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RESUME ET MOTS-CLES

RESUME

L’émergence du virus influenza HIN1 pandémique d’origine porcine en 2009 montre
I’importance de la surveillance des virus influenza porcins. La situation au Vietnam est favorable au
réassortiment de souches virales humaines, porcines et aviaires chez le porc du fait du grand nombre
des petits élevages multi-espéces avec un faible niveau de biosécurité. Afin d’étudier la transmission
interspécifique porc-volaille, deux engquétes ont été mises en place :

- une enquéte transversale avec sondage aléatoire pour estimer la viroprévalence de I’influenza
porcin et identifier les facteurs de risque,

- une enquéte de surveillance des maladies respiratoires porcines pour isoler du virus.

Au total, 604 porcs et 475 volailles ont été prélevés. Des écouvillons porcins ont été testés avec
un test de détection rapide d’antigéne, puis par RRT-PCR, et des écouvillons aviaires par RRT-PCR
uniquement. Tous les tests ont été négatifs. Au total, 93 élevages ont été enquétés, dont 28 avec des
symptdmes respiratoires chez les porcs. La viroprévalence maximale estimée pour 1’échantillon, sur
WinEpiscope®, est de 4% pour les élevages de I’enquéte transversale avec un degré de confiance de
95%, et de 10% dans les élevages avec symptomes. La place des maladies respiratoires porcines dans
les élevages a été évaluée grace aux questionnaires.

Cette ¢tude a permis d’identifier les limites des enquétes transversales et de surveillance des
virus influenza porcins. Des propositions ont été émises concernant les protocoles de surveillance des
maladies respiratoires porcines, d’études en abattoir, et d’études cinétiques ciblées.

MOTS CLES : virus influenza, porc, volaille, Vietnam, surveillance, prévalence, facteurs de risque,
transmission interspécifique.

ABSTRACT AND KEYWORDS

ABSTRACT

The emergence of the influenza HLN1 pandemic virus with a porcine origin in 2009 shows the
importance of swine influenza virus surveillance programs. The situation in Vietnam is conducive to
the reassortment of human, swine and avian virus strains in pigs because of the large number of multi-
species small farms with low biosafety level. To study the pig-poultry interspecies transmission, two
surveys were carried out:

- a transverse survey with random sampling to estimate the swine influenza viroprevalence and
to identify risk factors,

- a survey based on surveillance of porcine respiratory diseases to isolate the virus.

In total, 604 pigs and 475 poultry were sampled. Porcine swabs were tested with a rapid
influenza antigen detection test, then with RRT-PCR, and avian swabs by RRT-PCR only. All tests
were negative. In total, 93 farms were investigated, of which 28 with respiratory symptoms in pigs. The
maximum possible viroprevalence estimated for the sample, with WinEpiscope ®, is 4 % for transverse
survey farms with a level of confidence of 95 %, and 10 % in farms with symptoms. The importance of
porcine respiratory diseases in farms was determined through the use of questionnaire analysis.

This study enables the identification of the limits of transverse and surveillance surveys for
swine influenza viruses. Suggestions were formulated concerning protocols for porcine respiratory
disease surveillance, slaughterhouse surveys, and targeted kinetic studies.

KEY WORDS : influenza virus, pig, poultry, Vietnam, surveillance, prevalence, risk factor,
interspecies transmission.

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1
hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT /
année 2008-2009. 69 p. 1



SOMMAIRE

RESUME ET IMOTS-CLES ...ttt bbbttt bbb b e s e enes 1
ABSTRACT AND KEYWORDS ......oooiitiiiteeeiee ettt sa e e e s testestesne e aneanaenens 1
SOMIMAIURE ...ttt h bbb bt e bt bRt e R e R b et et e e ke e b e e b e e bt e Rt e st et et e nbenbeebenreeneene e 2
LISTE DES TABLEAUX ..ottt sttt sttt taesaesa e st et e testesteanaenaenaenaenes 4
LISTE DES FIGURES ...ttt sttt bbbt s ettt e st sbesbeera e s eneeneas 4
LISTE DES ANNEXES ..ottt sttt ettt beebeesaesa et et e stestestesneeraenaeneenes 4
LISTE DES ABREVIATIONS ...ttt sttt ettt st sbesreeneeneeneas 5
REMERCIEMENTS . ..ottt ettt sttt e et et e be et e e beebeeseesa et et e stestesbeanearaenaanennes 6
10 8 oo (1 [od £ o] o FHU PSP UOP PR RPRURTI 7

I. Filieres porcine et avicole au Vietnam et contexte Influenza...........c.cccoevevvevevecciniesneeenn, 8

I.1. Présentation de la production porcine et avicole au Vietnam ..........cccccevevereneneieneneneenenn, 8

1.1.1. Présentation génerale du VIEtNAM .........ccoiiiieiiinese e 8

1.1.2. Les productions porcine et avicole au VIEtNAM ..........cccevveiiiieiie e 8

a) Place des cheptels porcin et aviaire au VIEtNaM .........cccoveriiinenininieeee e 8

b) Les systémes de production porcing et aviCole ...........cccocveieiieiicie s 8

I.2. Influenza A aviaire et porcin : caractéristiques virales et contexte en Asie du Sud-Est ......... 9

1.2.1. Caractéristiques VIrOIOGIGUES ........covveieiieiieeie ettt ettt re e sne e ens 9

Q) SITUCTUIE AU VITUS ...ttt bbbttt bbbttt 9

D) DeS VIrUS treS EVOIULITS .......oieiiicc e e 10

1.2.2. Contexte épidémiologique et écologie des virus influenza A ... ieieiieneenen, 10

a) Les sous-types porcins et aviaires en Asie du SU-ESt.........ccccccevviiiiiiiiiic e, 10

b) Cas de transmission de I’influenza A entre les porcs, les volailles, et ’'Homme................ 12

1.2.3. Aspects cliniques et excrétion des virus influenza A ..o, 13

Q) CNEZ IBS POFCS ...ttt bbbttt b bbbt 13

D) Chez 1€S VOIAIIIES .........ooieeie e e 13

[T O] o] [ (SRS 14

1.3.1. Objectifs de la these de C. TFEVENNEC ......ccveieeivieieceecte ettt 14

[.3.2. Objectifs de I’étude VITOIOZIQUE .......c.eevviiriiiiiieiie e 14

LI Materiel €1 METNOTE .. ...oviiiee ettt st reeneeneeneas 15

IL1. Z0NE A ELUAEC........cicciitieeee ettt e e e e e e s s s et r e e e e e e s s s stbb b b e e e e eeeeesesbbbraeeeeeeesssnnnrrres 15

I1.2. Choix de 12 periode d’tUAE ........ccuriieiiiiiie e et s e e e e sare e e e s erreeeeens 16

1.3, ECRANTHIONNAGE ... .eveeeieciieeee ettt esraete e e sreenee e 16

11.3.1. Etude de VIFOPIEVAIENCE ........ccveevice ittt 16

a) Population cible et pOPUIALION SOUICE...........ciiiiiiiieieie s 16

b) Taille d’Echantillon...........c.ooiiiiiiiii e 17

C) THFAGE AU SONT ..ttt bbbttt b bbbt e et e bbbttt b e e ne e enes 18

11.3.2. Etude basée sur la surveillance des maladies respiratoires porcines.............ccocceeveennenn. 18

a) Zone d’étude ciblée et POPULALION. ......oiiiiiiiiiieiie e 18

D) DEFINITION T8 CAS.....eeveeiiciec ettt et e r e e et e st esreesteenreens 19

C) DECIAratioN GBS CAS ......eviieiiiieiiiitie et bbbttt bbb 19

d) Taille de PEchantillon...........coouiiiiiiieie e 20

11.4. E1aboration du QUESTIONNAITE. .......cc.eeviiieiieeieeiie e sieeee st ee et ee e sreesaeeneesreenee e 20

IL.5. Prélévements et collecte d’informations sur 1€ terrain..........coccvveeeiciveeeeiiiieeeceiiiee e 20

[1.5.1. Etude de VIFOPIrEVAIENCE .........ooviiiiiiieeeiieie et e 20

11.5.2. Etude basée sur la surveillance des maladies respiratoires porcines.............ccocceevvennene. 21

11.6. Diagnostic et analyses en 1abOratOire .........coueiierierieiie e 22

11.6.1. Diagnostic clinique dans les fermes avec symptomes respiratoires..........c.ccoeevevveennenn. 22

11.6.2. Diagnostic avec le test Flu Detect Synbiotics® dans les fermes avec symptomes....... 22

11.6.3. Diagnostic de 1ab0ratoire ..........cccvoviiieie i 22

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1
hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT /
année 2008-2009. 69 p. 2



a) NIVR et essai INter 1ab0ratoire ..........cccveiveiiiieie e 22

b) Extraction d’ARN et RRT-PCR sur les écouvillons de porcs et de volailles..................... 23

c) Culture et isolement viral par inoculation sur ceufs embryonneés .............ccceevvviiiiiiinnnn. 23

d) Sous-typage par inhibition d’hémagglutination ............ccoeeiireriniinieieie e 24

e) Analyse sérologique pour les fermes avec SYmptomes .........cccccveveiieiieriesiie s 24

[1.7. RESUIALS GtEENAUS......eveveieeieeieeeeie ettt e et et tenteenaenaeneenes 24

L L RESUITALS ...ttt bbbttt b e s e s et e besbesbeebenbeeneeneeneas 25

I11.1. Nombre de fermes et de PréleVEMENLS...........ccveveieiiereiese e 25

111.2. Résultats des analyses de 1aD0ratOIre...........cucveieierierieie e 26

I11.2.1. Résultats des tests rapides sur le terrain pour 1’étude de surveillance..............cco....... 26

111.2.2. RésUltats deS RRT-PCR........c.cooiiiiiiiiiiieise et 26

111.2.3. Résultats sérologiques pour les fermes avec SYmptomes ........ccocevervrerrrenesenenennen, 26

111.3. Analyse statistique concernant la VirOprévalenCe ...........ccccevveviieeeienene e 27

111.4. Epidémiologie des SyNdromes QriPPaUX ........ceeeeeereeruerresressesseseseessessessessessessessesasseeseenes 28

111.4.1. Place et gestion des maladies respiratoires dans les élevages enquétés ...................... 28
I11.4.2. Commémoratifs des maladies respiratoires dans les élevages de porcs avec

L] 0110 1TSS 29

A 5 T £ o SRR 31

IV.1. Les biais de PEtUAC .....eiiuvieiiiie ittt e e e e ne e e snnee e 31

IV.1.1. BiaiS 08 SEIECLION .....ocuiiiiiiiciiciee ettt re e 31

| AV B0 23T T TS e B o 1TSS a2 1 o) o WP 31

IV.2. Hypothéses concernant les résultats Négatifs...........cocevvireiiiiieiseee e 32

IV.2.1. Echantillonnage et période de I'étude ...........ccooviiiiiiiiiiiicii 32

IV.2.2. Réalisation et analyse des PréleVemMENtS.........ccooreirereineneninese e 33

IV.2.3. Place de I’influenza porcin dans le complexe des maladies respiratoires porcines.....34

1V.3. Propositions pour 1es tudes UIEMEUIES ...........cviireieiniiieene e 34

IV.3.1. Recommandations de la FAO concernant le virus Pandemic H1IN1/2009.................. 34

IV.3.2. La surveillance avec définition de cas des maladies respiratoires porcines................ 35

a) Comment inciter les éleveurs et les vétérinaires a déclarer 1es cas ?..........ccevvevvveeirenenne. 35

b) Comment établir une définition du cas SUSPeCt adaPLEE ?.........ccvveirieierere e 36

1V.3.3. EtUdES €N ADALIOIT .....oveeiecie e 36

IV.3.4. ETUE € CINELIQUE ...o.veiiiieieeiieeee ettt bbbt 37

IV.3.5. Choix des méthodes d’analyse en 1aboratoire ............ccocevieiiiiiiiciiiic e 37

@0 0] 1151 o] o SRS SRSS 40

BIBLIOGRAPHIE ... ..ottt bbb bt s e st et e e naeebesbeebeeneaneeneeneens 41

ANNEXES ...ttt ettt et e st et e s be et e e ae e R e e Rt et et e te et e eRe R e Re e Rt e Rt et e beetenreereareeneeneens 45

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1
hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT /
année 2008-2009. 69 p. 3



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Cheptel porcin et types de production au VIietnam ............cccccvevveiiereeiicieese e 9
Tableau 2 : Sous-types d’influenza A infectant les porcs de maniére endémique dans le monde .......... 10
Tableau 3 : Revue non exhaustive des cas de transmission de virus influenza aviaire aux porcs........... 12
Tableau 4 : Nombre d’écouvillons réalis€s et analySes ..........cooerieririiiiieiiiieee s 25
Tableau 5 : Nombre de prises de sang réalisées, analysées en ELISA A ... 25
Tableau 6 : Résultats ELISA A pour les élevages avec SYMPLOMES ........ccovvvrereeirereene e sieneenenens 27
Tableau 7 : Confrontation protocoles Versus ObJECtITS .........ccciviiiiiiiiiic e 39

LISTE DES FIGURES

Figure 1:
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 .
Figure 5:
Figure 6 :
Figure 7 :

Structure du VIruS iNFIUBNZA A ..ottt sne e nnes 9
Répartition temporelle des foyers d’TAHP au Vietnam de janvier 2004 a Février 2006 ......... 11
Evolution de I’infection aul STV ........ooiiiiiii e 13
Carte du Nord-Vietnam : localisation des provinces de Ha Tay et Bac Giang..............c........ 15
Résultats RRT-PCR NEGALITS ........coeiiiiiieesieees e e 26
Estimation de la viroprévalence maximale ............cccccooveiieii i 27
Calcul du degré de confiance en fonction de la prévalence ...........ccocooveovvevnieneneineneieen, 28

LISTE DES ANNEXES

ANNEXE 1 : Effectifs du cheptel vietnamien, en milliers de tetesS.........ccovveveiiievivcvc e 45
ANNEXE 2 : Apercu non exhaustif des différents sous-types isolés en Asie et aux Etats-Unis............ 46
ANNEXE 3 : Districts et communes de la zone d’étude - Ha Tay et Bac Giang.........cccceevvvvriniennnnne. 47
ANNEXE 4 : Fiche distribuée auX VEIEINAITES ........cccvevueiieieerie e ereseese e sre e sree e ae e saeeneennes 48
ANNEXE 5 : Fiche distribuée auxX €leVEUrs de POICS.........c.civeiuiiieiiieie st s 48
ANNEXE 6 : QUESLIONNAITE .. ..eveeieitiesiieieeiesieesieeeesteesaesseesteeseesseesseeseesseesseesseaseesseeseesseesseessesseessenseesses 49
ANNEXE 7 : Composition du milieu de transport pour €couvillons ...........ccccceeveiieviiicieccc e 59
ANNEXE 8 : Protocoles d’extraction d’ARN et de RRT-PCR.........ccoeiiiiiiiiii e, 60
ANNEXE 9 : Déclaration de maladies contagieuses & manifestations respiratoires dans I’année.......... 63
ANNEXE 10 : Morbidité et Létalité chez les porcs dans ’année ............ccooeevvrieiiiiiiieninicie e 64
ANNEXE 11 : Période des maladies respiratoires POICINES.........ccvevvverveiieieeireiie e esie e sreesae e sre e 65
ANNEXE 12 : Vaccinations des porcs pratiquées dans 1es leVages..........cccvvvvrirenene e, 65
ANNEXE 13 : Morbidité et Létalité chez les volailles dans I’année .............ccccevvveeiiieeiiee e, 66
ANNEXE 14 : Période des syndromes grippaux chez les volailles ............cccoooiiiiiniiiicee, 67
ANNEXE 15 : Vaccinations Influenza et maladie de Newcastle pratiquées chez les volailles............... 68
ANNEXE 16 : Symptomes declarés vs observés pour les fermes avec Symptomes ..........ccceevvvrereennn. 68
ANNEXE 17 : Maladies citées dans les fermes avec Symptomes ..........covevveveeiieieevie e 69
ANNEXE 18 : Délai entre I’apparition des symptomes et les prélévements ..........cccccevverveiinieeinenene. 69

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1
hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT /
année 2008-2009. 69 p. 4



LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ADNCc : Acide DésoxyriboNucléique complémentaire

ARN : Acide Ribonucléique

CIRAD : Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement
Ct : Cycle threshold

ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

FAO : Food and Agriculture Organization

GPS : Global Positioning System

GSO : General Statistics Office Of Vietnam

HA : Hémagglutinine

IAFP : Influenza Aviaire Faiblement Pathogéne

IAHP : Influenza Aviaire Hautement Pathogéne

M1, M2 : Protéines Matricielles 1 et 2

NA : Neuraminidase

NIVR : National Institute of Veterinary Research

NP : Protéines Nucléiques

NS1, NS2 : Protéines Non Structurales 1 et 2

OIE : Organisation mondiale de la santé animale

PB1, PB2, PA : Protéines polymérases

PBS : Phosphate Buffered Saline

PCV : Porcine CircoVirus

PRRsV : Porcine Reproductive and Respiratory syndrome Virus
RRT-PCR : Real time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
SIV : Swine Influenza Virus

WHO : World Health Organization

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1
hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT /
année 2008-2009. 69 p. 5



REMERCIEMENTS

A Monsieur le Docteur Francois Roger,

De ’unité AGIRs du CIRAD,
Pour [’encadrement de notre travail et ses conseils avisés,
Et qui avec disponibilité et bienveillance nous a permis de mener a bien ce stage.
Sincere reconnaissance.

A Monsieur le Docteur Jean-Luc Guérin,

De I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse,
Qui nous a fait ["honneur d’encadrer notre travail.
Sinceres remerciements.

A Mademoiselle Carléne Trévennec,

De I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse, PhD en accueil a I’unité AGIRs du CIRAD,
Que nous remercions vivement pour son accueil, sa disponibilité, et ses bons conseils.
Sinceére reconnaissance.

A Madame Stéphanie Desvaux,

De I’unité AGIRs du CIRAD,
Pour son aide et ses précieux conseils.
Sinceres remerciements.

A I’équipe de I’Université d’Agriculture de Hanoi,
A Monsieur le Docteur Vu Dinh Ton,
Directeur du Centre d’Etude Interdisciplinaire du Développement Durable,
Vice doyen de I’Université d’ Agriculture de Hanof,
Pour I’encadrement de notre travail, et pour ses conseils avisés.
Sincéres remerciements.

A Monsieur Nguyen Cong Oanh,
Pour son aide précieuse dans la réalisation de notre travail, et pour sa bonne humeur.
Sincéres remerciements.

A I’équipe du National Institute of Veterinary Research,
A Monsieur le Docteur Nguyen Tien Dung,
Directeur du département de virologie au NIVR,

A Madame Ho Thu Huong,

A Madame Nguyen Thuy Duyen,

A Monsieur Dao Duy Tung,

Chercheurs au NIVR,

Pour leur aide, leurs conseils et leur accueil.
Sincéres remerciements.

Aux équipes des services véterinaires des provinces de Ha Tay et Bac Giang,
Pour leur précieuse collaboration, et les journées de terrain passées dans la bonne humeur.
Sinceres remerciements.

A tous les enseignants du Master, du CIRAD, de ’ENVT, et de I’Université Montpellier 2,
Pour leur formation, et leur aide lors de notre stage.

A Marion Petit Sinturel et tous les amis recontrés au Vietnam,
Pour leur disponibilité et leur enthousiasme dans la découverte de ce merveilleux pays.

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1
hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT /
année 2008-2009. 69 p. 6



Introduction

L’influenza est une maladie infectieuse virale d’importance mondiale, et dont les
caractéristiques virales, avec une €volution continue du virus, sont responsables d’épidémies annuelles
et de pandémies occasionnelles chez I’Homme. Les virus influenza A se retrouvent dans diverses
especes, a savoir I’Homme, les porcs, les chevaux, les mammiféres marins, et différentes especes
d’oiseaux. Le contexte actuel avec la pandémie a virus HINT1 et le risque pandémique avec 1’ Influenza
Aviaire Hautement Pathogene (IAHP) H5N1 est particulierement préoccupant. Les porcs sont des hotes
importants dans 1’écologie des virus influenza A car ils sont réceptifs a I’infection par les virus
influenza A aviaires et humains, ils permettent leur réplication. 1ls sont donc des hotes potentiels pour
le réassortiment des virus influenza A d’origines aviaire et humaine. De plus, les porcs sont souvent en
contact étroit avec I’Homme et les volailles. Cela peut mener a de nouvelles souches de virus, dont
certaines pourraient étre transmissibles a d’autres especes dont I’THomme (Webster et al., 1992).

Le contexte en Asie du Sud-Est est particulierement favorable a ce réassortiment, notamment au
Vietnam ou les fermes familiales multi-espéces, principalement porcs et volailles, sont nombreuses. Le
niveau de biosécurité est généralement trés faible dans ce type d’exploitation, avec des batiments
ouverts ou inexistants, il y a donc un contact étroit entre ces deux especes. Ces conditions expliquent en
partie I’endémisation de I’influenza aviaire au Vietnam.

L’étude menée lors du stage avait pour but d’étudier, par enquéte virologique, la circulation de
virus influenza A chez les porcs et les volailles dans ces systémes d’élevage, d’estimer une
viroprévalence, d’identifier des facteurs de risque de cette circulation, et par la suite, en-dehors du
cadre du stage, de caractériser des souches de virus influenza porcin (Swine Inluenza Virus, SIV) afin
d’identifier d’éventuelles transmissions interspécifiques. La zone d’étude se situait dans deux
provinces, une dans le delta du Fleuve Rouge et une dans la région Nord-Est du Vietnam. Le stage s’est
inséré dans le projet de these (2007-2010) de Carléne Trévennec, qui s’intitule « Analyse et
modélisation du risque de transmission du virus influenza de type A entre les filieres avicoles et
porcines au Vietnam », rattaché au projet GRIPAVI du CIRAD (Ecologie et épidémiologie de la grippe
aviaire dans les pays du Sud), projet FSP (Fonds de Solidarité Prioritaire) financé par le Ministere des
Affaires Etrangeres. Le projet de these global se déroule en plusieurs étapes avec : des enquétes
sérologiques et virologiques, une appréciation du risque de transmission du virus influenza aux porcs,
et une étude sur les conséquences et sur la gestion du risque.

Lors du stage, je suis donc intervenue sur la premiére partie du projet de thése concernant les
enquétes serologiques et virologiques. Deux études ont été menées en paralléle, I’étude virologique,
exposée dans ce rapport, et 1’étude sérologique correspondant au stage de Marion Petit Sinturel. Les
deux enquétes ont été réalisées de maniere conjointe lors des sorties sur le terrain, les deux protocoles
ont donc dd étre harmonisés. Ces études ont associé la collecte d’échantillons (sérums, écouvillons), et
le recueil d’informations générales sur les élevages visités.

Tout d’abord le point va étre fait sur les filieres porcines et avicoles au Vietnam, ainsi que sur le
contexte influenza A en Asie du Sud-Est. Ensuite, le déroulement de 1’étude virologique sera décrit.
Enfin, les résultats seront exposés, une discussion sera effectuée, et des recommandations apportées
pour la suite du projet.
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I. Filieres porcine et avicole au Vietnam et contexte Influenza

I.1. Présentation de la production porcine et avicole au Vietnam
[.1.1. Présentation générale du Vietnam

La République Socialiste du Vietnam est située au cceur de 1’Asie du Sud-Est, elle a une
population de 85,2 millions d’habitants, et une superficie de 331 212 km? (GSO, 2009 (1)). La
population rurale représente 73% de la population totale (GSO, 2009 (2)), et 75% des terres sont
utilisées pour 1’agriculture (GSO, 2009 (3)). D’un point de vue administratif, le Vietnam a pour capitale
Hanoi, et il est composé de 64 provinces, comprenant 594 districts, dont 549 ruraux et 45 urbains, eux-
mémes subdivisés en 9 109 communes (GSO, 2009 (4)).

Notre étude s’est déroulée au Nord-Vietnam, dans les régions du delta du Fleuve Rouge et du
Nord-Est, respectivement dans les provinces de Ha Tay et de Bac Giang. Par la suite les raisons de ce
choix seront expliquées.

[.1.2. Les productions porcine et avicole au Vietnam
a) Place des cheptels porcin et aviaire au Vietnam

Le cheptel total vietnamien a connu une croissance de 11,6% en 2005, cela est di a
I’augmentation des productions de porcs et de beeufs, et a la stabilisation du nombre de volailles aprés
la baisse de production de 2004 due aux épizooties d’IAHP (GSO, 2009 (5)) (Annexe 1). Le porc a de
maniere générale une place prépondérante dans la production de viande au Vietnam ; en 2005, il
représentait 81% de la production totale, alors que la part de viande de volaille est de 11,5%, et celle de
beeuf, buffle et autre de 7,5% (Nguyen Thi Huong and Wayde, 2006).

Les productions de volailles et de porcs sont principalement réparties dans les deltas du Fleuve
Rouge et du Mékong, et dans la région du Nord-Est. Les régions du Nord-Est et du delta du Fleuve
Rouge sont les plus peuplées du Vietnam en populations porcine et aviaire, il en est de méme pour les
provinces de Ha Tay et Bac Giang au niveau régional (GSO, 2009 (6), 2009 (7)).

b) Les systémes de production porcine et avicole

Il existe plusieurs types de production porcine au Vietnam (Tableau 1). Les élevages familiaux,
de 1 a 10 cochons, sont les plus répandus, ils représentent 80% du cheptel national. Une ferme est
considérée comme commerciale a partir de 20 truies ou de 100 porcs a 1’engrais. Dans notre étude, ont
été enquétés les élevages familiaux et ceux de petite taille (de 30 a 100 porcs a 1’engrais). A eux deux
ils représentent 90% du cheptel national. Les races porcines qui y sont élevées peuvent étre des races
locales, exotiques, ou des porcs issus de croisement. Il est a noter qu’au Vietnam presque toute la
production de porc est destinée a la consommation locale, seuls 1 a 2% sont pour 1’exportation.
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Holding type Herd size Trends % of national ~ Number of Breeds

herd pigs
(million)

Smallholder or  1-10 pigs Modest 80% 15.1 North: mostly local
backyard mcrease South: mostly cross with exotic
Small-medium  5-20 sows, or 30— Significant

100 fattening growth 10% 1.88 Cross and exotic
Medium 20-500 sows, or Rapid

1004000 growth 5% 0.94 Exotic

fattening
Large =500 sows, or = Modest

4000 fattening merease 5% 0.94 Exotic

Tableau 1 : Cheptel porcin et types de production au Vietnam (La Van Kinh, 2002)

La population de volailles au Vietnam est composée principalement de poulets, canards, et
canards de barbarie. Environ 50% des volailles sont élevées en fermes familiales, jusqu’a 200 oiseaux,
25 a 30% sont des fermes commerciales de 200 a 2000 oiseaux, et 18 a 20% sont des fermes
industrielles de 2000 a 100000 oiseaux (Nguyen Thi Huong and Wayde, 2006).

Ainsi I’élevage familial a une place trés importante dans les filiéres porcine et avicole au
Vietnam, en effet la plupart des familles en milieu rural possédent quelques poulets ou canards, et
quelques porcs dans leur arriére-cour.

l.2. Influenza A aviaire et porcin : caractéristiques virales et contexte en
Asie du Sud-Est

[.2.1. Caractéristiques virologiques
a) Structure du virus

Les virus influenza A font partie de la famille des Orthomyxoviridae. 11 existe d’autres types de
virus influenza, mais chez les porcs et les volailles on ne trouve que le type A. Ce sont des virus
enveloppés d’une bicouche lipidique dérivée de I’hdte dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines
virales que sont les hémagglutinines (HA), les neuraminidases (NA) et les protéines matricielles M2.
Ce sont les protéines HA et NA qui caractérisent le sous-type viral, elles ont une importance capitale
dans I’infection et I'immunité de 1’hote. Au centre se trouvent les nucléocapsides du génome viral. Le
génome des virus influenza A est composé de huit segments uniques d’ARN négatif simple brin
(Webster et al., 1992) (Figurel).

Légende :

HA = Hémagglutinines

NA = Neuraminidases

M1, M2 = Protéines Matricielles
NP = Protéines Nucléiques

PB1, PB2, PA = Protéines
Polymérases

NS1, NS2 = Protéines Non
Structurales

Figure 1 : Structure du virus influenza A (Webster et al., 1992)

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1
hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT /
année 2008-2009. 69 p. 9



b) Des virus trés évolutifs

Les virus a ARN sont beaucoup plus sujets aux mutations en comparaison aux virus a ADN du
fait des erreurs de réplication des ARN polymérases, il s’agit de la dérive antigénique. De plus, pour
I’influenza A, I’ARN est segmenté ; lors de I’assemblage du virion dans la cellule hote, 1’incorporation
des segments d’ARN se fait en partie de fagon aléatoire. Cela permettrait la formation de virus avec
une nouvelle combinaison génétique, soit un reéassortiment genétique, dans le cas de cellules infectées
simultanément avec deux différents virus. On parle de saut antigénique. Ces changements génétiques et
antigéniques sont les facteurs les plus importants ayant un impact sur I’épidémiologie de 1’ influenza A
dans le monde (Webster et al., 1992).

[.2.2. Contexte épidémiologique et écologie des virus influenza A
a) Les sous-types porcins et aviaires en Asie du Sud-Est

Seize différentes hémagglutinines (H1-H16) et neuf neuraminidases (N1-N9) sont connues pour
les virus influenza A (Fouchier et al., 2005). Chez les oiseaux d’eau sauvages se retrouvent tous les
sous-types existants, ils sont donc des réservoirs vis-a-vis des oiseaux domestiques et des mammiféres

(Olsen et al., 2006).

Virus Influenza Porcins

Les porcs sont les réservoirs principaux de virus influenza HIN1 et H3N2 qui sont en général
endémiques dans les populations porcines mondiales, et responsables de 1’'une des maladies
respiratoires les plus fréquentes. Ces sous-types regroupent le virus classique porcin HIN1, le « avian-
like » HIN1, et les « avian-like » et « human-like » porcins H3N2 (« -like » faisant référence a 1’hote
précédent). Des virus HIN2 ont été isolés, dérivés du virus classique porcin HIN1 et du virus « human-
like » porcin H3N2 au Japon, et dérivés des virus humains et « human-like » porcins en Grand
Bretagne (Tableau 2).

Subtype Location Comments

HINI Morth America ‘Classical” virus, first isolatad in 1930 in North Americ
Europe
Asia
South America
Europe ‘Awvian-like” virus, first isolated in 1979
Asia “Avian-like” virus, first isolated in 19493

H3M2 Asia ‘Human-like” virus, first isolated in 1970 in Asia
Europe

Morth America
South America

Africa
Asia ‘Awvian-like” virus, first isolated in 1978

HI1M2 Asia Classical/“human-like” reassortant in Japan
Europe Human/ human-like” reassortant in (ireat Britain

Tableau 2 : Sous-types d’influenza A infectant les porcs de maniére endémigue dans le monde
(Brown, 2000)
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D’autres sous-types viraux ont pu étre isolés chez les porcs lors de nombreuses études
virologiques (Annexe 2), notamment en Asie et aux Etats-Unis, soient des virus H3N1, HIN2, et
H5N1(Guan et al., 1996; Peiris et al., 2001; Choi et al., 2002; Thawatsupha and Waicharoen, 2003;
Choi et al., 2004; Li et al., 2004; Choi et al., 2005; Yu et al., 2007; Chutinimitkul et al., 2008; Cong et
al., 2008; Nakharuthai et al., 2008; Shieh et al., 2008; Yu et al., 2008). Une étude sérologique a mis en
¢vidence I’infection de porcs par un autre sous-type que ceux enoncés précédemment, un virus aviaire
H4 en Chine (Ninomiya et al., 2002), et une étude virologique un sous-type H4N6 au Canada (Karasin
et al., 2000).

Virus Influenza chez les VVolailles (poulets et canards)

Les souches virales ont été classées en fonction de leur pathogénicité en virus hautement
pathogene (Influenza Aviaire Hautement Pathogene, IAHP) ou en virus faiblement pathogéne
(Influenza Aviaire Faiblement Pathogene, IAFP) chez les volailles domestiques. Les virus IAHP sont
uniquement de sous-types H5 et H7, et les virus IAFP peuvent étre de différents sous-types
d’hémagglutinine dont les H5 et H7 faiblement pathogenes (Webster et al., 1992). Les différents virus
IAHP isolés depuis 1959 sont des sous-types H5N1, H5N2, H5N8, H5N9, H7N3, H7N4, et H7N7
(Alexander, 2000). Concernant les virus IAFP chez les poulets et les canards domestiques, les sous-
types répertoriés, en particulier en Asie, sont les HON2, HIN3 (Alexander, 2000), H5N2 (Shieh et al.,
2008), H4 (Karasin et al., 2000) et H6 (Chin et al., 2002).

Concernant I’'TAHP H5NI1, elle est isolée pour la premiére fois en 1996 sur une oie dans la
province de Guangdong en Chine. En 1997 des foyers sont rapportés sur des volailles a Hong Kong, et
les premiers cas humains (18 dont 6 déces) y sont déclarés. Au Vietnam, 111 cas humains ont été
rapportés jusqu’a ce jour, dont 56 déces, c’est le deuxiéme pays le plus touché apreés I’Indonésie
(WHO, 2009 (1)). Concernant les volailles au Vietnam, 1’épizootie d’IAHP H5N1 a eu trois vagues
distinctes, la premiére début 2004, la deuxiéme fin 2004 et début 2005, et la troisieme fin 2005 (Figure
2). Le debut des deux premiéres vagues précede la féte du Tét de un a un mois et demi, reflétant
probablement I’augmentation de production et de mouvements de volailles avant les fétes. La troisiéme
vague, plus faible, est arrivée plus tot que les précédentes vagues dans ’année, et a eu lieu presque
uniqguement dans le Nord.

300
250 1
200 1
w y 4 .
3 Tét holiday
8 150 Jan 29-31,
5 1 £ g < 2
3 Tét holiday Tét holiday 2006
2 Feb 9-11, 2004 Feb 11-13, 2005
100 1 Vaccination
Campaign
50 —
i
0 - . . ' . P M‘ e
538285335538 8882883335533483°¢
2004 2005 2006

Figure 2 : Répartition temporelle des foyers d’IAHP au Vietnam de janvier 2004 & Février 2006
(Pfeiffer et al., 2007)
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b) Cas de transmission de I'influenza A entre les porcs, les volailles, et ’THomme

Le porc a toujours été un candidat pour le role d’hote intermédiaire pour le réassortiment de
virus influenza A d’origine aviaire et humaine puisqu’il est le seul mammifére domestiqué qui est élevé
en abondance et qui permet une réplication productive de virus influenza aviaires et humains. Ce
concept est renforce par la détection de virus humain et aviaire réassortis chez des porcs Européens
avec preuve de transmission a la population humaine par la suite. Mais ’adaptation d’un virus
nouvellement transmis au porc peut prendre plusieurs années ; le H3N2 humain et le HIN1 aviaire ont
¢été détectés chez les porcs il y a plusieurs années avant qu’ils acquiérent la capacité a se répandre
rapidement et a étre associés aux épizooties porcines (Brown, 2000).

De nombreuses études ont mis en évidence des cas de transmission interspécifique entre les
especes humaines, porcines et aviaires, plusieurs sens de transmission sont identifiés, soient des
souches aviaires ou humaines vers le porc, et des souches aviaires ou porcines vers I’Homme. Le
Tableau 3 illustre des transmissions de virus influenza aviaires aux porcs.

Origine Référence

H1IN1 Wild ducks (Pensaert et al., 1981; Scholtissek et al., 1983; Schultz et al.,
1991)

H3 Duck (Kida et al., 1988)

H1N1 Eurasian strain (Guan et al., 1996)

HIN2 Asian recent strain (Peiris et al., 2001; Cong et al., 2008)

H3N2 Reassortant (Zhou et al., 1999)

Human * Classical swine H1IN1

H4ANG (Karasin et al., 2000)
American avian sublineage

H5N1 (Choi et al., 2005)
H2N3 Wild birds (Maet al., 2007)
H5N1 Duck (Zhu et al., 2008)

Tableau 3 : Revue non exhaustive des cas de transmission de virus influenza aviaire aux porcs

Il est intéressant d’étudier les transmissions interspécifiques ainsi que les co-circulations de
plusieurs sous-types chez le porc, afin d’avoir une idée des réassortiments qui pourraient se produire.
De nombreux cas de réassortiments viraux sont répertoriés, avec par exemple les virus HIN2 chez le
porc, déja évoqué, avec les réassortants classical/« human-like » et human/« human-like ». Aussi, des
virus triple-réassortants humain, aviaire, et porcin sont connus, ils circulent parmi les porcs aux Etats-
Unis depuis 1999 et causent des infections humaines sporadiques. L’actualité, avec la souche Pandemic
H1N1/2009, montre I’importance des recherches sur ce sujet. Il s’agit d’un virus issu d’un
réassortiment génétique de quatre souches virales incluant: un segment génétique humain, des
segments aviaires et porcins d’Amérique du Nord, et des segments porcins « avian-like » eurasiatiques.
Il'y a donc des transmissions virales entre les espéces a 1’échelle planétaire (FAO, 2009; WHO, 2009

(2)).
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Il est important de poursuivre et de développer les activités de recherche sur 1’influenza porcin
et aviaire. Dans notre étude, les virus recherchés ont été ceux a hémagglutinines H1, H3, H5, H7, et H9,
qui sont les plus représentés chez les porcs et/ou chez les volailles comme décrit précédemment.

[.2.3. Aspects cliniques et excrétion des virus influenza A
a) Chez les porcs

Les signes cliniques classiques lors d’épidémie d’influenza sont une fievre élevée, un
abattement, une perte d’appétit, une dyspnée, de la toux. La morbidité peut atteindre les 100%, mais la
mortalité ne dépasse en général pas les 1%. Cependant, des infections subcliniques sont aussi trés
fréquentes (Van Reeth, 2007). Des symptémes comme des éternuements et du jetage sont aussi
classiques, et la température est généralement élevée avec 40,5 °C et au-dela (Olsen et al., 1999;
Swenson, 1999).

La période d’excrétion est variable selon les auteurs, de 4 a 7 jours post-infection (Kida et al.,
1994; Barigazzi et al., 2003) ou de 3 a 5 jours post-infection, avec une forte hyperthermie corrélée a
I’isolement viral (Sanchez et al., 2008). Pour parvenir a un isolement viral, il est important de prendre
en compte ces aspects cliniques afin d’augmenter les chances de se trouver dans la période d’excrétion
virale qui est courte. Cependant prélever des porcs avec symptomes n’est pas une garantie d’isoler le
virus. En effet, comme le montre la Figure 3, le pic d’excrétion se situe proche du pic de fievre, a 2
jours post-infection, et la toux peut durer jusqu’a 2 semaines, au-dela de la fin de la période
d’excrétion. Il faudrait donc intervenir trés tot dans 1’apparition des signes cliniques pour avoir une
excrétion la plus importante possible, et ne pas passer a coté de la période.

Peak Peak Viral ,
Exposure Fever Excretion Clearance  Seroconversion

24h 48h 192h  240-336h |

(6-8 days) (10-14 days)

- /
Vo

Coughing - 2 weeks

Timeline courtesy of Marie Gramer, DVM, PhD candidate, University of
Minnesota Veterinary Diagnostic Laboratory.

Figure 3 : Evolution de P’infection au SIV (Novartis, 2006)

b) Chez les volailles

Les caractéristiques des infections a virus influenza A chez les volailles sont trés variables en
fonction de la souche virale et de I’espece hote. D’un point de vue clinique, I’'TAHP a une mortalité trés
¢levée du fait d’une infection systémique, contrairement a ’IAFP qui est responsable d’une infection
asymptomatique ou avec peu de signes cliniques. Il est a noter cependant que de maniére générale les
poulets ont une importante sensibilité clinique a 1’infection par un virus influenza, alors que les canards
sont souvent infectés de maniere inapparente (Van Reeth, 2007). Sur des animaux asymptomatiques,
les virus isolés sont principalement des virus IAFP, il est trés difficile d’isoler des virus ITAHP en
dépistage systématique, du fait du haut taux de mortalité.

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1
hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT /
année 2008-2009. 69 p. 13



Pour ’IAHP et I'TAFP, I’excrétion virale peut avoir lieu des le premier ou le second jour apres
infection dans les féces et les sécrétions respiratoires (Spickler et al., 2008). La période d’excrétion
virale est différente selon les souches virales et selon 1’espéce. A titre d’exemple, Hulse-Post et al.
montrent une durée d’excrétion de différentes souches de HSN1 variant de 7 & 17 jours chez les canards
colverts (Hulse-Post et al., 2005). Van Der Goot et al. mettent en évidence une durée d’excrétion
trachéale et cloacale maximale de 20 jours chez des poulets sur une souche H7N7 (Van Der Goot et al.,
2005).

[.3. Objectifs
[.3.1. Objectifs de lathése de C. Trévennec

Le stage s’insérant dans le projet de thése de Carléne Trévennec, il est intéressant d’en préciser les
objectifs. L’objectif global est de répondre a la question suivante : quel est le risque qu’un porc soit
infecté par le virus de I’influenza aviaire au Vietnam ?

Les objectifs détaillés sont :
- d’étudier la séroprévalence en influenza A et quels sont les sous-types qui circulent,
- de déterminer si ces virus influenza A circulent a la fois chez les porcs et les volailles dans les
élevages mixtes, et de déterminer quels sont les principaux facteurs de risque de co-circulation du virus
dans les deux espéces,
- d’estimer le risque de transmission interspécifique porcs et volailles du virus influenza,
- de déterminer quelles peuvent étre les conséquences de cette transmission, et de proposer une
stratégie de controle et de prévention.

Pour cela, plusieurs études sont donc réalisées. Dans le cadre de mon stage et de celui de
Marion Petit Sinturel, nous avons travaillé sur les deux premiers objectifs, et avons donc réalisé
respectivement une enquéte virologique et une enquéte sérologique.

1.3.2. Objectifs de I’étude virologique

L’étude virologique a été scindée en deux parties. La premiére partie consistait en une étude
transversale de viroprévalence, et la seconde partie en une étude virologique de surveillance basée sur
un échantillon de convenance (sondage non aléatoire) réalisé a partir d’élevages rapportant des cas
suspects de virus influenza porcin. L’objectif final était d’identifier les souches de virus qui circulent
chez les porcs et les volailles, cela étant une premicére étape dans la mise en évidence d’une éventuelle
circulation virale entre les espéces. Pour des raisons de logistique et de temps, dans le cadre de mon
stage, les analyses de laboratoire se sont limitées au typage de I’influenza A, et sous-typage des
hémagglutinines H1, H3, H5, H7, H9. En cas d’échantillons positifs, le séquencage sera réalisé par la
suite, en-dehors du cadre du stage. Cependant vue la grande spécificité des sous-types pour leur hote, le
sous-typage peut parfois fournir une information sur une transmission interspécifique potentielle, par
exemple si on retrouve un virus H5 chez le porc, car ¢’est un sous-type généralement aviaire.

L’objectif de 1’étude de viroprévalence dans le cadre du stage était de faire une estimation de la
viroprévalence de SIV de type A dans les élevages des zones a risque de foyer influenza H5N1,
d’identifier les sous-types porcins et aviaires y circulant, et d’étudier certains facteurs de risque
potentiels, notamment si les élevages mixtes porcs-volailles constituent un facteur de risque concernant
I’infection par un virus influenza de type A chez les porcs.

L’étude dite de surveillance avait pour but d’augmenter les chances d’isolement de virus
influenza, et devait permettre 1’identification des sous-types porcins et aviaires, ainsi que 1’analyse
éventuelle de facteurs de risque, en prenant des précautions supplémentaires sur 1’interprétation, celle-
ci n’étant pas basée sur un échantillonnage aléatoire.
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Il. Matériel et méthode

[1.1. Zone d’étude

L’observatoire GRIPAVI du CIRAD au Vietnam est basé au Nord-Vietnam, sur deux régions
agro-écologiques : le delta du Fleuve Rouge et la région du Nord-Est. On peut signaler que deux autres
projets internationaux aux objectifs proches sont réalisés dans le delta du Mékong. De maniere
générale, la zone d’étude a été choisie afin d’augmenter les chances de mise en évidence de cas de
transmission interspécifique. Il est & noter que la zone d’étude de la thése de Carléne Trévennec et celle
de la these de Stéphanie Desvaux sur les déterminants de I’TAHP HS5N1 sont les mémes pour des
raisons de facilité¢ de gestion administrative, et surtout d’utilisation des résultats dans le cadre du projet
global GRIPAVI. L’étude a licu dans les provinces d’Ha Tay et de Bac Giang (Desvaux, 2008) (Figure
4).
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Figure 4 : Carte du Nord-Vietnam : localisation des provinces de Ha Tay et Bac Giang
(Ambassade-France, 2009)

Plusieurs critéres ont donc été pris en compte pour ce choix. Des contacts fréquents et
rapprochés, ainsi qu’une pression infectieuse importante sont des conditions favorables a la
transmission interspécifique. On s’est donc en particulier intéressé aux zones a risque de foyer d’IAHP
H5N1, qui sont les seuls foyers déclarés. Mais la circulation virale de HS5N1 ne nous permet pas
d’extrapoler sur la circulation d’autres sous-types. Les deux provinces ou le virus a circulé a plusieurs
reprises lors des vagues précédentes ont donc été sélectionnées. D’autres critéres ont été pris en
compte : la possibilité d’étudier le risque d’introduction via la Chine, et les zones de production qui
concentrent un nombre important d’élevages avicoles a cycle long, pouvant servir de réservoir au virus
dans un contexte de vaccination.

Les deux provinces retenues ont donc été Ha Tay (2 communes) et Bac Giang (7 communes),
les zones a risque d’TAHP H5NI1 ayant été définies par enquétes rétrospectives sur les déclarations de
foyers des annees précédentes dans la région du Delta du Fleuve Rouge. D’un point de vue
épidémiologique, ces deux provinces sont donc intéressantes. En effet, a Ha Tay, aucun foyer de IAHP
HS5NI n’a été diagnostiqué depuis 2004, mais le virus circulerait a bas bruit avec une gestion locale des
suspicions cliniques. Il y aurait un fort intérét économique a cacher les suspicions car ce sont des
villages de couvoirs, qui approvisionnent tout le delta. A Bac Giang, des foyers ont été déclarés en
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2005 et 2007. L’intérét de ce choix réside aussi au niveau des filieres porcines et avicoles : Ha Tay est
la principale province élevant des volailles reproductrices, elle alimente en jeunes volailles une grande
partie du Nord-Vietnam ; a Bac Giang la plupart des systemes de production sont de type familial
traditionnel et semi-commercial, et de plus un transport illégal de volailles provenant de Chine est
probable (Desvaux, 2008).

Les deux communes de Ha Tay sont : Huang Long et Hong Thali, et les sept communes de Bac
Giang sont : Chau Minh, Tan My, Yen Lu, Dong Phuc, Dong Viet, Nghia Trung, et Hoang Ninh
(Annexe 3).

[1.2. Choix de la période d’étude

De nombreuses études ont déja été menées, et ont mis en évidence des périodes de I’année ou le
virus était plus facilement isolé. Par exemple, les taux d’isolement viral atteignent leur maximum entre
la fin de I’automne et le début de I’hiver aux Etats-Unis (Olsen et al., 2000). En Chine, les sous-types
H1 et H3 de SIV ont été isolés a la fin de 1’été et au début de I’automne, et de fin automne au début de
I’hiver (Li et al., 2003). A Taiwan, en 2004, deux saisons ont été identifiées : fin de I’hiver (de janvier a
mars), été et début de I’automne (avril a octobre) (Li et al., 2003; Shieh et al., 2008).

La période d’étude a donc été choisie en fonction de ces critéres épidémiologiques, mais aussi
des disponibilités pour le stage. La période préalablement choisie était celle de février a mars, ce qui
correspond a la fin de la saison froide au Vietnam. Cependant, plusieurs aléas de terrain ont retardé le
début des prélevements, comme notamment la négociation avec les services vétérinaires des provinces
concernant la possibilité de prélever et la rémunération pour les différents services. Finalement, les
sorties sur le terrain ont été réalisées du 19 mars au 05 mai.

[1.3. Echantillonnage
[1.3.1. Etude de viroprévalence
a) Population cible et population source

On a cherché principalement a réaliser une enquéte de prévalence de I’influenza porcin inter-
troupeau. Pour cela, 1’unité épidémiologique choisie a été 1’¢levage de porcs. Un sondage aléatoire a
été réalisé pour garantir la représentativité de 1’échantillon. Préalablement il a fallu déterminer le
nombre d’¢levages a prélever, ainsi que le nombre d’animaux par élevage, pour obtenir une estimation
précise de la prévalence. Pour cela, la population cible des troupeaux et intra-troupeau a été décrite. De
maniére générale, il s’agissait des élevages de porcs des 9 communes des provinces de Ha Tay et Bac
Giang citées précédemment, durant la période de fin mars a début mai 2009. A 1’échelle du troupeau,
les élevages de porcs de plus de 2 mois, constitués d’au moins un porc, ont été selectionnés, et
précisement les élevages de petite et moyenne taille, dont le niveau de biosécurité est faible. Comme
déja évoqué précédemment, dans la zone 90% des élevages sont de petite taille avec 1 a 2 truies
reproductrices et/ou 1 a 10 porcs a I’engrais par an, ou de taille moyenne avec de 5 a 20 truies
reproductrices et/ou de 30 a 100 porcs a I’engrais par an (La Van Kinh, 2002). Au niveau intra-
troupeau, les truies et les porcs a I’engrais ont été dissociés car ils sont différents d’un point de vue
immunitaire. Les truies ont une immunité plus longue, et les jeunes porcs sont plus sensibles avec une
période de forte prévalence entre 3 et 25 semaines (6 mois) (Sanchez et al., 2008). Cependant 1’étude
virologique a été réalisée conjointement avec 1’étude sérologique, et il a fallu harmoniser les protocoles
de prélevements sur le terrain pour des raisons pratiques de coit et de main d’ceuvre. Pour les analyses
sérologiques, il a été décidé que seuls les porcs de plus de 2 mois allaient étre prélevés. En effet, des 6
semaines, il y a disparition des anticorps colostraux dans le sang des jeunes porcs dont les méres n’ont
pas été vaccinées, ce qui est le cas au Vietnam (Thacker and Janke, 2008), les eleveurs ne sachant pas
toujours 1’dge exact de leurs porcs, I’4ge limite a €té fixé a 2 mois.

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1
hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT /
année 2008-2009. 69 p. 16



Les volailles présentes dans les élevages de porcs sélectionnés faisaient aussi partie de 1I’¢tude, a
savoir les poulets, les canards, et les canards de barbarie. Un critere de taille a été pris en compte du fait
de la possibilité de réaliser des prélevements sanguins et des écouvillons, ce critére était évalué par les
vétérinaires de I’équipe de prélévements.

La population source considérée concernait les élevages de porcs des listes fournies par les
services vétérinaires des communes et/ou des provinces de Ha Tay et de Bac Giang. Ces listes ont été
principalement établies a partir des vaccinations effectuées dans ces ¢élevages. Donc on peut s’attendre
a un certain écart entre le nombre d’élevages réels et le nombre d’élevages recensés par les services
vetérinaires.

b) Taille d’échantillon

Les services vétérinaires des provinces de Ha Tay et Bac Giang ont donc été contactés pour
fournir ces listes d’élevages, afin d’avoir une estimation du nombre d’¢élevages. Pour le calcul de la
taille d’échantillon, plusieurs variables ont été définies :

N : le nombre d’élevages dans la zone, il a été dans un premier temps déterminé arbitrairement,
puis affiné a partir des renseignements des services vétérinaires.

p : la viroprévalence inter-troupeau estimée de 1’influenza A porcin. Les taux d’isolement de
virus influenza sont faibles en dépistage systématique. La bibliographie (Annexe 2) ne fournit que des
prévalences individuelles, avec un taux d’isolement en moyenne inférieur a 3%. Aucune donnée inter-
élevage ne permet de définir avec certitude la valeur de la prévalence attendue inter-élevage. On a donc
choisi une prévalence attendue faible. Afin de rester compatible avec ’enquéte de séroprévalence, et
pour limiter le codt, la prévalence choisie était de 5%, sachant que la viroprévalence est certainement
inférieure a cette valeur. La taille d’échantillon calculée était supérieure a celle que nous aurions
obtenue avec une prévalence attendue de 3%. Pour une prévalence attendue donnée, 1’augmentation de
la taille d’échantillon permet d’augmenter la précision de 1’estimation.

a : le risque d’erreur.

n : le nombre d’élevage a prélever.

Pour le calcul sur Winepiscope ®, les valeurs utilisées sont : N=10000, valeur établie a 1’aide des
services vétérinaires, p=5%, et 0=5%. Le nombre d’élevages minimum a prélever était de 73 pour
estimer la prévalence inter-troupeau. Le nombre d’élevages retenu était de n=75.

FreeCalc® a été utilisé pour calculer le nombre de porcs a prélever dans les élevages. Le
logiciel calcule la taille d’échantillon pour détecter la maladie au sein d’un troupeau, il a I’avantage de
prendre en compte la sensibilité et la spécificité du test de laboratoire contrairement a Winepiscope ®.
On prend donc les variables :

Nt : I’effectif des élevages de porcs, la plupart des élevages sont de petite taille dans la zone, on
a donc considéré que I’effectif moyen était de I’ordre d’une dizaine de porcs.

pt : la prévalence intra-troupeau.

L’influenza porcin est une maladie trés contagieuse. En élevage industriel, il convient d’utiliser
une séroprévalence attendue de 20-30% chez les porcs en finition de 22-24 semaines. Mais, elle peut
varier entre 10% et 80% (Jung et al., 2007; Poljak et al., 2008). Compte tenu des conditions d’élevage
et de I’absence d’étude similaire au Vietnam, la valeur retenue pour le calcul était de 25%. En phase
clinique, une étude montre que le taux d’isolement en intra-élevage est de I’ordre de 10% (Sanchez et
al., 2008). Or en dépistage systématique, la viroprévalence intra-élevage attendue est plus faible du fait
de la fenétre d’excrétion qui est courte. Cependant, comme expliqué ci-dessus pour la prévalence inter-
troupeau, si on surestime la prévalence attendue, le nombre de porc a prélever reste adapte.

Se : la sensibilité du test, et Sp : la spécificité du test.

On a donc estimé a 10 le nombre de porcs gras entre 2 et 6 mois a prélever par élevage, ainsi que 2
truies (minimum pi = 25%, Se = 90%, Sp = 100%, Nt = 20).
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Le nombre de volailles a prélever dépend du type de production. La taille d’échantillon est
définie avec FreeCalc® (minimum pi = 25%, Se = 90%, Sp = 100%). On a retenu un nombre de 15
volailles a prélever par élevage.

c) Tirage au sort

Les nombres d’élevages et d’animaux a prélever ont donc été déterminés. Il a fallu ensuite
sélectionner les élevages de maniere aléatoire sur les 9 communes étudiées, un tirage au sort a été
effectué. Les services vétérinaires des districts devaient fournir une liste détaillée des élevages dans
chaque commune. Pour les deux communes de la province de Ha Tay, et pour la commune de Nghia
Trung a Bac Giang, une liste compléte des éleveurs a été donnée. Les autres communes n’ont pas
fourni de liste détaillée, mais uniquement le nombre d’¢élevages de porcs par commune. Tout d’abord,
une liste générale a été faite, avec le nombre d’élevages dans chaque commune. Avec le logiciel Survey
Toolbox®, 75 élevages ont été tirés au sort pour savoir combien d’élevages dans chaque commune
devaient étre préleves.

Ensuite, le procédé a éte différent pour le tirage au sort des fermes des communes avec liste
compléte et pour celui dans les communes sans liste. Dans le premier cas, un tirage au sort des numéros
d’élevage a été effectué sur Survey Toolbox®, et nous nous sommes reportés a la liste qui avait été
préalablement numérotée.

Dans le second cas, un tirage au sort de coordonnées géographiques a été réalisé (Cameron,
1997). Pour cela, a I’aide du logiciel ArcGis 3.2®, les quatre coordonnées géographiques des
extrémités de chaque commune, au nord, sud, est et ouest, ont été déterminées, inscrivant ainsi les
communes dans un rectangle. A partir du logiciel Survey Toolbox®, en utilisant ces coordonnées
spatiales, des points GPS (Global Positioning System) ont été tirés au sort dans chaque commune, le
nombre de points GPS par commune ayant été déterminé préalablement. Dans les cas ou les points GPS
se situaient en dehors de la commune, dans le rectangle de sélection, un nouveau tirage au sort a été
effectué. Sur le terrain, ont donc été utilisés un GPS et une carte de la commune avec les points pour
avoir une idée générale de leur localisation. Les élevages les plus proches des points tirés au sort ont été
enquétes.

Dans les deux cas, avec et sans liste compléte, certains élevages tirés au sort n’ont pu étre
conservés dans 1’échantillon pour plusieurs raisons : refus de 1’éleveur, absence de porcs, 1’éleveur
ayant tout vendu récemment, etc. Il a donc été choisi de prendre 1’¢levage le plus proche de celui
d’origine, cette méthode conservant le caractére aléatoire de 1’échantillonnage.

11.3.2. Etude basée sur la surveillance des maladies respiratoires porcines
a) Zone d’étude ciblée et population

Concernant cette étude, la zone d’étude a été plus restreinte, il n’y a pas eu de tirage au sort des
¢levages puisqu’ils ont été choisis en fonction de la définition de cas qui sera expliquée par la suite. Les
communes de Bac Giang ont été selectionnées, car il s’agissait de la zone avec le plus d’élevages. Par
la suite, la méthode mise en place pour obtenir des déclarations et 1’application sur le terrain sera
expliqueée.

La population cible concernait les mémes ¢élevages a Bac Giang que dans 1’étude de viroprévalence.
Concrétement des élevages constitués d’au moins un porc (porcelet, porc en croissance ou porc a
I’engrais) ont été enquétés, et dans lesquels des porcs présentaient des symptomes grippaux (voir la
définition de cas). Concernant les volailles des élevages de porcs sélectionnés, nous avons travaillé sur
les mémes bases que pour I’étude de viroprévalence, a savoir les poulets, canards, et canards de
barbarie.
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b) Définition de cas

Etablir une définition de cas implique de réfléchir aux consequences des choix effectues. En effet,
si elle est trop restrictive il peut y avoir un nombre insuffisant de déclarations, et au contraire si elle ne
I’est pas assez, on peut s’attendre a avoir des sur-déclarations. L’étude s’est déroulée sur une courte
période, de fin mars a deébut mai, et ont été menes en paralléle les prélévements de 1’étude de
viroprévalence, la mise en place de la surveillance avec prise de contact avec les vétérinaires locaux et
les éleveurs, et les prélevements de cette étude. Pour cela, un probleme de sous-déclaration était
possible, et donc il a été nécessaire d’établir une définition de cas large pour avoir un maximum de
déclarations. Plusieurs points ont été définis :

- Type d’¢levage : ¢levages de petite a moyenne taille (comme défini précédemment pour 1’é¢tude
de viroprévalence).

- Signes cliniques : le critére d’alerte se base sur un syndrome respiratoire associé a un fort
abattement et une hyperthermie (voir 1.2.3. Aspects cliniques).

- Age : les truies sont en général immunisées et manifestent peu de signes cliniques. On s’est
donc intéressé aux porcelets, porcs en croissance, et porcs a 1’engrais (jusqu’a 6 mois) (Sanchez et al.,
2008).

La définition de cas retenue a donc été la suivante : les élevages de petite ou moyenne taille, avec
un syndrome respiratoire chez plusieurs porcs de moins de 6 mois, soit de la toux et/ou une dyspnée
et/ou du jetage, associé a un fort abattement et/ou une forte hyperthermie. Cette définition était a
adapter selon les résultats sur le terrain.

c) Déclaration des cas

11 a fallu réfléchir au meilleur moyen d’informer les acteurs de terrain et de les inciter a déclarer des
cas suspects d’influenza. Il a fallu cibler quels acteurs informer, par quel moyen, et déterminer quelle
offre pouvait étre faite en échange de déclarations.

Les acteurs ciblés ont été les vétérinaires de commune et les éleveurs eux-mémes. En effet, les
vétérinaires de commune ont été identifiés comme les mieux placés. Tout d’abord, ils sont en contact
direct avec les éleveurs, contrairement aux vétérinaires de province ou de district, et ce sont eux qui
sont appelés par les éleveurs en cas de maladie et qui interviennent. Ensuite, dans les 7 communes a
Bac Giang, nous avons travaillé directement avec 7 vétérinaires de commune, un nombre raisonnable.
Enfin, lors des enquétes de prévalence, nous avons été amenés a travailler aussi avec eux, ils nous
accompagnaient dans les fermes pour nous présenter, et nous aidaient a réaliser les prélevements. Ils
pouvaient donc faire le lien entre les éleveurs et nous-mémes pour la déclaration de cas. L’information
devait aussi étre diffusée directement au plus grand nombre d’éleveurs.

La méthode choisie a été de distribuer des fiches d’information, deux fiches ont été faites, une
adaptée aux vétérinaires, et une aux éleveurs (Annexes 4 et 5). Ces fiches étant traduites en vietnamien,
elles devaient étre simples et concises. Sur ces fiches se trouvaient : un titre, une explication de la
définition de cas, I’offre faite en échange d’une déclaration, 1’explication de ce qui allait étre effectue
dans I’¢levage, le numéro a joindre, et une breve explication du contexte dans lequel se plagait 1’étude.

L’offre a faire aux éleveurs pour les inciter a déclarer les cas a longuement été réfléchie. Plusieurs
idées ont été évoquées, a savoir leur offrir une rémunération pour un appel avec confirmation des
symptomes lors de la visite ou leur offrir d’effectuer le diagnostic de la maladie respiratoire. Sur des
enquétes effectuées précédemment par le CIRAD au Vietnam, il est apparu que les éleveurs étaient
intéresses par les résultats des analyses concernant la grippe porcine. Donc aprés discussion avec nos
collégues vietnamiens, il a semblé intéressant de proposer un diagnostic de la maladie respiratoire aux
éleveurs, en réalisant des analyses sérologiques sur les principaux agents des maladies respiratoires
porcines : Pasteurella multocida, Mycoplasma hypopneumoniae, Streptococcus suis, et PRRsV
(Porcine Reproductive and Respiratory syndrome Virus). Le choix de ces analyses concernant la
méthode employée a été fait apres discussion avec des vétérinaires cliniciens frangais, les scientifiques
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du National Institute of Veterinary Research (NIVR) et de la faculté vétérinaire de Hanoi. Ces analyses
représentaient un co(t supplémentaire, mais avaient un intérét particulier pour les éleveurs et d’un point
de vue scientifique. Une adaptation au cas par cas a été cependant envisagée, a savoir rémunérer les
¢leveurs lorsqu’ils n’étaient pas intéressés par un diagnostic.

d) Taille de I’échantillon

Le nombre de fermes prélevées allaient étre fonction du nombre de cas declarés. Afin d’avoir
toutes les chances de détecter du virus, pour 1’échantillonnage intra-élevage des porcs et des volailles, il
a éteé décidé de prélever tous les porcs de 1’élevage, et 15 volailles.

II.4. Elaboration du questionnaire

Différents types d’informations devaient étre collectées en vue d’une analyse des facteurs de
risque qui sera réalisée dans sa globalité pour la thése de Carléne Trévennec. La circulation virale dans
un élevage peut avoir plusieurs origines, il a fallu identifier les pratiques d’élevage a risque
correspondantes, pour obtenir plusieurs renseignements concernant :

- I’introduction directe du virus par les animaux infectes: les achats de porcs et de volailles, les
emprunts d’un verrat pour la reproduction etc.

- I’introduction du virus par voie indirecte : le niveau de biosécurité des élevages comme
I’échange et la désinfection de matériel, la circulation de personnes (collecteurs...), les pratiques
d’¢levages etc.

- la résurgence de la maladie : I’historique sanitaire des élevages, la fréquence des nettoyages et
désinfections etc.

En résume, ce questionnaire (Annexe 6) avait pour but de renseigner sur la structure de
I’exploitation, les types de productions porcine et avicole de 1’¢levage, les mouvements d’animaux, les
batiments, I’alimentation, les maladies, I’hygiéne, afin d’avoir des informations sur la biosécurité. Pour
avoir des informations précises et exactes, il comportait beaucoup de questions fermées, il a été réalisé
par un interpréte scientifique, et a été testé sur le terrain. Une analyse d’un ou deux facteurs de risque
était envisagée selon les résultats des analyses virologiques, comme le facteur absence/présence de
volailles dans 1’¢levage.

[1.5. Prélevements et collecte d’informations sur le terrain
[1.5.1. Etude de viroprévalence

Lors des sorties de terrain, la collecte d’informations a I’aide du questionnaire, et les
prélevements ont été effectués. Le questionnaire a été réalisé par M Nguyen Cong Oanh et Mme Ho
Thu Huong (NIVR). Les prélévements ont éte réalisés par les services vétérinaires, quatre vétérinaires
¢taient présents, pour les porcs, ils travaillaient par deux, une personne tenant le porc a I’aide du lasso,
et I’autre effectuant les prélévements, pour les volailles ils travaillaient seuls, assurant la contention et
les prélévements.

Des prises de sang ont été réalisées pour I’étude de séroprévalence (Marion Petit Sinturel), et
des écouvillons pour I’étude de viroprévalence.

Des écouvillons nasaux ont été effectués chez les porcs et les truies, et des écouvillons cloacaux
sur les volailles. L’utilisation d’écouvillons cloacaux est fréquente (Munster et al., 2007), et c’est la
méthode la plus adaptée chez les canards sauvages pour la détection des virus IAFP (Ellstrom et al.,
2008) en vue de réaliser une Real-time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RRT-PCR),
méthode d’analyse qui sera décrite par la suite.
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La technique de « pool » a été utilisée pour les porcs et les volailles, c'est-a-dire que plusieurs
écouvillons ont été regroupés dans un méme tube avec milieu de transport, afin de diminuer le codt du
prélévement et les cotits d’analyse. Les écouvillons des truies n’ont pas été mis en pool car seulement
une ou deux truies par ¢élevage ont été prélevées. Uniquement les écouvillons d’un méme élevage et
d’une méme espéce ont été mis en pool. La technique du pool sur le terrain est une pratique souvent
utilisée, mais chez les porcs aucune étude ne prouve qu’elle est adaptée, elle pourrait réduire le niveau
de détection des virus. Concernant les volailles, la technique de pool est reconnue comme étant fiable
(Munster et al., 2007). Par précaution, chez les porcs, un double écouvillonnage nasal a été effectué, 1
écouvillon était mis en pool de 5, ’autre était conservé individuellement. Les analyses allaient porter
sur les pools, mais en cas de résultats négatifs, les écouvillons individuels pouvaient étre analysés.

Lors de la réalisation des prélévements, un écouvillon a été utilisé dans chaque orifice nasal en
essayant d’éviter au maximum la souillure par la nourriture, les déjections, le sang. Puis les écouvillons
ont été placés dans des tubes avec milieu de transport PBS (Phosphate Buffered Saline) et antibiotiques
(Annexe 7). Le milieu était préparé au plus tard 48h avant, et conservé au laboratoire au réfrigérateur
(4°C). Lors des sorties sur le terrain les tubes et écouvillons réalises étaient conservés dans une
glaciére. Il est recommandé de conserver les écouvillons et le milieu de transport a une température
maximale de 4°C lors des sorties. Dans les 12h, les tubes avec les écouvillons ont été placés dans un
congélateur a — 20°C au laboratoire.

Pour assurer la tracabilité des prélevements, ceux-ci étaient identifiés par un code spécifique
pour chaque animal prélevé ; ce code, par exemple « 1-2-P-5 », renseignait sur la commune « 1 »,
I’¢levage « 2 », I’espéce ou la catégorie de I’animal prélevé « P » (porcelet, porc a 1’engrais, truie,
poulet, canard, canard de barbarie), et le numéro de 1’animal « 5 ».

11.5.2. Etude basée sur la surveillance des maladies respiratoires porcines

Pour tous les ¢élevages de la surveillance et de ’enquéte de viroprévalence avec symptomes
correspondant a la définition de cas, le protocole était le suivant.

Concernant les écouvillons sur porcs, truies, et volailles, la méme méthode que pour 1’étude de
viroprévalence a éte appliquée. Des prises de sang ont aussi éte réalisées sur les mémes animaux, porcs
et volailles, dans les fermes ne rentrant pas dans 1’étude de séroprévalence, pour effectuer le diagnostic
des autres agents pathogenes deja énoncés. Ces préléevements sanguins devaient permettre aussi d’avoir
des renseignements sur la circulation d’influenza de type A, des différents sous types dans les élevages,
et peut-étre d’en retirer des informations sur les delais de seroconversion.

Les porcs de moins de 2 mois n’ont pas subi de prélevements sanguins a cause de la présence
des anticorps maternels. Les porcs ont eté prélevés a la veine jugulaire, et les volailles au niveau de la
veine alaire. Un écouvillon nasal supplémentaire sur les porcs, truies et porcelets prélevés a été réalisé
dans le but d’effectuer un test rapide, le test Flu Detect Synbiotics® qui est un kit de détection rapide
d’antigéne pour I’influenza de type A. Le principe de ce test sera détaillé dans la partie sur le
diagnostic.

Comme déja vu, I’excrétion virale semble corrélée avec une hyperthermie importante. La
température de chaque porc prélevé a donc été prise, ce critére rentrant en compte dans le diagnostic
clinique de la maladie, on a considéré qu’il y avait hyperthermie au-dela de 40°C. Il allait aussi étre
intéressant de mettre en relation les résultats des tests Flu Detect Synbiotics® avec la présence d’une
hyperthermie.

Concernant le questionnaire, une partie était ajoutée dans le cas d’élevages avec symptomes. Il
s’agissait de 1’anamneése et des commémoratifs, permettant de connaitre la catégorie d’age concernée,
le nombre de malades et de morts, les symptdmes observés etc. Ces informations ont été renseignées
par dires d’éleveur et par observations lors des prélévements.

La conservation des écouvillons a été identique a celle dans I’enquéte de prévalence. Sur le
terrain, la conservation des échantillons sanguins a été la méme que pour les écouvillons; au
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laboratoire, ils ont été conserves au réfrigérateur (4°C), et dans les 7 jours ils ont été centrifugés, avec
remise des sérums a 4°C. Concernant le codage, il a été le méme qu’expliqué précédemment.

I1.6. Diagnostic et analyses en laboratoire
11.6.1. Diagnostic clinique dans les fermes avec symptdémes respiratoires

Aucun examen clinique approfondi des porcs sur le terrain n’a été réalisé. Mais pour effectuer
un diagnostic clinique, les commémoratifs recueillis aupres des éleveurs ont été utilisés, ainsi que
I’observation des porcs pour voir s’ils présentaient des symptémes de toux, jetage, dyspnée,
abattement, ou autres, et s’ils avaient une hyperthermie avec la prise de la température. La confirmation
d’une suspicion clinique nécessite toujours un examen en laboratoire.

11.6.2. Diagnostic avec le test Flu Detect Synbiotics® dans les fermes avec symptémes

Sur le terrain, on a utilisé le test Flu Detect Synbiotics® sur les porcs, porcelets, et truies. Ce kit
est un test d’ immunomigration rapide de détection qualitative du virus de 1’influenza type A dans des
échantillons trachéaux ou cloacaux d’oiseaux symptomatiques. Il détecte les 16 sous types de virus
influenza type A. Ce test n’est pas validé chez les porcs, mais 1’antigéne détecté est commun a tous les
virus influenza de type A, d’ou la possibilité d’utiliser ce test aussi dans cette espéce. Son utilisation
repose sur une collaboration avec Synbiotics®. Une étude a montré 1’excellente sensibilité de ce test
sur les porcs (Sanchez et al., 2008).

Le test utilise deux anticorps spécifiques des virus influenza type A. Un anticorps anti-influenza
A lié a un antigene influenza A présent dans 1’échantillon forme un complexe qui migre le long du test
et est capturé sur une ligne de réaction sensibilisée par le second anticorps. L’accumulation du
complexe provoque la formation d’une bande rose nettement visible. La présence d’une bande de
contrdle, localisée au-dessous de la ligne de réaction, permet d’assurer que le test a été réalisé
correctement.

[1.6.3. Diagnostic de laboratoire
a) NIVR et essai inter laboratoire

Dans le cadre du projet GRIPAVI du CIRAD, une visite au NIVR a été effectuée dans le but
d’évaluer I’organisation du laboratoire, la tragabilité et leur compétence dans le domaine du diagnostic
moléculaire des virus influenza aviaires. Les protocoles d’extraction d’ARN et de RRT-PCR étant les
mémes pour les volailles et les porcs, les résultats de cette évaluation sont intéressants concernant nos
analyses chez les volailles mais aussi chez les porcs. Le protocole utilisé a été vérifié. L impression
générale a été que 1’équipe de virologie est bien formée sur les différentes procédures de diagnostic et
est bien renseignée sur les limites et inconvénients de ces procédures. La tracabilité dans le laboratoire
semble satisfaisante. De maniere générale, les résultats du test de compétence inter laboratoire montrent
que le NIVR est un bon partenaire dans le cadre du projet (Albina, 2008).
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b) Extraction d’ARN et RRT-PCR sur les écouvillons de porcs et de volailles

Au laboratoire les tubes avec écouvillons ont été conservés a une température de -20°C en
attendant le début des analyses. Le milieu de transport de chaque prélevement a été ensuite transféré
dans des tubes Eppendorf® qui ont alors été conservés a -80°C. Le NIVR a utilise son propre systéme
de codage des échantillons. Par souci de tracabilité, le nouveau et I’ancien codes ont été notés sur les
tubes Eppendorf®. Pour les analyses qui ont suivi le nouveau code a été utilisé.

Les analyses ont débuté par I’extraction de I’ARN viral des échantillons, les virus influenza
étant des virus & ARN segmenté. Il s’agit d’une technique de purification des échantillons biologiques
pour I’isolement de I’ARN, en vue de son utilisation pour la rétro transcription et la réaction de
polymérisation en chaine (RT-PCR). Pour cela, le kit utilise a été le Qiagen RNeasy Mini Kit®
(Annexe 8).

Le NIVR utilise la RT-PCR en temps réel (RRT-PCR) pour le géne de la matrice M. Elle
permet une détection spécifique et sensible des virus influenza A, mais le laboratoire n’a pas été en
mesure de nous fournir la sensibilité et la spécificité de ses analyses. Le kit utilisé est le Qiagen One-
step RT-PCR Kit®. La PCR est une méthode in vitro qui permet une amplification spécifique et
exponentielle d’une courte séquence d’ADN, permettant donc de détecter de treés faibles quantités
d’ADN. Les virus influenza étant des virus &8 ARN segmenté, avant la réalisation de la PCR proprement
dite, il faut faire une rétro transcription afin de convertir I’ARN en ADN complémentaire (ADNCc). La
RRT-PCR est basée sur la mesure en continu de son produit, on peut suivre la cinétique compléte de la
PCR. L’intérét principal de cette méthode par rapport a une RT-PCR conventionnelle est qu’elle permet
une quantification absolue de la quantité initiale de I’ARN cible. Concrétement il s’agit de réactions
enzymatiques, on a réalisé une RT-PCR en une étape, on a donc mélangé les réactifs de RT et de PCR
dans le méme tube. L’échantillon obtenu aprés extraction d’ARN est donc mis en contact avec les
enzymes de type transcriptase inverse pour la réaction de rétro transcription. On utilise pour la PCR des
amorces spécifiques pour l’initiation de la réaction enzymatique, ce sont des oligonucléotides de
synthése complémentaires aux brins d’ADNc. Elles vont donc s’y fixer, et grice a la Taq ADN
polymérase il y aura synthése de nouveaux brins d’ADN. L’activité enzymatique et
I’hybridation/déshybridation sont contrdlées grace a des transitions de température qui sont répétées de
maniére cyclique afin de permettre les réactions en chaine. Grace a 1’analyseur de RRT-PCR Biorad 1Q
25, la quantité d’ADN total est donc mesurée a chaque cycle d’amplification grice a un marqueur
fluorescent. La quantification se fait en passant par une valeur mathématique en nombre de cycle (Ct).
Au final, une courbe de la réaction est obtenue, permettant de déterminer la quantité d’ADN initiale, et
donc la quantité d’ARN initiale (Hunt, 2006).

Tous les pools de porcs et de volailles ont ainsi été analysés par RRT-PCR. Seuls les pools
positifs devaient étre utilisés pour 1’isolement viral afin d’identifier par test d’inhibition de
I’hémagglutination les sous-types d’influenza A présents.

c) Culture et isolement viral par inoculation sur ceufs embryonnés

Les virus influenza infectent des cellules eucaryotes, ils peuvent étre cultivés sur culture
cellulaire ou sur ceufs embryonnés, afin de permettre I’isolement viral. Au NIVR, la technique utilisée
est I’isolement et la culture virale par inoculation sur ceufs embryonnés. Une partie du milieu de
transport ayant contenu les écouvillons est inoculée dans la cavité allantoidienne d’ceufs embryonnés
(de 9 a 11 jours d’age) de volailles. Les ceufs sont incubés a 35-37°C pendant 4 a 7 jours (volailles), 3 a
4 jours (porcs). Ensuite il y a collecte des liquides amniotiques et allantoidiens, apres centrifugation, on
récupére le surnageant pour 1’analyser (OIE, 2005).
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d) Sous-typage par inhibition d’hémagglutination

Pour le sous-typage du virus, le test d’inhibition de I’hémagglutination est utilisé, il permet de
détecter la quantité d’antigénes spécifiques. Le laboratoire doit avoir des antisérums monospécifiques
pour chaque antigene des hémagglutinines recherchées. Dans notre cas, la recherche devait concerner
les hémagglutinines H1, H3, HS5, H7, H9. Lors du test, une quantit¢ donnée d’anticorps pour les
antigenes recherchés est mélangée avec une quantité donnée d’hématies couvertes avec 1’antigéne. On
ajoute ensuite 1’échantillon a tester a des dilutions différentes. Si 1’échantillon contient 1’antigéne
recherché, cet antigéne soluble va étre en compétition avec les antigenes sur les hématies vis-a-vis des
anticorps, dans ce cas I’hémagglutination sera inhibée. Les virus détectés devaient étre séquences.

e) Analyse sérologique pour les fermes avec symptémes

Les prélevements sanguins effectués dans les fermes avec symptdmes tels que définis dans la
définition de cas ont été analysés par sérologie. La recherche d’anticorps influenza A s’est faite grace a
un test ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). Le Kit utilisé était le test ELISA FIUAc A
Idvet®. La sensibilité du test est de 90%, et la spécificité de 100%. Dans les puits des plaques ELISA
se trouve I’antigene A des virus influenza. On a testé le sérum de chaque échantillon de sang collecté.
Si des anticorps pour les antigénes A sont présents dans le sérum, un complexe anticorps-antigéne se
forme, masquant I’antigéne A. Un conjugué d’anti-antigéne A peroxydase est ajouté dans les puits. Il
fixe les antigenes A libres, formant un complexe antigéne-conjugué-peroxydase. Au final, la coloration
résultante, aprés lavage et ajout d’une solution fournie, dépend de la quantité d’anticorps spécifiques
présents dans 1’échantillon de sérum testé. La densité optique est mesurée pour avoir le résultat final.

[1.7. Résultats attendus

Les résultats attendus des différentes analyses en laboratoire étaient :

- La viroprévalence inter et intra élevages de 1’influenza A porcin dans les communes de 1’étude.
- L’isolement et la caractérisation des sous-types d’influenza A porcin et aviaire.

Une analyse de facteurs de risque avec ces résultats de laboratoire et le traitement des
questionnaires devaient étre réalisés. Si les résultats de laboratoire le permettaient, le facteur de risque
principalement étudié dans le cadre de ce stage allait &tre I’effet présence ou absence de volailles dans
les élevages de porcs sur la prévalence de 1’influenza A porcin.
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Ill. Résultats

llI.1. Nombre de fermes et de prélevements

Nous avons prélevé 76 fermes pour I’enquéte de prévalence, dont 67 avec volailles, et 17 fermes
pour I’enquéte avec définition de cas, dite de surveillance, dont 13 avec volailles, soit un total de 93
élevages de porcs, dont 80 avec des volailles. Le nombre de prélévements pour la virologie est détaillé
dans le Tableau 4, ce qui fait un total de 604 porcs et truies (voir I-Truies et I-Porcs) et 475 volailles
(126 pools). Le nombre de prises de sang réalisées est détaillé dans le Tableau 5.

Dans les élevages avec symptdmes, au nombre de 28 (17 fermes issues de la surveillance, et 11
de I’enquéte de prévalence), nous avons di revoir le fait de prélever tous les porcs de I’élevage malade,
car les éleveurs ont souvent été réticents aux préléevements lorsque leurs porcs étaient malades. Les
valeurs calculées pour 1’étude de viroprévalence ont finalement été gardées, a savoir 10 porcs, 2 truies,
et 15 volailles par élevage. 1l est a noter que dans ces élevages, des écouvillons sur porcelets ont pu étre
réalisés, de la méme fagcon que pour les écouvillons nasaux sur porcs, a savoir un écouvillon individuel
et un en pool de 5.

De maniére générale, nous n’avons pas été autorisés a prélever les truies en gestation, ce qui a
limité fortement le nombre de truies prélevées.

Nous avons analysé au NIVR les pools porcs et volailles, et les écouvillons individuels des
truies concernant I’enquéte de prévalence et I’enquéte de surveillance (Tableau 4). Les écouvillons
individuels de porcs ont été conservés pour des analyses PCR ultérieures dans un laboratoire différent a
définir.

Les prises de sang ont toutes été analysées par ELISA A au NIVR. Dans le cadre de la
surveillance, aucun éleveur n’a souhaité faire des analyses sur les autres maladies respiratoires comme
nous le proposions, ils ont préféré étre rémunérés pour leur participation. Les résultats sérologiques de
I’enquéte de séroprévalence sont traités dans le cadre du stage de Marion Petit Sinturel.

P = pool Nombre de Nombre de Totaux | Nombre de Nombre de
| = individuel prélevements - | Prélévements - PCR reéalisées | Flu Detect
Enquéte Surveillance
prévalence
P- Porcs 118 28 146 146 0
I- Truies 11 2 13 13 13
P- Poulets 88 19 107 107 0
P- Canards 11 0 11 11 0
P- Canards de |8 0 8 8 0
Barbarie
I- Porcs 473 118 591 0 220
Totaux 709 167 876 285 233
Tableau 4 : Nombre d’écouvillons réalisés et analysés
Nombre de prises de sang Nombre de prises de sang Totaux
Enquéte de prévalence Surveillance
Porcs 502 107 609
Volailles | 409 70 479

Tableau 5 : Nombre de prises de sang réalisées, analysées en ELISA A
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[1l.2. Résultats des analyses de laboratoire
111.2.1. Résultats des tests rapides sur le terrain pour I’étude de surveillance

Les tests Flu Detect® ont donc été réalisés sur les animaux de race porcine préleves dans les
¢levages avec symptomes. Aucun test ne s’est révélé positif. Deux hypothéses sont donc possibles, a
savoir qu’aucun porc n’était atteint d’influenza porcin de type A lors des visites ou que dans le cadre de
notre étude les tests ne sont pas fiables. On tentera d’apporter une explication dans la partie discussion.
Les resultats RRT-PCR des pools correspondant sont également négatifs.

111.2.2. Résultats des RRT-PCR

Tous les échantillons en pool testés ont été négatifs. Les résultats négatifs types donnés par
I’analyseur sont comme sur la Figure 5. Chaque courbe représente un échantillon. En abscisse, on
trouve le nombre de cycles de PCR, et en ordonnées la mesure de fluorescence qui est fonction de la
quantité d’ADN. La droite parallele a I’axe des abscisses correspond au seuil de détection. La courbe
qui traverse ce seuil est le contrdle positif. La valeur en X de I’intersection de cette courbe et du seuil
de détection est généralement nommée en Ct (Cycle Threshold pour cycle du seuil), il s’agit du nombre
de cycles effectués au moment du dépassement du seuil de détection. Les Ct sont des valeurs
inversement proportionnelles a la quantité d’ADN initial, I’incertitude sur la mesure est minimisée au
maximum (5%). Ici on voit donc que tous les échantillons sont négatifs car toutes les courbes restent en
dessous du seuil de positivité.
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Figure 5 : Résultats RRT-PCR négatifs

I11.2.3. Résultats sérologiques pour les fermes avec symptémes

Dans les 28 fermes avec symptdmes chez les porcs, seules 18 ont des volailles. Les résultats
ELISA A pour les porcs et les volailles de ces 28 élevages sont résumes dans le Tableau 6. Tous les
résultats pour ces élevages sont positifs ou négatifs, il n’y a pas de douteux. On a une séroprévalence de
18% pour les porcs, et de 50% chez les volailles. 1l est a noter que dans 5 de ces 9 élevages, les
volailles ont été vaccinées contre le virus H5N1, dont 3 en janvier 2009, un en octobre 2008, et un en
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janvier 2008. Mais la positivité a I’ELISA ne nous donne pas de renseignement sur le sous-type viral
ayant circulé. Il faudrait faire des analyses supplémentaires, et dans le cas de tests positifs en H5, il
faudrait se pencher sur la durée de I’immunité vaccinale. Donc a ce stade on ne peut rien conclure
concernant les volailles vaccinées et la relation avec la séropositivité. Dans les fermes sans symptéme
chez les porcs, la séroprévalence pour les porcs est de 17%, et pour les volailles elle est de 39%.

Nombre d’¢levages | ELISA A Elevages Porc | ELISA A Elevages Volaille
2 Positifs Positifs
3 Positifs 2 Elevages Négatifs

1 Elevage sans volaille
7 Négatifs Positifs
16 Négatifs 7 Elevages Négatifs

9 Elevages sans volaille
Total élevages : 28 | Positifs porc : 5 Positifs volaille : 9

Négatifs : 23 Négatifs : 9

Tableau 6 : Résultats ELISA A pour les élevages avec symptomes

l11.3. Analyse statistique concernant la viroprévalence

Une analyse des facteurs de risque ne peut pas étre menée a cause des résultats négatifs a
I’analyse virologique. On peut estimer une viroprévalence maximale concernant I’étude de
viroprévalence, avec un degré de confiance de 95%, étant donné que I’échantillon de 76 élevages ne
présente que des résultats négatifs virologiquement. Le calcul s’effectue sur WinEpiscope®. Avec

I’échantillon disponible, il est peu probable de pouvoir détecter une prévalence inférieure a 4% (Figure
6).

Sample Size T M aximum n® positives T Level of Confidence
Megative Maw. n® | Megative o g | Maw nt
Input of DATA: zamples sza':l Eig-s positives | samples ﬁ:ﬁg's positives
Population Size: 10000 = -

1 0.07 4600000 17 011 238285

M of Megative samples: -,'-"E i 0.0z fPE3E 12 01e ce0d.0l
_ 3 0.03 E315.34] 13 013 205093

Level of Lonfidence (7] %% = 4 004 | s27050] 14 014 | 197511
b 0.05 4506.30] 15 015 1809.10
RESULTS: B 0.0k 3929.40] 16 016 170622
Sampling fraction [%]; 0,76 i 0.07 2480.539] 17 017 1614,37
Mazirnumn r® of positives: 386 3 g gg 31533 132 ::g g 13 1321? 2;
Mawx. possible Prevalence (%] 3.80 10 010 ora7 49| 20 020 1389 75

Figure 6 : Estimation de la viroprévalence maximale

On peut aussi effectuer le calcul pour les 28 fermes avec symptémes par rapport a la population
totale avec le méme degré de confiance. La viroprévalence maximale pour les élevages avec un
syndrome grippal n’est que de 10%, d’ou la nécessité de tester les autres agents pathogénes qui peuvent
étre responsables de ces symptomes.

On peut observer a partir du calcul effectué sur WinEpiscope® (Figure 7) que pour des
prévalences inférieures a 4%, le degré de confiance devient inférieur & 95%. Pour de telles prévalences,
la probabilité de diagnostiquer au moins un animal positif est inférieure a 95%. Cela peut donner un
élément de réponse au fait que nous n’ayons eu que des résultats négatifs dans notre étude, la
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probabilit¢ de détection d’au moins un cas est faible pour des viroprévalences inférieures a 4%,
cependant WinEpiscope® fournit des chiffres trés théoriques.

Sample Size T b aximum n? positives T Level of Confidence

Input of DATA:
a - o MN® Confiden & M® Confiden
Papulation Size: 10000 Prevale |Dizeazed| Level | Prevale |Diseased| Level
Sample Size [to be] uzed: 76 | 10000 [ 6365 11 110000 10000

—

- 5 20000 ) Y859 12 120000 100,00

Prewval timated) [Z]:
revalenee (estmater) (4 30000 ) 90,27 13 130000 100,00
RESULTS: 400.00 | 9556 14 140000 100,00
Level of Confidence [%): 95,04 500,00 | 98,00 15 1500000 100,00

E00.00 | 99,11 16 160000 100,00
700,00 | 99,61 17 1700.00 100,00
800,00 | 9983 | 18 180000 100,00
B M e e 900,00 | 9992 | 19 1900,00 100,00

Dositive is 95, 04% 0 1000,00 99,97 | 20 200000 100,00

Figure 7 : Calcul du degré de confiance en fonction de la prévalence

If you take 76 zamples out of a
population of 10000 animals and
the estimated prevalence iz 3.86%,
then the probability of diaghozing

—L O |00 == O O | (la D

l1l.4. Epidémiologie des syndromes grippaux

A partir des questionnaires effectués dans I’ensemble des élevages et des commémoratifs
renseignés dans les fermes avec symptomes, il est possible d’exposer les résultats concernant les
syndromes grippaux. On pourra voir aussi si les élevages enquétés dans le cadre de la surveillance
correspondaient bien a la définition de cas énoncée.

[11.4.1. Place et gestion des maladies respiratoires dans les élevages enquétes

Parmi les 93 élevages enquétés, 54 ont declaré avoir eu des porcs atteints d’une ou de deux
maladies contagieuses avec symptomes respiratoires dans I’année, la mycoplasmose a été citée 33 fois,
contre 19 fois pour le PRRsV, et 8 fois pour la pasteurellose. Cependant le diagnostic a été effectué par
I’éleveur dans 9 élevages, et par les services Vétérinaires cliniguement dans 45 élevages, aucune
confirmation par analyse en laboratoire n’a été effectuée pour ces fermes (Annexe 9). De maniere
génerale, 73% des éleveurs disent faire appel au vétérinaire lors de maladie, 14% font le diagnostic
eux-mémes, 13% des éleveurs n’ont pas répondu a cette question.

Les eleveurs ont donné le pourcentage de morbidité et de létalité dans I’année dans leur
troupeau de porcs (Annexe 10). La morbidité est inférieure ou égale a 20% dans la moitié des élevages
avec symptdmes respiratoires dans 1’année, et 27% des élevages atteints ont une morbidité de 100%. Il
y a eu de la mortalité dans 7 élevages atteints, dont 3 avec 100% de létalité.

La période de I’année citée comme étant propice aux maladies respiratoires chez les porcs
débute en novembre ou décembre et se termine en avril, avec un pic en février (Annexe 11). La période
de notre étude était donc située en fin de saison propice a ces maladies.

Concernant la vaccination, 62 élevages vaccinent contre la pasteurellose, aucun contre le SIV, le
PRRsV ou la mycoplasmose (Annexe 12). Les vaccins sont en genéral pratiqués chez les jeunes porcs,
on ne possede pas d’information plus précise. On remarque que 44 élevages ayant vacciné contre la
pasteurellose ont présenté des symptomes dans 1I’année ou lors de la visite, contre 18 élevages vaccinés
qui n’ont pas eu de maladies respiratoires. On peut donc supposer que les éleveurs ayant des maladies
respiratoires ont recours plus systématiquement a la vaccination. Cependant, une autre maladie que la
pasteurellose est slirement a I’origine des symptdmes respiratoires puisque les élevages vaccinant
restent fortement touchés.
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En conclusion, I’influenza porcin n’est pas une maladie respiratoire qui semble bien connue des
éleveurs, il semble qu’ils ne la jugent pas comme étant responsable des symptomes respiratoires dans
leur élevage.

Concernant les volailles, des questions sur les symptomes évoquant 1’influenza aviaire ont été
posées, a savoir si I’éleveur a observé une mortalité brutale, une baisse de consommation, une baisse de
production, de la diarrhée, et/ou des troubles nerveux. Dans les 80 élevages avec volailles, aucun
¢éleveur n’a déclaré avoir des volailles malades le jour de la visite. Dans 1’année, 38 éleveurs ont
observé de tels symptomes, pres de la moitié ont estimé une morbidité inférieure ou égale a 25%, 32%
des éleveurs ont évoqué une morbidité entre 30 et 50%, et dans 21% des cas la morbidité était tres
élevée, supérieure ou égale a 60% (Annexe 13). Parmi tous ces élevages avec symptomes, 30 d’entre
eux ont rencontré de la mortalité, 60% ont déclaré avoir une letalité de 90 a 100%. Les maladies
rencontrés ne semblent pas tres contagieuses, mais ont un taux de létalité assez important de maniere
générale. Cependant il est difficile d’interpréter ces résultats concernant 1’agent pathogéne en cause.
Car en effet, pour 'IAHP, les canards sont moins sensibles que les poulets, il faudrait donc avoir des
informations précises sur 1’espéce touchée. Or 20% des élevages ont plusieurs especes de volailles, et
dans le questionnaire nous n’avons pas précisé I’espece touchée.

La période principalement citée comme étant propice au syndrome grippale chez les volailles
s’étend de décembre a avril (Annexe 14). Dans ce cas aussi, I’étude menée se situe en fin de période.

Concernant la vaccination contre les pestes aviaires (la maladie de Newcastle et I’influenza A),
la moitié des élevages n’utilisent aucune vaccination, et 20% d’entre eux ont utilisé les deux vaccins.
47% des €levages utilisent un vaccin contre I’influenza A de sous-type H5, et 23% contre la maladie de
Newecastle. La vaccination contre I’influenza A a été réalisee dans 92% des cas en 2008 ou en 2009
(Annexe 15). On observe que plus de la moitié des élevages ayant vacciné contre 1’influenza A ont
présenté des symptomes dans 1’année, et plus de la moiti¢é de ceux n’ayant pas vacciné n’ont pas
présenté de symptomes. Nous ne possédons pas d’information précise sur le moment d’apparition des
symptdémes par rapport a la vaccination. Comme pour les porcs, on peut penser que les élevages
rencontrant un syndrome grippal sont plus amenes a effectuer une vaccination. Mais si la vaccination
est antérieure aux symptémes, I’influenza A de sous-type H5 n’est pas la maladie responsable.

l11.4.2. Commémoratifs des maladies respiratoires dans les élevages de porcs avec
symptomes

Pour I’enquéte de surveillance, du fait de la courte période dont nous disposions et du manque
d’observations précises des symptdmes par les éleveurs, il a fallu élargir la définition de cas pour avoir
un maximum de déclarations. Ainsi les élevages avec fievre et abattement uniquement, et ceux avec des
symptdmes respiratoires sans fiévre remarquée ont été enquétés. Les éleveurs déclarant avoir eu des
symptomes la semaine précédant I’enquéte sont aussi rentrés dans 1’¢tude.

En effet, dans 61% des cas uniquement, d’aprés les déclarations des éleveurs, les symptémes
observés correspondaient exactement a la definition du cas suspect a savoir 1’observation de
symptomes respiratoires et de fiévre ou d’abattement (Annexe 16). Cependant le critére fievre
notamment est important car assez discriminant, il est rarement présent lors d’une infection seule a
Mycoplasma hypopneumoniae (Thacker et al., 2001), et est généralement corrélé avec une excrétion
forte lors de I’infection au SIV. Dans les 28 élevages avec symptdmes enquétés, nous avons pris la
température des porcs. Dans 21 fermes, les éleveurs ont déclaré avoir remarqueé de la fiévre chez leurs
porcs, mais ils n’ont pas pris la température, une hyperthermie a été observée dans 17 élevages. Donc
les autres 11 élevages ne présentaient pas de fievre lors des prélevements. Les informations concernant
les symptomes effectivement observés, autres que I’hyperthermie, ne sont pas pertinentes car un
examen clinique complet n’a pas été réalisé, et le temps passé sur 1’élevage a été relativement court ; a
titre indicatif elles sont résumées dans 1’ Annexe 16.
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D’autres renseignements ont ét¢ demandés concernant les catégories d’animaux touchés par la
maladie, et le nombre de porcs morts, ils sont résumés dans I’annexe 17. Les catégories les plus
concernées sont les porcs a 1’engrais, puis les truies, et enfin les porcelets. Dans 61% des cas, seuls les
porcs a l’engrais ont été touchés, et dans 36% des cas plusieurs catégories ont manifesté des
symptdémes. Enfin, dans 61% des élevages, il n’y a pas eu de mortalité, et dans les autres elle a
généralement été faible. Plus de la moitié des éleveurs avaient une idée sur I’agent pathogéne en cause,
ils ont cité la mycoplasmose et le PRRsV.

Une donnée importante doit étre exposée, a savoir le délai entre I’apparition des symptomes et
les prélevements (Annexe 18), du fait de I’excrétion courte (quelques jours) lors d’infection par un SIV.
En effet, dans seulement 41% des élevages les premiers symptomes sont apparus au plus tard la
semaine préceédent les prélevements. Dans les cas extrémes, ils sont apparus plus d’un mois avant. Les
éleveurs ont en effet déclaré dans 81% des cas que les symptdmes observés sont apparus de maniére
progressive.

Tous ces éléments sont donc intéressants, ils pourront servir a expliquer notamment les résultats
virologiques négatifs dans la discussion.
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IV. Discussion

IV.1. Les biais de I’étude

Une étude peut comporter plusieurs biais, les biais de sélection, les biais d’observation, et les
biais de confusion. Les biais de sélection résultent de la fagon dont 1’échantillon est choisi au sein de la
population, ils peuvent conduire a ce que les sujets effectivement observés lors de I’enquéte ne
constituent pas un groupe représentatif des populations étudiées. Les biais d’observation ou de mesure
résultent d’erreurs de mesure ou de mauvaise interprétation de cette mesure. Les biais de confusion
sont liés a I’influence de tiers facteurs, appelés facteurs de confusion, sur les associations ¢étudiées.
Dans notre étude, les biais principaux sont des biais de sélection et d’observation, on ne peut pas
étudier des biais de confusion n’ayant pas de résultat positif aux analyses RRT-PCR et donc n’ayant
pas d’analyse statistique de facteurs de risque.

IV.1.1. Biais de sélection

Le principal biais de sélection concerne 1’établissement des listes d’élevages par les services
vétérinaires des communes et des provinces sur lesquelles nous nous somme basés pour effectuer le
tirage au sort. En effet, ils ont utilisé les listes de vaccination, or les élevages vaccinant ont sans doute
des caractéristiques différentes (taille, type de production, niveau technique et de biosécurité...), et la
vaccination implique une circulation du personnel vaccinant dans ces élevages, pouvant étre un facteur
de risque.

Un autre biais s’explique par le fait que les listes fournies contenaient des informations
différentes et plus ou moins complétes selon les communes. A Ha Tay, il s’agissait de listes détaillées
des élevages, alors qu’a Bac Giang seul un nombre d’élevages de porcs et/ou de truies par commune a
été donné, d’ou I'utilisation d’une méthode d’échantillonnage différente selon la province. Du fait de la
disparité de ces listes, les élevages de truies (sans porc gras) ont été inclus dans la population source,
cependant de fagon concréte ces derniers n’ont pas été enquétés.

Enfin, lors de la réalisation des prélévements dans les élevages, nous n’avons pas été autorisés a
prélever les truies gestantes, le protocole de départ concernant les truies n’a donc pas été respecté. De
méme pour les volailles, des difficultés se sont présentées car elles étaient souvent en liberté, donc,
dans certains cas, les prélevements des 15 volailles requises n’ont pas pu étre effectués.

IV.1.2. Biais d’observation

De maniére générale, comme les entretiens se déroulaient en vietnamien, nous n’avons pas pu y
participer pleinement, et de ce fait les réponses ont été soumises au jugement de ’interpréte. Pour
limiter ce biais un interprete scientifique avait été choisi, et le questionnaire avait été testé sur le terrain.

Cependant le recours a un autre interprete scientifique a été nécessaire, pour une dizaine
d’élevages, or il n’avait pas testé préalablement le questionnaire. Les informations recueillies ont donc
été de moins bonnes qualités et soumises a une interprétation peut-étre plus subjective de ce second
interviewer.

Les éleveurs n’ont pas toujours pu fournir des renseignements précis. Notamment 1’observation
des symptomes respiratoires et/ou de fievre dans 1’année ou le jour de la visite est une information
assez subjective de la part des éleveurs car par exemple ceux-ci ne prennent jamais la température des
animaux. Dans les élevages avec symptdémes, nous avons pu parfois observer nous-mémes des
symptomes le jour de la visite, mais parfois ¢a n’a pas été le cas. De méme, certains éleveurs ne se
souvenaient pas de certaines informations, comme par exemple les dates de
vaccination des animaux, parfois ils étaient incapables de faire une estimation du nombre de porcs
qu’ils avaient dans I’année, des proportions des types d’aliment qu’ils ont donné etc. Tout cela a

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1
hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT /
année 2008-2009. 69 p. 31



compliqué le travail de D’interpréte qui a di parfois renseigner certaines parties du questionnaire avec
une appréciation plus personnelle. Cependant, des discussions avec I’interpréte sur les questionnaires
réalisés ont permis d’avoir une idée claire des problémes qui se sont posés.

Cette étude a donc comporté plusieurs biais qui ont éte identifiés et limités. Certains biais n’ont
pu étre évités du fait de ’organisation des différentes structures et de notre travail, et de I’acceés aux
informations, comme les listes d’¢levage, au Vietnam.

IV.2. Hypothéses concernant les résultats négatifs

Les analyses en laboratoire des prélévements virologiques n’ont donné que des résultats
négatifs, plusieurs éléments d’explication vont étre apportés. Trois principaux points peuvent étre

développés a savoir I’échantillonnage et la période de 1’étude, la réalisation et I’analyse des
prélévements, et la place de 1’influenza porcin dans le complexe des maladies respiratoires porcines.

IV.2.1. Echantillonnage et période de I’étude

Pour I’enquéte de viroprévalence, la taille de I’échantillon a été choisie par rapport a 1’étude de
séroprévalence. Il a été vu que, pour le calcul de la taille d’échantillon sur Winepiscope®, la
séroprévalence attendue est supérieure a la viroprévalence attendue. Dans ce cas, la taille de
I’échantillon calculée reste parfaitement adéquate pour une estimation de viroprévalence. Cependant,
pour la détection d’au moins un cas de SIV, la taille d’échantillon calculée est insuffisante si on utilise
une prévalence attendue trop supérieure a la réalité. Or en vue des résultats de 1’étude, nous avons
calculé que la prévalence maximale possible de la population est de 1’ordre de 4%, or une prévalence
attendue de 5% a été utilisée pour le calcul. On peut par exemple calculer sur Winepiscope® la taille de
I’échantillon pour la détection d’au moins un cas dans une population avec une prévalence de 3%, elle
est de 98 élevages, contre 75 prélevés dans notre enquéte par sondage aléatoire. Cela a pu donc
diminuer les chances de détection de SIV. Au niveau intra-élevage, on peut apporter la méme
explication puisque la prévalence attendue utilisée pour le calcul est supérieure a la viroprévalence
attendue dans les élevages. Cependant, pour I’étude il a fallu trouver un consensus entre besoins
scientifiques et colt des analyses.

De maniere générale dans la bibliographie (Annexe 2), le taux d’isolement de SIV en dépistage
systématique et méme dans les fermes avec des symptdmes respiratoires reste faible. En effet, cela est
principalement di a la fenétre d’excrétion qui est courte (voir 1.2.3. Aspects cliniques et excrétion des
virus influenza A). De ce fait, on pourrait expliquer que méme les élevages avec symptdémes qui ont été
prélevés n’aient pas présenté de cas d’influenza porcin. Les résultats ont aussi montré que pour plus de
la moitié des ¢élevages avec symptomes prélevés, le délai entre I’apparition des premiers symptomes et
la réalisation des prélévements était supérieur a une semaine. De plus, la fiévre est normalement
corrélée avec une forte excrétion virale, or dans 40% des fermes aucun porc prélevé n’était en
hyperthermie. Concernant les volailles, aucune ne présentait de symptomes d’influenza A lors des
prélevements. Il est donc fortement possible pour les porcs et les volailles que les préléevements aient
été effectués en dehors de la période d’excrétion virale. Il faudrait établir un systéme de surveillance
plus performant, et notamment permettant une détection plus précoce des cas suspects.

Enfin, un autre facteur a certainement joué un réle important. Comme déja évoqué, la période
de I’étude était initialement prévue de février a mars, mais finalement I’enquéte a été réalisée de mi-
mars a début mai. Dans 1’analyse des résultats, les périodes des maladies respiratoires des porcs et des
volailles ont eté déterminées d’apres dires d’éleveurs. Ces informations peuvent étre utilisées a titre
indicatif, elles font appel a la mémoire des éleveurs. La période identifiée pour les porcs et les volailles
est de décembre a avril, avec un pic en février pour les porcs et en janvier pour les volailles. Les mois
les moins cités sont ceux de mai a octobre pour les porcs, et de mai a ao(t pour les volailles. Ainsi, la
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période de notre étude représente la fin de la période des maladies respiratoires, diminuant encore nos
chances de détection de cas d’infection par un virus influenza.

IV.2.2. Réalisation et analyse des prélevements

Sur le terrain, pour les porcs, les écouvillons utilisés étaient relativement courts, et
I’écouvillonnage était effectué aprés la prise de sang et donc assez rapidement. Ainsi peut-étre la
technique d’écouvillonnage n’était pas parfaitement adaptée pour avoir des chances maximales de
détection virale. Le fait qu’aucun Flu Detect® n’ait été positif peut s’expliquer en partie par le fait que
I’écouvillon était réalisé aprés passage des deux écouvillons pour I’analyse RRT-PCR, cela peut avoir
diminué la charge virale de I’¢chantillon. Cependant ces tests Flu Detect® n’ont pas été validé chez les
porcs, méme s’ils détectent des antigénes viraux communs aux virus influenza de type A, et qu’une
étude (Sanchez et al., 2008) a montré qu’ils étaient adaptés.

Concernant les écouvillons effectués sur les volailles, I’OIE recommande normalement
d’effectuer un écouvillon cloacal et un écouvillon trachéal dans le cas des grippes aviaires. Or par souci
pratique et de co(t, seul un écouvillonnage cloacal a été réalisé. Plusieurs études montrent que, selon
les souches virales, I’isolement se fait plutot sur des écouvillons cloacaux ou plutot sur des écouvillons
trachéaux. En effet, selon les virus influenza, le temps et la localisation dans 1’organisme de 1’excrétion
virale different (Chen et al., 2004; VVan Der Goot et al., 2005; Spickler et al., 2008). Effectuer un double
¢couvillonnage aurait donc augmenté les probabilités d’isolement viral chez les volailles.

Comme déja évoqué, I'utilisation de pools chez les porcs n’a pas été validée, il s’agit d’une
utilisation empirique. Chez les volailles, elle semble cependant tout a fait appropriée, et couramment
utilisée (Munster et al., 2007). Néanmoins, de maniere générale, elle pourrait réduire le niveau de
détection du virus. Ainsi pour les porcs, nous avons effectué un double écouvillonnage nasal, un
¢couvillon individuel étant conservé en plus, cela permettra d’effectuer des analyses ultérieures.

Les températures de conservation peuvent aussi étre mises en cause. Cependant, les milieux de
transport ont été conservés au froid sur le terrain, et les écouvillons aussitét effectués ont été replacés
dans la glaciére. La température n’a pas ét€ mesurée au cours de la journée, mais toutes les précautions
ont été prises pour la maintenir proche des 4°C, et les prélevements ont été placés le soir méme a -
20°C. lls ont été placés quelques semaines plus tard a -70°C. En effet, il est conseillé de garder les
échantillons a -70°C pour de longues périodes. Cependant, ils peuvent normalement étre maintenus
pendant des semaines voire des mois a -20°C. Les températures de conservation ne semblent pas étre
une explication majeure des résultats négatifs.

Des substances inhibitrices, comme des agents blanchissants utilisés dans la fabrication des
écouvillons, et la dégradation de I’ARN avant la RRT-PCR peuvent étre mises en cause. L’ARN est
relativement instable et les enzymes de dégradation de I’ARN sont ubiquistes (Spackman et al., 2002).

Ces trois derniers facteurs explicatifs, a savoir la pratique du pool, les températures de
conservation, et les substances inhibitrices, auraient pu étre éliminés par ’utilisation de témoin positif
dans I’étude. On aurait pu utiliser le méme matériel, et mettre un écouvillon avec de I’ARN viral avec
quatre écouvillons stériles en pool de cing, et les conserver avec les autres échantillons. L’analyse de
ces témoins aurait pu mettre en évidence si ces techniques sont appropriées. Cependant pour cela, il
aurait fallu avoir et manipuler de I’ARN viral.

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1
hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT /
année 2008-2009. 69 p. 33



IV.2.3. Place de linfluenza porcin dans le complexe des maladies respiratoires
porcines

On peut essayer d’apporter une explication supplémentaire des résultats négatifs dans le cas de
I’étude basée sur la surveillance, outre la fenétre d’excrétion courte et la période des prélevements. Les
porcs prélevés avaient des symptdmes rentrant dans la déefinition de cas. Mais cette définition de cas est
large, il est trés difficile d’en avoir une discrimante du fait de l’absence de signe clinique
pathognomonique de I’influenza. En effet, I’influenza porcin appartient au complexe des maladies
respiratoires porcines, de nombreux agents pathogénes peuvent en effet étre a I’origine de symptomes
respiratoires et/ou de fievre et d’abattement.

Plusieurs études décrivent les différents pathogenes rencontrés. Une étude en Thailande
(Nakharuthai et al., 2008) sur des porcelets suggére que le SIV n’est pas le pathogéne majeur dans le
complexe des maladies respiratoires porcines dans ce pays. Dans une étude aux Etats-Unis sur des
porcs avec pneumonie (Janke, 2003), le SIV a été détecté dans 20,8% des cas, contre 39,3% pour le
PRRsV et 27,6% pour Pasteurella multocida ; viennent ensuite d’autres agents pathogénes. Dans
61,8% des cas de SIV, il n’y a pas d’association avec le PRRsV, le Circovirus Porcin (PCV) ou
Mycoplasma hypopneumoniae. Ces études montrent donc que le SIV est rarement le pathogéne majeur
dans le complexe des maladies respiratoires porcines dans différents pays. On ne peut cependant pas
utiliser directement ces résultats car la situation dans le Nord-Vietnam peut étre différente.

Néanmoins, dans notre étude, les éleveurs interrogés n’ont jamais déclaré que leur troupeau ait
été atteint par le SIV dans 1’année, mais cette donnée n’est pas vraiment utilisable car aucune analyse
en laboratoire n’a été réalisée. L’ influenza porcin ne semble pas étre une maladie dont se préoccupent
les éleveurs et les services vétérinaires. Il serait intéressant de mener des études au Vietnam pour avoir
des informations sur les différents agents pathogénes responsables des maladies respiratoires dans le
cadre d’une surveillance syndromique.

IV.3. Propositions pour les études ultérieures

IV.3.1. Recommandations de la FAO concernant le virus Pandemic H1N1/2009

Dans le contexte de pandémie a HIN1, il est important de développer un programme général de
surveillance des virus influenza chez le porc. Cela implique la mise en place d’une surveillance passive
avec déclaration des cas, ainsi que 1’¢laboration et la coordination des protocoles de recherche, tout cela
ayant pour but de répondre aux questions suivantes, telles que citées par la FAO :

- (A) Les porcs sont-ils la source de I’exposition humaine ?
- (B) Peut-on démontrer I’absence du virus Pandemic HIN1/2009 chez le porc ?
- (C) La souche pandémique est-elle détectée et collectée chez la population porcine ?

Pour chacune d’elle, la FAO émet des recommandations en termes de protocole. Pour (A), elle
conseille d’effectuer des études épidémiologiques a partir des cas humains d’influenza Pandemic
H1N1/2009 en se renseignant sur le(s) contact(s) potentiel(s) des personnes avec des troupeaux porcins,
afin de rechercher la présence éventuelle de porcs infectés. Pour (B), des enquétes par sondage aléatoire
sont recommandées a 1’échelle d’une zone ou d’un pays. Elles doivent étre adaptées pour détecter une
prévalence d’au moins 1% avec un degré de confiance de 99%. Enfin pour (C), une stratégie génerale
de surveillance est recommandée dans les élevages et abattoirs. Pour les fermes, une surveillance basée
sur une définition de cas est a envisager, et en abattoir une observation des syndromes grippaux et des
Iésions devrait étre effectuée (FAO, 2009).

L’étude réalisée dans le cadre du stage a permis d’identifier certaines difficultés pratiques dans
la réalisation d’enquétes épidémiologiques et virologiques, ainsi il est possible d’émettre certaines
propositions pour des études ultérieures sur les SIV en général. Dans tous les cas, il est nécessaire de
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prendre en compte les recommandations de la FAO dans le contexte pandémique H1N1. Le Tableau 7
(p. 38 et 39) présente un résumé sur les différents protocoles et objectifs cités.

IV.3.2. La surveillance avec définition de cas des maladies respiratoires porcines

La forte saisonnalité de I’influenza A et les périodes d’excrétion courtes impliquent la nécessité
de cibler les périodes propices a la maladie dans I’année et de détecter précocement les cas de SIV.
Cependant du fait de I’apparition de la souche Pandemic HIN1/2009, la surveillance des SIV porcins
est fortement recommandée tout au long de 1’année, en particulier concernant les élevages porcins
familiaux.

Dans notre étude, nous avons tenté de mettre en place sur une courte période de temps un
systeme de déclaration des cas de maladies respiratoires porcines. Quelques réflexions peuvent étre
faites concernant la mise en place d’une surveillance syndromique dans ce contexte particulier.

a) Comment inciter les éleveurs et les vétérinaires a déclarer les cas ?

Pour informer les différents acteurs, des tracts avaient été distribués aux éleveurs directement ou
via les services vétérinaires, et aux vétérinaires de communes. Un diagnostic des maladies respiratoires
avaient été propose aux éleveurs en échange de leur participation, et une rémunération a la journée aux
vétérinaires. Cependant, la déclaration des cas n’a été effectuée que par les vétérinaires des communes
qui, du fait de leurs activités, avaient connaissance de cas dans des élevages. Presque aucun €leveur n’a
contacté les vétérinaires du fait de la distribution des tracts. Cela peut s’expliquer par le fait que la mise
en place d’un tel réseau nécessite beaucoup plus de temps afin de bien renseigner les acteurs, et de les
impliquer.

De plus, aucun éleveur n’a souhaité effectuer le diagnostic de la maladie, ils ont préféré une
rémunération. En effet, aprés discussion avec les collégues vietnamiens, il s’est avéré que, de manicre
générale, les éleveurs vendent les porcs malades aux collecteurs afin de minimiser les pertes
économiques. Ainsi ils font rarement appel aux vétérinaires pour des soins, et cela explique leur
manque d’intérét pour déclarer des cas et pour effectuer un diagnostic.

Ainsi, plusieurs observations peuvent étre faites. Le fait que les porcs malades soient mis sur le
marché pour la consommation est un probleme qui doit étre résolu par les services vétérinaires. A notre
¢chelle, lors de la mise en place d’une surveillance, il est apparu que les vétérinaires communaux
étaient les meilleurs interlocuteurs. En effet, il s’agit a la fois de partenaires scientifiques et de
personnes en contact direct avec les éleveurs. Dans notre étude, ils ont fourni tous les cas sur une courte
période de temps. Apres discussion, il s’aveére qu’ils savent quand il y a des épisodes de maladies
respiratoires sur leur commune. Une rémunération a la journée pour leur travail de recherche des
élevages déclarant des maladies semble adaptée. Pour éviter une sur-déclaration, plusieurs
recommandations peuvent étre faites. Tout d’abord, en-dehors du contexte pandémique H1N1, il est
intéressant de cibler les périodes dans I’année des maladies respiratoires pour alléger la surveillance
tout en maintenant le réseau mis en place en restant en contact avec les vétérinaires. Ensuite, il est
recommandé de proposer une rémunération pour un service globale de recherche de cas, et non une
rémunération par elevage identifié. Enfin, une vérification de la présence des symptomes de la
définition du cas suspect doit étre effectuée lors de la réalisation des prélévements. Une rémunération
des éleveurs doit étre préservée.

Le retour des résultats d’analyse doit évidemment étre fait. Les éleveurs et bien sir les services
vétérinaires sont trés demandeurs concernant le retour de 1’information.
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b) Comment établir une définition du cas suspect adaptée ?

Comme déja évoque, il est difficile d’établir une définition du cas suspect assez spécifique :
I’influenza porcin présente des signes cliniques peu caractéristiques de la maladie, et le SIV peut étre
associ¢ a d’autres agents pathogénes comme notamment le PRRsV, le PCV, Mycoplasma
hypopneumoniae, Pasteurella multocida et Streptococcus suis (Janke, 2003). La définition de cas peut
parfois manquer aussi de sensibilité, lors d’infections inapparentes a certains SIV.

Celle utilisée dans notre étude pour les petits élevages semble adaptée. Pour qu’elle soit plus
specifique, outre les symptdmes respiratoires, les critéeres fiévre, abattement, et anorexie sont
importants. En particulier, il s’agit de symptdmes rarement présents lors d’une infection seule a
Mycoplasma hypopneumoniae (Thacker et al., 2001). Une hyperthermie doit étre présente lors de la
réalisation des prélevements. On peut noter que dans les fermes avec symptdmes enquétées, les
catégories les plus concernées par la définition de cas sont les porcs a I’engrais, mais on ne peut pas en
déduire qu’il s’agit d’un SIV plutét que d’une autre maladie. Pour les élevages de grande taille, un
critere de la définition de cas est a modifier, a savoir le nombre de porcs malades. Ce critére était d’au
moins 2 porcs pour les petits producteurs ; pour les autres, la FAO recommande qu’au moins 10% des
animaux présents dans 1’unité choisie (bande, élevage...) présentent des symptomes sur une période
d’une semaine (FAO, 2009).

Cependant, du fait des co-infections, les signes cliniques s’étalent sur une période qui peut étre
plus longue, ils ne révelent pas directement une infection par le SIV, et on ne peut donc pas forcément
connaitre avec précision le moment de I’infection, et donc de I’excrétion qui est courte. Il faut donc
identifier précocement les troupeaux atteints et les suivre sur plusieurs jours avec des prélevements
répétés. De plus, ’analyse des prélévements pour les autres agents pathogeénes fournirait des données
intéressantes pour connaitre les agents pathogenes majeurs et les associations dans le complexe
respiratoire porcin au Vietnam.

La surveillance des maladies respiratoires porcines est donc longue et difficile a mettre en place.
Elle peut engendrer un colit important si on entreprend I’analyse des prélévements pour les autres
maladies respiratoires. Pour cela, il faut avoir une définition de cas la plus spécifique possible, et
répéter les prélevements pour augmenter les chances d’isolement viral. Effectuer I’analyse des
prélevements pour les autres maladies respiratoires serait intéressant a la fois scientifiquement et pour
les éleveurs et les services vétérinaires, cela permettrait d’entretenir des liens plus étroits de
collaboration dans le cadre d’une surveillance.

IV.3.3. Etudes en abattoir

En abattoir, il est possible de mettre en place des enquétes virologiques et une surveillance des
SIV. De nombreuses études virologiques y ont été réalisées en Asie du Sud-Est. Deux études en Chine
ont eu des taux d’isolement de plus de 16%, deux autres des taux de plus de 3%, et six autres en Chine
et a Taiwan des taux inférieurs a 1% (Annexe 2). Les résultats sont donc assez variables, mais dans
tous les cas des souches de SIV ont pu étre isolées.

Ainsi, il serait intéressant de faire une étude dans le Nord-Vietnam pour isoler des souches
virales. La réalisation de prélévements sur une année est particuliérement intéressante puisqu’elle
augmente les chances d’isolement, et qu’elle permettrait d’établir un profil saisonnier précis de
I’influenza porcin. Cependant une telle étude est trés colteuse en matériel et en main d’ceuvre. Elle
peut donc étre envisagée sur quelques mois. Il est alors nécessaire de déterminer les périodes ou il y a
le plus de cas de maladies respiratoires porcines. Mais nous ne disposons que de peu d’informations sur
ce sujet dans la zone. Il est donc important de recouper plusieurs sources d’informations comme les
publications scientifiques, les dires d’¢leveurs, et les observations des services vétérinaires. La période
qui semble la plus adaptée s’étale de la fin de I’automne au début ou a la fin de I’hiver (voir 11.2.Choix
de la période d’étude). Une enquéte aupres des services vétérinaires des provinces, des districts et des
communes pourraient peut-étre fournir des renseignements plus précis pour la zone d’étude.
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Cependant, dans le contexte pandémique actuel, une surveillance continue en abattoir,
contrairement a des enquétes ponctuelles, est intéressante a mettre en place, la vigilance des techniciens
est importante. Une double surveillance est alors possible a la fois clinique et Iésionnelle.

De maniére générale, différents prélevements pourront étre réalisés, des prises de sang pour des
analyses serologiques, des écouvillons nasaux et trachéaux ainsi que des prélevements de poumons,
particulierement lors de lésions, pour des analyses virologiques. Le stress a 1’abattoir peut de plus
favoriser 1’excrétion virale, augmentant les chances d’isolement. Il sera nécessaire de remonter aux
¢levages d’origine lors de cas d’infection au HIN1 pandémique, et dans le cadre d’enquétes
épidémiologiques pour réaliser un questionnaire aupres des éleveurs en vue d’une étude de facteurs de
risque. Cependant la tracabilité en abattoir n’est pas toujours réalisable dans un grand nombre de
structures, et notamment au Vietnam.

IV.3.4. Etude de cinétique

Une étude de cinétique, visant a isoler du SIV, peut aussi étre envisagée. Il faut se baser sur
I’enquéte sérologique qui aura permis d’identifier des facteurs de risque, ainsi il est possible de cibler
les élevages a risque et d’augmenter les chances d’isolement viral. Pour cela, en période de maladies
respiratoires porcines, des prélevements pourront étre effectués une a deux fois par semaine sur des
animaux dans ces fermes. Ces élevages pourront aussi servir de sentinelles dans le cadre d’un
programme de surveillance. De plus, une telle étude peut étre envisagée pour effectuer un suivi de
cohortes afin de mesurer I’incidence de I’influenza porcin.

IV.3.5. Choix des méthodes d’analyse en laboratoire

Dans tous les cas, les analyses en laboratoire des prélévements virologiques peuvent étre
réalisées avec différentes méthodes. La RRT-PCR est une méthode particuliérement adaptée, et elle est
rapide et relativement peu colteuse en premiere intention par rapport aux autres méthodes d’analyse
virologique. Cependant la plupart des études citées dans 1’annexe 2 ont utilisé I’isolement viral sur
ceufs embryonnés ou sur cellules avant réalisation de PCR. Une étude montre qu’il est intéressant
d’associer ces différentes méthodes aussi souvent que possible pour optimiser la détection de SIV
(Barigazzi et al.,, 2003). Le développement d’une RT-PCR Multiplex semble particulierement
intéressant (Chang et al., 2008) ; elle permet de tester aprés isolement viral de nombreux sous-types,
soient 12 hémagglutinines (H1-H12) et les 9 neuraminidases qui sont communément isolées pour des
virus aviaires, porcins et humains. Cela est particulierement intéressant dans le contexte pandémique
actuel. Les sous-types HIN1 identifiés devront étre analysés par séquencage moléculaire par un
laboratoire de reférence, tel que recommandé par la FAO (FAO, 2009). De maniére géneérale pour les
virus influenza, il y a a disposition de nombreuses méthodes d’analyse, la principale limite est
évidemment le co(t.
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Obijectif

Protocole

Alerte précoce,
Pandemic H1IN1/2009

Epidémiologie moléculaire,
Isolement,
Identification des souches

Viroprévalence/ Séroprévalence
Facteurs de risque

Enquéte
transversale

Enquéte ponctuelle, restreinte dans le
temps, et au niveau de la population.

+

Isolement de souches possible.

Faible taux d’isolement sur des
animaux asymptomatiques,
Nécessité d’une grande taille
d’echantillon,

Cibler la saison.

+++

Echantillonnage aléatoire, représentativité
de la population.

Information sur ’absence/présence de la
souche Pandemic H1N1/2009 dans la zone,
Recueil d’informations sur les pratiques
d’élevage et la biosécurité.

Codteux, Enquéte ponctuelle donc influence
saisonniére notamment,

Faible taux d’isolement sur des animaux
asymptomatiques.

Etude en
abattoir

++

Etude a grande échelle,
Double surveillance clinique et
Iésionnelle,

Prélévements de lésions sur
carcasses.

Logistique lourde (abattages de nuit,
nombreux petits abattoirs),

Animaux malades non déclarés et
cachés aux Services Vétérinaires,
Parfois difficile de remonter jusqu’aux
élevages.

++

Etude a grande échelle,
Prélevements de Iésions sur
carcasses,

Le stress favorise I’excrétion.

Couiteux, car nécessitée d’ une
grande taille d’échantillon,
Faible taux d’isolement sur des
animaux asymptomatiques.

++

Echantillonnage aléatoire possible.

Gros abattoirs peu représentatifs et
minoritaires,

Logistique lourde (abattages de nuit,
nombreux petits abattoirs),

Parfois difficile de remonter jusqu’aux
élevages.
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Etude de +++ +++ +++
cinétique
ciblee Elevages sentinelles Augmente chances d’isolement | Suivi de cohortes offre la possibilité de
viral car prélévements mesure d’incidence et études analytiques.
Echantillon réduit de la population. fréquents et réguliers pendant
la période d’influenza.
Implication des éleveurs
permet une meilleure
surveillance clinique
Avoir bien identifie les facteurs
de risque et la saisonnalité pour
cibler les élevages et la période.
Surveillance | +++ +++ ++
avec
définition de | Systeme parfaitement adapté, Probabilité d’isolement Possibilité d’estimer la représentativité de
cas — détection précoce, sur une zone supérieure sur animaux I’échantillon a posteriori éventuellement.
syndrome éventuellement importante. malades.
respiratoire
chez les Long a mettre en place, difficile a Long a mettre en place, Pas d’échantillonnage aléatoire, manque
porcs maintenir, Les éleveurs et les vétérinaires | d’exactitude.

Implication des éleveurs et
vétérinaires locaux nécessaire,
Définition de cas peu spécifique et/ou
peu sensible.

doivent étre tres réactifs.

Le virus influenza n 'est pas
[’agent majoritaire responsable
des syndromes respiratoires :
nombreux autres pathogenes en
cause.

Tableau 7 : Confrontation protocoles versus objectifs

Légende :

Avantages
Inconvénients et limites

+ pas ou peu adapté
++ assez adapté, selon certaines modalités
+++ trés adapté

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de 1’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer HSN1 hautement pathogéne dans le Nord-Vietnam.
Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 / ENVT / année 2008-2009. 69 p.

39




Conclusion

Les analyses virologiques des échantillons effectués lors des enquétes de viroprévalence et de
surveillance n’ont fourni aucun résultat positif pour les virus influenza porcins et aviaires. Une étude
sur les facteurs de risque n’a donc pas pu étre menée. La viroprévalence maximale de SIV dans la
population porcine des communes enquétées des provinces de Ha Tay et Bac Giang est estimée aux
alentours de 4%. L’utilisation des statistiques bayésiennes serait plus pertinente dans ce contexte, ou
la prévalence de la maladie est tres faible, pour pouvoir évaluer les risques de ne pas détecter du SIV
qui circulerait pourtant dans les élevages.

Les questionnaires réalisés ont confirmé qu’il existe une forte saisonnalité pour les maladies
respiratoires chez les porcs et les volailles, et qu’il est important de prendre en compte ce facteur lors
de la réalisation d’enquétes virologiques. Pour les éleveurs, les SIV ne sont pas considérés comme
étant des agents pathogénes responsables des maladies respiratoires porcines. Cependant, des analyses
en laboratoire ne sont jamais réalisées, le diagnostic est clinique et effectué par 1’éleveur ou les
services vetérinaires.

Des propositions ont été faites concernant la mise en place d’une surveillance syndromique des
maladies respiratoires porcines, notamment sur le fait de développer la collaboration avec les
vétérinaires communaux. Afin d’isoler du SIV, une enquéte en abattoir ou une étude cinétique avec
réalisation de prélevements sur des élevages a risque pendant les périodes des maladies respiratoires
semblent particuliérement adaptées. Cependant la surveillance des SIV tout au long de 1’année est tres
importante du fait notamment de I’apparition de la souche Pandemic HIN1/2009 chez ’Homme ; elle
devrait étre réalisée aupres des élevages et des abattoirs.

L’étude virologique réalisée a ainsi montré la difficulté d’isoler des souches de SIV, et a
permis de faire plusieurs recommandations pour les enquétes futures.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Effectifs du cheptel vietnamien, en milliers de tétes (GSO 2009 (5))

Goats Poultry
Buffaloes |Cattle Pigs Horses ’ (Mill.
sheep
heads)
1990 2854,1 3116,9 12260,5 141,3 372,3 107,4
1995 2962,8 3638,9 16306,4 126,8 550,5 1421
2000 2897,2 41279 20193,8 126,5 543,9 196,1
2005 2922,2 5540,7 27435,0 110,5 1314,1 219,9
2006 2921,1 6510,8 26855,3 87,3 1525,3 214,6
Prel. 2007 |2996,4 6724,7 26560,7 103,5 1777,6 226,0
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ANNEXE 2 : Apercu non exhaustif des différents sous-types isolés en Asie et aux

Etats-Unis
Localisation | Année Sous-type | Stratégie Taux Symptémes | Référence
viral d’isolement
Taiwan 2004 | Influenza A | Slaughterhouse 0,8% | healthy Shieh, 2008
Taiwan 2004 | HIN2 Slaughterhouse 0,1% | healthy Shieh, 2008
Taiwan 2004 | H3N1 Slaughterhouse 0,1% | healthy Shieh, 2008
China 1994 | Influenza A | Slaughterhouse 16,9% | healthy Guan, 1996
China 1994 | HIN1 Slaughterhouse 16,6% | healthy Guan, 1996
classic
China 1994 | HIN1 avian | Slaughterhouse 0,4% | healthy Guan, 1996
like
China 2006 | HON2 Clinical farm 1,9% | Flu+PRRsV | Yu, 2008
China 2005 | Influenza A | Healthy Farm 1,0% |NR Yu, 2007
China 2006 | HIN1 Healthy Farm 0,2% | NR Yu, 2007
China 2006 | H3N2 Healthy Farm 0,8% | NR Yu, 2007
China 2004 | HON2 Clinical Farm 4,2% | Respiratory | Cong, 2008
Thailand 2000 | Influenza A | Clinical Farm 2,8% | Respiratory | Nakharuthai, 2008
Thailand 2000-2005 | Influenza A | Healthy Farm 0,6% | healthy Thawatsupha, 2003
China 1998-2000 | Influenza A | Slaughterhouse 3,7% | healthy Peiris, 2001
China 1998-2000 | HON2 Slaughterhouse 0,1% | healthy Peiris, 2001
China 1998-2000 | H3N2 Slaughterhouse 0,6% | healthy Peiris, 2001
China 1998-2000 | H1IN1 Slaughterhouse 3,1% | healthy Peiris, 2001
classic
China 2000-2003 | Influenza A | Healthy Farm 5,8% Li, 2004
China 2000-2003 | HIN1 Healthy Farm 30,5% Li, 2004
H1N2 Healthy Farm 2,4% Li, 2004
China 2000-2003 | H3N2 Healthy Farm 54,9% Li, 2004
China 2000-2003 | HIN2 Healthy Farm 9,8% Li, 2004
China 2003 | H5N1 Healthy Farm 2,4% Li, 2004
Thailand NR Influenza A | Clinical Farm Respiratory | Chutinimitkul,
2008
Thailand NR HIN1 Clinical Farm Respiratory | Chutinimitkul,
2008
Thailand NR HIN2 Clinical Farm Respiratory | Chutinimitkul,
2008
Thailand NR H3N2 Clinical Farm Respiratory | Chutinimitkul,
2008
UsS 2000 | Influenza A | Clinical farm Respiratory | Choi, 2002
UsS HIN2 Clinical farm Respiratory | Choi, 2004
UsS H3N2 Clinical farm Respiratory | Choi, 2005

Informations résumées par Carlene Trévennec

NR = Non renseigné
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ANNEXE 3 : Districts et communes de la zone d’étude - Ha Tay et Bac Giang

Province de HA TAY

Commune de Hong Thai

Commune de Huang Long

™ District de Phu Xuyen

=E

District de

'i Province de BAC GIANG
W
Hiep Hoa PN

/

District de Viet Yen T 0 30 Kilometers

a Les 3 districts de Bac Giang
w E

Commune de Nghia Trung

Commune de

Commune de

Chau Minh Commune de
Hoang Ninh
- Commune de
0 20 Kilometers st L \ P ——

Dong Phuc et Dong Viet

(cartes créées grace au logiciel Arcview GIS 3.2)

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer
H5N1 hautement pathogene dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 /
ENVT / année 2008-2009. 69 p. 47



ANNEXE 4 : Fiche distribuée aux Vétérinaires
(version frangaise, traduite en vietnamien)
DIAGNOSTIC DES MALADIES RESPIRATOIRES DES PORCS

Contactez nous si un éleveur vous contacte au sujet de symptémes respiratoires chez plusieurs

porcs avec :
= De la toux ou des difficultés respiratoires ou des écoulements nasaux.

= Etde la fiévre.

Nous proposons une visite dans 1’élevage pour faire un diagnostic gratuit, avec analyse sérologique
concernant : Pasteurella multocida, Mycoplasma hypopneumoniae, Streptococcus suis, PRRsV,
Influenza. Des prélevements seront réalises chez les porcs, et les volailles (prises de sang, et
écouvillons).

Appelez-nous au : 0975191982 Oanh.

Cette démarche rentre dans le cadre d’une étude sur les virus Influenza porcins, en coopération avec
les services vétérinaires. En plus des préléevements, un questionnaire sera réalisé dans les élevages sur
les pratiques et la présence de volailles.

ANNEXE 5 : Fiche distribuée aux éleveurs de porcs
(version francaise, traduite en vietnamien)

DIAGNOSTIC DES MALADIES RESPIRATOIRES DES PORCS

Contactez-nous si vous observez chez plusieurs porcs :
= De la toux ou des difficultés respiratoires ou des écoulements nasaux.
= Etde lafievre.

Nous proposons une visite de votre élevage pour faire un diagnostic gratuit de la maladie
respiratoire des porcs (Pasteurellose, Mycoplasmose, PRRsV...). Des prélévements seront réalisés
chez les porcs et les volailles.

Appelez-nous au : 0975191982 Oanh.

Cette démarche rentre dans le cadre d’une étude sur les grippes porcines, en coopération avec les
services vétérinaires.
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ANNEXE 6 : Questionnaire

Date Province Commune N°fiche )
Ngay Tinh Xa Bo cu hoi s6

VIIAgE / THON ¢ ceriiiiiiiniiiiiieiiiiriiireetiteseetsnsessessssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssass
Nom du propriétaire / HY tén chii R : .....ceeveueneenieniinieniinieniiniineeneenssnssecenssnssncsnnes
GPS

Latitude

Longitude

PRELEVEMENTS EFFECTUES / S$6 lrgng miu dwoc ldy nhu sau:

Nombre de porcs .... ...(téte) Nombre de poule ........... (téte)
S6 mau lon thit: ................ (con) R B (con)
Nombre de Truie ............ (téte) Nombre de canards........ (téte)
S6 mau lon ndi : ............... (con) SO MAU VIL & coeerieerrerrinen, (con)
Nbde CB ... ...(téte) Nombre d’autre ..

S mdu ngan : ................... (con) S6 mdu khac = ..oeveernn, (con)

1. COMMEMORATIFS

1 Combien de porcs ont actuellement des problémes respiratoires ?2...........cccoeeeeeeveunne

2 Quelle catégorie d’4ge est concernée ?
Porcelets

Porcs a I’engrais

Truies

Verrat

ooodg

3 Combien y a-t-il U A8 MOITS 2.....ocviiiiieieiiee e

4 Quels sont les symptdmes observés ?
[1 Toux,
[ Jetage,
[1 Difficultés respiratoires (dyspnée),
[ Fiévre,
[l Abattement,
[ AULTES SYMPLOINICS . .. eue ettt ettt ettt ettt et et ettt et e et et e e e eneeaes

5 Quand sont apparus les 1ers symptdmes respiratoires ?...........o.veeeeeneneenennnnnn.
6 D’aprés vous, I’apparition de la maladie a-t-elle été :
[ Brutale

[ Progressive

7 Avez-vous une idée de la maladie qu’ont les porcs ?
[1 Oui
J Non
8 Si oui, a quelle maladie PENSEZ-VOUS ?..........cccceueuemiiiiimiieiiieieieieieieieisiere e

Observation sur place : 4 remplir par I’équipe de prélévements

9 Nombre de porcs avec des problémes respiratoires ?
[1 Porcelets (moins de 3 semaines) ............coevveeenennannnn.
[ Porcs a I’engrais : 4 2 10 semaines. .............cccoeeveuennenee.
11 a 17 semaines...
18227 SeMAINES....vuveeeeraeerananannnnnns
[ 4 (PPNt
[ Verrat.....ooooeveviiiinennn.
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10 Quels sont les symptomes observés ?

Toux,

Jetage,

Difficultés respiratoires (dyspnée),

Fievre,

Abattement,

AULTES SYMPLOIMES ...ttt

Ooooogodg

2. STRUCTURE DE L’EXPLOITATION

Théng tin chung vé néng hé Famille
Ldong gia dinh
1. Nombre de personnes travaillant dans 1’¢levage Employé
86 lao dong lam viéc trong chan nudi Lao dong ngoadi

2. Autres activités (les 2 principales) :

Cac hoat dong kinh 1é khdc (ghi 2 hoat dong chinh)

Agriculture (Néng nghiép)

Potager et/ou verger (Trong rau va/hodc cdy an qua)

Pisciculture (Thuy san)

Salariat (ouvrier, employé...) (Lam cong an luong (cong nhan, nhan vién, ...)
Artisanat (Thu cong nghiép)

Autres, lesquelles ? Hoat dong khac.............ccouveeiinciinniciiiinciins

Ooooogodg

3. ELEVAGE PORCIN  Chdin nuéilgn
PRODUCTION
Chan nuoi

1. Quel est le type de production porcine ?
Nuéi lon gi ?

[ Naisseur (Lgn nai)
[ Engraisseur (Lon thit)
[ Naisseur-Engraisseur (Lon ndi-lon thit)
[ Reproducteur (posséde un verrat) (Lon duc giong)

2. Part de I’¢levage de porc dans les revenus de la famille :

Phdn thu nhdp tir nuéi lon trong tong cdc nguon thu ciia gia dinh

O Simple autoconsommation ou loisir (Nuéi lon chi do thich hodc phuc vu gia dinh
] 0-25%
a 25 -50%
0 50 — 75%
] 75 - 100%

3. Quel est le nombre de porcs produit par an ? ..........oooeeiiiiiiiiiiiean
Nuéi bao nhiéu con/nam ?

4. Combien de bandes de porcs sont produites par an ?..........ccoeveeerreeninriniennnenes
Bao nhiéu lira/nam ?

5. Quel est le type racial des porcs a I’engrais?
Nudi lon thit giong gi ?
(1 Local (giéng ngi)
[ F1 (mére race locale) F1(lon me giong ngi)
[ F2 (mere F1) F2 (Ipn me F1)
[ F3 (mere F2) F3 (lpn me F2)

6.  Quel est le nombre d’animaux présents le jour de la visite ?
Co bao nhiéu lon tai thoi diém diéu tra ?
Truies Porcelets Porcs a la croissance Porcs a I’engrais (Lon Verrat

(Nai) (Lon con) (Lon gér) thit) (Lon duc giéng)

Ngmbre
So con
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7. Quelle est la durée moyenne du cycle de production ?
Thoi gian trung binh cho chu ky chan nuéi cua cac loai lon la bao ldu ?
Truies (an)

Ndi (nam)

Porcelets (semaine)

Lon con (tuén ) (semaine)

Porcs a la croissance
Lon got

(tudn)

Porcs a ’engrais (mois)
Lon thit (thang)

Verrat (an)
Lon duc giong (nam)

Durée Thoi
gian

ACHATS - VENTES
Mua — ban

8.  L’éleveur achete-t-il des porcs ou des truies dans une autre ferme ou au marché ?
Nguoi chan nudi mua lon thit hodc lon ndi tir hg chan nudéi khdc (6 cho') khdng?

Oui —Non /Cé - khdong
Si Non, aller directement a la question 10.
Néu khong, chuyén sang cdu hoi 10.

9.  Comment se déroulent les introductions de porcs dans 1’élevage?
Cac thong tin vé hoat dong mua lon giong cua nong ho
Chuay : chi dién vao cdu héi nay néu néong hp mua lon giong tir bén ngoai)

Porcs a la croissance

Porcs a ’engrais

Truies Nai

Nombre d’animaux introduits dans
I’élevage par an
So lon mua/nam

Lon nudi got

Lon nudi thit

(thay nai)

Nombre des bandes introduites par an
So lira mua/nam

Taille moyenne des bandes
So con trung binh/ lira

Age moyen a I’introduction (semaine)
Tuéi trung binh khi mua vé nudi (tuan)

Examen clinique a I’entrée dans I’¢levage Oui —Non Oui —Non Oui — Non
Kiém tra 1am sang khi mang vé Cd-khong Cd-khdng Co6-khéng
Quarantaine, isolement méme courte durée Oui —Non Oui —Non Oui — Non
Cach li, nudi riéng ngay ca trong thoi gian Cd-khong Cd-khong Coé-khong

ngan

Origine principale des animaux
Mua lon chii yéu o ddu ?

) Marché (Cho)

[1  Ferme Commerciale
H¢ thwong mai

[1  Autre Ferme

Ho chan nudi khac

) Marché (Cho)

[J Ferme Commerciale
H¢ thuwong mai

[1  Autre Ferme

Ho chan nudi khac

[l Marché (Cho)

[1 Ferme Commerciale
H¢ thuwong mai

[1  Autre Ferme

Ho chan nudéi khac

[l Compagnie [l Compagnie [l Compagnie
Cong ty Cong ty Cong ty
[l Centre, institut de [[J Centre, institut de |[[] Centre, institut de
recherche recherche recherche
Trung tam, vién nghién ciru Trung tdm, vién nghién ciru Trung tam, vién nghién ciru
Lieu d’origine [ Village Thén [ Village Thén (1 Village Thén

Dia diem mua

[J Commune X&

| District Huyén

[1 Province Tinh

Autre Province, Ou ? Tinh
khac, ghi rd

O

[J Commune X&

[1 District Huyén

[1 Province Tinh

[J  Autre Province, Ou? Tinh
khac, ghi rd

[J Commune X&

[l District Huyén

[1 Province Tinh

Autre Province, Ou ? Tinh
khac, ghi ro

Nom du vendeur (nom du marché ou de
I’¢éleveur + adresse)
Tén nguoi ban (tén cho hodc tén nguoi
chan nuoi + dia chi)

Autre origine possible des animaux
Noi mua khac

[J Marché (Cho)

[J  Ferme Commerciale
H¢ thuong mai

1 Autre Ferme
H¢ chan nuéi khac

1 Compagnie
Cong ty

1 Centre,
recherche

institut de

[1 Marché (Cho)

[J  Ferme Commerciale
Ho thuong mai

1 Autre Ferme
H¢ chan nuéi khac

1 Compagnie
Cong ty

1 Centre,
recherche

institut de

[1 Marché (Cho)

[J  Ferme Commerciale
Ho thuwong mai

1 Autre Ferme
H¢ chan nudi khac

1 Compagnie
Congty

1 Centre,
recherche

institut de
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Trung tdm, vién nghién ciru Trung tdm, vién nghién ciru Trung tam, vién nghién ciru
Lieu d’origine [ Village Thén [ Village Thén (1 Village Thén
Dia chi noi mua [ Commune X& 01 Commune X& 01 Commune X&

[ District Huyén [l District Huyén [ District Huyén

[l Province Tinh [l Province Tinh [l Province Tinh

Autre Province, Ou ? Tinh Autre Province, Ou ? Tinh Autre Province, Ou ? Tinh

khac, ghi rd khac, ghi rd khac, ghi ro

Nom du vendeur (nom du marché ou de
I’éleveur + adresse)
Tén nguoi ban (tén cho hodc tén nguoi chan
nuoi + dia chi)
Livraison par un collecteur (trader) Oui —Non Oui — Non Oui — Non
Nguwoi buén giao tgn nha (trader) C6 - khong C6 - khong C6 - khong
Nom du collecteur principal
Tén nguoi buén hay mua

10. L’¢éleveur vend-il ses porcs ? Oui — Non
Nguoi chan nuéi cé ban lon khéng ? C6 — khong
Si non, aller directement a la question 12
Néu khéng, chuyén sang cdu 12

11. Comment se déroulent les ventes ?
Hoat dong bdn lon tai néng hé dien ra thé nao ?

Vente Ban Porcelets Porcs a la croisement Porcs a ’engrais

Lon con lon got Lon thit
Nombre d’animaux vendus par an
So lon ban/nam

Nombre des bandes vendues par an
So lita ban/nam

Taille moyenne des bandes
So con trung binh/lira

Age moyen a la vente
Tuoi trung binh khi ban

Principal site de vente des animaux [ Sur place tai trai [ Sur place tai trai [ Sur place tai trai
Noi thiwong ban lon [ Marché cho {1 Marché chg {1 Marché chg

[]  Abatteur 10 md Abatteur 16 md Abatteur 16 md

[0 Autre chd khéc....... 71 Autre chd khac....... 71 Autre chd khac.......
Personne principal de achat des [ Petit collecteur 14i buén nho Petit collecteur 14i budn nho Petit collecteur lai buén nho
animaux [J  Grand collecteur 14i buén 16n |7 Grand collecteur 14i buoén I6n | Grand collecteur 14i budn 16n
Nguoi thuong mua lon [ Autre, khac ghi o |0 Autre, khac ghi 8 |0 Autre, khac ghi 1B
Lieu des personnes achetés 1 Village cung thon [l Village cung thén [ Village cung thon
Dia diém nguoi mua [J  Commune X& 0 Commune X& 0 Commune X&

[J  District Huyén [ District Huyén [ District Huyén

[1  Province Tinh Province Tinh Province Tinh

[l Autre Province, Ou? Tinh (I Autre Province, Ou? Tinh |[] Autre Province, Ou? Tinh

khac, ghi r0........ccovvininiininns Khac, ghi rf.......cccceivrniiine Khac, ghi r.......ccccvveiiiriinine

Autre site de vente possible des [ Sur place tai trai 0 0 Sur place tai cho
animaux []  Marché cho 0 Marché cho
Noi ban Ion khac []  Abatteur 106 md Autre Ferme nong ho khac

[0 Autre chd khéc....... U Abatteur ché giét mé

[ Autre noi khac.......

Lieu de la vente (autre que sur [ Village thén O 0 Village thon
place) ) [ Commune x& Commune xa
Dia diém noi ban (ngoai diém ban  |[|  District tinh Ul District huyén
tai cho) Ll Province huyén LI Province tinh

[ Autre Province tinh khac [l Autre Province tinh khac
Qui emmene les animaux ? ] Eleveur ngudi chin nudi ] Eleveur ngudi chin nu6i ] Eleveur ngudi chin nuéi
Ai mang lgn di ban [0 Transporteur — ngudi  van |0 Transporteur ngudi  van | Transporteur ngudi  van

chuyén chuyén chuyén
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Vente Ban Porcelets Porcs a la croisement Porcs a I’engrais

Lgn con lon got Lgn thit
[ Collecteur lai budn 01 Collecteur lai budn 0 Collecteur lai budn
[ Autre di tugng khac ) Autre ddi twong khac ] Autre ddi twong khac
Le transporteur rentre-t-il dans Oui — Non Oui — Non Oui — Non
I’élevage? C6 — khong C6 — khong Cé6 — khong
Nguoi van chuyén quay vé ho chin
nudi khong ?
Est-il possible que les animaux non Oui — Non Oui — Non Oui - Non
vendus reviennent dans 1’élevage ? C6 — khéng C6 — khéng C6 — khéng
C6 khi nao sb lon khong ban duge
lai dugc mang vé khong ?

BATIMENT Chuéng trai
12.  Les porcs sont-ils libres la journée?
Lon dwoc thd ra trong ngay khong ?
[ Jamais Khong bao gio
[ Parfois Thinh thoang
[1 Tous les jours Ngay ndo ciing tha

Si pas de batiment, aller directement a la question 17.
Néu khong co chuong nudi, chuyén sang cau hoi 17.

13. Comment sont les batiments ? (Cocher)
Kiéu chuong trai (danh dau chéo)
Truies Porcs a la croissance Porcs a ’engrais Verrat

Nai Lon thit Lon duc giong

Pas de batiment
Khéng ¢6 chuong
Batiment ouvert
Chuong hé
Batiment fermé
Chuéng kin

.14 Quelest le type de revétement au sol ?
Nén chudng bang gi ?

Truies Porcs a la croissance Porcs a ’engrais
NEY Lon got Lon thit

Terre dat
Bois g6
Béton béténg

15. O se trouve le batiment Chudng nuéi & déu ?
[J Prés du lieu d’habitation Gan cho o
[ Dans les champs O ngodi dong

16. A quelle distance se trouve le cours d’eau le plus proche (canaux, rivieres, étangs, rizi€res...) ? ........ccoveueenenennennnns
Cho gan nhat c¢6 nudc cach bao xa (kénh, mwong, song, ao, rugng, ....) ?.......c.cccc.e..

ALIMENTATION THUC AN CHO LON
17. De quels aliments la ration des porcs est elle constituée ?
Khéu phan an cua lon bao gom cac loai thirc an nao ?

Type d’aliment Truies Porcs ala Porcs a ’engrais Verrat
Loai thire in Nai croissance Lon thit Lon duc

(%) Lon gt (%) (%)
(%)

Déchets ménagers . . . .
Thirc an die thira ciia ngwsi | e % | eeeeeeen % | e % | e %o
Viande de porc (cadavre...)
, o, 0, 0, o,
Thit lon (thit lon chés,) | e % | e % | e % | e %o
Viande de volaille (cadavre...)
N N ; o, o, o, o,
Thit gia cam (thit gia cém chér..) | e % | e % | e % | e %o
Eufs des volailles
. Lo e Y% | e Yo | e % | e %
Trung gia cam
Culture, résidus de culture
A3 N S S L e % | e T I %o | e %
Cay trong va phé pham nong nghiép
Industriel (Pourcentage de la ration) N o o o
Thd-c avn céng ng],”ép .......... 0 | esessesess 0 | esescscece 0 | esescscsce o
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18. D’ou provient I’eau d’abreuvement des porcs ?
Nuée dimg ciia lon ldy tir ddu ?
[1 Eau de la riviére et des canaux (nucc séng hodc nuéc kénh muong)
[ Eau du puits ou de la pompe (nudc giéng hodc nuée bom)
[ Eau du réseau d’eau potable (nuwedc tir hé thong nude may)

VERRAT  LON PUC GIONG
19.  L’éleveur utilise-t-il un verrat pour la reproduction ? Oui - Non
Nguoi chan nudi cé dung lon duc lam giong khong ? C6 - khdng

Si Non, aller directement & la question 22. Néu khéng, chuyén sang cdu 22.

20. Si présence de verrat dans 1’élevage / Néu ho chan nudéi co lon duc giong

Réponse

Utilisation de verrats prétés par d’autres élevages
C6 muwon lon duc giong cua ho khac khong

Le verrat est-il prété aux autres élevages Oui — Non
C6 cho h¢ khac muon lon duc khong ? Coé-khong
Si oui, a quels élevages (Village, Commune, District, Province, Autre Province)
Néu co, cho hé nao muon (thon, xa, huyén, tinh, tinh khac)
21. Siabsence de verrat dans ’élevage / Néu hd chdn nudi khéng cé lon due giong
Réponse

Oui — Non / C6 - khdng

Nombre de fois par an
So lan mwon/nam

Nombre de verrat introduit a chaque fois
So lon dwc muon vé moi lan

Examen clinique a ’entrée dans I’élevage
C6 kiém tra qua lon trudc khi cho vao chuong khong

Oui — Non/ C6 - Khéng

Quarantaine, isolement méme courte durée

Si oui, combien de temps ?

Cdch li, nuéi riéng (thdm chi chi trong thoi gian ngdn)
Néu c6, bao 1au ?

Oui — Non / C6 - khéng
..................... jours / ngay

22. L’éleveur utilise-t-il I’insémination artificielle ? Oui — Non
H¢ chan nu6i ¢6 thu tinh nhéan tao cho lgn khong ? C6 — khéng

Si Non, aller directement a la question 24.
Néu khong, chuyén sang cau hoi 24

23. Insémination artificielle (1A)
Thu tinh nhén tao (IA)

Réponse Tra 1oi

Qui pratique I'TA ?
Al thuy tinh nhén tao cho ?

[l Eleveur Nguoi chan nudi

[ Vétérinaire thu y

[1  Technicien Inséminateur
Nguoi chuyén thy tinh nhén tao

Nombre de fois par an (nombre moyen de venues par an)
S0 lan/nam (s6 lan dén néng ho/nam)

Nombre de truies inséminées a chaque fois
S6 lgn nai dugc thy tinh nhan tao moi lan

Comment sont gérées les truies vides ?
Xtr 1i nhu thé nao doi véi nai thy tinh khong dau thai ?

[1  Réforme loai thai

[J Nouvelle IA thu tinh nhan tao lai

[ Verrat Phéi truc tiép

[]  Attente d’un autre cycle doi thém mot chu ky
nira

REFORME LOAI THAI

24. Que deviennent les animaux non productifs ?
X li nhu thé nao doi vadi lgn c6 nang suat sinh san kém ?

Truies

Verrats

Nombre d’animaux réformés (ou sortis du
troupeau) par an
So lon loai thai (hodc khong xuat hién trong
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Vente Truies Verrats
dan)/nam

Age moyen a la réforme (ou a la sortie)
Tudi trung binh loai thai (hoac khéng xuat hién

trong dan)
Principal mode de sortie 0 Mort naturelle Chét tw nhién ) Mort naturelle Chét ty nhién
Ly do loai khoi dan ] Enlévement par un abatteur 71 Enlévement par un abatteur
Bén cho ngudi giét md Bén cho ngudi giét md
Abattage et consommation sur place (1 Abattage et consommation sur place
Néng ho giét md an Néng ho giét md an
[ Autre...cach khac [ Autre...cach khac............

MALADIES BENH DICH

25. Maladies respiratoires Bénh ho hip

Le jour de la visite Dans I’année

Thoi diém diéu tra Trong cd nim
Les porcs a ’engrais sont ils atteints d’un syndrome respiratoire Oui —non Oui — non
contagieux ? C6 — khong C6 - khéng

Lon thit ¢6 mdc cdc triéu chitg hé hdp ldy nhiém khéng ?
Quelle proportion de malades ?

Ti Ié con bi bénh

Quelle proportion de morts ?

Ti I¢é con cheét

26. Quelle est la saison des maladies respiratoires des porcs a ’engrais ?
Lon thit thuong hay mdc bénh hé hdp vio mia ndo ?
Jan thang 1 Fev thang 2 Mar thang 3 Avr thang 4 Mai thang 5 Juin thang 6
Juil thang 7 Aou thang 8 Sep thang 9 Oct thang 10 Nov thang 11 Dec thang 12

27. L’élevage a-t-il été atteint de maladies contagieuses cette année (excepté les maladies néonatales)
Ném nay, gia dinh ¢é lon bi mdc bénh ldy nhiém khong ? (triv cdc bénh ciia lon con )
PRRSv Bénh tai xanh
Influenza porcine Cum ¢ lon
Mycoplasmes Vi khudn gdy bénh viém phéi
Pasteurellose Tu huyét tring
Peste porcine classique Bénh dich ta lon
Salmonellose Phé thuong han
Autres Bénh khac

s o |

28. Comment a été réalisé le diagnostic ? /Viéc chudn dodn bénh dwoc thue hién béi ai ?
Par I’éleveur Nguwoi chan nudi
Clinique uniquement, par les SV / Co quan thii y chi chudn dodn lam sang
[J Laboratoire Phong thi nghiém

29. L’éleveur utilise-t-il un thermomeétre ? Oui — Non
Nguoi chan nuéi ¢é sir dung cap nhiét dg khong ? C6 — khong

30. Les porcs et les truies sont-ils vaccinés ?
Lon thit va lon ndi cé duoc tiém vaccin khong ?

Aucune vaccination khong tiém vaccin nao
PRRSv Bénh tai xanh
Influenza porcine cim ¢ lon
Mycoplasmes Bénh suyén
Pasteurellose Bénh tu huyét tring
Peste porcine classique Bénh dich ta lon
AULIES DENNM KRAC ... e

ooodg

OO

31. Quand ont lieu les vaccinations ?.Tiém phong Khi NA0 ? ..o
4. ELEVAGE AVICOLE CHAN NUOI GIA CAM

1. Y at-il des volailles dans I’¢levage ? Oui — Non
Néng hé cé chan nudéi gia cam khong ? C6 — khong

Si Non, passer directement a la partie 5.
Néu khong, chuyén sang cdu 5.

2. Types de production et quantités
Cac logi gia cam dwoc nudi va so luong
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Production annuelle
s0 con/nim

Type

loai gia cam nuoi

Basse Cour (< 50 par bande, tous ages) )
Chan nuoi tan dung (<50 con /lira, di moi lira tuoi)

Nb Qe bandes/an
s0 Itra/nam

Nombre le jour de la
visite
56 con thoi diém diéu
tra

Poulets Chair Ga thit

Poules pondeuses Ga dé

Canards chair Vit thit

Canard pondeur Vit dé

Canard Barbarie Ngan

Reproducteurs Gia cam giong (dé)

3. L’éleveur achete-t-il des volailles dans une autre ferme ou au marché ?  Oui — Non
Nguoi chan nudi ¢6 mua gia cam tir cac hé chan nudi khdac hodc ¢ cho khéng ?C6 — khdng
Si Non, aller directement & la question 5 Neu khong, chuyén sang cdu hoi 5

4. Comment se déroulent les introductions de volailles dans 1’élevage?
Hoat dong mua gia cam dién ra nhu thé ndo tai nong ho ?
Activité 1

Activité 2

Loai gia cam 1

Nombre d’animaux introduits par an
So gia cam mua vé/nam

Loai gia cam 2

Nombre de lots introduits par an
So lira gia cam nhdp vé/nam

Taille moyenne des lots introduits
So con trung binh/ lira nhdp vé

Age moyen & I'introduction (jour)
Tuéi trung binh mua vé (ngay)

cam con

Examen clinique a ’entrée dans I’¢levage Oui — Non Oui — Non
Kiém tra lam sang khi dwa gia cam vé C6 — khong Cé6 — khong
Quarantaine, isolement méme courte durée (sauf DOC) Oui — Non Oui — Non
Cdch li, nudi riéng (thdm chi chi trong thoi gian ngan) trir gia C6 — khéng C6 — khong

Origine principale des animaux [l Marché (Cho)
Mua gia cam chii yeu ¢ dau [ Ferme Commerciale

H¢ thwong mai
[l Autre Ferme

H¢ chan nudi khac
[l Compagnie

Cong ty
[ Centre, institut de recherche
Trung tam, vién nghién ciru

Marché (Cho)
Ferme Commerciale
H¢ thuwong mai
(1 Autre Ferme
H¢ chan nuoi khac
Compagnie
Cong ty
[ Centre, institut de recherche
Trung tdm, vién nghién ciru

Lieu d’origine i [l Village Thén

Dia diém mua gia cam [l Commune X&
[l District Huyén
[ Province Tinh

ghi rd

[1  Autre Province, Ou ? Tinh khac,

Village Thén

Commune Xa
[ District Huyén

Province Tinh

Autre Province, Ou ? Tinh khac,
ghi rg

Nom du vendeur (nom du marché ou de I’éleveur + adresse)
Tén nguoi ban (tén cho hodc tén nguoi chan nudi + dia chi)

5. Les volailles sont-elles libres la journée? Gia cam cé duoc tha trong ngay khéng ?
[) Jamais khong bao gio
[l Parfois doi khi
[] Tous les jours tdt ca cdc ngay

6.  Les volailles ont-elles accés a un cours d’eau, un étang ou une riziére ? Oui — Non
Gia cam cé duwgc tiép cgn voi nguon nude, ao hodc ruong khong ? Co - khdng

7. Les volailles ont-elles accés au batiment des porcs ? Oui — Non
Gia cam cd tiep xiic dwoc voi chuong trai cua lon khong ? C6 — khdng

8. Sioui, y-a-t-il des nids pour la volaille dans les batiments des porcs? Oui — Non
Néu co, trong chuong lon cé cho trii cho gia cam khong ? C6 — khdng
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9. Y a-t-il des volailles dans le batiment des porcs le jour de la visite ? Oui — Non
C6 gia cam trong chudng lgn tai thoi diém diéu tra khong ? C6 — khdng

10.  Comment sont les batiments des volailles? (Cocher)
Tinh trang chuong gia cam nhw thé nao (danh dau chéo)
Activité 1 Activité 2

Loai gia cam 1 Loai gia cam 2

Pas de batiment
Khéng ¢6 chudng nudi
Batiment ouvert
Chuéng mé

Batiment fermé
Chuéng kin

Si pas de batiment, aller directement a la question 12.
Neu khong co chuong, chuyén sang cdu hoi 12.

11.

Détails du batiment  Théng tin vé chuong nudi

Activité 1 Activité 2
Logi gia cam 1 Logi gia cam 2

Distance du cours d’eau (canaux, riviéres, étangs, rizieres...)

Khodng cdch dén ché c¢6 meGe (kénh, mirong, song ngoi, rugng,...) | ... M| ceeeeseenenn m
Distance du batiment des porcs

Khodng cich dén chuong nuéilon | ... M | eeeeesesenenn m

12. Maladies contagieuses Cic bénh lay nhiém

Le jour de la visite Dans I’année
Thoi diém diéu tra Trong cd nam
Les volailles ont-elles des signes cliniques suivant : mortalité brutale, baisse de Oui —non Oui-non
consommation, baisse de production, diarrhées, ou troubles nerveux. C6 — khong C6 - khéng
Gia cam c6 cac triéu chung lam sang nhw sau : ti 1é chét cao, kém an, kém de, ia chay,
hodc réi loan than kinh

Quelle proportion de malades ?

Ti 1 con ém la bao nhiéu ?

Quelle proportion de morts ?
Ti Ié con chét la bao nhiéu ?

13. L’élevage a-t-il été déclaré atteint d’ Al ces derniéres années ? Oui — hon
H¢ chan nuéi ¢é khai bdo bi ciim gia cam trong nhitng nam vira qua khong ? C6 —khéng

14, Sioui, QUAND 2/ NEU €O, khi RGO ....eoeveeeveeseecesveeereeereeeseeesseesses s
15. Les volailles sont-elles vaccinées contre Al ? Oui — non
Gia cam cé dwoc tiém vaccin phong bénh cim gia cam khéng ? Cé — khong
Néu 6, ngay tiém cua dot tiém gan nhdt -
16. Quelle est la saison des maladies des volailles (signes cliniques suivant : mortalité brutale, baisse de consommation, baisse de production,

diarrhées, ou troubles nerveux) ?
Cdc bénh gia cam thwong xuat hién nhiéu vao muia nao (ti I¢é chét cao, kém an, kém dé, ia chay, hodc roi loan than kinh)?

Jan thang 1 Fev thang 2 Mar thang 3 Avr théng 4 Mai thang 5 Juin thang 6
Juil thang 7 Aou thang 8 Sep thang 9 Oct thang 10 Nov thang 11 Dec thang 12

17. Les volailles sont-elles vaccinées contre la maladie de Newcastle ? Oui — non

18. Y a-t-il des volailles dans 1’¢levage voisin mitoyen? Oui—Non
HO chin nudi giap ranh c6 nudi gia cam khong ? C6-khong

Si Non, passer directement au paragraphe Biosécurité et Hygiene
Néu khong, chuyén sang phan An toan sinh hoc va Vé sinh

19. Types de production et quantités de 1’élevage voisin mitoyen
Loai gia cam va s6 lwong cac loai gia cam ciia hd chian nudi gidp ranh
Type Logi Cocher
Déu chéo

Basse Cour (< 50 par bande, tous ages) )
Chan nuoi tan dung (<50 con/lira, moi lira tuoi)
Poulets Chair Ga thit

Poules pondeuses Ga dé

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de 1’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer
H5N1 hautement pathogene dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 /
ENVT / année 2008-2009. 69 p. 57



Canards chair Vit thit

Canard pondeur Vit dé

Canard Barbarie Ngan

Reproducteurs Gia cam sinh scn (giong)

5. BIOSECURITE et HYGIENE/AN TOAN SINH HQC VA VE SINH

Quelles sont les mesures de biosécurité adoptées ?
Ap dung cac bién phap an toan sinh hoc nao ?
Mesure de biosécurité et d’hygiéne générales

Volailles

Bién phdp an toan sinh hoc va vé sinh
Fréguence de nettoyage des batiments
Tan so vé sinh chuong trai

0 Tous les jours
tdt cd cac ngay
0 Toutes les semaines
tat cd cdc tuan
0 Entre les bandes seulement
chi gitka cdc lira nuoi
Jamais Khong bao gio

Gia cém

0 Tous les jours

tdt ca cac ngay

0 Toutes les semaines

tat cd cdc tuan

0 Entre les bandes seulement
chi giita cac lira nuéi

[ Jamais Khdng bao gio

Désinfection entre les bandes Oui — Non Oui — Non
Khir trung giita cdc lira nudi Cb-khong Cd-khdng
Habillement spécial pour entrer dans le batiment Oui —Non Oui — Non
(chaussures et vétement) Cd-khong Cab-khéng
C6é quan do riéng khi vio chuong nudi
(gidy v quan do))
La main d’ceuvre extérieure entre dans 1’élevage Oui —Non Oui —Non
(pendant les achats, ventes, réformes ou Céb-khong Céb-khéng
I’insémination....) ?
Lao dong bén ngoai c6 vao trong hd chan nudi (trong
lic ban, mua, loai thai hoac thu tinh ..) khong ?
Si oui, porte-t-elle un habillement spécial pour rentrer Oui —Non Oui —Non
dans I’élevage? Cob-khéng Cab-khoéng
Si oui, désinfection des mains et des chaussures ? Oui —Non Oui —Non
Néu 6, ngudi nay c6 quéan ao riéng dé vao khong ? Cd-khong Cd-khéng
Néu cé, 6 rira tay va gidy khong ?
Echange de matériel entre les élevages Oui —Non Oui — Non
Trao doi cdc dung cu gitta cdc hy chan nudi C6-khong C6-khong
Désinfection du matériel d’élevage Oui — Non Oui — Non
Khir trung cdc dung cu chan nudi Cd-khdng C6-khong
Pédiluve a ’entrée de I’¢levage (utilisé¢) Oui — Non Oui — Non
Qua hd sdt trimg truée khi vao chuong C6-khong C6-khong
Désinfection des véhicules a ’entrée dans 1’élevage Oui—Non Oui —Non
Khir trung phuong tién di lai trude khi vao hé chan Cob-khong Céb-khéng
nudi
Quel produit désinfectant ? Loai thuéc sdt tring nio ?
Gestion des cadavres Brulés dot ] Brulés dot
Xur Iy gia cam chét 0 Enterrés chon 0 Enterrés chdn

0 Equarrissage xi li xdc chét | [ Equarrissage xi Ii xdc chét dé thu loi

dé thu loi kinh té kinh té

O Donnés aux porcs cho lon an | [ Donnés aux porcs cho lon dn

Autre cach khac ] Autre c&ch khac

(Eufs abimés? Tritng hong ? ...................
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ANNEXE 7 : Composition du milieu de transport pour écouvillons

PBS x 5 Stock

NaCL

Na2HPO4 12H20
KH2PO4

KCL

H20

Antibiotigues

Pénicilline G
Streptomycine
Polymyxine B
Gentamicine
Nystatin
Ofloxacine HCI
Sulfaméthaxzole
Amphotericine B

Kanamycine

409
14,59
19

19

1L

2 x 10° U/L
200 mg/L

2 x 10° U/L
250 mg/L
0,5 x 10° U/L
60 mg/L
0,2 g/L

1 mg/L

100 mg/L
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ANNEXE 8 : Protocoles d’extraction d’ARN et de RRT-PCR

Purpose: RNA extraction
Method: Qiagen RNeasy Mini Kit

Materials

Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen N0.74106)
2-mercaptoethanol(SIGMA M6250)
Ethanol(70%)

Preparation
1. Prepare Buffer RLT with 2-mercaptoethanol by adding 1/100 volume of 2-mercaptoethanol to

buffer RLT.

Procedures
Lysis of samples
2. Add 600 ul of Buffer RLT (added with 2-mercaptoethanol) to 1.5ml tubes.
3. Transfer 100-200 ul of sample homogenate to the tube.
4. Vortex for 15 sec, and spin down.
5. Add 600 ul of 70% ethanol (96-100%), vortex for 15 sec, and spin down.
6. Centrifuge for 5 min at 50009 at room temperature.
Spin column
7. Transfer 500ul of the lysed sample to a spin column with a collection tube.
8. Centrifuge for 1 min at 8000g at room temperature.
9. Repeat step 7-8.
Washing 1
10. Add 700ul of RW1 buffer to the spin column with a collection tube.
11. Centrifuge for 1 min at 8000 at room temperature.
12. Place the column in a new clean collection tube.
Washing 2
13. Add 500ul RPE buffer(added 220ml ethanol 96-100%) to the spin column.
14. Centrifuge for 1 min at 8000g at room temperature.
15. Discard the flow through from the collection tube.
16. Add 500ul RPE buffer to the spin column.
17. Centrifuge for 2 min at 20000g (14000rpm)
Elution of RNA
18. Place the spin column in 1,5ml tube.
19. Add 50 AE buffer into the column.
20. Incubate at room temperature for 1 min.
21. Centrifuge for 1 minute at 6000g (8000rpm).
22. Transfer eluted RNA solution to a new 1.5ml tube.
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Method: Real-time One-step RT-PCR with Tagman Probe

Virus: Avian Influenza Virus
Gene: M-2, M-4, H5-3S, H5-2, N1

Materials:

Qiagen One-step RT-PCR Kit; Qiagen Cat N0.210210 (100 rxn)
MgCl, (25mM); Promega A3513

Primers and probes: see Table 1 in Annex.

Procedure:
1. Prepare the master mix as follows.

Volume (ul)
Reagent
M2, M4, H5-2, N1 H5-3S

DW 10.5 10.0
5x Buffer 5.0 5.0
MgCl, (25mM) 1.2 1.2
dNTP (10mM each) 0.8 0.8
Primer forward (20uM) 0.5 0.5
Primer reverse (20uM) 0.5 0.5
Probe-1 (6uM) 0.5 0.5
Probe-2 (6uM) 0.5
Enzyme mix 1.0 1.0
2. Dispense 20 ul of master mix to PCR tubes.
3. Add 5 ul of sample RNA to tubes.
4. Centrifuge tubes, and place them to the Real-time PCR machine.

*(For Biorad remember to choose TET for H5 PPP)
5. Run the program as follows.

a) 50°C for 30 min, 95°C for 15 min

b) 40 cycles of the following program

Platform Target gene Denature Annealing and Extension

SmartCycler | M, H5, N1 95C for 2sec 57C for 50sec
BioRad iQ5 | M, H5, N1 95C for 10sec 57C for 50sec

6. Read at the annealing steps.

Interpretation of results:
Test is valid when:
Positive control gives Ct of expected value (£2)
Negative control gives no Ct value
Sample is positive; when sample RNA gives Ct value =< 35
Sample is suspect positive; when sample RNA gives Ct value >35
Sample is negative; when sample RNA gives no Ct value
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Table 1. List of Primers and Probes

Target Ifl?)t. PF:'rrgg’g/ Sequence (5'-3") qudlflcagp L
4P Probe TCA ggC CCC CTC AAA gCC gA FAM | BHQ1
M-2 4F Forward | AGA TQA gTC TTC TAA CCg Agg TCg | None | None
(TDH) TgC AAA AACATCTTC AAg TCT
4R Reverse | CTg None | None
M-4 4P Probe TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG | FAM | BHQ1
(CDC) 4F Forward | CATGGARTGGCTAAAGACAAGACC | None | None
4R Reverse | AGGGCATTTTGGACAAAKCGTCTA | None | None
TCA ACA gTggCg AgT TCC CTA
1P Probe gCA TET | BHQ1
H5-3S 1P(2.3) | Probe TCAACAGTTGCGAGTTCTCTAGCA | TET | BHQ1
(USDA+AAHL) ACg TAT gAC TAC CCg CAg TAT
3F Forward | TCA None | None
1R Reverse | AgA CCA gCT ACC ATg ATT gC None | None
AgA Agg CCA ATC CAg TCA ATg
H5-2 8P Probe ACCTCTgTTA TET | BHQ1
(HK1) 8F Forward | TgC Cgg AAT ggT CTT ACA TAg Tg None | None
TCT TCATAg TCATTg AAATCC
8R Reverse | CCT g None | None
N1 13P | Probe CACTAATTC CAggAg Cgg C FAM | BHQ1
(TDH) 13F | Forward | Tgg ATC ggg AgA ACC AAA None | None
13R | Reverse | Tgqg ATC CCA AAT CATTTC AA None | None

(1) H5-3S:, USDA protocol and AAHL protocol

(2) H5-2: EID Vol. 11, No. 8, 2005, 1303-05 “Influenza A H5N1 detection”

(3) M-2, N1: In-house protocol developed by tropical disease hospital in HCMC
(4) M-4: CDC protocol
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ANNEXE 9 : Déclaration de maladies contagieuses a manifestations respiratoires

dans I’année

Nombre
Nombre d'élevages d'élevages Diagnostic Maladies dans I'année
12 Aucune réponse Non
3? eleYageS n ayant pas 1 Eleveur Non
déclaré de maladies a
manifestations respiratoires Services Vétérinaires
dans I"année 16 (clinique uniquement) | Non
Eleveur et/ou Services
10 Vétérinaires (clinique) | Salmonelle
_ Eleveur PRRsV
9 élevages avec maladie,
. . > s 5 Eleveur Mycoplasme
diagnostiquée par 1’¢éleveur
Mycoplasme + Peste
Eleveur porcine classique
2 Eleveur Mycoplasme + Pasteurelle
Services Vétérinaires
2 (clinigue uniguement) | Pasteurelle
45 élevages avec maladie, Services Vetérinaires
diagnostic clinique par les 17 (clinique uniquement) |PRRsV
services veterinaires Services Veétérinaires
22 (clinique uniguement) | Mycoplasme
Services Veétérinaires
3 (clinique uniquement) | Mycoplasme + Pasteurelle
Services Veétérinaires
1 (clinique uniguement) |PRRsV + Pasteurelle
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ANNEXE 10 : Morbidité et Létalité chez les porcs dans ’année

Elevages de porcs avec ou sans symptome dans I'année :
Nombre en fonction de la morbidité (%)
45
40
35
30
25
20 B Nombre d'élevages
15 13
10
3 1-
0 ' Morbidité (%)
0 [1;20] [30;50] 60 100
Elevages de porcs avec symptomes dans I'année : Nombre
fonction de la létalité(%)
45 42
40
35
30
25
20
15 B Nombre d'élevages
10
5 2 2
0 e B aits (%)
0 [3;5] [30;33] 100
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ANNEXE 11 : Période des maladies respiratoires porcines

Nombre de citations - Maladies Porcs

H Nombre de citations

Nombre de fois que les différents mois ont été cités par les éleveurs comme étant propices aux maladies

respiratoires porcines.

ANNEXE 12 : Vaccinations des porcs pratiguées dans les élevages

Nombre d'élevages pratiquant la vaccination

70

o

4
4
T

62 ©

60
50 13
40
30 27
20 - B Nombre d'élevages
10 -

o o 3
0 1 T T T T T T -_l

N\ Q Q2 Q2 C R )

3 > N > K > @
\’b" é@& < OQ ?&'

@* Q’b (,)’b

Baudon E., 2009. Surveillance virologique de I’Influenza porcin dans les zones a risque de foyer
H5N1 hautement pathogene dans le Nord-Vietnam. Montpellier, Cirad / Université Montpellier 11 /
ENVT / année 2008-2009. 69 p. 65



ANNEXE 13 : Morbidité et Létalité chez les volailles dans I’année

Elevages avec ou sans symptome dans I'année : Nombre en
fonction de la morbidité (%) chez les volailles

45 42
40
35
30
25
20 18 .
15 13 2 B Nombre d'élevages
10 T b

5 - 2

O i T T T T - T .:\ Morbidité (%)

Pas de 0 [5;25]  [30;50] [60;70] [90;100]
volaille
Elevages de volailles avec symptomes dans I'année : Nombre
fonction de la lIétalité (%) chez les volailles

20 18
18
16
14
12
10 8 8 .

3 B Nombre d'élevages

6

4 3

; 0 .

Létalité (%
O T T T - T ( )
0 [2;20] [30;50] 70 [90;100]
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ANNEXE 14 : Période des syndromes grippaux chez les volailles

Nombre de citations - maladies volailles
40

36
35 4

30
30 - 29

25 A

19

H Nombre de citations
15 -
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ANNEXE 15 : Vaccinations Influenza et maladie de Newcastle pratiquées chez les
volailles

Vaccins utilisés Nombre d’élevages

Newcastle et Influenza A H5 16
Influenza A H5 uniquement 22
Newcastle uniquement 2
Aucun 40
Année de vaccination Influenza A H5 Nombre d’¢élevages

2009 18
2008 17
2007

Non Renseigné

ANNEXE 16 : Symptdémes déclarés vs observés pour les fermes avec symptdomes

Symptbéme fiévre Nombre d’¢levages

Déclaré + Observé 16
Déclaré + Non Observé

Non Déclaré + Observé

Non Déclaré + Non Observé 6
Symptdmes déclarés Nombre d’¢élevages

Respiratoires uniguement 4
Fievre / Abattement uniquement 7
Respiratoires et Fievre / Abattement 17
Anorexie en plus d’autres symptomes 3
Symptémes observeés Nombre d’¢levages

Respiratoires uniquement 1
Fievre / Abattement uniquement 15
Respiratoires et Fievre / Abattement 6
Anorexie 0
Aucun 6
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ANNEXE 17 : Maladies citées dans les fermes avec symptémes

Catégories concernees Nombre d'élevages

Porcelets 6
Porcs a l'engrais 26
Truies 9
Plusieurs catégories 10
Une catégorie (engrais) 17
Non Renseigné 1

Catéqgories présentant des symptdmes respiratoires

Nombre de morts | Nombre d'élevages .. s
Suspicion Nombre d'élevages

0 17
1 7 Non 11
4 L Mycoplasmose 9
5 2

12 1 PRRsV 8

Nombre de porcs (toutes categories) morts Maladies suspectées par les éleveurs

ANNEXE 18 : Délai entre ’apparition des symptomes et les préléevements

Délai entre I'apparition des premiers symptomes et la date de
prélevements
12 1
10
8
8
6 5
B Nombre d'élevages

4 3

2 .

O T T T 1

ljalsem 1a2sem 2a3sem 1 mois et plus
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