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INTRODUCTION

La peste bovine et la peste des petits ruminants (PPR) sont deux maladies

infectieuses, inoculables, contagieuses qui affectent le bétail africain. La PPR décrite pour

la première en Côte d'Ivoire par GARGADENNEC et LALANNE (en 1940) s'est étendue

aujourd'hui sur toute l'Afrique noire. La peste bovine est quant à elle l'une des maladies

infectieuses les plus anciennement connues.

Ces deux maladies représentent une menace pour l'élevage des pays africains.

Conscient de ce problème les pays africains se sont organisés pour mettre en place le

PARC (Campagne Panafricaine de lutte contre la peste bovine ou Panafrican Rinderpest

Campaign) qui est une organisation chargée de lutter contre la peste bovine et la PPR

Aujourd'hui le succès du PARC est à l'origine de la déclaration de certains pays

africains provisoirement indemnes de peste bovine.

La Côte d'Ivoire qui fait partie de ces pays, doit ce succès à l'organisation des

structures d'encadrement tel que la SODEPRA (Société des Productions Animales),

l'ANADER (Agence Nationale de Développement Rurale), LANADA (Laboratoire

National de Développement agricole).

En effet malgré une évolution relativement rapide au cours des deux dernières

décennies, le niveau du cheptel ivoirien reste modeste comparativement aux pays voisins

du Sahel (TRAORE et YO, 1997). De plus la région forestière du pays rapporte chaque

année des foyers de PPR (COUACY, 1994).

La Côte d'Ivoire est d'une part provisoirement indemne de peste bovine et d'autre

part menacée par des foyers constants de PPR Connaissant la contamination naturelle,

réciproque de ces deux maladies entre les espèces ovine/caprine et bovine ; il est

important de savoir si l'une des deux maladies n'influence pas l'autre d'une façon ou d'une

autre. C'est pour tenter de répondre à cette question que le LANADA de Bingerville (Côte

d'Ivoire) a mis à notre disposition les moyens logistiques pour mener une étude sur ces

deux maladies.
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Cette étude part du fait que des bovins vivants au contact des petits ruminants

atteints de PPR peuvent être infectés par le virus PPR et par conséquent produire des

anticorps anti-PPR. Nous avons dans un premier temps recherché la période d'excrétion

du virus PPR chez des caprins infectés afin de savoir à quel moment ils deviennent

contaminant pour des animaux sensibles.

Enfin nous avons recherché l'influence des anticorps anti-PPR sur la vaccination

antibovipestique chez des veaux et des vaches du ranch d'Irho Lamé (Côte d'Ivoire).

Notre étude doit nous aider à mieux comprendre l'épidémiologie et la prophylaxie

de ces deux maladies et d'en déduire les répercussions sur la production animale d'un

pays.

Cette étude est conçue en deux parties :

- La première partie est consacrée aux données bibliographiques sur les

morbillivirus agents de la PPR et de la peste bovine.

Dans cette partie nous exposerons la morphologie, les caractères physico­

chimiques, culturaux et biologiques de ces virus, de même que le diagnostic de la maladie.

Nous exposerons également les principes généraux de la prophylaxie contre ces deux

maladies.

-La deuxième partie présente l'étude expérimentale que nous avons réalisée.

Dans cette partie nous exposerons le matériel et les méthodes utilisés. Les résultats

seront présentés, discutés puis nous en tirerons les conséquences et applications.
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CHAPITRE 1 - LES VIRUS DE LA PESTE BOVINE (p.B)

ET DE LA PESTE DES PETITS RUMINANTS (PPR)

1 - GENERALITES SUR LES MORBILLIVIRUS

Les Morbil/ivirus représentent le nom du genre donné au groupe de virus de la

rougeole, de la peste bovine, de la maladie de carré et de la peste des petits ruminants.

La place du virus de la peste bovine et de la peste des petits ruminants dans la

systématique d'après FRANCK! et coll. (1994) est la suivante:

ORDRE: Mononégavirales

FAMILLE: Paramyxoviridés

SOUS FAMILLE: Paramyxovirinés

GENRE: Morbillivirus - Virus morbilleux

- Virus de la maladie de carré

- Virus de la peste bovine (virus PB)

- Virus de la peste des petits ruminants (virus PPR)

Selon (FRANCK! et coll. 1994), l'ordre des Mononégavirales englobe les trois

familles d'eucaryote qui possèdent des génomes à ARN de brin négatif, linéaire non

segmenté, à savoir les Filoridae, les Paramyxoviridae et les Rhabdoviridae.

Les Paramyxoviridae sont polymorphes habituellement et grossièrement sphériques

de 150 nm de diamètre ou davantage mais des formes filamenteuses sont fréquentes. La

nuc1éocapside est de symétrie hélicoïdale avec un diamètre de 13 à 18 nm et un pas de 5,5

à 7 nm suivant le genre. La longueur peut aller jusqu'à 1~ dans certains genres.

Tous les membres du genre Morbillivirus sont dépourvus de la neuraminidase que

possède le genre Paramyxovirus et diffère du genre Pneumovirus par la taille de la

nuc1éocapside et par d'autres caractères. Tous les membres produisent des inclusions
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cytoplasmiques et des inclusions nucléaires qui contiennent la ribonucléoprotéine virale.

Les membres de ce genre sont antigéniquement apparentés.

n -MORPHOLOGIE ET TAILLE DU VIRUS PESTE BOVINE ET DU

VIRUSPPR

La détermination de la morphologie et de la taille de ces deux virus a fait l'objet de

nombreuses recherches par plusieurs auteurs jusqu'à l'avènement du microscope

électronique qui a éclairé les chercheurs sur cette question.

1 - Cas du virus peste bovine

Concernant le virus de la Peste bovine, GAMELLELA, cité par CURASSON

(1942) aurait le premier reconnut la filtrabilité du comptage avec du sang passé sur une

bougie de porcelaine. Mais ce sont les travaux de NICOLLE et ADIL BEY, confirmés par

YERSINE cité par JACOTOT ET MORNET (1967), qui vont montrer que la filtration sur

bougie Berkefeld ou Chamberland de liquide céphalorachidien, d'émulsion de cerveau, de

fèces et de liquide de lavage péritonéale, donne un produit virulent (CURASSON, 1942).

Ce n'est qu'en 1941 que SIMONS dans ROHRER (1971) par filtration sur membrane

"gradocol" de suspension de pulpe splénique de bovins infectés a estimé les dimensions

du virus entre 860 à 1260 A.

PLOWRIGHT et coll. (1962), après culture de tissus et examen des particules

infectieuses au microscope électronique trouve que la plupart de ces particules sont

circulaires ou ovalaires et leur dimension varie de 1300 à 3000 A de diamètre maximwn

avec un composant interne hélicoïdale de 175 A de diamètre. La périodicité de l'hélice est

de 50 à 60A (BREESE et BOER cités par JACOTOT et MORNET, 1967). Ces particules

sont plus polymorphes que celles du virus de la rougeole et leurs structures sont proches

de ceux de la maladie de Newcastle et de la rougeole. Il existe aussi des particules de
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fonne irrégulière de 7sooA. Des fonnes allongées de 300 à sooA de large et atteignant

10.000 Ade long sont observés.

PROVOST (1966), a montré grâce à des techniques d'inhibition des acides

nucléiques par les pyrimidines halogènes que le virus de la peste bovine est un virus à

acide ribonucléique et que la spécificité antigénique est portée par les inclusions

intracytoplasmiques qui sont de nature ribonucléoprotéinique.

2 - Cas du virus PPR

D'après BOURDIN et coll. (1967) le virus PPR appartient au paramyxovirus et se

présente au microscope électronique sous la forme d'une particule arrondie. Sa taille plus

grande que celle du virus de la peste bovine varie entre lsooA et 7000A. TI est entouré

d'une enveloppe hérissée de projections. A l'intérieur de cette membrane se trouve un

ftlarnent hélicoïdale qui constitue la nucléocapside.
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Source LEFEVRE
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III - CARACTERES PHYSICOCHIMIQUES ET CULTURAUX DU

VIRUS PESTE BOVINE ET DU VIRUS PPR

Nous exposerons les caractères physico-chimiques puis les caractères culturaux de

ces deux virus.

1- Propriétés physico-chimiques du virus de la peste bovine et du virus

de la peste des petits ruminants

1.1 - Résistance du virus

Le virus bovipestique et le virus de la peste des petits ruminants peuvent être

considérés de façon générale comme peu résistant à l'action des agents physiques et

chimiques.

1.1.1 - Les agents physiques

• Cas du virus de la peste bovine

Le sang citraté exposé à la lwnière et à la chaleur en région tropicale est stérilisé en

quelques minutes. Le pouvoir de résistance est accru dans les organes (ganglion, rate)

dont le titre en unités virulentes est beaucoup plus élevé et qui sont mieux protégés contre

les facteurs d'agression. Mais on estime qu'à 55°C cette résistance disparaît en quelques

heures.

KOCH et THEILER cités par JACOTOT et MORNET(1967), avaient déjà noté le

peu de résistance du virus dans le milieu extérieur. L'anaérobiose facilite sa conservation.

La dessiccation du virus conservé à la température ordinaire, entraîne sa disparition en

quelques jours.
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Selon JACOTOT et MORNET (1967), sa virulence est maintenue pendant

plusieurs mois à O°C et la lyophilisation constitue, comme pour les autres virus, le

meilleur procédé de sa conservation. La mise en ampoules scellées sous vide du matériel

lyophilisé assure si le produit est stocké à -20°C, un délai de conservation de plusieurs

années.

Il faut cependant noter qu'au cours des diverses opérations de lyophilisation le

produit subit une perte en unités virulentes pouvant parfois atteindre 90 %.

Le pH du milieu dans lequel se trouve le virus intervient. Ainsi dans la viande, la

fermentation avec production d'acide lactique contribue à la destruction du virus

(EDWARDS, dans ROHRER, 1971).

D'après PLOWRIGHT (1962), le virus de culture cellulaire est plus stable à +4°C,

dans une gamme de pH allant de 7,2 à 8,6. A un pH de 3 à Il l'inactivation totale

intervient en quelques secondes. Les rayons U.V inactivent rapidement le virus de façon

exponentielle.

Dans les carcasses d'animaux morts de peste bovine la disparition du virus varie

suivant les températures auxquelles elles sont soumises. NICOLAS et RINJARD dans

ROHRER (1971) observent la perte de la virulence dans une viande maintenue à 8°C

après 33 jours d'entreposage. Par contre, CILI et STICCO cités par JACOTOT et

MORNET (1967), démontrent en Erytbrée que le virus est encore infectant dans la viande

après 57 jours de conservation entre 8°C et 10oe.
Le séchage même à l'ombre stérilise en moins de 48 heures les cuirs infectés

(JACOTOT et MORNET, 1967).

Les laboratoires de Dakar-Hann au Sénégal (1958-1975) et de Fort-Lamy/Farcha

au Tchad (1965-1975)ont montré la persistance du virus dans les viandes pestiques

soumises à une réfrigération immédiate ou à une maturation préalable avant la

réfrigération.
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• Cas du virus de la PPR

D'après les travaux du laboratoire de Dakar Hann au (1958-1975), le virus de la

PPR est fragile dans le milieu extérieur. La demi-vie à 37 oC d'une suspension virale est

de deux heures environ. A 50°C, le virus est détruit en une demi heure. A l'instar du virus

bovipestique, une solution de sulfate de magnésium a un fort pouvoir thermoprotecteur à

l'égard du virus PPR. Le froid joue un rôle protecteur.

D'après les travaux de BOURDIN et coll. cités par LEFEVRE (1982), le virus PPR

est retrouvé dans les ganglions de carcasse de chèvres infectées expérimentalement après

une conservation de 8 jours à +4°C.

1.1.2 - Les agents chimiques

Selon JACOTOT et MORNET (1967), le virus bovipestique est aisément et très

rapidement détruit par les antiseptiques usuels : glycérine, toluène, formol acide pnénique,

chloroforme en particulier dans le sang. Cependant les suspensions tissulaires d'organes

pestiques conservent leur virulence plus longtemps, le virus étant davantage protégé dans

ces milieux.

En culture cellulaire, le virus bovipestique est complètement inactivé par 20 %

d'éther éthylique en 12-24 h, à 4°C et par 5 % de chloroforme en 10 minutes à 22°C.

L'hydroxylamine 1 M n'a pas d'effet marqué sur le virus après 15 minutes à 22°

(FRANKLIN et WECKER, cités par JACOTOT et MORNET, 1967).

Les caractères chimiques du virus PPR décrit par LAURENT (1968) sont

assimilables à ceux du virus bovipestique.
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2 - Caractères culturaux du virus de la PPR et du virus de la peste bovine

La production du virus de la PPR et du virus de la peste bovine peut s'effectuer soit

in vitro soit in vivo. La culture in ovo du virus de la PPR n'est pas développée.

2.1 - Culture in vivo

Le produit virulent contenant le virus PPR inoculé à des petits ruminants et le

virus bovipestique inoculé à des bovins provoquent en fonction du degré de sensibilité des

sujets, des formes cliniques variables de la peste bovine et de la PPR; l'inoculation se

faisant par voie sous-cutanée, intraveineuse ou nasale.

D'après MORNET et coll. (1956), les bovins éprouvés par le virus PPR font une

simple poussée thermique. ils se révèlent par la suite résistants à une injection de virus

bovipestique.

2.2 - Culture sur œuf embryonné

KUNERT dans ROHRER (1971), entreprend les premiers essais de culture du

virus bovipestique sur oeuf embryonné en inoculant du sang virulent citraté dans la

membrane chorioallantoïdienne. Cinq à sept jours après, de l'oedème, des hémorragies et

des foyers nécrotiques sont observés. La multiplication du virus est cependant douteuse.

Par contre les résultats de SHOPE, GRIFFTHS et JENKIN (1946) utilisant une

technique analogue avec le virus kabete 0 (entretenu au Kenya), montrent que le virus

pestique ne provoque pas de lésions visibles marquées. TI ne provoque pas non plus une

action létale évidente parce qu'une partie des œufs infectés donnent naissance à des

poussms normaux.
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2.3 - Culture in vitro

Les premiers essais de culture du virus PPR sur tapis cellulaire sont réalisés par

GILBERT et MONNIER (1962). Ils ont été repris par LAURENT (1968) sur le thème

"aspect biologiques de la multiplication du virus PPR sur culture cellulaire". Les cultures

peuvent s'effectuer sur cellules:

• MDKBC (cellules de rein de bovin adulte de Madin et Darby) ;

• MS (lignée continue de cellules rénales de singe adulte) ;

• BHK21 (cellules rénales de jeunes hamsters).

Le virus PPR provoque un effet cytopathogène (BCP) caractérisé par la formation

de cellules multinucléées (syncitiums) et des inclusions cellulaires. L'ECP apparaît entre

le 6e et 15e jours selon le mode d'inoculation et la nature de l'inoculum.

D'après NAKAMURA, MOTOHASHI et KISHI (1958), le virus bovipestique

lapinisé,-avianisé, proliîere en culture de tissu normal d'embryon de poulet mis en

suspension dans une solution de tyrode. Le tissu infecté n'offre pas d'altérations

pathologiques visibles

Des effets cytopathogènes (ECP) sont observés pour la première fois par

PLOWRIGHT et FERRIS (1957), dans des couches mononucléaires de cellules rénales

bovines et de fibroblastes provenant soit de la peau, soit du muscle après infection par la

souche kabeté 0 et plusieurs passages "aveugles".

PLOWRIGHT et coll. (1957) ont ultérieurement montré que les souches naturelles

de virus peuvent être facilement isolées en cultures de cellules rénales de premières

explantations à partir du sang ou des tissus de bétail infecté ou d'animaux sauvages.

Selon JACOTOT et MORNET (1967), seul le virus bovipestique virulent peut être

cultivé en culture cellulaire. Les virus atténués par passages sur organismes animaux

naturellement peu ou pas sensibles (chèvre, lapin, bœuf embryonné) ne se multiplient pas.

La culture du virus bovipestique en leucocyte de bœuf provoque l'apparition de

cellules géantes.
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IV - PROPRIETES BIOLOGIQUES DU VIRUS DE LA PESTE BOVINE

ET DU VIRUS DE LA PPR

1 - Pouvoir pathogène

1 - Virus de la PPR

Le spectre d'infection naturelle du virus PPR est très restreint. Il s'étend seulement

aux ovins et aux caprins. Il en est de même dans les reproductions expérimentales.

Ce virus possède un tropisme marqué pour les tissus épithéliaux. Sa virulence est

surtout fonction de la réceptivité des animaux.

En effet, dans les zones infectées, on constate que le virus est très pathogène pour

les caprins. Il provoque chez la chèvre une infection aiguë, le plus souvent mortelle. Il est

moins pathogène pour les ovins. TI se révèle spontanément atténué pour les bovins. Il

détermine chez ces derniers une infection bénigne.

1.2 - Virus de la peste bovine

Tous les animaux susceptibles de contracter la peste bovine dans les conditions

naturelles sont des "artiodactyles" appartenant au sous-ordre des Ruminants ou à celui des

Suifonnes (CURASSON, 1932).

Les animaux domestiques naturellement réceptifs sont les bovins, ovins, caprins et

les suidés.

Généralement très sensibles, les bovidés et les buffles sont les victimes habituelles

de la peste bovine. La souche sauvage de ce virus est lymphotrope puis épithéliotrope

(SCOTT et coll., 1986).
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Chez les petits ruminants, les ovms et les capnns sont sensibles au VIrUS

bovipestique et peuvent présenter des fonnes mortelles ; mais dans les conditions

africaines, ils font une forme subclinique de l'infection (ROSSITER et coll., 1982) ;

(LEFEVRE, 1987).

En Inde par contre ces deux espèces sont souvent infectées et font une peste bovine

typique (SHAILA et coll., 1989). Ce même phénomène a été observé au Sri-Lanka

(ANDERSON et coll., 1990).

En Afrique, des foyers de peste bovine chez les petits ruminants ont été aussi

signalés (JOHNSON, 1958) ; (LffiEAU et coll., 1960). Malgré ces observations, il est

admis maintenant que les petits ruminants ne constituent pas un réservoir du virus de la

peste bovine (PLOWRIGHT, 1968) ; (PROVOST, 1982) ; (pLANTON, 1990).

Chez le porc, la réceptivité semble dépendre de la race. En effet, les porcs

domestiques asiatiques sont sensibles à la maladie (STODDART, 1964) tandis que les

porcs européens et africains ne manifestent aucun signe apparent d'infection (SCOTT et

coll., 1986).

Chez les camélidés: les observations de peste bovine naturellement contractée sont

rares. La maladie n'a jamais été observée chez ces animaux en Afrique.

SCOTT et DONALD (1962), ont montré lors de l'épizootie sévère de peste bovine

en Ethiopie, que les dromadaires épargnés de cette région n'avaient aucun anticorps

antibovipestiques dans leur sérum. Ainsi ces dromadaires apparemment épargnés,

n'avaient pas contracté une infection bénigne ou inapparente.

Par contre en Inde HAJI, cité par COUACY (1994) a décrit au cours d'un foyer de

peste bovine, que le taux de mortalité varie chez les chameaux de 20 à 40 %.

Nombreux sont les animaux sauvages qui peuvent être naturellement atteints par le

virus bovipestique. Cependant, cette faune sauvage ne joue aucun rôle dans le maintien du

virus bovipestique (pROVOST, 1982) ; (PLANTON, 1990).
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2 - Pouvoir antigénique et immunogène

L'infection naturelle ou expérimentale, par le virus PPR et le virus bovipestique,

fait apparaître dans l'organisme, des anticorps précipitants, neutralisants, fixants le

complément, inhibants l'hémagglutination. L'immunité qui s'en suit est durable.

Selon JOHNSON (1968) ces deux virus n'agglutinent pas les hématies de bovins,

ovin, cap~ cheval, porc, chien, chat, lapin, cobaye, poulet, suivant les techniques

d'hémagglutination directe et indirecte.

A l'heure actuelle, tous les auteurs s'accordent pour reconnaître que le VITUS

bovipestique fait preuve d'unicité antigénique, mais présente une étroite communauté

antigénique avec le virus de la PPR,et une parenté antigénique avec le virus de la maladie

de Carré et surtout celui de la rougeole, relation exploitable au laboratoire dans le cadre

du diagnostic mais aussi de la prophylaxie. Ainsi:

- les bovins vaccinés avec le virus PPR deviennent résistants à la peste bovine.

- le virus bovipestique atténué protège les moutons et les chèvres contre la PPR.

D'après MORNET et coll. (1956), la virulence du virus de la peste des petits

ruminants peut s'exacerber pour le bœuf sous l'influence de certains facteurs comme

souche spécialement pathogène, réceptivité particulière de certains sujets... Aussi la

pennanence d'un virus "pestique" chez les petits ruminants vivant au contact de bovins

particulièrement sensibles à la peste bovine constitue un risque "potentiel" qu'on ne doit

pas sous-estimer.

Les veaux sont quant à eux immunisés avec le lait d'une mère immunisée. Selon

COUACY (1994), à 4 mois d'âge 70 % des veaux perdent l'immunité d'origine maternelle.

La réponse des veaux à 1 mois et 2 mois (100 % d'immunisation) indique qu'ils ont reçu

les anticorps bovipestiques à travers le colostrum..

PROVOST et coll. (1972) ont montré que c'est quelques semaines après la

disparition des anticorps colostraux que les veaux contractaient la maladie.
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Les virus P.B et le virus PPR quoique très proches entraînent deux maladies

distinctes (la peste bovine et la PPR) dont la transmission entre espèce est possible.

Pour confirmer ou infirmer une suspicion de PPR ou de peste bovine, le diagnostic

sur le terrain et au laboratoire doit être établi.
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CHAPITRE II: DIAGNOSTIC DE LA PESTE BOVINE

ETDELAPPR

Le diagnostic de la Peste bovine et de la PPR comprend:

- le diagnostic sur le terrain

- le diagnostic au laboratoire

1 - LE DIAGNOSTIC SUR LE TERRAIN

Le diagnostic sur le terrain fait appel à des:

- éléments épidémiologiques

- éléments cliniques

- éléments nécropsiques

1 - Les éléments épidémiologiques

• Le cas de la Peste bovine

- En milieu neuf

Du point de vue épizootiologique, on note que la peste bovine frappe surtout les

bovins. Les petits ruminants ne le sont qu'irrégulièrement et les porcs ne présentent que

des signes cliniques discrets en Afrique. C'est une affection caractérisée par une grande

contagiosité avec une expansion rapide. En milieux nouvellement infectés les bovins de

tous âges sont frappés avec une morbidité de 100 % de l'effectif et une mortalité de 95 %.

- En milieu infecté
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Les jeunes bovins de 6 à 24 mois sont les plus souvent atteints, les animaux plus

jeunes (possédant une immunité d'origine maternelle) ou plus âgés (ayant une immunité

acquise) sont habituellement épargnés. Les foyers sont sporadiques et la morbidité

relativement faible aussi bien que la mortalité.

• Le cas de la PPR

La PPR apparaît surtout à la saison des pluies sur les chèvres et à un moindre

degré, sur les moutons. Les bovins et grands artiodactyles sauvages en contact avec les

petits ruminants ne sont pas cliniquement atteints.

La maladie est très contagieuse. Son expansion est rapide dans un troupeau. La

morbidité et la mortalité sont très élevées.
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2 - Les éléments cliniques

Les éléments cliniques de la Peste bovine ont été décrits par plusieurs auteurs dont

CURASSON en 1932 et en 1942. Cette description a été complétée par PLOWRIGHT

(1968) et par SCOTT et coll. (1986). Nous en reprendrons ici les points essentiels

concernant la forme aiguë la plus courante.

Après une incubation de 5 à Il jours, l'animal présente une forte fièvre (40°-42°C)

qui dure en moyenne trois jours précédant l'apparition des ulcérations buccales. Les

ulcérations atteignent les muqueuses nasales et congénitales. Les sécrétions oculonasales,

séro-muqueuses, deviennent mucopurulentes. Puis, arrive la diarrhée qui devient

incoercible et souille l'arrière train. La mortalité survient dans le marasme.

Pour les animaux qui n'ont pas succombé à l'infection la phase de convalescence

est très rapide. En effet il y a cessation des symptômes et régénération épithéliale en 24 à

48h.

LEFEVRE (1982), résume les éléments de suspicion de la PPR à de l'hyperthermie,

au typhus, au jetage et au larmoiement. Les érosions buccales et linguales sont les

symptômes confirmatifs.

3 - Les éléments nécropsiques

• Sur le plan macroscopique.

Selon la description des lésions de la PPR et de la peste bovine par différents

auteurs JACOTOT et MORNET (1967); GNAGNA (1976) ; LEFEVRE (1982), nous

constatons que les lésions macroscopiques et microscopiques des deux maladies sont

proches. Ainsi nous retenons sur le plan macroscopique que le cadavre est amaigri ou

émacié et les modifications organiques portent essentiellement sur le tractus digestif, les

organes du système réticulo-endothélial et l'appareil pulmonaire.
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La cavité buccale est le siège de lésions ulcéro-congestives qui peuvent intéresser

toute la longueur du tube digestif.

Dans la peste bovine la caillette est l'organe le plus atteint des réservoirs gastriques.

Elle est violemment inflammée voire hémorragique.

Dans les deux maladies les poumons sont le siège d'une pneumonie ou d'une

bronchopneumonie. Selon MANN et coll. (1974), l'atteinte pulmonaire est constante chez

les chèvres et plus rare chez les moutons.

Les ganglions lymphatiques sont tous œdémateux, congestionnés. La rate est

d'aspect normal dans la peste bovine alors que dans la pp~ on observe une légère

splénomégalie.

• Sur le plan microscopique

- Dans les tissus épithéliaux stratifiés pavimenteux (muqueuses externes,

œsophage, réservoir gastrique), il se forme des plasmodes particulièrement abondantes

dans la région pharyngienne; dans d'autres, il apparaît des formations acidophiles. Puis les

polynucléaires

neutrophiles afiluent entraînant la dégénérescence des cellules épithéliales et la

disparition des plasmodes.

- Dans les épithéliums cylindriques simples (muqueuse digestive) il apparaît une

congestion plus ou moins intense avec de fmes hémorragies sous épithéliales au pourtour

de la valvule iléocœcale. Des inclusions acidophiles sont décelables en plusieurs points.

Dans les organes lymphoïdes, la lésion lymphoïde élémentaire est représentée par

l'infiltration du follicule par les polynucléaires neutrophiles.
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II - LE DIAGNOSTIC DE LABORATOIRE

1 - Méthodes virologiques directes

1.1 - Précipitation en milieu gélosé

Un broyat de ganglion ou de rate prélevé sur un animal mort depuis peu de temps

ou mieux, sacrifié au cours de la phase agonique, est mis à diffuser dans un gel à la

rencontre d'un sérum hyperimmun précipitant obtenu sur lapin. Une zone de précipitation

apparaît si le broyat contient de l'antigène PPR ou peste bovine (JACOTOT et MORNET

1967).

1.2 - Isolement et identification du virus

L'isolement du virus se fait à partir du sang hépariné ou du mucus nasal (sur

écouvillons) maintenu dans la glace fondante. Des ganglions prélevés sur animal sacrifié

sont également utilisés.

D'après BOURDIN et LAURENT (1972), l'isolement à partir du mucus nasal est

inconstant et doit pour réussir, comprendre plusieurs prélèvements.

Les ganglions sont broyés après addition d'antibiotique suivit d'un cycle de

congélation, décongélation et centrifugation. Le sang est quant à lui centrifugé, la fraction

leucocytaire récoltée, est lavée. Le broyat de ganglion centrifugé et la fraction

leucocytaire sont utilisés pour infecter des cellules de reins d'embryon de veau (dans le

cas de la peste bovine) ou les cellules de rein d'embryon de mouton (dans le cas de la

PPR).

Sur ces cellules spécifiques on ajoute dans un cas du sérum de veaux (réceptif à la

peste bovine) ou de mouton (réceptif à la PPR) et dans l'autre cas du sérum de veau ou de

mouton immun. La détection du virus se traduit par un effet cytopathogène (ECP) dont la
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lecture se fait à partir du quatrième jour après l'inoculation puis tous les jours pendant dix

jours (JACOTOT et MORNET, 1967).

L'isolement et l'identification du virus permet la mise en évidence des pouvoirs

cytopathogène, antigène et pathogène du virus.

1.3 - La technique de la RT PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique de diagnostic en biologie

moléculaire. Elle est basée sur la répétition de réplications in vitro des séquences de DNA

à partir d'amorces spécifiques.

Cette technique, mise au point par MULLIS est certainement celle qui a connu le

développement le plus spectaculaire et le plus grand dans l'histoire de la biologie

moléculaire (KAPLAN et coll., 1993).

Elle est utilisée pour déterminer une séquence spécifique d'un acide nucléique

appartenant à un agent infectieux ou une partie d'un gène chromosomique.

La RT-PCR est quant à elle réalisée à partir d'ARN messager (ARNm) qui est

d'abord transfonné en ADN complémentaire (ADNc) grâce à la reverse transcriptase.

L'ADN est ensuite amplifié par la technique classique de PCR. Cette méthode est en

général utilisée pour identifier les virus à ARN par la PCR. C'est ce que nous avons fait

avec le virus PPR qui est un virus à ARN. En effet dans la RT PCR on distingue les

étapes suivantes :

- extraction de l'ARN

- la reverse transcription

-la PCR

- détection et analyse des produits PCR.
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Figure 3 : Structure de l AD~

Source MULL:S
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~igure 4 : Schéma ~~ D~i~c~Je j~ 1= ?CR

Source MULL:S
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1.4 - La neutralisation de l'inhibition de l'hémagglutination

morbilleuse (N.I.H.M)

Il consiste à traiter le sérum antipestique avec le matériel suspect de contenir le

virus, et ensuite de tester ce sérum en inhibition de l'agglutination d'érythrocytes de singes

par l'hémagglutine morbilleuse.

L'avantage de ce procédé est l'utilisation, dans les pays indemnes de peste bovine,

de l'antigène morbilleux, au lieu d'un antigène peste bovine.

2 - Les méthodes virologiques indirectes

Ce sont des méthodes permettant de mettre en évidence les anticorps témoins de

l'infection à partir d'un sérum suspect. Elles comprennent :

- la séroneutralisation

- l'inhibition de l'hémagg1utination morbilleuse

-l'ELISA

Ces trois méthodes sont applicables à la PPR et à la peste bovine.

2.1 - La séroneutralisation

C'est une méthode à posteriori. Elle pennet de détecter les anticorps témoins d'une

infection. Elle s'adresse aux animaux convalescents et aux animaux vaccinés. Elle

s'applique également aux sujets chez qui l'infection évolue sous une forme frustre ou

inapparente. Ce diagnostic n'est intéressant que pour les enquêtes épidérniologiques. Selon

TAYLüR (1979), la distinction est possible par séroneutralisation entre une authentique

infection à virus PPR et une éventuelle contamination par le virus bovipestique (titre

différent dans le système homologue et le système hétérologue).
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2.2 - L'inhibition de l'hémagglutination morbilleuse (I.H.M.)

L'hémagglutination virale est une agglutination des globules rouges (érythrocytes

de singe) par intervention d'hémagglutinines virales (hémagglutines morbilleuses).Cette

réaction est spécifiquement inhibées par des anti-hémagglutinines produites par

l'organisme en réponse à l'infection virale correspondante.

L'inhibition de l'hémagglutination morbilleuse est donc l'inhibition de la réaction

d'hémagglutination en présence d'anticorps spécifiques.

Le virus de la rougeole (virus morbilleux) est utilisé dans le diagnostic de la peste

bovine et de la PPR en raison de la communauté antigénique entre le virus morbilleux, le

virus bovipestique et le virus de la PPR.

Cette méthode à l'avantage d'être utilisée dans les territoires indemnes ou l'on

redoute l'introduction de la PPR et de la peste bovine.

PROVOST et coll. (1972) utilisent cette réaction pour rechercher des anticorps

anti-bovipestiques chez les chèvres. Elle s'est révélée très spécifique. Mais elle est surtout

applicable en début d'infection où les anticorps I.H.M. se situent à un taux maximum. En

effet ces anticorps ont une durée éphémère par rapport aux anticorps neutralisants. Ds

disparaissent en moins d'un mois.

2.3 - L'ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

L'ELISA est très utilisée en virologie médicale car elle est très sensible et

automatisable. L'antigène viral est absorbé sur un support solide. Les anticorps

éventuellement présents dans le sérum se fixent spécifiquement sur les antigènes.

L'addition d'immunoglobulines d'espèces conjuguées à une enzyme permet la

transformation d'un substrat chromogène en un produit coloré dont l'intensité mesurée en
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densité optique est proportionnelle à la quantité d'anticorps. On s'assure, grâce aux

cupules témoins sans antigène absorbé, de la spécificité de la réaction.

La méthode ELISA peut manquer de spécificité du fait de la fixation non

spécifique des réactifs sur la plaque. Ce problème est résolu par :

- la réalisation de lavage entre chaque étape de la réaction ;

- la purification des réactifs ;

- l'utilisation d'anticorps monoclona~ soit pour fixer l'antigène sur le support, soit sur

le conjugué;

- la détermination de seuils qui optimisent la fiabilité de la réaction.

Sur le terrain et au laboratoire les éléments de diagnostic pennettent de bien

distinguer la PPR de la peste bovine. Cependant leur éradication passe forcément par

une bonne prophylaxie sanitaire et médicale.
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CHAPITRE III: PROPHYLAXIE CONTRE LA PESTE BOVINE

ETLAPPR

Pour lutter contre la peste bovine et la PPR , on peut soit les guérir soit les

prévenir. On ne dispose d'aucun traitement spécifique. Mais on peut lutter contre les

complications à l'aide de sulfamides, d'anti-diarrhéiques et d'antibiotiques. Ce traitement

symptomatique permet de limiter les pertes. Cependant il demeure un moyen très limité en

raison de son coût élevé. Seu1le recours aux moyens prophylactiques constituent des

moyens de lutte efficaces. Cette prophylaxie repose sur les mesures sanitaires et

médicales.

1 - PROPHYLAXIE SANITAIRE

On distingue deux types de moyens selon qu'on se trouve en milieu sain ou infecté.

li s'agit:

- des mesures défensives (milieu sain)

- des mesures offensives (milieu infecté).

Ces mesures sont applicables à la peste bovine et à la PPR.

1 - Les mesures défensives

Ce sont des mesures destinées à protéger un pays ou un troupeau. Elles cherchent à

éviter l'introduction du virus dans ce milieu.

2 - Les mesures offensives

Elles visent à neutraliser le virus partout où il se trouve. Elle consiste à dépister les

animaux malades et les contaminés et à les neutraliser.
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Dans un élevage familial, tout animal malade ou suspect doit être isolé. Les

malades seront éliminés. Les cadavres sont détruits par enfouissement. Les bergeries, les

étables et les enclos seront désinfectés. L'exposition des enclos à l'ensoleillement pendant

quelques jours suffit pour l'assainissement. Pour les bergeries et les étables la désinfection

se fera à l'aide d'une solution de formol. Les foyers seront circonscrits le plus vite

possible. Les circuits commerciaux du bétail seront interdits.

De telles mesures ne sont applicables que dans les pays où l'armature sanitaire est

suffisamment développée. Elles demeurent difficiles dans le contexte africain. La

prophylaxie médicale devient alors prépondérante.

fi - LA PROPHYLAXIE MEDICALE

Elle permet de rendre l'organisme résistant vis~à-vis du virus. Selon les premiers

travaux effectués, la PPR semble justifiable des mêmes méthodes d'immunisation que la

peste bovine. Nous retiendrons comme modalités de mesures médicales, la vaccination

avec le vaccin homologue et le vaccin hétérologue.

On entend par vaccin hétérologue, un vaccin qui utilise un germe différent de celui

contre lequel on veut protéger l'organisme mais possédant des antigènes communs.

Un vaccin est dit homologue, lorsqu'il emploie le virus responsable de l'affection

contre lequel on veut protéger l'organisme.

1 - La vaccination dans la peste bovine

Le vaccin homologue

Pour ce qui est de la vaccination contre la peste bovine, diverses tentatives

d'immunisation ont été menées par plusieurs auteurs. Retenons que c'est seulement en

1962 qu'un vaccin de culture cellulaire apathogène et efficace fut obtenu (pLOWRIGHT
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et coll., 1962). Cette souche vaccinale est uniquement lymphatique et n'est pas excrétée

dans le milieu extérieur par l'animal vacciné, contrairement à la souche sauvage qui est

lymphoépithéliotrope. L'immunité conférée est solide et durable.

Cependant l'inconvénient majeur de ce vaccin de culture cellulaire est sa

thennolabilité. L'eau est délétère pour le virus bovipestique. Par contre les ions sulfate

(SO-4) lui apportent une protection que ne conÎerent pas les ions chlorure (CI-), (ROBIN

et coll., cités par COUACY, 1994). Aussi la solution molaire de sulfate de magnésium est

recommandée comme diluant de vaccination (pROVOST et coll., 1974).

Des recherches sont menées depuis quelques années pour obtenir un vaccm

thermostable :

- par le développement d'une technique de lyophilisation (MARINER et coll.,

1990a; MARINER et coll., 1990b ; MARINER et coll., 1993) ;

- par recombinaison génétique, en insèrant les gènes des protéines vaccinales H

et/ou F dans le virus de la vaccine qui est thennorésistant (BARRET et coll., 1989 ;

GIABVEDON et coll., 1991) ; ou le gène F dans le capripoxivirus (ROMEO et coll.,

1993).

2 - La vaccination dans la PPR

2.1 - Le vaccin hétérologue

Les vaccins hétérologues qui avaient été utilisés chez les petits ruminants sont:

-le vaccin antibovipestique lapinisé (souche Nakamura)

- le vaccin antibovipestique tissulaire.

Le premier n'avait pas donné de résultats satisfaisants sur le terrain en Côte d'Ivoire

(GNAGNA, 1976).

Le second est disponible à l'heure actuelle. C'est celui préconisé par BOURDIN et

coll. (1969), dans la lutte contre la peste bovine. fi est fabriqué à partir de la souche

kabeté 0 de PLOWRIGHT et FERRIS qui a subi 60 passages sur cellules rénales
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d'embl)'on de veau. Mais la déclaration de la plupart des pays de l'Afrique de l'Ouest

indemne de peste bovine a fait arrêter la production de ce vaccin depuis 1996 au profit

d'un vaccin homologue atténué.

2.2 - Le vaccin homologue

Les vaccins homologues comprennent :

- le vaccin à base de pulpe de rate broyée inactivée avec du formol par

GARGADENNEC et LALANNE ;

- le vaccin à virus modifiés sur culture cellulaire par GILBERT et collaborateurs.

Ces deux vaccins s'étaient avérés peu performants et certains auteurs avaient donc

proposé de lutter contre la PPR avec le vaccin antibovipestique notamment la souche

kabeté 0 dont la production est actuellement arrêté en Afrique de l'Ouest. Le vaccin

homologue a été repris et mieux atténué. Il est donc depuis 1996 d'usage pour lutter contre

les PPR chez les petits ruminants. Il s'agit du vaccin obtenu avec la souche PPR 75/1

isolée au Nigéria en 1975 et atténuée par passage (70e passage) sur des cellules vero

(PPRV 75/1 1. K6 B K2 vero 70). (O.I.E, 1996).

Ce vaccin est actuellement produit à Dakar, à Bamako, au Botswana et au

Cameroun.

CONCLUSION

L'étude des virus de la PPR et de la Peste bovine nous montre que ces deux virus

sont très proches tant dans leur structure que dans leur manifestations. La contamination

naturelle et réciproque de ces deux maladies entre les espèces ovine, caprine et bovine est

possible. La ressemblance entre ces deux virus est exploitable au laboratoire.

La deuxième partie de notre travail est consascrée à l'étude expérimentale que nous

avons menée sur le terrain et au laboratoire sur ces deux virus.
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En Afrique en général, l'élevage des bovins et des petits ruminants est souvent

mené en association.

En Côte d'Ivoire et dans d'autres pays africains, l'existence du virus de la PPR peut,

compte tenu du mode d'élevage, passer des petits ruminants aux bovins. TI était utile de

rechercher le moment où un caprin infecté devenait contaminant et quelle influence

exerce le virus de la PPR sur la vaccination anti-peste bovine chez les bovins.
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CHAPITRE 1: MATERIEL ET METHODE

La recherche de la période d'excrétion du virus PPR a été réalisée chez des caprins

et l'influence de ce virus sur la vaccination anti-bovipestique s'est faite sur des bovins. Le

virus PPR a été étudié au laboratoire par la technique RT-peR et l'influence de la

présence des anticorps anti-virus PPR sur la vaccination anti-bovipestique chez les bovins

a été appréciées par la technique ELISA.

1 - SUR LE TERRAIN

1 - Le matériel animal

Deux espèces animales ont été utilisées. Les caprins pour l'étude de la PPR et les

bovins pour l'étude de la peste bovine.

• Les caprins

fi a été constitué deux lots de six caprins de race Djallonké.

• Les bovins

fis sont représentés par les vaches et les veaux de race N'dama d'un élevage fermé

(Ranch d'Irho-Lamé).

Au départ nous avons travaillé avec 99 vaches de plus de deux ans d'âge et 99

veaux de 6 à 12 mois d'âge. Malheureusement le nombre de veaux sur lequel nous avons

travaillé a diminué par la suite à cause de la vente de certains veaux par le propriétaire.
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2 - Matériel d'immunisation d'inoculation et de prélèvement

Les bovins ont été immunisés avec une seringue contenant :

- le vaccin antibovipestique fabriqué à Bamako

- le vaccin homologue PPR fabriqué au CIRAD-EMVT à Montpellier.

Les caprins ont été inoculés avec une seringue contenant:

- une souche de virus sauvage PPR de Côte d'Ivoire (PPRVCI).

Le prélèvement de sang des bovins s'est effectué avec un tube véroject hépariné.

Le prélèvement du mucus nasal, oculaire et gingival s'est fait à l'aide d'écouvillons.

De la glace a été utilisée pour la conservation des écouvillons dans leur

acheminement au laboratoire.

3 - Méthodes de vaccination, d'inoculation et de prélèvement

• Cas des caprins

Deux box ont été aménagés et contenant chacun six chèvres. Avec la souche de

virus sauvage PPR de Côte d'Ivoire (PPRV-CI), l'un des lots de chèvre a été inoculé par la

voie sous-cutanée (Box A) et l'autre par la voie nasale (Box B).

Les écouvillons (nasaux, gingivaux, oculaires) ont été réalisé chaque jour à partir

de JO jusqu'à développement de la maladie et mort des animaux.

Les écouvillons sont, sur place (dans les box) conservés dans de la glace fondante

puis définitivement au congélateur à moins SO°C.

• Cas des bovins.

Les veaux ont avant l'expérience été testés à l'ELISA pour voir s'ils avaient des

anticorps antibovipestiques ou non. En effet 99 veaux sélectionnés ont été tous négatifs en

anticorps à l'ELISA compétition peste bovine.
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Les vaches et les veaux ont subit une vaccination contre la PPR suivie d'une

vaccination contre la peste bovine. Les tableau II et III montrent les moments où les

vaccinations ont été effectuées.

Tableau 1: Vaccination des veaux

Nombre d'animaux immunisés contre
Date

La peste bovine LaPPR

JO 99

11 + 28 jours 93

J2 = 11+48 jours 31 (les négatifs à l'ELISA)

13=J2+48 jours 88

J4 = 13+21 jours

J5=J4+34 jours 73

J6=J5+29 jours

Tableau II: Vaccination des vaches contre la peste bovine et la PPR.

Nombre d'animaux
nombre d'animaux soumis à

Sélectionnés l'immunisation
Date après JO l'ELISA

contre

La peste bovine LaPPR

JO 99

JO+4 99

semames

99 animaux sownis à l'ELISA
JO+ 5

pour rechercher les AC anti-PB
semames

et les AC anti-PPR

JO = jour de l'inoculation du virus PPR.
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11- AU LABORATOIRE

1 - Le matériel

1.1- Pour le diagnostic virologique direct (RT-PCR)

1.1.1 - Appareillage

- Une centrifugeuse

- Un thennocyc1eur

- Un appareil photo

- Une hotte

- Un appareil à électrophorèse

1.1.2 - Le petit matériel

- un vortex

- des tubes eppendorf

- les colonnes

- les pipettes jetables

- les pipettes non jetables

- des micropipettes de 1000, 200, 20, 10 III

- de la glace

- des gants

- un bain-marie

-les cônes

- des supports de tube
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Le matériel gros (appareillage) et petit ne doit pas circuler entre les pièces.

L'utilisation du matériel à usage unique est fonnellement recommandé pour la préparation

de réactifs et leur stockage et pour le traitement des échantillons.

Pour les pipettes réglables il faut éviter le contact entre l'air de la pipette et le

liquide. Les cônes sont changés à chaque pipettage.

Pour les volumes plus importants on privilégie les pipettes jetables.

1.1.3 - Les amorces et autres réactifs

• Choix des amorces

L'alignement des gènes N du virus P.B ([(AMATA et coll., cité par COUACY,

1994.) et du virus PPR (DIALLO et coll., cité par COUACY, 1994) nous a permis de

choisir nos amorces dans la partie de faible homologie se situant dans la région 3'

terminale. Ainsi il a été déterminé pour le virus PPR le couple d'amorces PIIP2 :

- Pl : 5' - TCT CCT TCC TCC AGC ATA AAA CAG AT-3' (sens)

- P2: 5' -ACT GTT GTC TTC TCC CTC CTC CT-3' (inverse).

Des oligonucléotides ont été choisis à l'intérieur du fragment amplifié par chaque

couple d'amorces spécifiques. Ce sont:

- pour le virus PPR : l'oligonucléotide SP1 :

CCC GGC CAA CTG CTT CCG

• Les réactifs

ils varient selon les protocoles de manipulation utilisés à chaque étape de la RT­

PCR. Nous les exposerons dans le paragraphe des techniques d'investigation.
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1.2 - Le diagnostic virologique indirect (E.L.I.S.A)

Le matériel et réactifs utilisés figurent en annexe 5.

2 - Techniques d'investigation

2.1 - La RT-PCR

2.1.1 - L'extraction de l'ARN viral

• Préparation des échantillons

TI s'agit d'extraire les cellules des écouvillons. On détache alors le coton de la tige

avec une lame puis on le triture dans un tube contenant 400 J.lI d'une solution de DEPC.

Le coton est ensuite remis dans une seringue et à l'aide du piston, il est comprimé pour en

extraire le liquide dans le tube Eppendorf.

Cette opération est réalisée pour chaque écouvillon. On obtient aInSI autant

d'échantillons que d'écouvillons.

• Préparation des pools d'échantillons

Ce sont des pools que nous avons utilisés comme échantillon tout au long du

diagnostic par la méthode RT-PCR. Pour chaque box (inoculation par la voie sous cutanée

ou par la voie nasale), nous avons six animaux. Pour chaque animale, nous avons obtenu

un écouvillon nasal, gingivale, oculaire. Pour chaque date de réalisation des écouvillons,
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ona:

- 6 écouvillons nasaux qui constituent le pool d'échantillon nasal.

- 6 écouvillons gingivaux qui constituent le pool d'échantillon gingivale.

- 6 écouvillons oculaires qui constituent le pool d'échantillon oculaire.

Nous avons utilisé deux méthodes différentes pour obtenir deux types de pool

d'échantillon à partir des mêmes écouvillons des deux box.

Dans un premier temps nous avons mené toute l'expérience jusqu'à l'obtention des

résultats (positifs et négatifs). Les écouvillons des résultats positifs et douteux ont été

resélectionnés pour subir une nouvelle méthode de diagnostic en vue d'obtenir des

résultats définitifs de confirmation. Cette nouvelle méthode est représentée par la

deuxième technique d'extraction de l'ARN suivie de la deuxième technique de la reverse

transcription.

Dans la première technique d'extraction de l'ARN ( méthode du phénol- chloroforme)

Les pools ont été réalisés après extraction de l'ARN c'est-à-dire avec des

suspensions de l'ARN extrait de la suspension cellulaire provenant de chaque écouvillon.

En effet ce sont les écouvillons des résultats positifs de la première expérience qui ont

été sélectionnés pour subir une 2èrne méthode d'extraction d'ARN et de reverse

transcription.

Etant donné que les écouvillons ont été réalisés à des dates précises, nous avons

pour chaque date fait un pool d'échantillon de ARN oculaire, nasale et gingivale après

extraction. Le pool oculaire est obtenu avec 5 JlI de chaque échantillon d'ARN oculaire de

la date indiquée. La même opération est réalisée avec les échantillons d'ARN nasaux et

gtngtvaux.
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Dans notre deuxième technique d'extraction de l'ARN les pools d'échantillon ont

été réalisés avec les suspensions cellulaires extraites des écouvillons reconnus positifs ou

douteux après la première technique. Les pools oculaires, nasaux et gingivaux ont été

réalisés de la même manière que précédemment mais avec 50 Jll de chaque échantillon de

suspension cellulaire. C'est par la suite que l'extraction de l'ARN a été faite avec les

suspensions des pools et par la méthode du Kit QUIAGEN.

Les détails techniques de ces deux types d'extraction figurent dans l'annexe 2.

Le nombre de pool est représenté dans le tableau m.
Ce sont ces pools d'échantillons qui ont subi la reverse transcription et l'amplification

génétique du cDNA dont les détails techniques figurent en annexe 3 et 4.

Les pools d'échantillons de la voie sous cutanée et de la voie nasale ont la même

numérotation.
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Tableau III : Les pools d'échantillons

INOCULATION PAR LA VOIE SOUS ClJfANEE OU NASALE

Jour de réalisation des écouvillons après JO N° de pool d'échantillon Muqueuse de pool d'échantillon

correspondant

1 0

2 2 N

3 G

4 0

3 5 N

6 G

7 0

4 8 N

9 G

10 0

5 11 N

12 G

13 0

6 14 N

15 G

16 0

7 17 N

18 G

19 0

8 20 N

21 G

22 0

9 23 N

24 G

25 0

10 26 N

27 G

28 0

11 29 N

30 G

31 0

12 32 N

33 G

34 0

13 35 N

36 G

37 0

14 38 N

39 G

0: oculaire N. nasale
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2.1.2 La reverse transcription.

Elle pennet de transfonner l'ARN en cDNA. Nous avons utilisé deux méthodes:

(Annexe 3)

- La méthode traditionnelle utilisée au laboratoire de Bingerville.

- La méthode du kit QUIAGEN.

2.1.3 L'amplification génétique.

Elle pennet d'amplifier le cDNA à l'aide du thennocyc1eur. Les produits de la PCR

obtenus sont révélés par l'électrophorèse en gel d'agarose.

Les détails de la technique d'amplification figurent dans l'a.nnexe 4.

2.1.4 - La reconnaissance des produits de PCR

Elle est faite par la méthode de l'électrophorèse en gel d'agarose.

• Prwaration du gel d'agarose

Un gel d'agarose à 2 % final (1,5 g d'agarose pure dans 75 ml de tampon TBE à

10%) est dissout à chaud dans un four micro-ondes, puis refroidi à 50°e. 3 J.ll de BET

(Bromure d'éthidium à 10 mg/ml) sont ajoutés.

Le bromure d'éthidium pennet la visualisation des fragments d'ADN à la lumière

UV (ultra violet) en s'intercalant entre les deux brins d'ADN.

Ce gel est coulé de façon horizontale dans une cuve contenant deux rangées de

peigne. Laisser refroidir et retirer les peignes pour obtenir des puits. La cuve est déposée

dans le bac d'électrophorèse contenant le tampon TBE (Tris acide borique EDTA).
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Dans le premier puits de la première rangée mettre 10 III de marqueur (M6 ou de

Boerlinger). Dans les autres puits mettre le mélange de 3 III de tampon et 8 III de solution

de produits PCR. Dans les derniers puits mettre un témoin positif et un témoin négatif.

Les électrodes du générateur sont branchées aux bacs et la migration se fait à 70 V en 1 h.

• La révélation

Elle se fait sous une lumière UV (ultraviolet) légèrement déviée pour être vue à

l'oeil nu. Enfin on fait la prise de photo de bandes de migration observées.

2-2 - L'E.L.I S.A.

2.2.1- Exkution du test: E.LI.S.A compétition peste bovine (virus P.B).

2.2.1.1 - Sensibilisation des plaques (ou coating)

Les détails des réactifs figurent en annexe 5.

Exemple: pour une dilution au 11100 prendre 10 III d'antigène reconstitué (solution stock)

pour 1 ml de tampon de sensibilisation.

- Distribuer 50 III d'antigène dilué

- Tapoter les plaques et incuber à 37°C pendant 60 min (sous agitation faible et continue

si possible sinon agiter manuellement toutes les 10-15 min) ou une nuit (14-16 heures) à

4°C.
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2.2.1.2 - Lavage des plaques

Commencer d'abord par préparer le tampon de blocage. Préparer une quantité nécessaire

pour 3 usages différents. Exemple: pour 1 plaque, préparer 15 ml de tampon (5 ml pour la

dilution des sérums; 5 ml pour la dilution du Mab et 5 ml pour la dilution du conjugué).

- Laver 3 fois la plaque avec le tampon de lavage (étape très importante en ELISA). Ne

jamais sécher les plaques quand on n'est pas prêt à distribuer un réactif.

2.2.1.3 - Distribution de sérums de contrôle et échantillons

- Marquer la plaque en utilisant les deux premières colonnes pour les contrôles CC,

C+++, C+, Cm, C-.

- Distribuer 40 ~l de tampon de blocage dans toutes les cupules.

- Distribuer 60 ~l de tampon de blocage en plus dans les cupules A1 et A2 (cupules du

contrôle conjugué, CC).

- Distribuer 10 ~l de tampon de blocage en plus dans les cupules FI, F2, GI et G2

(cupules du contrôle Mab, Cm).

- Distribuer 10 ~l de chaque échantillon de sérum en commençant par la colonne 3 : 2

cupules par échantillon de sérum comme indiqué dans le tableau IV. La dilution du sérum

est de 1/5.

- Distribuer les sérums de contrôle C++, C+, C- dans leurs cupules respectives.
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Tableau IV : Schéma de distribution des sérums

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A CC CC 1 37

B C++ C++ 1 37

C C++ C++ 2

D C+ C+ 2

E C+ C+ 3

F Cm Cm 3

G Cm Cm 4 40

H C- C- 4 40

Colonnes 1 et 2 : réservées aux contrôles

Colonnes 3 à 12 : réservées aux échantillons

Un sérum pour 2 cupules. Exemple: sérum 1 dans le cupule A3 et B3

sérum 2 dans le cupule C3 et D3.

2.2.1.4 - Distribution du monoclonal

- Préparer une solution de Mab dilué dans du tampon de blocage.

- Distribuer 50 ~l de la solution de Mab diluée au 1/100 dans toutes les cupules à

l'exception de Al, A2 (contrôle du conjugué, CC).

- Incuber sous agitation continue pendant 60 minutes à 37°C.
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2.2.1.5 - Distribution du conjugué

Exemple: Pour une dilution de 1/1000 soit 1 III de solution stock de conjugué (= flacon

lyophilisé reconstitué avec 2 ml d'eau distillée de Vienne) pour 1 ml de tampon de

blocage. Pour une plaque, il faut 5 III de conjugué pour 5 ml de tampon de blocage.

- distribuer 50 III de la solution de conjugué diluée au 1/1000 dans toutes les cupules;

- incuber sous agitation lente pendant 60 min à 37°C

Remarque: Conserver une partie (50-100 Ill) de la solution de conjugué pour un contrôle

ultérieur.

Laver 3 fois

2.2.1.6. - Distribution du substrat (orthophénilène diamine)/

Chromogène (eau oxygénée) (OPDIH2Û2)

Préparer le mélange OPD/H202 à raison de 4 III de H202 pour 1 ml d'OPD. Pour

une plaque: 20 III de H202 pour 5 ml d'OPD.

- distribuer 50 III de ce mélange dans toutes les cupules ;

- incuber à la température du laboratoire et à l'abri de la lumière pendant 10 à 15

minutes.

Garder 50-100 III de ce mélange pour un contrôle ultérieur.

Remarque: sur une plaque neuve, distribuer 50 III du mélange OPD/H202 dans les

cupules de la colonne 1 uniquement. Incuber la plaque comme la plaque-test à la

température du laboratoire et à l'abri de la lwnière pendant 10-15 minutes. Elle servira à

faire le blanc.

48



2.2.1.7 - Distribution de la solution d'arrêt (acide sulfurique)

- Distribuer 50 /lI d'acide sulfurique dilué dans toutes les cupules y compris celles de la

plaque du blanc.

2.2.1.8 - Lecture

Lire la plaque à 492 Dm.

Contrôle ultérieur: Ajouter à 100 /lI du mélange OPDIH202 50 /lI de la solution de

conjugué 1/1000. Si une coloration apparaît rapidement cela signifie que ces conjugués

sont bons. Ce contrôle doit être effectué avant la distribution du mélange OPD1H202.

2.2.2. - Calcul et interprétation des résultats : calcul du pourcentage

d'inhibition (PI)

2.2.2.1 - Calcul du PI des contrôles

PI = 100 _ DO de chaque cuplue de contrôle x 100
Médiane DO de Cm

Remarque : La valeur médiane de Cm est obtenue en faisant la moyenne des 2 valeurs

intermédiaires de DO. Les valeurs extrêmes de DO du Cm sont rejetées. Seules ces 2

valeurs intermédiaires de DO sont utilisées pour le calcul de la médiane du C et qui est

prise pour les calculs ultérieurs de Pl. Cependant ces 2 valeurs de DO du Cm doivent être

dans l'intervalle de DO indiquées sur la fiche d'accompagnement.
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2.2.2.2 - Calcul du PI des sérums à tester

2.2.3- Interprétation des résultats

Après le calcul des PI des sérums à tester et on en déduit que :

- un sérum à tester est dit positif quand son PI est supérieur ou égal à 50 % ou

quand sa moyenne de DO est inférieure ou égale à la moyenne de DO du Cm

divisée par 2 ;

- un sérum à tester est dit négatif quand son PI est inférieur à 50 % ou quand sa

moyenne de DO est supérieure à la moyenne de DO du Cm divisée par 2 ;

- un sérum à tester est dit douteux ou à retester quand l'une des 2 cupules du

même sérum est positive et l'autre négative.

DO de chaque cuplue de contrôle

PI = 100 -

Médiane DO de Cm

50

x 100



CHAPITRE II: RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats et discussions vont intéresser les deux types de travaux que nous

avons menés. D s'agit de :

- la période d'exrétion du virus PPR chez les caprins

- l'influence des anticorps anti-PPR sur la vaccination anti-bovipestique chez les

bovins.

1- RESULTATS

1 - L'inoculation des caprins

Après une incubation de deux à trois jours, on note une hyperthermie (39,oC à

40°C), une congestion des muqueuses buccales et un léger lannoiement. Le jetage et

l'érosion buccale commencent environ cinq à six jours après l'inoculation. La diarrhée

apparaît deux à trois jours avant la mort. Le résumé des signes cliniques figure dans les

tableaux 5 et 6.

Les animaux (nO 8374, nO 8380, nO 8352) sont morts au bout de six jours. Ds ont

donc fait la forme suraiguë de la PPR.

Les animaux (nO 8377, n° 8353) sont morts au bout de quinze jours d'évolution. TI

s'agit là de la forme subaiguë de la maladie.

Les autres animaux sont morts au bout de dix à onze jours. Ds ont fait la forme

aiguë de la PPR.

L'inoculation du virus sauvage nous a permis de voir l'évolution des trois formes de

PPR (suraiguë, aiguë et subaiguë).

L'inoculation par la voie nasale a provoqué un cas de forme suraiguë et chez les

cinq autres animaux, la forme aiguë.
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L'inoculation par la voie sous-cutanée a provoqué un cas de fonne suraigu<:, deux

cas de fonne aigu<: et deux cas de fonne subaigu<:.

Le virus entraîne la mort beaucoup plus rapidement par la voie nasale que par la

voie sous-cutanée.

2 - Résultats de la RT-PCR

Les échantillons provenant de l'inoculation par les virus sous-cutanées et nasales ont

été d'abord soumis à la première technique. Les échantillons positifs et douteux ont alors

été confirmés par la seconde technique (Kit QUIAGEN). En définitif sont retenus comme

positifs les échantillons reconnus par la deuxième teclmique.

Les résultats de la RT PCR sont représentés par les illustrations des plaques de

migration des produits PCR (figures 5, 6, 7, 8).l1s sont repris dans le tableau VII.

Selon les illustrations, des plaques de migration :

• ont été reconnues par la première technique:

- par la voie sous-cutanée :

positif les échantillons nO 16, 17, 18, 19, 22, 23, 25, 27, 28

douteux les échantillons n° 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, Il, 12, 13, 14

- par la voie nasale :

positifs les échantillons n° 19,22,25,29, 30, 31, 34

douteux les échantillons n° 4, 5, 10, Il, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 23

• ont été confinnées par la deuxième teclmique :

- par la voie sous-cutanée :

positifs les échantillons n° 14, 16, 18, 19,22, 23, 25, 27,

- par la voie nasale :

positifs les échantillons n° 19, 21, 22, 23, 25, 28, 29, 30, 31, 32, 34

Les résultats montrent que l'excrétion du virus est plus précoce après inoculation

par la voie sous-cutanée que par la voie nasale.
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Le virus apparaît dès le 6 °jour après inoculation par la voie sous-cutanée dans la

muqueuse nasale et le r jour dans l'oeil et sur les gencives alors qu'il n'apparaît que dans

l'oeil le 8° jour suite à l'inoculation intranasale.

Cependant l'excrétion du virus est plus durable lors d'inoculation par la voie nasale

(persistance jusqu'au 13° jour) par rapport à l'inoculation en sous-cutanée (100 jour).
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Tableau V : Résultats sur le terrain de l'inoculation des caprins avec le virus sauvage PPR par la voie nasale

Nt' des Température corporelle et svmDtômes observés à parti de JO (date d'incubation du virus)
Animaux J0+2 JO+3 J0+4 JO+5 JO +6 JO+ 7 J0+8 J0+9 Jo+lO JO+lI JO+12

8357 39,4°C 39°C 39,3°C 42°C 4O,oC 40, 1°C 40°C 39,5°C 39°CH.T. 39°C
H.T. H.T. H.T.~ Jar. H.T.; H.T. H.T.;E.B jetage E.B jetage et mort

C.M. jetage. lannoie- lar~moie- diarrhée diarrhée diarrhée
ment; ment
Jetage jetage;E.B.

8367 39,4°C 39°C 39,3°C 42°C 40°C 4O,8°C 4O,2°C 39,8°C 4O,8°C 40°C mort
lannoie- H.T. jetage jetage jetage diarhée diarrhée

ment;H.T. C.M C.M H.T·E.B. E.B.
8371 4O,5°C 4O,3°C 39,2°C 39,7°C 41,2°C.M 41,2°;C.M 4O,2°C 4O,3°C mort

H.T. H.T. lannoie-ment CM; jetage; jetage E.B~H.T jetage
H.T. H.T. H.T. ieta2e .diarrhée

8374 39,4°C 39,6°C 40°C 42°C 42°C
lannoie- lannoie-ment H.T.;C.M diarrhée mort

ment ;C.M ~

8378 39,3; 4O,3°C 4O,6°C 4O,5°C 41,loC 41,2°C 4O,2°C 4O,8°CE.B. 41°CH.T. 38°C mort
,.

lannoie~ lannoie- H.T.~C.M H.T.;C.M jetage jetage jetage;E.B. jetage diarrhée. diarrhée
ment ment;C.M H.T

8379 38,4°C 39,1°C 38,8°C 40°C 41°C 4O,6°C 4O,5°C 4O,3°C _ mort
H.T.;C.M H.T.;C.M H.T.;C.M Lannoie- H.T. jetage;E.B E.B

ment.;H.T. Jeta2e diarrhée diarrhée

H.T. = hyperthermie
CM =Congestion des muqueuses "
E.B. = Erosion buccale



Tableau VI : Résultats sur le terrain de l'inoculation des caprins avec le virus sauvage PPR par la voie sous-cutanée

Animaux Température corporelle et symptômes observés à partir de JO (jour d'inoculation du virus)
10+2 10+3 10+4 10+5 10+6 10+7 10+8 10+9 10+10 10+11 10+12 10+13 10+14 10+15 10+16 10+17

8352 40°C 40°C 39,2°C 41°C 41°C mort
C.M C.M jetage jetage

diarrhée diarrhée
8353 39,2°C 39,3°C 4O,3°C 41°C 41°C 4O,8°C 4l,loC 41°C 41°C 40,5°C 38,5°C 39°C 39,4°C 39,5°C 38,5°C

faible C.M C.M jetage; jetage; jetage; jetage; jetage; jetage; jetage jetage jetage jetage jetage jetage mort
larmoie- Larmoie H.T H.T. H.T H.T H.T H.T H.T E.B E.B E.B. diarrhée diarrhée

ment -ment C.M. C.M. C.M. C.M.
8361 39,oC 38,2°C 39,2°C 4O,2°C 41°C; 39,5°C 39°C 39°C 39°C 39°C

Iarmoie- larmoie- H.T.; C.M. C.M jetage jetage jetage jetage mort
ment ment C.M jetage jetage diarrhée diarrhée diarrhée

8366 39°C 39,4°C 41°C 4O,2°C 36,5°C mort
larmoie faible animal C.M. animal

ment larmoie- faible jetage faible
ment ~

8377 38,~C 38,5°C 38,8°C 38,8°C 39°C 38,5°C 39,loC 39°C 39°C 38,4°C 38°C 38°C 37,9°C 37,8°C 38,SoC
Iarmoie- larmoie- jetage jetage jetage jetage jetage jetage E.B animal animal diarrhée diarrhée diarrhée mort

ment ment C.M C.M. jetage faible faible
jetage E.B

8380 3~C 39°C 40°C 4O,4°C 39,8°C mort
larmoie- larmoie- animal jetage jetage

meot ment faible C.M faiblesse -

H.T.=Hypertermie
E.B. = Erosion buccale
C.M.=Congestion des muqueuses



Figure 5 : Gel d'agarose des produits de l'amplificatio~ par PCR réalisée avec les
échantillons de la voie sous-cutanée obtenus avec la première technique.
+ : Témoin positif; - : Témoin négatif; M : marqueur de poids moléculaire
Echantillons positifs: n° : 13, 14, 16, 18,19, 22, 23, 25, 27, 28

Figure 6 : Gel d'agarose des produits de l'amplification, par PCR réalisée avec les
échantillons de la sous-cutanée obtenus avec la deuxième technique.
+ : Témoin positif; - : Témoin négatif; M : marqueur de poids moléculaire
Echantillons positifs: n° : 14, 16, 18, 19, 22, 23, 25, 27
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Figure 7 : Gel d'agarose des produits de l'amplification, par PCR réalisée avec les
échantiJlons de la voie nasale obtenus avec la première technique.
+ : Témoin positif; - : Témoin négatif; M : marqueur de poids moléculaire
Echantillons positifs: n° : 4, 5,10,12, 19, 21,22,25,29,30,31,32,34

Figure 8 : Gel d'agarose des produits de l'amplification, par PCR réalisée avec les
échantillons de la voie nasale obtenus avec la deuxième teclmique.
+ : Témoin positif; - : Témoin négatif; M : marqueur de poids moléculaire
Echantillons positifs: n° : 19, 21, 22, 25, 28, 29, 30, 31, 32, 34
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Tableau VII : Présence du virus PPR dans les prélèvements oculaires nasales, gingivaux

après inoculation par les voies sous-cutanée et nasale.

0= oculaire; N = Nasale; G = gingivale; + = résultats pOSltlfs;- = résultats négatifs

JO = jour d'inoculation du virus PPR

N'de Muqueuse Présence du Inoadation par la voie

correspondante

Pool viJus au jour sous-aJtanée nasale

1 0 · -
2 N JO+ 2 - -
3 G - -
4 0 - -
5 N JO+ 3 · -
6 G · ·
7 0 - -
8 N JO + 4 - -
9 G · ·
10 0 · -
11 N JO + 5 - -
12 G - -
13 0 · -
14 N JO+ 6 + ·
15 G - ·
16 0 + ·
17 N JO+ 7 · -
18 G + -
19 0 + +

20 N JO+ 8 · -
21 G - +

22 0 + +

23 N JO+ 9 + ·
24 G · ·
25 0 + +

26 N JO + 10 - ·
27 G + ·
28 0 · +

29 N JO + 11 · +

30 G · +

31 0 - +

32 N JO + 12 - +

33 G · -
34 0 · +

35 N JO+ 13 · -
36 G - ·

..
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D'après le tableau VII, à la même date, la présence du virus est positive dans une

muqueuse et négative dans l'autre. La date suivante les résultats négatifs deviennent

positifs. C'est comme si le virus apparaissait et disparaissait le lendemain dans une

muqueuse quelconque.

3 - L'ELISA

Les résultats de J'ELISA concernent J'analyse des sérums de veaux et des vaches

après une vaccination contre la PPR suivie d'une vaccination contre la peste bovine.

Avant J'expérience, le statut immunitaire des vaches par rapport à la peste bovine

n'a pas été détenniné. Toutefois ces vaches ont été régulièrement vaccinées contre la peste

bovine lors des campagnes annuelles de vaccination. Nous avons estimé qu'elles sont

immunisées contre la peste bovine et possèdent des anticorps antibovipestiques.

Le statut immunitaire des veaux par rapport à la peste bovine a permis de

sélectionner 99 veaux négatifs à J'ELISA.

Après vaccination contre la PPR suivie de la vaccination contre la peste bovine on

note:

• Chez les veaux (Tableau VIII)

Première vaccination contre la peste bovine : 17/88 positifs à J'ELISA peste bovine

soit une prévalence de 19,32 %.

Deuxième vaccination contre la peste bovine : 28173 positifs à J'ELISA peste bovine

soit une prévalence de 38,35 %.

Troisième vaccination contre la peste bovine : 42/62 positifs à J'ELISA Peste bovine

soit une prévalence de 67,74 %

n apparaît à travers ces résultats que la prévalence augmente avec les

immunisations successives.
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• Chez les vaches (Tableau IX)

Après la vaccination contre la peste bovine : - 80/99 positifs à l'ELISA Peste bovine

soit une prévalence de 80,80 %

- 78/99 positifs à l'ELISA PPR

soit une prévalence de 78,78 %

Chez les veaux les anticorps anti-PPR semblent inhiber la réponse à la vaccination

contre .la peste bovine quarante huit jours après la vaccination et même vingt et un jours

après revaccination, la réponse anamnestique à la vaccination anti-PPR n'est pas

significative.

Chez les vaches les anticorps anti-PPR n'ont aucune influence sur la vaccination

contre la peste bovine.
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Tableau VIII Statut immunitaire des veaux après la vaccination

Date
Nombre d'animaux positifs à l'ELISA

Les anticorps Les anticorps
anti-bovipestiQues Anti-PPR

JO

11=JO+28 jours
62/93

soit 66,66 %
17/88 66/88

J2=11 +48 jours soit 19,32 % soit 75,18 %

13=J2+48 jours

J4= 13+21 jours 28/73 soit 38,35 %

J5=J4+34 jours

J6=J5+29 jours 42/62 soit 67,740/0

JO = Jour de la vaccination contre la PPR
JI = Jour de la première vaccination contre la peste bovine
13 = Jour de la deuxième vaccination contre la peste bovine
J5 = Jour de la troisième vaccination contre la peste bovine
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Tableau IX : Statut immunitaire des vaches après vaccination

Date
Nombre d'animaux positif à l'ELISA pour

détenniner :

JO
Les anticorps

Les anticorps anti PPR
antibovipestiques

JO + 4 semaines

JO + 5 semaines

80/99 78/99
soit 80,80 % soit 78,78 %

JO = Jour de la vaccination contre la PPR
JO + 4 semaines = Jour de la vaccination contre la peste bovine
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II - DISCUSSION

La discussion porte sur le matériel, les méthodes et les résultats.

1 - Matériel et méthode

1.1.- Matériel animal

• Cas des chèvres.

Nous avons utilisé les caprins pour l'inoculation du virus sauvage parce qu'ils sont

plus sensibles à ce virus. Les signes cliniques de la PPR ont commencé à se manifester

dès le deuxième jour après l'inoculation. La maladie a évolué entraînant la mort de

certains animaux au bout d'une semaine. Cela a évidemment diminué le nombre

d'échantillons prélevés.

Nous avons réalisé des pools d'échantillon pour chaque jour d'écouvillonnage. C'est

le jour d'apparition du virus dans les sécrétions des muqueuses (nasales, oculaires,

gingivales) qui nous intéressaient. Voilà pourquoi nous avons jugé plus rapide de

rechercher ce virus dans un mélange des sécrétions oculaires ou nasales ou gingivales des

six animaux du jour visé. Si le virus apparaît dans le pool du jour choisi, cela veut dire

qu'à cette date le virus est apparu dans cette muqueuse chez au moins un animal du lot.

• Cas des bovins (vaches et veaux)

Les bovins sont issus du Ranch d'Irho Lamé. Nous avons travaillé avec 99 veaux et

99 vaches au départ. Les 99 veaux ont été testés et sont au départ tous négatifs en

anticorps peste bovine. Ceci n'est pas le cas des vaches que nous n'avons pas pu tester.

Le nombre de veaux a ensuite diminué par suite de la vente de certains veaux par le

propriétaire.
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Le ranch est situé dans une ville éloignée du laboratoire. Il n'était donc pas facile

de s'y rendre à tout moment. nfallait un véhicule pour le déplacement et être sûre que le

propriétaire n'a pas laissé les animaux aller brouter hors du Ranch. Le mieux était de

prendre un rendez-vous avec lui pour aller faire les prises de sang ou les vaccinations.

Nous avons voulu connaître l'effet des anticorps anti-PPR sur le statut immunitaire

des bovins vaccinées contre la peste bovine. C'est pourquoi nous avons fait une

vaccination contre la PPR suivie d'une vaccination contre la peste bovine. L'analyse des

serums nous a permis de déterminer le statut immunitaire des bovins en peste bovine.

Nous n'avons pas fait de témoins parce qu'il s'agit d'un travail préliminaire qui va

nous permettre de mieux orienter l'expérimentation en tenant compte des facteurs

individuels, de l'âge, de la race, des tehniques de diagnostic.

1.2 - Méthodes

1.2.1- Inoculation et RT-PCR

Nous avons choisi la RT-PCR parce que c'est une méthode d'analyse directe très

sensible. Elle permet de déterminer la présence du virus par l'amplification de son ADN.

Une infime quantité de virus peut être ainsi détecté. Les autres techniques d'analyse du

virus sont en général des méthodes sérologiques. Elles ne visent pas directement l'entité

viral mais plutôt ces effets tels que les anticorps produits, l'effet cytopathogène ou les

réactions de précipitation. Nous avons travaillé avec des sécrétions muqueuses et la RT­

PCR nous a permis de mettre en évidence la présence du virus dans ces sécrétions.

La RT PCR est une méthode certes fiable mais obéit à des règles de travail qui

lorsqu'elles ne sont pas respectées peuvent conduire à des résultats faussement négatifs.

Ce virus PPR est un virus à ARN. L'ARN se conserve à moins 70°C. La manipulation des

échantillons d'ARN à une température plus élevée peut conduire à la destruction des

ARN. De plus les ARNases que nous portons sur nos mains peuvent également détruire

les ARN si on oublie de porter les gants pendant la manipulation.
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L'inoculation par la voie nasale et sous-cutanée est bien indiquée pour le passage

du virus dans les voies lymphatiques puis dans le sang.

1.2.2 - L'ELISA

C'est une méthode bien indiquée pour rechercher les anticorps antibovipestiques,

anti-PPR dans les sérums prélevés. Son exécution s'est bien déroulée. Cependant il semble

que les kits actuellement disponibles ne donnent pas entière satisfaction car si les uns sont

très sensibles, ils sont peu spécifiques, tandis que les autres sont très spécifiques mais peu

sensibles.

2 - Résultats

2.1 -Liés à l'inoculation

2.1.1 - Expression clinique

Les signes cliniques observés après inoculation des caprins sont bien ceux de la

PPR décrits par plusieurs auteurs (LEFEVRE, 1982 ; GNAGNA, 1976 ). Les animaux

inoculés ont fait les trois formes de la PPR. n s'agit des formes aiguë, suraiguë et

subaiguë.

2.1.2 - Excrétion du virus PPR (Détectée par la RT-PCR)

Dans nos résultats, le virus de la PPR apparaît dans les sécrétions 6 à 8 jours (en

moyenne une semaine) après inoculation. Ce délai est plus précis et plus précoce que celui

trouvé par JOHNSON et coll. cités par LEFEVRE (1982). En effet ces auteurs estiment

cette période entre 5 à 10 jours après culture cellulaire de prélèvement de mucus nasal et

oculaire.
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Le virus est excrété beaucoup plus précocement après inoculation par la voie sous­

cutanée que par la voie nasale. Ceci serait dû au fait que le virus gagne plus rapidement le

système lymphatique puis le sang par cette voie.

Le virus une fois apparût doit être constamment présent pendant un certain temps

dans les muqueuses et disparaître pour de bon. L'irrégularité des résultats (positifs et

négatifs) peut s'expliquer par les contaminations des échantillons par les RNase ou d'une

conservation des échantillons à une température inadaptée. Ces résultats négatifs juste

après les résultats positifs peuvent être considérés comme faussement négatifs.

2.2 -Liés à la vaccination (Test ELISA)

Les veaux ont d'abord été soumis au test ELISA pour la détection des anticorps

anti-bovipestiques. Les résultats ont montré qu'ils ont perdu leurs anticorps d'origine

maternelle.

Les deux premiers résultats de 19,32 % et de 38,35 % nous montrent que les taux

d'anticorps antibovipestiques des veaux portants des anticoprs anti-PPR sont faibles. Cette

faible prévalence en anticorps bovipestiques laisse supposer que :

- les anticorps anti-PPR ont complexés les antigènes peste bovine inoculés et ceci

jusqu'à leur épuisement. Dans ce cas, nous aurions dû titrer les anticorps anti-PPR en

même temps que les anticorps peste bovine ;

- les réponses spécifiques aux antigènes peste bovine ne soient pas encore complètes

car après inoculation, les animaux réagissent d'abord contre des antigènes communs

(protéine P) aux virus peste bovine et PPR avant de réagir contre les épitopes spécifiques

(protéine F) situés plus profondément dans les virus.

Dans ces conditions, nous aurions dû avoir des témoins qui n'aient pas reçu de

vaccin anti peste bovine ou seulement qui aient reçu une ou deux inoculations du vaccin

anti peste bovine.

On peut déduire que les anticorps anti-PPR des veaux influencent négativement la

production des anticorps anti-bovipestiques. D'où l'importance du facteur âge
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En ce qui concerne les vaches, nous avons un taux de couverture de 80,80 % en

peste bovine après une vaccination contre la PPR suivie de la vaccination contre la peste

bovine. Nous ne pouvons malheureusement pas apprécier ce résultat à sa juste valeur en

l'absence d'éléments de comparaison car n'ayant pas titré les anticorps anti-peste bovine

des vaches dès le départ, ni gardé des témoins.

Les résultats obtenus avec les veaux confmnent les travaux de ANDERSON et

McKAY (1994) sur la détection des anticorps anti-PPR chez les bovins, les moutons, les

chèvres et l'influence de ce virus sur la vaccination anti-bovipestique. TI ressort de ces

travaux que les sérums de bovins possédant des anticorps anti-PPR produisaient un faible

taux d'anticorps antibovipestiques.

Les résultats que nous avons obtenus à la fin de nos travaux ne manquent pas

d'applications sur le plan épidémiologique, prophylactique, économique et commercial.
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CHAPITRE III : CONSEQUENCES ET APPLICATIONS

1 - DU POINT DE VUE EPIDEMIOLOGIQUE

L'étude de la période d'excrétion du virus nous apprend que dans un milieu infecté

de PPR, les animaux malades et contaminés commencent à excréter le virus dans les

larmes, le jetage et la salive au bout du sixième jour après l'infection. C'est aussi en ce

moment qu'ils deviennent contaminant pour les autres petits ruminants.

Ces virus PPR, lorsqu'ils sont présents chez des veaux dépourvus d'anticorps

colostraux anti-bovipestiques, contribuent à baisser la production d'anticorps anti­

bovipestiques chez ces veaux. Ces derniers se retrouvent sous la menace d'une éventuelle

contamination par le virus pestique.

n - SUR LE PLAN PROPHYLACTIQUE

1 - Prophylaxie médicale

En zone d'endémie de PPR avant la vaccination de jeunes bovins ne possédant pas

d'anticorps bovipestiques, il faut s'assurer qu'ils n'ont pas non plus un support immunitaire

en anticorps anti-PPR. En effet les anticorps anti-PPR chez ces animaux risquent de

baisser le taux de protection contre le virus de la peste bovine. Tout laisse à croire que les

anticorps anti-peste bovine n'atteigneraient un niveau appréciable que plusieurs mois après

la vaccination.

Les petits ruminants vivants au contact des jeunes bovins doivent être vaccinés

contre la PPR afin qu'ils ne tombent pas malades. Ainsi des petits ruminants sains ne

risquent pas de sécréter des virus PPR susceptibles de contaminer les jeunes bovins et de

provoquer chez ces derniers une apparente faible protection contre la peste bovine.
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2 - Prophylaxie sanitaire

Lors d'une épidémie de peste des petits ruminants, on peut déjà avoir une idée sur

la période à laquelle les petits ruminants contaminés peuvent être infectants. Cela facilite

la circonscription du foyer et la mise en place des moyens pour limiter la propagation de

l'infection.

Pour des jeunes bovins soumis à une vaccination régulière contre la peste bovine il

faut éviter de les mettre en contact avec des petits ruminants non protégés contre la peste

des petits ruminants.

ID - SUR LE PLAN ECONOMIQUE ET COMMERCIAL

Des jeunes bovins en contact avec des petits ruminants (non protégés contre la

PPR) ne doivent pas faire l'objet de campagne de vaccination contre la peste bovine car ils

risquent d'être porteurs du virus PPR, ce qui donnerait des résultats pas très satisfaisants.

Aussi connaissant la période d'excrétion du virus PPR chez les petits ruminants on

pourrait savoir si tel ou tel autre animal vivant au contact d'un animal malade ou infecté

est à son tour déjà infecté ou pas. Par conséquent le propriétaire informé de la question

saura que des animaux infectés faisant une infection inapparente ne peuvent pas être

vendus. Des jeunes bovins vivant en contact avec des petits ruminants, devraient avant

d'être vendus, être soumis à une vérification de leur immunité anti-bovipestique quand

bien même, leur vaccination anti-bovipestique serait à jour.

Tout cela contribue à une meilleure prophylaxie sanitaire.

En conclusion nous recommandons que ces travaux puissent être compléter par des

travaux plus fins en tenant compte des facteurs individuels, de l'âge, des techniques de

diagnostic. Ainsi nous recommandons que les travaux de la RT PCR puissent être repris

par la méthode de la Nested PCR (double PCR) et par la sonde. Il s'agit de méthode

beaucoup plus précise que la RT PCR tout court. Elles permettent de détecter les quantités
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les plus infimes d'ADN dans un échantillon et par conséquent de nous éclairer sur les

aspects négatifs de nos résultats. Nous proposons également de rechercher la présence du

virus chez chaque animal en lieu et place des pools que nous avons faits. Et aussi de

mettre des animaux sains au contact des animaux inoculés ; ainsi on pourrait à la fois

déterminer la période d'excrétion du virus PPR et le moment où les animaux sains sont

effectivement contaminés.

En ce qui concerne les bovins, nous recommandons d'améliorer le travail en faisant

parallèlement des témoins.
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CONCLUSION GENERALE

La peste bovine et la peste des petits ruminants (PPR) sont deux maladies

infectieuses, inoculables et cliniquement graves. Elles constituent une menace constante

pour le cheptel bovin, ovin, et caprin des pays africains. La peste bovine est. aujourd'hui

en train d'être éradiquée dans certains pays africains grâce aux énormes progrès réalisés

par le PARC (Panafrican Rinderpest campaign ou Campagne panafricain de lutte contre la

peste bovine). En revanche la PPR est quasi présente sur le continent, s'exprimant par des

flambées d'épizootie.

La transmission naturelle du virus PPR aux bovins et du virus peste bovine aux

petits ruminants est possible. Cette situation est souvent observée dans le contexte de

l'élevage du cheptel africain ou les bovins sont en contact étroit avec les petits ruminants.

Si le début de la période d'excrétion du virus peste bovine a fait l'objet de

nombreuses études, il n'en est pas de même pour celui de la PPR dont l'analyse par la PCR

fait l'originalité de notre travail.

Cette étude a été menée au Laboratoire de Pathologie Animale de Bingerville en

Côte d'Ivoire.

La période du début d'excrétion du virus PPR a été déterminée sur deux lots de six

caprins de race Djallonké. L'un inoculé par la voie nasale, l'autre par la voie sous­

cutanée.

Ces caprins ont été inoculés avec le virus sauvage PPR-CI (PPR Côte d'Ivoire) et

des écouvillons nasaux, oculaires et gingivaux ont été réalisés chaque jour jusqu'à la mort

des animaux. L'analyse de ces écouvillons par la RT-PCR montre que c'est au 6c jour

après inoculation par la voie sous-cutanée et au SC jour après inculcation par la voie

nasale que les petits ruminants atteints de PPR deviennent contaminants pour les autres

animaux sensibles.

L'influence du virus PPR sur la vaccination anti-bovipestique a été appréciée sur

des sérums de veaux de six à douze mois d'âge et des vaches de plus de deux ans d'âge, de
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race N'dama, à partir de la technique ELISA. En effet ces bovins ont subi une vaccination

contre la PPR suivie d'une vaccination contre la peste bovine avec un intervalle de deux à

cinq semaines. L'analyse des sérums après la vaccination contre la peste bovine montre

que les anticorps anti-PPR, influencent négativement la prévalence en anticorps anti­

bovipestiques chez les veaux soit à cause de la neutralisation des antigènes peste bovine,

soit à cause de l'apparition tardive des anticorps spécifiques peste bovine.

Nous avons effectué là un travail préliminaire qui a un interêt pratique. En effet

l'influence des anticorps anti-PPR sur la vaccination antibovipestique peut aider à

expliquer certaines insuffisances observées lors des campagnes de vaccination contre la

peste bovine. Par conséquent il faut prendre des dispositions pour apprécier plutôt la

réponse immunitaire post-vaccinale. Cette étude tout comme la celle de la période du

début d'excrétion du virus PPR, a des applications sur le plan épidémiologique,

prophylactique, économique et commercial.

Au regard de ce qui précède une étude plus fine doit être menée ultérieurement

pour mieux apprécier la diffusion du virus PPR dans les muqueuses externes des petits

ruminants et l'influence de ce virus sur la vaccination antibovipestique. Cette étude devra

tenir compte des facteurs individuels, de l'âge, de la race, et des techniques de diagnostic.

Enfin nous recommandons que les recherches sur ces deux maladies puissent

continuer jusqu'à leur éradication complète.
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ANNEXES



ANNEXE 1: LES TECHNIQUES D'AMPLIFICATION ELECTIVE

IN VITRO (PCR, ETC.)

EXTRAIT DE: BIOLOGIE MOLECULAIRE ET MEDECINE 2EME EDITION ECRIT PAR

KAPLAN ET COLL. (1993)

1 - PRINCIPE DE LA TECHNIQUE PCR

L'Wle des propriétés de toutes les DNA polymérases est de ne pouvoir

synthétiser le brin complémentaire qu'à partir d'une amorce. Cette propriété, qw

complique considérablement pour la cellule le processus de la réplication, est

indispensable à la stabilité de l'information cellulaire. En effet, s'il suffisait que le

DNA soit sous forme simple brin pour qu'il soit répliqué, de nouvelles séquences, plus

ou moins longues et initiées de manière aléatoire, ne cesseraient d'être synthétisées

(par exemple au cours de la transcription) et de s'accumuler au cours de la vie de la

cellule. Cette propriété des DNA polymérases est mise à profit dans la technique PCR

pour amplifier, par réplications successives, la séquence désirée. Il suffit pour cela de

choisir des amorces oligonucléotidiques synthétiques capables de s'hybrider à ses

bornes et de réaliser les réplications qui assureront la multiplication de la séquence

encadrée par les amorces. Pour pouvoir réaliser cette opération il est donc

indispensable d'avoir Wle connaissance préalable de la séquence que l'on souhaite

amplifier. Le nombre de copies de la séquence choisie est doublé à chaque réplication.

Son augmentation est donc exponentielle. Après 30 cycles on obtient en moyenne Wle

amplification de 106. Si l'on est parti de 1 picogramme de cible contenu dans 1

microgramme de DNA génomique total, on récupère 1 microgramme de cible

amplifiée. Ce qui est plus de 100 fois supérieur au seuil de détection par simple

coloration au bromure d'éthidium. De plus, la taille du segment amplifié est toujours

considérablement plus faible que celle du DNA de départ. Il est donc très facile de les

séparer, même par des techniques grossières. n s'agit donc pratiquement d'Wl clonage

acellulaire.



II - REALISATION PRATIQUE (Figure 9)

Le DNA contenant le segment à amplifier est chauffé à une température

supérieure à sa Tm (dans la pratique une température de 94-95°C) en présence des

composants nécessaires à la réplication (voir plus loin leur description). Cette

température est maintenue entre trente secondes et une minute. Elle est ensuite

abaissée à une valeur inférieure à la Tm de l'amorce possédant la plus faible Tm, afm

que les amorces puissent s'hybrider avec le DNA dénaturé. Dans la pratique, cette

température est comprise entre 40 et 70°C; elle est maintenue entre trente secondes et

une minute. On augmente ensuite la tempéraure à 72°C afin de pennettre à la DNA

polymérase (thennostable) de répliquer le DNA dans les conditions optimales. Bien

que cette température soit habituellement supérieure à la Tm des amorces, celles-ci ne

se déshybrident pas. En effet, même s'ils sont rapides, les changements de température

ne sont pas immédiats, ce qui pennet à la polymérase de commencer l'élongation des

amorces avant que les 72°C ne soient atteints. Le fragment synthétisé est alors

suffisamment long pour que sa Tm soit supérieure à 72°C. La durée de cette étape est

fonction de la longueur de la séquence à amplifier ; elle est en général comprise entre

trente secondes et une minute (fragments de 0,2 à 1 kb). Des durées de plusieurs

minutes peuvent cependant être nécessaires pour les fragments plus longs (2 à 3kb).

Ces trois étapes (dénaturation, hybridation, élongation) constituent un cycle au

cours duquel la quantité de DNA cible a été doublée. Ces cycles sont renouvelés entre

20 et 50 fois suivant la quantité de cible de départ et le but poursuivi. Il est inutile de

trop augmenter le nombre de cycles, car l'amplification cesse d'être exponentielle après

15 à 20 cycles, et atteint ensuite rapidement un plateau. En fait celui-ci est atteint

d'autant plus tôt que la quantité de DNA cible de départ est plus importante. Les

raisons de l'infléchissement de la courbe sont multiples. Entre autres on peut citer la

dimérisation des amorces, l'apparition de sous-produits de réaction ayant un pouvoir

inhibiteur (pyrophosphate), l'épuisement et la dénaturation des composants de la

réaction et la compétition entre les amorces et les fragments de DNA amplifié qui

peuvent s'hybrider entre eux ou avec la cible plutôt qu'avec les amorces, et ce d'autant

plus que leurs concentration varient en sens inverse au cours de la réaction. Quelques



Etape de s~parat'on
des bnns

Elape d"hyblldaloon
des amorces

Etape d"~longalion

par la Taq poIyméfasl

J® 5' Efapec:::e=atoon
5' -------------- J' :rJ' 1 mon. 9O·C

ri
,II

t" 1.

J' -===- 5

® Etape lftlyb'odôItoon
œsamorœs

5' J' Yl 1 m', • ~ "C

©
) =------------=-_ 5 [lape lf~loon

lWfL.1TaQ~

5 J " ;

F1gurt' 9 U techniqued'~i(Pœ)
Ut ON.... oorllene"t la l6qu«lCe • ampliIIW (N est
e:t\8ufl6 • 90 ·C .Iin de MPaI'" le, deux bu"s
Q\.'~ '."lfM refrooi$Semenl • 50 ·C (cenet~
r'~.... est en lait 'onctlon oe 101~ des
• 'UCeS UIl/l:sées) s'hytlt1detont • ...c: ..., amorces
;~, oonsutu6es d'oligOnudéOCod<n de 20 • 25
bases s'hyt><ldar>t pat1......-.1 .v« les eJCtt6mt,
lM 3' de la pOI100n de~e ••mpI1,"" , LB
Taq poIym6rase (ON....~aso Ihefmost.lOlel
synlh6t,se le /)f'n compI6menl4.' •• pari" de ces
amotoes (Cl Le nombre de lX:lP'I" de la s6Qu8nCe
a 't' doublé en 6 mIn Le mame cycle est r~l.
aulant oe los Que n;lcessa"e Dans la praloQue
le nomOre oe cycle, est d'envooon JO



valeurs du nombre optimal de cycles en fonction du nombre de copies de départ sont

données dans le tableau

Tableau X : Nombre de cycle à réaliser en fonction du nombre de copies de la cible à

amplifier présent dans l'incubation

Nombre de copies de la cible Nombre de cycles

105 25 à30

104 30 à 35

102 à 103 35 à40

1 à 102 40à45

De manière théorique, le nombre de copies obtenues devrait être de 2n, n étant

le nombre de cycles. Dans la pratique, le rendement est beaucoup plus faible, d'Wle

part pour les raisons qui viennent d'être évoquées, d'autre part parce que le rendement

à chaque étape est loin 'être de 100 p.100 : il est d'environ 85 p. 100. Le nombre de

copies, si le rendement reste constant tout au long de l'amplification, est de (l+R)D, R

étant le rendement et n le nombre de cycles.

III - LES COMPOSANTS DE LA REACTION ET LEUR INFLUENCE

SUR L'AMPLIFICATION

Les résultats d'Wle amplification PCR sont largement fonction du milieu

réactionnel et de la concentration de chacWl des composants. Les conditions optimales

ne peuvent pas être préwes à l'avance, elles doivent être déterminées par tâtonnement.

L'écueil le plus fréquent est l'amplification parasite de séquences autres que celle

désirée.



1- Le DNA

Les meilleurs résultats sont obtenus avec du DNA parfaitement purifié, exempt

de protéines et de RNA. Une trop grande quantité de RNA contaminant entraîne une

diminution du rendement (hybridation RNA amorces, hybridation RNA-DNA) et une

augmentation des amplifications parasites. Il est cependant souvent possible d'obtenir

des amplifications satisfaisantes à partir de DNA non purifié. Pour le diagnostic, une

technique très simple a été proposée. Il consiste à utiliser 200 JlI de sang prélevé au

bout du doigt avec un capillaire. Ce sang est ensuite scellé et porté à 100°C. Après

centrifugation, le surnagent peut être directement utilisé comme source de DNA pour

l'amplification.

Au début de l'utilisation de la PCR la quantité de DNA utilisée par

amplification était de 1 Jlg. La tendance est de réduire cette quantité. Les PCR sont

maintenant souvent réalisés avec 100 ng de DNA. Cette diminution a pour effet

d'augmenter le rendement des PCR et de diminuer les amplifications parasites.

Enfin il est possible de réaliser des amplifications à partir d'échantillons de

cellules conservées à l'état sec : par exemple à partir des taches de sang sur papier

ayant servi au dépistage néonatal de la phénylcétonurie (test de Guthrie) ; à partir de

coupes histologiques incluses dans la paraffine ; à partir de chevaux, voire même de

momies ou de fossiles. Il est ainsi possible d'effectuer rétrospectivement des études

génétiques (recherche de maladies, évolution, etc.).

2 - Enzyme

La première enzyme utilisée a été le fragment de Klenow de la DNA

polymérase 1. Les inconvénients étaient multiples : nécessité d'ajouter de l'enzyme à

chaque cycle (l'enzyme étant détruite à chaque cycle par l'étape de dénaturation) ;

température d'hybridation des amorces n'excédant pas 37°C, ce qui favorisait de

nombreuses hybridations non spécifiques, génératrices d'amplifications parasites ;

constitution de structures secondaires après séparation des brins du DNA qui

pouvaient aller jusqu'à empêcher le passage de la polymérase et donc l'amplification.



Tous ces inconvénients ont disparu avec l'utilisation d'une polymérase thermostable, la

Taq polymérase, extraite d'une bactérie vivant dans les sources thennales (SO-90°C) :

Thermus aquaticus. Les quantités optimales d'enzyme sont comprises entre 1 et 2,5 U

pour une incubation et 50 à 100 Ill.

Une amplification en deux étapes a été aussi proposée. Dans une variante les

amorces sont choisies de manière que leur Tm soit supérieure à la température

d'élongation. Le cycle est alors composé de deux étapes: dénaturation et hybridation­

élongation.. Les rendements ne sont optimum dans cette variante que si la

concentration de l'enzyme est augmentée d'un facteur 10.

D'autres polymérase thennostables ont été proposées, par exemple celles

extaites de Baci/lus steatothermophilus, d'autres espèces de Thermus ou

d'archéobactéries. Bien que décrites depuis quelques années, ces polymérases n'ont pas

encore eu d'application importante.

3 - Les nucléotides

Les premières amplifications par PCR utilisaient le fragment de Klenow de la

DNA polymérase 1 et une concentration de chaque nucléotide de 1,5 mM. Cette

concentration fut conservée lors de l'introduction de la Taq polymérase. Là encore la

tendance a été de baisser les concentrations, car plus la concentration en nucléotides

est élevée plus on observe d'amplifications parasites, et plus la polymérase commet

d'erreurs de réplication. Les concentrations utilisées actuellement sont comprises entre

20 et 200 IlM. Les concentrations de chacun des nucléotides doivent être équilibrées

même si le DNA à amplifier possède une composition en base particulière. Le

déséquilibre dans la concentration des différents nucléotides augmente le taux des

erreurs commises par la polymérase. Théoriquement une concentration de 20 IlM pour

chaque nucléotide pennet de synthétiser 2,61lg de DNA.



4 - Les amorces et leur température d'hybridation

Les amorces doivent avoir une Tm d'au moins 5°C au-dessus de la température

utilisée pour l'hybridation. Plus cette valeur sera élevée, plus l'amplification sera

spécifique. Ses valeurs comprises entre 55 et 70°C donnent les meilleurs résultats. Les

concentrations d'amorces habituellement utilisées sont comprises entre 0,1 et 0,2 JlM.

Le choix des amorces est une étape importante lors de la mise au point d'une

PCR. Plusieurs critères sont impératifs et doivent être pris en compte. La séquence des

amorces ne doit pas permettre la formation d'épingles à cheveux, ni d'hybrides entre

amorces (amorce 5'/amorce 3', amorce 5'/amorce 5', amorce 3'/amorce 3'). Il est

préférable que la composition en bases soit équilibrée (éviter les longues répétitions de

CG) et que les Tm de deux amorces ne soient pas trop différentes l'une de l'autre.

Enfin les séquences choisies ne doivent pas correspondre à des séquences génomiques

répétées. Ce choix des amorces optimales est trop complexe pour être réalisé à la main,

il existe maintenant des programmes informatiques qui permettent d'optimiser les

choix. L'un des plus utilisés est le programme OLIGOR qui tourne sur mM PC ou

compatibles et depuis peu sur Macintosh. Une fois les meilleurs oligonucléotides

choisis il est possible de comparer leurs séquences avec les séquences connues

contenues dans les banques de données afin d'éliminer les amplifications parasites

dues aux homologies de séquences. Enfm la taille du fragment qui sera amplifié ne

doit pas être trop grande, les meilleurs résultats étant obtenus pour des tailles

inférieures à 800 paires de bases.

5 - La concentration en ions magnésium

La concentration en ions magnésium est un facteur critique dans l'amplification.

Le magnésium est nécessaire à la fois pour stabiliser les nucléotides et pour la

réaction. Les concentrations optimales sont en général comprises entre 0,5 et 2,5 mM

en plus de ce qui est nécessaire pour les nucléotides (concentrations stoechiométriques

entre Mg++ et nucléotides). Il existe cependant des exceptions, principalement lorsque

le fragment amplifié est de très grande taille (1 à 3 kb). Il convient tout



particulièrement de faire attention à équilibrer la concentration du magnésium en

fonction de la présence de chélateurs comme l'EDTA qui peut être apporté avec le

DNA (en général rajouté pour inhiber la dégradation du DNA par les DNases

contaminantes). Les concentrations optimales ne peuvent être déterminées que par

tâtonnement.

6 - Les autres composantes de l'incubation

Comme dans toute réaction biochimique, le pH doit rester constant et

correspondre au pH optimal de l'enzyme utilisée. Pour la Taq polymérase on utilise

généralement des concentrations de 10 à 50 mM de tampon Tris-HCl à un pH compris

entre 8,3 et 8,8.

La température d'hybridation des acides nucléiques est fonction de la

concentration en sel. Une augmentation de la concentration facilite l'hybridation et

stabilise les hybrides. D'un autre côté une haute force ionique inhibe la polymérase. Le

concentration optimale ne peut donc que résulter d'un compromis. En pratique on

utilise du KCl à une concentration de 50 mM.

Lorsque les séquences sont riches en Ge, il existe un risque que se fonne des

structures secondaires lorsque le DNA est refroidi après sa dénaturation. Pour

empêcher la fonnation de ces structures secondaires il est possible d'utiliser du

dirnéthylsulfoxide (DMSO), en général à une concentration de 10 p.100 (du volume de

l'incubation). Cette addition présente cependant l'inconvénient d'inhiber fortement la

polymérase (d'environ 50 p.lOO). Dans le même but il est possible de remplacer le

dGTP par du 7-aza dGTP.

Enfin il a été montré que l'addition de formamide à faible concentration (quelques

mM) diminuait fortement les amplifications parasites.

7 - L'équipement nécessaire

L'amplification par PCR ne nécessite que des variations rapides de températures

(en général trois températures différentes), une précision de 0,5à 1°C à chaque étape

étant suffisante. Les premières PCR étaient réalisées manuellement, en utilisant trois



bains-marie à sec. Depuis, de nombreux appareils ont été mis sur le marché. Le

système de chauffage est en général constitué d'une résistance chauffante, un appareil

utilise une lampe à halogène. Les systèmes de refroidissement sont plus variés. Le plus

simple est constitué d'un simple ventilateur (il ne permet pas de descendre à une

température inférieure à la température ambiante), d'autres utilisent le refroidissement

par l'eau, par des systèmes à effet Peltier, ou par des groupes à fréons comme ceux

utilisés dans les réfrigérateurs. Dans tous les appareils un système à microprocesseur

assure le contrôle programmable de la température et de ses variations. Certains

peuvent être équipés d'une sonde de température intégrée dans un tube de PCR, est

ainsi possible de suivre la température régnant réellement au sein du tube et de tenir

compte ainsi de l'inertie thermique de la paroi du tube.

D'une manière générale les paramètres de la PCR peuvent varier d'un type

d'appareil à l'autre. De ce fait, il est préférable que tous les appareils d'un même

laboratoire soient du même type. Les tubes utilisés doivent impérativement être

toujours les mêmes. Les différences de résultats entre appareils proviennent le plus

souvent de la différence d'inertie thennique des tubes utilisés et surtout du contact

entre le tube et le système de chauffage. Toute mauvaise adaptation entre la forme du

tube et la forme du trou dans le bloc chauffant peut entraîner des variations de

plusieurs degrés au sein du tube. De nouveaux appareils ont fait leur apparition sur le

marché, ils sont équipés de plusieurs blocs chauffant réglables de manière

indépendante. Il est ainsi possible de réaliser, en même temps, plusieurs PCR

nécessitant des conditions expérimentales différentes. Certains appareils permettent

aussi d'utiliser des plaques de microtitration (96 puits).

IV - LES LIMITES DE LA TECHNIQUE PCR

La première limite est celle de la taille de la séquence que l'on souhaite

amplifier. L'expérience montre qu'il n'est guère possible, sauf cas très exceptionnel,

d'amplifier des séquences dont la longueur est supérieure à 3 kb. Jusqu'à 1 à 1,5 kb,

l'amplification ne pose en général pas de problème, et les milieux d'incubation

classiques peuvent être utilisés. Au-dessus de 1,5 kb, les amplifications sont plus



difficiles à réaliser, et le plus souvent il est nécessaire de rechercher, par tâtonnement,

les conditions expérimentales adaptées à la séquence à amplifier.

La seconde limite est celle du nombre de copies de la cible. Des amplifications

à partir d'une seule copie ont pu être réalisées. Dans la pratique ce type de prouesse est

difficile compte tenu des problèmes de contamination (voir ci-dessous). On peut

l'envisager à titre expérimental, lorsque l'amplification peut être réitérée (pour

confinnation, ou en cas d'échec), mais pas en routine diagnostique. Lorsque le nombre

de copies de départ est faible, il est préférable d'effectuer deux PCR successives plutôt

que de multiplier le nombre de cycles. En effet, comme nous l'avons vu, après 40 à 50

cycles la quantité de DNA ne change plus, le plateau est atteint. Cette inefficacité de

l'augmentation du nombre de cycle constitue la troisième limite intrinsèque de la

technique PCR.

v - LES PRINCIPAUX PROBLEMES RENCONTRES

Parmi les différents problèmes qu'il est possible de rencontrer en utilisant la

technique PCR, il en est un qui revêt une importance particulière, surtout lors d'une

utilisation en diagnostic (le résultat étant souvent le facteur décisif dans le choix de

l'acte qui peut être par exemple un avortement) : il s'agit du problème de la

contamination. Si le produit d'amplification doit être sous-cloné, le problème majeur

est celui de la faible fidélité de la Taq polymérase. Enfin il apparaît souvent des

amplifications parasites dont il n'est pas toujours possible de se débarrasser.

1 - La contamination

Quelle que soit l'application envisagée, il s'agit là d'un problème majeur,

particulièrement difficile à maîtriser. Lors des premières utilisations de la PCR,

l'attention a très vite été attirée par l'augmentation considérable des faux positifs (tubes

ne contenant pas de DNA cible dans lesquels une amplification est cependant

observée), au fur et à mesure de l'utilisation d'un type d'amorces donné. Après moins



d'un mois il pouvait arriver que plus de 10 p.IOO des blancs soient amplifiés. Ces

amplifications artéfactuelles résultent de contamination par les produits des

amplifications précédentes. il est impossible de complètement s'affranchir du problème

de la contamination. Cependant certaines précautions permettent de minimiser

considérablement le risque. En pratique, la source majeure de contamination est le

DNA amplifié au cours des manipulations précédentes. Un tube où a été réalisée une

amplification contient des quantités énormes de la cible, à haute concentration. Lors de

l'ouverture du tube, les turbulences engendrées projettent dans la pièce la vapeur d'eau

(dans laquelle du DNA amplifié est solubilisé) que contenait le tube. Par ce simple

geste plusieurs milliers de copies peuvent chaque fois contaminer l'atmosphère de la

pièce. Lors des pipettages après amplificatio~ la dépressio~ engendrée par la pipette

automatique, crée des micro-aérosols qui vont tapisser des séquences amplifiées les

parois de la pipette. Ainsi dans une pièce où sont ouvertes des tubes contenant un

produit amplifié l'air, les murs, le matériel, etc. sont contaminés par la séquence cible.

Pour s'en convaincre il suffit de prendre un petit carré de papier filtre et

d'essuyer la poignée de la porte du laboratoire, le clavier de l'appareil d'amplification,

etc., le papier est alors une source parfaite de DNA Pour obtenir une PCR positive.

La principale et la plus efficace des mesures à prendre pour lutter contre ce type

de contamination consiste à réaliser les incubations dans un laboratoire différent et le

plus éloignée possible de celui où sera analysé le produit amplifié (il est par exemple

préférable qu'il est situé à un autre étage, voire dans un autre bâtiment). Le matériel

utilisé pour réaliser les incubations (pipettes automatiques, etc.) ne doit pas être utilisé

pour une autre activité et ne doit jamais quitter le laboratoire correspondant. Bien que

le risque de contamination par du DNA non amplifié soit infime, quelques précautions

supplémentaires peuvent être prises à titre préventif.

- utilisation de cônes de prélèvement munis de coton protecteur, ou mieux de piston.

Le corps de la pipette ne peut jamais être en contact avec l'échantillon;

- irradiation des amorces avec des rayonnements ultra-violets;

- aliquotage en petits volumes de tous les composants des incubations (amorces,

nucléotides, ...) et ce dès leur réception ;

- distribution du DNA en dernier, lors de la réalisation des incubations.



La société Perkin-Elmer-Cetus propose maintenant un système destiné à

supprimer les contaminations. Le principe en est simple : le dTTP est remplacé par le

dUTP dans les incubations. Cette modification est sans effet sur l'amplification. Il en

résulte un marquage très spécifique de la cible amplifiée par rapport à la cible non

amplifiée. Lors de la réalisation de la PCR, de l'uracylglycosylase (enzyme de la

répartition extraite d'E. coli) est ajoutée au milieu réactionnel. Une incubation va

pennettre à cette enzyme de détruire tout DNA provenant d'une amplification

antérieure (contenant U et non T). L'enzyme est automatiquement détruite lors de la

première dénaturation du DNA, car elle est thermosensible et ne supporte pas la

température utilisée (94 à 98°C). Le DNA qui est ensuite synthétisé ne sera donc pas

détruit. Cette amélioration augmente le prix d'une technique qui, par elle-même, coûte

déjà très cher.

2 - Le manque de fidélité de la Taq polymérase

La Taq polymérase est une enzyme qui ne possède pas d'activité de correction

des épreuves (proof reading). Le taux d'erreurs introduites par cette enzyme est donc

particulièrement élevé. TI est comparable à celui de la transcriptase inverse, soit

environ 10-4. Pour la plupart des applications ces erreurs ne sont pas gênantes, si les

seuls paramètres analysés sont la taille ou la présence du produit amplifiié. En

revanche, lorsque la séquence du produit amplifié jour un rôle dans l'analyse (analyse

de mutations, étude de liaisons DNA-protéines, sous-clonage, ...) la présence d'erreUrs

de réplication peut fausser complètement les résultats obtenus. li n'existe pas de moyen

pour supprimer ces erreurs ; on peut tout au plus les minimiser. Ces moyens ont déjà

été évoqués dans l'analyse des produits constituant l'incubation (concentration des

différents nucléotides, faible concentration de DNA, etc.). L'interprétation des résultats

devra tenir compte de la possibilité d'erreurs dues à la polymérase, et les contrôles

devront être suffisants et appropriés. Enfin il sera toujours préférable de pratiquer des

déterminations directes de séquences (ou les erreurs ne sont pas détectables car

aléatoires et diluées) plutôt que de séquencer après sous-clonage, même si les résultats

sont les plus souvent moins bons et plus difficiles à interpréter.



J - Les amplifications parasites

Les amorces utilisées sont toujours courtes, et la possibilité qu'elles s'hybrident

ailleurs qu'au niveau de leur cible n'est pas négligeable. On estime en fait que

seulement 1 p.lOO des amorces s'hybrident à leur place normale, les 99 p.l 00 restants

s'hybridant n'importe où de manière non spécifique. Normalement les amplifications

parasites qui en résultent ne sont pas détectables car elles sont linéaires et non

exponentielles. La quantité obtenue à la fin des cycles est trop faible pour être révélée

par simple coloration. Pour que le contaminant soit détectable il faut que deux

amorces aient pu s'hybrider en regard et à une distance suffisamment faible pour que

l'amplification puisse s'effectuer. Les amplifications parasites ne sont pas prévisibles et

dépendent de la séquence des amorces utilisées. Le moyen le plus efficace est

d'augmenter la stringence, le plus souvent en augmentant la température. Cette

augmentation est effectuée progressivement jusqu'à ce que les bandes contaminantes

disparaissent (bien sûr dans la limite de ce que permettent les amorces choisies). li a

aussi été montré que la formamide à faible concentration augmentait la spécificité sans

trop inhiber l'amplification.

Certains protocoles incluent une étape de dénaturation prolongée lors du

premier cycle (quelques minutes à 98°C) afin de s'assurer que tout le DNA est bien

passé sous forme simple-brin. Afm de ne pas altérer la polymérase on ne l'ajoute

qu'après. Cette stratégie est fortement déconseillée car elle est la source d'amplification

parasites. En effet après avoir ajouté la polymérase il est nécessaire de centrifuger les

échantillons de manière à rassembler la totalité du contenu au fond du tube.

L'ensemble des opérations prend du temps, le DNA étant sous forme simple-brin et la

température relativement basse (température ambiante), les hybridations non

spécifiques des amorces sont fortement favorisées. A partir de ces amorces fixées non

spécifiquement, la polymérase effectue une élongation qui peut être très importante si

le temps est suffisamment long (nombreux échantillons à traiter). Il en résulte toute

une série de séquences parasites mais qui possèdent une des deux amorces à l'une des

extrémités. Toute amorce opposée s'hybridant de manière non spécifique à cette

séquence conduit à une amplification parasite exponentielle, donc à une bande parasite



à l'électrophorèse. Ce phénomène explique certaines surprises de sous-clonage de

produits PCR (bonnes amorces entourant une séquence inattendue).

VI - LA NESTED PCR (DOUBLE PCR)

Une technique a été proposée pour lutter contre les amplifications parasites et

s'assurer que la bande observée correspond bien à la séquence recherchée. Cette

technique, appelée PCR, nichée" (nested peR), consiste à réaliser deux PCR

successives en utilisant des couples d'amorces différents, le deuxième couple

d'amorces encadrant une séquence incluse dans celle qui est amplifiée par le premier

couple d'amorces. Ainsi, si la bande correspondant à la première amplification est

artéfactuelle, lors de la deuxième PCR les amorces du deuxième couple ne pourront

pas s'hybrider et il n'y aura pas d'amplification. Cette technique permet d'augmenter

dans le même temps la spécificité et le taux d'amplification. Elle est particulièrement

souhaitée lorsque la quantité de cible de départ est faible.

Quelles que soient les précautions prises il n'est pas toujours possible de se

débarrasser de amplifications parasites (par exemple en cas de très fortes homologies

de séquence).

VII L'AMPLIFICATION DES RNA ET L'ANALYSE DE LA

TRANSCRIPTION ILLEGITIME

La Taq polymérase ne peut pas utiliser le RNA comme matrice, mats une

amplification peut être réalisée à partir de RNA si une étape intermédiaire de

transcription inverse est réalisée. Il est préférable de partir de RNA total plutôt que de

RNA poly A+. Plusieurs stratégies peuvent être envisagées:

- transcription inverse en utilisant l'oligonucléotide qui sera utilisé lors de

l'amplification (celui qui s'hybride à l'extrémité 3' du messager) comme amorce pour la

transcriptase ;

- transcription inverse de tous les messagers en utilisant de l'oligo dTP comme

amorce. Une variante consiste à utiliser des hexanuc1éotides synthétisés au hasard



ANNEXE 2 : METHODES D'EXTRACTION DE L'ARN VIRAL

• Extraction de l'ARN viral par la méthode du phénol chloroforme

Les réactifs utilisés sont des solutions de :

· isothiocyanate de guanidium (Gu SCN)

· Chisen préparé avec 1 ml d'alcool isoarnylique dans 24 ml de chloroforme

· phénol chloroforme préparé avec une partie de phénol pour une partie de Chïsen.

· un mélange de 18 ml d'éthanol et 2 ml d'acétate de sodium

· éthanol à 70 %

· l'échantillon: chaque suspension cellulaire provenant de chaque écouvillon.

- A 150 III d'échantillon (suspension cellulaire)dans un tube eppendorf, ajouter

450 III de Gu SCN et 500 III de phénol chloroforme. Vortex le tube et centrifuger

pendant 10 minutes à 1300 tour à 6°C.

Le GuSCN lyse les cellules et le phénol de chloroforme libère les substances

organiques. Cette opération est réalisée sous une hotte.

- Après centrifugation le surnageant contient l'ARN et le culot des débris

cellulaires.

Dans un nouveau tube, ajouter au surnageant 500 III de la solution de Chisen.

Vortexer, centrifuger 10 minutes à 13 000 rpm à 6°C. Attention à ne pas prélever le

culot.

- Après centrifugation l'ARN contenu dans le surnageant et précipité avec 500

III d'un mélange d'éthanol absolue et d'acétate de sodium.

- Laisser à -20°C toute la nuit ou à -70°C pendant 1 h

- Centrifuger 30 minutes à 13 000 rpm à -4°C

- Eliminer le surnageant en faisant attention au culot

- Laver le culot avec 800 III d'éthanol à -70°C

- Centrifuger à 13000 rpm pendant 15 minutes à 4°C

- Eliminer le surnageant et sécher le culot à l'étuve

- Mélanger le culot avec 15 III d'une solution de DEPC

- Conserver l'ARN ainsi extrait à -70°C



C'est cette suspensIon d'ARN qw a été utilisée pour réaliser les pools

d'échantillon.

• Extraction de l'ARN par la méthode du KIT QUIAGEN Rneasy Mini Handbook

Les réactifs utilisées sont :

-le tampon de lyse préparé avec 1 ml de RTL et 10 III de Pmercaptoéthanol

- l'éthanol à 70 %

- le tampon RWI

-le tampon RPE

- le DEPC 0,1 % (diethyl pyrocarbonate)

- échantillon : pools de suspension cellulaire

Dans un tube eppendorf ajouter à 30 J11 de suspension cellulaire, 350 J11 de

tampon de lyse

- Vortexer pour homogénéiser et attendre 5 à 10 minutes

- Rajouter 600 III d'éthanol à 70 %

- Placer les tubes sur des colonnes (qui sont chargées d'amorces qui retiennent l'ARN)

- Centrifuger 15 minutes à S 000 tours

- Faire trois lavages pour rejeter les débris cellulaires

· un lavage avec 700 III de tampon RWI et centrifuger 15 secondes à SOOO tours

· un lavage avec 500 III de tampon RPE centrifuger 15 secondes à SOOO tours

· un lavage avec 500 III de tampon RPE pendant 2 minutes et sécher la colonne.

- L'étape d'élution consiste à libérer l'ARN qui s'est fIXé sur la membrane. Elle se fait

avec 30 à 50 III d'eau traitée avec du DEPC 0,1 %. Cette eau détruit les RNases et

protège les ARN.

- Conserver l'ARN - SO°C.



ANNEXE J : LA REVERSE TRANSCRIPTION

Elle pennet de transformer l'ARN en cDNA. Nous avons utilisé deux protocoles

différents.

• Le premier protocole

. Les réactifs

-pDN6

-ddHO

-4dNTPs (2 mM; d'ATP, dTTP, dCTP, d6TP)

-RNase

-l'échantillon d'ARN

- le tampon de l'enzyme

• Manipulation

- Préparer un mix de réactifs c'est à dire qu'il faut dans un seul tube mettre les

quantités suivantes multipliées par le nombre de tubes (d'échantillons correspondants à

réaliser)

PdN6 2 J.11

ddH20 3 J.11

RNA 5 J.11

Total 10 J.11

- Distribuer dans chaque tube eppendorf 10 pl du mix.

- Incuber les tubes à 65°C pendant 10 minutes puis les plonger immédiatement

dans la glace

- Préparer un autre mix avec

· tampon

· 4dNTP (2 mM)

· Rnase 1 J.1.1

5 J.11

2 J.11 de chaque



Total = 8 !JI

- Distribuer 8 !JI de ce mix aux tubes précédant qui contenaient 10 !JI du premier mix.

Centrifuger à 2000 rpm pendant quelques secondes les tubes pour obtenir un

mélange homogène et incuber à 37° pendant une heure.

On obtient le cDNA.

• Deuxième potocole (KIT QUIAGEN)

Selon le protocole du kit que nous avons utilisé nous avons procédé comme

suite:

. Les réactifs

- Les échantillons d'ARN

- Bulk fust strand est constitué de Reverse transcriptase et de DNTP (ATP dTTP

etc.) ..

- DTT est un inhibiteur des Rnases

- Pd (N)6

. Manipulation

Dans des tubes à PCR (tube eppendorf de 500 Jll) mettre 8 Jll de solution

d'ARN et incuber à 65°C pendant 10 minutes. Puis plonger immédiatement les tubes

dans de la glace.

Chaque tube doit contenir les quantités suivantes.

Bulk Primer DTT ARN Total

First Strand

5ml 1 Jll 1 Jll 8 !JI 15 !JI



On prépare alors un mix des trois réactifs (Bulk frrst-Strand, primer, OTT) c'est

à dire que dans un seul tube on met le volume total des quantités pour un tube

multiplié par le nombre de tubes total.

Exemple: pour 36 tubes, on prépare un peu plus soit pour 38 tubes. Ce qui correspond

a : 38 x 5 + 38 x 1 = 266 III

On met 7 Id du mix dans chaque tube contenant 8 Id de solution d'ARN.

Centrifuger à 2000 rpm pendant quelques secondes les tubes pour obtenir un mélange

homogène et incuber à 37° pendant une heure.

On obtient le cDNA.

Les contrôles suivant sont effectués. Pour les deux protocoles

· un tube témoin de contrôle de la réaction de reverse transcriptase, dans lequel

l'échantillon est remplacé par 1 III d'une solution de l'ARN purifié connue;

· un témoin de contrôle de contamination, où l'échantillon est remplacé par de l'eau

traitée au DEPC ;

- un témoin de contrôle négatif: où l'échantillon est remplacé par de l'ARN de

cellule non infectée ;

· un témoin de contrôle de la spécificité des amorces où l'échantillon est remplacé

soit par de l'ARN du virus PPR si l'échantillon est du virus bovipestique, soit de l'ARN

du virus bovipestique si l'échantillon est du virus PPR.

N.B : Dans ces deux protocoles nous n'avons pas eu besoin d'incuber les tubes à 65°C

parce que le virus PPR est un virus de structure peu pelotonné qui n'a pas besoin d'être

chauffé pour devenir linéaire.



ANNEXE 4: L'AMPLIFICATION GENETIQUE

C'est la réaction d'amplification génétique du cDNA.

* Teneur fmale des différents constituants dans 50 yI

- solution de cDNA < 50 ng

- solution tampon : 1 fois

- les deux primers : 200 ng ou 20 pmol

- dNTP : 200 ~M

- Taq polymerase est: 2,5 U

- mû : QSP : de l'eau stérile utilisée pour compléter à 50 ~l

· Le tampon PCR contient tous les éléments qui optimise l'action de l'enzyme.

Ce tampon est à 10 fois. On travaille avec un tampon de 1 fois.

10 x V = 1 x 50 ~l

V=50=5 ~L

10

V=5 ~l

· Les primers (A et B) utilisé est à 20 picomol ~l donc en prenant 1 ~l on a 20

pmol dans 50 ~l

· Le DNTP est à 10 mmol de chaque nucléotide. Donc on prend 1 ~l

· La taq polymerase est à 5 U, il faut diluer au demi

*Manipulation

Dans un tube eppendorf mettre

. la solution de cDNA : 5 ).lI

. le tampon: 5 ~l



1 min

30 sec

Agiter et incuber les tubes au bain marie bouillant pendant 10 mois. Les plonger

immédiatement dans la glace pendant 5 mn, les centrifuger et ajouter : . le primers 1 :

1 J.1L

· le primer2 : 1 J.1L

· le DNTP : 1 J.1L

· H20 à compléter à 50 J.11

Placer les tubes dans le thennocycleur pour le programme défini.

- Un tube témoin de contrôle de l'amplification est ajouté à cette étape dans lequel 1 III

< 1 J.1g/fll d'une solution de cDNA et introduite ainsi que les autres ingrédients de

l'amplification.

• Programme utilisé pour l'amplification génétique

- Hybridation à 60°C

- Elongation à 72°C

RAMPING3.0

- Dénaturation à 95°C ... 10 secondes puis à 94°C ... 30 sec

5 cycles

- 55°C 1 min

- 72°C 30 sec

95°C 10 secondes

- 94°C 30 sec

30 cycles

- 55°C 1 min

- 72° 10 min

30°c 1 min

1 cycles



ANNEXE S: PRATIQUE DE L'ELISA DE COMPETITION

POUR LA PESTE BOVINE

1- PREPARATION DES TAMPONS ET REACTIFS

1- Antigène

- Reconstituer l'antigène lyophilisé avec 1 ml d'eau distillée de Vienne (diluant 1).

Agiter lentement jusqu'à complète dissolution. Le flacon reconstitué peut être aliquote

en plusieurs parties de 200 Jil par exemple et conservés à -20°C. Une partie est utilisée

jusqu'à épuisement.

2 - Anticorps monoclonal (Mab), C++, C+, C: reconstituer comme ci-dessus

avec 1 ml d'eau distillée, diluant 1.

3- Conjugué: le flacon reçu indique que la reconstitution nécessite 2 ml d'eau

distillée de Vienne, diluant 1.

4 - Solution de Chromogène (OPD) : dissoudre 1 comprimé d'OPD dans 75 ml

d'eau distillée locale. Conserver à +4°C dans l'obscurité (envelopper le flacon dans du

papier aluminium). La solution stock sera conservée à -20°C.

S - Solution de substrat (H202) : dissoudre comprimé d'eau oxygénée dans 10

ml d'eau distillée locale.

Conserver à +4°C.

6 - Tampon de sensibilisation : dissoudre 1 sachet de PBS ou 1 comprimé de

PBS selon le cas dans 1 litre d'eau distillée locale (0,01 M) puis vérifier le pH = 7,2­

7,4 et conserver à +4°C pour 2 semaines maximum. Des aliquotes peuvent être

conservés à -20°C.



7 - Tampon de blocage ou de saturation : dans du PBS 0,1 M (tampon de

sensibilisation) ajouter 0,1 % (v/v). Tween 20 et 0,3 % (v/v) de sérum négatif bovin

(contrôle négatif C-) Exemple: pour 100 ml de PBS, ajouter 100 f.ll de Tween 20 et

300 f.ll de sérum négatif. Cette solution est préparée pour le jour de test (préparation

extemporanée).

8 - Tampon de lavage : diluer au 115 avec de l'eau distillée locale 1 1 de tampon

de sensibilisation. Exemple: 1 litre de PBS 0,01 M (tampon de sensibilisation) pour 4

litres d'eau distillée (pBS 0,002 M);

9 - Solution d'arrêt : ajouter 55 ml d'acide sulfurique pur dans 945 ml d'eau

distillée locale (acide sulfurique 1 M).
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Résumé:

Des bovins vivants au contact de petits ruminants atteints de peste des petits

ruminants peuvent être infectés par le virus PPR.

~a période d'excrétion du virus PPR a été détenninée sur deux lots de 6 caprins.

L'un inoculé par la voie nasale, l'autre par la voie sous-cutanée.

Ces caprins ont été inoculés avec le virus sauvage PPR. Et des écouvillons

nasaux, oculaires et gingivaux ont été réalisés chaque jour jusqu'à la mort des

animaux. L'analyse de ces écouvillons par la RT-PCR montre que c'est entre le 6eet ge

jour (en moyenne une semaine) après inoculation que les petits ruminants atteints de

PPR deviennent contaminants pour les autres animaux sensibles.

L'influence du virus PPR sur la vaccination anti-bovipestique a été appréciée

sur des sérums de veaux et de bovins à partir de la technique EL1SA. En effet ces

bovins ont subi une vaccination contre la PPR suivie quelques semaines plus tard d'une

vaccination contre la peste bovine. L'analyse des sérums après la vaccination contre la

peste bovine montre que les anticorps anti-PPR, inhibent la réponse immunitaire

ahtibovipestique chez les veaux et pas chez les animaux adultes.

Mots Clés

Virus PPR, - PeSte des petits ruminants, - Moment d'excrétion chez chèvres, ­

Influence anticorps anti-PPR s~r vaccination anti-bovipestique, - B.ovins, -

Côte d'Ivoire.
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