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CONTEXTE GENERAL

La peste porcine africaine est une maladie hautement contagieuse qui peut toucher
des suidés de tout age, domestiques ou sauvages, et qui entraine des pertes
économiques et sanitaires importantes dans les pays atteints. C'est une maladie non
zoonotique a déclaration obligatoire contre laquelle il n’existe actuellement aucun
traitement ou vaccin efficace.

Le virus a l'origine de la peste porcine africaine présente une structure tres complexe
et est le seul membre de la famille des Asfaviridae.

Les signes cliniques observés en cas d'infection aigué ou suraigué par ce virus
varient en fonction de l'isolat viral, de la charge virale et de la voie d’entrée du virus.
En outre, ces signes peuvent étre aisément confondus avec ceux d’autres maladies
hémorragiques porcines.

A ce jour, la peste porcine africaine est endémique dans plus de 20 pays d'Afrique
subsaharienne y compris Madagascar. En Europe, elle est endémique depuis 1978
sur I'le italienne de Sardaigne.

En outre, I'apparition d’'un foyer a été rapportée en Géorgie en juin 2007 et, depuis,
le virus s’est propagé dans toute la zone. Il touche aujourd’hui de nombreux pays du
Caucase ainsi que la Russie, la Lithuanie et la Pologne. Cette situation
épidémiologique représente une menace majeure pour les pays voisins en Europe et
en Asie.

La stratégie de contrble de la peste porcine africaine doit étre fondée sur une
détection précoce de la maladie et I'adoption de mesures strictes en matiere de

contrble et de biosécurité.

La collecte de prélevement sur terrain est difficile et pratiquement suivie de plusieurs
problemes surtout dans les pays en développement. La difficulté due au mauvais
temps est reliée a la précarité de la route, a linaccessibilité du terrain et aux
manques de moyens. Il est primordial de gérer la chaine de froid lors de
'acheminement des prélevements 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 slre, pas chere et efficace est nécessaire
pour l'expédition réussie de matériaux infectés provenant des régions éloignées en
particulier dans les pays tropicaux dont les laboratoires n’utilisent pas de systéeme de
chaine de froid afin de prévenir la dégradation des acides nucléiques viraux. Des
papiers filtres ont eu des succés pour stocker des matériels 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).

Cette étude a pour but de mieux apprécier la situation actuelle de la zone, de savoir
la prévalence et de valider l'utilisation de papier buvard comme transport de

matériels biologiques de la PPA.
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On est arrivé a Taolagnaro le 25 février 2014 soir. Le lendemain, nous avons
effectués des visites de courtoisies aupres des autorités compétentes de la région,
les vétérinaires et vétérinaires mandataires ainsi que leurs agents pour pouvoir

faciliter la collecte des prélevements aux niveaux des abattoirs et des éleveurs.

Objectifs de I'étude
Cette étude a comme objectif principal la mise au point de technique de diagnostic
pour la détection de virus de la PPA adaptée aux pays tropicaux et de connaitre la

prévalence de cette maladie a Taolagnaro.



MATERIELS ET METHODES

Zone d’étude

La zone d'introduction de la PPA a Madagascar a été supposée a Taolagnaro
vraisemblablement en 1997. Depuis, aucune étude concernant cette maladie n’a été
faite dans cette commune. Pourtant I'absence de connaissances précises sur
'épidémiologie de la maladie et le manque de données sur |'élevage rendaient
impossible I'appréciation du risque représenté par la PPA. L'année derniére,
plusieurs élevages d’Andrakaraka, commune d’Ampasy Nahampoana, district de
Taolagnaro (Figure 1), financés par 'ONG FAFAFI ont été infectés par une maladie
porcine qui a ravageé les cheptels. Durant notre passage a Taolagnaro, deux porcs
seulement sont abattus chaque jour, ce qui est insuffisant pour subvenir aux besoins

de la population.

- Région Anosy

F District d’ Amboasary

District de Taolagnaro

Figure 1 : Carte de Madagascar montrant la zone d’étude de Taolagnaro



Collecte des prélevements

Cette année 2014, au total 92 prélevements ont été collectés sur les 46 porcs tués a
I'abattoir de la commune urbaine de Taolagnaro et dans les élevages des communes

environnantes. Les sites de prélevement ont été représentés dans la Figure 1.

hY

A larrivée a Taolagnaro, I'équipe a procédé aux collectes d'organes, aux
prélevements de sang qui ont été ensuite stockés dans une bonbonne contenant de
'azote liquide de 20 litres avant d’étre transportés a Antananarivo et analysés au

laboratoire.

Les prélevements ont été codés par ordre numérique suivi des lettres identifiant leur
localité. Les données relatives aux prélévements ont été enregistrées dans une

feuille Excel pour faciliter les recherches nécessaires (Annexe 1).

Prélevement d'organe

A l'abattoir, un bout de rate de 5 cm environ a été prélevé et placé dans un pot a
capuchon rouge de 60 ml. Le flacon a été placé au froid immédiatement apres le
prélevement et congelé dans de l'azote liquide durant le transport puis congelé a -

80°C au laboratoire pour préserver I'infectiosité du virus.

Broyage d'organe de porc

Les organes ont tout d’abord été découpés en petits morceaux puis broyés a l'aide
de billes de verre dans du PBS (Phosphate Buffer Saline). Ensuite, le surnageant a

ete clarifié par centrifugation a 3000 rpm pendant 10 minutes.

Extraction d’acide nucléique sur organe de porc

La premiere étape de I'analyse moléculaire commence toujours par I'extraction des
acides nucléiques. Dans cette étude, nous avons utilisé le kit High Pure Template
(ROCHE) pour Tlextraction des ADN. L’extraction d’ADN est une technique
permettant d’isoler ’ADN de cellules ou des organes afin de mettre en ceuvre des
méthodes génomiques pour identifier 'organisme a détecter. L’extraction de ’ADN
avec ce kit comporte :

- lalyse des cellules



- I'élimination des protéines

- I'élimination des autres acides nucléiques

- lafixation d’ADN sur une fibre

- lelavage

- et I'élution.
200 ul de surnageants d’organe ont été déposés dans un tube Eppendorf de 1,5 ml
et mélangés a 200 ul de tampon Binding eta 40ul de Protéinase K pour la digestion
enzymatique. Le mélange est ensuite incubé a 70°C pendant 10 minutes. Puis on
ajoute au mélange 100ul d’isopropanol. Apres, on verse le contenu dans un tube
collecteur contenant du filtre. Le tube est ensuite centrifugé a 8000 rpm pendant une
minute pour éliminer la solution. L’ADN est fixé sur la fibre du filtre. Puis on jette le
tube collecteur contenant une phase aqueuse et on met le tube a filtre contenant
’ADN dans un nouveau tube collecteur. On verse 500ul de tampon Inhibitor removal
dans le tube a filtre qui sera centrifugé a 8000 rpm pendant une minute. On jette le
tube collecteur contenant la solution aqueuse et on remet le tube a filtre dans un
nouveau tube collecteur. 500ul de tampon de lavage ont été ajoutés suivi d’'une
centrifugation & 8000 rpm pendant une minute. On remet le tube a filtre dans un tube
collecteur et on refait la centrifugation pour éliminer des traces d’eau. Enfin, TADN
fixé au filtre est resuspendu avec 200ul d’eau ultra pure stérile. La quantité d’eau
ajoutée a été estimée en fonction de la taille du culot d’ADN qui sera ensuite

conservée a -80°C jusqu’au moment de analyse.

Préléevement de sang

Une quantité de 5 cm® de sang sera prélevée sur chaque porc. Le sang sera prélevé
a partir des veines de l'oreille et versé dans un tube contenant préalablement un

anticoagulant.

La préparation du papier filtre

Les papiers filtres Whatman 3MM (VWR, Fontenay-sous-Bois, France),
habituellement utilisés pour le stockage et la détection du matériel génétique ou de

protéines ont été choisis pour cette étude. Le papier filtre a été coupé en bande de



dimension de 5 cm x 0,5 cm. Les bandes ont été ensuite trempées dans le sang total
du porc, sans additif. Les bandelettes ont été séchées a température ambiante. Une
fois séchés, les papiers filtres imbibés de sang seront stockés a température
ambiante comme décrit Michaud et al., (2004).

Randriamparany T

Papier buvard imbibé de sang de porc a I'abattage
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Identification et séchage du papier buvard

Randriamparany T

Stockage de prélevements dans un cahier

Figure 2 : Etapes de prélévements de sang sur papier buvard



Amplification d’ADN

Une analyse virologique comprenant la technique d’amplification génique en temps
réel (PCR) a été utilisée pour connaitre la prévalence de cette maladie & Taolagnaro.
Une amplification génique permet la détection de I'ADN viral spécifique par une
courte amorce d’enzyme spécifique. L’ADN extrait a pu ensuite étre amplifié
spécifiguement par la PCR qui permet de détecter plus facilement 'ADN de
'organisme lui-méme ou d’'un pathogéne inclus dans cet organisme. A partir de cet
ADN viral de la peste porcine africaine, nous avons amplifié une partie du géne
B646L codant pour la protéine VP72

La comparaison entre papiers buvards Whatman 3MM et rates de porc ou sang total

a été effectuée.
PCR en temps réel

La technique de PCR en temps réel a été utilisée dans cette étude pour la détection
de la PPA. Le principe de la PCR quantitative en temps réel (QPCR) repose sur le
suivi cycle par cycle de la réaction d’amplification enzymatique au moyen d’une
molécule reporter fluorescente capable d’émettre dans des conditions bien définies
un rayonnement fluorescent dont l'intensité sera directement mesurée a un moment
donné au cours de chaque cycle PCR. L’augmentation du signal fluorescent est
directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés durant la réaction de
PCR. Cette procédure a été développée par Don King (King et al., 2003) utilisant une

sonde TagMan.

Principe de base de TagMan PCR en temps réel

La PCR est devenue un outil essentiel en biologie moléculaire et son application a la
détection des acides nucléiques a révolutionné I'analyse quantitative des genes.

La méthode PCR a temps réel utilise le couple d’amorce King-s et King-a et la sonde
TagMan pour détecter la région conservée du génome viral VP72. Les amorces
amplifient les fragments d’ADN de 250 pb du génome complet entre 2041 a 2290
nucléotides de I'échantillon référence BA71V. La sonde TagMan est un fragment

oligonucléotidique marqué par deux groupements fluorophores a extrémités 5’ et 3'.

Nous avons utilisé le Kit commerciale « QuantiFast probe PCR » de Qiagen. Les

réactions utilisées sont présentées par le Tableau 1 lorsqu’on utilise 'ADN du sang



ou d'un organe de porc. La composition du mélange réactionnel est par contre

doublée (Tableau 2) quand on utilise du papier buvard.

Tableau 1 : Préparation et composition des mix QPCR avec le couple d’'amorces
(King-s et King-a) utilisant des extraits d’ADN

Réactifs

Concentration finale par

Volume nécessaire pour

réaction une réaction (en pl)

H,O sans RNase - 6,7
MasterMix 2X 1X 10
King-s 20uM 0,4puM 0,4
King-a 20uM 0,4uM 0,4
TagMan 10uM 0,25uM 0,5
ADN - 2

Volume final 20

Tableau 2 : Préparation et composition des mix QPCR avec le couple d’'amorces
(King-s et King-a) utilisant des extraits d’ADN et des papiers buvards

Réactifs

Concentration finale par

Volume nécessaire pour

réaction une réaction (en pl)
H,O sans RNase - 17,4
MasterMix 2X 1X 20
King-s 20uM 0,4puM 0,8
King-a 20uM 0,4uM 0,8
TagMan 10uM 0,25uM 1
Volume final 40

On ajoute le papier buvard

Les étapes et les parametres des cycles QPCR sont les suivants :

- Une étape d’activation de I'enzyme polymérase a 95°C pendant 3 minutes

- Une réaction de polymérisation en chaine pendant 45 cycles, chaque cycle

comportant en deux étapes :

o Dénaturation de la matrice d’ADN a 95°C pendant 10 secondes

o Hybridation des amorces avec les matrices et phase d’élongation a

58°C pendant 30 secondes




RESULTATS
Les 92 prélevements sont constitués de sang récoltés dans un tube EDTA (n=40), de
rates (n=6) et de sang correspondant récoltés sur papier buvard Whatman 3MM (46)

provenant d’'un méme porc.

Les prélevements sont collectés dans 3 communes de la Région d’Anosy a savoir la

Commune d’Amboasary, d’Ampasy Nahampoana et de Taolagnaro ville (Tableau 1,

Annexe).

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des prélevements récoltés a Taolagnaro

Fokontany Commune Nombres prélévements
Rate ou Sang Papier buvard

Amboasary Amboasary 2 2

Besonjo Tanambao Taolagnaro ville 7 7

Manambaro Taolagnaro ville 2 2

Beapombo Ampasy Ampasy 2 2
Nahampoana

Analambendrana Ampasy 4 4
Nahampoana

Ambinanikely Taolagnaro ville 13 13

Mangaika Ampasy 8 8
Nahampoana

Betaligny Ampasy 2 2
Nahampoana

Andrakaraka Taolagnaro 6 6

TOTAL 46 46

AMPLIFICATION GENIQUE

Les technigues d’amplification génique (PCR) conventionnelles ou en temps réel qui
amplifient le plus souvent un gene tres conservé comme le gene de la protéine

structurale majeure p72 ont éteé utilisées.



Les analyses virologiques par la PCR directe en temps réel effectuées sur les
organes de porcs étudiés (n = 46) pendant I'étude ont révélé 5 échantillons positifs,
soit une prévalence virologique de 10,87% [ICys: 4,64% a 17,09%]. Les lieux de

collectes prélévements et les résultats sont représentés par le Tableau 2.

Les prélévements collectés a I'abattoir et aux élevages contiennent des rates ou du
sang total et leurs papiers buvards correspondants. En arrivant au laboratoire, ces
types de préléevements ont été testés avec la PCR en temps réel directe et ont donné
5 résultats positifs identiques.

Amplification Plots
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Figure 1: représentation graphique de [lallure de quelques résultats des
amplifications géniques en temps réel des prélévements recueillis dans la région de
Taolagnaro — Février 2014



Amplification Plots
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Figure 2 : représentation graphique de I'amplification génique en temps réel. Une des
comparaisons entre ADN viral (Ct de 19) et papier buvard (Ct de 40.05)

DISCUSSION ET CONCLUSION

A Madagascar, I'historique de l'apparition et de I'implantation de la PPA est bien
connu. La maladie a été introduite en 1997 a partir de la cobte-est Africaine
(Gonzague et al, 2001), vraisemblablement en provenance du Mozambique, avec un
premier foyer apparu mi-1997 dans la région de Taolagnaro (Fort-Dauphin), au sud-
est du pays. Elle s’est ensuite propagée tres rapidement a d’autres régions,
notamment les Hauts Plateaux du centre de Iile, entrainant une forte mortalité des
cheptels porcins (jusqu’a 90%) (Rousset et al, 2001).

La PPA s’est ensuite étendue dans tout le pays et y est devenue enzootique. Bien
gue les causes de cette endémisation ne soient pas complétement élucidées, la
propagation et le maintien de la maladie est tres certainement la conséquence du
manque de moyens mis en ceuvre pour permettre un diagnostic rapide donc des
mesures de contrble plus efficaces. L'introduction de la peste porcine africaine dans
I'lle a entrainé une réduction drastique de la population porcine avec une perte de
60% du cheptel national (Gonzague et al. 2001). La PPA est une maladie majeure
des porcs domestiques dont la déclaration est obligatoire (ex-liste A de I'OIE) et dont

les conséquences sociales et économiques sont tres importantes pour les exploitants



agricoles et les sous-traitants industriels des régions sub-sahariennes de I'Afrique
(Fasina, et al., 2010). Une des caractéristiques majeures du virus de la PPA, nous
'avons souligné, est un taux de morbidité et de mortalité pouvant avoisinant les
100% chez les porcs domestiques (Zsak et al., 2005). Néanmoins, la maladie peut
évoluer de différentes manieres, allant d’'une fievre hémorragique létale a des formes
chroniques voire asymptomatiques en fonction de la virulence de la souche virale.
Les formes inapparentes chez les porcs domestiques jouent un role majeur dans le
maintien et la propagation de la maladie dans les zones endémiques car les porcs
demeurent une source de virus pendant une longue période (Leitao et al., 2001).
Cependant, le virus est trés résistant que ce soit dans les liquides biologiques et
dans I'environnement. Il peut persister plusieurs mois dans des viandes (Sanchez-

Vizcaino et al., 2012), organes (Costard et al., 2009), feces et matériels.

Cette étude nous montre l'utilité du papier buvard Whatman 3MM pour conserver et
stocker le virus de la PPA (Braae, et al., 2013).

La modalité de I'étude engagée pour ce travail n'a pas changé. La collecte de
prélevement a été difficile car elle a rencontré plusieurs problemes sur le terrain. Les
mauvais temps accompagnés par la précarité de la route nous codtent plus de temps

pour la réalisation de cette étude.

Cela demande l'utilisation d’azote liquide pour conserver les organes et les sang
recueillis. Il est alors essentiel de gérer la chaine de froid lors de 'acheminement des
prélevements 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.

Les résultats de la PCR directe en temps réel effectuées sur les organes de porcs
étudiés (n = 46) pendant I'étude ont révélé 5 échantillons positifs, soit une prévalence
virologique de 10,87% [ICos: 4,64% a 17,09%]. Méme si cette prévalence est
inférieure a celle trouvée a Ambatondrazaka de 14% [ICys: 7,06% a 20,93%] en
2004 (Randriamparany T ; et al., 2005) et celle trouvée dans tout Madagascar de
17,8% [ICgs : 10,26% a 25,66%] entre 2009 et 2010 (Randriamparany T, in press),
tous ces résultats montrent que la peste porcine africaine circule belle et bien dans la
grande ile. La PPA se caractérise actuellement par I'apparition réguliere mais

sporadique de foyers dans des élevages jusque-la indemnes ou dans des élevages



ayant déja été infectés. Cependant, il a été constaté qu’un taux de mortalité plus
faible a été rencontré. (Costard, données non publiées). Cela est d( surement a une
infection d’'une souche moins virulente développant des formes chroniques de la

maladie (Boinas et al., 2004).

Lors de cette étude, la comparaison entre les prélevements standards (rate ou sang
total) et les prélevements recueillis sur papier buvard Whatman 3 MM a donné 4
résultats positifs identigues sans perte de sensibilité du papier buvard. Mais nous
avons trouvé que les charges ADN viraux ont diminué pour les papiers buvards (Ct
40) par rapport a ceux des prélevements standards (Ct 19) (Figure 1 et 2), (Tableau
2). Braae et al ont utilisé un autre papier buvard le FTA card et le méme principe. La
différence c’est qu’on n'utilise plus I'extraction d’ADN qui allege le colt d’analyse.

Durant la thése en complément avec cette allocation, la sensibilité d’'un test ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) utilisant des papiers buvards Whatman 3MM
est tres semblable a celle de la techniqgue ELISA conventionnelle sur sérum (32,6%
contre 34,8%) et la spécificité est de 100% (Randriamparany T, in press). Cela est
particulierement important pour les programmes d'éradication dans les pays en
développement, ou les résultats faussement positifs sont fréquents en raison des
conditions déficientes de transport et de stockage des sérums, I'une des raisons les
plus courantes pour des résultats non spécifiques avec ELISA. En outre, une
détection précise des animaux séronégatifs est essentielle pour la réduction de
abattage dans la population sensible, en particulier dans les régions
economiquement défavorisées, ou les animaux individuels ont des valeurs
relativement élevées.

Jusqu’a ce jour, il n'y a pas de vaccins ni de médicaments disponibles pour prévenir
ou traiter l'infection par le virus de la PPA. Par conséquent, il est particulierement
important que les zones non infectées soient préserveées de toute introduction de la
maladie et que la PPA soit détecté tres précocement.

Sur cette étude, la performance du papier filtre Whatman 3MM pour la collecte et
stockage de prélevement de sang a température ambiante a été trés promoteur.
Notre résultats montre que le papier filtre Whatman 3MM peux utiliser comme

support de prélevement pour la détection de la PPA.



Toutes les mesures de contrble et d'‘éradication applicables sont basées sur les
méthodes de lutte contre les maladies classiques, y compris la surveillance intensive,
enquéte épidémiologique, le dépistage et I'abattage sanitaire des troupeaux infectés.
Ces mesures sont combinées avec des mesures de quarantaine et de biosécurité et
de contrdle strict des mouvements d'animaux. L’utilisation des papiers buvards
Whatman 3MM est une des outils pas chers qu’on peut recourir.

Le séquencage des souches malgaches avant 2010 révélait I'apparenté a une seule
souche depuis 1997(Randriamparany T, Thése en finalisation). Alors on a besoin de
savoir si cela est encore valable pour les prélévements positifs de Taolagnaro lors de

cette étude.
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