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EPIDEMIOLOGIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE.
UN EXEMPLE : LA PESTE EQUINE*

S. Zientara'

RESUME : L'apport des techniques de biologie moléculaire a certaines branches de l'épidémioclogie s'avére
particuliérement précieux. L'intérét de [D'association de ces disciplines sera illustré dans les domaines de
Uépidémiologie moléculaire et de 'épidémiologie analytique (et/ou théorique} en prenant comme exemple le virus de Ia

peste équine.

Epidémiologie moléculaire

Nous avons. déterminé les séguences nucléotidiques des segments S10 de différents sérotvpes (2, 4, 5, 6, 7 et 9} du virus
équipestique. La variabilité de ces séquences et celle des séquences en acides aminés correspondantes permet de
séparer les sérotypes en groupes génétiques distincts. Ainsi, lors des épizooties de peste équine en Espagne (1987-
1990) et au Maroc (1989-1991), ’hypothése de deux épizooties indépendantes fut évoguée alors que l'identité des deux
virus semblait fortement probable. Les séquences des souches espagnoles et marocaines n'ont présenté que 0,7 % de
divergence. Ce haut degré de similitude constitue un argument indubitable de I'identité de ces dewrx virus.

Epidémiologie analytique
Dans le domaine de I'épidémiologie analytique, les outils moléculaires peuvent permetire d’apporter une aide certaine
que les méthodes virologiques et/ou sérologigues classiques n'autorisent pas.

Ainsi, dans les contextes ibériques et marocains, le modéle du cycie épidémiologique de la peste équine ne permet pas
d'expliquer la persistance du virus pendant les périodes inter-épizootiques. Le génome viral a pu, par RT-PCR, épre
deétecté dans le sang d'dnes et de mulets jusqu'au 55éme jour aprés infection. La «virémies prolongée qui suivrail, chez
les dnes et les mulets, linfection par le virus équipestique, serait due a la fixation du virus aux hématies par Uinsecte
vecteur. La capacité de survie des moucherons aduites (C. imicola) pendant la saison froide en région méditerranéenne
ainsi qu'une longue durée de la virémie chez les dnes et les mulets somt des facteurs qm seraient suSceptibles
d'expliquer le maintien du virus de la peste égquine pendant la période hivernale,

SUMMARY : Molecular biology technics applied to some epidemiological branches are really of importance. The
usefulness of the combination of these technics will be shown in the fields of moiecular epidemiology and analytical
{andior theoretical) epidemiology with the example of African horse sickness (AHS).

Molecular epidemiology

We have determined the nucleotidical sequences of 510 segments of different serotypes (2, 4, 5, 6, 7 and 9) of AHS
virus.The variability of these sequences and of corresponding animo acids makes possible the separation of the
serotypes into different genetical groups. For instance, during two AHS epizootics, in Spain (1987-1990) and in
Morocco (1989-1991), the hypothesis of two independant epizootics was suggested, when identity of the two virus
strains looked highly probable. The sequences of the Spanish and Moroccan strains showed only 0.7% of divergence.

Analytical epidemiology
In the field of analytical epidemiology, molecular tools can bring an help that virological and/or serological may not
allow. :

* Texte de la commitnication présentée le 7 mai 1999
! AFSSA-Alfort, 22 rue Pierre Curie, 94703 Maisons-Alfort, France
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Within Spanish and Moroccan contexts, epidemiological cycle model does not allow to explain virus persistance
between epizootics periods. It had been possible to detect viral genome in donkeys and mules blood up to 35 days after
infection. Long lasting viraemia following infection by AHS virus in donkeys and mules, could be explained by the
Jixation of virus on red cells by the vector insect. The survival capacity of adult midges (Culicoides imicola) during
Winter in Mediterranean regions, as well as a long lasting viraemia in donkeys and mules are Jactors that may explain

the persistance of AHS virus during Winter time.

I-INTRODUCTION

L’apport des techniques de biologie moléculaire a
certaines branches de I'épidémiologie s’avére
particuliérement précieux. L’intérét de 1’association de
ces disciplines sera illustré dans les domaines de
Iépidémiologie moléculaire et de I’épidémiologie
analytique (et/ou théorique) en prenant comme exemple
le virus de la peste équine.

La premiere description documentée de la peste équine
remonte 4 1719 lors d'une épizootie qui provoqua la
mort de 1700 chevaux dans la région du Cap en
Afrique du sud [12]. Ensuite, cette maladie devint une
véritable entité nosographique avec I'établissement en
différentes régions du continent dun peuplement
humain d'origine européenne et avec lintroduction
concomitante d'équidés sensibles.

La peste équine constitue un véritable fléau de 1'élevage
€quin pour les pays infectds et, 4 ce titre, est inscrite sur
la liste A des maladies de 1'Office International des
Epizooties. Cette maladie, cantonnée depuis des sidcles
a son berceau africain, est apparue en Europe en.1966
dans la péninsule ibérique puis au Maroc. Bien que
cette épizootie ait remis cette maladie sur le devant de
lactualité, elle fut ensuite trés vite oublide et les
travaux scientifiques sur le virus équipestique se sont
rapidement arrétés. Seules deux ou trois équipes dans le
monde (notamment en Afrique du sud) ont continué a
étudier ce virus. Brutalement, la réapparition de la
maladie en Espagne en 1987 puis son extension au
Portugal et au Maroc, 2 mis en évidence I'absence de
connaissances fondamentales sur la biologie de ce
virus, sur sa structure et, sur un plan plus pratique, sur
les méthodes de diagnostic de cette infection.

Cet article présente une synthése des connaissances
nouvelles sur le virus équipestique, sur I'épidémiologie
de la maladie et résume bridvement les principaux
résultats de nos travaux en nous limitant toutefois aux
domaines de 1'épidémiologie.
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HISTORIQUE

La peste équine est enzootique sur le continent africain
au sud d'une ligne allant du Sénégal a P'ouest, a
I'Ethiopie & I'est (figure 1).

La peste a tendance a se répandre hors de ses zones
d'enzootie habituelles et provoque dans les régions ou
elle apparait, des flambées épizootiques meurtriéres.
Trois de ces épizooties ont provoqué des pertes
considérables : I'épizootie de 1943-1944 en Egypte et
en Palestine, I'épizootie de 1959-1960 au Moyen orient
et en Asie dn sud-est qui provoqua la mort de 300 000
€quidés (Ilran, I'lrak, le Pakistan, I'nde, la Turquie, le
Liban et Chypre furent infectés) et celle de 1965-1966
dans le Maghreb. En 1963, la peste équine apparut au
Maroc puis s'étendit & I'Algérie, la Tunisie et traversa le
détroit de Gibraltar en 1966. L'épizootie, provoquée
par un virus de sérotype 9 a rapidement été jugulée
gréce aux mesures de vaccination et de police sanitaire.

LA PESTE EQUINE DE 1987 A 1995

L'Europe et I'Afrique du Nord restirent indemnes
jusquen 1987 ot un foyer, causé par le virus sérotype
4, a été confirm¢ dans la province de Madrid [5] suite 2
l'importation de zébres en provenance de Namibie et
destinés au zoo de Madrid. Malgré les mesures
d'abattage et de vaccination (38 000 équidés vaccinés)
[8], une recrudescence de peste équine fut observée
dans le sud de I'Espagne [16], dans la province
d'Andalousie, I'année suivante. En 1989, la peste
traversa la frontiére portugaise et, comme elle I'avait
fait 24 ans auparavant, le détroit de Gibraltar (mais
cette fois, dans l'autre sens 1).

Mellor [7] estime 4 2000 le nombre d'équidés morts de
peste pendant cette année 1989, Les mesures de lutte
appliquées en Espagne et au Portugal ont permis & ces
deux pays d'éradiquer la peste en 1991 (les derniers cas
ont été répertoriés en 1990).
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Répartition géographique de la peste équine

1987 - 1950 Espagne
1989 Portugal
1989 - 1891 Maroc

Le Maroc a déclaré des cas de peste de 1989 4 199]
(tableau I). Des mesures de prophylaxie sanitaire et
médicale ont permis I'éradication de la peste. Le dernier
cas officiel de peste équine a été recensé le 10 octobre
1991 dans ia province de Kénitra.

En 1995, 4 la lumiére des données épidémiologiques et
sérologiques, lUnion européenne a officiellernent
déclaré le Maroc indemne de peste équine.

TABLEAU I
Tableau synoptique du nombre de cas et de foyers au Maroc de 1989 4 1991

1989 1990 1991 Fotal

Nombre d'équidés atteints 512 55 177 - 1244
Nombre de foyers 23 3% 41 103
Nombre de provinces infectées 3 6 20 25

1. LE VIRUS DE LA PESTE EQUINE

Au cours des dix derniéres années et notamment grice
aux techniques de biologie moléculaire, les
connaissances sur la structure de la particule virale et
sur lorganisation du génome ont considérablement

progressé [17].

Le virus de la peste équine appartient a la famille des
Regviridae et au genre Orbivirus. Cette famille est
constituée de neuf genres : les Orthoréovirus, les
Rotavirus, les Coltivirus et les Orbivirus qui infectent
les espéces animales (y compris l'espéce humaine), les
Cypovirus, les Phytoréovirus, les Aguaréovirus, les
Fijivirus et les Oryzavirus qui infectent les plantes et

les arthropodes {3].

La capside externe du virus est composée de deux
protéines VP2 et VP5. La capside interne ou "core”, est
composée des deux protéines majeures VP3 et VP7 et
des trois protéines mineures VP1, VP4 et VP6. Le
génome, localisé dans la capside interne, est constitué
de dix segments ARN double-brin (db) de tailles
différentes [17] numérotés de 1 2 10 en fonction de leur
ordre de migration en gel de polyacrylamide et sont
classés en segments longs (L pour "large”, L1 & L3),
moyens (M pour "medium”, M4 a M6) et courts (S
pour "short", S7 4 S10) (tableau I et figure 2).
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TABLEAU IT

Genes et protéines du virus de la peste équine sérotype 4

Segment Longueur Masse molaire Protéine Nombre d'acides Localisation
(en pb) (en kDa) aminés
LI = 3500 inconnu VP1 1305 core
L2 3229 2,2 106 VP2 1060 capside externe
L3 2792 1,9 106 VB3 905 core
M4 1978 1,27 106 VP4 642 core
M35 1566 1,06 106 NS§1 548 non structurale
M6 1751 1,12 106 VP35 (VP6 ou VP5) 505 capside externe
s7 1172 7,0 105 VP7 354 core
S8 1123 7.6 105 NS2 365 non structurale
S9 = 1100 inconnu VP6(7) 369 core
si0 758 5,0 105 NS3INS3A 217/206 non structurale
FIGURE 2

Structure du virus de la peste équine (d'aprés Mertens ez al. [11])

10 segments
d'ARN db

2.  EPIDEMIOLOGIE DE LA PESTE EQUINE

MODALITES DE TRANSMISSION

A l'exception du cas particulier des canidés contaminés
par ingestion de produits virulents (viandes ou abats
d'équidés infectés), la peste équine se transmet chez les
équidés de fagon indirecte par lintermédiaire
d'arthropodes hématophages. De nombreux vecteurs
semblent potentiellement capables de transmettre la
peste £quine {notamment les moustiques des genres
Aedes, Culex et Anopheles ou les tiques des genres
Hyalomma ou Rhipicephalus) [7]. Cependant, le
vecteur biologique majeur s'avére étre un insecte du
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genre Culicoides [2]. Le virus a été isolé de Yespéce
Culicoides imicola an Zimbabwé [1] et en Espagne [9].
Les espéces de Culicoides (C. imicola, variipennis,
obsoletus et pulicaris), dont le rile dans la transmission
de la peste est prouvé ou trés fortement suspecté, sont
aussi impliquées dans la transmission de la fievre
catarrhale du mouton (ou “ bluetongue )10, 14].

RECEPTIVITE ET SENSIBILITE

Ces deux caractéristiques du terrain, conditionnant
l'apparition de la maladie, sont dominées par la notion
d'espéce : dans les conditions naturelles, mis 4 part la



contamination accidentelle des canidés, la peste équine
affecte seulement les équidés, surtout le cheval, de loin
le plus sensible (formes aigués et suraigués le plus
souvent mortelles), puis le mulet et le bardot (formes le
plus souvent curables), enfin I'ine (forme volontiers
inapparente}{12].

La race joue aussi un réle non négligeable : les races
importées sont beaucoup plus réceptives et sensibles
que les races locales et ne semblent pas acquérir de
résistance, méme aprés plusieurs générations en région
infectée.

RESERVOIR DE VIRUS

L'apparition explosive de la maladie certaines années,
qui suppose la contamination simultanée d'un grand
nombre d'insectes avant l'apparition des premiers cas
équins, plaide en faveur de l'existence d'un réservoir de
virus présentant une virémie (persistante ou a éclipse).
Les équidés ne seraient que les révélateurs d'une virose
entretenue a bas bruit chez au moins une espéce héte
différente. La nature de ce réservoir demeure encore
inconnue [4].

Certains arguments permettent d'étayer I’hypothése de
’existence d’un réservoir :

» lapparition spontanée de la peste équine chez des
¢quidés nouvellement introduits dans des régions
jusque I4 totalement dépourvues de ces animaux ;

» labsence de porteur chronique chez les équidés:

(virémie fugace) ;

* [a persistance dans certaines régions (Afrique du
Sud) de types de virus ancienmement isolés malgré
une immunisation massive et répétée des équidés
contre ces derniers.

De nombreuses émdes sérologiques réalisées
notamment dans les différentes régions africaines
d’enzootie, ont montré que des anticorps anti-virus de
la peste équine pouvaient étre détectés chez de trés
nombreuses espéces animales : lions, chameaux,
hyénes, dromadaires, antilopes, chacals, chiens,
zébres... Cependant, & 'exception des zebres, le virus
n’a jamais pu étre isolé chez I'une ou I’autre de ces
espéces, En fait, récemment, il a pu étre démontré
quen Afrique du sud, le zébre (le seul équidé
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réellement originaire de ce pays) était capabhle
d’héberger le virus et jouerait en quelque sorte, le rgle
de réservoir. Trois espéces de zébres vivent en Afrique
du sud : Equus zebra, Equus grevyi et Equus burchell;
(la plus représentée notamment en Somalie, Tanzanie,
Zambie, Mozambique, Angola,...). La population de
zébres Equus burchelli est estimée a 33 000 individus
dans le parc national Kriiger. L’étude du stamt
sérologique anti-AHSV des populations de z&bres
sauvages (notamment des conversions sérologiques des
Jjeunes zébres aux neuf sérotypes) et I’observation de
virémies prolongées (d’au moins six semaines chez le
z2bre infecté expérimentalement) a permis de conclure
que les neuf virus de la peste équine circulent i bas
bruit dans la population de z&bres et que le modzle de
cycle épidémiologique de la peste équine ne nécessite
pas DPintervention d’un  réservoir. Par contre,
Pépidémiologie de la peste équine en Espagne, an
Portugal et au Maroc ne permet évidemment pas
d’impliquer le z&bre (méme si c’est bien cette espéce
qui fut responsable de I'introduction initiale du virus en
Europe} pour expliquer le maintien du virus pendant
plusieurs années. De méme, les espaces classiquement
répertoriées comme pouvant jouer un role de réservoir
en Afrique ne peuvent étre incriminées.

3. INTERET DE LA METHODE
D'AMPLIFICATION GENIQUE (OU RT-PCR)

Nous avons développé une méthode d'amplification
génique [18] qui permet de détecter les segments
génomiques 57 complets du virus équipestique et
d'effectuer ainsi un  diagnostic de ETOUpE,
L'amplification de séquences ribonucléotidiques (ARN)
repose sur la synthése ' ADN complémentaire (ADNc)
qui sert de matrice pour l'amplification (d'od le nom de
RT-PCR pour "Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction"). Cette détection peut étre effectuée 2
partir de prélévements nécropsiques (rate, poumon,
foie, coeur...) ou de sang total prélevé sur héparine ou
EDTA [21, 22, 23]. A l'aide dune sonde moléculaire
spécifique du géne S7, nous pouvons confirmer Ia
spécificité du produit d'amplification [13] (figures 3 et
4). La technique RT-PCR s'avére étre 18 a 30 fois plus
sensible que l'isolement viral ou les tests ELISA
d'immuno-capture.
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FIGURE 3

Analyse par €lectrophorése en gel d'agarose des produits d'amplification obtenus aprés RT-PCR
a partir des acides nucléiques extraits de cellules infectées par les neuf sérotypes de AHSV
et par d'autres virus infectant les équidés

Puits 149 : cellules Vero infectées par les virus des sérotypes 1 4 9 respectivement (AHSV-1 & -9, souches
USDA) ; puits 10, 11, 13, 15 et 17 : celluies infectées respectivement par 10) virus de l'artérite virale des équidés
(EAV), 11} réovirus équin sérotype 3, 13) herpés virus équin -1 (EHVI), 15) virus grippal équin
Afequi/Brentwood/79, 17) adénovirus équin -1. Puits 12, 14, 16, et 18 ; acides nucléiques extraits de cellules non
infectées : 12} cellules Vero, 14) cellules RK 13, 16) cellules MDCK, 18) cellules ED. Puits 19 : témoin eau.

M12345678 91011R1B141516171819M

Figure 4

Contréle de la spécificité des produits d'amplification

Les fragments amplifiés sont déposés sur filtre de nitrocellulose et hybridés avec la sonde interne SI
marquée & la digoxigénine. L'hybridation est visualisée par autoradiographie. La disposition et la nature des
dépéts des produits d'ampiification effectuée a partir des acides nucléiques extraits de cellules infectées ou
non sont les suivantes : A1 4 A6 et B1 4 B3 : AHSV-1 4 -9, souches USDA.

4.  EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE

L’association de la méthode d’amplification génique et
du séquencage direct permet une comparaison rapide
de différents isolats et constitue un outil efficace dans
’émde de la circulation, de I’évolution et du typage des
virus, .

Ainsi, lors des €pizooties de peste équine en Espagne
(1987-1990) et au Maroc (1989-1991), ’hypotheése de
deux épizooties indépendantes (une européenne et une

66

africaine) fut évoquée alors que I’identité des deux
virus semblait fortement probable [16]. Nous avons
déterminé les séquences génomiques des segments S10
des souches espagnoles et marocaines (AHSV4 SP et
AHSV4 M) (figure 5). Les deux séquences n’ont
présenté que 0,7 % de divergence [20]. Ce haut degré
de similitude constitue un argument indubitable de
Pidentité de ces deux virus et permet de réfuter les
hypothéses d’une réversion vers la virulence du vaccin
vivant (utilisé en Espagne) ou de deux épizooties
indépendantes et quasi-simultanées.



En octobre 1998, nous avons regu des prélévements
nécropsiques (ceeur, rate, poumons) d’une jument
décédée 12 jours aprés son importation de France au
Sénégal. A l'aide d’amorces spécifiques des segments
S7 et S10, nous avons pn détecter par RT-PCR, le
génome du virus équipestique. La détermination de ia
séquence nucléotidique du segment S10 et Ia
comparaison de celle-ci avec les séquences des virus
des autres sérotypes (figure 5) a permis de conclure que
le virus isolé appartenait au sérotype 9. Par les
techniques virologiques conventionnelles (inoculation 4
des lignées cellulaires Vero et BHK21), le virus a pu
étre isolé et le sérotype (9) confirmé par neutralisation
virale. Ainsi, grice aux outils moléculaires, le
diagnostic de laboratoire a pu étre posé en 24 heures
alors que trois semaines furent nécessaires pour
identifier le virus 4 I"aide des techniques virologiques.

L’analyse phylogénétique illustre la stabilité génétique
de segments S10 de différentes souches au sein d’un
méme sérotype.
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5. EPIDEMIOLOGIE THEORIQUE

Dans le domaine de I'épidémiologie théorique, 1les
outils moléculaires peuvent permettre d’apporter yne
aide certaine que les méthodes virologiques et/ou
sérologiques classiques n’autorisent pas.

Ainsi, dans les contextes ibériques et matocains, |e
modéle du cycle épidémiologique de la peste équine pe
permet pas d’expliquer [a persistance du virus pendant
les périodes inter-épizootiques (aucun réservoir dy
virus n’est actuellement connu),

Pourtant, la description des foyers de peste en Europe
et au Maroc impose de considérer le maintien du virus
chez un réservoir pendant les périodes inter.
épizootiques. Le tableau TNl résume la chronologie des
¢pizooties et indique clairement la durée des périodes
inter-€pizootiques.

FIGURE 5

Dendrogramme obtenu par alignement multiple des séquences en acides aminés
des protéines NS3 des virus des 9 sérotypes

AHSV1 4 6 : souche de virus équipestique de sérotype 1 2 6 ; AHSV4 : sérotype 4 souches d’Afrique
du Sud (SA et USDA), marocaine (M), espagnole (SP) ; AHSV9SEN9YS : sérotype 9 souche sénégalaise
(virus isolé en 1998) ; AHSV6UP : sérotype 6 souche de I'Université de Prétoria,
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Tableau HI

Description chronologigue et durée des épizooties en Espagne, Portugal et Maroc de 1988 4 1990
{(p.i : durée de la période inter-épizootique)

1987 1988 1989 1990
Espagne aoiit-septembre octobre-décembre juillet-novembre
Portugal septembre-novembre
Maroc octobre-novembre septembre-octobre
pi 12 mois 8-9 mois 10 mois

Sachant que le portage chronique n’a jamais été
observé chez Je cheval, comment expliquer le maintien
du virus en I'absence de vecteur et d’espéce cible
pendant ces périodes inter-épizootiques ? La résistance
particuliére de I’4ne a I'infection, !'importance de la
population asine (en particulier au Maroc mais aussi
dans ia zone hispano-portugaise infectée en 1989) sont
quelques uns des arguments qui permettent de suspecter
un éventuel réle de I'ane dans le cycle épidémiologique
de cet arbovirus,

La persistance de la peste en Espagne pendant quatre
ans pourrait s'expliquer par la capacité de survie de C.
imicola pendant l'hiver (comme cela a pu ére démontré
lors de campagnes de piégeage d’insectes dans le sud
de I'Espagne), saison particulidrement tempérée dans le
sud méditerranéen. En I'absence d'un réservoir vertébré
identifi¢ et dune transmission transovarienne chez les
Culicoides, le virus équipestique ne pourra survivre que
par le bials de cycles ininterrompus de transmission
entre des hites vertébrés (V’dne ?) et invertébrés. Le
virus de la figvre catarrhale (ou BTV pour virus de Ia
bluetongue) par exemple, infecte les ruminants qui, en
général, constituent des populations nombreuses (d'od
la forte probabilit¢ qu'un culicoide pique un bovin
virémique) et chez lesquels la durée de la virémie peut
atteindre 70 2 100 jours. Cette longue durée de la
virémie constitue un mécanisme de survie du virus de la
fievre catarrhale notamment dans les régions ol les
conditions climatiques empéchent 'activité des insectes
vecteurs pendant 2 4 3 mois de I'année.

Le virus powrrait circuler entre la population d'insectes
vecteurs dont la densité est excessivement réduite
pendant la saison froide et la population d'anes ou de
mules dont la virémie est plus longue que chez le
cheval. La durée maximale de la virémie chez le cheval
est 18 jours. La virémie du virus équipestique chez
l'éne a €t¢ étudiée par inoculation de 16 4nes avec les
trois sérotypes 1, 3 et 5 du virus de la peste équine. Les
virus de sérotypes 1 et 3 n'ont été détectés que le 8éme

jour et a des titres inférieurs a 102 DCP50/ml. Le virus
de la peste équine sérotype 5 a été détecté du premier
au septiéme jour a un titre identique. Cependant,
lisolement de virus & partir du sang s'avére difficile
notamment lorsque les titres viraux sont faibles et il est
possible que la durée de la virémie chez I'ine eurcpéen
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(Equus asinus) et africain (Equus asinus africanus) soit
du méme ordre de grandeur que chez le zébre (six
semaines).

La RT-PCR s'étant avérée un outil particuliérement
sensible et rapide pour la détection du génome vira]
dans le sang de chevaux infectés par le wvirus
équipestique [19], nous avons utilisé cette méthode
pour tenter de déterminer la durée moyenne de la
virémie chez les dnes et les mulets [7].

Détection du virus ou de son génome

La RT-PCR a permis de détecter le génome viral dans
le sang de 4 4nes et de 4 mulets infectds
expérimentalement  jusqu'au  55éme jour apreés
l'infection (3 animaux sur 8). Les limites maximales de
détection du génome dans le temps sont pour les cing
autres animaux de J45 & J51. Aucun produit
d'amplification spécifique ou non spécifique n'a pu étre
détecté & partir des échantillons témoins de sang de
onze &nes non infectés par le virus de la peste équine.
La détection du virus par isolement en cultures de
cellules et par inoculation aux oeufs embryonnés s'est
avérée négative pour les prélévements testés (de J5 4 J
13) pour les huit animaux.

Conséquences pathogéniques

Le génome viral a pu, par RT-PCR, étre détecté dans le
sang d’anes et de mulets jusqu'an 55¢me jour aprés
infection. Ces données sont en accord avec la
pathogénése de la peste équine mais aussi avec celle de
la bluetongue. La virémie prolongée qui suivrait, chez
les dnes et les mulets, linfection par le virus
équipestique, powrrait étre la conséquence d'une
fixation du virus aux hématies. Les hématies ainsi
infectées sont ingérées par linsecte vecteur qui, & son
tour, amplifie le virus et le transmet aux espéces
sensibles. La longue période (55 jours) pendant
laquelle le génome viral est détectable dans le sang est
inférieure 4 la durée de vie des hématies (120 jours).
Les données obtenues chez I’4ne doivent étre
comparées a celles décrites chez les bovins pour le
virus de la BT dont la biologie est trés poche de celle
du virus équipestique. Chez les bovins, le génome du
virus de la BT est détecté pendant une durée voisine de
la durée moyenne de vie des globules rouges [6]. La



différence considérable entre la durée pendant laguelle
le virus de Ia BT est détecté par isolement du virus a
des oeufs embryonnés (8 semaines) et la durée pendant
laquelle le génome viral est détecté par RT-PCR
(pendant 20 semaines) pourrait étre expliquée par une
réduction de la durée de vie des hématies 4 la surface
desquelles le virus de la BT est fixé ou par me
diminution du pouvoir infectieux des particules virales
fixées sur les globules rouges. Ces données illustrent la
prudence des conclusions qu'il est possible de tirer
entre les résultats d *études strictement virologiques et
celles qui me s’appuient que sur la détection des
génomes viraux. Les particules virales sont présentes
dans des invaginations de la membrane des hématies &
l'abri du systéme immunitaire. De plus, les particules
virales associées aux membranes des hématies
ressemblent morphologiquement 4 des cores viraux
(particules virales ne possédant pas les deux protéines
de surface VP2 et VP5) qui sont peu infectieux pour les
cellules de mammiféres mais qui le sont pour les
cellules d'insectes,

Le sang d'anes et de chevaux contient des protéases
capables de cliver la protéine VP2 du virus de la peste
équine ; ce clivage augmente le pouvoir infectieux des
particules virales pour les cellules d'insectes. Ainsi, les
données obtenues pour le virus de Ja BT sont
susceptibles d'étre extrapolées au virus équipestique.
Les résultats obtenus par RT-PCR & partir des
prélévements de sang des &nes et des mulets indiquent
que le segment génomique S7 est présent dans le sang
pendant 55 jours mais ces résultats ne permettent
cependant pas de conclure 4 la présence de virus
infectieux. Il serait nécessaire, A cette fin, d'inoculer les
prélévements de sang positifs par RT-PCR, 4 des
souriceaux nouveau-nés, 2 des chevaux ou i des
insectes vecteurs. La question de savoir si une telle
virémie est suffisante pour infecter des insectes
vecteurs n'est pas résolue.

Conséguences épidémiologiques

En partant de lhypothése que le génome détecté
provienne de particules virales intactes et infectieuses,
les résultats que nous avons obtenus pourraient
confirmer le réle que jouerait I'dne dans la transmission
de la maladie. En effet, au cours des derniéres
épizooties qui ont sévi en Espagne de 1987 4 1990, les
asins ont été suspectés d'étre impliqués dans la survie
du virus pendant I'hiver [16]. De méme, les dnes et les
mulets, fort nombreux au Maroc, sont susceptibles
d'étre responsables du maintien du virus équipestique
dans ce pays de 1989 4 1991,

L'hypothese que les &nes et les mulets puissent jouer le
rile de réservoir du virus entre les périodes
épizootiques est-elle en accord avec I'histoire de ces
épizooties ?

L'importation de zébres infectés en provenance de
Namibie est & l'origine des premiers foyers de peste
équine dans la région de Madrid (Espagne) en
septembre 1987 [16]. En 1988, la maladie frappe le sud
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de I'Espagne et y perdure jusqu'en 1990. La survie de
Culicoides imicola infectés pendant Ia période
hivernale, selon Lubroth [4]), serait susceptible
d'expliquer le maintien de la maladie de 1988 3 1990
dans le sud de |'Espagne ol régne un climat hiverna)
trés doux, mais en aucun cas le passage du virus de |a
région de Madrid vers le sud de I'Espagne en 1988. En
effet, un climat hivernal pius rigoureux dans la région
de Madrid ne permet pas aux insectes de survivre
pendant Thiver. En revanche, si les asins ont joué le
réle de réservoir du virus, il est possible de supposer
que le virus ait €té transmis  bas bruit d'ane a 4ne par
lintermédiaire des Culicoides imicola infectés et qu'd la
suite de mouvement d'asins vers le sud de I'Espagne,
ces animaux aient contaminé des Cuficoides présents
dans cette région pendant Ilhiver. Un cycle
ininterrompu, dans le sud de I'Espagne et du Portugal,
se serait alors installé entre hétes vertébrés et
invertébrés. Comme lattestent les résultats de capture
d'insectes & partir des piéges, la population de
Culicoides imicola augmente du mois de mai aux mois
d'octobre et novembre (avec un pic en septembre) puis
diminue considérablement pendant les six mois
suivants [15]. Or, en Andalousie, la maladie réapparut
pendant le mois d'octobre 1988 puis éclata de fagon
spectaculaire, en 1989, en juillet, aoiit et septembre,
période d'activité maximale des insectes [5]. En 1990,
seule la région de Malaga a été touchée par I'épizootie
qui est intervenue entre les mois de septembre et
novembre. Mellor [7] a montré que les Culicoides
imicola ¢taient capables de survivre pendant la période
hivernale au sud de I'Espagne et du Portugal,
L'association de la présence des insectes vecteurs en
hiver et d'une virémie persistante chez I'ine serait la
cause du caractire enzootique de la maladie en
Espagne. Par contre, 'épizootie qui a touché Madrid en
1987 s'est naturellement éteinte avec la disparition des
Culicoides imicola en hiver.

Au Maroc, I'étude des foyers de peste indique que leurs
dates d'apparition coincident avec la période de forte
activité des Culicoides imicola. Le premier foyer est
apparu en octobre 1989 dans la province de Tétouan
puis, aprés la saison hivernale, la peste a éclaté, en
s'étendant vers le sud du pays, du mois d'aofit au mois
de décembre 1990 et en 1991, du mois de juillet au
mois d'octobre 1991,

Dans [Ihypothése ol la détection du segment
génomique S7 dans le sang correspondrait 4 Ia présence
du virus infectieux (ce qui reste 2 démontrer), 'ane et le
mulet auraient, selon nos résultats, une durée de
virémie d'environ 55 jours qui s'avére ainsi trois fois
plus longue que la durée maximale connue de la
virémie chez le cheval qui est de 18 jours [7, 8].

Nous pouvons, dans 'hypothése ol les échantillons de
sang d'dnes et de mulets, dans lesquels le génome viral
est détecté pendant 55 jours, restent toujours infectieux,
proposer le modéle épidémiologique représenté sur la
firuge 6.
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La persistance d'une faible population de moucherons
(Culicoides imicola, obsoletus, pulicaris, variipennis...,
tous susceptibles de transmettre la peste équine)

pendant lhiver, combinée & la présence danimaux
virémiques, permettrait au virus de continuer & circuler
pendant les périodes froides.

FIGURE 6

Hypothése d'un modéle épidémiologique de transmission de la peste équine
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II - CONCLUSION

La peste équine constitue I'un des risques sanitaires
majewrs chez les équidés. Les conséquences
€conomiques sont désastreuses pour la filiére chevaline
lorsqu'un pays est déclaré infecté. Les techniques de
diagnostic classiquement utilisées ne s'avérent pas
suffisamment sensibles comme l'a illustré l'apparition
de la peste équine en Espagne en 1987.

Nous avons développé un test couplé de transcription-
inverse et d'amplification en chajne par polymérase
(RT-PCR) permettant la détection du virus équipestique
{AHSV} A partir d'échantillons cliniques. Les amorces
que nous avons choisies permettent d'amplifier le
segment génomique S7 des neuf sérotypes connus du
virus de la peste équine. Aucune amplification non
spécifique n'est obtenue d partitr d'autres acides
nucléigues utilisés comme matrices (vis-2-vis des virus
les plus couramment rencontrés chez les équidés ainsi
que vis-a-vis dautres Orbivirus tels que les 24
sérotypes du virus de la bluetongue et les sérotypes 1,
2, 3, 4 et 7 du virus de ia maladie hémorragique du
cerf). Ces résultats permettent d'utiliser la RT-PCR

pour un diagnostic de groupe AHSV.

Pour ce qui concerne 1'épidémiologie moléculaire, les
techniques d’amplification génique et de séquencage
direct permettent de disposer en quelques jours,
d’informations précises quant aux degrés de parenté
des souches virales entre elles. Ainsi, les marqueurs
épidémiologiques fondés sur Panalyse des séquences
génétiques sont beaucoup plus pertinents que la seule
évaluation des caractéristiques antigéniques que
permettent les techniques virologiques classiques
(méme si le recours & ces derniéres reste
indispensable).

Enfin, dans le domaine de I'épidémiologie analytique,
la RT-PCR a permis d'étayer I'hypothése selon laquelle
les 4nes et les mulets pourraient jouer le rdle de
réservoir du virus pendant la saison froide. Il serait
nécessaire, cependant, de déterminer si les échantillons
de sang dans lesquels le segment S7 est détecté sont
infectieux pour les vecteurs et/ou les espéces cibles,
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