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L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail
et de l'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu'ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé
des végétaux et d’autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que l'expertise et I'appui
scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions Iégislatives et réglementaires et a la mise en
ceuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses s’est autosaisie le 26 octobre 2018 pour la réalisation de I'expertise suivante :
« mise a jour des connaissances sur les méthodes et procédés d’inactivation du virus de la
peste porcine africaine (PPA) » (saisine 2018-SA-0237).

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Suite a la confirmation de plusieurs cas de PPA sur des sangliers en Belgique, a proximité
de la frontiére francaise, la DGAL a saisi plusieurs fois '’Anses en urgence pour répondre a
des questions sur: les risques d’introduction du virus responsable de cette maladie en
France, les mesures de gestion a la frontiere Franco-Belge, tant dans la faune sauvage que
dans les élevages de suidés.

Lors des travaux du GECU PPA, les experts se sont également interrogés sur les méthodes
et produits disponibles pour inactiver le virus de la PPA, que ce soit au niveau des
laboratoires qui recoivent des prélévements ou des cadavres d’animaux, au niveau des
camions qui sont/seront utilisés pour le transport des cadavres ou des animaux vivants
potentiellement contaminés, au niveau des locaux et matériaux d’élevage ou des matériaux
utilisés au clos d’équarrissage, etc.
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De plus, les laboratoires d’analyse vétérinaires et le Laboratoire National de Référence (LNR) pour
la PPA, recoivent des questions des parties prenantes sur les produits biocides pouvant étre
utilisés pour décontaminer des matériaux entrés en contact avec des matiéeres potentiellement
contaminées par le virus de la PPA. Des interrogations émanent également des entreprises
spécialisées dans le développement et la commercialisation de produits biocides (confrontés
entre-autres a la réglementation francaise concernant la manipulation du virus de la PPA).

Les réponses a ces interrogations n’étant pas immédiatement et facilement disponibles, dans ce
contexte, il apparait opportun d’agir par anticipation et de se saisir de la question de I'inactivation
du virus de la PPA, des méthodes de décontamination pouvant étre mises en ceuvre ainsi que des
produits utilisables et efficaces dans I'éventualité de foyers de PPA en France dans la faune
sauvage ou dans la faune domestique.

Les questions de I'autosaisine sont les suivantes :

« Effectuer une mise a jour des connaissances sur les méthodes et procédés d’inactivation du
virus de la PPA et sur la résistance de ce virus dans les différentes matrices potentiellement
contaminées.

Cette mise a jour portera également sur les produits biocides utilisables pour la décontamination,
tant au laboratoire que dans le cas de dépeuplement en élevage de suidés, ou au clos
d’équarrissage (tant pour les porcs d’élevage que pour des cadavres de sangliers potentiellement
contaminés si ceux-ci devaient y étre amenes). »

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise collective a été réalisée par le comité d’experts spécialisé (CES) « Santé et bien-étre
des animaux » (CES SABA) sur la base d'un rapport initial rédigé par cing rapporteurs entre
octobre 2018 et janvier 2019. Les rapporteurs ont échangé a plusieurs reprises par téléphone. Les
travaux ont été présentés au CES SABA tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques
les 15 janvier et 19 février 2019.

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont publiées sur le site internet de 'Anses (www.anses.fr).

Les éléments suivants ont été pris en compte pour la réalisation de cette expertise :
- les textes reglementaires cités tout au long du rapport sous forme de notes de bas de page,
- les publications scientifiques figurant dans la partie bibliographie en fin d’avis.
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Périmeétre de la saisine

Dans un premier temps et pour des raisons de délais de rendu, les experts n’ont pas traité de
linactivation du virus de la PPA dans les produits d’origine animale (plasma, viandes, salaisons,
etc.). Ce sujet sera abordé dans une autre saisine.

Les publications et les données concernant la persistance du virus de la PPA dans les tiques du
genre Ornithodoros n'ont pas été évaluées en détail car ces tiques ne sont pas présentes en
France chez les mammiféres. De plus, le réle potentiel des vecteurs (par exemple les mouches du
genre Stomoxys) dans la transmission du virus sera étudié en détail dans une saisine dédiée.

Démarche appliquée pour la recherche bibliographigue

Les recherches bibliographiques ont été menées sur les bases de données Scopus
(www.scopus.com) et Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Le profil de recherche
bibliographique a été élaboré avec les experts selon le modéle Anses (ANSES/PR1/9//06-01) afin
de définir les mots-clés permettant de répondre a la question de la saisine (Annexe 3). Le nombre
d'études triées et examinées en vue de leur éligibilité ainsi que le nombre d’articles exclus est
présenté sous forme d’un diagramme de flux PRISMA! (Annexe 4). L’analyse de la bibliographie a
été effectuée a I'aide d’'une grille de lecture sous Excel®. Les experts ont complété cette grille en
indiquant la pertinence des articles et leurs domaines d’intéréts pour le traitement de la saisine.
Tous les PDF des articles d’intérét ont été mis a disposition des experts. En complément de la
recherche bibliographique effectuée avec les mots-clés définis initialement, d’autres publications
dont des rapports (EFSA, OIE, etc.) et des articles scientifiques ont été ajoutés au corpus
bibliographique par les experts

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES SABA

3.1. Ecologie virale de la peste porcine africaine

3.1.1. Levirus dela PPA

Le virus de la PPA est le seul membre de la famille des Asfarviridae, et du genre Asfivirus. C'est
un virus enveloppé, a symétrie icosaédrique, de grande taille (diamétre moyen de 200 nm). Sa
structure moléculaire complexe est constituée de quatre domaines concentriques: un core
(structure dense contenant le génome logé au sein d'un nucléoide), recouvert d'une fine couche
protéique (la matrice), surmontée d'une enveloppe lipidique (I'enveloppe interne), elle-méme
entourée de la capside qui est la structure la plus externe des virions intracellulaires. Les virions
extracellulaires possedent une enveloppe externe supplémentaire obtenue par bourgeonnement a
la surface de la membrane plasmique. Les deux types de virions sont infectieux. Le génome est
une molécule d'ADN bicaténaire linéaire, fermée de facon covalente a ses extrémités, dont la taille
varie selon les isolats entre 170 et 193 kilo paires de base (kpb), avec une région centrale
conservée de 125 kpb, et deux parties variables aux extrémités. Il contient 151 a 167 cadres de

1 preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses
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lecture ouverts, codant pour 54 protéines structurales et environ 100 protéines supplémentaires au
cours du cycle viral (Dixon et al. 2013).

Les composants majeurs de la capside virale sont les protéines p72, p30 et p54 et la polyprotéine
pp62. La variabilité antigénique et génétique des isolats viraux a été caractérisée d'une part par le
test d'inhibition de I'hémadsorption (HAI: « hemadsorption inhibition assay ») en présence
d'antisérums de référence (définissant 8 sérogroupes différents) (Malogolovkin et al. 2015), et
d'autre part par le séquencage de la partie 3' du géne B646L codant pour la protéine p72 (région
C-terminale) distinguant 23 génotypes. Différents sous-types peuvent en outre étre identifiés par
des analyses génétiques complémentaires. Tous les génotypes sont présents en Afrique sub-
saharienne, et seuls les génotypes | et Il ont diffusé hors du continent africain (Gallardo et al.
2015). Les souches qui sévissent au sein de I'Union Européenne depuis 2014, aprés avoir été
introduites en Géorgie en 2007, appartiennent toutes au génotype Il (Garigliany et al. 2019).

Indépendamment de la transmission vectorielle qui ne concerne a priori pas les zones
derniérement infectées, le virus de la PPA pénétre dans 'organisme cible par voie oro-nasale.
Expérimentalement, les doses infectieuses 50 ont été estimées pour des isolats viraux de
virulence variable. Elles varient de 2 a 10 TCIDse?> pour des souches fortement virulentes et
modérément virulentes (souches Tengani, L'60, DR-I, et Haiti-1 non hémadsorbante) et de a 56 a
10* TCIDso pour certaines souches modérément a faiblement virulentes (Brazil'78, Malta'78,
Netherlands’86, Madrid '75, Haiti-1, DR-II, et BR-1) (Pan et Hess 1984, de Carvalho Ferreira et al.
2012).

3.1.2. Méthodes de détection du virus

Trois types de tests sont possiblement mis en ceuvre lors d'études portant sur la transmission et la
persistance virale : infection expérimentale de porcs par voie intramusculaire, isolement viral en
culture cellulaire (et diverses méthodes de révélation/titrage) et amplification du génome viral par
PCR quantitative en temps réel (qQPCR). Les deux premiéres techniques permettent de mettre en
évidence le caractére infectieux du virus étudié, tandis que les méthodes de type PCR révelent la
présence de génome, ou portions de génome viral indépendamment du degré d'infectiosité. Les
tests in vivo ne sont plus employés en premiére intention (pour des questions de colt, de temps,
de biosécurité et d’éthique). Les techniques d'isolement viral et d'amplification génomique sont
souvent associées dans la littérature : les premieres afin de s'assurer de I'état du virus détecté
(infectieux ou non), les secondes permettant quant a elles un gain de temps et de sensibilité
analytique. Les méthodes moléculaires sont mises en ceuvre le plus souvent pour vérifier et suivre
le statut des animaux étudiés, les niveaux de contamination des excrétions et sécrétions, et
I'environnement des animaux. La difficulté rencontrée réside dans l'interprétation de ces résultats
de qPCR : des résultats positifs sans tentative d’isolement viral ne donnent pas d'information sur le
pouvoir infectieux du virus détecté.

¢ Infection expérimentale de porcs :

Cette approche expérimentale est actuellement employée lors d’études du pouvoir pathogéne de
souches virales et d’interactions héte-virus, le virus de la PPA étant inoculé aux animaux par voie

2 Median tissue culture infective dose - Dose infectant 50% des cellules en culture
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intramusculaire (Davies et al. 2017, Guinat et al. 2014), intranasale (de Carvalho Ferreira et al.
2012), ou orale (Blome, Gabriel, et Beer 2013). Elle n’est plus recommandée par I'OIE comme
méthode de diagnostic (OIE 2013). Néanmoins, lorsqu’elle est mise en ceuvre simultanément avec
des méthodes in vitro, elle se révéle la plus sensible pour mettre en évidence un pouvoir infectieux
résiduel. Ainsi, Bourry et al. ont révélé une activité infectieuse résiduelle dans un stock viral
préalablement traité par la chaleur aprés inoculation de porcelets tandis qu’aucune multiplication
virale n’avait pu étre mise en évidence dans des macrophages alvéolaires (Bourry et al. 2018). De
méme, Petrini et al. ont observé que des extraits de produits carnés préalablement trouvés
négatifs par isolement en culture cellulaire (sur monocytes de sang périphérique, révélation par
activité hémadsorbante, trois passages successifs), se sont révélés infectieux chez des porcelets
de deux mois inoculés par voie orale (Petrini et al. 2019).

e Méthodes d'isolement viral et révélation/quantification :

Les systémes cellulaires les plus communs pour isoler et titrer les divers isolats de virus de la PPA
sont les cultures primaires de monocytes du sang périphérique et les macrophages alvéolaires
(éventuellement les cellules de la moelle osseuse). Dans certains cas, les lignées cellulaires
VERO, MARC-145 et COS-1 (cellules de rein de singe vert), plus rarement les lignées issues de
macrophages alvéolaires de porcs comme les Immortalized Porcine Alveolar Macrophage (IPAM)
et les Wild Boar Lung (WSL), sont utilisées. Le succés de lisolement viral, aprés un éventuel
second passage en aveugle (cing jours aprés le premier passage), est attesté par I'observation de
l'effet cytopathogéne. L'identification fait généralement appel a des techniques
d'immunomarquage/coloration ou a la mise en évidence de l'activité hémadsorbante du virus
(haemadsorption test ou HAT ; rosettes d'érythrocytes). Le titrage viral s’effectue via les
techniques des dilutions limites et le titre est exprimé en TCIDso ou HADse®. Un titrage par « plaque
assay » est aussi possible sur macrophages primaires ou lignées VERO ou COS-1 (Carrascosa,
Bustos, et de Leon 2011). Le seuil de détection en culture cellulaire se situe selon les auteurs
entre 10%8 HADso/mL (équivalent a 10°° TCIDso/mL) (Greig et Plowright 1970) et 1018 TCIDso/mL
(Davies et al. 2017, Gallardo et al. 2015, Greig et Plowright 1970).

¢ PCR guantitative :

Les méthodes de « real time » PCR (PCR en temps réel) ou quantitative PCR (gPCR) s'appuient
généralement sur les tests recommandés par I'OIE pour lesquels les amorces et la sonde Tagman
ciblent une région conservée du gene codant pour la p72 (de Carvalho Ferreira et al. 2012, King et
al. 2003, OIE 2013). Diverses variantes ciblant le méme géne sont publiées ou disponibles sous
forme de kits commerciaux (Oura, Edwards, et Batten 2013, Tignon et al. 2011). Les limites de
détection sont généralement comprises entre 5 et 60 copies génome.

e Comparaisons isolement/qPCR :

Lors de la mise en ceuvre concomitante des techniques d'isolement viral et de qPCR, il est
possible de comparer les charges en virus infectieux et les charges en ADN viral dans des
prélevements issus d'animaux infectés ou de I'environnement, voire au sein d'une matrice soumise
a un traitement particulier (chaleur, durée d’incubation ou de stockage par exemple). De fagon

3 50% haemadsorbing dose — dose hemadsorbante 50
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générale, pour une méme condition de traitement et un méme échantillon, les ADN viraux sont
détectés par gPCR pendant un temps largement supérieur a l'infectiosité virale (Sindryakova et al.
2016). La détection de faibles quantités d'’ADN [Cycle Treshold* (Ct) élevés, généralement compris
entre 35 et 40] lors d'écouvillonnage oro-nasal peut étre le reflet d'une contamination par
I'environnement immédiat des animaux (environnement lui-méme positify en l'absence de
processus infectieux et/ou d'excrétion (isolement viral négatif dans ce cas) (A S. Olesen, L. Lohse,
et al. 2018). Enfin, la demi-vie du virus® infectieux dans les urines et les feces d'animaux infectés
expérimentalement a été estimée aprés exposition a des températures variables (entre 4 et 37°C) :
elle varie de 0,65 a 0,29 jour dans les féces, et de 2,99 a 0,41 jours dans les urines. Dans les
mémes conditions, la demi-vie de I'ADN viral est comprise entre 9,90 et 8,25 jours pour les féces,
et 32 a 19 jours pour les urines (Davies et al. 2017).

En résumé, la détection de I'ADN viral par qPCR n'est pas forcément prédictive de la présence de
virus infectieux, mais elle confirme le statut d'une population (circulation virale). En revanche,
'absence de signal en qPCR est systématiquement associée a une absence de particules virales.

3.1.3. Persistance (stabilité) du virus chez les suidés et dans I’environnement

e Eléments de pathogénie

Le virus de la PPA peut étre transmis 1) par contact direct avec des suidés infectés et leurs
excrétions (salive, sécrétions et productions respiratoires dont des aérosols, urine, féces), 2) par
contact indirect avec des matériels ou déchets alimentaires contaminés, et 3) par le biais de
vecteurs comme des tiques molles du genre Ornithodoros, voire des insectes du genre Stomoxys
(mouches piqueuses) (Sanchez-Vizcaino et al. 2012, Penrith et Vosloo 2009).

Des tiques de I'espéce O. erraticus ont été jugées responsables de la persistance a long terme du
virus de la PPA en Espagne et au Portugal, mais une étude publiée en 2016 rapporte qu'aucune
tique molle de cette espéce n'a été retrouvée ni en Europe centrale, ni en Europe du Nord
(Pietschmann et al. 2016). En Allemagne, des contacts potentiels entre sangliers sauvages et O.
erraticus ont été recherchés via la détection d’anticorps spécifiques, mais sans succes
(Pietschmann et al. 2016). Des tiques molles sont présentes en Ukraine®, notamment de I'espéce
O. verrucosus, mais leur réle dans la transmission du virus de la PPA n’est pas démontré (Filatov
2016).

En outre, la tique molle O. maritimus, est frequemment retrouvée en France chez de nombreux
oiseaux marins, comme la Mouette tridactyle (Rissa tridactyla) (Chastel et al. 1987) et le Goeland
leucophée (Larus michahellis) (Dupraz et al. 2017), mais elle est inféodée aux oiseaux et ne peut
donc pas jouer de réle épidémiologique dans la transmission de la PPA.

4 Le Ct correspond au nombre de cycles d’amplification nécessaires pour que la fluorescence liée I'hybridation des
amorces et sonde dépasse le seuil de détection de fluorescence.

5 La demi-vie correspond au temps nécessaire a la diminution de 50 % du titre viral ou du nombre de copies
génomiques, estimée a partir de la décroissance au cours du temps d’un échantillon standardisé.

6 https://ecdc.europa.eu/en/publications-data/ornithodoros-current-known-distribution-january-2019
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Les tiques molles du genre Ornithodoros n’étant donc pas, a priori, une source potentielle de virus
de la PPA en France, la persistance du virus dans cet héte n’a pas été étudiée dans le cadre de
cette saisine.

De méme, les connaissances quant a la persistance du virus dans les stomoxes ne sont pas
reprises ici, la contamination potentielle de suidés via ces vecteurs étant encore peu documentée
et/ou pouvant a ce stade toujours étre considérée comme marginale (A S. Olesen, M F. Hansen, et
al. 2018, A. S; Olesen et al. 2018, Mellor, Kitching, et Wilkinson 1987).

Des suidés sauvages comme les phacocheres, potamochéres et hylocheres éventuellement
hébergés dans des parcs zoologiques ou des réserves fauniques pourraient potentiellement étre
infectés et multiplier le virus, mais ces animaux ont été associés a des titres viraux faibles lors de
leur infection par le virus de la PPA (DeTray 1957, Kleiboeker et Scoles 2001, Sanchez-Vizcaino
et al. 2012). Aussi leur role épidémiologique en particulier, en 'absence de vecteurs connus chez
les mammiféres en France, a été considéré comme négligeable.

Ainsi, ce sont les sangliers et les porcs infectés qui pourraient constituer la principale source de
virus de la PPA en France. L’excrétion du virus par les porcs et les sangliers infectés et la stabilité
du virus dans I'environnement détermineraient donc I'étendue de la contamination.

Chez les suidés infectés, les premiéres cellules cibles du virus sont les monocytes et les
macrophages des amygdales et des nceuds lymphatiques mandibulaires, depuis lesquels le virus
diffuse dans I'organisme via les ganglions drainants et le sang. Les noeuds lymphatiques, la moelle
osseuse, la rate, les poumons, le foie, les reins sont des organes cibles, sites de la réplication
secondaire du virus (EFSA Panel on Animal Health Welfare 2014, Gale 2004, Gallardo et al. 2015,
Penrith et Vosloo 2009, Sanchez-Vizcaino et al. 2012).

Ainsi, la virémie est précoce, importante et durable (Blome, Gabriel, et Beer 2013). Tous les tissus
contiennent du virus, de méme que I'ensemble des matiéres sécrétées et excrétées par les
animaux infectés, i.e., les matiéres fécales, I'urine, les sécrétions nasales et génitales et la salive
(Gallardo et al. 2015, Penrith et Vosloo 2009, USDA 2013, Greig et Plowright 1970, Davies et al.
2017, Montgomery 1921, Gabriel et al. 2011).

Les porcs infectés sont contagieux dés la phase d’incubation de la maladie, puisqu’ils peuvent
disséminer des quantités importantes de virus infectieux 48 heures avant I'apparition des signes
clinigues (Gallardo et al. 2015), mais surtout pendant la phase clinique ou le génome viral est
retrouvé simultanément dans le sang, les sécrétions et les excrétions (Penrith et Vosloo 2009).
Cependant, c'est dans le sang que sont mesurées par qPCR les charges virales les plus
importantes (Blome, Gabriel, et Beer 2013, de Carvalho Ferreira et al. 2012, Guinat et al. 2014).
Blome et Gabriel indiquent, par exemple, avoir quantifie, chez des porcs infectés
expérimentalement et prélevés pendant la phase clinique, 3 10° copies de génome dans 1 pL
d’ADN issu de 200 uL de sang et 4-8 10° copies/uL d’ADN extrait d’écouvillons rectaux et 2-6 10?
copies/uL d’ADN issu d’écouvillons oropharyngés (Blome, Gabriel, et Beer 2013). De méme,
Guinat et al. ont mesuré, chez des porcs infectés par la souche Georgia 2007/1 (inoculés par
10?2 HADso par voie intramusculaire ou contaminés suite a contact direct ou indirect) pendant la
phase clinique (0 a 20 jours post-infection), des titres viraux allant jusqu'a 10 a 108 HADso/mL
dans les échantillons de sang des animaux mais seulement jusqu’a 10% a 10* HADso/mL dans les
surnageants d’écouvillons nasaux et rectaux (Guinat et al. 2014). Dans une autre étude,
également pendant la phase aigué de l'infection (0—21 jours post-infection), le virus (quelle que soit
la souche Brazil'78, Malta’78 ou Netherlands’86, ou la dose inoculée) a été détecté dans les féces
dans 50 a 80 % des cas trouvés positifs via le sang (de Carvalho Ferreira et al. 2012).
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Globalement, la présence de virus infectieux dans les féces est observée entre 10 et 35 jours
apres inoculation expérimentale, avec des variations notables au niveau individuel et selon les
souches (de Carvalho Ferreira et al. 2012). Ce pourcentage tombe a 10 % pendant les phases
sub-cliniques ou chroniques de la maladie (de Carvalho Ferreira et al. 2012). Bien que du génome
viral soit facilement détecté dans la salive, les isolements viraux sont parfois négatifs a partir de ce
fluide, probablement en raison de la présence d’inhibiteurs (Davies et al. 2017, Guinat et al. 2014).
Toutefois, des isolements ont parfois été possibles mais les titres obtenus étaient généralement
trés faibles, au seuil de sensibilité des méthodes d’isolements (Blome et al. 2012, de Carvalho
Ferreira et al. 2012, Greig et Plowright 1970, Gabriel et al. 2011).

Ainsi, les études s’accordent pour conclure que la principale source infectieuse est le sang et toute
sécrétion (orale par exemple) contaminée par celui-ci (Gabriel et al. 2011, Guinat et al. 2014), sans
exclure le role joué par les féces et les urines (Davies et al. 2017). De plus, une autre étude
reprenant des travaux de Mc-Vicar (McVicar 1984) rapporte que la moelle osseuse des carcasses
de porc contaminés contient 10%° HAD/g, ce qui suggeére un role possible de ce tissu dans la
transmission du virus via les carcasses d’animaux en état avancé de dégradation (Gale 2004).

A noter qu’il n’a pas été trouvé de corrélation entre la charge virale dans le sang et la charge virale
dans les excrétions/sécrétions (Davies et al. 2017, Guinat et al. 2014). Cependant, les feces
issues de porcs infectés seraient plus ou moins chargées en particules virales infectieuses en
fonction de la souche virale impliquée, comme décrit lors d’études comparatives de souches
moyennement (Malta’78 et Netherlands’86) et hautement (Brazil'78) virulentes (de Carvalho
Ferreira et al. 2014).

Les porcs qui survivent a linfection peuvent encore disséminer du virus un mois aprés la
disparition des signes cliniques (Penrith et Vosloo 2009, Sanchez-Vizcaino et al. 2012), voire
méme trois mois aprés le début de l'infection (Gallardo et al. 2015). Des formes chroniques de la
maladie, ou des infections persistantes, ont été décrites dans certaines populations de suidés
sauvages en Afrique, dans des régions ou la maladie est devenue enzootique (Gallardo et al.
2015, Penrith et Vosloo 2009). Des infections expérimentales ont d’ailleurs décrit la possibilité de
survenue d’infections persistantes. Dans une étude comportant 19 porcs ayant survécu a une
infection par la souche espagnole E75-L7 ou par la souche atténuée E75-CV1, du génome viral a
été détecté dans les monocytes-macrophages du sang périphérique de 100 % des animaux
jusqu’a 500 jours post-infection (Carrillo et al. 1994). Méme s’il n’a pas été possible d’isoler du
virus infectieux a partir de ces cellules, les auteurs ont émis I'hnypothése d’infections persistantes.
Plus récemment, il a été rapporté que I'ADN viral peut persister jusqu’a 70 jours post-infection
dans le sang d’animaux infectés par des souches moyennement virulentes comme la souche
Malta’78 (de Carvalho Ferreira et al. 2012), faisant le lien avec d’autres études plus anciennes qui
rapportaient que des animaux infectés de maniére persistante pouvaient excréter du virus en
'absence de virémie détectable par isolement viral et en I'absence de signes cliniques (Wilkinson
1984, Wilkinson, Wardley, et Williams 1981, Ordas, Sanchez Botija, et Diaz 1983). Ainsi, ces
travaux conforteraient I'hypothése émise par Wilkinson en 1984, selon laquelle des infections
persistantes par des souches moyennement virulentes pourraient conduire a une maladie
chronique, avec excrétion possible de virus infectieux a bas bruit (Wilkinson 1984).

En 2015, Vlasova et al. ont décrit des infections considérées comme subaigués chez des porcs
inoculés expérimentalement par les souches russes Karamzino 06/13 et Kashino 04/13 (isolées de
sangliers) pour lesquels, la maladie s’est développée plus lentement et a duré plus longtemps qu’a
'accoutumée apres inoculation de virus PPA (Vlasova et al. 2015).
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e Résistance intrinseque du virus
v' Reésistance dans I'air

Le virus de la PPA peut étre transmis via des aérosols, mais a priori seulement sur de trés courtes
distances, et seulement au sein d’'un méme élevage (de Carvalho Ferreira et al. 2013, Penrith et
Vosloo 2009, Wilkinson et al. 1977). Il a été montré que la souche POL/2015/Podlaskie/Lindholm
isolée a partir d’'un sanglier peut infecter le porc et se transmettre de porc en porc par contact
direct mais également via I'air (Olesen et al. 2017).

En conditions expérimentales habituelles, la demi-vie du virus dans l'air a été estimée a 19 min en
moyenne quand analysée par PCR et 14 min en moyenne quand analysée par titrage viral (de
Carvalho Ferreira et al. 2013). Dans cette étude, du génome viral a pu étre détecté par gPCR
(jusqu’'a 1032 TCIDso eg.”)/m3) dans I'air des salles hébergeant des porcs infectés, a partir de 4
jours post-infection et jusqu’a la fin de I'expérience, soit 70 jours post-infection.

Trés peu d’études existent sur la survie du virus de la PPA dans le milieu extérieur. Selon 'EFSA
le virus de la PPA survivrait plus longtemps en milieu sec qu’en milieu humide (EFSA Panel on
Animal Health Welfare 2010, 2014). Ainsi, la demi-vie du virus ne serait que de 5 minutes dans
des aérosols en conditions d’humidité relative supérieure a 30 % et il serait inactivé lorsque
'humidité relative dépasse les 50 % (Donaldson et Ferris 1976). Toutefois I'étude est ancienne et
l'interprétation des résultats, tels que présentés, peut-étre équivoque.

Sous les tropiques, ou I'humidité relative est importante, des porcheries contaminées ne
demeureraient pas infectieuses pour des porcs domestiques pendant trés longtemps (moins de
cing jours) (Montgomery 1921). Selon une étude conduite en Afrique, du virus non protégé par des
matiéres organiques a été rapidement inactivé, en deux jours, par les rayonnements du soleil
(Montgomery 1921). Cette étude, bien qu'ancienne, a été réalisée en inoculant des porcs.

v' Reésistance dans 'eau

Du virus a survécu pendant 50 jours en été et 176 jours en hiver dans un échantillon d’eau douce
(provenant d’un lac) contaminée artificiellement par du sang de porc infecté (dilution 1:1000) et
enfoui dans le sol dans un contenant en verre, a une profondeur de 12 cm (EFSA Panel on Animal
Health Welfare 2014, Chenais et al. 2019, communication personnelle K. Depner d’aprés
Kovalenko, Sidorov, et Burba 1964)%. Dans une autre étude, de I'eau contaminée avec un titre viral
de 10°° HAU%o/cm? s’est révélée positive en PCR temps réel aprés 60 jours de stockage entre 22
et 25°C, mais aucune particule infectieuse n’a pu étre isolée en culture cellulaire (Sindryakova et
al. 2016).

e Persistance du virus dans le sang, les sécrétions/excrétions et les cadavres
v' Reésistance dans les tissus, les cadavres

Le virus a montré une remarquable capacité a persister pendant de longues périodes dans des
environnements protéiques et par conséquent, suite a la virémie, dans de nombreux tissus, dont

7 Median tissue culture infective dose equivalents

8 La publication originale de Kovalenko et al. 1964 étant en Russe, un document de synthése en anglais préparé par K.
Depner, en mai 2018 a été gracieusement fourni par 'EFSA.
9 50% haemadsorbing unit — unité hémadsorbante 50
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les tissus musculaires (la viande) de porcs abattus en phase clinique ou morts naturellement de la
maladie (Mebus et al. 1997, McKercher et al. 1987). Dans des échantillons de tissus stockés a
20°C, les demi-vies des souches virales étudiées varient entre 1,7 et 7,4 jours (de Carvalho
Ferreira et al. 2014), 'organe ou le virus infectieux se maintient le plus longtemps étant la rate.
Malgré la putréfaction, le virus peut persister pendant de longues périodes dans certains tissus
comme la moelle osseuse (McKercher et al. 1987, Mebus et al. 1997, Penrith et Vosloo 2009, Gale
2004).

v/ Résistance dans le sang et le sérum

Le virus de la PPA peut étre isolé a partir de sérums ou de sangs conservés a température
ambiante pendant 18 mois (EFSA Panel on Animal Health Welfare 2010), et resterait viable dans
du sang putréfié pendant 15 semaines a température ambiante (Sanchez-Vizcaino, Mur, et
Martinez-L6pez 2013, Sanchez-Vizcaino et al. 2012, OIE 2013, USDA 2013). Le virus (souche
Lisboa) survivrait pendant 2 165 jours dans du sang lyophilisé et pendant au moins 1 526 jours
dans du sang et du sérum stockés en ampoules scellées (EFSA Panel on Animal Health Welfare
2014, Chenais et al. 2019, communication personnelle K. Depner d’aprés Kovalenko, Sidorov, et
Burba 1964), ainsi que 2 230 jours dans du sang défibriné maintenu a 4-6°C sans conservateur
(EFSA Panel on Animal Health Welfare 2014, Chenais et al. 2019, communication personnelle K.
Depner d’aprés Kovalenko, Sidorov, et Burba 1964).

v' Résistance dans les féces et les urines

Dans une étude visant a évaluer l'intérét des féces comme échantillons de dépistage de la PPA, il
a été considéré que I'ADN viral est tres stable dans cette matrice, puisque sa demi-vie a été
estimée a plus de deux ans lorsque les féces issues de porcs infectés par différentes souches
(Brazil'78, Malta’78 et Netherlands’86) sont stockées a des températures ne dépassant pas 12°C
(de Carvalho Ferreira et al. 2014). Cette demi-vie est encore de 15 jours en cas de stockage a
30°C (de Carvalho Ferreira et al. 2014). Cependant, dans une autre étude, la demi-vie de I'ADN
viral a été estimée a 8-9 jours seulement dans des féces de porcs infectés par la souche Georgia
2007/1, ceci indépendamment de la température de stockage en laboratoire (Davies et al. 2017).
Les différences importantes entre les deux études mentionnées ci-dessus, attribuées pour partie a
un effet souche par les auteurs, sont intrigantes et contradictoires. Quoi qu’il en soit, il est a
rappeler que la présence d’ADN viral ne révéle pas le potentiel infectieux de ces excréments.

D’autres études et revues, plus en phase avec celle de Davies et al., rapportent que le virus de la
PPA résiste dans des matiéres fécales pendant 11 jours aprés stockage a température ambiante
et a I'obscurité (Sanchez-Vizcaino, Mur, et Martinez-Lépez 2013, Montgomery 1921).

Aprés avoir calculé les demi-vies du virus dans les féces a différentes températures de stockage,
et tenant compte de la dose minimale infectante, Davies et al. ont estimé que les féces
demeureraient infectieuses pendant 8,5 jours lorsque stockées a 4°C, et pendant seulement 3,7
jours en cas de stockage a 37°C (Davies et al. 2017).

En situation naturelle les féces vont se dégrader en quelques mois avec cependant des variations
selon la période de l'année concernée (Hone et Martin 1998). Le virus de la PPA résiste
apparemment mieux a la dégradation dans I'urine que dans les feces. Ainsi, il a été estimé que les
urines demeureraient infectieuses pendant 15,3 jours si stockées a 4°C (2,9 jours en cas de
stockage a 37°C) (Davies et al. 2017). Dans un autre rapport, il est indiqué que le virus de la PPA
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survivrait pendant 45 jours dans de 'urine contaminée stockée dans un contenant en verre enterré
a une profondeur de 12 cm (EFSA Panel on Animal Health Welfare 2014, Chenais et al. 2019,
Communication personnelle K. Depner d’aprés Kovalenko, Sidorov, et Burba 1964). Dans cette
étude le caractére infectieux des virus est vérifié en fin de protocole par inoculation a des porcs
naifs.

v' Résistance dans la salive

Comme indiqué plus haut, méme si de 'ADN viral est détecté dans les fluides oraux, il est rare de
pouvoir isoler des particules virales infectieuses a partir de la salive.

v' Résistance dans les cadavres

Enfin, TEFSA rapporte d’aprés Kovalenko et al. que le virus resterait viable dans des cadavres de
sangliers contaminés expérimentalement, par du sang infecté, pendant 81 jours (en été-automne)
apres enfouissement dans le sol a une profondeur de 12 cm, et pendant 192 jours lorsque laissés
a la surface du sol (EFSA Panel on Animal Health Welfare 2014, Kovalenko, Sidorov, et Burba
1964).

Ainsi, les temps de survie du virus infectieux dans les différents milieux dépendraient des enzymes
(protéases, lipases et DNase), lesquelles peuvent varier en fonction des bactéries présentes. Dans
tous les cas, la demi-vie de ’ADN viral est beaucoup plus longue que celle du virus infectieux.

e Persistance du virus sur des supports inertes

Les supports inertes décrits comme pouvant étre contaminés par le virus de la PPA via des
matiéres infectieuses issues de porcs malades comme le sang, les sécrétions oro-nasales et
génitales ou encore les excrétions (feces, urine) des animaux infectés sont : la litiere, les aliments
des animaux, les équipements de I'élevage, les vétements du personnel, les véhicules de transport
(Penrith et Vosloo 2009) mais également le sol et 'eau de lavage (Chenais et al. 2017).

Le virus persisterait dans du sang déposé sur une surface en bois pendant 70 jours (Montgomery
1921) repris dans (OIE 2013, USDA 2013)). Il persisterait pendant 112 jours dans du sang déposé
sur des briques enfouies dans le sol a une profondeur de 12 cm, et pendant 81 jours dans des
boites enterrées dans le sol du jardin ou dans le sol d’'une forét (Chenais et al. 2019, EFSA Panel
on Animal Health Welfare 2014, Communication personnelle K. Depner d’aprés Kovalenko,
Sidorov, et Burba 1964).

En résumé, d'aprés les études rapportées dans la littérature, le virus de la PPA est un virus
résistant lorsqu’il est associé a de la matiére organique. Ainsi, il peut persister sous une forme
viable plusieurs mois dans le sang et dans les cadavres (méme putréfiés) d’animaux infectés, ceci
dans des gammes de températures dites « ambiantes » (variables selon les saisons et/ou les
régions et/ou le niveau d’enfouissement dans le sol le cas échéant). Le virus demeure infectieux
beaucoup moins longtemps, de l'ordre de quelques jours, dans les excréments (feces, urine).
Enfin, sa survie serait trés limitée dans la salive ainsi que dans l'air, notamment dans les régions
humides et/ou ensoleillées (sensibilité a 'humidité et a la lumiére). Les informations quant a la
survie du virus dans I'eau sont trés limitées et difficiles a interpréter.

Page 11/ 39




Avis de I’Anses

Saisine n°2018-SA-0237
Saisines liées n°2018-SA-0210, 2018-SA-0218

Il apparait que beaucoup d’études relatives a la persistance (survie) du virus de la PPA dans ses
hétes suidés, dans les produits biologiques issus de ces hétes ou dans I'environnement, sont
anciennes et parfois difficilement exploitables du fait de la langue originale de I'article. Par ailleurs,
de nombreux rapports et revues de la littérature se référent successivement a ces études
anciennes, sans pour autant questionner leur validité. A noter que des contradictions entre études
apparaissent a I'analyse des résultats présentés. Il serait donc opportun d’encourager de nouvelles
recherches relatives a la résistance du virus de la PPA dans les différentes conditions (matrices et
conditions environnementales) pouvant étre rencontrées sur le terrain, afin de conforter et
d’actualiser les connaissances a ce sujet.

3.2. Inactivation du virus de la PPA
3.2.1. Utilisation de procédés physico-chimiques

3.2.1.1. Latempérature

Les différentes agences sanitaires mentionnent toutes une inactivation par la chaleur, 60°C
pendant 30 minutes (EFSA Panel on Animal Health Welfare 2010), 56°C pendant 70 minutes ou
60°C pendant 20 minutes (USDA 2013, OIE 2013) sans toutefois étre précis sur la nature de la
souche et la matrice considérées.

Le premier a avoir démontré l'effet de la chaleur sur la viabilité du virus de la PPA est R.
Montgomery (Montgomery 1921) qui, par des séries d’inoculation de porcs avec du virus ayant
subi différents traitements thermiques, montre que l'inactivation du virus, démontrée en par le fait
gue les porcs inoculés ne développent pas la maladie, se produit a :

- 40°C pendant au moins 25 jours ;

- ou 50°C pendant au moins 4 heures ;

- ou 55°C pendant au moins 20 a 30 minutes ;
- 0u 60°C pendant au moins 10 minutes.

Le couple temps/température souvent repris de 30 minutes a 60°C (EFSA Panel on Animal Health
Welfare 2010) et la température seuil de 56°C (OIE 2013, USDA 2013) proviennent au moins en
partie d’'une étude d’inactivation expérimentale par la chaleur de différents stocks viraux (Plowright
et Parker 1967). Dans cette étude, plusieurs surnageants de cultures de cellules infectées par des
souches de virus de la PPA provenant du Malawi (souche Tengani), de France (souche F86) et
d’Espagne (souches Salamanca et Lisbon/60) ont été traitées. L’étude a démontré que plusieurs
facteurs semblent influer sur le temps nécessaire a I'inactivation des virus : le titre viral de départ,
la souche du virus, le nombre de passages en cultures cellulaires et I'adjonction de sérum de
porcs.

Ceci pourrait expliquer les résultats d’'une I'étude récente dans laquelle l'inactivation d’'un stock
viral de la souche Georgia 2007/01 (amplifiée sur macrophages alvéolaires et titrant a
10 "“® HAD/mL de surnageant) par chauffage au bain-marie a 60°C pendant 30 minutes s’est
révélée inefficace, puisque des particules virales résiduelles ont pu se multiplier sur macrophages
alvéolaires (Bourry et al. 2018). Apres prolongation du traitement & 60°C pendant 90 min
supplémentaires (soit 120 min au total), il n’a pas été mis en évidence de multiplication virale in
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vitro, mais I'inactivation n’a pas été compléte puisqu’'une souche atténuée a pu se multiplier chez
un des deux porcs exempts dorganismes pathogénes spécifiéss (EOPS) inoculés
expérimentalement (injection intramusculaire de 2,5 mL du stock viral traité) dans le cadre d’'un
bio-essai de vérification de l'inactivation. Apres traitement supplémentaire a 85°C pendant 10 min
(soit au total 120 min a 60°C + 10 min & 85°C), le virus a été complétement inactivé puisqu’aucune
trace de multiplication n’a été révélée ni in vitro, ni in vivo aprés inoculation de deux autres porcs
EOPS.

D’autres données de la littérature mentionnent des durées et températures d’inactivation variables

en fonction des matrices biologiques considérées (Tableau 1).

Tableau 1 : Données de la littérature sur I'inactivation du virus de la PPA par la chaleur

Titre viral initial | Conditions Références bibliographiques et précisions sur les
Matrice (mesuré ou | d’inactivation (durées et . graphiq P
e . données
estimé) températures)
Lisier de 53 Deos 40°C en 4 heures Publications expérimentales (Turner et al. 1998,
1053 HADso/mL | 50°C 1 heure -
porc 60°C 15 min Turner et Williams 1999)
Liquide du ND Entre 65°C et 100°C | Revue et a partir de données non publiées (Haas et
fumier pendant 30 minutes al. 1995)
Revue de Franke-Whittle et Insam 2013,
extrapolations a partir de trois publications :
Compostage au moins 2 | - Plowright et Parker 1967 : inactivation de 5 log
jours pour que la | dune suspension virale de virus de la PPA 90
1.8 101 HAD température atteigne | minutes a 56°C ;
Carcasses /’ %0 56°C a cceur (le compost | - Haug 1993 : une sphére de 40 cm de diameétre
carcasse . N . ) N i
étant a 60°C), la réduction | (comparable a un gros jambon ou une carcasse)
du titre virale est estimée | atteint les 56°C a cceur en 40 heures au sein d’un
a6 log compost a 60°C ;
- McVicar 1984, repris par Gale 2004 : estimation du
titre initial (carcasse) et de I'abattement par la chaleur

ND : non disponible ; HADso/mL : 50% hemadsorbing doses per mL

La congélation ne permet pas une inactivation du virus qui survit pendant plusieurs mois ou
années (Dixon et al. 2013, EFSA Panel on Animal Health Welfare 2010, Mebus et al. 1997,
Plowright et Parker 1967). Le virus survit pendant 1 000 jours dans de la viande congelée
(Sanchez-Vizcaino, Mur, et Martinez-Lopez 2013). Le froid (4°C) peut cependant présenter un
effet bénéfique car il renforce 'effet de la chaleur lorsqu’il est appliqué avant le choc thermique a la
chaleur. L'inactivation du virus a 56°C ou 60°C est plus courte si un stockage préalable a 4°C (de
2 & 37 jours) est réalisé (Plowright et Parker 1967).

3.21.2. LepH

Les différentes agences sanitaires mentionnent une large gamme de pH tolérés par le virus de la

PPA mais sans faire référence a des travaux expérimentaux précis. Pour 'lEFSA cette gamme de
pH varie de 4 & 13 (EFSA Panel on Animal Health Welfare 2010). L'USDA et I'OIE mentionnent
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une résistance accrue en présence de sérum. Par exemple, I'inactivation se produit a pH 13,4 en
21 heures en I'absence de sérum mais nécessite 7 jours en présence de sérum (OIE 2013, USDA
2013).

Ces chiffres semblent provenir d’'une étude initiale (Plowright et Parker 1967) qui expérimente
I'effet des bas et haut pH sur la souche Tengani du Malawi et la souche francaise F86. Les
surnageants de culture virale des deux souches présentent le méme comportement a pH élevé ou
trés bas, la seule différence étant une inactivation plus rapide de la souche francaise. La détection

du caractére infectieux se fait sur culture cellulaire de moelle osseuse de porcs (Tableau 2).

Tableau 2 : Données de la littérature sur I'inactivation du virus de la PPA par le pH

pH basique

pH acide

Titre de départ de 8,5 logio HADso/mL

Titre de départ de 7,5 logio HADso/mL

Souche Diminution importante du titre pour un | Diminution importante du titre pour un
francaise pH >9,1 pH <3,9
F86 Fraction résistante avec un titre autour de | Fraction résistante avec un titre entre 2 et
résultats 2,5 logio HADso/mL aprés 8] pour les pH | 3logio HADso/mL aprés 21h pour les pH
entre 9,5et 12,6 entre 3,1et3,4
Titre de départ de 8,5 log10 HADso/mL Titre de départ de 8,2 logio HADso/mL
Souche Diminution importante du titre pour un | Diminution importante du titre pour un
Tengani du | pH >10,8 pH <3,4

Malawi
résultats

Fraction résistante avec un titre autour de
2 logio HADso/mL aprés 8 j pour les pH
entre 10,8 et 12,6

Fraction résistante avec un titre entre 2 et
3 logio HADso/mL aprés 21h pour les pH
entre 3,1et3,4

Conclusions
de I'étude

Seule la souche francaise est testée avec
des pH supérieurs a 12,6. Apres 50h a
pH 13,4, le virus n’est plus détecté.
L’adjonction de sérum de porc ralentit cette
inactivation

Seule la souche frangaise est testée avec
des pH inférieurs a 3,4.

Le virus n’est plus détecté a des pH
inférieurs a 2,7 apres plus de 4 h.

En comparant les temps nécessaires pour inactiver la souche frangaise, le virus semble plus
résistant aux pH basiques qu’aux pH acides.

Le pH a atteindre pour inactiver le virus est fonction de la matrice incluant le virus comme le
suggeére I'étude de Plowright et Parker avec des résultats sur 'adjonction de sérum (Plowright et
Parker 1967). Du fait du temps nécessaire pour inactiver le virus a pH basique, le traitement de
carcasses contaminées par hydrolyse alcaline n’est pas recommandé (Franke-Whittle et Insam
2013). L’inactivation par le pH dépend en fait plus d’'une combinaison température/pH (Kalmar,
Cay, et Tignon 2018). Les résultats d'inactivation d’une souche virale titrant a 10 58 HADso/mL de
lisier de porc, par adjonction d’hydroxyde de sodium ou d’hydroxyde de calcium (chaux éteinte)
sont présentés dans le Tableau 3.

Page 14/ 39



Avis de I’Anses

Saisine n°2018-SA-0237
Saisines liées n°2018-SA-0210, 2018-SA-0218

Tableau 3 : Résultats d’inactivation virale par adjonction de NaOH ou de Ca(OH), (Turner et
al. 1998) a du lisier de porc contaminé a du lisier de porc contaminé

Températures et durées d’application
22°C 4°C
30 min 5 min 25min | 30 min | 5min | 2,5 min

NaOH 1% \ \ VI \
NaOH 0,5% \ NE NE \
NaOH 0,2% NE
Ca(OH)21% \ \ \Y Vi
Ca(OH)2 0,5% VI NE NE \

VI = inactivation virale (vérifié sur cultures cellulaires), NE = non efficace

Ces temps d’inactivation sont modifiés, dans le sens d’'une augmentation ou d’'une diminution,
lorsque le lisier est enrichi en matiéres solides comme dans du fumier (Turner, Williams, et
Wilkinson 1999).

3.2.1.3. Letemps

La diminution, méme lente, des titres viraux au cours du temps (cf. paragraphe 3.1.3) a suscité
une étude allemande sur la possibilité d’inactiver des parties liquides du fumier de porcs par simple
stockage dans des tanks placés a I'extérieur pendant une longue période (Haas et al. 1995). Les
données sur lesquelles les auteurs s’appuient (C. Eizenberger et al., données non publiées) sont
données ici a titre indicatif : persistance virale pendant 126 jours minimum a 4°C et 17°C dans le
lisier. Compte tenu de cette persistance minimale, leur conclusion est que ce mode d’inactivation
est problématique du fait de la durée trés importante qui serait nécessaire, et des conditions de ce
stockage (sans rajout supplémentaire de fumier liquide et hors présence d’espéces animales
sensibles).

3.2.1.4. Les micro-ondes

Des travaux ont été initiés en Allemagne sur la possibilité d’inactivation du virus par les micro-
ondes (Haas et al. 1995). Mais la littérature plus récente ne I'évoquant plus, cette piste ne doit plus
étre explorée sachant qu’elle demande une puissance énergétique trés importante.

3.2.1.5. Irradiations

Des auteurs ont étudié la possibilité d’'inactiver le virus de la PPA par des irradiations gamma
(McVicar et al. 1982). Aprés irradiation de tissus, dont le titre infectieux était compris entre 10*° et
1078 HADso/g, & des doses supérieures a 20 kiloGray (kGy), leur inoculation a des porcs sains n’a
provoqué aucun signe clinigue mais quelques réactions faiblement positives en anticorps. Compte
tenu de ces résultats, les auteurs recommandent d’irradier autour de 50 kGy les tissus qui sont
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destinés a devenir des témoins positifs de marquage par des anticorps fluorescents et a étre
transmis a des laboratoires, ceci afin de garantir 'absence de risque de dissémination du virus.
Ces résultats sont concordants avec ceux d'une étude canadienne qui suggére d'utiliser
lirradiation gamma pour traiter les effluents de laboratoire (Thomas et al. 1981).

Aucune étude ne cible la décontamination de différentes matrices par une irradiation aux
ultraviolets (UV). Cependant, la plus grande persistance du virus a I'obscurité (cf paragraphe 3.1.3)
peut suggérer une sensibilité aux UV. Certaines publications utilisent des suspensions ou cultures
virales inactivées par les UV pour étudier d’autres paramétres tels que l'immunogénicité des
protéines virales. Les résultats figurent dans le Tableau 4 ci-dessous.

Tableau 4 : Résultats de I'utilisation des UV en vue de I'inactivation du virus de la PPA

Références bibliographiques et

Virus Irradiations UV utilisées précisions sur la méthode de vérification
de I'inactivation
Suspension virale | Lampe UV Sylvania 15 W (ondes
obtenue a partir de | élevées avec un pic a 368 nm) | Alcami, Carrascosa, et Vifiuela 1989, pas

culture virale de BA71
sur cellule Vero

placée a 30cm

40 minutes

pendant

d’information

Culture de la souche
E70 espagnole adaptée
aux MSC  (monkey
stable cells) par 15

Lampe UV G15T8 (ondes courtes
avec un pic a 253,7 nm) placée a
10 cm pendant 20 minutes

Gonzalez et al. 1990, culture et

immunofluorescence a 10 jours

passages

Culture de la souche

E7,5 . espagnole | Lampe U\( qlSTS (ondes cou}rte\s Canals et al. 1992, par culture et effet
atténuee par 4 | avec un pic a 253,7 nm) placée a

passages sur cellules
CVv-1

15 cm pendant 10 minutes

cytopathique a 10 jours

Culture de la souche
BA71 sur cellules Vero

Lampe UV placée a 10cm
pendant 30 minutes a
température ambiante

Carrascosa et al. 2002 par titrage avant /
apres irradiation UV

En résumé, I'utilisation de procédés physico-chimiques pour l'inactivation du virus de la PPA n’est
pas trés documentée par des publications expérimentales. Il en ressort que la chaleur semble étre
le seul moyen efficace lorsque la température a cceur atteint le seuil nécessaire, variable en
fonction de la matrice et de la durée de chauffage. La chaleur a été mentionnée comme utilisable
pour décontaminer les lisiers mais ceci n'a été vérifié expérimentalement que dans une seule
étude. L’inactivation du virus dans les lisiers doit donc étre forcément suivie d’'une vérification de
son efficacité compte-tenu des variations liées au titre viral, a la souche virale, a la nature de la
matiére organique présente, etc. L’inactivation du virus par pH basique ne parait pas étre tres
efficace et il n'existe pas d’études expérimentales permettant de valider la décontamination de
différentes matrices par pH acide bien que le virus semble y étre sensible. Enfin, I'efficacité des
irradiations UV, dans les milieux perméables aux UV, serait & confirmer et a explorer sur d’autres
supports et en fonction des paramétres d’ambiance (poussiéres, humidité, courant dair,
température, etc.) et de la lampe (usure, empoussiérement, etc.).
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3.2.2. Utilisation de produits biocides

3.2.2.1. Contexte réglementaire
Selon l'arrété du 29 juillet 2013, le virus de la PPA est listé parmi les dangers sanitaires de 1°¢
catégorie.

Dans le cadre du Réglement (UE) n°528/2012*! (dit réglement biocide), les produits biocides
destinés a étre utilisés pour la désinfection des sites d’élevage reconnus infectés d’'un des dangers
sanitaires listés dans l'arrété du 29 juillet 2013, appartiennent soit :
- au type de produit 3 (TP3) relatif a 'hygiene vétérinaire (produits utilisés pour I'’hygiéne
vétérinaire et pour désinfecter les matériaux et surfaces associés a 'hébergement ou au
transport des animaux) ;

- au type de produit 4 (TP4) relatif aux surfaces en contact avec les denrées alimentaires et
les aliments pour animaux (produits utilisés pour désinfecter les matériels, les conteneurs,
les ustensiles de consommation, les surfaces ou conduits utilisés pour la production, le
transport, le stockage ou la consommation de denrées alimentaires ou d’aliments pour
animaux (y compris I'eau potable destinée aux hommes et aux animaux) ;

- au type de produit 5 (TP5) relatif a I'eau potable (produits utilisés pour désinfecter I'eau
potable destinés aux hommes et aux animaux).

Le reglement biocide prévoit deux grandes phases d’évaluation :

- L’évaluation des substances actives : les produits biocides doivent contenir des substances
actives inscrites sur la liste de I'Union Européenne des substances actives approuvées. Le
processus d’évaluation de ces substances actives pour aboutir a leur approbation (ou non
approbation) est réalisé pour toutes les substances actives notifiées au programme
d’examen biocide figurant dans le réglement délégué (UE) n°1062/2014*2,

- L’évaluation des produits biocides : une fois les substances actives approuvées, les
produits biocides sont évalués conformément aux conditions requises a l'article 19 du
Réglement (UE) n°528/2012.

A ce jour, beaucoup de substances actives relevant des TP3, 4 et 5 sont encore en cours
d’examen au niveau communautaire. La plupart des produits ne sont donc pas encore soumis a
autorisation de mise sur le marché (AMM) selon le réglement biocide (UE) 528/2012.

Dans l'attente de I'approbation des substances actives notifiées au programme d’examen biocide
et de I'encadrement des produits par des AMM selon le réglement biocide, des procédures
nationales d’autorisation de produits biocides peuvent s’appliquer dans les Etats membres
(mesures transitoires selon l'article 89). En France, jusqu'en 2015, la mise sur le marché et

OArrété du 29 juillet 2013 relatif a la définition des dangers sanitaires de premiére et deuxiéme catégorie pour les espéces animales
1Reglement (UE) n°528/2012 du Parlement européen et du Conseil du 22 mai 2012 concernant la mise & disposition sur le marché et
I'utilisation de produits biocides

?REGLEMENT DELEGUE (UE) No 1062/2014 DE LA COMMISSION du 4 aoiit 2014 relatif au programme de travail pour I'examen
systématique de toutes les substances actives existantes contenues dans des produits biocides visé dans le réglement (UE) n°
528/2012 du Parlement européen et du Conseil
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I'utilisation de certains produits biocides nécessitaient I'obtention d’une autorisation de mise sur le
marché national en période transitoire (AMM « transitoire »). Il s’agissait notamment de produits
désinfectants utilisés en hygiene vétérinaire (TP3). La loi n°2015-1567*% du 2/12/2015 a supprimé
cette obligation pour les produits qui étaient soumis a cette exigence et les produits biocides sont
désormais libres de mise sur le marché. Néanmoins, des dispositions particuliéres restent en
vigueur pour certains produits biocides, notamment ceux utilisés contre «les maladies
contagieuses du bétail soumises a déclaration obligatoire ou celles qui font l'objet d’une
prophylaxie collective organisée par I'Etat ».

Ainsi, l'arrété du 28 février 19574, relatif a la désinfection dans le cas de maladies contagieuses
des animaux liste les substances actives qui peuvent étre « utilisées contre les maladies
contagieuses du bétail soumises a déclaration obligatoire ou contre celles qui font I'objet d’'une
prophylaxie collective organisée par I'Etat » et précise que tout autre produit doit &tre soumis a un
agrément délivré par le Ministére en charge de I’Agriculture.

En réponse a une saisine de la DGAL, I'Anses a rendu le 2 décembre 2016 une note d’appui
scientifique et technique relatif & I'évaluation de l'efficacité des produits biocides destinés a étre
utilisés pour la désinfection lors de dangers sanitaires (Anses 2016). Dans cette note, 'Anses
recommande :

- d’une part de mettre a jour I'arrété du 28 février 1957 en prenant en compte les dispositions
du Réglement biocide 528/2012. En effet cet arrété est obsoléte sur de nombreux points,
notamment parce qu'il liste a son article 1 des substances actives non notifiées dans le
programme d’examen biocide (Réglement (UE) n°1062/2014). Ainsi les solutions
d’hypochlorite de potassium, soude caustique (hydroxyde de sodium), phénol et crésylol
sodigue sont dorénavant des substances actives interdites en tant que biocides TP3/4/5 ;

- dautre part de revoir les dispositions de la délivrance de l'agrément des produits en
conformité avec les exigences du guide Efficacité de 'Agence Européenne des Produits
chimigues (ECHA) (Vol Il — part B/C)™.

Enfin la Directive européenne 2002/60/CE* relative aux dispositions spécifiques pour la lutte
contre la peste porcine africaine mentionne explicitement a son article 12, que les Etats membres
veillent a ce que les désinfectants a utiliser ainsi que leur concentration soient officiellement
approuvées par l'autorité compétentel’ qui, en France, apparait a la lecture des textes comme le
ministére chargé de 'agriculture.

13 |oi n°2012-1567 du 2 décembre 2015 portant diverses dispositions d’adaptation au droit de I'Union européenne dans le domaine de
la prévention des risques

14 Arrété du 28 février 1957 relatif & la désinfection dans le cas de maladies contagieuses

15 Guidance on the Biocidal Products Regulation - Volume Il Efficacy - Assessment and Evaluation (Parts B+C)

16 Directive Européenne n°2002-60 du 27 juin 2002 2002/60/CE DU CONSEIL du 27 juin 2002 établissant des dispositions spécifiques
pour la lutte contre la peste porcine africaine et modifiant la directive 92/119/CEE, en ce qui concerne la maladie de Teschen et la peste
porcine africaine

7 La directive 2002/60/CE renvoie sur ce sujet a l'article 2, paragraphe 6 de la directive 90/425/CEE qui définit I'autorité compétente
comme « l'autorité centrale d'un Etat membre, compétente pour effectuer les contréles vétérinaires ou zootechniques ou toute autorité a
qui elle aura délégué cette compétence »
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3.2.2.2. Démonstration de I'activité virucide dans le domaine de I’élevage

L'activité virucide des désinfectants appliqués dans le domaine vétérinaire est évaluée
actuellement au moyen de deux normes :

- lanorme européenne NF EN 14675 qui est un test de suspension ;

- la norme francaise NF T 72281° applicable aux procédés de désinfection des surfaces par
voie aérienne (nébulisation et fumigation).

Concernant les deux normes publiées, une seule souche virale a été retenue comme organisme
d’essai : I'entérovirus bovin de type 1 (ATCC VR-248) communément appelé virus ECBO pour
« Enteric Cytopathogenic Bovine Orphan ».

Dans sa note d’appui scientifique et technique (Anses 2016) en date du 2 décembre 2016, 'Anses
indique que :

- dans le domaine normatif au niveau vétérinaire, il n’existe pas de virus d’essai pour les virus
enveloppés. L'analyse menée n’a pas permis de rechercher un virus modéle représentatif des
virus enveloppés. Cependant, méme si le virus ECBO, seul virus d’essai de la norme, n’est pas
intrinséquement un modele de virus enveloppé, ce virus couvrirait les dangers sanitaires
représentés pas les virus enveloppés. Ce point est conforté par le fait que les virus enveloppés
montrent en général une plus grande sensibilité envers les biocides que les virus non enveloppés.
Les essais réalisés avec le virus ECBO permettent donc a priori de valider l'efficacité d’un
désinfectant sur le virus de la PPA.

- les conditions opératoires dans ces deux normes apportent une garantie pour la détermination
d’'une activité potentielle d’'un désinfectant dans le domaine de ['élevage. Cependant, en
complément de ces normes, il est rappelé qu’un test de surface s’avére absolument indispensable
afin d’'intégrer des supports représentatifs des substrats de terrain (ex : le bois, bétons poreux,
etc.) plus difficiles a désinfecter.

3.2.2.3. Efficacité des substances actives biocides sur le virus de la PPA dans
la littérature
D’aprés la littérature, assez peu de données scientifiques existent sur I'efficacité de substances
actives vis-a-vis du virus de la PPA et elles sont toutes issues du laboratoire. La plupart des
publications ont en commun de mettre en ceuvre la souche Lisbon du virus avec le modéle
cellulaire Vero (lignée continue de cellules épithéliales de rein de singe) testée a température
ambiante.

Certaines études évaluent l'efficacité de substances interdites en Europe aujourd’hui car non
soutenues dans le programme d’examen biocide (Stone et Hess 1973).

18 Antiseptiques et désinfectants chimiques — Essai quantitatif de suspension pour I'évaluation de I'activité virucide des antiseptiques et
des désinfectants chimiques utilisés dans le domaine vétérinaire — Méthode d’essai et prescriptions (phase 2, étape1)

1% Procédés de désinfection des surfaces par voie aérienne - Détermination de l'activité bactéricide, fongicide, levuricide,
mycobactéricide, tuberculocide sporicide et virucide incluant les bactériophages
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Heckert et al. mettent en avant I'efficacité du peroxyde d’hydrogéne généré sous forme « vapeur »
a partir d’'une solution liquide (30 %), avec un temps de contact de 30 minutes, dans un dispositif
gui permet la désinfection de petits matériels de laboratoire (Heckert et al. 1997).

D’aprés Shirai et al. en essai de suspension, hypochlorite de sodium (0,03 % a 0,0075 %), iode
(0,015 % a 0,0075) et ammoniums quaternaires (0,003 %) présentent une efficacité satisfaisante a
des concentrations relativement faibles, avec un temps de contact de 30 minutes (Shirai et al.
2000).

La désinfection sur surfaces poreuses (bois) et non poreuses (plastique ou acier) a d’abord été
investiguée par Krug et al.. Le virus de la PPA (souche BA71/v) déposé sur surfaces poreuses est
inactivé par I'acide citrique (1 %) et I'hypochlorite de sodium (500 ppm), avec un temps de contact
de 10 minutes (Krug et al. 2011). Puis Krug et al. ont validé I'efficacité de I'acide citrique (2 %) et
I'hypochlorite de sodium (2000 ppm) sur des surfaces poreuses (bois), avec un temps de contact
de 30 minutes (Krug et al. 2012). Enfin la méme équipe s’est intéressée a la désinfection de
différentes surfaces (acier, plastique et béton) en I'absence de charge organique et en présence
d’une forte charge organique issue de porc (sang, feces, jus de viande) ou virus et désinfectants
sont mis en contact pendant 10 minutes. En I'absence de charge organique, les désinfectants
testés (ammonium quaternaire (800 ppm) et hypochlorite de sodium (600 ppm)) montrent une
efficacité satisfaisante avec en moyenne une réduction logarithmique de 4 (Krug et al. 2018).

En revanche, en présence de charge organigue sévére (sang, jus de viande) sur une surface de
type acier, l'activité des désinfectants testés, c’est-a-dire I'acide citrique (2 %) et '’hypochlorite de
sodium (1 500 ppm), est fortement inhibée ; en présence de féces, seul I'acide citrique (2 %) reste
efficace. Cette étude souligne I'importance de la phase de nettoyage avant désinfection.

Un bio-essai a été mis en ceuvre a I'Anses de Ploufragan pour vérifier I'efficacité de la
décontamination de locaux ayant hébergé des porcelets inoculés expérimentalement par voie
intramusculaire par la souche Georgia 2007/01 ou la souche OURT88/1 a raison de 10* HAD/porc
(Bourry et al. 2018). Des chiffonnettes ont été réalisées a différents endroits dans les locaux afin
de vérifier I'efficacité de deux applications successives d’un traitement biocide associant peroxyde
d’hydrogéne et acide péracétique, appliqué par nébulisation aprés lavage a haute pression a I'eau.
Les résultats montrent des analyses PCR positives systématiquement avant lavage sur toutes les
chiffonnettes. La détection de génome viral par PCR est non systématique apreés lavage, mais
encore possible aprés les deux traitements biocides successifs. Cependant, I'inoculation a deux
porcs de surnageants (concentrés et filtrés) de chiffonnettes réalisées aprés lavage et double
traitement biocide n’a pas révélé la présence de particules infectieuses.

L’efficacité du traitement biocide « peroxyde d’hydrogéne + acide péracétique » a également été
vérifiée sur des papiers filtres imbibés préalablement par du sang infecté par le virus de la PPA
(souche Georgia 2007/1 a 10>® and 10*® HAD/mL), montrant des résultats PCR positifs mais
'absence de virus viable en culture de macrophages alvéolaires (Bourry et al. 2018).

3.2.2.4. Lesrecommandations en termes de produits biocides

L’'USDA a proposé en 2013, une liste de produits approuvés par I Agence américaine de
protection de I'environnement (EPA) contre le virus de la PPA (Tableau 5) et recommande
notamment l'utilisation de produits a base de peroxymonosulfate de potassium (substance active
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conditions de tests de ces produits ne sont pas indiquées dans ce document.

Tableau 5 : Liste des produits autorisés par ’EPA contre le virus de la PPA

Numéro
d’enregistrement
EPA

Nom du produit

Détenteur de
I’AMM

Substance active

Sites d’utilisation

0-Phénylphenal,
sel de potassium

Enclos a bétails,
fumier, matériels

Phenc_) Cen Central Solutions, p-tert-AmyphgnoI, d eIevage,
211-25 Germicidal Inc sel de potassium porcheries, cages
Detergent Potassium 2- de gestation, abris
benzyl-4- d’animaux et
chlorophénate pédiluves
Batiments
d’élevage,
matériels
. d’élevage,
Low pH Phenolic Central Solutions o-Phénylphenol matériels de
211-62 2-Benzyl-4-
256 Inc . transport, cages et
cholophénol o
matériels de
gestation,
porcherie, enclos,
et pédiluves
Matériel d’élevage,
étables, enclos,
batiments de
Crouponce | Chorede | gestaton
71654-6 Virkon S® Nemours & sz
Company Peroxymo_nosulfate d eIev_age,
de Potassium matériels de
transport, matériel
et locaux agricoles,
combinaisons
71847-2 Klor-Kleen® Medentech Ltd Sodium dichloro-s- | Batiments
triazinetrione d’élevage

Par ailleurs, en Belgique et dans le cadre de la période transitoire de mise en ceuvre du réglement
582/2012, les autorités compétentes belges ont publié une liste de produits® qui ont fait I'objet
d’une évaluation nationale avant mise sur le marché, et dont I'efficacité a été prouvée sur le virus
ECBO selon la norme EN 14675. Il est recommandé d’utiliser ces produits sur surfaces non
poreuses, aprés un nettoyage préalable des surfaces, a une température minimale de 20°C et un
temps de contact qui varie entre 5 et 60 minutes. En parallele de cette liste, un expert du CES
SABA a confirmé une efficacité satisfaisante (contréle par PCR) avec un produit a base de
peroxymonosulfate de potassium sur le virus de la PPA en désinfection de surface en salle
d’autopsie (C. Saegerman, communication personnelle).

20 hitp://www.afsca.be/ppa/mesures/biocides/ documents/ListedesPBPT3 _ECBO_ AFSCA24Sept.2018 FR.pdf
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Selon la note d’appui scientifique et technique de I'Anses en date du 02 décembre 2016, ces
produits peuvent étre effectivement recommandés pour la désinfection vis-a-vis de la PPA puisque
le virus ECBO couvrirait les dangers sanitaires liés aux virus enveloppés (Anses 2016). A noter
que certains tests d’efficacité ont été réalisés a la température obligatoire de la norme EN 14675
de 10°C mais les autorités belges préconisent un seuil de température minimal a 20°C pour
conforter l'efficacité du produit utilisé. Néanmoins cette restriction de condition d’application
semble difficilement tenable en élevage, notamment en période hivernale, la ou il n'est pas
possible de chauffer.

L’instruction technique DGAL/SDPAL/2018-573%! en date du 26/07/2018 relative aux dispositions
applicables au réseau de laboratoires agréés pour la réalisation des analyses officielles pour le
dépistage de la PPA fait référence au cahier des charges de biosécurité a respecter par un tel
laboratoire agréé (voir annexe de cette instruction). Ce cahier des charges liste des substances
actives utilisables pour désinfecter les surfaces (Tableau 6), sur la base de documents publiés par
I'OIE (OIE 2013). Cependant, certaines sont interdites d’utilisation en Europe (notamment I'éther,
le chloroforme et I’hydroxyde de sodium) car ne figurant pas au programme d’examen en tant que
biocides TP3/4/5 (voir avis (Anses 2016) et par conséquent ne peuvent pas étre utilisées, sauf
dérogation.

Tableau 6 : Extrait de I'instruction DGAL/SDPAL/2018-573 pour I'inactivation du virus de la
PPA

Sensible a I'éther et au chloroforme. Il est inactivé par contact pendant 30 minutes
avec une solution de :

- Hydroxyde de sodium au 8/1 000

Désinfectants - 2,3 % Chlore
- 3/1 000 Formol

- 3 % ortho-phénylphenol

- Composeés iodés (pas de concentrations recommandées)

Il est a noter que les sources initiales de ces recommandations, apparemment issues de I'OIE
(OIE 2013), ne sont pas clairement exposées.

En résumé, la littérature scientifique et d’autres documents techniques pertinents (instructions
ministérielles sur la base de recommandations de I'OIE, ou encore recommandations EPA ou des
autorités compétentes belges) font ressortir I'efficacité de plusieurs substances actives d’intérét
seules ou en association, notifiées au programme d’examen biocides, comme le Chlore, les
aldéhydes, [I'Ortho-phénylphénol, le Péroxymonosulfate de potassium, I'lode, le Peroxyde
d’Hydrogeéne et/ou Acide peracétique et les Ammoniums quaternaires mais dans des conditions
d’utilisation trés variées et pas toujours représentatives des conditions de terrain.

21 hitps://info.agriculture.gouv.fr/gedei/site/bo-agri/instruction-2018-573
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Certains documents techniques et textes réglementaires (arrété du 28/02/1957) qui recommandent
ou autorisent l'utilisation de substances actives désormais interdites en Europe nécessiteraient
d’étre révisés (Anses 2016).

Les produits biocides dont l'efficacité a été démontrée selon la norme EN 14675 peuvent étre
recommandés pour la désinfection de la PPA puisque le virus ECBO couvrirait les dangers
sanitaires liés aux virus enveloppés (Anses 2016). En I'absence d’autorisation de mise sur le
marché en France durant la période transitoire et dans l'attente d’'une révision de l'arrété du
28/02/1957, une liste de produits agréés par les autorités compétentes belges existe sur la base
d’'une efficacité virucide selon la norme EN 14675 et ces produits peuvent donc étre
recommandés. Il est cependant rappelé qu'un test de surface s’avérerait absolument
indispensable afin d’intégrer des supports représentatifs des substrats de terrain (ex : le bois) plus
difficiles a désinfecter et confirmer ainsi I'efficacit¢ de ces produits dans des conditions plus
représentatives du terrain (Anses 2016).

3.3. Incertitudes

Les incertitudes liées a la résistance du virus de la PPA dans les conditions naturelles ou vis-a-vis
des différentes procédures de décontaminations applicables suite a un foyer dans la faune
sauvage ou dans la faune domestique sont principalement associées aux limites des
connaissances scientifiques sur le virus, et aux conditions dans lesquelles ont été conduites les
études citées (i.e. les travaux de Kovalenko et al., 1964, repris dans divers rapports, la dose
infectieuse 50 par voie oro-nasale variant beaucoup d’'une étude a l'autre y compris pour des

souches de virulence équivalente, etc. ).

Pour certaines matrices (eau, lisier, carcasses enfouies dans le sol, etc.) les informations
disponibles sont trés limitées.

Les experts ont tenu a lister quelques incertitudes importantes dans le Tableau 7 ci-dessous en
suivant le plan de l'avis.

Tableau 7 : Sources et types d’incertitudes

Incertitudes importantes identifiées par les experts

¢ Selon les études, détection et quantification du génome viral,
ou des particules infectieuses (idéalement les deux), et
méthodes d’isolements et de titrages non standardisées, ce qui
peut donner I'impression de résultats divergents

e Pas de corrélation entre charge génomique et infectiosité des
particules virales détectées

e Isolement en culture cellulaire pas toujours suffisant pour
s’assurer de I'absence de toute particule virale viable

Méthodes de détection du virus

¢ Les souches virales étudiées étant de pouvoir pathogéne trés
variable (souches peu, moyennement, ou trés virulentes), il
faut en tenir compte pour interpréter les résultats

Persistance du virus dans ses
hotes et dans I'environnement

Page 23/ 39



Avis de I’Anses

Saisine n°2018-SA-0237
Saisines liées n°2018-SA-0210, 2018-SA-0218

Incertitudes importantes identifiées par les experts

e Publications produisant des données expérimentales en faible
nombre et/ou dans des conditions d’utilisation trés diverses

e Recommandations USDA/OIE données sans indication des
protocoles appliqués pour la vérification de I'efficacité

Inactivation du virus de la PPA

¢ Dispositif réglementaire (arrété du 28/02/1957) obsoléte

¢ Pas d’essai d’efficacité avec des normes de surfaces et/ou des
surfaces poreuses

e Démonstration de I'efficacité virucide selon la norme EN 14675
sur un virus modéle nu (ECBO), qui couvrirait a priori les virus
enveloppés

Activités des biocides

3.4. Conclusion et recommandations du CES SABA

L’objectif de cette autosaisine était d’effectuer une mise a jour des connaissances sur les
méthodes et procédés d’inactivation du virus de la PPA et sur la résistance de ce virus dans les
différentes matrices potentiellement contaminées et traitées dans le cadre de cette saisine.

D’aprés les études rapportées dans la littérature, le virus de la PPA est un virus résistant lorsqu’il
est associé a de la matiére organique. Ainsi, il peut persister sous une forme viable plusieurs mois
dans le sang et dans les cadavres (méme putréfiés) d’animaux infectés, ceci dans des gammes de
températures dites « ambiantes » (variables selon les saisons et/ou les régions et/ou le niveau
d’enfouissement dans le sol le cas échéant). Le virus demeure infectieux beaucoup moins
longtemps, de I'ordre de quelques jours, dans les excréments (féces, urine). Enfin, sa survie serait
tres limitée dans la salive ainsi que dans lair, notamment dans les régions humides et/ou
ensoleillées (sensibilité a 'humidité et a la lumiére). Les informations quant a la survie du virus
dans I'eau sont trés limitées, et difficiles a interpréter.

Il apparait que beaucoup d’études relatives a la persistance (survie) du virus de la PPA dans ses
hétes suidés, dans les produits biologiques issus de ces hétes ou dans I'environnement, sont
anciennes et parfois difficilement exploitables du fait de la langue originale de l'article. Par ailleurs,
de nombreux rapports et revues de la littérature se référent successivement a ces études
anciennes et peu accessibles, sans pour autant questionner leur validité. A noter que des
contradictions entre études apparaissent a 'analyse des résultats présentés, notamment lorsqu’ils
sont basés sur des estimations. Il serait donc opportun d’encourager de nouvelles recherches
relatives a la résistance du virus de la PPA dans les différentes conditions (matrices et conditions
environnementales) pouvant étre rencontrées sur le terrain, afin de conforter et d’actualiser les
connaissances a ce sujet.

L'utilisation de procédés physico-chimiques pour linactivation du virus de la PPA n’est pas trés
documentée par des publications expérimentales. La chaleur semble étre le seul moyen efficace
lorsque la température a coeur atteint le seuil nécessaire, variable en fonction de la matrice et de la
durée de chauffage. La chaleur a été mentionnée comme utilisable pour décontaminer les lisiers
mais cela n’a été vérifié expérimentalement que dans une seule étude. L’inactivation du virus dans
des lisiers doit donc étre forcément suivie d’'une vérification de son efficacité compte-tenu des
variations liées au titre viral, a la souche virale, a la nature de la matiere organique présente, etc.
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L’inactivation du virus par pH basique ne parait pas étre trés efficace et il n’existe pas d’études
expérimentales permettant de valider la décontamination de différentes matrices par pH acide bien
gue le virus semble y étre sensible. Les experts recommandent d’autres investigations sur I'effet
du pH acide pour I'inactivation du virus de la PPA.

Enfin, l'efficacité des irradiations UV serait a confirmer et a explorer sur d’autres supports et en
fonction des parameétres d’ambiance (poussieres, humidité, courant d’air, température...) et de la
lampe (usure, empoussiérement...).

La littérature scientifique et d’autres documents techniques pertinents (instructions ministérielles
sur la base de recommandations de I'OIE, ou encore recommandations EPA ou des autorités
compétentes belges) font ressortir I'efficacité de plusieurs substances actives d’intérét, utilisées
seules ou en association, notifiées au programme d’examen biocides, comme le Chlore, les
aldéhydes, [I'Ortho-phénylphénol, le Péroxymonosulfate de potassium, I'lode, le Péroxyde
d’'Hydrogeéne et ou 'Acide peracétique et les Ammonium quaternaires, mais dans des conditions
d’utilisation trés variées et pas toujours représentatives des conditions de terrain.

Les produits biocides dont I'efficacité a été démontrée selon la norme EN 14675 peuvent étre
recommandés pour la désinfection suite a un foyer de PPA. En I'absence d’autorisation de mise
sur le marché en France durant la période transitoire et dans I'attente d’une révision de I'arrété du
28/02/1957, une liste de produits agréés par les autorités compétentes belges existe sur la base
d'une efficacité virucide selon la norme EN 14675 et ces produits peuvent donc étre
recommandés.

Il est cependant rappelé que, dans sa note d’appui scientifique et technique relatif a I'évaluation de
I'efficacité des produits biocides destinés a étre utilisés pour la désinfection lors de dangers
sanitaires (Anses 2016) en date du 2 décembre 2016, I’Anses recommande :

- d'une part de mettre a jour I'arrété du 28/02/1957 en prenant en compte les dispositions du
Réglement biocide 528/2012. En effet cet arrété est obsoléte sur de nombreux points,
notamment parce qu'il liste a son article 1 des substances actives non notifiées dans le
programme d’examen biocide (Réglement (UE) n°1062/2014). Ainsi les solutions
d’hypochlorite de potassium, soude caustique (hydroxyde de sodium), phénol et crésylol
sodique sont dorénavant des substances actives interdites en tant que biocides TP3/4/5 ;

- dautre part de revoir les dispositions de la délivrance de l'agrément des produits en
conformité avec les exigences du guide Efficacité de 'Agence Européenne des Produits
chimiques (ECHA) (Vol Il — part B/C):

De plus la démonstration de I'activité virucide dans le cas de dangers sanitaires devrait s’appuyer
a la fois sur un test de suspension et un test de surface afin d’intégrer des supports représentatifs
des substrats de terrain (ex : le bois) plus difficiles a désinfecter et confirmer ainsi I'efficacité de
ces produits dans des conditions plus représentatives du terrain.
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4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse
les conclusions et recommandations du CES SABA relatives aux méthodes et procédés
d’inactivation du virus de la PPA.

S’agissant plus particulierement des procédés et méthodes d’inactivation du virus faisant appel a
des produits biocides, 'Anses souligne le besoin a trés court terme, compte tenu du contexte
réglementaire spécifique a la lutte contre la PPA??, qu'une position soit prise par l'autorité
compétente au titre de la directive 2002/60/CE. Cette mesure est incontournable pour donner un
cadre juridique a 'usage des moyens de lutte recommandé par le CES afin d’étre prét a faire face,
dés que nécessaire a une situation de gestion en urgence.

Cette mesure apparait d’autant plus indispensable que la mise a jour, recommandée par I'’Agence
en 2016, de l'arrété du 28 février 1957 ne semble pas encore engagée.

Dr Roger Genet

22 Article 12 de la directive européenne 2002/60/CE qui requiére une approbation officielle des désinfectants a utiliser
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MOTS-CLES

Peste porcine africaine, résistance, persistance, décontamination, inactivation, désinfection,
biocide
African swine fever, resistance, persistence, decontamination, inactivation, disinfection, biocide
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ANNEXE 1

Présentation des intervenants

PREAMBULE : Les experts membres de comités d’experts spécialisés, de groupes de travail ou
désignés rapporteurs sont tous nommes a titre personnel, intuitu personae, et ne représentent pas
leur organisme d’appartenance.

RAPPORTEURS

M. Stéphane BERTAGNOLI — ENVT - Compétences en virologie, infectiologie, immunologie
Mme Maria Eleni FILIPPITZI — Sciensano — Compétences épidémiologie, évaluation des risques

Mme Elodie LEROY-MONTCHATRE - Anses — Compétences en virologie, épidémiologie,
évaluation des risques, interface faune domestique faune sauvage

M. Francois MEURENS — ONIRIS - Compétences en virologie, infectiologie, immunologie
Mme Gaelle SIMON — Anses - Compétences en virologie, infectiologie, immunologie

COMITE D’EXPERTS SPECIALISE

Les travaux, objets du présent rapport, ont été suivis et adoptés par le CES suivant :

m CES SABA des 11 décembre 2018 et 15 janvier 2019
Président
M. Gilles MEYER — Professeur, ENVT + virologie, immunologie, vaccinologie

Membres

Mme Catherine BELLOC — Maitre de conférences, Oniris-Nantes + infectiologie, approche
intégrée

M. Stéphane BERTAGNOLI — Professeur, ENVT + virologie, immunologie, vaccination

M. Alain BOISSY — Chercheur, INRA Clermont + bien-étre animal

M. Henri-Jean BOULOUIS — Professeur, ENVA + bactériologie, diagnostic de laboratoire,
immunologie, vaccinologie

M. Eric COLLIN — Vétérinaire praticien + médecine vétérinaire, médicament vétérinaire, maladies
vectorielles, maladies a prion

M. Jean-Claude DESFONTIS — Professeur Oniris-Nantes + physiologie, bien-étre animal,
médecine vétérinaire

Mme Maria-Eleni FILIPPITZI — Epidémiologiste, CODA-CERVA + épidémiologie, évaluation de
risque

M. David FRETIN — Chef de service, CODA-CERVA + bactériologie, zoonoses, diagnostic de
laboratoire
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Mme Emmanuelle GILOT-FROMONT - Professeur, VetAgro Sup + infectiologie, épidémiologie,
évaluation de risque, faune sauvage

M. Etienne GIRAUD — Chargé de recherche, INRA Tours + bactériologie

M. Lionel GRISOT — Vétérinaire praticien + médecine vétérinaire, médicament vétérinaire

Mme Nadia HADDAD - Professeur, ENVA + infectiologie, maladies réglementées, zoonoses
Mme Viviane HENAUX — Epidémiologiste, Anses Lyon + épidémiologie, évaluation de risque
Mme Elsa JOURDAIN — Chargée de recherche, INRA Clermont + épidémiologie, évaluation de
risque, faune sauvage

Mme Sophie LE BOUQUIN — LE NEVEU — — Epidémiologiste, Anses Ploufragan + épidémiologie,
évaluation de risque, approche intégrée

Mme Sophie LE PODER — ALCON — Maitre de conférences, ENVA + virologie, immunologie,
vaccinologie

Mme Elodie LEROY MONCHATRE - Directrice, Anses Nancy + virologie, épidémiologie,
évaluation de risques, faune sauvage

Mme Monique L’'HOSTIS — Retraitée, Oniris Nantes + parasitologie

M. Francois MEURENS - Professeur, Oniris Nantes + virologie, immunologie, vaccinologie

Mme Virginie MICHEL — Anses Ploufragan + épidémiologie, évaluation de risque, bien-étre animal,
approche intégrée

M. Pierre MORMEDE - Directeur de recherche, INRA + bien-étre animal

M. Hervé MORVAN - Vétérinaire biologiste, Labocéa22 + bactériologie, diagnostic de laboratoire
Mme Carine PARAUD — Anses Niort + parasitologie

Mme Ariane PAYNE — Chargée d’étude, ONCFS + épidémiologie, évaluation de risque, faune
sauvage

M. Michel PEPIN — Professeur, VetAgro Sup + infectiologie, immunologie, vaccinologie

Mme Carole PEROZ-SAPEDE — Maitre de conférences, Oniris Nantes + infectiologie, maladies
reglementées, approche intégrée

Mme Claire PONSART — Anses Maisons-Alfort + bactériologie, infectiologie, diagnostic de
laboratoire

M. Claude SAEGERMAN - Professeur, Université de Liege + épidémiologie, évaluation de risque
Mme Gaelle SIMON — Chercheur, Anses Ploufragan + virologie, immunologie

M. Jean-Pierre VAILLANCOURT - Professeur, Université de Montréal + épidémiologie, évaluation
de risque.

PARTICIPATION ANSES

Coordination scientifique
Mme Florence ETORE — Adjointe & la cheffe de l'unité Evaluation des risques liés a la Santé, a
I’Alimentation et au Bien-étre des animaux — Anses

Unité d’évaluation des risques liés a la santé, a I’alimentation et au bien-étre des animaux —
Anses DER
Mme Charlotte DUNOYER - Chef d’unité UERSABA - Anses
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Equipe projet
Mme Isabelle ATTIG — Chef d’Unité Evaluation de I'Efficacité des Biocides -U2EB - Anses

Secrétariat administratif
M. Régis MOLINET — Anses
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ANNEXE 2 : AUTOSAISINE

dNSes 4,

agence nationale de sécurité sanitaire
alimentation, envirennement, travail

Connartrre, evaluer, proféger

Décision n° 2018-10-352

AUTOSAISINE

Le directeur général de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et
du travail (Anses),

Vu le code de la santé publique, et notamment son article L. 1313-3 conférant a I'Anses la prérogative
de se saisir de toute question en vue de I'accomplissement de ses missions,

Décide :

Article 1°".- L'Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
se saisit afin de réaliser une expertise dont les caractéristiques sont listées ci-dessous.

1.1 Thématiques et objectifs de 'expertise
Mise a jour des connaissances sur les méthodes et procédés d’inactivation du virus de la peste porcine

africaine (PPA).

1.2 Contexte de l'autosaisine

Suite a la confirmation de plusieurs cas de PPA sur des sangliers en Belgique, proches de la frontiére
francaise, la DGAL a saisi plusieurs fois I'Anses en urgence pour répondre a des questions sur les
risques d'introduction de ce virus en France, les mesures de gestion a la frontiére Franco-Belge, tant
dans la faune sauvage que dans les élevages de suidés.

Lors des travaux du GECU PPA, les experts se sont également interrogés sur les méthodes et produits
disponibles pour inactiver ce virus, que ce soit au niveau des laboratoires qui regoivent des
prélévements ou des cadavres d’'animaux, au niveau des camions qui sont/seront utilisés pour le
transport des cadavres ou des animaux vivants potentiellement contaminés, des locaux et matériaux
d'élevage ou des matériaux utilisés au clos d’équarrissage, etc.

De plus, les laboratoires d’analyse vétérinaires et le Laboratoire National de Référence pour la PPA,
regoivent des questions des parties prenantes sur les produits biocides pouvant étre utilisés pour
décontaminer des matériaux entrés en contact avec des matiéres potentiellement contaminées par le
virus de la PPA. Des interrogations émanent également des entreprises spécialisées dans le
développement et la commercialisation de produits biocides (confrontés entre-autres a la
réglementation concernant la manipulation du virus de la PPA).

Les réponses a ces interrogations n'étant pas immédiatement et facilement disponibles, dans ce
contexte, il apparait opportun d'agir par anticipation et de se saisir de la question de I'inactivation du
virus de la PPA, des méthodes de décontamination utilisables ainsi que des produits utilisables et

ANSES/PR1/9/02-01 [version ¢] - code Ennov : ANSES/FGE/0039 1
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efficaces dans I'éventualité de foyers de PPA en France dans la faune sauvage ou dans la faune
domestique.
1.3 Questions sur lesquelles portent les travaux d’expertise 8 mener

Effectuer une mise a jour des connaissances sur les méthodes et procédés d'inactivation du virus de la
PPA et sur la résistance de ce virus dans les différentes matrices potentiellement contaminées.

Cette mise a jour portera également sur les produits biocides utilisables pour la décontamination, tant
au laboratoire que dans le cas de dépeuplement en élevage de suidés, ou au clos d'équarrissage (tant
pour les porcs d'élevage que pour des cadavres de sangliers potentiellement contaminés si ceux-ci
devaient y étre amenés).

1.4 Durée prévisionnelle de I'expertise

D'octobre 2018 a janvier 2019.

Article 2.- Un avis sera émis et publié par I'’Agence a l'issue des travaux.

Fait & Maisons-Alfort, le 2 6 (CT, 2018

Dr Roger Genet
Directeur général

H NN N == __===
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ANNEXE 3 : PROFIL DE RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE

Résultats des différentes requétes effectuées les 18 et 24 octobre 2018.

Base N° Mots clés Résultats
requéte
Scopus #60 (((TITLE-ABS-KEY (“heat  treatment  OR | 90

“Ultraviolet Rays treatment “ OR uv-treatment OR
biosecurity OR biosafety OR elimination OR
disactivation OR virucide OR virucidal OR
efficacy OR protocol) OR  TITLE-ABS-
KEY (decontamination OR inactivation OR
disinfection OR disinfectant OR biocide)))
AND (TITLE-ABS-KEY (asfv OR asf OR
"African swine fever" OR asfarviridae))) AND
((TITLE-ABS-KEY (asfv OR asf OR "African
swine fever" OR asfarviridae) AND TITLE-ABS-
KEY (pig OR swine OR wild AND boar OR
sus AND scrofa OR suidea)))

Scopus #59 ( ( TITLE-ABS-KEY ( “heat treatment “ OR | 287
“Ultraviolet Rays treatment “ OR uv-treatment OR
biosecurity OR biosafety OR elimination OR
disactivation OR virucide OR virucidal OR
effcacy OR protocol) OR  TITLE-ABS-
KEY (decontamination ~OR inactivation OR
disinfection OR disinfectant OR biocide)))
AND (TITLE-ABS-KEY (asfv OR asf OR
"African swine fever" OR asfarviridae ) )

Scopus #58 (( TITLE-ABS-KEY (survival OR resistance OR | 79
persistence  OR matrice OR support OR
environment)) AND ( TITLE-ABS-KEY (asfv OR
asf OR "African swine fever" OR asfarviridae)))
AND ((TITLE-ABS-KEY (“ heat treatment“ OR
“Ultraviolet Rays treatment “ OR uv-treatment OR
biosecurity OR biosafety OR elimination OR
disactivation OR virucide OR virucidal OR
efficacy OR protocol) OR  TITLE-ABS-
KEY (decontamination OR inactivation OR
disinfection OR disinfectant OR biocide ) ))
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Pubmed #3 (((asfv OR asf OR "african swine fever" or | 218
asfarviridae))) AND (("heat treatment" OR
"Ultraviolet Rays treatment” OR uv-treatment
OR biosecurity OR biosafety OR elimination
OR disactivation OR virucide OR virucidal OR
efficacy OR protocol OR decontamination OR
inactivation OR disinfection OR disinfectant
OR biocide))

Pubmed #7 (((survival OR resistance OR persistence OR | #133
matrice OR support OR environment)) AND | (identiques
("heat treatment” OR "Ultraviolet Rays | aux 133 de
treatment" OR uv-treatment OR biosecurity OR | la requéte
biosafety OR elimination OR virucide OR | #3)
virucidal OR efficacy OR protocol OR
decontamination OR inactivation OR
disinfection OR disinfectant OR biocide)) AND
(asfv OR asf OR "African swine fever" OR
asfarviridae)

Aprés élimination des doublons entre les requétes #60, #59, #58 (reste 283 articles) et la requéte
#3 ainsi que des articles traitant d’autres sujets sur la base des titres (ex. aerobic spore form,
aluminium silicate fiber, anti-secretory factor, acid sensitive factor, adherent sclalp flacking) les
résumés des 169 articles (voir diagramme PRISMA Annexe 4) restant ont été répartis entre les
cing experts pour lecture. Le résultat de cette lecture a été documenté dans un fichier Excel qui a
été discuté lors de la réunion téléphonique du 6 novembre 2018. Lors de cette réunion, 114
articles ont été exclus pour les raisons suivantes : articles traitant de substances antivirales dans
un contexte médicamenteux, culture de virus de la PPA, biologie moléculaire, articles axés sur les
vecteurs de la PPA, la vaccination, etc.

Aprés lecture des 55 articles complets, 40 publications ont été conservées pour étre utilisées dans
l'avis. Les articles exclus I'ont été car ils n’apportaient pas toujours de précisions sur les biocides
et/ou les procédures de désinfections utilisées (notamment les articles traitant des questions de
biosécurités).

En compléments de la recherche bibliographique effectuée avec les mots-clés définis en octobre
2018, 36 autres publications dont des rapports (EFSA, OIE, etc.) et des articles scientifiques ont
été ajoutés par les experts.
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ANNEXE 4: DIAGRAMME PRISMA

H NN N

Références identifiées
par recherche
sur base de données (n = 630)

\

Référence aprés suppression des doublons et
articles hors sujet (n = 169)

Articles évalués en texte intégral

A
Références sélectionnées o
Ll
(n=169)
\ 4

Références exclues
(n=114)

pour éligibilité (n = 55)

v

Etudes incluses
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dans la synthése qualitative (n = 76) \
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Articles évalués en texte intégral
exclus (n = 15)

Références supplémentaires identifiées
par d'autres sources (n = 36)




