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PCR directe pour la détection du génome du virus de la peste porcine africaine a partir de prélé-
vements de sang sur buvard

La peste porcine africaine est une maladie infectieuse trés contagieuse due & un virus & ADN double brin, appartenant &
la famille des Asfarviridae, genre Asfivirus. Enzootique en Afrique du Sud et en Sardaigne, épizootique en Afrique de
I'ouest et & Madagascar et représentant une menace permanente pour I'Europe, la peste porcine africaine constitue un
probléme sanitaire majeur pour la filiére porcine. Un des enjeux du diagnostic, en particulier pour les pays africains, est
de pouvoir diagnostiquer rapidement la présence du virus sur des prélévements faciles & réaliser et dont la conservation
ne nécessite pas d’équipements spéciaux. Le test que nous décrivons ici répond & ces exigences. Il s’agit d’un test de
PCR directe sur prélévement de sang effectué sur papier buvard. Aprés imprégnation, le buvard est séché puis un frag-
ment d’environ 5 mm? est mis directement dans un tube PCR, dans lequel on ajoute le mélange réactionnel. Apres
amplification, les amplicons sont visualisés sur gel d’agarose. Ce test permet de détecter jusqu’a I'équivalent de
0,13 dose infectieuse virale ou encore I'équivalent de 1,3 copie du génome viral. Appliquée sur porcs infectés expéri-
mentalement, la méthode a donné des résultats homogénes avec ceux obtenus sur du sang prélevé en tube contenant un
anticoagulant. La validation du test doit maintenant se poursuivre sur de grands échantillons prélevés en Afrique.

Direct PCR for the detection of African swine fever virus genome from dried blood filter papers

African swine fever is a highly contagious disease of swine caused by a double-strand DNA virus that belongs to the
Asfaviridae family, Asfivirus genus. The disease is endemic in South-Africa and Sardigna, epidemic in West-Africa and
Madagascar and remains a major sanitary threat for the swine industry in Europe. There is actually a need, particularly
in African countries, for an easy and rapid diagnostic tool for the detection of the virus on live or dead animals. This tool
should also take into account the problem of the samples’ conservation. The test described herein provides an answer to
these requirements. It is based on a direct PCR on blood dried filter papers. After soaking, the filter paper is dried and a
piece of 5 mm? is cut and put info a PCR tube. Then the PCR mix is added and the reaction performed. Amplicons are
detected on agarose gels. This test allows the detection of 0.13 tissue culture infectious doses or 1.3 corresponding
genome copie. Using samples from pigs infected experimentally, we obtained homogeneous results between blood dried
filter papers and the classical blood-sample tubes. The next step will be to continue the validation of the test on large
samples collected on the field.




INTRODUCTION

La peste porcine africaine (PPA) est une maladie infectieuse
trés contagieuse classée dans la liste A des maladies de
I'Office International des Epizooties (OIE). Elle est due & un
virus & symétrie icosahédrique et & ADN double brin,
proche des Poxviridae. Ce virus reste toutefois le seul repré-
sentant de la famille des Asfarviridae (African swine fever
and related viridae), genre Asfivirus (PRINGLE, 1999). La
maladie est endémique en Afrique du sud et suit un déve-
loppement épidémique cyclique en Afrique de I'Ouest. Elle
est un frein au développement économique de la filiere por-
cine dans ces régions. En Europe, la maladie a été éradi-
quée a l'exception de la Sardaigne ou elle demeure endé-
mique. La récente ré-émergence de foyers de PPA au
Portugal en 1999, montre que le risque sanitaire reste élevé
pour |'Europe. Le diagnostic virologique de la PPA repose
sur des techniques classiques de virologie ou peut étre effec-
tué par amplification génomique en chaine (PCR). Un des
points déterminants de la fiabilité du diagnostic est la quali-
té du prélévement au moment du test. En Afrique, la conser-
vation des prélévements est un élément critique. Un test PCR
a partir de prélévements de sang effectués sur buvards a
déja été mis en ceuvre pour le diagnostic de la PPA (GUY-
GONZAGUE et al, 2003). Dans ce travail, nous apportons
une simplification du protocole en proposant une PCR direc-
te, sans extraction du matériel génétique et nous détermi-
nons la détectabilité et la sensibilité de I'outil diagnostique
ainsi proposé.

1. MATERIELS ET METHODES
1.1. Echantillons

Des porcs exempts d’organismes pathogénes spécifiés
(EOPS) ont été prélevés a la veine jugulaire pour impré-
gner des bandes de papier buvard. Ces papiers buvards
imprégnés ont servi aux contréles négatifs de PCR et a
I'établissement des gammes de détection du virus. Quatre
porcs conventionnels ont été infectés expérimentalement
par voie intramusculaire avec la souche E70 isolée en
Espagne en 1970. Des prélévements de sang sur tubes
héparinés et sur buvards, ont été effectués le jour de
I’épreuve infectieuse puis 3 et 6 jours aprés infection.
Deux porcs ont été infectés expérimentalement par voie
oronasale avec la souche E75 isolée en Espagne en 1975
et un autre porc a été placé au contact de ces 2 porcs
infectés. Des prélévements de sang sur buvards ont été
effectués sur les trois porcs, le jour de I'épreuve, puis 1, 2,
3,6,7,8,9,10,11, 14,15, 16, 17 jours aprés infec-
tion.

Pour la constitution des contréles positifs de PCR et I'établis-
sement de gammes de détection, un plasmide de clonage en
procaryote contenant le géne codant pour la protéine virale
de capside VP72 a été produit en culture bactérienne in vitro
et quantifié. En outre, une souche virale de PPA (Afssa-
Ploufragan) a été amplifiée sur culture in vitro de macro-
phages alvéolaires de porcs EOPS : le titre obtenu était de
108 doses cytopathiques pour 50 % des cultures cellulaires
infectées (DCP;) par ml.

324

1.2. Préparation des buvards

Les papiers buvard utilisés étaient de marque Whatmann
3M (VWR, Fontenay-sous-Bois). Les buvards préparés a
partir de sang de porcs EOPS ont été imprégnés au moment
de I'euthanasie par exsanguination sous anesthésie généra-
le. Pour constituer les gammes de détection sur buvards, le
plasmide contenant la VP72 ou le virus ont été dilués sériel-
lement de 10 en 10 et déposés & raison de 2 pl sur un frag-
ment de buvard d’environ 5 mm?, imprégné du sang des
porcs EOPS. Sur les porcs infectés, les buvards ont été
imprégnés de sang aprés avoir pratiqué une légére incision
de l'oreille.

1.3. Protocole PCR

Des fragments de buvards d’environ 5 mm? ont été directe-
ment et sans traitement préalable déposés dans des tubes
PCR de 0,2 ml. Dans ces tubes, ont été ensuite ajoutés 80 pl
de milieu réactionnel de PCR contenant 31,25 pmol de
chaque primer, 20 pmol de dNTP et 2,5 unités de polyméra-
se de Thermus aquaticus (Taq pol Pfu, Stratagene,
Amsterdam). Dans une premiére approche, plusieurs paires
d’amorces, y compris celle décrite dans le manuel des stan-
dards de I'OIE pour les tests diagnostiques et les vaccins
(EATON, 2000), ont été comparées. La paire qui s'est révé-
lée la plus adaptée pour I'objectif visé a été définie au labo-
ratoire. Elle correspondait & une amorce sens
5’-TCggAgATgTTCCAggTAgg-3’ et une amorce antisens :
5'-CgCAAAAQgATTTggTgAAT-3'. Le fragment alors ampli-
fie est constitué de 346 paires de bases. Les conditions
d’amplification étaient : 95°C, 5 min ; (95°C, 1 min ; 55°C,
30 s ;72°C, 30 s), oycle 7 (95°C, 30's ; 55°C, 30 s ; 72°C,
30 s)35 ¢ycles 7 (95°C, 30's ; 55°C, 30s ; 72°C, 4 min);  q et
72°C pendant 7 min pour I'élongation finale. Les amplicons
ont été ensuite visualisés sur gel d’agarose.

2. RESULTATS

2.1. Détermination de la limite de détection de la
VP72 d’origine virale ou plasmidique

Les résultats de la limite de détection de la VP72 sur buvards
sont présentés en figure 1. Le protocole mis au point permet
de détecter sur un fragment de buvard de 5 mm?, jusqu’a
0,13 DCP50 et jusqu’a 1,3 copie de géne codant pour la
VP72.

2.2. Application sur des prélévements buvards
provenant de porcs infectés

La détection du génome viral a été effectuée a partir de sang
de porcs infectés par le virus PPA par voie intramusculaire et
prélevés en paralléle sur anticoagulant et sur buvard. Les
résultats obtenus sont détaillés dans le tableau 1. Tous les
prélévements réalisés avant I'infection sont négatifs. A I'op-
posé, tous les prélévements testés trois jours aprés I'infection
sont positifs. Six jours aprés infection, deux buvards sur trois
testés sont positifs. Un seul prélévement de sang sur anticoa-
gulant a été testé a 6 jours post-infection et s'est avéré étre
négatif.



pVP72

T+: pVP72

S T-: Papier buvard
en phase liquide

imprégné de sang SPF

Figure 1 - Détermination de la détectabilité de la réaction
de PCR sur buvards imprégnés de sang et reconstitués
avec soit du virus infectieux (PPAv)
soit du plasmide contenant le géne codant pour la protéine
virale VP72 (pVP72). L'avant derniére ligne correspond au
contrdle de poids moléculaire (100 bases)

Tableau 1 - Résultats de la détection du génome du virus
PPA a partir de sang prélevé sur porcs infectés
expérimentalement par voie intramusculaire. Les sangs ont
été prélevés en paralléle sur anticoagulant (sang)
ou sur buvard. (NP = non prélevé)

Jours 0 3 6
post-infection | Buvard Sang

Buvard Sang | Buvard Sang

Porc 1 - - + + NP -

Porc 2 - - + NP + NP
Porc 3 - - + + + NP
Porc 4 - - + + - NP

La sensibilité de la détection du génome viral a été détermi-
née sur des buvards générés en cinétique aprés infection par
voie oronasale. Les buvards des porcs infectés par voie oro-
nasale deviennent positifs & partir du huitiéme jour aprés
infection (tableau 2). Ils sont trés positifs au 10 et 11¢™ jours
apres infection puis le signal décroit mais reste positif jus-
qu'au 17 jour. Le porc contact ne se positive qu'au 9eme
jour, devient trés positif au 114™ jour puis non détectable &
partir du 14°™ jour.

3. DISCUSSION

Le prélévement de sang sur buvards trouve son intérét pour
deux types d’applications : la détection de protéines
sériques, en particulier la détection d’anticorps pour le dia-
gnostic des maladies infectieuses ou parasitaires (HOGREFE
et al, 2002, SORENSEN et al, 2002) ou la détection de
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matériel génétique, en particulier pour le diagnostic de
maladies génétiques a partir de I’ADN somatique (PAI et dl,
1994, MAKOWSKI et al, 2003) ou la détection du génome
d’agents infectieux d’origine virale (SPAGNUOLO-WEAVER
et al, 1998, HATTERMANN et al, 2002,) ou parasitaire (DE
ALMEIDA et al, 1998 ; CHAORATTANAKAWEE et al,
2003). Ce type de prélévements, outre son utilisation pour le
diagnostic, permet également d’étudier la diversité génétique
des populations humaines (MAKOWSKI et al, 2003) ou des
virus et des parasites (JJANG et al, 1999, PITCOVSKI et al,
1999).

Les résultats de cette étude montrent que le prélévement de
sang sur buvard peut étre directement utilisé, sans traite-
ment préalable, dans une réaction PCR pour le diagnostic
de la peste porcine africaine. Le protocole mis en ceuvre a
fait preuve d’une excellente détectabilité (moins de une
DCP5). La discordance entre le nombre de DCPy, et le
nombre de copies de géne VP72 détectables sur buvard
(rapport de 1 & 10) peut s’expliquer par le fait que les
DCPy, reflétent une activité biologique du virus et non le
nombre de particules virales présentes. Aussi, il est pro-
bable que toutes les particules virales ne sont pas infec-
tieuses alors qu’elles peuvent toutes fournir une copie du
géne VP72 amplifiable par PCR. En outre, lors de la répli-
cation in vitro et in vivo du virus, il est également possible
que de I'ADN viral soit & I'état libre augmentant ainsi la
détectabilité de la PCR par rapport & la détermination d’un
effet biologique quantifié en DCPy,. En revanche, la déter-
mination du nombre de copies du géne VP72 cloné en
plasmide est plus exacte puisqu’elle se base sur une mesure
de la quantité d’ADN total et sa traduction en nombre de
molécules.

Le nouveau protocole proposé permet d’accroitre la rapidité
du diagnostic tout en éliminant les risques de contamination
liés aux étapes d’extraction de I’ADN. En supprimant |'étape
d’extraction de '’ADN & partir du sang séché sur buvard
(PCR directe), le test est mis en ceuvre plus rapidement et &
moindre codt. Toutefois, la préparation des fragments de
buvards d’environ 5 mm? requiert |'utilisation de matériels
individuels autoclavables (pince et ciseaux). Ce mode de
prélévement présente un avantage essentiel en terme de
rapidité d’obtention et de conservation avant I'analyse. En
effet, Le prélévement sur I'animal est rapide et nécessite une
contention réduite augmentant le confort du préleveur et de
I'animal. En revanche, il faut prévoir un temps de séchage
de quelques minutes du buvard imprégné pour une conser-
vation optimale et la réduction des risques d’intercontamina-
tion entre buvards lorsqu’ils sont assemblés pour leur expédi-
tion au laboratoire. Ainsi préparé, I’ADN présent dans le

Tableau 2 - Résultats de la détection du génome du virus PPA & partir de buvards imprégnés de sang de porcs
infectés expérimentalement par voie oronasale

Jours post-infection 1 2 3 6 7 8 9 10 11 14 15 16 17
Porc infecté - - - - - ++ ++ + + + ++
Porc infecté - - - - - ++ + + + ++ ++
Porc contact - - - - - - + + +++ - - - -
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sang séché se conserve jusqu’a 3 mois & 30°C (GUY-GON- Les perspectives de développement de cette méthode
ZAGUE et al, 2003). reposent sur la validation de I'outil buvard pour la détec-

tion du virus sur de grands échantillonnages obtenus sur
Sur un nombre limité de prélévements de sang effectués en le terrain. L'outil sera également évalué sur buvards
paralléle sur anticoagulant ou sur buvards, aucune différen- imprégnés sur tissu lésé (calque). La mise au point d’une
ce notable n‘a été observée au niveau de la sensibilité du détection quantitative du génome viral par PCR en temps
diagnostic sur buvards. Nous observons que la détection du réel & partir de prélévements buvards sera également
génome viral est plus précoce aprés infection par voie intra- envisagée, comme cela a été fait pour le virus de I’hépati-
musculaire que par voie oronasale : 3 jours aprés infection te B du canard (WANG et al, 2002). Par ailleurs, la pos-
dans le premier cas, contre 8 jours aprés infection dans le sibilité de détecter a partir du méme prélévement, soit les
second cas. Les données de la littérature montrent que la anticorps, soit I’ADN viral, doit étre explorée. Enfin, la
virémie apres infection par voie oro-nasale ou intramusculai- mise au point d’'une réaction de PCR différentielle peste
re peut débuter entre 2 et 10 jours aprés infection et persis- porcine classique / peste porcine africaine & partir d’un

ter au-deld de 30 jours (HAMDY et DARDIRI, 1984 ; seul prélévement buvard présenterait un intérét évident
EDWARDS et al, 1985 ; EKUE et al, 1989). Le type de pour la gestion rapide des suspicions cliniques dans les

souche virale et la dose administrée, ainsi que les caractéris- pays indemnes d’une ou des deux maladies, ou le dia-
tiques génétiques des porcs infectés influent sur ces para- gnostic différentiel rapide dans les pays ou les deux mala-
métres. Enfin, le porc mis en contact avec les deux porcs dies sont présentes.

infectés par voie oronasale, présente du virus dans le sang
prélevé sur buvard, 24 heures aprés les deux premiers. Cette REMERCIEMENTS
réponse rapide, compte tenu du délai de 8 jours qui a été

observé sur les deux porcs infectés, est en faveur d’une Cette étude a été réalisée gréce au soutien financier de la
contamination par aérosol de ce porc contact au moment de Communauté Economique Européenne au travers du projet
I'infection des deux autres porcs. de recherche qualité de la vie n°® QLRT-2000-02216.
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