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Certaines combinaisons d’acides gras a chaine moyenne diminuent le risque viral de la PPA dans I'aliment

La peste porcine africaine (PPA) est une pathologie virale majeure des sangliers et des porcs domestiques. La PPA cause des
pertes économiques et sociales majeures dans les pays concernés et I'aliment est une source démontrée de propagation du
virus. Par conséquent, I'action antivirale de composés naturels tels que les Acides Gras a Chaine Moyenne (AGCM) représente
une étape supplémentaire dans la prévention de la PPA, dans I'attente du développement de vaccins. Une souche pathogene
de virus de PPA isolée d’un porc conventionnel au Vietnam a été cultivée et inoculée dans un aliment classique, traité ou non
avec différentes combinaisons et doses d’AGCM. Aprés 24 h d’incubation, les charges virales ont été quantifiées par RT-qPCR
dans chaque préparation et exprimées en base logz. Toutes les préparations d’AGCM ont réduit la charge virale moyenne
(P <0,05) de 3,5 log: et 4,5 logz aux doses de 3,75 kg/tonne et 5,00 kg/tonne d’aliment, respectivement et de maniére dose-
dépendante. La combinaison la plus prometteuse d’AGCM C6/C8/C10 a réduit la charge virale (P < 0,05) de 3,50 log, dés 1,25
kg/tonne d’aliment (dose minimale investiguée) jusqu’a 4,71 log: pour 5,00 kg/tonne d’aliment. Dans la présente étude,
I’action antivirale biologiquement pertinente démontrée d’une combinaison d’AGCM représente un moyen simple et efficace
de réduire la charge virale en PPA dans I'aliment des porcs, en complément des effets antibactériens et de santé digestive
reconnus des AGCM. Des études complémentaires sont actuellement en cours pour caractériser le mode d’action de ces
AGCM sur le virus de la PPA et leurs effets bénéfiques potentiels chez des animaux challengés.

Specific combinations of medium-chain fatty acids mitigate the risk of African swine fever virus in feed

African swine fever (ASF) is a major viral disease that infects wild boars and domestic pigs. It causes significant socio-economic
losses in affected countries, and feed is a proven risk factor for spreading the ASF virus (ASFv). Consequently, the anti-viral
action of natural compounds such as medium-chain fatty acids (MCFA) represents an important step in preventing ASF
outbreaks until vaccines become available. A pathogenic field strain of ASFv isolated from a pig in Vietnam was cultured and
spread in a classic pig feed treated or not with different MCFA preparations and dosages. After 24 h of incubation in the feed,
virus particles were quantified by RT-gPCR to determine the remaining loads in the preparation, expressed in logz unit. All
MCFA tested reduced virus loads significantly (P < 0.05) by an average of 3.5 and 4.5 log, at 3.75 and 5.00 kg/T of feed,
respectively. Reduction was dose-dependent. The most promising combination of MCFAs, composed of C6/C8/C10, achieved
significant reduction of virus loads (P < 0.05) by 3.50 logz from 1.25 kg/T of feed (lowest dose tested) up to 4.71 log2 at 5.00
kg/T of feed. In the present study, the biologically relevant demonstration of an antiviral action from a specific combination
of MCFA represents a simple and effective way to reduce loads of ASFv in pig feed, in addition to the recognized antibacterial
and gut-health actions of MCFA. Further studies are ongoing to characterize the mode of action of MCFA against ASFv and its
impact in challenged animals.
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INTRODUCTION

La Peste Porcine Africaine (PPA) est une pathologie virale qui
affecte les porcs domestiques, sangliers et autres suidés
sauvages comme les phacocheres. Décrite sur le continent
africain dés le début du 20°™ siécle, la PPA s’est ensuite
disséminée en Europe du Sud, Italie, Europe de I'Est, Russie et
jusqu’en Asie. Elle est désormais considérée comme endémique
dans un grand nombre de pays producteurs de porcs et impacte
significativement la filiere au niveau mondial. La PPA entraine
une fievre importante, associée a une mortalité pouvant
atteindre 100% du cheptel en quelques jours (OIE, 2020),
entrainant des impacts économiques (Smith et al., 2019) et
sociaux (Chenais et al., 2017) majeurs quelle que soit la taille
des élevages (Dixon et al., 2019). Par conséquent, dans I'attente
de développement de vaccins efficaces et économiquement
viables, il est indispensable de prévenir les risques de
contamination (Mazur-Panasiuk et al., 2019) et de
dissémination tels que les contacts entre suidés domestiques et
sauvages mais également la consommation de matieres
premiéres ou d’aliments complets contaminés (Guinat et al.,
2017). Or si les mesures de biosécurité réduisent effectivement
et significativement les risques de transmission de PPA par les
vecteurs animaux (Jurado et al., 2018), la prévention de la
transmission du virus par les matieres premiéres et I'aliment
(Niederwerder et al., 2019) est une piste complémentaire de
lutte contre la dissémination du virus. Il a en effet été démontré
que le virus de la PPA est capable de survivre a des transports
transcontinentaux de céréales (Dee et al., 2018), représentant
un vecteur potentiel de dissémination de la PPA entre les pays,
voire les continents, a ne pas sous-estimer.

Les Acides Gras a Chaine Moyenne (AGCM) sont des molécules
qui peuvent étre incorporées dans les aliments pour animaux et
dont les effets positifs sur les performances zootechniques sont
largement acceptés (Zentek et al., 2011, Jackman et al., 2020).
lls ont récemment démontré des capacités prometteuses
d’inactivation de virus d’importance majeure tels que celui de
la diarrhée épidémique porcine dans I'aliment (DEP, Cochrane
et al., 2015) ou celui du syndrome dysgénésique et respiratoire
porcin in vitro (SDRP, Genda, 2017). Nous avons par conséquent
investigué et quantifié in vitro I'effet d’'un AGCM et de deux
combinaisons d’AGCM incorporés dans un aliment pour porcs

en croissance sur la réduction de la charge virale d’'une souche
de PPA virulente isolée au Vietnam, afin de savoir si |'utilisation
des AGCM représentait une stratégie possible de réduction de
la charge virale en PPA et donc un moyen de prévention des
risques de dissémination via I'aliment.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Isolation et validation préliminaire de la souche
pathogéne de PPA

A partir d’'un homogénat d’échantillon de rate d’'un porc
d’élevage collecté lors d’un récent épisode épidémique de PPA
dans la partie Nord du Vietnam, la présence du virus a été
confirmée par un test PCR utilisant des amorces pour la région
p72U/p72D du virus. Le virus a ensuite été multiplié en
laboratoire dans une culture cellulaire fraiche de macrophages
alvéolaires porcins (PAM). Les particules virales produites ont
ensuite été quantifiées par la technique de I’hémadsorption
(HAD) telle que décrite par Malmquist and Hay (1960). La
technique HAD consiste en un dénombrement des structures en
rosette se formant sur une culture d’érythrocytes aprés 4 jours
d’incubation en présence du virus (Figure 1). Une dose
infectieuse HADsy a ensuite été calculée selon la méthode
décrite par Reed and Muench (1938), mise a jour récemment
selon les recommandations de I’OIE et résumée par Tran et al.
(2019). Cette dose infectieuse HADs, a été retenue pour la suite
de I'étude.

Un séquencage partiel de I'ADN de la souche multipliée a
ensuite été réalisé au niveau des génes p72, CD2v et TRS et les
séquences obtenues ont été comparées a celles présentes dans
les bases de données du Centre National pour I'Information
Biotechnologique (NCBI) a Il'aide du logiciel Lasergene
(DNASTAR inc.) tel que précédemment décrit par Kumar et al.
(2016). Il a pu en étre conclu que cette souche de virus de la PPA
était du génotype Il et du sérotype 8, trés proche ou identique
a des souches isolées en Russie en 2012 et en 2017, en Estonie
en 2014 et en Chine en 2018. L’absence d’ADN appartenant a
d’autres souches virales a été vérifiée selon les méthodes
moléculaires recommandées par I'OIE et notamment décrites
par King et al. (2003), Gallardo et al. (2014) et Quembo et al.
(2018).

Figure 1 — Images en microscopie optique du test de pathogénicité de la souche de PPA sur culture érythrocytaire. La présence
d’une souche de PPA pathogeéne fait apparaitre des structures « en rosette » sur les cellules infectées (B) vs. témoin (A).
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1.2. Schéma expérimental

1.2.1.Aliment

La matrice alimentaire testée pour I'étude a été un aliment
conventionnel pour porcs en croissance typique d’Asie du sud-
est, composé des matieres premiéres suivantes: mafis,
tourteaux de soja, brisures et son de riz, huile de poisson, huile
végétale, phosphate dicalcique, L-Lysine, DL-Methionine, L-
Threonine, L-Tryptophane, NaCl, NaHCOs, CuSO,, C4HgFeN,0,,
enzyme Biozeem (1,000 mg/kg), phytase, et d’un premix
apportant les vitamines et minéraux nécessaires. Les valeurs
nutritionnelles calculées de la ration sont décrites dans le
tableau 1.

Tableau 1 — Valeurs nutritionnelles calculées de la ration
testée in vitro.

Nutriment Valeur
Protéines 18,0 (%)
Calcium 0,7-1,2 (%)
Humidité < 14,0 (%)
Phosphore non-phytique 0,4-1,2 (%)
Fibres <6,0 (%)
Lysine > 0,96 (%)
Méthionine + Cystéine > 0,53 (%)
Energie métabolisable 3100 (kcal/kg)

1.2.2. Préparations d’AGCM et inoculation du virus

Un total de trois préparations d’AGCM (acides gras composés
de chaines carbonées de six, huit, 10 ou 12 carbones,
respectivement abrégées C6, C8, C10 ou C12) ont été testées
dans I'étude. Ces préparations étaient composées de C8 (P1),
d’'une combinaison C6 + C8 + C10 a un ratio de 1:1:1,
nouvellement disponible sous le nom commercial FeedLock®
(P2) et enfin une combinaison de C8 + C10 + C12 3 un ratio de
1:1:0,25 (P3). Ces trois préparations ont été fournies par le
Groupe Royal Agrifirm (Landgoedlaan 20, 7325 AW Apeldoorn,
NL) et ont été testées aux doses de 0,125%, 0,250%, 0,375% et
0,500%. L'absence de cytotoxicité de ces préparations a été
vérifiée par un test in vitro de viabilité de cellules PAM exposées
a des doses croissantes d’AGCM (Figure 2). Brievement, des
cellules PAM issues d’une culture fraiche dénombrée par
hémocytometrie ont été déposées dans des plaques 96-puits a
la concentration de 1 x 10° cellules/ml et incubées 24h a 37°C
dans une atmosphére a 5% de CO,. L'incubation s’est faite en
présence de doses croissantes des différentes préparation
d’AGCM. La viabilité cellulaire a ensuite été déterminée a l'aide
du kit dédié MTT (Abcam, USA), selon les instructions du
fabricant.

Ensuite, ces différentes préparations et doses ont été
mélangées a des échantillons de 22,5 g d’aliment et les
préparations homogénéisées ont ensuite été inoculées avec 2,5
ml de milieu DMEM (Gibco, Thermo Scientific) contenant une
dose de 1 x 10° HADso/ml de particules virales, conduisant & une
charge virale finale de 1 x 10° HADsy/g d’aliment. Le contrdle
négatif était composé de 22,5 g d’aliment inoculé avec 2,5 ml
de PBS (Sigma-Aldrich). Le témoin positif était composé d’une
préparation de virus titrée 38 1 x 10° HADs, reprise dans un
volume de 250 ml afin d’atteindre une charge virale finale de 1
x 10° HADso/g d’aliment. Chacune des préparations a été testée
en triplicat.
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1.3. Obtention et exploitation des données

Aprés 24 h d’incubation a température ambiante dans les
matrices contenant I'aliment et les préparations d’AGCM aux
différentes doses, I’ADN viral a été extrait des échantillons a
I’aide du kit QlAamp DNA Mini Kit (QlAgen, Hilden, DE) selon les
instructions du fabricant. Cet ADN viral a été quantifié par
RTgPCR a I'aide d’amorces dirigées contre le géne p72 du virus.
Les résultats obtenus ont été exprimés en valeur de Cqg,
correspondant au nombre de cycles de PCR requis pour
atteindre une évolution de fluorescence maximale entre deux
cycles (équivalents a une expression en log,). Pour des raisons
d’organisation expérimentale, un groupe contrdle négatif et
positif ont été incubés pour chaque dose testée. Les données
obtenues ont été analysées a I'aide du logiciel SPSS 23.0 (IBM).
Une analyse de variance prenant en compte les préparations
d’AGCM et les doses testées a été réalisée sur I'ensemble des
groupes expérimentaux a l’exception du groupe controle
négatif, suivie d’un test de comparaison des moyennes (post-
hoc) de Duncan. Une valeur de P < 0,05 a été retenue pour
considérer les  différences comme  statistiquement
significatives. Les résultats sont représentés sous forme de
moyennes + écart standard a la moyenne (ESM).

2. RESULTATS

La souche isolée et cultivée dans la présente étude a été
confirmée comme étant identique a d’autres souches de PPA
précédemment décrites sur la base des séquences de trois
génes. Sa pathogénicité a été confirmée dans les tests
préliminaires d’hémadsorption sur des érythrocytes et une
dose infectieuse 50 (HADs) de 1 x 10° particules virales/ml a été
retenue. Cette dose a été utilisée pour I'ensemble des tests de
I'étude.

Les différentes préparations a base d’AGCM n’ont pas montré
d’effets cytotoxiques sur les cellules PAM utilisées pour le test,
en particulier pour la gamme des doses utilisées dans la
présente étude et jusqu’aux doses de 100 upg/ml pour
I'ensemble des préparations et méme 200 pg/ml pour les
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préparations P1 et P3 (Figure 2).
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Figure 2 — Détermination de la viabilité cellulaire des cellules
PAM apreés incubation (24h, 37°C, 5% CO,) en présence de
différentes préparations d’AGCM composées de C8 (P1), C6 +
C8 +C 10 (P2) et C8 + C10 + C12 (P3) a différentes doses.
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Figure 3 — Nombre de cycle PCR requis (exprimés en log,) avant la détection des acides nucléiques de la région génique p72 de la
souche de virus de PPA apres 24 h d’incubation dans un aliment pour porc contenant les préparations d'AGCM composées de C8
(P1), C6 + C8 + C 10 (P2) et C8 + C10 + C12 (P3) a différentes doses. Les lettres (a, b, c) indiquent des différences significatives a P <
0,05 vs. les controles positifs.

Dans cette étude, 'ensemble des préparations d’AGCM testées
ont significativement réduit la charge virale en PPA de I'aliment
aprés 24 h d’incubation. Cette diminution était dose-
dépendante et en moyenne de 3,10 log,. Cela correspond a une
baisse d’un facteur 8,50 de la charge virale. Ainsi pour la
préparation P1, la baisse de la charge virale a été en moyenne
de 2,56 log,. Elle était respectivement de 1,70 log,, 1,58 log,,
3,04 log, et 3,93 log, pour les doses de 0,125%, 0,250%, 0,375%
et 0,500%. Cette baisse était significative pour les deux doses
les plus élevées (P < 0,01 vs. les contréles positifs) et a permis
de réduire la charge virale dans I'aliment d’un facteur 15,3 pour
la dose la plus élevée de la préparation 1 (Figure 3).

Pour la préparation P2, la diminution de la charge virale a été
en moyenne de 3,69 log,. Elle était respectivement de 3,49 log,,
2,28 log,, 4,28 log, et 4,71 log, pour les doses de 0,125%,
0,250%, 0,375% et 0,500%. Cette baisse était statistiquement
significative pour toutes les doses testées, avec P < 0,05 pour
les deux doses les plus faibles et avec P < 0,01 pour les deux
doses les plus fortes (vs. les contrdles positifs). La réduction de
la charge virale pour la dose la plus élevée de la préparation P2
a donc été d’un facteur 26,2 (Figure 3).

Pour la préparation P3, la baisse de la charge virale a été en
moyenne de 2,98 log,. Elle était respectivement de 1,09 log,,
2,77 log,, 3,18 log, et 4,86 log, pour les doses de 0,125%,
0,250%, 0,375% et 0,500%. Cette baisse était significative a
P < 0,05 pour ladose de 0,250% et a P < 0,01 pour les deux doses
les plus élevées (vs. les contrdles positifs). La réduction de la
charge virale pour la dose la plus élevée de la préparation P3 a
donc été d’un facteur 29,0 (Figure 3).

3. DISCUSSION

La souche de virus de PPA vietnamienne isolée et séquencée
dans la présente étude avait été préalablement enregistrée
sous la référence Pig/Hanoi/2019/01. Les données de
séquencage des régions géniques p72, CD2v et TRS ont
démontré une identité de 100% (données non présentées) par
rapport a des séquences retrouvées lors d’épisodes
épidémiques datant de 2012 ou postérieurs, en particulier les
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isolats « ASFV SY18 », « Pig/HLI/2018 », « AnhuiXCGQ », et
« CN201801 » décrits par Ge et al. (2018), Liet al. (2018) et Zhou
et al. (2018). Cette identité confirme que le virus de la PPA
présente un potentiel de propagation transfrontalier et sur de
longues distances, comme il a pu étre constaté dans d’autres
zones contaminées en Europe comme en Asie (Sur, 2019). Dans
la plupart des cas, I'agent de dissémination (animal, humain,
mécanique, ..) ne peut étre clairement établi. Apres
confirmation de l'identité a 100% de la souche avec d’autres
souches décrites et sa présence unique dans la préparation,
seule la quantification par PCR de la région génique p72 a été
conservée pour comparer l'activité antivirale des différentes
préparations d’AGCM.

Cette souche de PPA a été multipliée efficacement dans les
cellules PAM et a montré une activité de lyse d’une culture
d’érythrocytes, confirmant sa pathogénicité telle qu’attendue
par rapport a l'origine de I'isolat et aux résultats de séquengage.
Les résultats obtenus lors de cette étude sur des échantillons
d’aliment supplémentés par différentes préparations d’AGCM
peuvent donc étre considérés comme pertinents pour la filiere.
Ces différentes préparations n‘ont quant a elles pas montré
d’effets cytotoxiques lors de tests d’exposition des cellules PAM
a des doses croissantes d’AGCM jusqu’a des taux
d’incorporation de 100 a 200 pg/ml soit 10% a 20%, en accord
avec les données empiriques et scientifiques disponibles depuis
plusieurs décennies sur l'innocuité de ces acides gras en
alimentation humaine ou animale (e.g. Zhou et al., 2017).

Dans cette étude portant sur une matrice alimentaire,
I'ensemble des préparations d’ACGM a montré une activité
antivirale sur la souche étudiée. Par ordre croissant d’efficacité,
la réduction de la charge virale a été significative a partir de
0,375% pour la préparation P1, a partir de 0,250% pour la
préparation P3 et a partir de 0,125% pour la préparation P2, qui
a montré le meilleur ratio dose/réponse. Lefficacité maximale
a été constatée pour la dose la plus élevée (0,500%) de la
préparation P3. Il peut en étre conclu que les AGCM ne sont pas
tous équivalents dans leur activité antivirale. Une
complémentarité d’action entres les acides gras de longueurs
de chaines carbonées différentes (C6 + C8 + C10 ou C8 + C10 +



2021. Journées Recherche Porcine, 53, 403-404.

C12) par rapport a des préparations contenant des acides gras
d’une seule longueur de chaine carbonée (C8) est probable,
bien que des études de validation restent a réaliser afin de le
prouver. Cette démonstration d’action synergique contre le
virus de la PPA est malgré tout en accord avec des études
antérieures qui ont prouvé qu’'une combinaison de C6, C8 et
C10 était également capable d’inactiver d’autres virus
enveloppés tels que ceux du SDRP et de la DEP (Cochrane et al.,
2015, Genda, 2017), suggérant un potentiel d’activité sur une
plus large variété de virus aux caractéristiques similaires qu’il
faudra démontrer. Une hypothése plausible serait une action
des acides gras sur l'enveloppe protégeant le matériel
génétique des virus comparable a celle décrite pour I'activité
antibactérienne des AGCM, notamment contre Escherichia coli
(Kim et Rhee, 2013). En effet, la méme préparation d’AGCM n’a
par contre pas montré d’activité antivirale contre le virus non-
enveloppé Seneca, utilisé comme modéle du virus de la fievre
aphteuse, dans des conditions comparables a celles utilisées
pour I'étude du virus du SDRP (Genda, 2017). Si des études
antérieures ont investigué I'effet des acides gras issus de
diverses sources contre les pathogénes bactériens ou viraux, les
revues plus récentes montrent principalement des effets
antiviraux pour les huiles végétales (canola, palme, coco, soja),
les AGCM ainsi que pour les mono/triglycérides d’AGCM
(Jackman et al. 2020). Dans le cas de la DEP, les huiles végétales
ne permettent que de retarder l'infection et les monoglycérides
d’AGCM montrent une activité antivirale moins importante que
les ACGM libres.

Ces recherches confirment le potentiel d’utilisation des AGCM
en productions animales, en particulier porcines, dans la
prévention des risques associés aux virus. Cette activité
antivirale dans I'aliment s’ajoute aux démonstrations des effets
bénéfiques de ces acides gras consommés par les
monogastriques, par des mécanismes d’actions tels que
I'activité antibactérienne sur un grande variété de souches
potentiellement pathogenes comme Salmonella enteritidis
(Van Immerseel et al., 2004) ou Escherichia coli (Lopez-Colom et
al., 2019), la stimulation du systeme immunitaire (Zhang et al.,

2019) et [l'utilisation des acides gras comme source de
nutriments par les entérocytes de I'intestin gréle proximal.

La présente étude s’étant intéressée aux effets antiviraux de
préparations d’AGCM uniquement in vitro, de nouvelles études
devront déterminer si I'action virucide contre la PPA observée
dans I'aliment peut étre associée a un effet protecteur sur des
porcs ayant préalablement été exposés au virus et présentant
des symptomes de la PPA. La préparation P2 testée dans cette
étude étant la plus prometteuse, I’évaluation de son efficacité
est actuellement en cours dans des études in vivo. Son action
antivirale apparait en effet pour un niveau d’incorporation
faible, minimisant la dilution des valeurs nutritionnelles de la
ration, tout en ayant un bénéfice potentiel sur la santé digestive
des animaux et leurs performances zootechniques, en
particulier I"amélioration du FCR. Si la biosécurité reste le
premier moyen de protection afin de prévenir la dissémination
dela PPA, la réduction du risque associé aux matieres premiéres
et/ou a l'aliment complet par les AGCM ne doit pas étre
négligée. Une attention particuliére doit étre portée dans les
zones géographiques sans aucun cas déclaré, au moins chez les
porcs domestiques. Ceci afin de préserver le bien-étre et la
santé des animaux et maintenir la continuité de la production
porcine a court et moyen terme.

CONCLUSION

La lutte contre les pathologies porcines d’origine virales, et plus
particulierement contre la PPA, est d'une importance
stratégique pour la pérennité de la production porcine a travers
le monde. Dans la mesure ou aucun vaccin efficace et
économiquement viable n’est actuellement disponible, des
solutions complémentaires a la biosécurité doivent étre
évaluées. Dans ce cadre, |'utilisation des AGCM et en particulier
une combinaison de C6 + C8 + C10 dans les matiéres premiéeres
ou laliment complet pourrait réduire les risques de
dissémination de la PPA par le vecteur alimentaire, dont
I'impact peut s’étendre sur des distances importantes liées au
commerce global des matieres premiéeres.
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