LETTRE DE MOTIVATION

Dans le monde, la peste porcine africaine (PPA) est une contrainte sanitaire majeure et
limite le développement de I’élevage porcin. Cela a un impact sur I’économie d’un pays ou
elle sévit. Il n’existe pas de prophylaxie médicale. Il est trés utile de la détecter trés
précocement pour réduire les dégats causés par cette maladie.

Madagascar est un pays a vocation agricole et I’élevage porcin tient une place primordiale sur

le plan économique et social.

La Peste Porcine Africaine est une maladie virale contagieuse et transmissible affectant les
suidés. Cette maladie était ignoree a Madagascar jusqu’au mois de Décembre 1998, date de
diagnostic. Elle s’est ensuite propagée sur la quasi totalité des zones d’élevage de la grande
lle. La PPA a été responsable de perte considérable et de conséquences économiques
désastreuses, car I’élevage porcin amélioré s’était particulierement développé a cette epoque.

Comme on est un pays en développement, I’acheminement des prélévements du terrain au
laboratoire pose un grand probleme de chaine de froid qui codte tres chere. Alors nous allons
opter pour I’utilisation des papiers buvards Whatman 3MM pour collecter des prélevements.
Il suffit d’imbiber du sang sur le papier buvard et de le sécher a température ambiante. La
technique de détection de la PPA par PCR directe avec I’utilisation du papier buvard sans
passer par I’extraction d’ADN est tres promoteur.

Cette année 2013, Taolagnaro qui est la zone d’étude choisie pour cette allocation a été
réinfectée par la PPA et plusieurs élevages ont été touchés. Par contre les prélevements ne
sont pas parvenus au laboratoire pour confirmation. L absence de connaissances précises sur
I’épidémiologie de la maladie et le manque de données sur I’élevage rendaient impossible
I’appréciation du risque représente par la PPA dans cette zone.

Tout cela nous incite a postuler a cette allocation de recherche financée par la coopération
francaise.

Tantely RANDRIAMPARANY
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Résumé du projet de recherche

La peste porcine Africaine (PPA) (Montgomery RE, 1921) aurait été introduite dans le sud de
Madagascar (Taolagnaro) en 1997. Progressivement, elle a diffusé sous un mode épidémique puis
s’est installée de fagcon endémique dans la grande lle. 1l existe des formes moins virulentes ou I’animal
résiste a I’infection et garde une trace sérologique pendant plusieurs mois. Les suspicions cliniques sur
le terrain ont besoin d’un diagnostic de confirmation au laboratoire. Toutefois, I’infrastructure et la
technologie nécessaires pour une lutte efficace sont tres colteuses. L’envoi des prélevements sous
froid du terrain au laboratoire pose quelque fois un probléme, I’utilisation des papiers buvards est une
des solutions envisageables. Depuis les premiers foyers et la caractérisation de la souche a priori
d’origine mozambicaine (Gonzague et al., 2001), des prélevements ne sont plus parvenu au
Laboratoire National de Diagnostics Vétérinaires (LNDV) de Madagascar d’ou la nécessité de cette
demande d’allocation de recherche et cela incite de se poser la question de confirmer la présence du
virus et de déterminer sa dérivé génétique par rapport aux premiers isolats. L’utilisation de techniques
de diagnostic par PCR permettra de confirmer les suspicions observées sur terrain, puis de caractériser
sur le plan moléculaire les souches détectées. La recherche entre dans le cadre de I’élaboration et de
I’amélioration de la lutte contre la PPA qui sont I’une des préoccupations majeures des Services
Vétérinaires Malgaches.

Cette étude entre dans ma these de doctorat intitulée « Validation des techniques de diagnostic de la
peste porcine africaine (PPA) et application a la caractérisation moléculaire des souches malgaches ».
Cette thése est co-encadrée par I’Univercité d’Antananarivo, le Laboratoire National de Diagnostics
Vétérinaires (LNDV) de Madagascar et le CIRAD Montpellier, Département BIOS (France).

Mots clés : PPA, Papier buvard, Diagnostic, Madagascar

1) PRESENTATION DU SUJET DE THESE ET DESCRIPTION DE LA
RECHERCHE ACTION
INTRODUCTION

La peste porcine africaine est une maladie virale a ADN enveloppé double brun appartenant
dans la famille d’ Asfarviridae, genre Asfivirus (Dixon et al, 2005). C’est le seul ADN
arbovirus est qui infecte les suidae.La peste porcine africaine est une maladie virale
contagieuse et transmissible des suidés domestiques et sauvages. Montgomery I’a décrite
comme une maladie subaigué des porcs causée par un agent viral, et entrainant la mort trés tot



apres I’apparition des symptomes avec des conséquences socio-économiques graves. (Penrith
and Nyakahuma, 2000; Babalobi et al., 2007).

La collecte de prélévement sur terrain est difficile et pratiquement suivi des plusieurs
problémes surtout dans les pays en développement. La difficulté due au mauvais temps relie
avec la précarité de la route, I’inaccessibilité du terrain et les manques de moyens. Il est
primordial de gérer la chaine de froid lors de I’acheminement des prélévements du terrain au
laboratoire. La rupture de cette chaine de froid fragilise les produits récoltés et entraine une
dégradation potentielle conduisant a une perte probable d’activité des prélevements.

Plusieurs études sont effectuées pour améliorer les moyens de lutter contre cette maladie. Par
conséquent, une procédure sdre, pas cher et efficace est nécessaire pour lI'expédition réussie de
matériaux infectés provenant des régions éloignées en particulier dans les pays tropicaux a des
laboratoires sans utilisation de systéme de chaine de froid et de prévenir la dégradation des
acides nucléiques viraux. Des papiers filters ont eu des succés pour stocker des matériél
biologiques et de détecter la présence des acides nucléiques par PCR (Steiger Y., 1992; De
Swart et al., 2001; Katz et al., 2002; Abdelwhab et al, 2011).

Ma these de doctorat a été élaborée pour répondre aux objectifs suivant :

- évaluer la prévalence de la peste porcine africaine a Madagascar

- de valider I’aptitude du papier buvard Whatman 3MM pour étre un moyen de transport
plus économique et moins tributaire de la chaine du froid et un outil de diagnostic de la peste
porcine africaine. Ces tests inclus la détection des anticorps anti-PPA, la détection du virus
PPA par PCR conventionnelle, PCR a temps réel et I’isolement viral.

- pour la caractérisation moléculaire et de déterminer I’évolution des souches malgaches
depuis son apparition dans I’fle.

ZONE D’ETUDE

Cette allocation de recherche sera dépensée pour la collecte des prélevements a Taolagnaro.

Elle est située dans la cote du sud-est de Madagascar. C’est la localité suspectée comme zone
de début de la PPA a Madagascar. Aprés I’épizootie de 1997, aucun prélevement n’est
parvenu au Laboratoire National de Diagnostic VVétérinaire d’ou la nécessité de cette
allocation.

OBJECTIF PRINCIPAL

Cette étude a comme objectif principal, la mise au point de technique de diagnostic pour
la détection de virus de la PPA adapté aux pays tropicaux et, leur caractérisation
moléculaire et comparaison avec des isolats obtenus avant 2013.



)] OBJECTIFS SPECIFIQUES
1) Connaitre la prévalence de la PPA dans la zone de début de la maladie aprés 15
années d’existence.
2) Validation des tests Buvards
- Conception et mise au point d’un test buvard pour la détection du
virus PPA.
- Comparaison des différents types de prélevements
- Validation avec la PCR
3) Connaitre I’évolution phylogénétique du virus malgache (collaboration avec le
CIRAD, Département BIOS)
) ACTIVITES

Objectif spécifique 1 : Connaitre la prévalence de la PPA dans la zone sélectionnee
Activités correspondantes :
- Collecte de prelevements (Sang, sang sur papier buvard, organes)
Obijectif spécifique 2 : Validation des tests Buvards

- Conception et mise au point d’un test buvard pour la détection d’anticorps et
d’antigéne.
- Comparaison des différents types de supports
- Validation de cette technique avec la PCR
Objectif spécifique 3 : Connaitre I’évolution phylogénétique du virus malgache
- Amplification ADN, séquencage
- Comparaison de séquences, alignements multiples, approche phylogénétique

MATERIELS ET METHODES

Cette partie décrite les matériels et méthodes qui sont utilisés dans ma these. Une
partie des analyses sérologiques et virologiques a été effectuée dans le laboratoire
National de Diagnostic Vétérinaire (LNDV) de Madagascar. D’autre partie a été
effectuée dans différents laboratoires de I’Europe. Le CIRAD ou I’on a effectué
les restes des analyses virologiques et sérologiques et I’ANSES (Agence Francaise
de Sécurité Sanitaire des Aliments) autre laboratoire francais qui fournit des
matériels biologiques pour les analyses. Les deux autres laboratoires, CReSa et
CISA sont deux laboratoires espagnoles qui nous fournissent également des
échantillons biologiques venant des études expérimentales.

Les 6 provinces de Madagascar ont été représentees par au moins un district.

Les grandes villes comme Antananarivo, Antsirabe, Fianarantsoa,
Tsiroanomandidy, Mahajanga possédent des abattoirs/tueries. Pour d’autres
districts, les porcs sont abattus soit dans un air d’abattage commun soit par les
éleveurs.

Notons que des prélevements provenant de Taolagnaro ne sont pas recensés.

1) Objectif spécifique 1 : Connaitre la prévalence de la PPA dans la zone sélectionnée
Collecte de prélévements
- Mise en place et développement de ce test & Madagascar

Le test ELISA sera développé dans le Laboratoire de Madagascar aprés sa mise au point et sa
validation. Toutes les analyses seront effectuées a Madagascar pour la pérennisation de I’activité.



- Le test ELISA sera effectué sur les deux prélévements (Sérum et Sang sur papier
buvard)
- Utilisation de la PCR pour connaitre la prévalence et la circulation virale
2) Objectif spécifique 2 : Validation des tests Buvards

- Conception et mise au point d’un test buvard pour la détection d’antigéne.

Du sang est collecté sur des types de papiers buvards différents. On utilisera le FTA et

le 3SMM Eppendorf.

- Comparaison des différents types de supports

- Validation de cette technique avec la PCR

3) Objectif spécifique 3: Connaitre I’évolution phylogénétique du virus malgache
(collaboration avec CIRAD, Département BIOS)

- Compte-tenu de la difficulté a amplifier le virus sur macrophages alvéolaires de
porc, le séquencage des souches se fera directement a partir des échantillons
biologiques, par PCR. Les amplicons correspondants a certains géenes déja
identifiés comme intéressants pour I’approche phylogénétique, seront clonés en
plasmide et sequencés

- Les séquences seront alignées et I’analyse phylogénétique, effectuée par Neighbor-
Joining, selon un protocole établi par le CIRAD.

RESULTATS ATTENDUS

- Développement de tests de diagnostic de la PPA adapté aux pays tropicaux,
permettant un bon niveau de sensibilité et spécificité compatible avec la recherche
du virus PPA a Madagascar.

- Estimation de la prévalence du virus de la PPA

- Utilisation des papiers buvards imbibés de sang pour résoudre le probleme de
transport des prélevements.

- Connaissance de I’évolution phylogénétique des virus Malgaches, par rapport

aux souches qui circulaient avant 2013.

Les travaux engageés dans le cadre de ce financement sont
- connaitre la prévalence de la PPA dans la zone de début de la maladie
apres 15 années d’existence.
- Validation des tests Buvards applicable sur le terrain
DISCUSSION

Sur cette étude, la performance du papier filtre Whatman 3MM pour la collécte et stockage de
prélevement de sang pendant une longue période a tempeérature ambiante a eté investigués par
la procedure de diagnostic de la PPA.

Notre résultats suggére que le papier filtre Whatman 3MM peux utiliser comme support de
prélevement pour la détection des anticorps par la technique ELISA (Hutet et al., 2003,
Joseph et al, 2010; Curry et al, 2011) et des virus par les techniques PCR comme effectuees
dans d’autres maladies(Steiger Y., 1992; De Swart et al., 2001; Katz et al., 2002; Abdelwhab
etal, 2011).

En résumé, le papier filtre Whatman 3MM n’est pas cher, il peux étre utilisé pour collecter et
stocker la peste porcine africaine que I’on peut analyser par ELISA, PCR directe PCR en
temps réel et par isolement viral. Autre avantage c’est qu’on peut utiliser un petit volume de



sang total pour plusieurs tests(Dubay et al, 2006). Tous cela nous confére I’utilité du papier
filtre Whatman 3MM pur résoudre le probleme de chaine de froid.
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DEPENSES PREVISIONNELLES

Désignations Quantité | Unité Co0t Unit | Total Observation

(Ar) (Ar)

réalisation des collectes

Location de voiture 12 |jours 160000 | 1920000 | de prélevements
Carburant pour le réalisation des collectes
déplacement 2500 | prix/Km 410| 1025000 | de prelevements
Azote liquide 25 | prix/Litre 20000| 500000 | Stockage Organe et sang
Analyses au
laboratoire 100 | Prix/prélévement 5000| 500000 | Analyse des prélévements
Imprévu 55000

TOTAL 4000000

PROGRAMME DE TRAVAIL

(2013)

Septembre

Octobre

Novembre

Décembre

Prélévements des sangs, organes et

buvards

Analyses de buvards et organes
et sang (LNDV et Labo Biomol
Cirad Madagascar)

Traitement des données

Présentation des résultats

Soutenance de thése
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