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GLOSSAIRE

: Oligonucléotide qui, hybridé avec une matrice d'acide nucléique, permet a
une polymérase d'initier la synthese du brin complémentaire

: Macromolécule ou polymere constitué de deux chaines reliées entre elles
: Structure protéique entourant le génome d'un virus

: Situation anormale du globe oculaire qui est enfoncé plus profondément
dans l'orbite qu'a I'état normal

: Format de fichier texte utilisé pour stocker des séquences biologiques de
nature nucléique ou protéique

: Banque de données de séquences d’acides nucléiques basée a Cambridge
(USA).

: Pathologie ou infection causée par un herpes virus

: Production anormalement élevée des substances liquides par certains tissus
ou organes

: Pathologie des poissons

- Qualificatif d'une structure polyédrique comportant vingt faces

: Décomposition organique produite par des germes infectieux

: Qualité d'une propriété dissimulée et amenée a apparaitre ultérieurement

- Altération des caractéres anatomiques ou histologiques de la peau, qui se
trouve alors dans un état anormal

: Sommeil profond et continu, donnant au malade une apparence
d'insensibilité compléte

. Caractere maladif, ensemble des causes pouvant générer une maladie
: Etat d'un caractere observable chez un organisme vivant

: Processus par lequel des corps organisés, animaux ou végétaux des
I'instant qu'ils sont privés de vie, dégénérent sous l'action de facteurs

biologiques modifiant completement leur aspect et leur composition



Ulcération . Altération moléculaire d'un tissu par suite d'un processus morbide avec
tendance a la nécrose

Vernaculaire : Propre a une région ou a un pays ou a ses habitants

Virulence : Pouvoir infectieux et pathogeéne d’un germe
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CHAPITRE I. INTRODUCTION ET SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

.L1.  Introduction

Initialement appelé koi herpésvirus (KHV), I’herpésvirus cyprin de type 3 (CyHV-3) est le
troisieme de la famille des alloherpesviridae (Gotesman et al., 2013; Waltzek et al., 2005). De
répartition mondiale aujourd’hui, le KHV a été retrouvé sur le continent Ameéricain (Etats Unis
et au Canada) en Asie (Chine, Japon, Indonésie) en Europe (en Allemagne, en Pologne, en Italie
et en France ) (Bergmann et al., 2006; Dong et al., 2013; Fournier, 2008; Garver et al., 2010a;
Gotesman et al., 2013; Grimmett et al., 2006; Haenen et al., 2004; Ouyang et al., 2018; Sunarto
et al., 2005). Ce virus est responsable de la néphrite, de la nécrose branchiale chez la carpe
commune (Cyprinus carpio carpio) et la carpe d’ornement (Cyprinus koi), avec des taux de
morbidité et de mortalité élevés (Garver et al., 2010a; Hedrick et al., 2000b; Saulnier et al.,
2007; Waltzek et al., 2005; ;& 7K%E F et al., 2006).

Sur le plan épidémiologie, des études précisent le role inconditionnel joué par I’importation des
poissons d’eau douce en général et de la carpe commune et koi en particulier, dans 1’optique
d’améliorer les rendements piscicoles. A ce jour, 50 espéces de poisson d’eau douce sont
introduites en Asie. Ces diverses introductions ont permis a la Chine, a la Thailande, et au
Vietnam d’accroitre considérablement leur production piscicole. D’autres études ont également
décrit I’émergence du KHV sur ce méme continent. L’étude réalisée par Richard T. et ses
collaborateurs sur le continent Européen et plus précisément en France va dans le méme sens
(Lazard et Levéque, 2009; Thiéry et al., 2003).

L’Afrique, n’est pas en reste face a cette infection herpétique d’allure grandissante. En effet
deux épizooties causées par le KHV ont été rapportées en Afrique du Sud en 2001 et en 2003
(Fournier, 2008). Sur les 212 espéces d’eau douce introduites en Afrique, 7 étaient des carpes
communes provenant d’Europe et d’Asie, et comme sur d’autre continent, ces introductions ont
été fructueuses. En revanche les rendements escomptés n’ont pas été toujours satisfaisants pour
des raisons liées a la gestion d’¢levage, aux facteurs génétiques et pathologiques expliquant
ainsi la baisse progressive de la production piscicole de 1’Afrique chaque année (Lazard et
Levéque, 2009; Moreau et al., 1988).

D’aprées des études menées sur les carpes et les tilapias @ Madagascar en 2014, I’infection par
le KHV est absente chez ces poissons. Par ailleurs, il existe une forte variabilité génétique entre

les diverses espéces de carpe ainsi qu’une dynamique de flux importante entre les différents



acteurs de la filiere. Depuis 2014, cette dynamique est grandissante tant sur le plan national
qu’international (Lazard et Levéque, 2009; Oswald et al., 2016; Ravakarivelo, 2014,
Tchuidjang.M., 2016).

Madagascar a également connu des introductions d’espéces d’eaux douce dans le but
d’intensifier sa production (Kiener et Therezien, 1958; Lazard et Levéque, 2009; Lévéque,
1997; Moreau et al., 1988; Rakotoambinima et al., 2009). Les premiéres introductions de

poissons a Madagascar datent de 1861(Rakotoambinima et al., 2009).

Le probléme de la baisse des performances de la carpe a Madagascar pourrait trouver solution
dans I’importation de nouvelles souches de carpe. Devant la recrudescence du KHV sur le plan
mondial d’une part et du fort dynamisme des flux de la carpe & Madagascar d’autre part, il est
indispensable de connaitre aujourd’hui encore le statut virologique des carpes de Madagascar
face au KHV avant d’initier toute démarche d’importation. Des lors, il convient de déterminer

si Madagascar est toujours indemne du KHV ou non.

Ainsi, I’objectif général de notre étude est de réévaluer le statut virologique de la carpe a
Madagascar. L’hypothése de départ est celle basée sur nos connaissances actuelles a

savoir : « Madagascar est indemne a I’infection herpétique de type 3 chez la carpe ».

Dans le cadre des présents travaux, plusieurs méthodes seront mises a profit notamment au
niveau de I’échantillonnage et de la collecte des données. Diverses techniques de biologie
moléculaire seront mises a contribution: PCR, extraction d’acide nucléique, analyses

génomiques, analyse statistique et interprétation des résultats.

Apres des rappels bibliographiques sur la pisciculture et I’élevage de la carpe a Madagascar,
sur I’herpeésvirus de type 3, seront traités successivement les méthodes puis les résultats avant

la discussion et la conclusion.



.2.  Généralités sur la pisciculture et la carpe

1.2.1. Lescarpes

Le terme « carpe », est I’appellation vernaculaire et ambigué des poissons de la famille de
cyprinidae dont I’origine est chinoise. Ce poisson est largement diffusé dans le monde a ce jour
(Hollebecq et Haffray, 1994; Vandeputte, 2009) et il est recensé en France et de par le monde
avec plus de 1800 espéces et sous espéces. Parmi cette multitude d’espéces, sont rencontrées la
carpe herbivore (Ctenopharyngodon idellus), la carpe argentée (Hypophthalmichthys molitrix),
la carpe a grosse téte (Hypophthalmichthys nobilis), la carpe de Wuchang (Megalobrama
amblycephala), la carpe noire (Mylopharyngodon piceus), la carpe amour blanc
(Ctenopharyngodon idella), la carpe prussienne (Carassius gibelio ), la carpe a la lune
(Carassius carassius) et la carpe commune (Cyprinus carpio) (FAO, 2018). Par ailleurs,

chacune des espéces comporte plusieurs variétés (Keith, 2006; Keith, 2011)

1.2.1.1. Systématique de la carpe commune

La carpe commune appartient au regne animal et le tableau 1 présente sa classification

Tableau 1: Classification de la carpe commune

Embranchement Chordata
Classe Actinopterygii
Ordre Cypriniforme
Famille Cyprinidae
Genre et espéce Cyprinus carpio

La carpe commune est I’une des espéces la plus répandue. Elle présente de nombreuses variétés
se distinguant les unes des autres par le phénotype et principalement par leurs écaillures. Les
principales sont la carpe écaillée, la carpe cuir, la carpe miroir, la carpe linéaire (voir Figure 1).
Pour ce qui est de la carpe koi, son phénotype provient de divers croissements génétiques
contr6lés restant encore « secrets» dans les pays qui la commercialisent (Apdra, 2018;
Hollebecq et Haffray, 1994).
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Carpe linéaire

Carpe miroir

Carpe koi

Figure 1: Les « phénotypes » de la carpe commune

(Adapter de https://www.vetofish.com/definition/carpe-commune, 2019)

1.2.1.2. Biologie de la carpe commune

L’¢levage de la carpe commune ou carpiculture est une pratique mondiale actuellement. Il s’agit
d’un poisson au corps allongé et trapu. Ses levres sont épaisses et la levre supérieure est garnie
de 4 barbillons dont 2 courts et 2 longs. Ce poisson posséde une longue nageoire dorsale au
bord supérieur ondulé alors que la nageoire caudale est trés développée avec un bord postérieur
échancré. De couleur généralement dorée, le dos de la carpe commune est de couleur sombre

avec une coloration variant du verdatre au brunatre tandis que son abdomen varie du blanc au

jaunatre.


https://www.vetofish.com/definition/carpe-commune

La carpe commune Vit au milieu et a I’aval des cours d’eau, dans des zones inondées, et des
eaux superficielles confinées, comme les lacs, les bras morts, les eaux de réservoir telles que
les étangs, les riziéres. La carpe a un régime alimentaire de type omnivore : elle se nourrit
d’herbes, de petits insectes et de crustacés. Vivant dans les fonds, elle mange dans les couches
intermédiaires et superficielles de la colonne d’eau. En dessous de 15°C, la carpe s’alimente
tres peu et sa croissance est réduite. En dessous de 10°C, elle hiberne : elle cesse de s’alimenter

et ne grossit plus voire perd du poids jusqu’a ce que I’cau se réchauffe.

La croissance de la carpe est optimale dans les eaux douces de température variant entre 23 et
30°C, avec une salinité pouvant aller jusqu’a 5%o, un pH variant entre 6,5 et 9,0. La carpe peut
vivre a de faible concentration d’cau en dioxygéne (0,3- 0,5 mg/litre), de méme que dans les

cas de sursaturation d’eau en dioxygeéne.

Pour se reproduire, la carpe a besoin d’une eau de température supéricure a 20°C. La
reproduction se fait en milieu tropicale pendant toute I’année. A 1’age de la maturité sexuelle
entre 2 et 3 ans, les femelles pondent entre 50 et 100000 ceufs/ kg de poids vif sur les supports.
Ces ceufs sont immédiatement arrosés par la laitance d’un ou de plusieurs males, la laitance du
male étant constituée de millions de cellules microscopiques munies d’un flagelle leur
permettant de se déplacer dans 1’eau. Ces spermatozoides vont se diriger vers les ovules pour
les féconder. L’incubation dure de 3 & 8 jours dans la végétation, en eaux peu profondes, afin

qu’ils restent exposés a la lumiére.

A I’éclosion, les alevins mesurent 6 a 8 millimétres de long. 1ls sont de 2 a 4 centimétres a 1’age
de trois semaines et sont appelés carpillons. Il faudra attendre 2 a 3 années, avec une activité

plus fréquente au crépuscule, pour atteindre un poids moyen de 1,5 kg.

La nurserie ou le stade de grossissement des alevins durant 3 a 4 semaines est idéale dans les
étangs et les bassins avec une densité de stockage variant de 100 — 400 juvéniles/m?. Une
alimentation supplémentaire a base de soja, de céreales, de fibres de riz, d’éclats de riz et de
viande, d’un mélange de ses différentes matieres doit étre apportée (Hajlaoui et al., 2016;
Rhouma, 1975; Roule, 1932; VVan Den Betg et Janssen, 1994).

1.2.2. La place de la carpiculture dans le monde

Depuis quelques décennies, est observée une croissance considéerable de la pratique de I’¢levage
de la carpe en aquaculture (FAO, 2018). En effet, la FAO dans son ouvrage sur la situation
mondiale de la péche et I’aquaculture en 2012, présente la carpiculture comme la plus pratiquée

avec un pourcentage envoisinant les 72% et une productivité de 24 millions de tonnes en 2010
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(FAO, 2012). Le méme ouvrage dans sa parution de 2016 indique une augmentation de la
consommation des produits de la péche et de I’aquaculture du fait de la croissance de la
production des espéces piscicoles telles que la carpe, le tilapia, le poisson- chat dans les élevages
(FAO, 2016). Cette augmentation s’explique également par la baisse des codts de production :
la carpe est une espéce essentiellement herbivore et n’est donc pas forcément trés exigeante en
matiére d’alimentation (Chevassus-au-Louis et Lazard, 2009). En 2016, parmi les espéces de
poisson élevées en aquaculture, la carpe représente a elle seule 39 % avec une prépondérance
de la carpe herbivore suivie de I’argentée puis de la commune et de la grosse téte (FAO, 2018).
L’annexe 4 présente les principales espéces de poissons aquatiques éleves dans le monde entre
2010 et 2016.

1.2.3. La place de la carpiculture a Madagascar

La carpe est de loin le poisson le plus produit et le plus consommé dans la Grande lle (Ministére
de I’agriculture, 2007). La seule espéce de carpe rencontrée est la carpe commune avec ses
quatre phénotypes. Le tableau 2 nous présente la dénomination vernaculaire des différents
phénotypes. Nous rencontrons actuellement a Madagascar la carpe koi qui est une sous espece

de la carpe commune (Apdra, 2018).

Tableau 2: Phénotypes de la carpe commune et noms vernaculaires a Madagascar

Genre Variétés Nom vernaculaire
Ecaillée Be kirany
Cyprinus carpio Linéaire Tsipika
(karpa) Miroir Ihany
Cuir Malama

A Madagascar, 1’élevage de la carpe est une activité pratiquée sans distinction du genre : les
hommes aussi bien que les femmes sont impliqués dans la filiere. Sa pratique depend dans la
plupart des cas du niveau des revenus de 1°éleveur : la pisciculture extensive, la pisciculture
semi intensive ou encore intensive en fonction des moyens d’investissements disponibles. La
différence significative entre ces différents types de pisciculture réside dans le niveau
d’investissement financier. La pisciculture intensive est la plus rentable tout en nécessitant le

plus d’investissement (Ministére de I’agriculture, 2007; Tchuidjang.M., 2016).

Plusieurs types d’aménagement pour la pratique de la carpiculture sont rencontrés (voir Figure

2 et 3). L’¢levage en rizicre est une pratique courante. Ainsi, aprés la récolte du riz, les surfaces
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cultivables sont aménagées en bassin piscicole. Quelques fois, I’¢levage est initié dés lors que
les plants de riz ont fleuri. Cela se justifie par le fait qu’une fois le riz produit, les carpes qui
sont des herbivores vont se nourrir des restes de la récolte (Tchuidjang.M., 2016). En plus de

I’aménagement des rizicres, des bassins ou des étangs sont également fréquemment utilisés.

Figure 2: Aménagement de type bassin ou étang (Ankazobe)
(Auteur, 2018)

Figure 3: Aménagement de type riziére (Manjakandrina)
(Auteur ; 2018)



L’élevage de la carpe est généralement couplé avec celui d’autres espéces telles que le tilapia
ou encore le black bass. Cette approche permet au producteur de mieux rentabiliser son
élevage : bien que la carpe soit trés prolifique, elle prend beaucoup de temps pour croitre et cree
donc un manque a gagner pour I’éleveur. Ce manque a gagner est ainsi compensé par le
couplage avec une autre espece moins prolifique mais a croissance rapide stimulant les ventes
(Kiener et Therezien, 1958; Tchuidjang.M., 2016).

Dans la méme optique, il existe dans la Grande lle plusieurs types de pisciculteur : des
pisciculteurs ceuvrant uniquement dans la production d’alevin ou alevinage, des pisciculteurs
travaillant dans le grossissement. Ainsi pour des raisons de stratégie et d’entreprenariat, la FAO
participe a la promotion de certains propriétaires privés spécialisés en alevinage appelés
producteurs privés d’alevins (PPA) dont le r6le principal est de produire suffisamment d’alevins
et de fournir & tous les pisciculteurs et les rizipisciculteurs de 1’ile. Cette promotion a pour
conséquence une baisse des prix des alevins car plus disponibles. Elle doit aussi permettre la
recherche par les PPA de meilleurs reproducteurs ou géniteurs afin d’augmenter leurs
rentabilités tout en fournissant des alevins de meilleure qualité. Cette derniére réside dans la
production d’alevins plus rustiques, peu voraces mais a croissance rapide. Ainsi, cette

considération conduit aux importations (Oswald et al., 2016; Tchuidjang.M., 2016).

1.2.4. Ladynamique des flux en carpiculture a Madagascar

Il existe plusieurs types de producteur d’alevins. En 2014, Ravakarivelo décrit plusieurs types
d’élevage produisant les alevins : les grands PPA type FAO, les PPA classiques, les écloseries
intermédiaires, les producteurs d’alevins atypique. Le premier type, a savoir celui de la FAO,
est caractérisé par un grand nombre de géniteurs, une meilleure production et productivité, et
un flux des poissons trés important. Le second type, contrairement au premier type, présente
moins de géniteur, un flux moins intense et une production et productivité réduite. Cette
dynamique des flux des carpes tant sur le plan international avec des importations vers
Madagascar que sur le plan national avec des échanges entre les différentes régions piscicoles,
constitue un risque énorme en matiére d’infection au KHV pour la filiere en général et pour la

carpe en particulier (Oswald et al., 2016; Ravakarivelo, 2014).

La dynamique des flux de la carpe en 2014 dans les régions piscicoles de Madagascar est

schématisee dans la figure 4.



Bongolava Analanjirofo

Antsinanana

lac Itasy

/

N

MN Haute Matsiatra N

Vakinankaratrz A&runga\na'amanga
Alaotra Mangoro MPRH

MN Vakinankaratra
lac Alaotra

Figure 4: Dynamique des flux de la carpe & Madagascar
(Ravakarivelo, 2014)

D’apres cette figure, la région d’ Analamanga constitue une plaque tournante dans la dynamique
des flux de la carpe a Madagascar. Elle peut donc constituer la région la plus a risque dans le
cas d’une épizootie au KHV du fait de I’absence d’une réelle surveillance lors des flux, tant sur
les plans national qu’international lors des entrées des carpes dans 1’ile (Oswald et al., 2016;
Ravakarivelo, 2014).

Malgré la structuration de la filiére péche, il convient toutefois de noter qu’en matiére de chaine
de valeur, de la fourche a la fourchette, ou encore de 1I’'importation et de I’élevage des poissons
jusqu’a la consommation, bien des chainons sont absents. Cette carence touche par exemple
I’absence d’institut de surveillance épidémiologique ou de laboratoire ou d’institut de recherche
spécialisé sur la péche et 1’aquaculture qui peuvent assurer le diagnostic et la recherche des
différentes pathologies observées dans le domaine. Ces maillons sont d’autant plus importants
au regard des difficultés auxquelles le pays a d0 faire face pendant la crise de la filiére
crevetticulture avec I’avénement de la maladie du syndrome des taches blanches chez les
crevettes. Cette maladie hautement contagieuse et mortelle, causée par le White spot syndrome
virus (WSSV) ou virus du syndrome des taches blanches qui entraine des dégats considérable
(de Jests Duran-Avelar et al., 2015; Idalia, 2008; Probiotiques, 1981)



1.3.  Généralités sur les herpesvirus

1.3.1. Systématique des herpesvirus

Ubiquitaires, les herpésvirus sont des virus a ADN bicaténaire, de 150 a 295 kb et codant pour
un grand nombre de protéines. Virus enveloppés, ils possédent une capside a symétrie
icosaédrique et sont connus depuis des décennies comme étant responsables des infections
herpétiques chez ’homme, les oiseaux, les amphibiens, les mollusques et depuis seulement
quelques années chez les poissons dont la carpe et le poisson chat (Arzul, 2001; Arzul et
Renault, 2002; Fournier, 2013; Gessain, 2005; Markine-Goriaynoff et al., 2003; Plancoulaine
et Gessain, 2005).

La classification phylogénique du virus de I’herpés montre une structuration en 3 familles, 3
sous familles et 17 genres. La premiere famille est celle des Herpésviridae au sein de laquelle
sont retrouvés les virus herpétiques des mammiferes, des reptiles et des oiseaux (voir Figure 5).
Elle se subdivise en 3 sous familles : alpha, béta et gamma Herpésvirinae (a, et y). La seconde
famille est celle correspondant aux Alloherpésviridae, dans laquelle figurent les virus
responsables de 1’herpesvirose chez les poissons et les amphibiens. La derniére famille est celle
des Malacoherpesviridae, regroupant en son sein les virus responsables de herpés chez les
mollusques (Dong et al., 2013; Fournier, 2008; Hedrick et al., 2000a).

Dans la famille des Alloherpésvidae, responsables des infections chez les amphibiens et les
poissons, plusieurs virus y sont représentés : le CyHV-1, le CyHV-2, le CyHV-3 responsables
de I’herpésvirose chez la carpe, ou encore le IcHV-1 responsable également de I’herpésvirose
chez le poisson chat (Fournier, 2008; Gilad et al., 2004; Waltzek et al., 2009; Waltzek et al.,
2005).

1.3.2. Cycle biologique de I’herpésvirus
Il se déroule en plusieurs étapes (Davison, 2010; Flint et al., 2004; Fournier, 2013).

a. L’attachement et la pénétration (Etape 1)

La fixation ou attachement du virus a la surface de la cellule cible se fait par I’intermédiaire les
organes d’attachement d’origine virale (glycoprotéine ou spicule virale) qui se lient de fagon

conformationnelle aux récepteurs cellulaires présents a la surface de la cellule cible.

La pénétration de la capside dans le cytoplasme de la cellule cible s’opére apres la fusion entre

I’enveloppe virale et la membrane cytoplasmique de la cellule. Une fois dans le cytoplasme, la
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capside est acheminée via les pores microtubulaire vers la membrane ou I’ADN viral sera

inoculé dans le noyau de la cellule cible, siége de la réplication de 1’acide nucléique viral.

Figure 5: Arbre phylogénétique des principaux herpéesvirus
(Adapté de Davison par Fournier, 2002)

b. Transcription, traduction et réplication (Etape 2)

Une fois dans le noyau cellulaire, le génome viral va étre transcrit en ARNm, puis traduit dans
le cytoplasme pour la production des protéines virales. Selon leurs ordres de syntheése, il existe

3 types de protéines :
— Les protéines trés précoces ou Immediate Early Antigen (IEA) ou protéines alpha (o)

Il s’agit des protéines régulatrices. Ainsi, apres leurs synthéses, elles vont se fixer sur ’ADN
de la cellule cible et choisir les protéines a étre synthétisées (dans quelles proportions) et les

protéines dont la synthése doit étre stoppées.
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— Les protéines précoces ou Early Antigen (EA) ou protéines béta ()

Il s’agit principalement de protéines enzymatiques de nature virale mais absentes dans la cellule

cible. A partir de cette étape, la réplication de génome viral débute.
— Les protéines tardives ou Late Antigen (LA) ou protéines gamma ().

Les protéines synthétisées a cette étape sont celles destinées a la constitution de la capside et

des divers téguments.
c. Assemblage des capsides (Etape 3)

L’assemblage des capsides se fait dans le noyau. Il débute par le clivage en des sites spécifiques

des concatémeres synthétisés et rassemblés dans les capsides nouvellement synthétisées.

d. Acquisition du tégument et de ’enveloppe virale (Etape 4)

Par bourgeonnement, les nouveaux virions vont traverser la membrane nucléaire et passer dans
le cytoplasme. Pendant, cette traversée, ils emporteront avec eux une partie de la membrane
nucléaire cellulaire et deviendront des virions enveloppés. A la fin de cette étape, les nouveaux

virions sortiront de la cellule cible par éclatement de celle-ci, entrainant ainsi sa mort.

Il se peut que le virus une fois dans la cellule hote, n’exprime que quelques geénes viraux : dans
ce cas, la cellule cible survit et le virus y demeure sous forme latent. L’infection est dite
persistante ou latente. La latence du virus peut durer trés longtemps, voire toute une vie avec
possibilité de réactivation. Notons que ce caractere latent est une des particularités de
I’herpésvirus d’ou son appellation « Herpés ». Cette caractéristique implique des veérifications
de temps en temps du statut de la carpe commune face au virus qui peut étre présent dans

I’organisme de la carpe toutefois sans s’exprime.

Les figures 6 et 7 présentent d’une part le cycle biologique du virus en phase de latence avec
I’expression d’une partie seulement des génes viraux, (d’ou 1’absence des nouveaux virions) et
d’autre part le cycle biologique du virus de herpées avec expression de tous les génes viraux et

production des nouveaux virions.
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Figure 6: Cycle de multiplication des herpésvirus : Infection persistante
(Adapté de Flint et al. par Fournier, 2004)

1.3.3. Herpésvirose de type 3 chez la carpe

1.3.3.1. Structure du CyHV-3

Comme tous les herpesviridae, le CyHV-3 est un virus a ADN linéaire double brin, enveloppé,
dont le génome (le plus grand de cette famille) est de 295 kb. La capside a une structure
icosaedrique de diamétre variant entre 100 a 110 nm, tandis que le diamétre du virion mature
varie entre 170 et 230 nm (voir Figure 8). Le génome complet étant récemment élucidé, il est
constitué d’environ 60 % de nucléotide G + C. Par ailleurs il comporte a ses extrémités deux
régions dont les séquences nucléotidiques sont répétitives avec un poids de 22 kb chacune (Aoki

et al., 2007; Bercovier et al., 2005; Fournier, 2008).
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Figure 7: Cycle de multiplication des herpeésvirus :

Infection productive
(Adapté de Fournier, 2004)
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Figure 8: Cyprinivirus
(Adapté de ViralZone : https://viralzone.expasy.org/236)

1.3.3.2. Mécanismes et manifestations de l’infection

a. Mécanisme d’infection chez la carpe

La transmission virale est horizontale et se fait par les feces, diverses sécrétions de la carpe déja
infectée, les mollusques et les crustacés infectés (Gilad et al., 2004; Gotesman et al., 2013;
Thiéry et al., 2003). Comme tous les herpesvirus, le CyHV-3 est capable d’infecter son hote et
de rester au stade latent pendant des années. Dans ces différentes sécrétions comportant des
virions, ceux-ci sont capables de résister dans le milieu pendant 4h a des températures
comprises entre 23°C et 25 °C. L’infection se fait a des températures de 1’eau qui varient entre
18 °C et 28°C, la peau étant la voie principale de contamination (EI-Matbouli et Soliman,
2011a; Fournier, 2013; Hedrick et al., 2005); En dessous de cette température, le virus est
inactivé ou persiste a la phase de latence, et au-dessus de 30°C son action est inhibée (Gilad et
al., 2004). Par ailleurs Kasai et al, rapportent 1’inactivité du virus en présence de certains

désinfectants tel que 1I’iodophor a 200mg/l ou I’alcool éthylique a 40% (Kasai et al., 2005).
b. Manifestation de I’herpésvirose chez la carpe

Si la condition principale de permissivité est optimale, a savoir une température qui varie entre
18 et 28 °C, le virus infecte alors le sujet sain. L’infection se manifeste premiérement par la

présence d’une Iéthargie accompagnée quelques fois des phases d’hyperactivité,
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secondairement par une énophtalmie (voir Figure 9). La troisiéme phase se caractérise par une
hypersécrétion de mucus et des ulcérations cutanées et bronchiques et la derniere phase est celle
des hémorragies cutanées et nécroses bronchiques. Il est a remarquer qu’une carpe infectée en
phase de latence est identique a une carpe qui a survécu a I’infection. Elle se comporte comme
des réservoirs d’une part et peuvent faire ou refaire la maladie d’autre part (EI-Matbouli et

Soliman, 2011b; Fabian et al., 2016; Fournier, 2013).

Putréfaction des branchies Multiples taches blanches sur le corps

Putréfaction des nageoires Sécrétion excessive du mucus

Enophtalmie Chute des écailles et 1ésions cutanées

Figure 9: Signes cliniques de I’herpésvirose
(Adapter de aquatechnobel.be)
(http://www.aquatechnobel.be/index.php?pg=poisson/khv4)
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1.3.3.3. Quelques méthodes de diagnostic
a. Test ELISA

L’ELISA « Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay » est un test immunologique utilisé afin de
rechercher des anticorps produits par I’organisme et spécifiques des antigénes ou germes
infectieux chez un sujet. La recherche de 1’anticorps anti CyHV-3 dans le sérum, peut se faire
chez des carpes ayant survécus a une infection méme une année plus tard. Par contre cette méme
démarche est difficile a entreprendre entre le moment de I’infection et la manifestation des
signes cliniques du fait de la mise en place de la réponse tardive par le systtme immunitaire ou
encore de la virulence du virus qui entraine des mortalités élevées en quelques jours (Adkison
et al., 2005; Coutrot et al., 2007; Soliman et EI-Matbouli, 2005; St-Hilaire et al., 2005).

b. Test gPCR

Contrairement a I’ELISA, la PCR « Réaction de Polymérisation en Chaine » est une technique
moléculaire directe permettant d’amplifier in-vitro une séquence d’acide nucléique (Poitras et
Houde, 2002). Il existe plusieurs types de PCR : la PCR standard ou conventionnelle pour la
recherche de I’ADN, la RT-PCR ou retro transcriptase PCR pour la recherche de I’ARN, la
gPCR pour la PCR quantitative qui peut étre effectuée pour quantifier I’ADN (Poitras et Houde,
2002). De nombreuses études portant sur la recherche du CyHV-3 ont utilisé la PCR comme
technique de diagnostic (Bergmann et al., 2009; Clouthier et al., 2017; Honjo et al., 2010;
Soliman et EI-Matbouli, 2005; Thiéry et al., 2003; Tse et Capeau, 2003).

1.3.3.4. Traitement et prophylaxie

L’agent responsable de 1’herpésvirose étant un virus, il n’existe a ce jour aucun traitement
contre cette pathologie. La meilleure mesure reste la prévention (de Kinkelin-Pelletan et
Michel, 2014). Les travaux de recherche menes en 2004, par Fournier en Belgique portant sur
le clonage du génome de I’herpésvirus cyprin-3 en tant que chromosome artificiel bactérien ont
permis d’entrevoir des possibilités de production de vaccin contre 1’herpésvirose(Fournier,
2008). Dans le méme ordre d’idée, il a été mis au point en Israél un vaccin contre le KHV.
Cependant son utilisation n’est pas encore répandue de par le monde car, elle présenterait

quelques inconvénients.
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CHAPITRE Il. MATERIELS ET METHODES

I1.1. Cadre, période, population de I’étude
Notre étude s’est déroulée dans la région d’Analamanga (voir Figure 10). Sur la période

d’octobre a décembre 2018, nous avons collecté 32 carpes, provenant de 16 élevages répartis

dans 5 districts sur les 6 que compte la région.
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Figure 10: Région d’Analamanga et sites d'échantillonnage
(Auteur a partir de QGIS 2.18.14, 2019)
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Nous avons mené depuis 2014 nos différents travaux de recherche au sein du DRZVP/FOFIFA.
Il s’agit d’un département de recherche comportant plusieurs laboratoires pour la recherche
animale parmi lesquels le laboratoire de microbiologie et de biologie moléculaire dans lequel
nous avons travaillé pour la présente étude. Orienté uniquement depuis sa genése sur toutes les
autres especes animales tant de rente que de compagnie a I’exception des poissons d’eau douce,
ce laboratoire se voit confier en 2016 de nouvelles responsabilités par la prise en charge de la

recherche sur la pisciculture.

Pour cette collecte, un questionnaire d’enquéte est préalablement concu (Annexe 1) et
I’échantillonnage est basé sur I’acceptabilité et le choix des éleveurs. Une fois collectées, les
carpes sont mises dans une glaciere contenant de la glace et directement acheminées au
laboratoire ou elles subiront une inspection préalable avant la dissection (Figure 11). La

dissection permet de prélever le foie et les branchies, de les fixer dans de 1’éthanol a 70° et de

les stocker pour I’analyse (Figure 12).

Figure 11: Conditionnement dans
des sachets Ziplock
(Auteur, 2018)

Figure 12: Dissection et prélevement
de foie et de branchie
(Auteur, 2018)
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11.2.  Kit de diagnostic

Le kit utilisé dans le cadre de la recherche des acides nucléiques chez les carpes de la région
d’Analamanga est le kit genomic DNA from tissue de Macherey-Nagel gmbh&co.kg
740952.250 (Figure 13).

Il contient les produits suivants.

— Wash buffer B5

— Buffer B1

— Wash buffer BW
— Lysis buffer B3

— Elution buffer BE
— Lysis buffer T1

— Protéinase buffer PB

— Colonne en silicone

Figure 13: Le kit genomic DNA from tissue de Macherey-Nagel
(Auteur, 2018)

11.3.  Extraction de I’acide nucléique

11.3.1. Principe

Le principe de I’extraction de I’acide nucléique est celui de la chromatographie d’affinité
(Figure 14). 11 utilise une phase stationnaire constituée d’un support macromoléculaire
chimique inerte et poreux sur lequel est greffée par covalence une molécule organique ou
effecteur qui présente une affinité sélective pour certains constituants de I’échantillon a
analyser. Lors du passage de la solution non purifiée a travers la colonne, la molécule désirée
se lie a I’effecteur alors que les autres composants sont élués. La molécule désirée est ensuite
obtenue par des modifications de la phase mobile. Les modifications sont ici générées par des
modifications du pH ou par 1’ajout d’un compétiteur (Bienboire-Frosini, 2016; Chapuis et al.,
2005; Nicolas-Simonnot, 1991)

Le Kit utilisé contient plusieurs tampons de lavage « Wash buffer » qui ont pour role de laver
ou d’éliminer toutes les impuretés qui ne se sont pas greffées a la molécule a purifier. Il contient

également plusieurs solutions de lyse « Lysis buffer » dont le réle est de lyser les membranes
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cytoplasmique et cellulaire pour permettre d’avoir acceés a 1’acide nucléique contenu dans le
noyau cellulaire. Le kit contient également un tampon d’élution « elution buffer » qui permet
d’éluer ou de détacher 1’acide nucléique de la phase organique de forte affinité une fois toutes
les impuretés enlevées. Il renferme aussi une enzyme, la protéinase K, dont le réle est de
dégrader la plupart des impuretés d’origine protéique. Notons que 1’éthanol utilisé a pour role
de précipiter I’acide nucléique lors de I’extraction (Desquesnes et Tresse, 1996; Niepceron et
al., 2009; Raoudha et al., 2012)
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Figure 14: Principe de la chromatographie d’affinité
(Ladram et Camus, 2012)

11.3.2. Extraction proprement dite

Elle est réalisée en plusieurs étapes conformément aux recommandations du kit fourni.

11.3.2.1. Préparation des réactifs

Certains réactifs sont préparés a I’avance avant 1’extraction proprement dite. Il s’agit du tampon
de lyse B3 obtenue en transférant le contenu du tampon B1 dans le flacon contenant le tampon
B3. L’ensemble est homogénéisé puis dénommeé « tampon B3 ». Pour le tampon de lavage B5

ou tampon B5, le volume d’éthanol indiqué est ajouté au flacon contenant le tampon B5.
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Pour la protéinase K, le volume de tampon PB indiqué est ajouté pour dissoudre la protéinase

K sous forme lyophilisée.

11.3.2.2. Préparation de I’échantillon
25mg pour chacun de nos échantillons (foie et branchie) sont prélevés puis broyés dans 75ul de
PBS (phosphate buffered saline) ou tampon de phosphate salin en présence de sable.

L’ensemble est ensuite homogénéiseé et le surnageant récupeéré.

11.3.2.3. Extraction de I’ADN proprement dite

a. Pré-lyse de l’échantillon
Sont ajoutés dans le surnageant, 180 ul de tampon T1 et 25 ul de protéinase K. Une
homogénéisation au vortex et une incubation a 56°C pendant 1 a 3 h avec des agitations
régulieres, permettent d’obtenir une lyse compléte des membranes cellulaires.

b. Lyse de ['échantillon
L’échantillon obtenu de la pré-lyse est mélangé puis additionné de 200 ul de tampon B3. Apres
une agitation vigoureuse et une incubation a 70°C pendant 10min, le mélange est soumis a une
centrifugation pendant 5min a haute vitesse (11.000xg) et le surnageant est transféré dans un
nouveau microtube de 1,5ml.

c. Ajout de I’éthanol
Dans le surnageant obtenu, sont ajoutés 210 ul d’éthanol (96-100%) pour la précipitation de
I’ADN. Apres une agitation energétique un mince filament apparait dans la solution. Apres la
collecte de tous les précipités dans une colonne, cette derniére est placée dans des tubes
collecteurs pour une centrifugation pendant 1min a 11.000xg. Au terme de la centrifugation, les
surnageants sont jetés. Certains de nos échantillons pour lesquels nous soupgonnons une
extraction incompléte ont fait 1’objet d’une nouvelle centrifugation pendant 1min & 11.000xg.

d. Lavage de la membrane en silicone
Le premier lavage consiste en 1’ajout de 500 pl de tampon BW dans la colonne et en une
centrifugation pendant 1min a 11.000xg. La solution récupérée dans le collecteur est jetée et la
colonne est de nouveau placée dans le collecteur.
Le deuxieme lavage consiste en 1’ajout de 600 ul de tampon B5 dans la colonne puis en une
centrifugation pendant 1min a 11.000xg. Le surnageant est écarté et de nouveau la colonne est
placée dans le collecteur.

e. Séchage de la membrane en silicone

Pour éliminer 1’éthanol résiduel, au terme du second lavage, la colonne est centrifugée pendant

1min a 11.000xg. La colonne est ensuite placée dans un microtube de 1,5ml auquel sont ajoutés
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100 ul de tampon BE préchauffé (70°C). Aprés une incubation a la température ambiante
pendant 1min est entreprise une centrifugation pendant également 1min a 11.000xg.

I1.4. PCR en temps réel
11.4.1. Principe

La PCR ou réaction de polymérase en chaine fut inventée par K. Mullis en 1983 et brevetée en
1985. Elle permet d’obtenir par réplication in vitro de multiples copies d’un fragment d’ADN
a partir d’'un extrait. L’ADN matriciel peut étre de ’ADN génomique ou de I’ADN
complémentaire obtenu par qPCR a partir d’un extrait d’ARN messager (ARN poly-A), ou
encore de I’ADN mitochondrial (Figure 15).

La gPCR, combine I’amplification des séquences d’ADN répliquées ou amplicons et la
quantification des amplicons formés. Cette quantification se fait par I’intermédiaire d’un signal
fluorescent et la fluorescence est proportionnelle au nombre d’amplicons générés dans la
solution Une fois tous les reactifs placés dans la microcupule, la PCR est faite en 3 étapes : la
dénaturation, I’hybridation et 1’élongation (Figure 15). Ces 3 étapes constituent un cycle et
apres 40 cycles le nombre de copies est portée a plusieurs millions (Bustin, 2005; Fraga et al.,
2008; Poitras et Houde, 2002).
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L 4 ‘
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- s 0, -
' LR LI Hybndahon' il Synthése d’ADN par I’ADN
Fixation des amorces Y . . En 30 ou 40 cycles,
(AR Lill aux fragments d’ADN polymeérase, qui se fixe on obtient des
aux amorces et assemble millions de copies
TIT les nucléotides. de la séquence cible.
HRNNET (N} . o
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Les brins d’ADN d A i c
2 T T T T
se séparent. NEEEENESRERENR
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Figure 15: Différentes étapes de PCR
(Adapter de Isabelle aguilar, 2008)

http://www.genethon.fr/wp-content/uploads/2011/08/10-pcr et sequencage.pdf
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11.4.2. Recherche du génome complet du KHV
Elle est faite sur le site américain NCBI ou National Centre of Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Ainsi, diverses séquences du KHV complete ou non y sont

disponibles en fichier FASTA dans la base des données GenBank. Nous choisirons dans la suite
de nos travaux, et dans NCBI la séquence du génome complet du KHV ayant pour numéro
d’accession MG 925491.1

11.4.3. Les amorces ou primers
Dans notre étude, comme dans celle de Gilad et al. un couple d’amorces pour le criblage de
I’ADN (KHV-86f / KHV-163r) est utilisé (Tableau 3) (Gilad et al., 2004).

Tableau 3: Amorces ou primers

Cible Nom du Séquence (5’ - 3°)
primer
KHV-86f GACGCCGGAGACCTTGTG
KHV
KHV-163r CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT

11.4.4. Alignement des séquences d’amorce

Dans la base des données NCBI, est choisie la séquence MG 925491.1 correspondant au
génome complet du KHV avec une identité de 99% et un gap de 0%. De méme en utilisant la
technique par alignement des séquences dans la méme base de données, il ressort que le primer
KHV-86f comportant 18 nucléotides est identique et s’aligne parfaitement avec 18 nucléotides
de la séquence MG 925491.1. Cet alignement parfait dans le génome complet va du nucléotide
numéro 165335 au nucléotide 165352. 1l en est de méme pour I’amorce KHV-163r, qui comme
la précédente amorce s’aligne parfaitement avec une séquence du génome complet et ceci du
nucléotide 165412 au nucléotide 165389 soit un alignement homologue de 24 nucléotides. La

figure 16 nous présente les alignements des amorces sur le génome complet du KVH.
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Figure 16: Alignement des amorces sur le genome complet du KHV
(Adapter par I’auteur de NCBI, 2019)

11.4.5. Préparations des témoins positifs, négatifs et du mélange réactionnel
11.4.5.1. Les témoins positifs et négatifs
Les témoins positifs sont fournis dans le kit GENEKAM ; ils sont faits a base d’ADN du virus

de I’herpés virus cyprin de type 3. Les témoins négatifs sont constitués du mélange réactionnel.

11.4.5.2. Le mélange réactionnaire

Pour la préparation du mélange réactionnel pour une micro plaque de 20 puits, les réactifs A et
B fournis dans le kit GENEKAM one step KHV Real Time PCR sont décongelés, puis dans un
micro tube RNAse / DNAse free de 1,5 ml sont mélangés respectivement 160 ul du tube A et
200 pl du tube B (Figure 17).

Au terme des préparations, le mélange réactionnel est reparti dans les cupules a raison de 18 pl/
puits aux quels sont ajoutés 2 pl d’extrait d’ADN. 2 pl de contréle positif sont distribues dans
les deux puits D2 et D3, également 2 pl de controle négatif dans les deux puits D4 et D5.
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Figure 17: Préparation des échantillons pour analyse PCR
(Auteur, 2018)

11.4.5.3. Techniques

La technique utilisée pour quantifier les amplicons est celle dite d’hydrolyse de sondes (Tagman
assay). Cette technologie Tagman est basée sur I’activité 5’-exonucléasique de la taq
polymérase pour hydrolyser une sonde hybridée a la séquence cible sur I’amplicon durant
I’étape d’hybridation de la PCR autre que son action de synthése de I’ADN en présence des

matrices et initiée par les amorces.

Le fluorochrome émetteur utilisé dans notre cas est la FAM ; 6-carboxyfluorocein, fixée a
I‘extrémité 5’alors que le fluorochrome suppresseur est le TAMRA ; 6- carboxy-tetramethyl-
rhodamine fixé a I’extrémité 3’. Aprés I’hybridation caractérisée par la fixation de la sonde et
des amorces sur leurs séquences complémentaires, 1’élongation débute. La Taq polymeérase
débute I’¢longation du nouveau brin d’ADN a partir de I’amorce jusqu’a sa rencontre avec la
sonde hybridée qu’elle va déplacer et I’hydrolyser avec son activité 5 exonucléasique (Figure

18). Ce déplacement va entrainer la libération du « reporter » fluorescent de 1’environnement
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du suppresseur conduisant ainsi a I’émission de fluorescence qui augmente a chaque cycle

proportionnellement au taux d’hydrolyse de la sonde (Poitras et Houde, 2002).
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Figure 18: Hydrolyse de la sonde Tagman
(Adapté de Poitras et Houde, 2002)

11.4.5.4. Disposition des échantillons dans les plaques (Mx 3000P Stratagene®)
Apres le dép6t des 16 échantillons dans les microcupules, sont rajoutés deux témoins positifs
et deux témoins négatifs dans 4 microcupules. La figure 19 présente 1’organisation de la

microplaque.

Nos 16 échantillons disposés de Al a A5 (inconnus), puis de B1 a B5 (inconnus), ensuite de
C1 a C5 (inconnus) soit 15 échantillons, le 16 -eme sera mis dans la microcupule D1
(inconnu). Deux témoins positifs (NPC) sont placés dans les puits D2 et D3, puis les négatifs
dans les puits D4 a D5 (NTC). ROX et FAM étant les émetteurs de florescence lors de la
réaction, 1’analyse est positive lorsque pour nos échantillons sont obtenues des courbes
sigmoides s’apparentant a celle des témoins positifs, produites avant le 36 -éme cycle qui est
le cycle seuil (Ct < 36). Elle sera négative lorsque celles-ci s’apparentent a celle des témoins

négatifs qui sont des lignes droites (Figure 20).
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Figure 19: Disposition des échantillons dans le thermocycleur
(Auteur, 2018)
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1 6 11 16 21 26 31 36
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Figure 20: Courbes des témoins positif (rose) et négatif (bleu) en gPCR
(Poitras et Houde, 2002)
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11.4.5.5. Réglage du profil thermique du Thermocycleur (Mx 3000P Stratagéne®)
Apres le réglage de la plaque, le profil thermique doit étre également réglé conformément aux
différentes phases. Le tableau 4 présente les différents réglages thermiques a effectuer avant le

lancement de 1’analyse.

Tableau 4: Réglage du profil thermique selon les phases de la qPCR

Numero ) ) Nombre
Température  Dureée de la )
Phases du total de Dureée totale
(°C) phase
segment cycle
Activation de la ]
] 95 3 minutes
Taq polymérase .
Dénaturation 2 95 10 secondes
L . 1h24mn34s
Hybridation 3 60 1minutes
40
Elongation 4 72 5 secondes

De méme, la figure 21, montre une capture d’écran du profil thermique aprés réglage sur le
logiciel MXpro des paramétres tel que le temps, la température et le nombre de cycle en fonction

de leurs étapes ou segment dans le tableau précédent.

Thermal Profile
Estimated Run Time 01 .24 35

100,

Temperature
8

Figure 21: Profil thermique pour la gqPCR
(Auteur, 2018)
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Résultats et interprétation

CHAPITRE I1l1. RESULTATS ET INTERPRETATIONS

I11.1. Enquéte sur le terrain

111.1.1. Phénotypes des carpes collectées

Sont collectées dans la région d’Analamanga, 32 carpes tout phénotype confondu, ceci en
fonction de 1’acceptabilité des pisciculteurs. Pour ces 32 carpes, le phénotype miroir représente
47% de I’ensemble des poissons collectés tandis que le phénotype le moins représenté est koi
avec seulement 6%. Les phénotypes écaillé, linéaire et cuir représente respectivement 25 ; 13
et 9 % de I’échantillon. La figure 22 présente la répartition des carpes en fonction du phénotype.

koi

Cuir
9% \ / 6%

Ecaillé
25%

Miroir
Linéaire 47%
13%

Figure 22: Répartition des carpes selon le phénotype

111.1.2. Carpes collectées et stade d’évolution
La figure 23 presente une répartition de notre population de carpes selon le stade d’évolution.
En effet, dans les ¢levages divers stades d’évolution sont observés en fonction des objectifs et

des résultats attendus. Ainsi, 14 carpes sur les 32 échantillonnées sont au stade de
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grossissement. Pour les reproducteurs, ils sont respectivement 8 pré-géniteurs et 2 géniteurs. 8

carpes sont au stade de croissance parmi les quelles 2 sont des carpes d’ornement ou carpe kor.

14

12

10

Effectifs
[e)] 00

S

N

Pré-géniteur Croissance Géniteur Grossisseur

Figure 23: Répartition des carpes selon la phase d’évolution

111.1.3. Carpes collectées et répartition par district
La région d’ Analamanga comporte 6 districts : Ambohidratrimo, Manjakandrina, Avaradrano,
Ankazobe, Anjozorobe et Atsimondrano. Le tableau 4 présente une répartition de notre
population d’étude selon les districts de prélevement.
Ainsi, 8 carpes proviennent du district de Manjakandrina et 8 autres du district d’ Ankazobe.
Tous les autres districts ont chacun une taille d’échantillon de 4 carpes, pour un total de 32

carpes (Tableau 5).
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Tableau 5: Répartition des carpes selon le district

Districts Effectifs
Ambohidratrimo 4
Ankazobe 8
Anjozorobe 4
Atsimondrano 4
Avaradrano 4
Manjakandrina 8
TOTAL 32

I11.1.4. Carpes collectées et sexe
Dans notre échantillon, 63 % des carpes sont des femelles et 37% des males. La figure 24 illustre

de facon plus explicite cette répartition.

MALE
37%

FEMELLE
63%

Figure 24: Répartition des carpes selon le sexe
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II1.1.5. Carpes collectées et type d’aménagement
La pratique de la carpiculture pouvant se faire dans divers types d’aménagement, les carpes
collectées proviennent d’élevages en étang ou bassin en riziere. Ainsi 80% des animaux de

notre échantillon viennent des étangs et le reste (soit 20 %) des rizieres (Figure 25).

(o]
o

~
o

D
o

U1
o

40
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30

20

10

ETANG RIZIERE
Figure 25: Répartition des carpes selon le type d’aménagement

111.1.6. Carpes collectées et répartition selon les poids

De notre échantillon, il ressort que la carpe la plus lourde a un poids de 585 g et provient du
district d’Ambodratsimo. La carpe avec le plus faible poids est issue du district de
Manjakandrina avec un poids de 35g. Le traitement en statistique descriptive des poids de nos

animaux avec le logiciel statistique XLSTAT est résumé dans la figure 26.
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Figure 26:|Poids des carpes [collectées

Il ressort de cette description que d’une part la médiane des poids de notre échantillon est de
155¢g et d’autre part 50% de notre échantillon a un poids variant entre 102,5g correspondant au

premier quartile (Q,) et 260g correspondant au troisieme quartile(Q5).

I11.2. Diagnostic du KHV en laboratoire
Au terme des 40 cycles d’amplification, nous avons isolé dans un premier temps la courbe
correspondant a I’un de nos témoins négatifs, soit celui de la microcupule D4 qui est similaire

a celle du second témoin négatif disposé en D5.

La courbe presque droite s’explique par le fait qu’en absence d’ADN d’intérét, aucun signal

fluorescent n’est émis et aucune courbe sigmoide n’est obtenue.
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Figure 27: Résultat de la gPCR et témoin négatif

Dans un second temps, nous avons isolé 1’une des courbes des témoins positifs, représentée a
la figure 28 et correspondant a celle de la microcupule D3. Elle est d’ailleurs identique a celle
de la microcupule D4 ou est déposé second témoin positif. Il s’agit dans tous les cas d’une
courbe sigmoidale ayant un Ct = 23,75 bien avant le cycle seuil (36 -eme cycle). De plus, la

courbe sigmoidale est indicative du signal fluorescent et comporte trois phases :

— La premiere phase qui est exponentielle et témoigne de I’accumulation de la

fluorescence
— La seconde phase qui est linéaire ou la fluorescence redouble a chaque cycle

— La derniére phase ou les réactifs s’épuisent sur la courbe autour du 40 -eme cycle
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Figure 28: Résultat de la qCR et témoin positif

Enfin, nous avons considéré ensemble les courbes correspondantes a nos 16 échantillons et nos
4 témoins, les deux négatifs et les deux positifs (voir Figure 29). Il convient de constater la
présence de 2 courbes d’allure sigmoidale correspondant & nos deux témoins positifs alors que
toutes les autres courbes sont plates correspondant & tous nos échantillons et aux deux témoins
négatifs. De cette observation, nous pouvons dire qu’aucun ADN de notre échantillon n’a
présenté la séquence d’ADN d’intérét d’ou I’absence du signal fluorescent. Ainsi nous
déduisons que tous les éléments constitutifs de notre echantillonnage sont négatifs a I’herpés
virus cyprin de type 3 ou KHV (Voir tableau 6).
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Figure 29: Résultat de la qPCR, échantillons et témoins
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Le tableau 6 présente les résultats de la qPCR des échantillons selon les districts et les

différentes variétés de carpes collectées dans la région d’Analamanga

Tableau 6: Résultat de la gPCR des échantillons collectés

District Variétés de carpes Effectifs Résultat de la gPCR

Ambohidratsimo Ecaillée 4 Négatif
Miroir

Anjozorobe Cuir 8 Négatif
Miroir

Cuir

Ankazobe Koi 4 Négatif
Miroir

Atsimondrano Miroir 4 Négatif

Avaradrano Ecaillée 4 Négatif
Miroir
Ecaillée

Manjakandrina Cuir 8 Négatif
Miroir




DISCUSSION
CONCLUSION

ET
PERSPECTIVES



CHAPITRE IV. DISCUSSION, CONCLUSION ET PERSPECTIVES
L’objectif principal de notre étude est de réévaluer le statut de Madagascar en matiére
d’infection a I’herpés virus de type 3 chez la carpe, et ce avant toute démarche d’importation
de carpe a destination de Madagascar. Bien que nos résultats semblent suggérer a priori que
Madagascar demeure indemne de I’herpésvirose de type 3, quelques points meritent d’étre

discutés afin de tirer des recommandations.
— Importance de la carpe a Madagascar

La carpiculture et la carpe occupent une place de choix dans le quotidien des habitants de la
Grande lle. En effet cette activité permet aux pisciculteurs et rizipisciculteurs d’avoir des
revenus annuels considérables. De plus, la consommation de la carpe a Madagascar est trés
répandue de par son prix trés abordable par rapport a celui d’autres protéines d’origine animale
telles la viande de bovin ou de poulet. L’ouvrage sur le recensement agricole a Madagascar
dans sa parution en 2007 stipule pour aller dans le méme sens que la pratique de la pisciculture
se fait a Madagascar sans distinction de genre d’une part, et que la carpe représente avec le
tilapia I’'un des 2 poissons le plus consommé d’autre part (Bard, 1971; Lemasson, 1957;
Ministére de 1’agriculture, 2007; Moreau, 1972; Moreau, 1980a; Moreau, 1980b; Therezien,
1960)

— Echantillon et site d’élevage

Notre population d’étude dans le cadre des présents travaux est constituée de 34 carpes
comportant les quatre phénotypes (carpe cuir, carpe miroir, carpe écaillée, carpe linéaire) et la
carpe koi provenant de 17 élevages. La taille de I’échantillon d’une part et le nombre de site de
prélevement d’autre part sont nettement inférieurs a ceux de Ravakarivelo et ses collaborateurs
en 2014 a Madagascar avec 110 carpes provenant de 26 sites de prélevements (Ravakarivelo,
2016). Cependant contrairement a la présente étude, cet échantillon de 2014 ne comportait pas
de carpe d’ornement. L’étude réalisée par Bergmann et ses collaborateurs en Pologne et
correspondant a la premiere détection du KHV, portait sur 3 lots de carpes comportant chacun
15 poissons soit un total de 45 carpes. Une autre différence correspondait également a I’étendue
des poids des carpes : en effet dans notre étude, I’étendue des poids est de 550g (585 — 35)
tandis que celle de Begmann et de ses collaborateurs était de 105g (135 - 30), nettement
inférieure a la n6tre (Bergmann et al., 2006). Ainsi, une augmentation d’une part du nombre

d’¢levage et d’autre part du nombre de poissons récoltés pourrait fournir des résultats
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assimilables au notre et donc nous conforter sur le statut indemne de Madagascar face au KHV

ou au contraire nous fournir des résultats différents des notres.
— Notre région d’étude

En 2014, la collecte des échantillons est faite dans plusieurs régions de Madagascar ou la
pratique de la pisciculture et particulierement de 1’élevage de la carpe est important : il s’agissait
des régions d’ Analamanga, d’Itasy, de la Haute Mtsiatra et du VVakinankaratra. Notre étude par
contre est réalisée uniquement dans la région d’Analamanga. Bien que cette derniére région
constitue le pole par excellence de la dynamique des flux des poissons d’eau douce, il n’en
demeure pas qu’une collecte des échantillons et des analyses en laboratoire dans les autres
régions constituerait une démarche plus appropriée afin d’avoir un statut plus global et plus

efficient de la Grande I’lle face au KHV(Ravakarivelo, 2016).
— La dynamique des flux et chaine de valeur

Au regard de la dynamique des flux observée en 2014 et présentant une allure grandissante
(Oswald et al., 2016), nous pensons qu’il serait opportun de mettre sur pieds les autres chainons
de la chaine de valeur. Ces chainons sont dans un premier temps la réglementation des textes
liés aux importations des produits de la péche et de I’aquaculture, tant vivants que morts. Il
s’agit dans un second temps de créer un laboratoire ou un institut de recherche
d’ichtyopathologie sur des produits de la péche et de 1’aquaculture, I’intérét étant ici de poser
des diagnostics pour toutes les pathologies rencontrées chez les poissons qu’elles soient virales,
parasitaires, bactériennes ou fongiques. Un deuxieme intérét consiste en des recherches sur la
production, la reproduction, la santé, I’alimentation comme dans des secteurs tel que
I’agriculture (Blancard et al., 2012). Un autre chainon tout aussi important est la mise en place
d’un réseau de surveillance épidémiologique comportant diverses cellules de veille comme pour
d’autre pathologies animale et humaine, ceci afin de garantir la sécurité et 1’état sanitaire des
poissons qui font 1’objet des flux tant sur le plan national qu’international (Artois et al., 2004;
Pottier, 2008). Ces différentes mesures sont justifiées par la fréquence grandissante sur la
Grande Ile de producteurs de carpes kois, poissons d’ornement et dont I’introduction a
Madagascar ne fait pas toujours I’objet d’un réel suivi sanitaire. De plus, 1’épizootie liée a la
maladie du syndrome des taches blanches a Madagascar quelques années auparavant a géneré
une perte économique considérable et la fermeture de diverses stations de crevetticulture (de
Jesus Durédn-Avelar et al., 2015; Idalia, 2008; Probiotiques, 1981; Randrianarivelo, 2010).
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Pour le quotidien, il serait important de prendre des mesures de sécurité sanitaire (dont des
inspections sanitaires) avant tout transport, toute commercialisation et toute consommation des
produits de la péche et de 1’aquaculture comme dans plusieurs autres pays. Il serait, également
important que le ministére en charge de la péche et de I’aquaculture via sa cellule de
surveillance puisse avoir des informations sur les différents mouvements ou flux sur les
importations tant sur le plan national qu’international. Cette démarche permettra une meilleure
mobilisation et une meilleure gestion de la crise en cas d’éventuelle épizootie a I’herpésvirus
cyprin de type 3. Ses différentes mesures vont dans le méme sens que celles préconisées en
2016 a I’issue du projet PARRUR, projet auquel nous avons pris part et qui portait notamment
sur I’évaluation de la variabilité génétique de la carpe, sur le statut de Madagascar face a
I’herpés virus cyprin de type 3 et aussi sur les parasites chez la carpe et le tilapia (Adoukonou
etal., 2014; Oswald et al., 2016; Prudhomme, 1957; Prudhomme et Pantaleon, 1959)

— Méthode de diagnostic

Dans le cadre de notre diagnostic, nous avons utilisé a I’aide du le kit genomic DNA from tissue
de Macherey-Nagel gmbh&co.kg 740952.250 la méthode de PCR en temps réel avec la sonde
Tagman qui de plus en plus est utilisée actuellement dans divers cas de diagnostic du KHV.
Bien que couteuse, la sonde est de fixation plus spécifique lors de I’hybridation sur sa séquence
complémentaire et fournit ainsi une meilleure quantification des amplicons de par la
fluorescence émise a chaque cycle (Gilad et al., 2004; Kamimura et al., 2007). Cependant
plusieurs études rapportent également la PCR conventionnelle ou encore la PCR nichée ou
encore I’ELISA comme méthodes de diagnostic du virus de I’herpésvirose chez la carpe.
(Bergmann et al., 2006; Bustin, 2005; Mathys et al., 2007; Matras et al., 2012; Matsui et al.,
2008; Sano et al., 2004).

— Statut herpétique de Madagascar

Bien qu’indemne en 2014 et 2018 contrairement a bien des pays, malgré des importations non
maitrisées sur le plan national et international des carpes a différents stade d’évolution et malgré
le caractére latent de I’infection par le virus de 1’herpes, Madagascar se doit de reconduire la
méme étude dans quelques années afin de s’assurer du statut indemne de Madagascar face au
KHV (Baumer et al., 2013; Dong et al., 2013; Garver et al., 2010b; Hedrick et al., 2000b;
Oswald et al., 2016).

En filigrane, nous pensons qu’il serait important de mettre en place une réelle mesure de

surveillance lors des importations et des exportations de carpe a Madagascar bien que le pays
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demeure indemne a I’herpésvirus cyprin de type 3. Notons également que I’importation des
especes de poisson d’eau douce en général et de la carpe en particulier constituerait un réel
avantage pour le décollage de la filiere piscicole a Madagascar. Ainsi I’'importation de la carpe
est une démarche intéressante et pourvoyeuse de richesse pour 1’lle. Une dynamique des flux

de carpe intense et contrdlée est caractéristique de I’accroissement de la technicité piscicole.
Il conviendrait pour la suite :

i.  De mener des travaux sur la génétique et les pathologies des poissons d’eau douce en
général et celle de la carpe en particulier a Madagascar afin d’évaluer le niveau de
dégradation genétique (consanguinité) et ou de variabilité génétique.

ii.  De réévaluer le statut de Madagascar face au CyHV-3 dans toute sa globalité en prenant
en compte toutes les régions impliquées dans la carpiculture de fagon périodique

iii.  De rechercher le KHV dans tous les pays de la sous-région Océan Indien, de solliciter
les différents pays pour la mise en place d’un réseau de surveillance épidémiologique
afin de maitriser la propagation de I’herpésvirus cyprin de type 3 déja présent en Afrique
du Sud.
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ANNEXE 1 : Principaux pays producteurs de Cyprinus carpio

[ Pays producteurs de Cyprinus carpio [ | Pays non producteurs de Cyprinus carpio

(Statistiques des péches FAO, 2006)



ANNEXE 11 : Questionnaire d’enquéte utilisé pour la collecte des données

QOuestionnaire d’enquéte

¢ |dentifiant carpe: . = (=

L T
L o 1111 L O

L LT OO U

#  Nom de eXploifant.. s s s s e s s e

* Site : Elevage |:| Milieu naturel |:|
» Type de carpe : Mirgir |:| Ecaillée |:| Cuir |:| Kol |:|

* Nombre prélevé surle site : . Sexe de la carpe : Male |:| Femelle |:|

*  Poids de |3 Carpe e s, ig photo |:|
* Stade de développement de la carpe : Pré géniteur |:| géniteur |:|

Grossisseur |:| croissance |:|
* GPS: s LONGIHUEE § e LAETEUDE G AU E s

*  Type d'aménagement élevage: Riziére |:| Cage |:|
Etang nappe |:| Etang dérivation |:|

¢ Superficie de la structure @'acCUBil: v e ——————

# NOMBre EMPOISSONME & sresssssmssss s s ssas e ssssemsssssessas soesns sssesssssensans sesasssasasases

Informations sur la santé et 'état du poisson



Annexes

ANNEXE 3 : Biologie de la reproduction chez la carpe

Géniteurs
Reproduction

artificielle

Lacération
Phase embryonnaire
(Eufs dans les étangs de ponte ﬂ= En écloserie

Phase larvaire
1. Période pré-larvaire

(juvéniles qui viennent d'¢éclore, larves nouvellement encloses, petits alevins ne se nourrissant pas, petits alevins en suspension)

Petits alevins en suspension

I1. Période larvaire (Petits alevins nageant verss)
la surface, début d'alimentation de petits alevin

Petits alevins nageant vers la surface

% - @ Rotiféres comme premiére nourriture

Etangs de nurserie

Phase post larvaire
Phase de nurserie

— Gy —

Juvéniles de nurserie

Aliment

Phase d’adolescence

xeg (1M

fingerling d’un seul éé organismes naturels comme nourriture  Aliment artificicl: graines riches
en protéines, produits agricoles
ou granulé

Fingerlings de deux ¢té et production de poissons
~a

Monoculture Polyculture Elevage intégré

(Source : FAO)
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ANNEXE 4 : Carpe et production aquacole mondiale entre 2010 et 2016

Cakégories 2010 2012 2014 2016 % du folal [2018)
Poissons
Carpe herbivore (Clenopharyngodon idellus) 4 342 5018 5539 & 068 1
Carpe argentée
{Hypophthalmichihys malitrix) 4100 4193 4968 3301 0
Carpe commune [Cyprinus carpic) 3 421 3753 4161 4 557 8
Tilapia du Hil
{Oreochromis niloticus) 2 537 3 260 3 677 4 200 8
Carpe 4 grosze téte
erPapﬁﬂm;mkmﬂ nobilis) 2 587 2 501 3 255 3527 7
Carassivs spp. 2216 2 451 2769 3006 &
Catla {Catla catla) 2977 2761 2770 2941 &
Paissons d'eau dovce nca
(Osteichthyes) 1378 1942 2063 2362 4
Sauman de |'Atlantique (Salmo salar) 1 437 2074 2 348 2 248 4
labéo Roho [labeo rohils) 1133 1 584 1 670 1 843 3
Pangasius spp. 1307 1575 1414 1741 3
Chane [Chanos chanos) 809 P43 1041 1188 2
Tilapias nca
O e s li=Tilapia] spp.] 628 874 1163 1177 2
Clarias spp. 333 554 809 79 2
Poissons marins nca [Osteichthyes) A77 585 484 844 2
Carpe de Wuchang (Megalebrama
amblycephals) 432 706 783 826 2
Truite arc-en-ciel [Oncorhynchus mykiss) 752 883 754 B14 2
Cyprinidés nca [Cyprinidae) 719 &20 724 &70 1
Carpe noire (Mylopharyngodon picews) 424 495 557 432 1
Poisson téte de serpent (Channa argus) arz 481 sn 518 1
Autres paissans 5 549 & B15 FI74 B &29 14
Total poissons 38 494 44 453 4% 479 54 091 100
(FAO, 2016)



ANNEXE 5 : Principaux appareils utilisés en Biologie Moléculaire

Balance de précision (Sartorius ®)
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Agitateur (Vortex-Génie 2®)

Thermocycleur (Mx 3000P Stratagéne®)

Centrifugeuse (SIGMA®)
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Glaciére de terrain Agitateur magnétique chauffant (Nuaova II ®)

Hotte PCR Filtre HEPA (captair ®Bio)

Thermoshaker (confort ®)

-

Ice pack

Vi
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L’herpésvirus cyprin de type 3 (CyHV-3) ou Koi herpesvirus (KHV) est le virus responsable
de I’herpesvirose chez la carpe. De répartition mondiale aujourd’hui, cette pathologie entraine
dans les élevages de forts taux de morbidité et de mortalité impactant la production et les
revenus.

Madagascar, comme plusieurs pays dans le monde a recours a diverses importations de
poisson d’cau douce dans I’optique d’augmenter sa production piscicole national.
Malheureusement, ces importations ne sont pas toujours bien encadrées par le ministére en
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Devant I’expansion virale, le flux croissant, et la latence virale il nous a apparu important de
réévaluer le statut de Madagascar face en maticre d’infection par le KHV.

La présente étude est faite dans la région d’Analamanga, et elle porte sur 32 carpes provenant
de 17 élevages piscicoles répartis dans 5 districts. Au laboratoire diverses techniques et
méthodes sont utilisées notamment la qPCR sur des extraits d’organes des carpes. De plus,
plusieurs logiciels sont employés tel que le logiciel XLStat pour I’analyse des données ou
encore le logiciel QGIS pour la conception graphique des différents sites de prélévement.
D’apres les résultats obtenus par la qPCR, reste encore indemne de I’herpésvirus
cyprin de type 3. Par ailleurs nous avons recommandé la mise en place d’un réseau de
surveillance épidémiologique avec des cellules de veilles et un meilleur encadrement des

différentes importations des poissons d’eau douce en général et de la carpe en particulier.
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