La racine des arbres

a donc été placee selon I'étude. realisée en 284 Blghaudet al
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ll. RESULTATS

1. Evaluation du papier filtre comme support de pré&&vement pour le diagnostic

L’évaluation du papier filtre comme support de pvéiment a été réalisée a partir
des échantillons artificiellement reconstitués et échantillons naturels prélevés sur des

animaux lors des infections expérimentales.
1.1. Influence de la taille du fragment de papier bvard

L'impact de la taille des fragments de papier bdvatilisés lors de la détection
moléculaire du virus PPA sur la performance du gragihatman 3MM comme support de
prélevement pour le diagnostic a été mesuré. Daddbettes de papier buvard ont été
imbibées de sang complet de porc contenaRf HADsd/ml de la souche virale E70
(génotype 1). Par PCR conventionnelle, le fragnden846 pb du gene cible B646L a été
amplifié et visualisé aprés migration électrophioréd pour des tailles de papier buvard
allant de 0,3 a 5 mm2 (Figure 19). En ce qui camede diagnostic moléculaire par PCR
UPL en temps réel, le virus a été détecté jusqgiuayment de papier buvard de 6,25 mmz2.

Pour la suite des tests, la taille des papiersrdguatilisée a été de 2,5 mmz.

<
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Figure 19 : Amplification d’un fragment de 346 db géne B646L par PCR conventionnelle : impact
de la taille du fragment de papier buvard utilisé $a détection moléculaire. La taille des
fragments permettant la détection est compriseee@iB8 et 5 mmz2. T+(1) : témoin positif
ADN viral ;T+(2) : témoin positif FP ; T- : témoinégatif eau ; M : marqueur de poids
moléculaire 100 pb.
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1.2. Sensibilité
1.2.1.Limite de détection

Les limites de détection du virus PPA ont été aeireées pour chaque type de test
employé pour le diagnostic. Ainsi, des PCR coneemtelles et UPL temps réel directes
ainsi que des isolements viraux ont été réalisésamir d’échantillons reconstitués
composés de sang contenant de 3%1® 1x16® HADsd/ml de la souche E70, et de
bandelettes imbibées de ces dilutions. L’ensembderdésultats est présenté dans le tableau
3. Quel que soit le test et le support de préléeveramployés, la détection minimale du
virus PPA a été possible jusqu’a un titre d’au mdin1G-® HADso. La détection a partir
d’ADN extrait du sang complet montre cependant umalleure sensibilité, avec une

amplification réalisée jusqu’au titre de 3*£HADso.

Tableau 3: Gmparaison de la sensibilité de détection du VIPEA & partir de papier filtre 3MM et

de sang total par PCR conventionnelle directe, RIFR. temps réel directe et isolement

viral.
papier buvard ADN extrait de sang sur EDTA

(TTci:t|r§ 5:/(!.)';%!1 ) PCR UPL-PCRtemps  'solement PCR UPL-PCR

convgntlonnelle réel directe viral conve.ntlonnel temps réel
directe le directe directe
3x10+8 + 29,8 + + 27,51
1x10"8 + 32,7 + + 29,55
3x10°8 + 34,9 + + 31,48
1x10%8 + 39,4 + + 34,89
3x10>8 + 39,9 + + 37,28
1x10?8 + 41,4 + + 38,90
3x10-8 - No Ct - + 40,56

aCycle threshold value (Ct value)
+ = positif

- = négatif
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1.2.2.Impact du support de prélévement

Du sang prélevé sur anticoagulant ou séché suemphpvard 3MM au cours des
études expérimentales a été utilisé pour compamgpact du support de prélevement sur
la détectabilité du virus PPA. Les figures 19 et BOntrent les résultats des PCR
conventionnelles réalisées a partir d’ADN extra&itsdng total (Figure 19) et des fragments
de papier buvard appariés (Figure 20). La déteatioféculaire du virus est matérialisée
par I'observation de bandes d’ADN amplifié respestnent de 478 pb et de 346 pb. Méme
si I'intensité des bandes obtenues est plus imptEtarsque I'amplification a été réalisée
a partir d’ADN extrait de sang complet, la détectau virus dans le sang a été possible
avec les deux supports de prélevement. Les fige@est 21 illustrent 'amplification de

seulement trois échantillons, mais I'ensemble dbamtillons a été soumis aux deux PCR.

478pb

Figure 20 : Visualisation des fragments de 478dpbgéne B646L amplifiés entre le couple d’amorces
VP72-d et VP72-U a partir d’ADN extrait de sangafofmigration électrophorétique dans
un gel d’'agarose 1,5% en TAE 1X) . Préléevementssésaa 'ANSES a J45 post infection :
n°1:110; 2:135; 3: 157. T+ : témoin négatiT- : témoin positif. MP : marqueur de
poids moléculaire
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Figure 21 : Visualisation des fragments de 346 plydne B646L amplifiés entre le couple d’amorces
VP72sens /VP72rev a partir de fragment de papieabdiimbibé de sang (migration
électrophorétique dans un gel d’'agarose 1,5% en TKE préléevements réalisés a
'’ANSES a J45 post infection : n°1:110 ; 2 :13%:157. T- : témoin négatif ; T+ : témoin
positif. MP: marqueur de poids moléculaire

1.3. Sérologie

Le potentiel du papier filtre 3MM comme supporttélévement de sang pour la
détection des anticorps dirigés contre le virus RRAé évalué a partir de 46 prélevements
réalisés au cours d’infections expérimentales. léssiltats des tests ELISA effectués a
partir des papiers filtres imprégnés de sang ahtcémparés a ceux obtenus a partir des
prélevements de sérums correspondants. Les sé@sleffectuées a partir de sang élué du
support buvard ont permis de détecter les anticdimpgés contre le virus PPA pour 15
échantillons, contre 16 lorsque du sérum a étéséti(Tableau 4). L'ensemble des
échantillons pour lesquels des anticorps ont éiéctés correspondent aux animaux ayant
été inoculés avec une souche virale vaccinale.ehsikilité du test a donc été de 93,7%
[ICos: 85% a 99%)] a partir de papier buvard par rapgorsérum, pour une specificité de
100%. La valeur prédictive négative (VPN) est ddec96,8% [IGs: 93% a 100%] et la
valeur prédictive positive (VPP) de 100%. Le tesipfa réalisé a l'aide de ces résultats
produit un coefficient égal a 0,95, soit une codaoce proche de I'absolu entre les deux

méthodes de prélevement.
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Tableau 4 : Détection d'anticorps dirigés contre dgus PPA : comparaison des résultats de sérologie

obtenus a partir de sang séché sur papier buva@ gartir de sérum. 16 : intervalle de confiance a 95%.

VPP : valeur prédictive positive. VPN : valeur piétve négative. Kappa : concordance des résultats

obtenus avec les deux méthodes de prélévement.

Sérum
Positifs Négatifs Total
Positifs 15 0 15
Papier filtre 3MM Négatifs 1 30 31
Total 16 30 46
Sensibilité 93,7%
[ICef] [71.7 - 98.9] )
Spécificité 100%
[ICeg] ] [88.6 — 100]
VPP 100%
[ICos] [79.6 — 100] )
VPN 96,8%
[1Cod ' [83.8 — 99.4]
Kappa 0,95 -

63



Travaux de recherche

2. Analyse des prélevements provenant des infect@expérimentales:

La détection du virus PPA dans les échantillonsvemant des différentes
expérimentions animales a été réalisée de facattdipar PCR conventionnelle et en

temps réel, par isolement, ou de facon indirectespablogie (cf. supra).

2.1. Expérimentation animale réalisée au CISA

Cette expérimentation animale, effectuée au CISAssu porcs inoculés avec la
souche virale Armenia 2007 (génotype 2), nous ajgenon seulement de comparer la
détectabilité par PCR du virus PPA a partir de sammgplet et de sang imprégné sur papier
buvard 3MM, mais également de comparer la perfoomalu papier SMM comme support
de prélevement face a un autre papier buvard,deep&TA, spécifiquement congu pour la
conservation et la détection des acides nucléiguestir de sang complet. La performance
de ces trois supports de prélevement, synthétiaés lé tableau 5, a été réalisée par PCR
conventionnelle et montre une sensibilité égale.dade, la comparaison des PCR temps
réel UPL et Tagman a été réalisée seulement a darpapier buvard 3MM (Tableau 6).

A JO, le jour de I'épreuve infectieuse, tous leél@rements sont négatifs. Par la
suite et ce, quel que soit le mode de prélevenpantiér buvard 3MM, papier FTA et sang
complet sur tube EDTA), le virus a été détecté PEGR conventionnelle (directe pour le
papier 3MM, sur ADN extrait pour le sang total duaé pour le papier FTA) chez les
porcs infectés avetO HADso dela souche Arm07 (C1, C2, C3 et C4) a partir de d&-p
infection, et jusqu’a J9 pour le porc C1. Aucunigwément n'a été réalisé a J9 pour les
porcs C2, C3 et C4 ni a J12 pour le porc C1 caoligion de la clinique de la maladie
chez ces animaux a conduit a une euthanasie psonrd’éthique. En ce qui concerne les
porcs « contacts », le virus a été détecté a it pour le porc C5 et a J12 pour le porc
C6, impliguant que le virus a été excrété par legpotcs inoculés au cours du

développement de la maladie. (Tableau 5).
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Tableau 5 : Comparaison des résultats de la ditecholéculaire du virus PPA par PCR
Conventionnelle directe entre sang EDTA / FTA / 3bffédctuée au CISA

chrc Jo J5 J9 J12

Jr;L/.r Sang FTA 3MM Sang FTA 3MM Sang FTA 3MM Sang FTA 3MM
Cl neg neg neg pos pos  pos pos pos  pos - - -
Cc2 neg neg neg pos  pos pos - - - - - -
C3 neg neg neg pos  pos pos - - - - - -
C4 neg neg neg pos pos pos - - - - - -
C5 neg neg neg neg neg neg pos pos  pos pos  pos  pos
C6 neg neg neg neg neg neg neg neg neg pos  pos  pos

- : échantillons manquants suite & I'euthanasieade@saux pour raison d’'éthique

La comparaison des PCR temps réel « Tagman » éPlL«wUa montré une

sensibilité supérieure pour cette derniéere lorsgagit de détecter une souche virale

appartenant au génotype 1. En effet, la PCR tedgls«UPL » détecte le virus chez le

porc C3 dés J5 post-infection alors que la PCR Kiegle détecte pas. De la méme

maniere, a J9 post infection, les porcs contactsome détectés qu’avec la PCR « UPL »

(Tableau 6).
Tableau 6 : Comparaison des résultats PCR a terdpk (Tagman et UPL) sur 3MM effectuée au
CISA
Porc JO J5 J9 J12
n°/
Jour TagMan UPL TagMan UPL TagMan UPL TagMan UPL
3MM 3MM 3MM 3MM 3MM 3MM 3MM 3MM
c1l No Ct No Ct 29,31 24,57 15,87 22,09
c2 No Ct No Ct 23,01 27,56 -
C3 No Ct No Ct No Ct 24,60 -
ca No Ct No Ct 30,82 27,55 -
C5 No Ct No Ct No Ct No Ct No Ct 40,45 No Ct 24,42
C6 No Ct No Ct No Ct No Ct No Ct 39,68 33,00 26,99

Ct: Threshold cycle (Cycle de seuil)
- : échantillons manquants suite a I'euthanasiead@saux pour raison d’'éthique
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2.2. Expérimentation animale effectuée au CReSA :

Une comparaison de sensibilité entre les deux mdéthal’amplification par PCR
en temps réel a également été réalisée a partpréEsrements effectués au cours de cette
étude expérimentale, dans laquelle 6 porcs orihftétés, 3 avec la souche virale Ben97/1
et 3 autres avec la souche E75, c’est-a-dire deughes appartenant au génotype 1 viral.
Les PCR ont été réalisées a partir de sang préexéapier buvard 3MM et a partir
d’ADN extrait de sang total prélevé sur tube EDTASs résultats sont représentés dans les
tableaux 7 et 8. Quel que soit le support de pedfent, 'ADN viral a été détecté tres
précocement dans le sang. En effet, 'ADN virat@adétecté grace a la PCR « UPL » des
J1 post infection chez un porc sur trois a parirsdng complet prélevé sur tube EDTA
(porc n°® 3697) ou de sang séché sur papier 3MMc(pdr 3703) lorsque I'épreuve
infectieuse avait été réalisée avec la souche B&n8@ PCR « Tagman » n'a quant a elle
pas permis cette détection a partir des deux stgpgemprélevement. A J2 post infection, la
PCR « UPL » détecte le virus dans le sang complet @ animaux sur 3 et chez les trois
animaux lorsque le sang est séché sur du papierthtandis que la PCR « Tagman » ne
le détecte que dans le sang complet et pour uraséull sur 3. Enfin, a J4 post infection
le virus est systématiquement détecté avec la PORL«» alors qu'il n'est détecté que
chez 2 animaux sur 3 dans le sang complet et lahrdur 3 dans le sang séché avec la

PCR « Tagman ».

Dans le cadre de I'expérimentation utilisant la ctwmu E75 lors de I'épreuve
infectieuse, des J3 post infection, le virus esedé chez les 3 animaux avec la PCR
« UPL » pour les deux modes de prélevement alotik riuil’'est qu’a partir de J5 post
infection avec la PCR « Tagman » chez 2 animau8 slans le sang complet et chez les 3

animaux dans le sang séché.

La encore, la PCR « UPL » s’est montrée plus sknsjbel que soit le mode de
prélevement pour la détection de souches viralparggnant au génotype I.
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Tableau 7 : Résultats de la détection du virus RRAPCR en temps réel (TagMan et UPL) a partir geilévements de sang et de buvards 3MM imbibéade s
complet réalisés lors de I'expérimentation efféetau CReSa utilisant la souche Ben97/1 lors ¢hedigve infectieuse.
J1 J2 J4
Porc n°/Jour Sang 3MM Sang 3MM Sang 3MM
Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL
3694 No Ct No Ct No Ct No Ct No Ct No Ct No Ct 35,15 23,69 28,57 No Ct 23,34
3697 No Ct 39,19 No Ct No Ct 24,34 24,15 No Ct 33,45 No Ct 28,00 No Ct 21,26
3703 No Ct No Ct No Ct 40,48 No Ct 32,36 No Ct 41,31 29,00 27,75 22.64 24,00
Tableau 8 : Résultats de la détection du virus RRAPCR en temps réel (TagMan et UPL) a partir deléevements de sang et de buvards 3MM imbibé&aag
complet lors del'expérimentation effectuée au CRefiaant la souche E75 lors de I'épreuve infeate.
J3 J5 J7 J9
porc San 3MM San 3MM San 3MM San 3MM
n°/Jour 9 g 9 9

Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL

1503 NoCt 3235 NoCt 28,78 NoCt 2486 27,43 23,86 - - 24,96 22,33 24,54 23,41 25,85 24,45

1702 NoCt 3458 NoCt 30,10 2746 25,46 2390 2341 29,09 26,44

- 27,97 27,96 - -
1747 NoCt 36,00 NoCt 31,92 2753 2595 27,038 22,85
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2.3. Expérimentations animales réalisées a 'ANSES

Tout comme I'expérimentation effectuée au CReSA&tecexpérimentation a été
réalisée avec des virus appartenant au génotype ipoculant d’abord aux porcs la
souche atténuée «vaccinale » OURT88/3 suivie dex dépreuves infectieuses
successives avec les souches virulentes OURT88féct@ment lice a la souche
vaccinale) et Ben97/1. Les résultats des PCR taidpls« UPL » et « Tagman » en
comparaison avec la PCR conventionnelle direct¢ sonsignés dahs le tableali 9.
Suite a I'inoculation de la souche vaccinale, 'ADMal n’a été détecté chez aucun des
animaux, quelle que soit la méthode de diagnosilisée. Il en a été de méme suite a
I'inoculation de la souche qui lui est liée. Enarthe, trois jours apres l'infection par
la souche Ben97/1, plus éloignée des deux autres fu'appartenant au méme
génotype, I'ADN viral a été détecté chez tous leBnaux avec deux techniques sur
trois, a savoir la PCR conventionnelle directead?CR temps réel UPL. La PCR temps
réel « Tagman » n'a quant a elle jamais permiséieater I’ADN viral, quel que soit le
jour de prélevement. Une semaine apres la secqmeene infectieuse, '’ADN viral
n'est a nouveau plus détectable quelle que soitddnode utilisée. Les animaux ne sont

donc plus virémiques.

Les résultats obtenus a partir des prélevemenextafis lors de la seconde
expérimentation réalisée a '’ANSES (visant a déteemle potentiel d'immunisation de
peptide en comparaison de souches virales « vadesina sont représentés dans le
tableau 10. lls comparent la détection moléculdirevirus PPA dans le sang selon le
mode de prélevement — sang total ou papier filtet selon la méthode d’amplification
— PCR Tagman (King) et UPL. Ainsi, suite a I'inoatibn vaccinale de peptide ou de
souches virales et avant I'épreuve infectieuse2@ctdus les échantillons sont négatifs.
A J35, c'est-a-dire a 7 jours aprés I'épreuve tidase, la détection du virus dans
I’ADN extrait de sang complet est semblable avescdeux méthodes. En revanche, la
détection directe dans du sang séché sur papiez 8kt supérieure lorsqu’elle est
réalisée avec la PCR UPL. Le méme phénomene aoéstaté lors de I'analyse des

prélevements réalisés a J42.
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Tableau 9 : Résultats de la détection moléculairevidus PPA & partir de sang séché sur papierdiBMM par PCR (conventionnelle directe, TagmanRL)thez les
porcs apres la « vaccination » par la souche OUBI3&t épreuves infectieuses avec les souches GBJR&8Benin 97/1. Les prélévements manquants &dd9a
conséquence de la mort des animaux suivant la secépreuve infectieuse. Pour la lisibilité de deleau, les résultats de détection a partir de seoigplet ne sont pas
indiqués. lls sont cependant identiques a ceusrats a partir du sang séché sur papier filtre 3MM.

0 7a20 21 22a41 42 45 49
szcr/ 3MM 3MM 3MM 3MM
PCR TagMan UPL PCR TagMan UPL PCR TagMan  UPL PCR TagMan UPL
o conv 4 conv conv conv
110 & - - - & - - - S + - + - - -
= = o
5 5 2
135 o - - - O - - - E + - +
z z a)
O o W
A - S S
=z pd w
O O o
346 O - - - ®) - - - ] + - +
< <
> >
426 - - - - - - + - + - - -
453 - - - - - - + - +

PCR Conv : PCR conventionnelle
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Tableau 10 : Expérimentation animale n°2 réalig@BANSES : comparaison de la détection moléculdinevirus PPA a partir d’ADN extrait de sang total a partir
de sang séché sur papier filtre au moyen des PCR#aBading et UPL. Les échantillons manquant a J4& gpreuve infectieuse font suite a I'euthanasie
des animaux pour raison éthique. La PCR UPL mountre meilleure sensibilité de détection lorsque ééedtion est réalisée a partir de sang séché sur
papier filtre 3MM.

J27

nflggir 3MM Sang 3MM Sang 3MM

Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL Tagman UPL
3164 No Ct No Ct No Ct No Ct 21,53 21,5 27,8 30,94
3174 No Ct No Ct No Ct No Ct 20,69 20,9 28,98 31,56 26,1 27,45 No Ct 35,3
3185 No Ct No Ct No Ct No Ct No Ct 39,58 No Ct No Ct No Ct 39,55 No Ct 44,77
3194 No Ct No Ct No Ct No Ct 19,12 19,28 No Ct 30,55
3944 No Ct No Ct No Ct No Ct 21,26 21,38 No Ct 33,61 23,78 32,84 No Ct 33,93
3962 No Ct No Ct No Ct No Ct 24,22 24,21 32,13 35,71 22,61 22,66 No Ct 33,56
3954 No Ct No Ct No Ct No Ct 19,59 19,4 No Ct 30,28
3957 No Ct No Ct No Ct No Ct 19,59 19,36 No Ct 29,72 23,72 23,73 No Ct 36,27
3160 No Ct No Ct No Ct No Ct 19,15 20,32 28,92 29,07
3169 No Ct No Ct No Ct No Ct 20,1 21,01 30,79 31,61 23,37 23,55 No Ct 35,59
3186 No Ct No Ct No Ct No Ct 19,5 20,24 No Ct 31,06
3206 No Ct No Ct No Ct No Ct 18,22 19,17 No Ct 29,37
3175 No Ct No Ct No Ct No Ct 18,05 19,19 No Ct 29,08 24,62 24,76 36,16 30,4
3182 No Ct No Ct No Ct No Ct 17,96 18,93 No Ct 31,22
3942 No Ct No Ct No Ct No Ct 38 39,01 No Ct No Ct 27,83 27,67 No ct 40,21
3950 No Ct No Ct No Ct No Ct 29,77 30,01 No Ct 40,09
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2.4. Bilan de la détection du virus a partir des pélevements réalisés lors des
études expérimentales

L’ensemble des résultats visant a déterminer leni@ du papier buvard 3MM
comme support de prélévement pour le diagnostimgiant la détection du virus PPA
dans le sang est synthétisé dans le tableau 1fotAllla détection moléculaire du virus
(par PCR conventionnelle directe, PCR temps ré€hgman » et « UPL ») a été
réalisée a partir de 237 prélevements, la déteafies anticorps dirigés contre la
protéine virale VP72 dans 46 prélevements et la rars évidence du virus vivant par

isolement dans 157 prélevements.

La PCR conventionnelle a montré une sensibilite78e88% [IGs, 68,4% -
88,2%] avec la détection de 54 échantillons pas#ifir 69 supposément positifs. La
détection de 'ADN viral par PCR temps réel a mémuant a elle une sensibilité de
95,7% [IGs, 90,8% - 100%] avec la PCR « UPL » (66 échantdllpositifs détectés)
guand la PCR « Tagman » ne montrait qu’'une seiilde 65,2% [IG, 53,7% -
76,7%] (45 échantillons détectés). La spécificitét@ de 100% quel que soit le test
utilisé, avec une valeur prédictive positive égalle aussi a 100%. Cependant, des
échantillons supposés positifs n'ont pas été détecaussi les valeurs prédictives
négatives sont respectivement de 87,5%, 91,8%,2¥98vec des kappa de 0,72, 0,90
et 0,96) pour les PCR temps réel Tagman, convemgiten direct, et « UPL » temps

réel.

Enfin, tous les prélevements dans lesquels 'ADi\a& été détecté ont pu étre

confirmés par isolement viral sur culture de maheges alvéolaires de porcs.
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Tableau 11 : Tableau récapitulatif des résultatsddtection du virus PPA a partir des prélévemefffiscaués lors des différentes expérimentions aleisnd.es PCR
conventionnelles directes, temps réel « Tagman « WPL » ont été réalisée a partir de 237 prélévetsela détection des anticorps dirigés contre la
protéine virale VP72 dans 46 prélévements (donsdposément positifs selon le protocole expérinlergtila mise en évidence du virus vivant par
isolement a partir de 157 prélevements

Test 3MM Sérologie PCR conventionnelle Tagman PCERmps réel UPL PCR temps réel Isolement viral
Etat des porcs Détecté Non Détecté Détecté Non détecté Détecté deitacté Détecté Non détecté Détecté Non détecté
Positif 15 1 54 15 45 24 66 3 66 3
Négatif 0 30 0 168 0 168 0 168 0 88
93,7% 78.3% 65,2% 95,7% 95,7%
Sensibilité
[ICss, 71.7-98.9%)] [1Gs, 68,4% - 88,2%)] [1Gs, 53,7% - 76,7%] [1G5, 90,8% - 100%)] [1Gs, 90,8% - 100%]
Spécificité 100% 100% 100% 100% 100%
[ICss, 88.6—100%)] [1Gs, 99% - 100%)] [1Gs, 99,7% - 100%)] [1Gs, 99,7% - 100%)] [1Gs, 99,4% - 100%)]
Valeur prédictive 100% 100% 100% 100% 100%
positive [ICesCl, 79.6—-100%)] [1Gs, 99,1% - 100%)] [1Gs, 98,9% - 100%)] [1Gs, 99,2% - 100%)] [1Gs, 99,2% - 100%)]
Valeur prédictive 96,8% 91,8% 87,5% 98,2% 100%
négative [ICss, 83.8-99.4%] [1Gs, 87,7% - 95,9%)] [1Gs, 82,7% - 92,3%] [1G5, 96,1% - 100%)] [1Gs, 92,9% - 100%)]
K (Kappa test) 0,95 0,90 0,72 0,96 0,96
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3. Analyse des échantillons « terrains »
3.1. Echantillons provenant de Madagascar

3.1.1. Détermination de la séroprévalence du virusPPA a

Madagascar par ELISA

La prévalence de la PPA a Madagascar a été esparékanalyse de 567 sérums de

porc domestique (30 en 2008 et 537 en 2009) prelelahs des élevages et des
abattoirs. La détection des anticorps dirigés eolaivirus PPA a été réalisée au moyen
d’un test ELISA de compétition (Tableau 12). Senkemble des animaux testés, des
anticorps ont été détectés chez un seul animdevéré&n 2009 dans un élevage situé a
Beravina dans la région de Matsiatra Ambony (Fidtke La séroprévalence observée
a donc été de 0,17%.

Tableau 12 : Résultats sérologiques effectués lelseserums de porcs collectés en 2008 - 2009

Prélevements Neégatif Positif Total ?5[;/3*3
Abattoirs 145 0 145 0

Elevages 421 1 422 0,23
Total 566 1 567 0,17

*[IC o] : Intervalle de confianca 95%
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B 1Résultat positif
':l Résultats négatifs

M Régions de collecte des prélevements

Figure 22 : Communes ou les préléevements de sénuigtd effectués en 2008 et 2009 et présentant
I'échantillon séropositif

3.1.2. Détection moléculaire du virus PPA

La détection moléculaire du virus PPA a été réaligér amplification génique
conventionnelle ou temps réel d’'un fragment du georeservé B646L a partir d’ADN

extrait d'organe.

Sur les 166 échantillons analysés, I'ADN viral & élétecté par PCR
conventionnelle chez 28 d’entre eux, soit une peige virologique de 17,8% [e:
10,26% a 25,66%]. La localisation des prélevempntstifs est indiquée sur la figure
27.

Parmi ces 166 organes, 91 collectés a I'abattdieardes papiers buvards 3MM
correspondants. Pour observer I'impact du vielisent sur la qualité de détection a
partir du support de prélevement buvard, la dérctmoléculaire par PCR
conventionnelle a été réalisée a partir de 'ADNr&k d’organe et du sang séché sitot
apres prélevement. Apres 9 mois de conservati@maérature ambiante, les résultats

se sont avéreés identiques, avec la détection @dmibdaux positifs.
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Zones de collecte de prélevements a Madagascar

B Résuitacs positifs
Résultats négatifs

MY  Zones de collecte des prélévements

Figure 23 : Communes dans lesquelles ont été affisdes prélévements d’organe et de sang séchés
sur papier filtre 3MM de 2008 a 2010, et résultdésdétection du virus PPA

Une analyse comparant la détection par PCR corerdlle et temps reel
« King » et « UPL » a également été réalisée arpdet ces prélevements appariés
(Tableau 22). Elle a montré respectivement uneilsiéités de 87.5% [IGs: 70.9—
100%], 75% [IGs:53.3-96.7%] et 93,8% [Kz: 81.7-100%],avec une specificité de
100% pour les deux PCR. Les VPP ont été de 100%seVPN associées ont été
respectivement de 97.4% P& 93.8-100%], 94.9% [lés : 87.6—98%] et de 99,76%
[ICo5: 99.4-100%].
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Tableau 13 : comparaison des PCR conventionneltereps réel UPL et King réalisées a partir de
sang séché sur du papier buvard 3MM et d’ADN ektdai rate de porc prélevés a
Madagascar en 2009.
Rate
3MM
PCR Conventionnelle TagMan PCR UPL PCR
Animal Positif Négatif Positif Négatif Positif détif
Positif 14 2 12 4 15 1
Négatif
egat 0 75 0 75 0 75
Sensibilité 87.5% [IC 95%, 70.9-100] 75% [IC 95%, 53.3-96.7] 93,75% [IC 95%, 81.7-100]
Spécificité 100% [IC 95%, 99.1-100] 100% [IC 95%, 95.1-100] 100% [IC 95%, 99.2—-100]
VPP 100% [IC 95%, 78.5-100] 100% [IC 95%, 80.6—100] 100% [IC 95%, 80.6—100]
VPN 97.4% [IC 95%, 93.8-100] 94.9% [IC 95%, 87.6-98] 99,76% [IC 95%, 99.4-100]
Kappa test 0,92 0,83 0,96

3.2. Analysedes prélevements provenant de Céte d'lvoire

3.2.1. Détection moléculaire de 'ADN du virus PPA

La PCR temps réel « UPL » a été appliquée a I'eblemies échantillons de

sang séché sur papier 3MM prélevés en Cote d’lveieDN du virus PPA n'a été

détecté dans aucun des 346 prélévements testéschée, la spécificité de la méthode

de détection s’est donc avérée étre de 100%.
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4. Caractérisation moléculaire des souches malgache

Parmi les 28 prélevements dans lesquels 'ADN dusvPPA a été détecté, 19
isolats viraux ont été caractérisés par l'analybglqménétique de trois génes ou
fragment de gene : 399 nt dans la partie 3’ terlmida géne B646L (capside virale), et
les séquences complétes des génes KP177R et CR2®éines d’enveloppe p22 et
p32), respectivement de 525 a 534 nt et de 58%a6IDans ces analyses, 346 isolats
(dont 15 malgaches) ont été utilisés pour étudiegdne B646L, 37 isolats (dont 14
malgaches) pour le gene KP177R et 140 séquences [dmalgaches) pour le géne
CP204L (Tableau 14, annexe 3). Les analyses ontéglésées par la méthode du

maximum de vraisemblance.

4.1. Analyse des séquences partielles du gene B64fii code pour la

protéine capsidiale VP72

Le fragment du gene B646L que nous avons utiligé ae$origine de la
classification des isolats de PPA en 22 génotyPesr cette analyse, 15 souches de
Madagascar collectées a différentes périodes difféments lieux ont été alignées avec
des séquences téléchargées du site public GenBgmiovenant d’isolats européens,
sud-américains et caribéens, et ouest-, sud- -gifféshins. Les séquences doublons ont
été par la suite retirées de I'analyse et 'arlbirglggénétique représenté dans la figure
24 n'a été construit qu'a l'aide des isolats doe$ kéquences présentaient de la

diversité. Au total, I'arbre phylogénétique a ééméré suite a I'analyse de 91 isolats.

L’'analyse de lalignement a montré 68 sites polyohigques dont 19
transversions et 49 transitions. Ces substitutrar@éotidiques étaient pour la plupart
synonymes, n’entrainant que la modification de tides aminés sur les 134 que
compte la portion de la protéine VP72 correspondalat zone séquencée, soit 10,4%
d’'acides aminés modifiés sur I'ensemble des isol@smme attendu, les isolats
malgaches (dont les séquences montrent 100% d’logimeokntre elles sur un pas de

temps de 13 ans) sont situés au sein du genotypeilll
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Figure 24 : Arbre phylogénétique construit en maximde vraisemblance avec le modéle TN93 et dé¢rivan
les relations entre 91 isolats de virus PPA en prance d’Afrique, d’Europe, d’Amérique du sud e de
Caraibes en ce qui concerne le géne B646L (capgidde). Les 22 génotypes sont représentés. Les
séquences malgaches (colorées dans la figure, Udeup rouge correspondant aux séquences générées au
cours de cette-étude) sont situées au sein du g@adlt Seules les valeurs de bootstrap supérieai®sd sont
indiquées en face du nceud correspondant. L'échefiezsente la quantité de-diversité entre les isoku

sein de I'arbre
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4.2. Analyse des séquences du géene KP177R

L’amplification du gene KP177R entre les amorceécHmues a généré un
fragment d’environ 650 pb, soit le cadre de lectooenplet du gene. L’alignement
multiple a été réalisé a partir de fragment de 234 nucléotides. Au final, ce sont 37

séquences nucléotidiques qui ont été alignées,ldbisblats malgaches.

Les séquences nucléotidiques de 10 isolats viramuxXMiddagascar, a savoir
Tsididy08,  Ankavandra08, Ambositra09, Namahora09, mbalanombyQ9,
Morondava09, Fierenana09, Ampasambazimba09, AntglmnolO, AvaradranolO
sont identiques entre elles. En revanche, desisitlisis ont été constatées entre les
séquences des isolats Ambatondrazaka04? @n C), Ambamalal0 (&* en G),
Masindray10 (26 en C et 7" en C) et Gara08 (& en A). Parmi ces 5 substitutions,
toutes des transitions, 3 sont non-synonymes etor synonymes. Les isolats
malgaches montrent donc une homologie de 99,1000% Ju niveau nucléotidique et

de 98,38% a 100% au niveau peptidique.

L’alignement des isolats malgaches avec les souchesst africaines et
européennes a montré 21 substitutions nucléotidituechant 9 codons pour le groupe

européen et conduisant & 6% de modification dédéaaminé correspondant.

Les souches sud- et est-africaines sont par cphigehétérogenes entre elles.
Leur comparaison avec les souches malgaches mb&treariations nucléotidiques
positionnées sur 25 codons. Parmi elles, 14,28%luisent a une modification de
'acide aminé traduit. Cependant, I'ajout de ladwi Malawi Lil20/1 a I'alignement
montre alors 83 variations nucléotidiques et 44 iffttadions d’acides aminés sur les
175 que compte le fragment étudié, soit 25,14%. cggr 83 mutations, 23 sont des

transversions et 60 des transitions.

L'arbre construit a partir de ces séquences nudigoes distingue 4 groupes
(Figure 24). Le premier est constitué d’isolats ginotype I, le second d’isolats
malgaches et de la souche circulant en Europe et &t du nord, c’est-a-dire le
génotype Il, les groupes 3 et 4 étant composé®sulehes circulant en Afrique de l'est
et du sud.
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Figure 25 : Arbre phylogénétigue (Maximum de vraibéance) enraciné donnant les relations

entre les génes KP177R (p22) du virus PPA en panen de Madagascar comparé
avec ceux des banques d'Afrique et d’Europe. Ldsuvs des bootstraps >50%

figurées en face du nceud correspondant ont étéuléals aprés 1000 répétitions.

L'échelle indique I'éloignement des isolats dansmatrice de distance. Les souches
malgaches de cette étude sont colorées en rouge
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4.3. Analyse du gene CP204L

L’amplification du fragment de géne codant poupiatéine p30/32 a généré un
fragment de 743 pb, soit le cadre de lecture congpiggéne. Les alignements multiples
des séquences nucléotidiques ont été effectuda paite et ont porté sur des séquences
de 585 a 615 pb selon les souches. Les séquenptdiqguees déduites ont donc une

taille comprise entre 195 et 205 acides aminés.

Parmi les 61 séquences nucléotidiques alignéessélgsences de 7 nouveaux
isolats malgaches (Gara08, Tsididy08, Antsirabe@mbositra09, Fianarantsoa09,
AmbamalalO et Talatavolonondryl0) ont été généategsours de cette étude. Les

autres séquences proviennent du site public Genbank

L’alignement des séquences de 6 des nouvelles ssughlgaches générées montre une
variation portant sur seulement 5 nucléotides etraguisant par le changement de 3
acides aminés. La souche Fianarantsoa09 montre guelte davantage de variation
avec 20 substitutions nucléotidiques supplémerstalrersque ces nouvelles séquences
et les plus anciennes sont comparées, 35 sulmtisutiucléotidiques pour 22 acides
aminés sont constatées.Ces 35 sites de polymogshaprrespondent a 17 transitions et
18 transversions qui donnent lieu a 27 substitgtinan-synonymes et 8 synonymes
dans la protéine traduite, soit une homologie dgl%9a 100% pour les séguences
nucléotidiques et de 98,4 a 100% pour les proténaesiites.

La comparaison des seéquences nucléotidiques etiqgues des isolats
malgaches avec celles des isolats ouest africhiesrepéens a montré respectivement
des substitutions portant sur 51 sites nucléotaiqrorrespondant a 26 acides aminés et
entrainant la modification de 13,8% d’entre euxs Eeuches appartenant aux génotypes
IX et X (KenOBWH/5, Ken05/Tk1l et Ken50) ont montlé&vantage de diversité, avec 90
substitutions nucléotidiques, dont 36 transversemns4 transitions. Si 28 d’entre elles
sont synonymes, 41 induisent un changement dedé€aaminé traduit sur les 195 que
compte la séquence, soit une variation de 15,4%esulan nucléotidique et de 21% sur

le plan protéique.

Dans l'arbre phylogénétique déduit, les isolatsgaehes se placent au sein du
génotype Il composé dautres souches virales panerde I'est de I'Afrique,

principalement du Mozambique, et d’Europe de I'Sstles génotypes | et || montrent
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peu de diversité, les autres clades, sont plusdygiges, et correspondent a des isolats

est- et sud-africains ou a lieu le cycle selvatiquevirus.
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Figure 26 : Arbre phylogénétique (Maximum de vraibéance) enraciné donnant les relations entre kxseg
CP204L (p30) du virus PPA montrant les souches nchigs au sein des 22 génotypes en
provenance d'Afrique et d’Europe. Les valeurs deet&traps >50% figurées en face du noeud
correspondant ont été calculées aprés 1000 répastiL’échelle indique I'éloignement des isolats
dans la matrice de distance. Les souches malgamtrscolorées en rouge (cette étude) et bleue
(avant cette étude
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1. Validation des techniques de détection de la PPA earilisant le papier buvard
Whatman 3MM

Le virus de la peste porcine africaine est resguasdiune maladie trés grave et
engendre une perte considérable aux éleveurs giasxqu’elle infecte. Par alilleurs, il
n'existe pas de vaccin ni de traitement contreecsihladie. La PPA est alors contr6lée
par des mesures de biosécurité basées sur I'émbbgi@ pour gérer le risque
d’introduction et de dissémination de la maladiett€ mesure est colteuse et peut nuire
au programme de contrdle et d’éradication de léepaarcine africaine surtout dans des
pays en voie de développement.

Dans ce contexte, l'utilisation d'un outil de diagtic efficace et peu colteux est
essentielle. L’'emploi du papier buvard Whatman 3M# I'un des outils avancé dans
cette étude.

Le papier buvard imbibé de sang peut étre tresassant pour prélever et
conserver des matiéres biologiques lorsque I'aeckschaine de froid est difficile
surtout en Afriqgue ou les conditions climatiquessoat pas maitrisables (Michaud
et al, 2007). Récemment, cette méthode a été appliguoee diagnostiquer
plusieurs maladies (Pitcovséd al, 1999; Vilceket al, 2001; Uttenthagt al, 2013).
Elle est aussi décrite comme une alternative plesgibur stocker un échantillon
humain et animal pour une étude sérologique (Bedteds, 1992; De Swantt al.,
2001; Helfanckt al, 2001; Riddelét al, 2003; Johannessenal, 2009; Joseph
and Melrose, 2010). Cette méthode a trouvé aussuaeceés lors des conservations
des matériels biologiques suivies par la détection demles nucléiques par PCR
(Steiger et al., 1992; De Swartet al, 2001; Abdelwhabet al, 2011). Tout
récemment, le papidruvard a été utilisé pour un isolement viral (Alvdedbet al,
2011).Durant ces études, deux types de papier filtreéb@tutilisés. L'une a été
congue spécialement pour la préparation et la pratien des acides nucléiques : ce
papier buvard contient des matrices qui aidentsarlyes cellules, a dénaturer les
protéines et a protéger les acides nucléiquesegsanucléases. Le papier Whatman
FTA card est classé parmi cette catégorie de papieard. Lors de son utilisation,
une extraction d’ADN est nécessaire avant de powesdamplification génique
afin de détecter la maladi€ontrairement a cela, d’autres papiers buvards ahem

papier Whatman 3MM neontiennent pas d’additifs mais peuvent consebétat
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infectieux des virus. Un autre avantage de ceti&gosie de papier buvard est qu'il ne
contient pas d’inhibiteurs de PCR, ainsi on pestusliser sans passer par des étapes
d’extraction comme I'a démontré Michaatal, (2007).

Basée sur ces informations, cette étude a été rélaben utilisant le papier buvard
Whatman 3MM pour évaluer sa performance de détectde diagnostic et de

conservation du virus de la peste porcine africaine

La détection de la PPA a été réalisée en utilighnhe part la technique
sérologique (ELISA anticorps directe) pour la détec d’anticorps. D’ailleurs, la
recherche des anticorps anti-PPA est recommandes des formes subaigués et
chroniques et aussi particulierement appropriéer pleu suivi des programmes

d’éradication de la maladie (Sanchez-Vizcatal, 1998).

Des techniques virologiques (PCR et isolement vpaur détecter la présence
de virus PPA sur le papier buvard Whatman 3MM ¢atséandardisées. Ces techniques

d’analyses sont frequemment utilisées pour desriaE®iologiques standards.

De plus, des comparaisons des techniques de détaldila présence de virus

ont été appréciees afin d’évaluer I'efficacité dyier buvard utilisé.

Tout d’abord, une évaluation du papier buvard 3MBmme support de
prélevement afin de diagnostiquer la PPA a éteeféz. Le papier buvard a été imbibé
avec du sang de porc puis séché a température ramblane fois séché, le papier

buvard est prét a étre utilisé pour plusieurs typasalyse.

Dans cette étude, les performances des papiaesfWhatman 3MM pour la
collecte et le stockage des échantillons de sanglgmé de longues périodes a
température ambiante (> 22°C) ont été étudiéesdssr procédures de diagnostic
standard de la peste porcine africaine. Les vieugadPPA collectés sur papier buvard
Whatman 3MM dans des abattoirs de Madagascar @ntstéickés a température
ambiante (22 — 25°C) pendant 9 mois sans trop dendtion de sensibilité. Les
échantillons positifs sont restés positifs lors deslyses par PCR conventionnelle
directe, PCR temps réel de King et UPL apres 9 m@istockage.
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Par ailleurs, des essais de stabilité des virugatés sur papier 3MM ont été
effectués en les stockant a +4°C et a 37°C pertlamtis. Testés une fois par mois, les
virus ont été détectés positifs sur UPL PCR temg. rll se peut que la haute
température de conservation (37°C) n’a pas aglesuirus stocké sur le papier buvard
(Michaudet al, 2007; Uttenthagt al, 2013).

Ensuite, nous avons effectué une mise au pointugliaét I'influence de la taille
des fragments de papier buvard utilisé. 0,3 a &% de papier filtre imbibé de sang
ont été utilisés directement dans un tube PCR exrinaction d’ADN. Le virus PPA a
été détecté et le papier buvard Whatman 3MM edilsienjusqu’a 5mm2 et 6,25 mm?
respectivement par PCR conventionnelle et UPL P&Rps réel. Pour la suite des

analyses PCR, une taille de 2mm?2 de papier buvdratiman 3MM a été adoptée.

Une comparaison de détection de la PPA par PCRectioninelle dans du sang
(Figure 19) et sur du papier filtre Whatman 3MMdiiie 20) a donné les mémes
résultats. Lors de la mise au point du test, IssstBCR conventionnelle directe et UPL
ainsi que l'isolement viral ont été comparés. lmaite de détection de la PPA sur papier
buvard a été effectuée en utilisant une dilutionlalesouche qui nous a montré un
résultat semblable. Par contre, une diminution delag a été recensée lors de la
comparaison des résultats sur papier buvard avecsahg correspondant. Cette

diminution de sensibilité a été retrouvée par Bietaad (2013).

Dans tous les cas, une spécificité trés élevee alitervée avec les différents
tests moléculaires évalués dans cette étude. Eancbe, les sensibilités étaient plus
variables. Ainsi, la premiére technique PCR en ®ngel (Kinget al, 2003) mise en
pratique pour la détection du virus de la PPA étains sensible que les autres tests
moléculaires avec une sensibilité de test de 6512% : 53,7—-76,7%], ce qui indique
que tout test PCR développé pour les matériauodiglies conventionnels devrait étre
évalué a plusieurs reprises avant de passer patrtilisation de routine.

Cependant, I'ADN viral a été détecté facilementudtisant 'TUPL PCR directe en
temps réel sur des papiers filtres Whatman 3MM dahmune sensibilité de 95,7%
[ICes5: 90,8-100%)].
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La comparaison des deux techniques PCR temps ritg) & UPL a été
effectuée. La procédure UPL la plus récente a ét&ment plus sensible que le test de
référence concu par Kingt al (2003) (Fernandez- Pineet al, 2012). Cette différence
n'a pas été seulement observée sur les papiees fittais aussi sur des organes ou des
sangs correspondants. La sonde UPL est une soiraalle commerciale associée a
une amorce spécifique pour amplifier un fragme®DiN codant pour la protéine
VP72. Cette méthode pourrait étre utilisée pouectét différents génotypes de la PPA

comme celle effectuée par Bragtealen 2013.

L’'UPL PCR (Fernandeet al, 2012) est moins chere que la méthode Tagman
(King et al, 2003), alors assemblée avec la détection direatepapier filtre, cette
technique est probablement plus adaptée aux lai@stavec un budget réduit. Le
papier Whatman 3MM n'est pas seulement moins chars aussi pratique pour la
surveillance a grande échelle dans les zones suealeculées tropicales.

La sensibilité des méthodes UPL PCR en temps stdhanéme que celle de
l'isolement viral. Par ailleurs, la technique desdlement viral est lourde et demande
beaucoup de temps avant d’avoir un résultat. Eat,afomme I'ont déja décrit Risaéti
al., (2005), la PCR est meilleure que l'isolemenalpour déceler la présence de virus
dans un élevage aux Caraibes. Alors, pour la sigiteette étude, l'utilisation de la

techniqgue UPL PCR que King PCR ou l'isolement vara@té décidée.

Avec cette méthode, I'’ADN viral collecté sur paplarvard Whatman 3MM
pendant les études expérimentales a été détest@riseocement de 1 a 3 jours apres
inoculation. La possibilité de faire la rechercleegénome a partir de sang collecté sur
papier buvard Whatman 3MM permet d’obtenir un reégulpidement sans étre obligé
d’abattre des animaux pour faire 'analyse. En aigmt d’'un outil de diagnostic aussi
performant que la PCR temps réel, seuls les élsvag®nnus infectés pourraient étre
éliminés, épargnant ainsi les élevages sous slawed mais non infectés. L'utilisation
de cette méthode de détection dans le cadre de $ospicion de peste porcine sur des

lésions vues a I'abattoir comme lors de suspiclomguie en élevage est envisagée.
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Une des originalités de cette étude est la détediés anticorps anti-PPA sur des
papiers buvards imbibés de sang de porc testésuaveaffret commercial ELISA. Pour
les porcs, I'anticorps est trés important puisqodhfére une protection qui va réduire
les virémies entrainant le recul de l'arrivée dgmes cliniques et empéchant une

infection par un autre virus (Onigit al, 1994).

Cette méthode a été concue habituellement pouartigses des serums afin de
rechercher la présence des anticorps anti-PPAdebigr étude, 40mm?2 de papier buvard
Whatman 3MM ont été utilisés dans I'analyse sérliglog (Hutetet al, 2003; Joseph
and Melrose, 2010; Curmt al, 2011). Quelques microlitres de sang suffiseni faire

plusieurs tests.

La facilité d’obtention des prélevements et la dépide mise en ceuvre du test
permettent de réaliser plus d’analyses pour legagks et d’obtenir ainsi des résultats
d’autant plus fiables. Cette technique facilitslaveillance et le contrdle de la PPA sur
terrain. La difficulté rencontrée lors des collegtée stockage et le transport des
prélevements du terrain au laboratoire pourraé étiminée. Le papier buvard imbibé
de sang élimine la réfrigération et la centrifugatiles prélévements.

Les résultats sont tres prometteurs lors des caigmms de l'utilisation de

papier filtre 3MM avec celle du sérum correspondahbrs des études
expérimentales, la prévalence par ce test ess@dmlable a celle de la technique
ELISA conventionnelle (32,6% contre 34,8%). Cetteidé effectuée sur 46
prélevements nous a montré une sensibilité de 9318%: 71,7-98,9%] et une
spécificité de 100% [lé : 88,6—100].
Les résultats obtenus par la détection d’'anticaps8-PPA utilisant les papiers
buvards Whatman 3MM sont trés fiables dans le senseul un échantillon positif
n'est décelé et qu'aucun faux positif n'est déte@téleur prédictive positive a
100%).

La capacité de cette technique de diagnostic etp@rement importante
pour les programmes d'éradication dans les payeeeloppement, ou les résultats
positivement faux sont fréquents en raison desitond déficientes de transport et
de stockage des sérums, I'une des raisons lex@lmiantes pour des résultats non
spécifiques-dans I'ELISA (Escribarei al, 1989). En outre;-une détection précise

des animaux séronegatifs est essentielle pourdactén de l'abattage dans la
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populationsensible, en particulier dans les régions éconoemgnt défavorisées, ou
les animaux individuels ont des valeurs relativenééevées.

Nos résultats montrent aussi qu’une concentratiantidorps collecté sur papier MM
peut étre inférieure a celle comparée au sérumegpondant. Nos résultats suggerent
que les papiers filtres peuvent étre utilisés plaudétection des anticorps par la
technique ELISA comme l'ont montré d’autres étudmgparavant pour d'autres
maladies et d'autres especes animales (Httat, 2003, Josepbt al, 2010, Curryet

al., 2011).

En revanche, l'utilisation des papiers filtres &uldes sérums pour le test
sérologique est moins pratique et présente uneelifde Swaret al, 2001) au niveau
du laboratoire. En effet, les papiers filtres stxla température ambiante doivent étre
élués pendant quelques minutes ou quelques heuees agitation dans le tampon
approprié pour permettre la récupération des amcoNéanmoins, une l|égere
diminution de la sensibilité a été observée lotmd’ comparaison entre sérum et papier
buvard 3MM. Par contre, les sérums et les papikssf pour le test ELISA s’accordent

parfaitement (Kappa de 0,95) malgré une petiteatialude sensibilité de ce test.

Cette diminution de la sensibilité peut étre simmat compensée dans les
programmes de seérosurveillance par une augmentdtionombre des échantillons
cibles sur le terrain. Entre autres, la procédueecdllecte de sang sur le papier
Whatman 3MM est facile (gouttelettes de sang parifszation de la peau de l'oreille),
la diminution de sensibilité de cette procéduradaerait pas étre un probléme majeur
compte tenu de l'avantage des papiers filtres gtagker a long terme du matériel
biologique a température ambiante.

Heureusement, cet inconvénient ne se pose passuedhniques moléculaires qui,
apres les tests sérologiques, sont les procéderatiagnostic les plus utilisées pour
I'identification rapide des maladies animales ehames.

Pendant la période ou la Céte d’lvoire est indenméa PPA, des prélevements de porc
collectés en 2009 et 2010 ont été parvenus podieetcette étude. Les 346 papiers
buvards 3MM collectés en Cote d’lvoire ont tous réégatifs sur UPL PCR. Ce résultat
nous donne une spécificité de cette étude de 100%utilisation du papier buvard
Whatman 3MM.
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Il est montré dans cette étude que les papiersdilvhatman 3MM tiennent
un avantage remarquable par rapport aux matériamivgiques conventionnels
(Sang, organes, sérum...) parce que l'extractionadétes nucléiques n'est pas
nécessaire. De ce fait, la possibilité d'effectad?CR conventionnelle et la PCR en
temps réel directe permet une réduction intéressdatcodt et du temps pour le
diagnostic moléculaire de la peste porcine afreade plus, un autre avantage de
I'utilisation du papier filtre est aussi la pos§i@i de réduire les contaminations

pendant les collectes de prélévement.

Cette étude présente le développement, la stasdéiadi et la validation de
I'utilisation des papiers buvards Whatman 3MM comougils de détection de la

peste porcine africaine.

Lors de la détection et la validation des techréquie diagnostic, des
comparaisons ont été faites et I'utilisation degigqs buvards a montré un bon accord
avec les prélévements standards. La valeur dkapga k est considérée comme bonne
si K est supérieur a 0,81. Le seul considéré commaevais accord a été trouvé avec

I'utilisation du PCR temps réel tagman que I'on pait écarter des tests a I'avenir.

2. La peste porcine africaine et la circulation viale a Madagascar

Sur le terrain, le virus de la PPA est une vraieaxe pour I'élevage de porc
domestique dans le monde. Elle touche les pordsuteage, de toute race et engendre
une perte financiere considérable. Hautement caniag pour les suidés mais non
transmissible a I'homme, cette maladie est une mlE®ccupations majeures des

éleveurs de porc a Madagascar.

Dans le cadre du présent travail, la séroprévalémstantanée de 0,2% a été
enregistrée, témoignant la circulation a bas ltaita PPA a Madagascar. Ce résultat
reflete ce qui a été recensé lors des analyselgiEnees effectuées au début de la PPA
dans IMle : 2,3% [l@s: 1,35% a 3,25%] en 1999, moins de 0,6% en 20@)6&% en
2001 (Roussett al, 2001).

Les enquétes virologiques au méme titre que lesétag sérologiques ont
montré que les virus de la PPA circulent dans tlmss compartiments étudiés a
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Madagascar. La prévalence virologique de 17,8%s[10,26% a 25,66%] effectuée
par PCR conventionnelle est enregistrée et conflem@rculation de virus de la peste
porcine africaine dans toutes les régions visitEga mise en évidence dans I'enquéte
sérologique. De plus, la pratique de I'abattagedzatin, la distribution de la viande

malade entrainent une diffusion du virus de la PPA.

Cette viroprévalence est proche de celle de 14%s [IC,06% a 20,93%)]
enregistrée dans l'étude effectuée a Ambatondrazeke ans auparavant

(Randriamparany €t al, 2005.

3. Caractérisation moléculaire des virus malgaches

Les modes de propagation du virus PPA sont mudtiglen porc domestique
peut en effet étre infecté par contact avec un alnmalade, piqdre d’'une tique molle
infectieuse, contact avec du matériel souillé owoem ingestion de nourriture
contaminée. Pour comprendre la circulation dessyiiuest donc fondamental de
pouvoir tracer leur origine, c’est-a-dire d’étrerééme de déterminer la provenance
d’un foyer dans une zone donnée. La encore, l&eenées des éleveurs ne permettent
pas toujours d’obtenir toutes les informations s8ages a cette tracabilitbans ce
contexte particulier, les analyses phylogénétigges,permettent de caractériser au
niveau moléculaire les isolats viraux et de comgreries liens qui les unissent,

peuvent étre d’'une trés grande utilité.

Sur un plan historique, il est vraisemblable quépitiémie de PPA a
Madagascar ait fait suite a 'unique introductionl®98 d’'une souche mozambicaine
dans le sud de I'lle, a Taolagnaro (Gonzagjual, 2001). Avant cette date, I'lle était
indemne de PPA, hypothése corroborée par des é&édasgiques rétrospectives qui
se sont avérées négatives (Gonzaajua., 2001). Le virus PPA ne présentant pas de
sérotype, une discrimination spatio-temporelle etats n'a pas pu étre réalisée
d’'un point de vue antigénique (Whyaed al, 1985). Depuis lors, de nombreuses
méthodes d’analyse phylogénétique ont été dévessppetilisant les séquences
nucléotidiques, ce qui a permis d'établir la ciatidn de 22 génotypes, suivant
'analyse du gene de capside B646L (Bastbsal, 2003 ; Lubisiet al, 2005 ;
Boshoff et al, 2007). Parmi ces génotypes, certains sont raignc’est-a-dire

bY

étroitement liés a un territoire donné, tandis gliautres sont transnationaux.
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L’analyse de ce géne a cependant permis de dégmgére grands génogroupes
correspondant peu ou prou a une dichotomie au mixégional, avec une circulation
de 21 des 22 genotypes en Afrique de I'est et dylsugénotype | regroupant quant a
lui des isolats ouest africains, européens, cambéesud-américains). D’autres génes
ou fragments de génes ont depuis été étudiés dwbedtf d'obtenir une
discrimination plus fine, au niveau local : B602todant pour une protéine kinase),
E183L et CP204L (codant respectivement pour lesépres d’enveloppe p54 et
p30/32). Parmi ces genes, seul le géne E183L aréamt potentiel discriminant

concernant des isolats sardes.

En ce qui concerne notre étude, nous avons fogalis@nalyses sur les genes
B646L, CP204L et KP177R (codant pour la protéirendeloppe p22). Nous n’avons
pas retenu le géne E183L car des analyses an&gsiauaient montré une variabilité
tres faible entre isolats malgaches mais nous aadjoint le gene KP177R qui lui en
avait montré (V. Michaud, communication personnelles résultats de I'analyse de
ce dernier gene doivent tout de méme étre pris prézaution puisqu’il a été montré
gu’il pouvait exister des orthologues au sein dinéme génome (Chapma al,
2008). Quoiqu'il en soit, les trois protéines erpges par ces genes induisent des
anticorps spécifiques chez le porc domestique eitant soumises a la pression du
systeme immunitaire pouvaient dés lors montrer waheersité susceptible de

discriminer les isolats.

Au niveau mondial, nos analyses ont montré que quelsoit le géne étudie,
les isolats malgaches se placaient toujours audsegénotype Il viral. Cependant, la
diversité entre les isolats malgaches reste faibteces loci malgré plus de 15 ans de
circulation du virus dans IMle. En effet, 'anatyslu fragment du géne B646L a
montré 100% d’homologie entre les isolats et sigeses CP204L et KP177R ont
montré davantage de diversité, avec respectiveid@ib et 0,9% de différence,
aucune filiation spatio-temporelle n'a pu étre mée exergue qui puisse indiquer
I'origine de nouveaux foyers ou la réémergenceogerk plus anciens. Cette stabilité
peut s’expliquer notamment par le cycle jusqu’itlasivement domestique que suit
le virus dans llle. Deux hotes sauvages sont paotrfprésents, a savoir le
potamochére et la tiqu®. porcinus mais si le virus a été détecté chez quelques
tigues (Ravomananet al, 2010), leur tres faible répartition sur le tire induit
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gu’elles ne soient vraisemblablement pas a I'odgile foyers et aucun potamochére
n'a jusqu’ici été détecté comme porteur. Or, le maxn de diversité est observé
chez le virus lorsque le cycle selvatique est prigse savoir dans I'est et le sud de
I'Afrique continentale, le passage d’'un hote atfalwttant sans doute un « moteur »
évolutif. De méme, les éleveurs éliminent souveds$ rapidement les animaux qui
leur semblent malades, ce qui ne permet sans qm#eau virus de se répliquer
suffisamment pour induire une diversification. Qegent, nos analyses ont porté sur
une fraction trés courte du génome viral. Des a®@lyportant sur des portions plus
larges, voire sur des génomes entiers pourraiemhgitre de déterminer des loci

spécifigues de la diversification a partir d’'unepplation virale relativement

homogene puisque descendante d’'un unique parent.

4. Epidémiologie

Sur le terrain, la PPA touche les porcs de toutéigde toute race, engendrant
des pertes financiéres considérables. Elle comstinsi la préoccupation majeure des
éleveurs en étant une des plus grandes contrantespansion de la filiere porcine
dans I'lle (Randriampararst al, 2005). En effet, en 2004 par exemple, la malathé
suspectée sur les 14% §C 7,06% a 20,93%] des porcs amenés a l'abattoir
d’Ambatondrazaka. Par ailleurs, une étude ultéeie@alisée en 2006 dans trois régions
productrices de porc a Madagascar a réevélé que [B386: 23,59% a 42,40%] des
éleveurs enquétés avaient déja suspecté la PPA lelarss élevages (Costaet al.,

2009) au cours des années précédentes.

Au cours de notre étude, nous avons déterminé @reprevalence
instantanée de 0,2%, ce qui témoigne d’'une circumad bas bruit de la PPA a
Madagascar. Ce résultat corrobore des analyseb@génoes antérieures réalisées
des I'apparition de la PPA dans I"lle. En 1999sdaoprévalence avait été estimée a
2,3% [1Gs - 1,35% a 3,25%], ce qui correspondait a une esipande la maladie
suivant son émergence. Suite a la trés forte nii@rtglii a eu lieu durant la phase
épidémique de PPA au cours des deux premiéres sahed’épidémie, cette
séroprévalence chutait des 2000 pour atteindre sraen0,6%, puis 0,63% en 2001
(Roussetet al, 2001). Si les politiques sanitaires mises erceglae sont pas
parvenues a l'éradiquer, tout du moins elles sembbd&oir réussi a contenir la

maladie puisque plus de dix ans plus tard, la séuapence a encore diminué dans
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I'lle. Cette séroprévalence «résiduelle » pourédie le signe de la circulation des
souches virales de moindre virulence puisque lesaux sont séroconvertis.

En revanche, si les enquétes virologiques ont récear méme titre que les enquétes
sérologiques que le virus PPA circulait dans tolgesrégions malgaches étudiées, la
prévalence virologique est nettement supérieureefiat, I'amplification génigque du
géne B646L a permis de détecter ’'ADN viral dan8% [ICos : 10,26% a 25,66%] des
cas. Ceci confirme une circulation du virus en aegtation par rapport a une étude
réalisée en 2004 qui I'avait estimée a 14%4{IC7,06% a 20,93%] (Randriamparagty
al., 2005) et plus importante que ne le laisseraitegnir le résultat des analyses
sérologiques. Un tel niveau de circulation viralarmpi les animaux rend tres
problématique l'abattage clandestin et la distidutde viande potentiellement
contaminée, ces pratiques permettent une diffusionterrompue du virus sur

I'’ensemble du territoire.

Ces pratiques illégales ne semblent hélas pas poéu® en passe d'étre
abolies. Des la confirmation officielle de I'émenge de la maladie en 1998, des
mesures gouvernementales ont été instaurées (Amé&téministériel du 13 janvier
1999) : des barrages sanitaires et une politigabattage ont été mis en ceuvre pour
tenter d’endiguer sa progression. Des campagnefodiiation et de sensibilisation ont
éte réalisées (Roget al, 1999) et un réseau d’épidémiosurveillance miplane en
1999 dans le cadre d'un Projet de Coopération Tigabnfinancé par la FAO
(Blanchard, 2001). Cependant, ces mesures n’'onétgasuffisamment appliquées faute
de moyens financiers, notamment la pratique d’abatsystématique, qui n'a pas pu
étre réellement mise en place. En effet, I'abselgceompensation financiere pour leurs
pertes a conduit a une grande réticence voire fus mes éleveurs de déclarer la
présence des porcs malades dans leurs élevagesyrageant de fait I'abattage
clandestin des animaux suspects et contribuantl@darganisation de I'ensemble de la
filiere porcine. La maladie s’est donc propagée’easemble de Iile et continue
aujourd’hui a y faire des ravages sans que lesri@gan’aient pu étre a méme de la

stopper.

Apres les vagues épizootiques de la maladie en 4388 la PPA évolue vers
I'état endémique et la mortalité diminue mais eltmserve son caractére meurtrier.

Cette situation de forme enzootique a été retroau&e une diminution importante
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des cas en Espagne, au Portugal, au Brésil en, HaitCameroun et dans la plupart
des pays africains (Saliket al, 1985). Le calme revient, peu d’informations

parviennent aux services vétérinaires malgachest@uiéncidence de la PPA.

Les petits éleveurs sont de plus en plus nombrélx erise survenue dans le
monde a aussi un impact sur le mode d’élevage de puutilisation des eaux grasses
pour lalimentation des porcs devient une pratigoeur alléger les colts de
I'alimentation. Cette pratique est alors la prokbatburce de contamination des porcs a
Madagascar en 1997 (Gonzagieal, 2001) et I'est en Géorgie en 2007 (Rowlahd
al., 2008).

Madagascar est un pays endémique de la PPA etadesporadiques sont
rapportés avec une viroprévalence de 17%. Par esol@irséroprévalence est tres
faible voire nulle pendant les campagnes de cellats préléevements. Cette
situation existait depuis que la PPA est surveniadagascar et suggere quelques
hypothéses, soit la souche virale est virulentd’agiimal n'a pas le temps de
produire des anticorps, soit le porc est abattuemdu par I'éleveur dés qu’il y a des
signes évocateurs de la maladie (Randriampaetngl, 2005). Pourtant, une
enquéte effectuée dans la zone rurale de Marovbymbert.,, 2006) et de
Talatavolonondry (Communication personnelle, 20@8)ntre que dans la majorité
des cas, les éleveurs abattent les porcs maladasvieinde est soit vendue sur le
marché, soit consommeée dans le cercle familiateGeatique est généralisée par la
majorité des éleveurs a Madagascar et seule uneritgirdéclare et enterre les
cadavres d’animaux morts de la maladie (Humber2@06). Cette situation donne
un impact dans la détection de la prévalence less&ludes et surtout favorise la
dissémination de la maladie.

En outre, les tigues molles et les potamocheresani des hbtes sauvages
du virus de la PPA (Sanchez-Botija, 1963 ; Thomd®85) existent a Madagascar
(Lamoureux, 1913; Andrianjakarivelo, 2003). Uneergte étude nous a montré la
présence des tiques molles infectéep@rcinus domesticua Madagascar qui est
un danger potentiel pour les élevages de porc ulapsys endémique de la maladie.
Par contre, la grande ile ne présentait pas de sgll/atique mais uniqguement un
cycle chez le porc domestique et les tigues malss les zones ou elles sont

présentes suggérant que le potamochere joue un mélgigeable dans
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I'épidémiologie de la PPA a Madagascar (Ravaomaretnal, 2010). L'abattage
systématique des animaux infectés ainsi que l'abattle tous les porcs dans un rayon
de 10 km est nécessaire pour controler la malallialheureusement, tous ces
problemes sont ajoutés a I'inaptitude du paysrigér le virus par manque de budget

pour dédommager les éleveurs.

Alors l'utilisation de papier buvard Whatman 3MMtd&n des outils des
laboratoires et des pays tropicaux pour déteadsrgrécocement la PPA. Il a été adopté
pour détecter le virus PPA sur terrain c’est-a-diagis les élevages et au niveau des
abattoirs. Par la suite, le papier buvard imbib&al®y est un support pas cher, simple et
rapide pour la collecte de sang, la préservatida diagnostic de la maladie de la PPA
en utilisant 'ELISA, les PCR directes conventiole® et les PCR en temps réel et
l'isolement du virus. D'autres avantages du pdiiex 3MM comprennent le plus petit
volume de sang requis et la capacité de recueiiligrand nombre d'échantillon (Dubay
et al, 2006).

L’étude phylogénétique confirme que les souchesvidus PPA collectées a
Madagascar durant cette étude appartiennent autypéndl. L’alignement des
séquences des genes B646L codant des protéinesodeses malgaches montre une
homologie de 100% suggérant une source unique k@romation. En revanche, les
génes KP177R et CP204L sont plus diversifiés.

Par contre, des travaux supplémentaires sont redeeEsspour établir la
robustesse de I'essai de collecte d’échantilloraadg échelle dans un pays endémique.
Les papiers filtres Whatman 3MM utilisés dans cétigde sont moins codlteux. Les
papiers filtres Whatman 3MM peuvent donc étre sé8i comme support pour le

diagnostic multivalent dans des conditions trogsal
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Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus au cours de cette théseeomigpd’évaluer la capacité
du papier buvard Whatman 3MM a stocker et a tramspte virus de la PPA. Cette
étude a montré que ce papier permet une techniguedidgnostic simple,
économique, moins cher et répondant au besoin aestppicaux sur la résolution

de l'utilisation de chaine de froid.

Ce travail a présenté l'efficacité du papier buvevbatman 3MM pour la
détection précoce du virus de la PPA par la PCRauionnelle, les PCR a temps
réel (Tagman, et UPL) et I'isolement viral. LesuarPPA par utilisation de papier
buvard 3MM ont été détectés tres précocement gplirapres infection.

Un des résultats de cette étude est I'aptitude apiep Whatman 3MM a détecter
aussi I'anticorps anti-PPA avec une sensibilit®88% et une spécificité de 100%.

Le test Kappa réalisé a l'aide des résultats olstearoduit un coefficient
entre 0,90 et 0,96, soit une concordance proché&alleolu avec les difféerentes
méthodes de prélévement sauf avec la méthode Tagman
Les papiers buvards ont la performance d’évalu@rdsalence de la peste porcine
africaine sur des échantillons collectés en abvattei Madagascar et prélevés en
élevage de Céte d’lvoire afin d’apprécier le risgqaprésenté par la PPA dans ces
régions.

Cette étude nous a permis aussi de mieux connigtrecaracteristiques
moléculaires des différentes souches collectée0f8 a 2010 a Madagascar.
L’analyse phylogénétique des 18 isolats que nousiseffectué, a été établie sur
trois genes parmi les 160 géenes recensés du MtAs [Panalyse du gene B646L de
nos séquences nous renseigne sa place dans leymgribtdes 22 qui existent
comme il a été décrit par Bastesal (2003) et Boshofét al (2007). Ce gene est
stable et 100% homologue avec les souches malgdelpess 1998. Par contre, les
genes KP177R et CP204L sont tres variables enen@&me s’ils sont restés dans
le méme génotype Il. En plus, cette étude est @serpour la détermination des
sources et I'évolution des isolats viraux a Madagas

De nos jours, les gens voyagent beaucoup ave@tenral et leurs produits
dérivés sur de longue distance dans une courtee d@ependant, la mondialisation

est une source indirecte de dissémination. d'uneadmal Ce mouvement entraine
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I'introduction des agents pathogénes dans des aoMvéerritoires. Les petits
éleveurs sont de plus en plus nombreux et la stiseenue dans le monde a aussi un
impact sur le mode d’élevage de porc. L'utilisatioles eaux grasses pour
'alimentation des porcs devient une pratique paltéger les codts de
I'alimentation. Cette pratique est alors la plushable source de contamination des
porcs a Madagascar en 1997 (Gonzagtieal, 2001) et en Géorgie en 2007
(Rowlandet al, 2008). Une des difficultés de la lutte contrd®RA est I'existence
des modes d’élevage non conformes. A Madagascativémation des porcs est
encore pratiqguée favorisant le manque de recendeda=nélevages existant qui
entraine une difficulté et un impact négatif (tepmgssources et équipements...) sur
la mesure de contréle pratiquée. Ce mode d’élevagee la faible mesure de
biosécurité facilitent la dissémination du virusA?P

La PPA est une contrainte majeure car elle limgedéveloppement de
I'élevage porcin. Cette maladie cause un impacti'éaonomie d’'un pays ou elle
sévit et dégage ainsi I'existence d’'un manque agagolossal. Une étude évaluant
les impacts économiques des principales maladiesngs (PPA, PPC, Maladie de
Teschen, Cysticercose) a Madagascar a révélé ute gieecte de 50 925 000 de
dollars US et un codt indirect s’élevant jusqu’a84000 000 dollars US
(Andriamparany, 2012). Madagascar doit poursuiadutte contre les maladies
porcines. Le papier buvard Whatman 3MM est un algikollecte, de transport, de
détection rapide de la PPA peu couteux pour rédesedégats causés par cette

maladie.

En outre, les hotes sauvages du virus de la PPAcf®a-Botija, 1963;
Thomson, 1985) a savoir les tiques molles et léarpochéres ont été répertoriés a
Madagascar (Lamoureux, 1913; Andrianjakarivelo,30&n revanche, la grande
fle ne présentait pas de cycle selvatique et lessgauvages ne sont jamais infectés.
Cette situation nous fait penser que les potamesheiont pas un réle important
dans I'épidémiologie de la PPA a Madagascar (Raeaamaet al, 2010). Alors,
seul le cycle domestique existe, présentant desegigmolles infectée<.
porcinusdomesticugui est une menace de contamination non négliggatlir les

élevages de porc dans les pays endémiques deddimal
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Conclusion et perspectives

En résumé, le papier filtre Whatman 3MM est un suppas cher, simple et rapide
pour la collecte de sang, la préservation et Igriiatic de la maladie de la PPA en
utilisant I'ELISA, les PCR directes conventionnsjldes PCR en temps réel et
I'isolement du virus. D'autres avantages du pdpier 3MM comprennent le plus petit
volume de sang requis et la capacité de recueitirgrand nombre d'échantillons
(Dubayet al, 2006).

Les papiers filtres Whatman 3MM utilisés dans céttede sont moins codteux
et peuvent donc étre utilisés comme support poutidgnostic multivalent dans des
conditions tropicales. Par contre, des travaux lgmpgntaires sont nécessaires pour
établir la robustesse de l'essai de collecte di#tdlem a grande échelle dans un pays
endémique. Afin de compléter ces études, il semdressant (i) de poursuivre les
activités de recherche sur la caractérisation nutdée des souches malgaches, (ii) de
continuer la validation de détection d’anticorpslemés sur papier buvard avec

plusieurs prélévements de terrain.

Le ministére de I'élevage et la direction des smwivétérinaires (DSV) sont les
autorités compétentes en matiére de santé aninMblagascar. lls devraient informer
les éleveurs sur la pratique des mesures de bidggae commencer a avoir une liste
des éleveurs pour faciliter le contréle en cas @dadie. Les autorités compétentes
devraient intégrer dans leur plan de contrble ummpagne de conscientisation des

éleveurs avant et pendant la période de crise ynmeiprévention efficace.

Un outil de contréle et de dépistage de la PPAéaéncu qui est I'utilisation du
papier buvard Whatman 3MM, alors les autorités @ewt appuyer les laboratoires afin
de dépister tres précocement les maladies pourgaoprotéger le cheptel porcin.

Les collecteurs voyagent beaucoup pour rassembles gorcs. |lls
s’approvisionnent chez des petits éleveurs un ptog dans les provinces pour
couvrir les besoins de la capitale. Ces derniemeges, des cas fréquents d’introduction
de porc ont été constatés pour infecter le chejggsléleveurs. Avant d’introduire des
nouveaux porcs dans I'élevage, ils doivent les nmeth quarantaine pour éviter une

contamination.
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A man e b | s ke ool e, i
papr, dagradd ELISA R

Contanpandandy:

E Aliwia CRAD, LA CRAREE, Darmadne
Dujekes, 47 070 Pt Bourg, Gisadabaugs),
Framoe Tol - +33 2025491,

Faoc 13 SAMMA0 IS

Bl dvvwrian sl ol bl iy

ol T T T [ERCEH R T T
ik vk

Runenad fiy' publicasion dyd, 284

it V1) P 12 EIS

introdusctian

Syrmamary

Thhe pesloamance o { Whawman 3- WM 6 e papers for e collection, drping, ship-
el and oo g-term stemage of Biocd at ambden temperatione, and for the deter-
neoeri of Afrcan swine deer virms and ancheed o W maesse d Correerd el and
wea gl e PR, wival fodaton and amtibedy detecion by BLEA were perdonmed
o paired s ples {bdrened sane wemas o o ed-blood 3-3M filer papen) colleoned
fron evperimentaly inferted peg and from fow pga in Madagasear and Oote
Fimbre 30 ey papers were med ety bn the coren Soral and real-tme
PR withevrt previons ertracten of nodeis adds Tests thal perdnemed befter
wiltth 3 MM filter popers wene bn desopnding crder: winm Solagen, sed-1ime LIPL
PCH and cosvensonal PO The aralficd semitiilty of realaime UPL PCH an
fifer popers wak s far jo comwentonal (esting (¥ bolation or comwendonad
PCR) on cogars o biond In addition, Blocd-dried filter papers were feted in
ELEA dor o body dtocion and dhe observed sembiily was very cose o 0on-
wertiomal dmection oo serom semple and gave com porable el Flter papers
were sioned np o % monds o 202590 and for 2 ol @t 370 wishon sign -
can boon of messitiy for Wons gen ome detartioen AN tess oo 3- M0 filer papers
bad W00% specificty compared fo e gold dandeds. Whawan MM filte
papers baw de advamtage of belng cheap and of preseving vins viabdiny for
fopare vin Boknion and choracisization. In (ks aady, Whatman 300 flrer
pajpers prowed o e o sl mbde voppoat for the collertion, somage and mee of blond
In remote areas of treqpioal oo miries withoot the need for o oobd chain and il

privvkde new poosilbdities foer o svtilacd y hesting and ol mo s | ek o,

wmdbrate fumly Suddse (demestic and ferd pip. wild
b, By i g, wordbegs and the ghnt foma bog)h and

Alecan swime fever wirm (ASHFV) B o lirge evweloped DA
wirm {Ddmon o al . 2005) that befongs o fhe fam iy Aghr-
winidae, pavm Agfviran it & the only lovown TRNA ariowi-
me. Aftican seine feve Wms infecs members of e

& T014 Blaciesall bl Grobld « Tercheardssy ars] Cresag rag Diea o

smrne A sgasid sl (Ownithod ores complex). It & ome of
thee o il s of dometic plgs and wild Boars and
e o eeiom irecbondery pig dtsse then conld
pead rapdy and beve clppleg oo ceoem b



B g

annegquencss (Perith and Mpkuboma, T000, flabakobi
o gl T

Adrican swine fever was fiisr desoribesd dn Esseern Adrica
an vhe beginning of the Mah commpy. The dbse was
resmicaad 1o many sob-Sahenan countriss onthl 1957 when
the firat cantacak oma de the African comtinem exariad in
Porogad Sobeeguendy, e virs spraad o vhe Conlbbem
and Somb Amerke in 197046 and 1980 | Arids o . 002)
Mearaime, the indoion has been enadicead friam Cark.
Ban, Somb Ameris and BEonope excepd in Saxd ink where
the dieeaze el pesdita However, eoent inmodoionn of
the wiins were repamad in Wadtern Adrica | 1997 ). Madegs-
car {1FR}, trars.Cencsran | h07), Hosis hary, o
2005}, Uloraine {2087, Helaro (3003) and Boenis {2004}
{Rowlands =1 ol 008: Hahimi = al, 2060, Deeree stal,
02, Le Poter and Marcs, W53 ). The infection b malndy
deterned in wild Besand Bot abey in Jomestic plgs ((6E,
004} in Lighmania, Levia and Podend, sop bhasdeing the vk
for Ceeral and Easgean Bovege {Gaflado & o, 2004

Labomnry dkagnech of ASF b baesd an 1he et on of
the s and gpacific ASFamibdis Vs baokation (V1)
| Malmgoim and Hay, %60 in pocins boane marnow <=t
i a cfibis and senathe mied, Born can nake several
day on even wesio i obuin ghe finad revab Dn el dnkon o
amigen-deimcdon  immumavam  (Vidadl =al, 55T
Huochings and Perrky, 2006}, several mokscodar ieas indod-
ing, agarose gel-bosed POR (Sseger eval, 1992 Agiem
ool 300% M0 Hamo sq e, 2008} and el dime POR
(King = al 1008, Pk = gl 200% Tignon ecal, 101
Ferndrader Piremn eval, 1002) have oo been developed
and adopasd for rotine d ugneatic panpecss. e 10 repon
of irfected mederals foo mited or comfirmatory dagnosis of
AZF infactian inbocal, reg kot o intsrmate na lboraories
ragod e e e of aondd Ghain o ghe ad dition ool [pessre -
the agenm e do pot interiere with fe diaaeets pivsce -
doea The mabntenance of o codd dhain for e peerton
oof Bbodog s swrmp s dn oflen inapn mlds in remote @ ea of
v ol regl o wih e the appropriase infrastrocure B nod
awmilebde There o S o precding need for o sempding and
wbpping procedae fom the firm ® e ldbeo gcey 1
dossnot rdy onacold duin

In ecent perk, Fudis o demomoaed the mmp ks
coabd Be poared and storad on filter papers @ roam tem-
prawe for rdeiely long peieds (Phoowio o ol 19599,
Vikesk = g, 200; Usendhal = all, 70T L The wee of Eboosd
samplet drisd on filer papers was dseeribed o a posibde
abarmatve © pressrving homan and animal senp sy for
eerologinl eaing {Hehew etal | 3990 [he Swar sial
2000 Heffand o1 al, 100, Ridd=l ex al , 2003 | b nresesn
ot ol 005 fosemphy and Mdiress, DI0L Filter papers havwe
alen beeen s cesafoliy meed o sdoee bdalogicad maseriabe and
1o e ghe prssene e of wiral node it aods by PCH {3kt
o gl 199 e Swarr et ol | 20001 Abdebwdvaly = al, DITE

I Aaria ripserany ol al

Moe racendy, fihe popes wers o dor wines okiton
(Abdcdwital et al, 1000) Deifisrent types of filser papes
were ned In thees godies baot all Bosica By bedongad 1o two
main dases The fise das consiets of file sy pap sin spec ifi-
cally enginesr=d dor nodsc ackd preporanon and preserva.
tian. They contain impegneed mamies Sar e ol
dename proting and protsct nodec acids from mds e,
e prewiding, ad dive nad oo ful et e tan of the Bicdhog -
cal materiad whidh theordcally males i compathls with
sade shipment withom g need foa conntal mme ot Wihstman
FIA cards beong 1o dhis casegory of ey papent. Howess,
At abwimtnry, Shey rogue smre-prapdraion md e
rin ol v, . Simthon befrre besing) ooad for J e and ase
no s ke o pube et pa thogen lodation In oo,
other filss papers s 'Wharman 3 MM filer papers 38 nog
contin addimne g they can Sl p e re nlscdviry and can
theoratlmlly be wsd for furdier paebegen i plificson.
Anoder advanmge i Siar dey do ot oomin PCH b -
tor and can b drenly med in conwentone POH winhom
PEosus nodes acd eomaossn, o bas abeady ben doim-
o Atrated i the desession ol ASFY { iichand a1 al, 2007)
Haad oan s st ths gody wee dsignad o e
wibst ey Wikt i m 3- MM filer papers can be wed for ASF
o hag oot Wil @ ssiies of curtenly availabl 1o that were

originally desiged for the ASF wire and amibody desc.
tion in coventional biclogiml sampls Thes =

indsded comentfon] and ed-dme PCR, wim! boladon
and antbody dsscan by ELISA In additan, She mobaas-
neid and thermal mabdlny of Whamman 2 MM filer papes
wiers wdenad

#aterials and Methods

Sampled
Tz v rboagpc il s plas weare e s fhovm p iggdaring fiedd

sarveyd of Bom pigs tha weie sgperimendally ndeoed
Domete pigs bn indscnsd areas in Madaggoon were ran-
damly wmpisd o daoghesr hooss in 2009, A iolad of 95
jaired smomplss were coliscasd fhom of pem The pumpds
Comesbibed o 2 spheen specimen aned 1 cornesponding biood
dried an Whatman 3 MM fikes papes [VWE, Fonteiwy -
sous-Bos, Frane ). The filer papery were gorsd at seom
nemperaore { 22-254) for 3 montha Tn addition, 36 fam
g m O Twine were blad for oomend ional ssrom od-
= n and on 3-MM fiker papers, the sampls wens taed
10 sy Uhe spec ificity of ghe methods o nee the counory b
beren free of g dlse for ar aer B years andl the reoeng
sennadocmon of e d bease yepontad in Seprember 2004,

Thiee experimens in containsd facllites dsigned dor
vacolne tsaing, ar irended 1o mody the vimden o af ghe
fiodate, genermed. paived FIFTA Bdood, drisd-bdond 3. 50k
filer pupsr and werum damples. Thsse ampies tAos weie
wied fo deternine the andyival senaitiviay of the diffaem

B IO B el | e Crviit o Termbsioreiey et §rewsmine Cmeae



T. Aerdinampaasy m a

methods ol duggnimn peng S48 Ble papers comparal
in the othes Ininlogical maleriah. In b fGrd expoiment,
foer Landrsce % Large While pigs were nulates] snize-
misiubsrdy wilth 10 BEATDS mi of the Beesmlserhey ARFY
Azl moletc, Twe urdestcd pigs were =amdaized) in oo
sl Bousnl in B weme pen e e mculsted animak.
doye. The seoond  cxpemimznd includicd e challenge
grops ol e pigs cich, infecied with ASF snoruses: allar
the virs sirain Boesm 97 e the Spaim E75 molale. The last
maper=senl exludod ten thals Trial 1 mvelaal sic pogs
that wene fiewil challenged) wilk e son-rsuler (UETEE
dmlale feos Poclupal asd ¥ wocks |ater, wsth the coschy
refaied virslent Foregpses Sobdc OUETE, and aftes o
furiisr 3w, wath 12 Bemin 9771 abran. Toal 2 inded sl
it pigs chalk=ged wih tbx Beres %701 dsclale, Sampics
were colleciid on the ey of chalengr aml theeiter o &i-
fere=l mivrvals puosl-cEallenge, as dosisihed @™ S sl
sxbion. The virms slcsine we ussd belosg 1o genaiype 0
|E=ut expenmeni | and pemolype § {scond and el cxpori-
mentsl, the coly two groobypos S haee spresd beoyend
arl us off ssz=als wer cnrial oul = agreesenl wth the
Emupmn Dircctive BASE on the preladion of anssals
usad in scientific procedurcs and spenrenl By 12 kool etk
el cormmiter undey the numders D005 for e bwvo-Eod
waper==rrils and 2T for 15 lad experimenl

Lamles propuralion

For timuss a=ad blesnd menples, viral mecloic scids were pae-
parcd usy the (lAsep vzal DA mini kel [QIAVGEN,
¥esd, the Metherfamds) o previowdy discolad {Eing
«t ml, HOX] awal storcd db —BHC until subscgeimi Tndsg
by R or sral-frme PFUR aaisry.

Falfer papes preparanny

Wikatmas 3-MM B papes. which an olies osed) & Lthe
siotagr and defoctins of gemeii or prdein matsTials, wers
sdccinl Tor thei study, The MM Ao pepom were G
imin 5 ® 05 cm dnpe. The ssipy wore wekod in whale
sl coliectod from: dlaughicred pigs sl afirwed 1o dry.
Uz driadl, the Blicr papen wec skored st moom empes-
ture [2-F30) or sl AP0 as provinosdy descrbed (-
chadl et al, JMM| uniil mar.

[hnnd comvenhsial PR

The baghy comservnd svginn of gronine cesling for pll proe-
lian was amplifed by PCH wesg the 5 prime Maslcrax
Eppendoc, Monlvassn, Frascc], 3-ME B papen wnih

B i Bl vy Sl = TRy T ARy [

ASF Cisgrouin

=l wilkoul previcus citraciem of pucleic sl Oes
picce of [ilier paper mwourssg 5 mm© wa plced m ek
(12~ PCH tobe. Hocison e won sddind 1o o Bl woless
af 50 1o alive proper immessios of The Bl papens, The
reactinn =m conlsmed 84 pu of neecd prines STCG
Eﬂ.ﬂﬁT‘ETTEﬁ.ﬁ.ﬁETﬁﬁiJ.ﬁmm
SR CAMAGGATTITGG TG A A T-F. The MCR
iarm dun as elloee (11 5 o al 9500 400 35 oyl o S s
a8 T 30wk S5 enad 30 el TEO i) T ool TEMT
A MR Supmexd ol 146 hse pain won vissalizid on ageows
L A ncgabve conbrol Sum an unisfocied Py owas
LA Ll

Lhiny the same masier mix ssd prumes, 15l of DA
rtrcinl from Bloo] ol e was con m final velomes
ol Hi agl. The roactam mosture was beaded o= Tl 2]
5 miin dl #59 [m)] 35 oy, 30w a2 9550 500w ik BIPC el
50 wab TP (mil 00 mon a1 TR

Eal-amic FCH
Twer mmal-ioee PRy v cvabeasiod. The il was e OHE
eelerezce mecthod derivial from Eing of al (1H03], whec
wus carrmed oo ohing 18 Gene Fxpdcsion Mator Mix
(Applin] Eusmioms, Warsingion, UK} sccording o o
mznulschirers insbructine. Frimess of 4 finsl conceni retion:
ul 4 P TGCTCATG G TATCAATCTTAT
CLAY VP OATACCACAAGATCRGCOGT-)
azal 3 Taghian prebe ot 2 final concentratiom of 1 25 i 7=
[-carbnay-luoaem{ FAMI-C CACG GO A GLGA KT
ALCLCAACCCAGT G-F.[b-carbuayicirameiyl- thocds-
ming {TAMEA) were mlded b= 30 gl off the appeogiale
masict min The stactam were marde =5 in E=al ke of
Hﬁaﬁ.ﬁqlid&?ml_ﬁ-—:piﬂ:uﬂi—&dﬂh
pajeer o 2 4 of [RNA benpiete, D3l of the appropsiaic
maslcr mix, 0.4 ge of sach prises, 035 gl of ihe gonbc
axel LE or 18 8 of walcr for 3-ME8 BRer paper ssd TINA,
rexprchivedy. Water sairml ef mmier miz was added tn allrw
corsrel immeraas of LS filler pager wsfhoul mercaiay
ke meapenl ol of the PCE. The cnde conmled of 3 =in at
REMC and 45 cyclok Toe 10 s o 95" and M0 ool BN

T wooond read-time PR sras Based on e nie of 3 Lini-
vernal Prehe Litwary [(UPFL, Fondades -Finoms o oL, 3F2L
Ihlﬁ-m‘pﬂd]-ﬂ“ﬂnpprﬂ!dd’ﬂ.ﬁ
emplale wer added In g mesclmn smclure vseng Light
Cycler 488 Prube Masier (2=} [Appked Bismyalems], cmn-
sistang of @4 ki smmsc pranes, 004 s anti-smc prims
el (L] g peole UPL The resclios ssizfoe was the s
s b King reschiom fir fller papers sl DN

Farr e e real-ime FORs, dmplfestion was sun am as
Ml MISP roal-time FUR machine {Stratagene; Aglerd trch-
nokiges, Ceudishooul, Frasce]l., [Durnpg the pedimeasy
twls thal were cundected, the Eing real-tzmee PR weas los

E |
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H3T Disgraomis

e FUH wean comseguenily progremivelp sbesmloned, and
ey, e IFFL real-time PCR wan uad b all sscisisacsia.

Alveubs macrephapes s onliciod Do B lusgs of pog-
fcts ascomding 16 Baron o al (1991), Tha provedurs was
also approved by e sthical commmiiter undicr e sesher
LXANEH. Brafly, poaleis were mnrstheheed, exomgresmted
m=d 1B onBevted cofh were mnand andd colfered s
Baiks croviainesy MEM malium supplenmbnl wigh [
forial bovine mres, pesssllinsiroplemycin and aopho-
fezicin B Individeid 0L5-cm? picces of 3334 filicr puper
were ground = MEM mediem and ithe supermaiet sl o
et the =mscropagsi. The cddbi were ept fnr 53-7 days al
chachod datly.

dietrction by ELI5A amal crodnabonr of fof perfermons

Pamod wessples (350 [her pupens containisg dried hind
mzsll mera| werr enliccted From sxpmianenislly infocind pig.
A 40-mm’® e ol 3-8 Eir papor conbining deied
Bl wax rerereed azall selded g o volume of 100 gl ol S
EIISA bulfer [lngezim FPA Cospec, Engesmia, - Spmnl).
Aller oohation for 1 h, e dusic was collacbod and inged
a= the ELESA kit specifcsly desgzcd by e company for
e pupec, Sery were islad inthe sosemercial vemion of
i lut secnrding i the sasefaderers ismiruchings.

and thrrmal sahdily of ke mslerial

The cffert of the sire of the piece of 3551 Blier paper oz
Bkl icrn] dfsbons (|- 3 8o § : ZEET7Y of the v
sleatn EF0 firaling o™ TCID S =] unt purcing alveular
sompiuges wees prspared i prcine blond., MM Gker
Fapen were cul tnkn 50 & 15w slnips, and The seips
were soaked mn enck diludinn, The 3-5ikl Bliey pupers were
Eeen draal amd wired et rocm emporatme [11-25%) usaE
e, B e papen weee oo inhy il iexa tangng
Eum LY b 6825 mm® and BnaBy alded in the PCE b
eoalinmg e =iz The cosvestsonal anil UPL FCRs were
s ren dinccily.

The sability of 15 3-8 Glor papen conlening B
dried hlood wan deiersuned on ldbescatory sl heldl materi-
als. Virss susprmnn in EDTA hleodd was recimsiiiubel =
desicentions, the M8 Blisr pupens were skormd 28 £ or
7zl imded onee & mowtl weih B exd-time LPL
PR The 3-MM Bl japes oocfainmy pmiise dred

1. Fandriarmsarary @ ol

baed from Madagaear were deesd for % muniths @i roam
afller coliaction ssd then ¥ mustks lder afier socsgs o
ambz=t esporabhue

Cempuriven and cralurion of the performances of BCE

dinnal sl UL sead-lime BB on e seven serll diditioes

describad above, cither spoiked pn 3-8 B papen or
wmred e liquid fimm. The remills of thess boals were Bredly
comtrgmared wil® the reaoly af virus soldios

To ammcm the se=silivity, spociaiby, poilive asd nogates
prmlizhive values of the differest foils carsied oo on 3500
hler papem, paired sasmplos (3-MM GHer pupen conlaes-
iy idriend o sl EDTA blood] cofmted durmp Erec
Ex=g asad LIFL real-tine PR, el the sache appenach was
uicd oo paived derples collccinl Bom pigs in an esdomic
region. | Malagisaar) or singl 38U RRer paper sampis
Irem pigs coliedod in an micsm ne eee {Cale dTeoze].

The mdative wssmitily and specificsty af 1the difficrent
respectively, whese TE, TH, FP and F¥ arc the ==mber of
lives in B soference o, reapectivdy. The pusstres sl
nepabive preidciad valeos for a given lest were calculaind
with TH{TIFF1% and THATN-FNIS, sy, For
wmitively, wpechicity asd prodicires valom, 3 5% oonfi-
ihe caloelatzen of ek el perfsemances was U UFL nel
lima FCH {Femindes-Fngeo o2 al, 3K 2} sing hlews] sl
Hisiaen marmpics: iy ol was Eermely identifizd s the st
scxitive in uur Bassls cresgpaced o coswimiBonal anul Eling
PCR. The agnement bebwern B Imils was detormined by
ihe happa tei wheee b vaduo Bigher than 03] wene cemad-
ered as mudicative of =y gesl apreesest (A=, 1991),

Rasults

Effect of the s i the LMM Gher pajes an the asalviical
seibrvity ul fhe POR mcthods

Tu irik the e of the siee of the picee ef 3-M& Bier
pajers en the perlocmance of the st diffcrem sand
P o MM Bl papess cordaining dricd blead were
erpared end =mcluded @ cither e comrvestional o LFL
PR The rowlbs nhaoreed] Sl e comamitional PCR 5 not
wmaitive i diferenos in the st of The 3-58 e paper
-il.hi:l]::ﬁ.hd'l]_"lulliln:-:I:Fq.JL“ihl:erH
PR, O valiss were il deiectalilc on 63635 _:pi:n
wd 3-8 Rler paper (data ool shews].

o i Rl Eleg e - PR Dy e areegEy D



L. Aardeamparany w6l

Tig. L. Cwec coremonsl FON o S35 deecion aoordiag, = ohe FP
e FOR prochucdy e bown oy gel shcochomis. &n pspeacied
omocire of 14l bp man deisdes wath e om0 o TeT i 8
ﬂﬂmﬂn'ﬂ.llﬂﬂiﬂﬂ:;T‘-mmT—:
msgatee corisck Lo sk,

[hriectsm mi of PUE osd vous solabioe on 3530 Gl
pap=rs containsy dyied blood

We Bon deler=smnl 1he end powsd dilubiom of the threekelid
wrigl dihfioes 15 ghve 3 posdlse FOR amplficiiam signal
or it nlities. The rowuks farmimarmd in Tablie 1)
dumed ooly one log seductios in analyissd semibity
when | 5o MM Eher papers were used compared 1o
standin] boclugical malerials in the two diffeest POR
miEheads Sobat for ASFY doocion.

Ferfimmance of ASFY driccion mrihoeds on $-500 Ser
paprs containeng dned blosd o copenmendelly
mifccind animals

ASFY detrciion was prrfonmed] om 550 Blier pagers, sl
the reialls wic summasinnl m Teble 2. The obseroed sensi-
tivity was S5.0% for Koy red-toee FCH, TE5% for om-
vorimual FCE, Y5.7% for UPL PCE andd 95 5% o virm

P,

immlslzon, The chaved specificity for all s on filss
ey cnntainesy dricd ol e cxccllent (FEML TRe
positne prodicide valne (FFY] was 106 whils 1the sops-
v pradistivr values (NP rasged Frem 5759 0 98 T
‘When mmidermy thes peascicn and the valees of
Eappa tcsl, Lhe Bowl '8 for prarposs’ Sl wiere i decreanng;
nrder: varus ielatmin, cealdesr UFL R, omecotiomal
FUR azell real-Sme King, PR e Tabie I). In slditios,
ke 3-8EM ey papers miad i deal conventinnal o real-
e LPL FCHS greoved b Be able fo defect circslating of
e swrus geoone dw earky afler misciion o comvenbiosad
sarnpics. The virss was dedocted ot 2-3 davs poal-challemge
z=al throughoud she climical phase

Ferurmmeer ol ASFY dotedtiom mrihods im 2588 hHer
papers comlaning drasd blend collesind Fross entmakb @
e Bl

A i approach was usnl oo Gdd mmpla collicinl =
Madaguecy, an endesically sdiiied arailry, end = Cole
i Trosire, whach B Born e of the dbeas for soer s
1 prars. The sondls are sunmarniacd in Takie 5 Again, e
real-zme UPL and cosvestional PCRG pedirmed bciier.
Wirss isrlatinn was ool pelormend i Sl sesples becaus
nol snoag® malcrial was availabic

UFL FCR rofusinoms

En the previoes sectioss, the UFL PCE was shires o have
the Boul perirmances with 4500 Sler papers conlaming
dred bBload, W then chechanl B rubsiines of S oy,
Tha rubestnes lesl comise] of eprited tesls om the s
BB fBer papors spolin] with seriad diloiies of B
vatus, sarsplol al different = and Sminl aedomly oz
tem mealime FCH machines. A0 ASEY-pemative 3-5iki

Eshis 1. Decios me of &3 on T %mee' B bl cacen comramning S Sood by diet ipo nuoies sod esTecson] oonestical FOH,
e rmal-cime UPL RN aas arcs nolsion compae s o imncad poordormm. Tha virus s ool - s teemn Soosd

Dtz lrm

4 Sl canen mmamrg Sres boos B
Inirmstrd srus Cormmrraosa LFL. FCR ] Correerinral UL R
e [TCEEN Otz L | o, b ol o = 1wl
L O va 3 2 x ; I3
1w 1R W 4 1.7 - i ILEE
1w 1" VIT 4 M3 - i TLAE
e 10 i ] B oA = L LI
1w PR [P | 4 154 - i 71N
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ANNEXE III



Tableau 14 : Les différents isolats exploités kbescette étude.

= o _
B % § ] @

e N° accession
1/Nu/97 1997 lItalie | FR668398 - - Giammarietial., 2011
11/0g/04 2004| Italie | FR668403 - - Giammarigtlial.,2011
16/0g/04 2004| Italie | FR682502 - - Giammarigtlial.,2011
18/Nu/04 2004| ltalie I FR677324 - - Giammarietial.,2011
2/0g/97 1997]| ltalie | FR668399 - - Giammarietial.,2011
22/Nu/04 2004| ltalie I FR668409 - - Giammarietial.,2011
23/0r/04 2004 | ltalie I FR668406 - - Giammariefial., 2011
24/0r/04 2004 | ltalie I FR668407 - - Giammariefial., 2011
25/Nu/04 2004 | ltalie I FR668409 - - Giammariefial., 2011
3/0g/98 1998 ltalie I FR668400 - - Giammariefial., 2011
30/01/04 2004 ltalie I FR668410 - - Giammarietial.,2011
36/Ss/05 2005| ltalie I FR66841 - - Giammaralal.,2011
38/Ss/07 2007| Italie | FR668411 - - Giammarétlal.,2011
41/0g/07 2007| Italie | FR668413 - - Giammarigtlial.,2011
42/0g/07 2007| Italie | FR668414 - - Giammarigtial.,2011
43/0g/07 2007| Italie | FR668415 - - Giammarigtlial.,2011
5/Ca/02 2002| Italie I FR668402 - - Giammarigtial.,2011
51/Nu/09 2009| ltalie I FR668419 - - Giammarietial.,2011
53/Nu/09 2009| ltalie I FR677327 - - Giammariefial., 2011
98/ASFING 1998| Nigéria | AF159504 - - Baswisal., 2003
Abk07 2007 | Georgie I | sx857509 - - Gallardo et al., 2014
Ali61 1961 | Espagne | FJ1544454 - - Gallagtal.,2009
Almodovar99 1999| Portugal | DQO02830p - - Duatal.,2005
Almodovar99E2 1999| Portugal | DQ028308 - - Duaittal.,2005
Almodovar99NE1 1999| Portugal | DQ028309 - - Duattal.,2005
Ambalanomby09 2009 Madagascar Il - p22 - Cettegdtud
Ambamalal0 20101 Madagascar 1] - p22 p30 Cette étude
Ambaton01 2001| Madagascar 1l KC610549 - - Michatdl, 2013
Ambatondrazaka09 2009 Madagascar Il - p22 - Catigeé
Ambilo03 2003 | Madagascar 1] KC61052B - KC610540 higdet al., 2013
Ambositra09 2009| Madagascar 1l p72 p22 p30 Cetteest
Ambovo99 1999| Madagascar Il KC610527 - - Michatidl., 2013
Ampanio9 1999| Madagascar Il KC610526 - EU6206B6 hdiglet al, 2013




Ampasambazimba09 200Pp Madagascar - p22 - Chttleé
ANG/70 1970 | Angola | AF301542 - EU87427]L Bastbsl.,2003
ANG/70 1970 | Angola | - - EU874271 Basteisal., 2003
Ang72 1972 | Angola | FJ174378 - - Gallarefioal.,2009
Ankavandra08 2008 Madagascar 1] - p22 - Cette étude
Antana00 2000 Madagascar I KC6105245 - - Michatdl, 2013
AntaniO3 2003| Madagascar Il KC610523 - EU6206B7 Hdiget al., 2013
Antsir99 1999 | Madagascar Il - - KC6105411 Michatal, 2013
Antsira02 2002| Madagascar Il - - KC610542 Michaudl., 2013
Antsirabe09 2009| Madagascar 1l - p22 p30 Cetteedtud
Arivo01l 2001 | Madagascar 1] - - KC61054B Michatdal, 2013
Arm07 2007 | Arménie Il JX857508 - - Gallardbal 2012
Arménie07 2007| Arménie I - JQ771687 - Vlasovaet al, 2012
Atsimondranol10 2019 Madagascar Il - p22 - Cettdeétu
Av71 1971 | Espagne | FJ174349 - - Gallaed@l.,2009
Avara02 2002| Madagascar Il KC610522 - KC610544 Mictet al, 2013
Avaradranol10 2019 Madagascar 1] - p22 - Cette étude
Awoshie99 1999| Ghana | AF50488p - - Bastbal.,2003
AZ08B 2008 [ Azerbaijan I | sxg57516 - - Gallardo et al., 2014
AZz08D 2008 [ Azerbaijan I | sxg57515 - - Gallardo et al., 2014
B74 1974 | Espagne | FJ17435 - - Gallaetlal.,2009
Ba71lVv 1971| Espagne | FJ174348 - M9O635¢ Bastad., 2003
BAN/91/1 1991 | Malawi VI AY351501 - EU87426( Lubiet al.,2005
Barrancos93 1993 Portugal | DQ0283(¢7 - - Duattal.,2005
Bartlett2 1959 Kenya X AY351533 - - Lubiet al.,2005
Bel13/Grodno 2013 | pglarussie I | kie27215 - - Gallardo et al., 2014
BEL85 1985 | Belgique | AF449464 - - Basttsal., 2003
BEL85 1985 | Belgique | - - JQ764953 van Heerdeal, 2012
BEN97/4 1997 Bénin | AY972164 - - Phologeeteal., 2005
Benin97/1 1997| Bénin | AF302814 - AM712239 Bagtbal.,2003
Betrok99 1999| Madagascar Il - - KC610546 Michaudl., 2013
Brazil78 1978 Brésil | FJ238537| - - Gallardbal.,2009
Brazil79 1979 | Brésil | AF302809 - - Bastetal.,2003
BUR/84/1 1984 Burundi X AF449463 - EU87429 Bastbal.,2003
BUR/84/2 1984 Burundi X AF449464 - - Basttsal., 2003
BUR/90/1 1990| Burundi X AF449472 - EU874290 Basibal.,2003
BUR/90/3 1990| Burundi X AY351525 - - Lubist al.,2005
Ca04.1 2004| Iltalie | FR66827( - - Giammargdlial., 2011
Car78 1978| Italie | FJ174357 - - Ne&t al.,2006
Ca9g7 1997| Italie | FJ174371] - - Gallaretoal.,2009




CAM/02/1 2002 | Caméroun | - - EU87426f Heatlal.,2008
CAM/02/2 2002 | Caméroun | - - EU874268 Heatlal.,2008
CAM/02/3 2002 | Caméroun | - - EU87426p Heatlal.,2008
CAM/02/4 2002 | Caméroun | - - EU87427D Heatlal.,2008
CAM/82 1982 | Caméroun | AF301544 - - Bas&tsl.,2003
CAM/85/4 1985| Caméroun | - - EU87427p Bastosl.,2003
Che07 2007 | russie Il | axs57510 - - Gallardo et al., 2014
CHG/88/1 1988| Zambie VI AY351552 - - Lubiet al.,2005
CHJ/89/1 1989| Zambie VI AY351519 - EU87426p Luk@sal.,2005
CHK/89/2 1989 | Zambie VIl AY351526 - - Lubist al.,2005
CHM/88/1 1988 | Zambie VIl AY351520 - - Lubist al.,2005
Chréme01 2001 Madagascar 1] KC610524 - EU620488 hlidet al., 2013
Co61 1961| Espagne | FJ17434p - - Gallaztlal.,2009
Co62 1962| Espagne | FJ17434f - - Gallaztlal.,2009
Co68 1968| Espagne | FJ23853B - - Gallaztlal.,2009
Coimbra87 1987| Portugal | DQ02831p - - Duatal.,2005
Crol.2 1996| Afrique du sud XX AY57869 - - Zsetkal., 2005
CVv97 1997 | Cap Vert | FJ174380 - - Gallaetal.,2009
CVvo8 1998 | Cap Vert | FJ17438] - - Gallaetal.,2009
CVR/Tet20 2005( Nigéria | GQ42718( - - Owolodetral., 2010
CVR/Tet21 2005( Nigéria | GQ427181 - - Owolodetral., 2010
CVR/Tet29 2006 Nigéria | GQ42718 - - Owolodetral., 2010
Dagestan09 2009 | Ryssie I ] gxs57517 - - Gallardo et al., 2014
Dakar59 1959| Sénégal | AF301538 - - Bastbal.,2003
Davis 1959 | Kenya X AY351527 - - Lubist al.,2005
DED/89/1 1989| Malawi Vill AY351502 - EU874254 Lubkst al.,2005
DED/91/1 1991| Malawi Vill AY351503 - - Lubigt al.,2005
Dedza 1986| Malawi VIl AF449479 - - Bastesal., 2003
Doig 1957 | Kenya X AY351528 - - Lubist al.,2005
DomRep79 1978 Rép Dominicaing | AF302810 - - Bsstal.,2003
DOWA 1986 | Malawi VIl AY351509 - EU874261 Lubist al.,2005
DR2 1979 | Rép Dominicaine | ASVMCPC - - etial., 1996
E70 1970 | Espagne | AY57869P - AF4622792 Zstll., 2005
E75 1975| Espagne | AY578698 - AF4622711 Zstll., 2005
Elbrus 2008 Russie 1] - JQ771688 - Vlasovat al, 2012
F6 1996 | Afrique du sud XIX AY578694 - - Zsakal.,2005
Faharet98 1999 Madagascar Il - - KC610545 Michetual., 2013
Fandria01 2001 Madagascar 1] - - KC610546 Michewdl., 2013
Fianara00 20001 Madagascar 1] KC610521 - KC6104947  chitidet al,, 2013
Fianarantsoa09 2009 Madagascar l - p22 p30 Ceitie &




Fierenana09 2009 Madagascar Il - p22 - Cette étude
Fre4 1964 | France | FJ174374 - - Nitcal.,2006
GAM/1/00 2000 | Gambie | - - AF449474 Bastisal.,2003
Gara08 2008| Madagascar 1l - p22 KC6105#18 Cetteeétud
Gasson 1961] Kenya X AY351529¢ - - Lubdsial.,2005
Georgia2007 2007 Géorgie 1l AM999764 - AM999766 Rowd et al.,2008
Georgia2007 2007 Géorgie Il - FR68246 - Chapstaai, 2011
GHA/1/00 2000 | Ghana | AF50488 - - Bastsl.,2003
Ghana 2000 Ghana | AF50488p - - Bagtbal.,2003
GHANA/02/1 2002 | Ghana | - - EU87429 Heattal.,2008
GR21/11 1978| Afrique du sud XX FJ45583p - - Arabtl., 2009
GR21/23 1978| Afrique du sud XX FJ45583y - - Arabal., 2009
GR22/6 1978| Afrique du sud XX FJ455838 - - Arpbatl., 2009
GR44A2 1979| Afrique du sud XX FJ45583 - - Aretal., 2009
GuUL/88/1 1988 Zambie VIl AY351521] - - Lubist al.,2005
Hai81 1981 | Haiti | FJ174375| - - Gallardbal.,2009
Hindel 1954 | Kenya X AY351530] - - Lubist al.,2005
Hindell 1959 | Kenya X AF449480 - - Bastesal.,2003
HOL86 1986 | Pays Bas | AF44946} - - Bastbal.,2003
ht79 1979 | Haiti | AY578695 - - Zsad#t al., 2005
Hu90 1990 | Espagne | FJ17435p - - Gallaedal.,2009
Hu94 1994 | Espagne | FJ17435p - - Gallaedal., 2009
IC/1/96 1996 | Cote d'Ilvoire I AF302814 - - Bas&sl.,2003
IC/2/96 1996 | Cbte d'lvoire | AF302811 - EU874242 stmet al.,2003
IC/3/96 1996 | Cobte d'lvoire | AF50488 - - Basatsl.,2003
IC/5/76 1996 | Cbte d'lvoire | AF504883 - - Basatsl.,2003
IC96 1996 | Cbte d'lvoire | FJ174374 - - Gallartal.,2009
Imeritsiatosikal4 2014 | Madagascar 1l p72 - - Cette étude
Ingos 2008 [ p;ssie I | sxgs57511 - - Gallardo et al., 2014
JON/89/13 1989 Zambie VI AF449464 - - Bastisl., 2003
K1 1996 | Afrique du sud 1l AY578696) - - Zs@t al.,2005
KAB/62 1983 | Zambie XI AY351522 - EU87428 Lubedial.,2005
KAB/94/1 1994 | Kenya X AY972163 - - Phologaetal.,2005
KAC/91/2 1991 | Malawi VI AY351504 - - Lubisét al.,2005
KAL/88/1 1988 | Zambie VI AF449468 - - Bastes al.,2003
Kalmykia09 2009 | pyssie Il | xg57510 - - Gallardo et al., 2014
KANA/89/1 1989 | Zambie Vill AY351523 - - Lubigt al.,2005
Kat67 1967| RDC | FJ174377 - - Gallarebal.,2009
Katanga63 1963] RDC | AF30154 - - Bastbsl., 2003
KAV/89/1 1989 | Zambie Vil AF449470 - - Bastes al.,2003




KEN/05/1 2005 Kenya IX - EU874301 Heahal.,2008

Ken05.DPk16 2005 Kenya X HM74526¢ HM7453&9 Galdest al., 2011
Ken05.DPk18 2005 Kenya X HM74526b HM745370 Galdest al., 2011
Ken05.DPk2 2005| Kenya X HM745268 HM7453¢8 Galteetlal., 2011
Ken05.DPk21 2005 Kenya X HM74526p HM745371 Galdest al., 2011
Ken05.DPk27 2005] Kenya X HM74526) HM745372 Galtest al.,2011
Ken05.DPN15 2005] Kenya X HM74526p HM745374 Galtest al.,2011
Ken05.DPN2 2005 Kenya X HM745268 HM745373 Galteetlal., 2011
Ken05.DPN23 2005] Kenya X HM74527D HM745375 Galtest al.,2011
Ken05.DPU1 2005 Kenya X HM74527[L HM745376 Galteetlal., 2011
Ken05.DPU11 2005] Kenya X HM74527B HM745378 Galtest al.,2011
Ken05.DPU2 2005| Kenya X HM74527p HM745317 Galteetlal., 2011
Ken05.DPU22 2005 Kenya X HM74527%1 HM745379 Galdest al., 2011
Ken05/Tk1 2005| Kenya X HM74525 HM745358 Gallaed@l.,2011
Ken05/Tk10 2005| Kenya X HM74526% HM745347 Galtzed al.,2011
Ken05/Tk2 2005| Kenya X HM745254 HM745359 Gallaed@l.,2011
Ken05/Tk3 2005| Kenya X HM74525 HM745340 Gallaed@l.,2011
Ken05/Tk4 2005| Kenya X HM74525 HM745341 Gallagd@l.,2011
Ken05/Tk5 2005| Kenya X HM74525 HM745342 Gallagd@l.,2011
Ken05/Tk6 2005| Kenya X HM74525 HM745343 Gallagd@l.,2011
Ken05/Tk7 2005| Kenya X HM74525 HM745344 Gallagd@l.,2011
Ken05/Tk8 2005| Kenya X HM74526 HM745345 Gallagd@l.,2011
Ken05/Tk9 2005| Kenya X HM74526 HM745346 Gallagd@l.,2011
Ken06.B1 2006| Kenya IX FJ154434 - Gallaetal., 2009
Ken06.B2 2006| Kenya IX FJ154434 - Gallaetal., 2009
Ken06.B3 2006| Kenya IX FJ154436 - Gallaetal., 2009
Ken06.B4 2006| Kenya IX FJ154437 - Gallaetal., 2009
Ken06.B5 2006| Kenya IX FJ154434 - Gallaetal., 2009
Ken06.Bus 2006| Kenya IX FJ15443 - Gallaed@l.,2009
Ken06.Kis 2006| Kenya IX FJ15444d - Gallaetal.,2009
Ken07.Eld1 2007] Kenya IX FJ15444] - Gallagd@l., 2009
Ken07.Eld2 2007] Kenya IX FJ154443 - Gallagd@l., 2009
Ken07.Kia 2007 | Kenya IX FJ154443 - Gallaetal.,2009
Ken07.Nak 2007| Kenya IX FJ154444 - Gallagd@l., 2009
Ken08Tk.2/1 2008] Kenya X HM74527% HM745380 Galtaet al.,2011
Ken08Tk.2/3 2008 Kenya X HM745276 HM745341 Galtzet al., 2011
Ken08WH/4 2008| Kenya IX HM745284 HM745390 Gallaet al., 2011
Ken08WH/5 2008| Kenya IX HM745286 HM74539 Gallaet al., 2011
Ken08WH/8 2008| Kenya IX HM745281 HM745391 Gallaet al., 2011
Ken09Tk.13/1 2009] Kenya X HM74527) HM745342 Galteet al., 2011




Ken09Tk.13/2 2009| Kenya X HM745278 - HM7453%3 Galteet al., 2011
Ken09Tk.15/4 2009| Kenya X HM74527p - HM7453%4 Galteet al., 2011
Ken09Tk.15/6 2009| Kenya X HM74528p - HM7453%5 Galteet al., 2011
Ken09Tk.19/11 2009 Kenya X HM7452813 - HM7453%8 &albet al.,2011
Ken09Tk.19/2 2009| Kenya X HM74528|L - HM7453%6 Galteet al., 2011
Ken09Tk.19/7 2009 Kenya X HM74528p - HM745387 Qalteet al., 2011
Ken09Tk.20/5 2009 Kenya X HM74528% - HM745389 Qalteet al., 2011
Kenyal950 1950] Kenya X AY26136 - EU874297 Hesthl., 2008
ker64 1964 | Kenya | AY578697 - - Zsakal.,2005
Killeanl 1959 | Kenya X AY351550 - - Lubisit al.,2005
Killeanll 1959 | Kenya X AY351551 - - Lubigt al.,2005
Killeanlll 1959 | Kenya X AY351531 - - Lubigt al.,2005
Kimakial 1961 | Kenya | AY351533 - - Lubist al.,2005
Kimakial 1961 | Kenya | - - JQ764954 van Heerée¢ml, 2012
Kimakiall 1961 | Kenya | AY351534 - - Lubisit al.,2005
KIRT/89/2 1989 | Tanzanie | AY35151] - - Lubit al.,2005
KIRT/89/3 1989 | Tanzanie X AY351513 - - Lubit al.,2005
KIRT/89/4 1989 | Tanzanie X AY351513 - - Lubiti al.,2005
KIRW/89/1 1989 | Tanzanie X AY351514 - - Lubiti al.,2005
KLI/88/2 1988 | Zambie VI AY351553 - EU874254 Lubist al.,2005
kn66 1966 | Kenya X AY578698 - - Zsakal.,2005
Krasnodar 2008 | gy ssie I ] JQ771689 i Viasovaet al, 2012
Krasnodarl2 2012 Russie Il - - KJ195684 Vlasova et al., 2014
Kwh/12 1968 | Tanzanie X AF301544 - - Bas&bsl.,2003
LIL/89/1 1989 | Malawi VIl AY351505 - - Lubiset al.,2005
LIL/90/1 1990 | Malawi VIl AY351510 - - Lubiset al.,2005
Lillie 1973 | Afrique du sud XX DQ250109 - EU87430p oshoffet al.,2007
Lis57 1957 | Portugal | AF3015371 - - Bas#isal.,2003
Lis60 1960 | Portugal | AF301539 - EU874273 Bastbal.,2003
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SUMMARY

Name: RANDRIAMPARANY Tantely
Title: African Swine Fever diagnosis adapted to tropical conditions by the use of dried-blood filter papers and
molecular characterization of Malagasy strains.

African swine fever (ASF) is a highly contagious virus infection of wild and domestic pigs. It is caused by a DNA
virus, Asfivirus, currently the sole arbovirus member of the Asfarviridae family, but can alsq_be acquired
through the ingestion of contaminated feedstuffs and transmitted by certain tick species.It was
in Kenya in 1921 and since then many countries worldwide were infected and produced a serious
socioeconomic impact.

No vaccines or drugs are available to prevent or treat ASF infection. Therefore, it is particularly important that
ASF-free areas be maintained free by preventing the introduction of the disease. All control and eradication
measures applicable are based on classical disease control methods, including intensive surveillance,
epidemiological investigation, tracing and stamping out of infected herds. These measures are combined with
strict quarantine and biosecurity measures and animal movement control. These informations illustrated the
importance of the fast diagnosis for control and eradication plan.

During this study, blood, sera, and corresponding dried blood filter paper samples from experimentally infected
pigs from three European Laboratories (CISA and CReSA, Spain and ANSES, France) and from farms and
abattoirs in Madagascar and pig farm samples from Cote d’Ivoire were collected and analyzed

Conventional and real-time PCR, viral isolation and antibody detection by ELISA were performed on paired
samples (blood/tissue versus dried-blood 3MM filter papers) were used directly in the conventional and real-
time PCR without previous extraction of nucleic acids.

It was possible to use Whatman 3MM filter papers collected as early as 1-3 days after infection in direct
conventionalor real-time PCRs for early detection of ASFVgenome. All tests on 3MM filter papers had 100%
specificity but sensitivity had more variable (65.2 — 95.7%) compared to the gold standards.In addition, blood-
dried filter papers were tested in ELISA for antibody detection and the observed sensitivity was very close to
conventional detection on serum samples and gave comparable results respectively of 32.6% [95% Cl, 23.2 -
42] et 34.8% [95% Cl, 25.3 - 44.3].

In thisstudy, ASFV continued to be detected for at least 9 monthsat ambient temperature (22-25°C), and it is
likely that evenhigher temperatures will not interfere with the preservationof the material; then serological
and virological test gave respectively 0.17% and 17.8% [95% Cl, 10.26 - 25.66], sero- and viro-prevalence.

ASF is still endemic to Madagascar since its introduction in 1997. Molecular characterization of isolates has
demonstratedwhich may offer useful epidemiological information of the disease. Isolate genotyping was
assessed by comparingconcatenated amino acid sequences of proteinsencoded B646L, KP177R and CP204L
sequencesusing a maximum likelihood algorithm. The studied Malagasy previousviruses displayed 100% p72
gene sequence identity into one cluster of genotype Il that suggested there origin from one isolate until now.

In summary, Whatman 3-MM filter papers are a cheap,simple and rapid support for blood collection,
preservationand ASF disease diagnosis either by ELISA, direct conventionaland real-time PCRs, and virus
isolation. Other advantages of 3MM filter paper strips include the smallervolume of blood that is required and
the ability to collect alarge number of samples (Dubay et al., 2006).In this study, Whatman 3-MM filter papers
proved to be a suitable support for the collection, storage and use of blood in remote areas of tropical
countries without the need for a cold chain.
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RESUME

Nom : RANDRIAMPARANY Tantely
Titre : Validation d’un diagnostic de la peste porcine africaine (PPA) utilisant des papiers buvards et
caractérisation moléculaire des souches malgaches

Au cours de cette étude, la performance du papier buvard Whatman 3MM pour collecter, stocker du
sang séché a température ambiante, de détecter le virus et I'anticorps de la PPA a été effectuée. Des
échantillons des études expérimentales fournis par les laboratoires de recherche en Europe, de
prélevement des abattoirs et des élevages de Madagascar et de Cote d’lvoire ont été utilisés pour
évaluer l'aptitude de ce papier buvard sur les techniques PCR conventionnelles et a temps réel
(Tagman et UPL), I'isolement viral et la détection des anticorps par ELISA.

Le papier filtre 3MM a été utilisé directement sans extraction d’acide nucléique pour la détection du
virus en utilisant les techniques congues pour les prélevements standards (sang, organe, sérum).

Utilisant le papier buvard 3MM, il est possible de détecter la maladie trés précocement de 1 a 3 jours
apres l'infection. Les résultats sérologiques et virologiques ont montré des spécificités de 100% pour
toutes les analyses. Par contre, les sensibilités sont plus variables (65,2 — 95,7%) selon les techniques
utilisées lors des comparaisons entre papier buvard Whatman 3MM et les échantillons standards. En
plus, une comparaison de la détection des anticorps entre papier buvard 3MM / sérum donne une
séroprévalence semblable respectivement de 32,6% [ICos : 23,2% a 42%] et 34,8% [ICos : 25,3% a
44,3%)].

A Madagascar, la détermination de la circulation du virus PPA montre une séroprévalence trés faible
de 0,17%. Par contre la prévalence virologique est de 17,8% [ICss : 10,26% a 25,66%].

La caractérisation moléculaire des souches fait comprendre I'épidémiologie de la maladie. A
Madagascar, cette maladie a été ignorée avant et a été vraisemblablement introduite mi- 1997 dans
la région de Taolagnaro par une souche mozambicaine. Les analyses phylogénétiques des souches
malgaches ont portées sur les genes B646L, KP177R et CP204L utilisant la méthode du maximum de
vraisemblance. Les résultats de cette caractérisation moléculaire ont montré |'existence des souches
malgaches appartenant dans un méme cluster du génotype Il. Les comparaisons des génes B646L
avec les souches anciennes de Madagascar montrent une ressemblance a 100% suggérant qu’elles
proviennent d’'un méme isolat.

Le papier buvard Whatman 3MM présente plusieurs avantages. Il est un support peu couteux, simple
et rapide pour la collecte de sang, la préservation a température ambiante et le diagnostic de la
maladie de la PPA en utilisant I'ELISA, les PCR directes conventionnelles et a temps réel, et
I'isolement du virus. D'autres avantages du papier filtre 3MM comprennent le plus petit volume de
sang requis et la capacité de recueillir un grand nombre d'échantillons (Dubay et al, 2006).
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