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Introduction

La fievre catarrhale du mouton ou « Bluetongue » est une arbovirose. Le virus de la fievre
catarrhale du mouton (ou BTV pour « Bluetongue Virus ») est transmis par des arthropodes
hématophages de la famille des Culicoides, notamment Culicoides imicola.

La biologie du vecteur et son mode de transmission vectorielle confeérent a la maladie un
caractére saisonnier et géographiquement délimité aux zones chaudes et humides. Le virus
appartient a la famille des Reoviridae et au genre Orbivirus. Plus d’une vingtaine de sérotypes
viraux ont, a ce jour, été décrits.

La fiévre catarrhale est une infection qui a longtemps été classée en France parmis les
« maladies exotiques », méme si elle était déja inscrite sur la liste A de 1’Office International des
Epizooties (OIE). Mais son apparition en 2000 et 2001 en Corse a provoqué 1’abattage de prés d’un
quart du cheptel de I’ile, la plagant ainsi au premier rang des préoccupations zoosanitaires.

Suite a ces épizooties et étant donnée I'importance qu’elles avaient prises, I’AFSSA-
LERPAZ de Maisons-Alfort, et plus précisément I'unité VEE, a été choisi en France comme
laboratoire de référence. Il a donc été chargé de mettre en ceuvre des méthodes de diagnostic fiables
pour réagir face au probléme Corse, notamment en développant des outils spécifiques, sensibles et
rapides.

C’est dans ce cadre que j’ai accompli au sein du service de virologie de I’ Agence Francaise
de Sécurité¢ Sanitaire des Aliments (AFSSA) de Maisons-Alfort, un stage au cours duquel j’ai pu
réaliser ’ensemble des méthodes de diagnostic virologique utilisées pour la fievre catarrhale du
mouton. Mon travail décrit donc tout d’abord les connaissances actuelles sur le virus de la fievre
catarrhale et sur la maladie qu’il provoque dans la population ovine, puis 1I’ensemble des méthodes
de diagnostic réalisables, et enfin I’importance de son vecteur ainsi que la situation épidémiologique
actuelle.
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I/ Rappels concernant la fievre catarrhale du mouton

1.1/ Historique de la fiévre catarrhale du mouton

1.1.1 Description des premiers cas

Selon PARSONSON (1996), la fievre catarrhale du mouton (FC) ou Bluetongue serait
originaire du continent africain. Elle a ét¢ reconnue pour la premicre fois lors de I’introduction de
moutons Mérinos et européens dans des élevages de la colonie du Cap en Afrique du Sud aux dix-
septiemes et dix-huitiemes siecles. Les références font état d’un syndrome fébrile avec une forte
1étalité et une morbidité d’environ 30%.

Mais la maladie ne fut réellement décrite qu’en 1880 par HUTCHEON dans son rapport
annuel cité¢ par SPREULL (1905), qui poursuivit cette étude en 1905. La maladie fut alors nommée
« Malarial Catarrhal Fever ». Ce n’est que par la suite que le terme « malarial » fut supprimé car il
ne pouvait étre attribué a cette pathologie ; le virus ne se trouvant pas dans les globules rouges. Ils
décrivirent la FC comme une maladie inoculable aux moutons caractérisée par de la fievre dans une
premicre phase de 7 a 30 jours, puis par I’apparition d’érythéme, de pseudomembranes, d’une teinte
bleutée anormale sur le mufle, de sécrétions catarrhales nombreuses et d’une infiltration
oedémateuse de toute la muqueuse gingivale. Dans les cas séveres, la langue prenait une teinte bleu
foncé (d’ou le nom commun de « Bluetongue » donné a la maladie), son épithélium se désagrégeait,
et c’est toute la face qui devenait trés oedématié¢e. Occasionnellement, des diarrhées sanguinolentes
furent décrites, mais elles signaient toujours la mort imminente de 1’animal. D’aprés SPREULL et
HUTCHEON, la mortalité se situait entre 5 et 30% suivant la mise en place d’un traitement, mais la
perte économique restait trés grande car la FC provoquait toujours une perte importante de poids.

A cette €époque, on pensait déja que la matic¢re virulente se trouvait dans le sérum et que la
contamination se faisait par inoculation et non par contact. HUTCHEON, repris par SPREULL
(1905), avait méme suggéré le role d’insectes piqueurs comme vecteur de la FC.

1.1.2 Isolement du virus

Le virus fut isolé et identifié¢ sur I’ile de Chypre (GAMBLES, 1949). La maladie y avait été
décrite en 1924 pour la premicre fois, puis elle survenait réguliérement tous les étés. Pendant cette
période, les scientifiques avaient essay¢ d’inoculer la maladie a des moutons sains avec de la salive
ou du matériel nécrotique, mais leurs essais ne furent jamais concluants.

C’est en octobre 1943, alors que Chypre subissait une épizootie beaucoup plus importante
(la mortalité atteignait 70%), que le virus fut isolé a partir du sang de moutons malades. Des 1946,
des essais furent réalisés pour essayer d’obtenir des vaccins a partir de souches atténuées, mais les
procédés d’atténuation n’étaient pas encore maitrisés et les résultats restaient trés variables. Cela
permit par contre de démontrer 1’existence de différentes souches de virus de FC.

Sur le continent américain, c’est au Texas en 1948 que la FC apparut pour la premicre fois.
La maladie y était nommé « soremuzzle of sheep » : le museau enflammé du mouton (HARDY et
PRICE, 1952). Elle ne fut identifiée qu’en 1953, en Californie. Puis, jusqu’en 1960, on identifia
jusqu'a 15 souches virales différentes dans le pays. Les virus étaient alors cultivés sur des ceufs
embryonnés de poulet (MOULTON, 1961).

Pendant cette méme période, la maladie fut aussi identifiée en Turquie, en Israél et en Syrie.
La maladie s’étendit alors progressivement dans 1’ensemble du monde, jusqu’a obtenir la situation
actuelle.
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1.2/ Classification du virus

Ce virus appartient a la famille des Reoviridae.

1.2.1 Caractéristiques générales de la famille des Reoviridae:

En 1959, SABIN proposa de regrouper au sein d'un groupe spécifique, des virus jusqu'alors
classés dans le groupe des échovirus et isolés du tractus gastro-intestinal et de l'arbre respiratoire
mais qui n'étaient pas directement associés a des entités cliniques définies. Il proposa le nom de
« Reovirus » pour virus Respiratoires, Entéritiques, Orphelins. Cette famille s'est progressivement
enrichie de virus apparentés et est aujourd'’hui composée de neuf genres : les Orthoreovirus, les
Rotavirus, les Coltivirus et les Orbivirus qui infectent les espéces animales (y compris l'espéce
humaine), les Cypovirus, les Phytoreovirus, les Aquareovirus et les Fijivirus et les Oryzavirus qui
infectent les plantes et les arthropodes (MATTHEWS, 1979 ; HOLMES, 1991).

Le virus de la fiévre catarrhale appartient au genre Orbivirus. Nous étudierons les
caractéristiques des Reoviridae, puis envisagerons a titre de comparaison les différents genres de
virus appartenant a ce groupe avant de détailler les caractéristiques des Orbivirus.

1.2.1.1 Structures et propriétés physico-chimiques:

Les Réovirus sont dépourvus d'enveloppe virale et possedent une capside a symétrie
icosaedrique dont la taille varie de 60 a 80 nm (JOCKLIK, 1983). Cette derniére est constituée
d'une capside externe et d'une capside interne (ou core). La masse molaire de la particule virale est
d'environ 120.106 Da (URBANO P et URBANO FG, 1994).

Leur génome est constitué de 10 a 12 segments d'ARN bicaténaire, divisés en segments
longs (L), moyens (M) et courts (S) selon leur vitesse de migration en gel de polyacrylamide. La

masse molaire du génome varie de 12 a 20.100 Da.
Leur densité en gradient de chlorure de césium est de 1,36 a 1,39. Ils sont stables a -70°C
et a température ambiante.

1.2.1.2 Cycle de réplication :

La réplication s'effectue dans le cytoplasme de la cellule (Figure 1). La transcription
s'effectue a partir des brins négatifs des ARN bicaténaires et nécessite une ARN polymérase ARN
dépendante d'origine virale. Les ARN messagers, coiffés et méthylés par des protéines virales non
structurales, quittent la particule virale par des pores situés aux sommets de la capside icosaédrique
(URBANO P et URBANO FG, 1994). Des corps d'inclusion virale, ou viroplasmes, sont détectés
dans le cytoplasme de la cellule infectée. Ces structures semblent étre le lieu de la morphogenése
des particules virales. Mais nous approfondirons la réplication virale des virus de la fiévre
catarrhale dans la partie 1.3.3.
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Figure 1 : Cycle de réplication des Réovirus selon TYLER et FIELDS (1990).

1.2.1.3 Spectre d'hote et pouvoir pathogéene:

Les virus de la famille des Reoviridae sont caractérisés par un large spectre d'hote et
infectent les Vertébrés : oiseaux, mammiféres et poissons ainsi qu'lnvertébrés et plantes. Nous ne
présenterons briévement que les Orthoreovirus, les Rotavirus, les Coltivirus et les Orbivirus, les
caractéristiques des Aquareovirus, des Phytoreovirus, des Cypovirus et des Fijivirus étant résumées

dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Structure et propriétés biologiques caractéristiques des neuf genres de la famille des

Reoviridae.

Orthoreovirus Coltivirus Rotavirus Orbivirus

Prototype Reovirus sérotype 3 virus de la fievre a Rotavirus simien fievre catarrhale du mouton
(REO-3) tique du Colorado sérogroupe A (Bluetongue virus)
(CFTV) (SA11)

génome 10 ARN db 12 ARN db 11 ARN db 10 ARN db

propriétés 2 groupes antigéniques : trois sérotypes 6 groupes 14 sérogroupes (divisés en
antigéniques - réovirus aviaires antigéniques (de A a

sérotypes) et 17 virus non
- réovirus de

F) divisés en groupés
mammiféres. sérotypes
spectre d'hote vertébrés mammiféres et tiques vertébrés vertébrés (humains, bovins,
ovins, équins, rongeurs,
primates)
arthropode vecteur non Tiques des genres non oui (moucherons,

Dermacentor, Ixodes, moustiques, phlébotomes,

Harmaphysalis tiques)
pouvoir pathogéne troubles respiratoires, pathogéne pour Diarrhées, gastro- trés pathogeéne (peste
intestinaux I'Homme entérites équine) ou infections
inapparentes
Fijivirus Cypovirus Phytoreovirus Oryzavirus Aquareovirus
Prototype Fiji disease virus virus de la Wound tumor virus Rice ragged stunt Golden shiner virus
(FDV) polyhédrose (WTV) virus (RRSV) (GSV)
cytoplasmique du
Bombix mori
typel (BmCPV1)
génome 10 ARN db 10 ARN db 12 ARN db 10 ARN db 11 ARN db
Propriétés 3 groupes (12 3 virus isolés - 1 antigéne de groupe
antigéniques antigéniques électrophoré- antigéniquement et 6 sérotypes
types) distincts
Spectre d'héte | plantes et insectes arthropodes plantes (Graminées, | plantes (Graminées) vertébrés
(insectes) Dicoltylédones) poikilothermes et
invertébrés
Arthropode oui (Delphacidae) non oui (Cicadellidae) oui (sauterelles) non
vecteur
pouvoir hypertrophie du anomalies galles, colorations destruction de 10 a faible
pathogene phloéme, larvaires et anormales des feuilles [ 20% des cultures de
tumeurs, galles... imaginales riz en Asie
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1.2.2 Les Orthoreovirus

Les Orthoreovirus n'infectent que les Vertébrés et leur spectre d'hote est large :
oiseaux, mammiferes et poissons. Leur transmission s'effectue directement par I'intermédiaire
d'un cycle oro-fécal ou par voie aérienne. Chez I'Homme, les Orthoreovirus sont associés a
des pathologies de l'arbre respiratoire supérieur, du tractus intestinal et a un syndrome
d'atrésie des voies biliaires chez le nouveau-né. Les Orthoreovirus isolés chez les
mammiferes (bovins, équins, chiens, singes...) sont a l'origine de syndromes trés variés mais
c'est chez les oiseaux que les différents pathotypes de Réovirus aviaires sont responsables de
maladies dont l'incidence économique est non négligeable (arthrites, syndromes de
malabsorption, gastro-entérites...).

1.2.3 Les Rotavirus

Les Rotavirus n'infectent que les vertébrés et sont transmis par l'intermédiaire d'un
cycle oro-fécal. Six groupes antigéniques de Rotavirus sont décrits (de A a F), chaque groupe
étant divisé en plusieurs sé€rotypes (le groupe A est constitué¢ de 14 sérotypes différents). Les
virus qui infectent 'Homme appartiennent aux groupes A, B, et C. Les Rotavirus sont
responsables de gastro-entérites aigués chez l'enfant et le jeune animal (veau, poulain,
porcelet ...) (MEBUS, UNDERDAHI, RHODES et TWIEHAUS, 1969). Des Rotavirus
d'origine humaine peuvent €tre transmis a des porcelets, des veaux, des agneaux, des chiens
non sevrés et a des singes rhésus nouveau-nés chez qui ils peuvent provoquer une diarrhée ou
une simple infection. Les Rotavirus d'origine équine et simienne ont été transmis a des
porcelets (HOLMES, 1979). Ces observations indiquent que les Rotavirus ne sont pas
strictement spécifiques d'un hoéte, cependant, la nature de ces échanges entre especes est peu
connue (ACHA et SZYFRES, 1989).

1.2.4 Les Coltivirus

La fievre a tiques du Colorado, appelée aussi "la fiévre des montagnes" ou
« Colorado Tick Fever» (CTF), a été identifiée au début du siécle par des praticiens du
Montana et du Colorado mais il fallut attendre 1930 pour que BECKER la décrive en tant
qu'entité nosologique (BECKER, 1930). Le virus de la CFT a été isolé a partir de sang
humain en 1944 en utilisant un systéme inhabituel de production de leucocytes chez des
hamsters adultes (FLORIO, STEWART et MUGRAGE, 1944). Deux autres virus
antigéniquement distincts ont été ensuite isolés : I'Eyach virus, isolé a partir de tiques du
genre Ixodes en Allemagne et en France (CHASTEL, MAIN et COUATARMANAC’H,
1993) et le virus S6-14-03 isolé a partir d'un liévre (Lepus californicus) en Californie (LANES
et al., 1982). Les virus CTF, longtemps considérés comme des Orbivirus (les seuls Orbivirus
a posséder 12 segments d'ARN bicaténaire) sont aujourd’hui classés dans le genre Coltivirus
(HOLMES, 1991).

1.2.5 Les Orbivirus : biologie et pathogénie

Les Orbivirus sont responsables de maladies majeures en médecine vétérinaire alors
qu'en médecine humaine leur gravité est moindre. Les Orbivirus sont isolés de nombreuses
especes animales y compris I'homme et sont répandus dans le monde entier. Ils sont transmis
par l'intermédiaire de nombreux vecteurs biologiques : tiques, phlébotomes, moustiques,
moucherons (Culicoides...) (Tableau 2).
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Les Orbivirus sont divisés en sérogroupes, les virus d'un méme sérogroupe possédant
un antigéene commun localisé au niveau de la capside interne qui leur confére une réactivité
croisée en fixation du complément (KNUDSON, 1981). Des antigénes, spécifiques de type,
sont associés a la capside externe et induisent la production d'anticorps neutralisants.
Actuellement, 14 sérogroupes distincts sont identifiés ainsi qu'un ensemble de virus non-
groupés (Tableau 2). Chaque sérogroupe est divisé en sérotypes (BORDEN, SHOPE et
MURPHY, 1971 ; KARABATSOS, 1985 ; MERTENS, 1994).

1.2.5.1 Les infections a Orbivirus chez I'hnomme

- Le groupe Changuinola: Le virus de la maladie de Changuinola est le prototype d'un
sérogroupe comprenant 12 sérotypes et est le seul responsable d'une maladie chez 'homme.
Le virus a été isolé chez un patient qui a présenté un syndrome fébrile modéré au Panama. Le
taux de prévalence de l'infection est inconnu. Deux cent soixante dix souches ont été isolées a
ce jour (a partir d'insectes notamment) et forment un groupe hétérogéne comme l'atteste la
diversité des électrophorétypes de 24 souches analysées par TRAVASSOS et al.(1984).

- Le groupe Kemerovo: Le groupe Kemerovo, divisé en 4 sous-groupes antigéniques,
comporte 23 virus. Les trois virus du sous-groupe Kemerovo (Kemerovo, Lipovnik et Tribec)
sont responsables de syndromes fébriles et d'infections neurologiques chez 1'homme en
Europe Centrale. Les virus des sous-groupes Chenuda, Wad Medani et Great Island ne sont
pas pathogeénes pour I'homme. Une vingtaine de souches du virus Kemerovo ont été isolées du
sang de patients atteints de méningo-encéphalites dans la région de Kemerovo en Russie et a
partir de tiques: d'lIxodes persulcatus en 1962 (WALTON et OSBURN, 1992), de Hyalomma
anatolium dans la méme région et d'un oiseau (Phoenicurus phoenicurus) en Egypte.

- Le groupe Lebombo: Le virus Lebombo a été isolé pour la premicre fois a Ibadan au
Nigeria en 1968 d'un enfant atteint d'un syndrome fébrile. Le cycle de transmission n'est pas
connu mais des virus ont été isolés a partir de rongeurs (Thryonomys swinderianus) et de
moustiques (Mansonia africana et Aedes circumluteolus) au Nigeria et en Afrique du Sud.

- La fievre d'Orungo : Le virus de la fievre d'Orungo est présent en Afrique tropicale. Il
fut isolé en 1959 de moustique (Anopheles funestus) en Ouganda. Le virus a été isolé au
Sénégal, en Cote d'Ivoire, au Nigeria, en République d'Afrique Centrale et des données
sérologiques permettent de suspecter sa présence au Ghana, en Sierra Leone et au Cameroun.
Le virus est transmis a l'homme et aux animaux domestiques par l'intermédiaire de
moustiques des genres Anopheles et Aedes.

Je n’ai pas traité le groupe de Corriparta car c¢’est un groupe mineur qui ne posséde
quasiment pas d’intérét en médecine humaine.
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Tableau 2 : Les sérogroupes du genre Orbivirus (BORDEN, SHOPE et MURPHY, 1971 ;
KARABATSOS, 1985 ; MERTENS, 1994)

. nombre de A Az invertébrés
sérogroupes . hoétes vertébrés
serotypes vecteurs
équidés, zébres, chiens, -
24 Culicoides,
eléphants, chameaux, :
AHSV 9 R moustiques
moutons, chevres
BTV 24 ruminants domestiques Culicoides
et sauvages
EHDV 8 chameaux, bovins Culicoides
lamas, cerfs
Encéphalose -
équine (EEV) 7 chevaux Culicoides,
Eubenangee 4 inconnu CUI'CO.'deS'
moustiques
Palyam 11 bovins, moutons CUI'CO.'deS’
moustiques
Wallal 2 marsupiaux Culicoides,
Warrego 2 marsupiaux Culicoides,
Changuinola 12 humains, rongeurs Cu,I|CO|des,
phlébotomes
Corriparta 4 humains, rongeurs moustiques
humains, rongeurs,
Kemerovo 40 oiseaux, bovins, tiques
moutons
Lebombo 1 humains, rongeurs moustiques
humains, chameaux,
Orungo 4 bovins, chev_res, singes, moustiques
moustiques
Umatilla 3 oiseaux moustiques
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1.2.5.2 Les Orbivirus pathogénes pour l'animal : le virus de la fiévre
catarrhale du mouton (ou virus de la bluetongue)

L'importance médicale des infections a Orbivirus (les virus de la fiévre catarrhale du
mouton, de la maladie hémorragique €épizootique du cerf (EHD) et de la peste équine) est
considérable en médecine vétérinaire, notamment pour les espéces ovines et équines pour
lesquelles ces maladies constituent des risques sanitaires majeurs. Les étudier dans leur
ensemble représenterait un travail beaucoup trop vaste pour étre réalis¢ ici. Je me contenterais
donc de donner leurs principales caractéristiques.

e Levirus de la peste équine :

Cet Orbivirus, trés proche du virus de la fievre catarrhale, est a 1’origine d’une
maladie mortelle non contagieuse pour le cheval. Elle se caractérise par un affaiblissement
des systémes circulatoires et respiratoires, et provoque d’importantes suffusions et
hémorragies dans différents organes.

D’importantes épizooties ont été observées en Afrique du Sud, au Pakistan, en
Espagne, au Portugal, au Maroc, et en Inde ou plus de 300 000 chevaux sont morts pendant la
grande épizootie de 1959 a 1961 (MELLOR, BOORMAN et BAYLIS, 2000).

e Levirus de la maladie hémorragique épizootique :

C’est également un Orbivirus proche du virus de la fiévre catarrhale. Il sévit dans
toutes les régions d’Amérique, en Afrique, en Asie du sud-est, au Japon et en Australie. Il
contamine aussi bien des ruminants domestiques que des ruminants sauvages comme le cerf et
donne des symptdmes proches de I’infection par le virus de la fiévre catarrhale.

e Le virus de I’encéphalose équine :

Ce virus a été isolé en Afrique du Sud et au Botswana. Dans 90% des cas
d’infections, il ne provoque que peu ou pas de symptdmes cliniques. Dans les autres cas, le
virus cause des avortements, une faiblesse cardiaque ou une maladie proche de la Peste
équine.

1.3/ Organisation du génome du virus de la fievre catarrhale
du mouton

Un grand nombre de données est disponible sur la biologie moléculaire du virus de la
Bluetongue (ou BTV), prototype du genre Orbivirus.
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1.3.1 Structure du virus de la fievre catarrhale et son
organisation :

Les caractéristiques morphologiques du virus de la FC sont comparables a celles du
virus de la peste équine. Le génome de la FC mesure 18.10° Da et consiste en une double
chaine d'ARN divisée en 10 segments. Ce virus posséde sept protéines structurales différentes
réparties en deux capsides (PRASAD, ROY et YAMAGUICHI, 1992).

La capside externe est composée de VP2 et VP5 et s'organise selon une symétrie
icosaédrique avec un diamétre de 690A (ROY, 1992b). La capside ou "core" est composée de
deux protéines majeures VP3 et VP7 et renferme le "subcore" qui, lui, est formé de trois
protéines mineures VP1, VP4 et VP6. Ce dernier englobe aussi les dix segments d’ARN
(ROY, 1992a) numérotés de 1 a 10 en fonction de leur ordre de migration en gel de
polyacrylamide, qui sont classés en segments long (L pour "large", L1 a L3), moyens (M pour
"medium", M4 a M6) et courts (S pour "short, S7 a S10). Leur taille varie alors de 0,5 a
2,7.10° Da (ROY, 1989).

La totalité de la séquence en nucléotides du virus de la FC a été élucidée pour le
sérotype BTV-10. La composition moyenne du génome est la suivante: 28,1% A, 28,1% U,
21,9% G et 21,9% C. La taille moyenne des séquences non codantes des extrémités 5' varie de
8 nucléotides pour M4 a 34 pour M6. Quant a celle des extrémités 3', elle est généralement
plus longue: de 31 nucléotides pour M5 a 116 nucléotides pour S10. De plus, tous les ARN
ont conservé une séquence terminale identique: une extrémité 5'; GUUAAA et une 3';
CACUUAC (ROY, 1989). Mais les roles de ces séquences dans la transcription, la réplication
et les événements morphogénétiques n'ont pas encore été ¢lucidés.

e (Gene L1 et protéine VP1:

Ce géne, le plus grand segment d'ARN, a une longueur de 3950 paires de bases (pb)
environ et code pour une protéine mineure: VP1. Cette protéine est présente a l'intérieur de la
capside du virion. Elle semble faire partie de I’ARN polymérase et joue le role de
transcriptase reverse.

e (Geéne L2 et protéine VP2:

Ce segment, qui code pour la protéine VP2, a une longueur de 2920 paires de bases
environ. Cette protéine est un composant majeur de la capside externe, c'est 'némagglutinine
du virus. C'est aussi le principal antigéne spécifique de type et la protéine dont les variations
sont les plus nombreuses.

La protéine VP2 constitue également la cible majeure du systéme immunitaire de
1'hote, les anticorps neutralisants de la FC sont induits par les épitopes localisés sur la protéine
VP2. Enfin, le site de fixation du virus a son récepteur cellulaire serait situé sur VP2.

e (Geéne L3 et protéine VP3:

Le segment L3 a une longueur d'environ 2770 paires de bases et code pour la
protéine VP3. C'est une protéine majeure de structure du core, et elle représente le
déterminant antigénique de la spécificité de groupe. C'est la protéine la plus conservée entre
AHSV-4, BTV-10 et EHDV-1.
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e (Géne M4 et protéine VP4:

Ce segment, qui code pour la protéine VP4, a une longueur d'environ 2010 pb.
L'extrémité non codante 5' est spécialement courte par rapport aux autres segments: 8 paires
de bases, mais sa fonction n'a pu encore étre mise en €vidence.

La protéine VP4, quant a elle, est une des protéines mineures du subcore. Les
extrémités 5' des ARN messagers viraux sont coiffés et methylés pendant la transcription. Il a
¢été démontré que le complexe core-GTP, par l'intermédiaire de VP4, catalyse le "coiffage" de
I'ARN messager (ROY, 1992a). Cette protéine correspondrait a la guanilyl transférase.

e (Géne MS et protéine VP5:

Ce segment, de 1640 paires de bases, code pour la protéine VPS5, protéine majeure
de la capside externe. Elle est formé de trois régions hydrophobes dont l'extrémité C-
terminale, et elle semble étre malgré tout moins exposée a la surface de la particule virale que
la protéine VP2.

e Le géne M6 et la protéine NS1:

Le segment 6, d'environ 1770pb, code pour la protéine non structurale NS1. Cette
protéine est particulierement riche en cystéine, tryptophane et tyrosine. Elle forme les tubules
dans le cytoplasme des cellules infectées par le virus BTV. Ces tubules de 68nm de large, sont
constitués de dimeres de NS1 enroulés en hélice (ROY, MERTENS et CASAL, 1994).

e (Géne S7 et protéine VP7:

Le segment 7, d'une longueur d'environ 1160 pb, code pour un des composants
majeurs de la capside interne. La protéine VP7 représente a elle seule 36% du core (ROY,
1989), d'autant que son poids reste treés €levé par rapport a sa taille (38548 Da pour 349 acides
amingés).

De plus, les extrémités 5' et 3' présentent des séquences inversées complémentaires
qui permettraient la formation de structures secondaires. Mais le role de ces structures n'a pas
encore été ¢lucidé: Elles pourraient :

- faciliter la transcription en favorisant la fixation de I'ARN polymérase (VP1) sur
I'"ARN génomique.

- protéger les ARN messagers de 1'action des exonucléases, ou améliorer la terminaison
de la traduction, ou bien permettre la sélection des 10 ARN lors de I'encapsidation
(ROY etal., 1991).

C'est également un déterminant antigénique de la spécificité de groupe. Elle semble
d'ailleurs plus accessible que les autres protéines du core a la surface du virus. Mais elle
posséde des déterminants antigéniques communs avec d'autres Orbivirus (CHUMA et al.,
1992).

e (Geéne S8 et protéine NS2:

Le géne S8, d'environ 1130 pb, code pour la protéine non structurale NS2. C'est la
seule protéine qui sera phosphorylée dans les cellules infectées par le BTV. Elle est capable
de se fixer aux ARN simple brin du BTV, mais la fonction réelle de cette protéine est mal
connue. NS2 est le constituant majeur des corps d'inclusion qui apparaissent dans le
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cytoplasme des cellules infectées 4 a 8 heures apres l'infection. Elle favoriserait la traduction
des ARN messagers des protéines du core au sein de ces corps d'inclusion (HYATT,
BROOKES, GOULD et EATON, 1992).

e Geéne S9 et protéine VP6:

Le gene S9 s’étend sur une longueur d’environ 1050 paires de base, il code pour les
protéines VP6 et VP6a, composant mineur du virion. L’obtention de 1’une ou 1’autre protéine
dépend du site initial de transcription.

Ces protéines restent trés basiques et riches en arginine, lysine et histidine. Elles
possédent une séquence commune aux hélicases et fixent avec une grande affinité¢ les ARN
simple et double brin. Elles sembleraient étre elles aussi un composant de I’ARN
polymérase ; elles interviendraient dans I’encapsidation de I’ARN (ROY, 1992a).

e (Geéne S10 et protéine NS3 :

La longueur totale du segment S10 est d’environ 820 paires de bases. Ce gene S10
est utilisé pour le sérogroupage des virus de la fievre catarrhale car selon les souches il est
conservé entre 90 et 100% (AKITA et al., 1992).

Il code pour les protéines non structurales NS3 et NS3A. Ces deux protéines
semblent provenir d’une alternative dans le site initial de la traduction du géne S10, mais au
finale elles sont homologues a plus de 80% (ROY, 1989).

La microscopie ¢électronique a permis de montrer une association des protéines NS3
et NS3A avec les vésicules lisses intracellulaires et la membrane plasmique. Cela a permis de
suggérer que ces protéines intervenaient dans la maturation finale du virus ainsi que dans la
libération des particules virales par les cellules infectées (ROY, 1992a).

Le tableau 3 récapitule les caractéristiques des segments génomiques du virus de la BT
ainsi que de leurs produits d'expression.

VP 1

VP 2

VP 3

VP 4

VP S

VP 6 e

VP 7

Figure 2 : Structure du virus de la fiévre catarrhale selon LOUDON, LIU et ROY (1996)
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sérotype 10 (ROY, 1992a)

Tableau 3 : Caractéristiques des segments génomiques et des protéines du virus de la FC

nombre lai lisati nombre de
taille (en pb) | Protéines d'acides Mass(eDr;l; atre Locanlsatlo molécules | fonctions ou propriétés
segments aminés par virion
protéine ) - antigéne de groupe
3954 VP1 1302 149 588 mineure du | environ 6 .
L1 core - ARN polymérase
- spécificité de type
- antigéne protecteur
L2 2926 VP2 956 111112 capside 180 - récepteur cellulaire
externe
- hémagglutinine
protéine
2772 VP3 901 103 344 majeure du 60 - antigeéne de groupe
L3 core
protéine ) - antigéne de groupe
2011 VP4 654 76 433 mineure du | environ 5 )
M4 core - guanylyltransférase
capside spécificité de type
M5 1639 VP5 526 59 163 120
externe
protéine
1770 NS1 552 64 445 non - antigéne de groupe
M6 structurale
protéine
1156 VP7 349 38 548 majeure de 780 antigéne de groupe
S7 surface du
core
. - associée aux corps
proteine . d'inclusion
S8 1123 NS2 357 40 999 non environ 37
structurale - fixe les ARN
messagers
VP6/ protéine - antigéne de groupe
S9 1 046 A 328 35750 mineure du - - fixe les ARN sb et db
VP6 core (hélicase)
NS3/ protéine - glycoprotéine,
S10 822 229/216 25572/24 020 non - o o
NS3A structurale - libération des virions
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Ainsi, le virus de la fievre catarrhale est formé d’une dizaine de protéines codées
chacune par un segment d’ADN différent. Mais on ne rencontre pas qu’un seul type de virus
puisque I’on connait déja 24 sérotypes, voyons a présent les variations qui existent entre les
différentes souches.

1.3.2 Variation sérotypique du virus de la fievre catarrhale

Mis a part les segments 2 et 5, les huit autres génes codant pour les protéines du core
et les protéines non structurales, semblent étre relativement bien conservés au sein des
différents sérotypes de BTV. Et c’est la protéine VP7, protéine spécifique de groupe, qui reste
la protéine la plus conservée comparée aux autres protéines du core (ROY, 1989). Elle a été
utilisée pour déterminer les relations phylogéniques entre les différents types d’Orbivirus, au
méme titre que les protéines NS1 et VP3.

Pour étudier les relations entre les sérotypes de BTV, on a d’abord voulu se baser sur
la protéine VP3. Par la suite, la protéine VP2 présentant une plus grande variabilité, c’est elle
qui fut choisie pour déterminer les liens de parentés et 1’ancétre commun de I’ensemble des
virus BTV actuels (Figure 3) (GOULD et HYATT, 1994).

BTV 2 Corsica 2000
BTV 2 Carsica 2001
BTV 2 USA

BTV 2 SA (vaccine)

4[ BTY 1 Aus

BTY 1 Aus

BTV 15A
BTY 23

[ BTV 13 USA

BTV 13 USA
BTV 16 SA
BTV 3

- BTV 17 USA
BTV 17 USA
BTV 17 LUSA

BTV 17 USA
— BTV 18 SA
BTV 10
BTV 11 USA

56.2 . . . 1
50 a0 30 20 10 0

Figure 3 : Phylogénie des souches de BTV fondée sur 1’analyse de la protéine VP2
(BREARD et al., a paraitre)
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1.3.3 Replication du virus

Pour bien comprendre le mécanisme de cette réplication virale, on pourra se référer a
la figure 1 et 2, ainsi que la figure 4, qui suit, plus schématique.

1.3.3.1 Adhésion et pénétration du virus :

Le virus s’attache a son récepteur localisé sur la membrane cellulaire dans un site
caractérisé par la présence de molécules de clathrine. Ce sont des protéines qui facilitent les
mécanismes de fusion des membranes. D’aprés PURDY, I’attachement du virion a la
membrane cellulaire s’effectuerait par I’intermédiaire de la protéine VP2 (PURDY, PETRE et
ROY, 1984). Le récepteur cellulaire, quant a lui, n’est pas encore identifié. Cependant, I’étude
des interactions entre le BTV et les érythrocytes indique que le virus se fixerait par
I’intermédiaire de la protéine VP2 a des glycoprotéines (les glycophorines) présentes a la
surface des hématies d’origine humaine et animale (EATON et CRAMERI, 1989). La
membrane cellulaire s’invagine alors produisant une vésicule (appelée coated-pit) dont la
surface externe est recouverte des molécules de clathrine.

Un mode de pénétration directe du virus de la FC dans la cellule cible a été décrit
pour les particules infectieuses subvirales (qui résultent de la digestion du virion, in vitro, par
la chymotrypsine et qui contiennent les produits de clivage de la protéine VP2) et les cores
viraux (particules virales ne comprenant pas les protéines externes VP2 et VP5). Ces
particules sont 100 a 500 fois plus infectieuses pour les cellules d’insectes (comme Aedes
albopictus, I’agent de la fievre Dengue) que pour les cellules de mammiféres. Elles sont aussi
100 fois plus infectieuses pour les cellules d’insectes que les particules virales intactes
(MERTENS, BURROUGHS et ANDERSON, 1987).

1.3.3.2 Décapsidation :

Les vacuoles d’endocytose fusionnent avec des lysosomes. HUISMAN a montré
qu’une heure aprés la pénétration du virus de la FC dans la cellule, la capside externe
contenant les protéines VP2 et VP5 était hydrolysée (HUISMAN, VAN DIJK et ELS, 1987).
Cette décapsidation est nécessaire a 1’activation de la transcriptase virale par action des
lysozymes libérés par la cellule hote dans I’endosome.

1.3.3.3 Transcription du génome viral :

L’initiation de la transcription est effectuée dans les virions décapsidés mais, en ce qui
concerne le virus de la FC, aucune étude n’a permis de préciser si les virions restaient dans les
vésicules lysosomales ou traversaient les membranes cellulaires. La seconde hypothése reste
la plus probable car la présence de ribonucléases, de phosphatase et I’absence de nucléotides
triphosphates dans les endosomes constituent des facteurs défavorables a une éventuelle
transcription (GOULD et HYATT, 1994).

La protéine VP1 du virus serait I’ARN polymérase ARN dépendante. Elle est
présente a une concentration de six molécules par virion (HUISMAN, VAN DIJK et ELS,
1987). La température optimale de ’activité de la transcriptase du virus de la FC est de 28°C,
alors qu’en général, pour les Reovirus, elle oscille entre 47 et 52°C. Cette propriété est a relier
avec le fait que le virus de la FC est transmis par des insectes dans lesquels il se réplique.

Les brins négatifs d’ARN double brin sont transcrits en ARN messagers précoces. La
transcription précoce est définie comme 1’étape de transcription se déroulant dans le core viral
et produisant des ARNm coiffés qui permettront la synthése de protéines et serviront de
matrice a la synthése des ARN négatifs.
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Les ARNm précoces sont coiffés et polyadénylés. La protéine VP4 serait la guanilyl
transférase d’aprés LE BLOIS et al. (1992). Les ARN messagers synthétisés a I’intérieur du
core, quitteraient celui-ci selon un mécanisme encore mal connu qui impliquerait un
changement de conformation du core viral.

1.3.3.4 Réplication des ARN double brin :

Les ARN génomiques négatifs sont synthétisés a partir des ARN positifs
préalablement transcrits. Cette synthese s’effectue simultanément a la formation des particules
pro virales. La protéine NS2, une phosphoprotéine, se fixe sur les ARN simples brins et
interviendrait dans la réplication. Les brins complémentaires ainsi synthétisés restent associés
aux brins parentaux sous forme d’ARN double brin.

Les mécanismes par lesquels les dix ARN double brin génomiques s’associent
ensemble a I’intérieur de chaque particule virale en formation restent inconnus. Les protéines
VP6 et VP6a, produit de la traduction du segment 9, pourraient jouer un rdle dans
I’encapsidation des ARN double brin.

La figure 4 récapitule les différentes étapes de la réplication virale dans une cellule
hote.

Particules pro T
virales (formées .~ =
en méme temps | _.__._

que la réplication) | , HE——— "+

Morphogenése

Réplicatio
d Virus prét a
Traduction atre libéré
_ étre libéré
Transcription - précoce >
-
Core viral ARN m + Protéines
provenant d’un précoces virales
lysozyme coiffés

Figure 4 : Schéma synthétique de la réplication virale dans une cellule hote

1.3.3.5 Traduction des ARN messagers

Deux heures apres I’infection de la cellule, des protéines d’origine virale peuvent étre
détectées dans le cytoplasme. Cette production de protéines virales s’effectue aux dépens de
la syntheése de protéines cellulaires. Elle est permise par I’inactivation, par un mécanisme
inconnu, de la protéine VP4 responsable du phénomene de coiffe des ARNm, qui induit
I’arrét de la traduction des ARNm coiffés (traduction « coiffe dépendante ») au profit de la
traduction des ARNm tardifs non coiffés (traduction « coiffe indépendante »). Ces derniers
codent pour des protéines structurales.
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1.3.3.6 Assemblage des virions :

L’¢tude des produits d’expression en systeme eucaryote des protéines structurales
VP2, VP3 et VPS5 faite par LUI, BOOTH et ROY (1992) permet de proposer le principe
d’assemblage suivant.

Les protéines VP3 synthétisées forment dans le cytoplasme une particule instable a
géométrie icosaédrique. Les trois protéines VP1, VP4 et VP6 interagissent avec cette structure
dans laquelle les ARN double brin sont encapsidés. La protéine VP7, sous forme de trimeére,
se fixe a la surface de cette capside interne, puis les protéines VP2 et VP5 constituent, dans
une dernicre étape, la capside externe.

Le cytoplasme des cellules infectées contient des tubules caractéristiques composés
de protéines NSI polymérisées auxquelles seraient associées les protéines VP3 et VP7. La
fonction exacte de ces tubules est inconnue mais ils pourraient étre impliquées dans les
mécanismes de transfert intracellulaire car ils semblent associés aux protéines du
cytosquelette (ROY, 1992b).

1.3.3.7 Libération des virions :

Les particules virales sont associées aux filaments du cytosquelette via les protéines
VP2 et VPS5 et transportées vers le systéme membranaire de la cellule (réticulum
endoplasmique et appareil de Golgi). Les Protéines NS3 et NS3A sont ancrées dans les
membranes des vésicules intracellulaires et dans la membrane cellulaire. Ces deux protéines
permettraient la fixation et le transport des particules virales dans les compartiments
membranaires de la cellule et favoriseraient la libération des virions par bourgeonnement.

1.3.3.8 Réassortiment de segments génomiques :

Des échanges de segments génomiques peuvent se produire lors d’infection
simultanée d’une cellule par deux virus de sérotype différent. La fréquence de réassortiment
des génes est variable : certains geénes, soumis a une forte pression de sélection, sont plus
fréquemment échangés que d’autres. Ce phénoméne de réassortiment participe a 1’évolution
génétique des virus (KARABATSOS, 1985).

Cette étude du virus de la fievre catarrhale nous a montré que chaque protéine

possédait son propre role dans les mécanismes cellulaires engendrés par une infection virale.
Etudions a présent ce qui se produit a I’échelle de I’animal.

1.4/ Epidémiologie analytique

1.4.1 Réservoirs viraux :

Ce sont surtout les moutons qui développent la maladie, mais ce ne sont pas eux le
réservoir principal de la maladie. En effet, le virus infecte tous les ruminants aussi bien
sauvages que domestiques. La virémie chez les bovins pouvant dépasser les 100 jours
(MACLACHLAN, 1994), il y a une forte probabilité qu’un insecte pique un bovin virémique
et se contamine. Cette longue durée de virémie constitue un mécanisme de survie du virus,
notamment dans les régions dont les conditions climatiques empéchent 1’activité des insectes
vecteurs pendant 2 a 3 mois de ’année. Pour cette raison, cette espeéce semble €tre un des
principaux réservoirs de cette maladie, son sang correspondant a la matiére virulente
essentielle.
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Mais le virus, en phase de virémie, peut aussi étre excrété dans le sperme. Des virus
ont été transmis a des vaches sensibles par une semence de taureau contaminé (OSBURN,
1994). Mais cette contamination reste vraiment mineure : sur une étude sur plus de 18000
¢jaculats de taureaux, seulement deux semences contenait des virus de la fiévre catarrhale
(OSBURN, 1994).

1.4.2 Vecteur:

Comme 1’avait souligné SPREULLL (1905), la transmission de la maladie n’est pas
possible par contact direct ou par I'intermédiaire des excréments. De méme, des muqueuses
intactes ne permettent pas 1’entrée du virus dans 1’organisme.

En réalité, mises a part quelques exceptions vues précédemment, la contamination se
fait uniquement par la piqire d’un insecte du genre Culicoides porteur du virus. C’est pour
cette raison que la répartition des cas de fievre catarrhale est reliée a leur localisation. Mais
tous les Culicoides ne peuvent pas jouer le role de vecteur, le virus doit pouvoir s’y multiplié
pour étre de nouveau excrété. C’est pour cette raison que la distribution du virus reste limitée.
Les principales espéces vectrices sont regroupées dans le tableau 4.

Tableau 4 : Principaux vecteurs du virus de la fievre catarrhale du mouton
(OSBURN, 1994)

VECTEUR DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE

Culicoides fulvis Australie, Asie du sud-est
Culicoides imicola Afrique, Europe, Moyen Orient
Culicoides insignis Amérique Centrale et du Sud

Culicoides variipennis Amérique du Nord

Culicoides wadai Australie, Asie du Sud-Est

En Corse, la seule espéce incriminée pour I’instant est Culicoides imicola.
J’approfondirai son étude en traitant de sa biologie et de son rdle direct dans la troisiéme
partie de ce travail.

Pour citation, un dernier mode de contamination a été rapporté : un vaccin canin
contre la maladie de Carré et la parvovirose a été contaminé par des virus de la fievre
catarrhale, via du sérum de bovin infecté, le sérum de veau feetal étant utilisé comme milieu
de culture pour ses qualités nutritionnelles. L’injection du vaccin a alors été fatale pour les
chiennes gestantes (OSBURN, 1994).

1.4.3 Physiopathogénie de la contamination virale :

Le virus est donc généralement inoculé par la piqire d’un insecte du genre Culicoides
qui dépose le virus dans le derme. Celui-ci va alors se diriger vers le ganglion lymphatique le
plus proche ou il va se multiplier pour la premiére fois. Ensuite, il va rejoindre la circulation
principale par I’intermédiaire du systéme lymphatique efférent. Il ira alors se multiplier dans
différents sites secondaires : nodules lymphatiques, rate et poumons. S’ensuivra un relargage
viral dans le sang ou les particules semblent le plus souvent s’associer a des cellules :
érythrocytes et plaquettes essentiellement (MACLACHLAN, 1994).

Le virus ne réapparait donc-dans. le sang qu’au moment de 1’apparition des premiers
signes cliniques, soit-entre-le cinquieme et le onziéme jour apres 1’inoculation. La teneur
maximale du sang en virus étant atteint le septiéme jour: 10° DMI (Dose minimale
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infectante)/ml (BECKER, 1971). Dans le méme temps, le virus peut étre retrouvé dans la rate,
deés la quarante-huitiéme heure qui suit 1’apparition de 1’hyperthermie, a la concentration de
10* DMI/ml. Ensuite, il peut persister jusqu’a 119 jours dans le sang d’un mouton infecté
(KATZ et al., 1993).

Mais au cours de 1’évolution de la maladie, le virus devient de plus en plus difficile a
retrouver, on ne le retrouve que de fagon irréguliére dans le sang, il est le plus souvent associé
a des érythrocytes. Voyons a présent les différentes especes réceptives a ces virus.

1.4.4 Especes réceptives :

Le virus de la Fiévre catarrhale infecte les moutons, les chévres, les bovins et les
ruminants sauvages. L’espece la plus sensible reste le mouton, mais leur sensibilité varie
selon les origines. Les moutons européens semblent plus sensibles que les moutons provenant
d’Afrique ou d’Asie (LOSOS, 1986).

Les cheévres, elles, sont plus résistantes que les moutons et développent la plupart du
temps une infection asymptomatique. Quant aux bovins, ils servent de réservoir pour la
maladie dans la nature, et leur infection se caractérise uniquement par une longue période de
virémie.

Enfin, les ruminants sauvages sont également sensibles au virus de la fi¢vre catarrhale.
Selon I’espéce, ils peuvent développer soit une forme aigué de la maladie soit une forme
asymptomatique. Ainsi, des essais cliniques ont été réalisés sur des femelles élans gestantes,
qui n’ont développé aucun symptdme de la maladie, et sur des biches qui, eux, ont parfois
méme développé des formes fatales (LOSOS, 1986). Les variations de réponse semblent
dépendre a la fois de 1’animal récepteur et de la pathogénicité de la souche.

1.4.5 Physiopathogénie de la réponse immunitaire

Les anticorps n’apparaissent bien souvent qu’apres la phase de virémie. On a
d’ailleurs souvent écrit qu’il existait une corrélation négative entre I’augmentation des
anticorps neutralisants et la diminution de la concentration virale (OSBURN, 1996b). Les
anticorps apparaissent ainsi en moyenne six jours aprés I’infection, mais on peut parfois en
détecter dés quatre jours aprés l’inoculation (OSBURN, 1996b). En moyenne, tous les
animaux sont séropositifs aprés 10jours et le reste pendant au moins 2 a 3 mois (KOUMBATI
et al., 1999). La réponse immunitaire est similaire dans toutes les espéces, seul les durées
d’apparition et de maintient des taux d’anticorps varient. Ainsi, chez les bovins, ils peuvent
persister jusqu’a 6 mois (MACLACHLAN, BARRAT-BOYES, BREWER et STOTT, 1996).

On notera que c’est la protéine VP7 qui va étre a I’origine de la production des
anticorps spécifiques de groupe, alors que les protéines VP2 sont a 1’origine de ceux
spécifiques de type. Ceux-ci aura son importance lorsque 1’on envisagera les méthodes de
diagnostic sérologique, mais pour I’instant intéressons nous a 1’étude clinique d’une infection
par un virus de la fiévre catarrhale.
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1.5 /Etude clinique

1.5.1 Symptbmes

1.5.1.1 Température :

Les animaux infectés présentent une température allant de 40°C jusqu’a 42.5°C entre 4
et 8 jours apres ’infection (JOHNSON et al., 1996). Souvent, on observe une évolution
biphasique avec une premicre augmentation entre J2 et J4, puis une seconde entre J5 et J7. Par
la suite, on note réguliérement des pics de température jusqu’a J20 post-infection (PI).

A noter qu’il existe également des cas apyrétiques dans lesquels les 1ésions spécifiques
se développent ultérieurement (BECKER, 1971). Mais de toute manicre, aucune relation entre
le niveau de I’hyperthermie et I’intensité de la maladie n’a pu étre mise en évidence.

1.5.1.2 Signes cliniques évocateurs :

C’est au pic de virémie, c’est a dire entre J5 et J7, que les symptdmes apparaissent.
L’animal semble alors abattu, devient anorexique et ne rumine plus. On décrit classiquement
3 formes (BECKER, 1971) :

e La forme abortive : Elle ne se manifeste que par une légére hyperthermie et une
congestion irrégulicre de la muqueuse buccale sans véritable inappétence. La
brebis pourra alors avorter ou 1’agneau sera malformé (LOSOS, 1986).

e La forme aigué: 1 a 2 jours aprés le début de la fievre commencent des
mouvements de succion des I¢vres et de la langue consécutifs a une congestion des
mugqueuses buccales, nasale et conjonctivale. Dans le méme temps, apparaissent un
¢coulement nasal d’abord séreux puis muqueux et une salivation moussante (figure
5).

Figure 5 : Mouton atteint d’une forme aigué de Fiévre catarrhale présentant une congestion
des muqueuses buccales et un écoulement nasal muqueux (ZIENTARA S)
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Puis, les muqueuses buccales et les lévres tuméfiées prennent une
coloration violacée (figure 6). Sous la nécrose épithéliale apparaissent alors des
ulceres se recouvrant d’une membrane diphtérique dégageant une odeur fétide.
Des crottes se forment et un cedéme inflammatoire de toute la téte conduit les
animaux a consommer une quantité¢ considérable d’eau (LOSOS, 1986).

Du fait de I’,cedéme pharyngé et de la parésie de 1’cesophage, les
pneumonies mortelles par corps étranger ne sont pas rares, mais plus
fréquemment, on observe des ronflements et une dyspnée intense du fait de la
tuméfaction et des croltes sur les naseaux. Entre 5 et 10% des moutons présentent
une dyspnée sévere pendant 24 a 48 heures en fin de virémie (JOHNSON et al.,
1996).

Lorsque les Iésions buccales commencent a cicatriser (au bout de 5
jours), il apparait une pododermatite au niveau des espaces interdigités d’un ou
plusieurs pieds. Sur tout le corps, on rencontre aussi des 1ésions érythémateuses
qui peuvent entrainer la chute de laine. Chez les jeunes, une diarrhée intense,
souvent hémorragique, compléte généralement le tableau clinique et se termine en
2 a 8 jours par la mort de I’animal. L’atteinte musculaire se traduit quand a elle
par de I’apathie, de 1’asthénie et des torticolis. Souvent, la mort ne survient que 3
semaines plus tard, au cours d’un collapsus, apres une apparente guérison.

Figure 6 : Photo d’un mouton atteint d’'une forme aigué de Fiévre catarrhale présentant une
cyanose de la langue (ZIENTARA S)
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e Laforme subaigué : Les symptomes sont les méme que dans la forme précédente
mais sont moins intenses : on retrouve les lésions des muqueuses buccale et
nasale, la congestion de la peau et la pododermatite, accompagnées
éventuellement de myasthénie et d’exongulation provoquée par les germes
bactériens de surinfection. L’évolution est cependant ralentie et 1’animal périt en
raison de I’amaigrissement et de la chute de laine. Cette mort peut survenir
jusqu’a un an apres le début de I’infection.

La létalité se situe au final entre 2 et 30% suivant les localisations d’étude et les
traitements mis en place (LOSOS, 1986). Les principaux symptdmes retrouvés dans les

différentes formes cliniques de fiévre catarrhale du mouton sont repris dans le tableau 5

Tableau 5 : Symptomes principaux des différentes formes cliniques de fiévre catarrhale du

mouton
-hyperthermie -1ésions ulcératives des
-écoulements nasaux muqueuses buccale et
. -salivation nasale
-hyperthermie . . .
s -asthénie, apathie -congestion de la peau
légere . . ) . o arers
. -coloration violette des Iévres et de la -pododermatite, possibilité
n -congestion des , .
Symptomes mugqueuse buccale d’exongulation
mugqueuses \ s ,
-ulcéres avec membrane diphtérique -myasthénie
-avortement ou ; . . ’a
. -dyspnée, ronflements -mort peu survenir jusqu’a
malformation . \
-pododermatite un an apres
-1ésions érythémateuses sur tout le corps -véritable non valeur
-mort 3 semaines plus tard économique

1.5.1.3 Modifications biochimiques:

Chez les moutons qui survivent a I’infection, on observe une augmentation brutale de
la transaminase glutamino-oxaloacétique (GOT) (Figure 5), de la créatinine kinase (CK)
(Figure 6) et de la lactodéshydrogénase (LDH) (Figure 7) aux alentours de J12. Elles ne
redeviendront normales qu’aprés J21 (JOHNSON et al., 1996). Les moutons qui meurent
avant J11 présenteront une augmentation encore plus importante de ces 3 enzymes dans les 24
a 48 heures qui précedent la mort.
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Les taux sanguins de glucose et d’urée augmentent aussi manifestement au cours de la
maladie et dans les cas particulierement graves, on note également une chute importante de la

teneur en hémoglobine (JOHNSON et al., 1996).

1.5.1.4 Les modifications hématologiques :

L’examen hématologique révele une leucopénie et ultérieurement de I’anémie, ainsi
qu’une déformation d’une partie des globules rouges en poires (BECKER, 1971). La
diminution du nombre de leucocytes a lieu au début de la virémie vers J3. Cette diminution
des leucocytes correspond en réalité a une chute des lymphocytes (les neutrophiles quand a
eux restant en quantité normale). Leur quantité ne redevient normale qu’aprés J13 (Figure 8 et

9). En plus de cela, sur les moutons, on observe une thrombocytopénie, marquée surtout entre
J8etJ11 (MAC COLL et GOULD, 1994).
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Figure 10 : Variation de la concentration en leucocytes dans le sang aprés inoculation de
BLU-23 (JOHNSON et al., 1996)
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Auparavant, on avait déja remarqué la formation d’hématomes sur le placenta (OSBURN,
1994). Le virus de la FC semble infecter les lymphocytes, les monocytes et les hématies,
I’hématome représentant une localisation privilégi¢e de ce type de cellules. C’est seulement
au cours du premier pic de virémie que 1’on peut trouver le virus libre dans le plasma.

Ensuite, comme beaucoup d’autres virus, le virus de la FC infecte les cellules
indifférenciées et provoque de nombreuses modifications cytologiques. C’est donc le stade de
différenciation qui dictera le type de I1€sions neurologiques (OSBURN, 1996a) : si I’infection
a lieu entre le 50°™ et le 60™™ jour de gestation on observe une hydranencéphalie et une
dysplasie des cellules de la rétine a la naissance, dues a une importante nécrose. Si I’infection
a lieu entre le 70" et 80“™ jour de gestation, les cellules gliales sont détruites et on aura une
proencéphalie et la formation de kystes cérébraux. Les infections aprés 100 jours, quand a
elle, provoquent seulement 1’apparition de nodules focaux a développement modéré de
cellules mononuclées dans le cerveau, mais aucune lésion destructive.

De nombreux rapports épidémiologiques ont également pu mettre en évidence des
mortalités embryonnaires dans des troupeaux infectés par la FC en se basant sur la diminution
du taux de conception. Le mécanisme proposé¢ mettrait en cause une ¢lévation des
prostaglandines F2alpha (OSBURN, 1996a).

1.5.1.6 Effets sur la fertilité

Le virus de la FC peut se retrouver dans la semence des boucs infectés en phase de
virémie. Le point critique qui entrainerait le passage de virus dans la semence, semblerait étre
la présence de globules rouges ou de cellules monocluéaires qui contiendrait des particules
virale a ce moment 14 dans la semence. Contrairement a ce qui avait été dit dans certaines
ancienne études, on ne le rencontre pas seul dans les spermatozoides (OSBURN, 1996a).

En ce qui concerne les infections aigu€s par un virus de la FC, on observe une
infertilité transitoire consécutive a 1’élévation de la température. Elle se manifeste le plus
souvent le plus souvent par une azoospermie (OSBURN, 1996a).

1.5.2 Tableau lésionnel :

1.5.2.1 Lésions macroscopiques (BECKER, 1971):

Les animaux morts des suites de FC ou euthanasiés apres des symptdmes évocateurs,
apparaissent souvent a 1’autopsie cachectiques et anémiques. Au niveau de la peau et des
muqueuses, on observe de la congestion, des pétéchies, de la cyanose et de I’cedéme. Les
1ésions de congestion, rouge vif, apparaissent d’abord a la face interne des lévres, mais cette
coloration devient vite cyanosée et gagne d’autres muqueuses (vaginale,...). Des crofites
muco-sanguinolantes viennent recouvrir les naseaux aprés une semaine. Les zones de la
muqueuse soumises aux mouvements des dents présentent rapidement des excoriations, des
ulceres et de la nécrose. Dans les cas graves, 1’épithélium lingual peut s’abraser dans sa quasi-
totalité. Le tableau caractéristique de la FC s’accompagne d’une tuméfaction cedémateuse et
d’une cyanose de la langue. Il est a noter que ce tableau clinique présente malgré tout des
variations en terme de fréquence : ainsi, en Californie il représente méme une exception.

La conjonctive est souvent parsemée de pétéchies et présente une réaction catarrhale
importante. La congestion de la peau est quant a elle plus ou moins visible selon 1’épaisseur
de laine. Si on retrouve des lésions de la couronne, on peut &tre certain que I’infection date
d’au moins 9 jours. On retrouvera une congestion des lames du podophylle, du bourrelet
coronaire et parfois de petits ulcéres interdigités. Ces lésions pourront évoluer jusqu’a
I’exongulation.

Les pétéchies et les suffusions se rencontrent aussi sur la muqueuse de 1’cesophage,
des réservoirs gastriques, de la caillette et plus rarement de I’intestin gréle. Peu de temps
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avant la mort, on observe une entérite catarrhale hémorragique qui vient compliquer
1’évolution de I’affection.

Ces lésions vasculaires se rencontrent aussi dans le myocarde, 1’épicarde et
I’endocarde, les muscles striés, et plus rarement dans la trachée, les cavités nasales, la vessie,
I’urétre et la plévre. La découverte de petites hémorragies a la base de 1’artére pulmonaire
accompagnées d’une péricardite fibrineuse est pathognomonique de la FC (JOHNSON et
al.,1996) (Figure 12).

On observe également de I’cedéme et une infiltration gélatineuse dans le tissu sous
cutané et surtout dans la région de 1’auge et dans les espaces intermusculaires. Le péricarde, le
thorax et I’abdomen sont parfois remplis de transsudat. En général, les poumons sont
oedémateux, on peut observer une pneumonie par corps étranger déja évoquée.

Les ganglions lymphatiques sont hypertrophiés, congestionnés et oedémateux. Lors
d’infection secondaire, on peut observer une splénomégalie. De temps a autre, on retrouve des
zones de nécrose sous forme de taches grises dans les muscles des lombes et le myocarde.

Figure 12 : Hémorragie de 1’artére pulmonaire sur un mouton mort a la suite d’une infection
par le virus de la Fiévre catarrhale (ZIENTARA S)

1.5.2.2 Les lésions microscopiques (BECKER, 1971):

Sur le plan histologique, les hémorragies par diapédése dominent. Les Iésions
vasculaires si¢gent principalement dans la média, plus rarement dans 1’adventice des artéres
pulmonaires, et se traduisent par une nécrose et une hyperplasie de 1’endothélium des vasa
vasorum logés dans la média. On remarque aussi la présence de nombreuses thromboses
capillaires a divers endroits.

Dans les régions en ¢état d’irritation permanente (cavité buccale, muqueuses, ...), on retrouve
une participation leucocytaire importante sous forme d’agrégations. Quant aux zones
d’¢érosions de la peau et des muqueuses, on y observe une dégénérescence ballonisante
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localisée initialement a la couche germinative, et qui envahit par la suite les autres couches
(LOSOS, 1986). Ces deux phénoménes peuvent s’associer pour former des pustules, des
ulceres ou méme de la gangrene selon 1’action des germes pathogenes secondaires.

La chute de poils fait suite a la congestion, 1I’exanthéme et la dermatite qui ont lieu au
niveau des follicules pileux. La pododermatite de la FC apparait aprés des phénomenes de
stase et la formation de stries dans la région des coussinets plantaires. Elle s’accompagne
d’hémorragies, de transsudations et, ultérieurement, d’exsudats riches en leucocytes entre la
zone papillaire etla paroi cornée. Si I’animal en réchappe, il conservera une trace de
I’infection sous forme de stries concentriques sur les sabots.

Dans les muscles striés, les striations des fibres musculaires disparaissent et le
sarcoplasme est en état de turgescence, avec en plus une nécrose de coagulation et une
dégénérescence hyaline. Ultérieurement les fibrilles se rétractent et le noyau entre en pycnose.
Ensuite, on assiste a des phénomenes de phagocytose, de régénération et d’envahissement des
gaines de sarcolemme vide par du tissu conjonctif.

Des études expérimentales ont également montré qu’on pouvait retrouver des 1ésions
de vascularite des artéres et artérioles dans le stroma endométrial des placentomes
(ANDERSON et JENSEN, 1969). Quant au fcetus, selon le moment de I’infection, on peut
retrouver une méningo-encéphalite non suppurée, ou une zone nécrotique focale, ou
simplement des nodules lymphoides sur la rate.

En définitif, I’intensité des lésions reste fonction a la fois de la souche de virus, de la
sensibilit¢ de la race, de la réceptivité¢ individuelle et de facteurs de 1’environnement. Le
tableau 7 récapitule les principales 1ésions observés suite a une infection par un BTV.

Tableau 7 : Lésions les plus couramment observées suite a I’infection par un virus de la
Fiévre catarrhale

Lésions macroscopiques -cachexie, anémie
-au niveau des muqueuses : pétéchies, cyanose, cedéme, congestion,
puis ulceres, excoriations et nécrose
-crolites muco-sanguinolentes sur les naseaux
-tuméfaction oedémateuse de la langue
-entérite catarrhale hémorragique
-nombreuses zones d’hémorragie sur différents organes (trachée,
endocarde, plévre, artére pulmonaire, cesophage,...

1.5.3 .Pronostic :

Il n’est pas toujours aussi sombre que le laisserait supposer la description détaillée qui
précede. On peut voir des animaux trés gravement atteints se rétablir alors que d’autres moins
atteints meurent subitement. Le pronostic est particuliérement sombre lorsque les muqueuses
sont le siége d’infections bactériennes_secondaires .et lors de diarthée hémorragique
(BECKER, 1971). -

La morbidité est en général de 10 a 50%, mais elle peut étre p]ﬁs&élevée. La [étalité,
quand a elle, peut atteindre 90%, mais est en générale de I’ordre de'2-a 30%. Il est alors
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évident que le pronostic ne dépend pas uniquement de la virulence de la souche, mais aussi
d’autres facteurs : sensibilit¢ individuelle ou raciale, état d’immunité, age des animaux,
température extérieure, ensoleillement, épaisseur de laine, conditions de vie des animaux,
alimentation, maintien en stabulation ou au paturage.

Ainsi le pronostic reste toujours sérieux pour les animaux a laine dont la toison perd
au moins 12% de sa valeur pour la campagne suivante (BECKER, 1971), et il faut également
tenir compte des pertes liées aux avortements et a la mortinatalité. Enfin, il ne faut pas oublier
que pendant la lente convalescence (de 3 semaines a 1 an), I’animal constitue une cible idéale
pour les affections secondaires : coccidiose, piroplasmose, trypanosomiase,... (JOHNSON et
al., 1996). Ceci arréte le développement des animaux affaiblis et rend la laine totalement
inutilisable tout au long de la période. Ces animaux deviennent donc de véritables « non-
valeurs économiques ».

Apres ces rappels concernant la fievre catarrhale du mouton et le virus correspondant,
je vais développer les différentes méthodes de diagnostic de la maladie en m’attardant plus
amplement sur les techniques que j’ai moi-méme réalisées a I’AFSSA.
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II/ Méthodes de diagnostic expérimental de la fievre
catarrhale du mouton

Le diagnostic de la fievre catarrhale doit se faire selon des normes strictes car cette
maladie est inscrite sur la liste A de I’Office international des épizooties (OIE) En France,
c’est le laboratoire de 1’Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) de
Maisons-Alfort, ou j’ai pu réaliser certaines manipulations, qui reste le laboratoire de
référence.

2.1/ Diagnostic virologique

2.1.1 Prélevements

Dans cette partie, nous cherchons a détecter le virus et ses antigénes. Or ce n’est pas
dans le sang qu’on le retrouve principalement. Ce sont la rate, les ganglions lymphatiques ou
des biopsies de 1ésions de I’appareil digestif ou respiratoire, qui représentent les prélévements
de choix pour le diagnostic direct du virus. Mais ceux-ci ne peuvent étre réalisés que sur
animal mort. Sur un animal vivant, le sang sera utilis¢, prélevé sur tube EDTA. Mais le virus
s’y trouvant associé aux érythrocytes, la sensibilité de notre test devra n’en €tre que plus
importante.

Le virus peut étre isolé surtout a partir de la rate 14 jours aprés I’infection
(PEARSON, GUSTAFSON, SHAFER et ALSTAD, 1996), la rate ne restant positive que
jusqu’au 28°™ jour, ceci avec les méthodes classiques d’isolement. Grice aux outils
moléculaires dont nous disposons actuellement, le virus pourra aussi é&tre isolé plus
tardivement (MACLACHLAN et al., 1994). Bien entendu, les prélévements doivent étre
rapidement acheminés et sous couvert du froid (a +4°C).

Aussi, il ne faut pas oublier que pour les suivis épidémiologiques de certaines
régions, le virus doit pouvoir aussi étre isolé¢ directement a partir des Culicoides vecteurs.
Pour cela, on se contente de produire un homogénat de cellules d’insectes, que 1’on met
ensuite en suspension pour effectuer les analyses (WILSON et CHASE, 1993).

La préparation des échantillons de mammiféres est simple : pour les tissus tel que le
rate ou les nceuds lymphatiques, ils sont broy€s, puis mis en suspension. La semence, quand a
elle est diluée au 1/10°™ puis utilisée ainsi. Pour le sang, les globules rouges peuvent étre
lavés avec du PBS puis lysés avec de 1’eau stérile et on récupére la solution (AFSHAR, 1994).

Il faut noter que des recherches virales ont aussi €té réalisées dans la semence des
males reproducteurs, mais cela ne correspond pas a la recherche virale classique. C’est
uniquement utilisé¢ a des fins de recherche, pour étudier les modes de transmission possibles
de la maladie (WILSON, 1990).

C’est a partir de ces produits que 1’on va chercher a isoler 1’agent de la fiévre
catarrhale du mouton, en gardant bien en téte, que dans la majeure partie des cas, on ne
dispose que de sang.

2.1.2 Isolement de I'agent:

Les méthodes de diagnostic sont identiques pour les ruminants domestiques et pour
les ruminants sauvages. Différentes méthodes permettent I’isolement viral, mais la plus
utilisée actuellement est la culture sur ceufs embryonnés. L’inoculation au mouton reste
parfois utilisée lorsque le titre viral dans le sang reste trés bas, notamment si le prélévement a
¢té obtenu longtemps aprés I’infection virale (OFFICE INTERNATIONAL DES
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EPIZOOTIES, 2000). Quant a I’isolement sur culture cellulaire, il présente certains avantages
pratiques et économiques.

2.1.2.1 Isolement par inoculation a des ceufs embryonnés :

C’est la méthode la plus couramment utilisée pour le diagnostic de routine de la
fievre catarrhale du mouton. Elle a été décrite dans la littérature pour la premicre fois en 1941
par MASON et al, mais I’inoculum était injecté¢ dans le sac vitellin (AFSHAR et al., 1991).
Ce n’est qu’en 1968 que JAIN et al., cités par GAYA et al. (2000), réaliseront 1’injection en
intraveineuse. Celle-ci a permis d’améliorer de plus de 100 fois la capacité a détecter le virus.
Mais pour I’instant, je vais m’attacher a décrire la technique que j’ai pu moi-méme réaliser
lors de mes manipulations au sein de ’AFSSA.

2.1.2.1.1 Principe de la méthode réaliser a ’AFSSA :

La méthode compléte que j’ai pu réaliser a I’AFSSA est détaillée dans 1’annexe 1
(p105). Je me contenterai de la résumer.

Pour réaliser cet isolement, il faut des ceufs embryonnés de 10 a 11 jours provenant
de 'INRA, sur lesquels un vaisseau sanguin assez important est repéré. Puis un morceau de
coquille est 0té en regard de celui-ci, et I’inoculum est injecté directement dans le vaisseau
(figure 13).

Figure 13 : Retrait du morceau de coquille et injection de I’inoculum lors d’une
inoculation a des ceufs embryonnés

Ensuite, ’ceuf est incubé a 35°C pendant au moins 5 jours. Les ceufs morts avant 24
heures sont jetés, ceux morts entre 2 et 5 jours sont récoltés chaque jour, et ceux encore
vivants sont alors tués par congélation. Les éventuelles Iésions de la fievre catarrhale :
hémorragie générale, malformation, atrophie, sont alors observées. Enfin, ils sont broyés pour
récolter un homogénat qui pourrait €tre inoculé a des cellules, a de nouveaux ceufs, ou servir a
une extraction d’ADN.
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2.1.2.1.2 Difficultés rencontrées :

La difficulté principale dans cette technique consiste en I’obtention d’une fenétre
dans la coquille sans abimer la membrane de I’ceuf. C’est un geste trés difficile a accomplir au
début et pour lequel il faut un grand calme et une importante concentration. Par contre, les
injections intraveineuses m’ont paru relativement faciles a réaliser.

L’autre probléme réside dans 1’obtention des ceufs embryonnés. En effet, il faut
impérativement se fournir auprés de I'INRA, qui n’en possede qu’un stock limité, et a des
couts assez €levés. De plus, une fois que ceux-ci sont livrés, il faut impérativement les utiliser
dans les deux jours qui suivent car aprés ’embryon est trop agé. Enfin, il en faut une quantité
suffisante : pour chaque échantillon, il faut un minimum de 3 ceufs, et encore certains auteurs
recommandent d’en utiliser 10. Les ceufs mal percés ou pour lesquels I’injection est mal
effectuée meurent alors dans les 24 heures et doivent étre éliminés.

2.1.2.1.3 Caractéristiques de la technique :

La sensibilité de cette technique égale celle de I'inoculation aux moutons et est
supérieure a celle de la culture cellulaire. Elle va permettre une multiplication du virus, et
donc d’augmenter sa concentration dans les échantillons obtenus. Sur des embryons morts
entre le 3™ et le 6™ jour, on parvient a des concentrations entre 10° et 10’ (CLAVIJO et al.,
2000).

2.1.2.1.4 Variantes éventuelles :

La technique que j’ai présentée précédemment est celle que j’ai pu réaliser a
I’AFSSA, mais il existe des variations selon les laboratoires. Certains utilisent des ceufs
jusqu’a 13 jours d’age, mais le défaut reste que 1’on observe davantage de morts non
spécifiques, la spécificité en est alors réduite (PEARSON et al., 1996). D’autres vont utiliser
jusqu’a quinze ceufs par échantillon, mais la sensibilité n’en est pas pour autant améliorée
alors que le coiit de I’analyse par échantillon en est lui multiplié par quatre.

Ainsi, la technique d’isolement sur ceufs embryonnés reste la technique de routine
pratiquée en premiere partie, pour I’isolement du virus. Mais elle va devoir étre suivie
d’autres examens pour spécifier la nature exacte de 1’agent viral. On réalisera alors souvent
une culture cellulaire.

Le tableau 8 récapitule les caractéristiques principales de la technique d’inoculation
sur ceufs embryonnés.

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des caractéristiques de la technique d’inoculation sur ceufs
embryonnés

\ , o -Augmenter la
Trés bonne Nécessité d’une g ;
: o ere s . Augmente la . concentration
Inoculation sur | sensibilité (environ . confirmation par .
o : concentration virale dans les
ceufs 90%), mais la . une culture , .
, y e virale . ¢échantillons
embryonnés spécificité reste . cellulaire ou une or -
‘1 rapidement -1% criblage des
médiocre PCR . .
¢chantillons
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2.1.2.2 Isolement par culture cellulaire :

Cette technique peut étre utilisée seule a partir des prélevements effectués sur les
moutons, mais la plupart du temps elle est réalisée a la suite de la culture sur oeuf embryonnés
de poules (AFSHAR, 1994). La méthode complete que j’ai pu réaliser a I’AFSSA est détaillée
dans I’annexe 2 (p107), je me contenterai ici de la résumer.

2.1.2.2.1 Principe de la méthode réalisée a I’AFSSA :

Pour cet isolement, il faut déja obtenir des boites de culture monocouche de cellules
BHK-21 de 24H. Ensuite on y incorpore I’inoculum en prenant garde d’avoir un témoin
négatif.

Ensuite on laisse les boites a incuber a 37°C sous 5% de CO,, et tous les jours, on
vient observer les monocouches pendant une semaine en recherchant les effets cytopathiques
(Figure 14). En I’absence d’effet cytopathiques aprés 8 jours, on effectue des passages
successifs, aprés congélation des boites, en procédant de la méme maniére qu’avec le premier,
les surnageants des boites des passages précédents servant d’inoculum.

Figure 14 : Exemple d’effet cytopathique d’un BTV sur un tapis de cellules BHK-21
(ZIENTARA S)

2.1.2.2.2 Difficultés rencontrées :

La principale difficulté rencontrée dans la réalisation de ces cultures cellulaires
consiste a réussir a travailler dans des conditions de parfaite stérilité. J’ai pu voir certaines de
mes cultures totalement détruites par la présence d’une levure dans la boite de culture.

En ce qui concerne I’observation des effets cytopathiques, méme si au départ cela
peut sembler un peu délicat quand on n’est pas habituer a observer des tapis de cellules, on
acquiert rapidement de 1’expérience et cela devient un automatisme. Les cellules semblent
former des amas, le tapis homogene n’existe plus. De plus, il se forme parfois des granules
dans les cytoplasmes et les noyaux semblent entrer en pycnose.
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Avec un microscope électronique, une structure spécifique du virus de la fievre
catarrhale peut aussi étre observée : des tubules de 68nm de diamétre de conformation
hélicoidale avec une périodicité de 9nm (essentiellement formés a partir de NS1) (AFSHAR,
1994).

2.1.2.2.3 Caractéristiques de la technique :

La culture cellulaire permet donc d’isoler et d’identifier le virus de la fievre
catarrhale du mouton, mais il doit absolument suivre une culture sur ceufs embryonnés de
poule car sans le cela, la sensibilit¢ de cet examen devient trop faible. Et malgré tout, une
identification finale du virus devra étre réalisée pour ne pas le confondre avec d’autres
Orbivirus similaires tel que le virus de la maladie hémorragique épizootique du cerf (ou
EHDV).

2.1.2.2.4 Variantes éventuelles :

Lors de mes manipulations, j’ai utilisé¢ des cellules BHK-21, mais de nombreux
autres types de cellules peuvent étre utilisés. Les cellules Vero (cellules de rein de singe gris
d’Afrique) sont parfois employées mais elles sont un peu moins sensibles. Par contre,
récemment, certaines ¢tudes ont montré que des cellules CPAE (Calf Pulmonary Artery
Endothelial ou cellules d’endothélium pulmonaire de veau) présenteraient une plus grande
sensibilité que les cellules BHK-21 (AFSHAR, 1994). Mais cela reste controversé selon les
protocoles. Les cellules BHK-21 présentent le second avantage de produire le titre maximal
de virus extracellulaire. A noter que, parfois, sont aussi employées des cellules d’Aedes
albopictus C3/36, mais elles ne présentent pas d’avantage particulier (PEARSON et al.,
1996).

Le tableau 9 récapitule les principales caractéristiques de la technique d’isolement
par culture cellulaire.

Tableau 9 : Tableau récapitulatif des caractéristiques de la technique d’isolement par culture

cellulaire
|_Technique [ Caractéristiques _ Avantages Inconvénients __Utilisation |
-Sensibilité trés bonne -Confusion A la suite
(environ 90%) si a la possible avec un  d’une culture
Isolement par | suite d’une inoculation Diagnostic EHDV sur ceufs
culture sur ceufs embryonnés fiable et -Doit étre précédé  embryonnés
cellulaire -Spécificité trop faible économique  d’une inoculation pour un
si non suivi d’une sur ceufs premier
identification embryonnés diagnostic

2.1.2.3 Isolement par inoculation a des moutons :

2.1.2.3.1 Principe de la méthode

La méthode d’inoculation aux moutons a ¢été¢ décrite pour la premiere fois par
SPREULLL en 1902 (AFSHAR, 1994). Elle consiste en une injection a des moutons
séronégatifs de 10 a 500 ml de sang contaminé ou 10 a 50 ml de tissus en suspension.
L’inoculum est administré en sous-cutanée par point de 10 a 20 ml. Parfois, I’injection peut
aussi €Etre réalisée en intraveineuse avec de gros volumes. Ensuite, 28 jours apres
I’inoculation, on recherche par immunodiffusion sur gel d’agarose ou par une ELISA
compétitive la présence d’anticorps dirigés contre le virus de la fiévre catarrhale (OFFICE
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INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2000). Bien sir, pendant toute cette période,
I’apparition de tout signe clinique se rapportant a la maladie est surveillée.

2.1.2.3.2 Caractéristiques de la technique

Je n’ai pas vu utiliser cette technique car elle n’est plus réalisée que dans des cas
exceptionnels (certification de région indemne, recherche dans les semences). En effet elle
reste beaucoup trop coliteuse et beaucoup trop longue. Elle semblerait intéressante dans les
cas ou le virus ne se retrouverait qu’en tres faible quantité dans le prélévement.

Mais, a présent, I’ensemble des unités de recherche se contente d’une culture sur
ceufs embryonnés puisqu’elle posséde quasiment la méme sensibilité. De plus, avec les outils
moléculaires dont nous disposons actuellement, nous sommes capables de détecter méme une
infime quantité de virus dans un échantillon (comme nous le verrons des les parties qui
suivent).

2.1.3 Identification de l'agent:
Les Orbivirus isolés sont systématiquement identifiés grace a leur réactivité avec les
antisérums standards qui détectent certaines protéines, telles que VP7 qui reste toujours

conservée au sein de chaque sérogroupe.

2.1.3.1.Sérogroupage des virus :

Je vais m’attacher a ne présenter ici que les tests qui permettent de distinguer le virus
de la fievre catarrhale des autres Orbivirus. Je ne ferai en outre que les survoler car je n’ai pu
en réaliser aucun. Je présenterai I’identification des virus a I’aide de PCR, dans une troisiéme
partie.

2.1.3.1.1 Par immunofluorescence (AFSHAR, 1994) :

C’est en 1962, que la méthode des anticorps immunofluorescents a été utilisée pour
la premicre fois pour rechercher des virus de la fievre catarrhale. Elle est restée pendant de
nombreuses années la méthode de prédilection pour déterminer les antigenes de groupe
présents a la surface du virus. Elle permettait notamment la différenciation du virus de la FC
et de celui de la maladie hémorragique €pizootique.

Dans cette méthode (Figure 15), on infecte un tapis de cellules BHK ou de cellules
de rein de feetus de bovin avec les produits de cultures cellulaires ou de cultures sur ceufs
embryonnés de poule. Aprés 24 a 48 heures, lorsque l’on voit apparaitre des effets
cytotoxiques, on fixe les cellules infectées avec de I’acétone. Ensuite on applique des
anticorps anti-virus de la fievre catarrhale, obtenus en laboratoire a partir d’animaux de ferme
(le plus souvent des cobayes). Pour finir, on révele les complexes formés avec des anticorps
anti-IgG de cobaye conjugués a de 1’isocyanate fluorescent.

46



Inoculum
contenant le
virus

Acétone
Anticorps contre
BTV
Incubation
24 4 48h
O O O

Anticorps anti

IgG conjugués
avec une enzyme

Présence de virus révélée
alors par la fluorescence

—»: Ajout d’un

O O O réactif
: Virus de la fiévre
O Catarrhale

: Tapis cellulaire
VA

A

Figure 15 : Représentation schématique de la méthode d’identification virale par
immunofluorescence

L’immunofluorescence reste la méthode de routine pour 1’identification des virus de
la fievre catarrhale, méme si jusqu’a présent elle ne permettait pas le sérotypage des virus.
Mais la progression des recherches ayant permis d’améliorer la production d’anticorps
monoclonaux, il serait certainement possible dans 1’avenir de sérotyper les virus grace a
I’immunofluorescence. Mais face a I’avancement d’autres méthodes plus faciles a réaliser et
aussi efficaces, elle a été écartée des tests utilisés pour le typage des virus.

2.1.3.1.2 Par ELISA (Antigen-capture enzyme-linked
immunosorbent assay)

Ce type de test a été décrit pour la premicre fois dans la littérature en 1989 par
Huissein qui décrivait un ELISA sandwich avec deux types d’anticorps, réalisée a partir des
produits d’une culture cellulaire sur BHK-21 (AFSHAR, 1994).

Dans cette technique (Figure 16), le virus, qui provient de cultures cellulaires ou
d’ceufs embryonnés, est appliqué sur une plaque de PVC sur laquelle sont attachés des
anticorps monoclonaux qui vont fixer la protéine VP7 du virus de la fievre catarrhale. Les
anticorps monoclonaux sont obtenus a partir des préparations d’ascite de souris. On laisse
ensuite incuber une heure a 37°C, puis on lave la plaque. On fait ensuite réagir des anticorps
de lapins antivirus de la fiévre catarrhale. On incube encore une demi-heure, puis on rince de
nouveau. Enfin, on ajoute des anticorps anti-IgG de lapin conjugués a une enzyme qui va
permettre de révéler les réactions Antigene-Anticorps. La lecture de résultat se fait alors en
mesurant la densité optique de chaque puits, en n’oubliant pas les témoins positifs et négatifs
(STANISLAWEK et al., 1996).
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Figure 16 : Représentation schématique de la méthode d’identification virale par
E.L.LS.A.

Cette technique s’est révélée trés sensible, elle est capable de détecter dans une
suspension de 100 Culicoides le virus présent dans un seul des insectes (AFSHAR, 1994).
Elle présente ¢galement I’avantage de fournir un résultat rapidement : environ quatre heures.
Mais la méthode présente aussi des limites. En effet, si les recherches antigéniques sont
réalisées assez tardivement apres 1’infection, la réaction antigene anticorps peut étre bloquée
par la présence d’anticorps provenant de 1’organisme de I’animal qui cherche a se défendre.
De plus, il s’est avéré qu’avec certaines souches de virus (les sérotypes 4, 15 et 19), la
réaction antigéne anticorps ne se faisait pas aussi facilement, et on obtenait beaucoup de faux
négatifs (certainement a cause de différence de structure au niveau de la protéine VP7).

En conclusion, cette méthode peut se révéler tres sensible, mais elle est a réserver au
diagnostic dans les régions non endémiques de fi¢vre catarrhale, méme si les progres on
permis d’améliorer la sensibilité pour les souches des sérotypes 4, 15 et 19. Elle n’a d’ailleurs
jamais espérer supplémenter les méthodes d’identification virale classiques (HAWKES et al.,
2000).

2.1.3.1.3 Par immunospot test :

Cette méthode est également décrite dans le manuel de I’OIE (OFFICE
INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2000).

Des petits volumes (2ul) de surnageant de cellules de culture ou de cellules lysées
sont absorbés par des morceaux de nitrocellulose et ensuite séchés. Puis, les sites de fixation
non spécifiques sont bloqués avec une solution contenant des protéines de lait écrémé. Ensuite
des anticorps monoclonaux de souris dirigés contre la protéine NS2 (spécifique de groupe)
sont ajoutés. La préparation est alors incubée. Apres, il ne reste plus qu’a ajouter des
immunoglobulines anti-souris conjuguées a une peroxydase de raifort. Les réactions positives
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seront alors visualisées comme des points bruns, aprés une dégradation enzymatique du
substrat par un mélange d’eau oxygénée et de diaminobenzidine (Figure 17).

Inoculum
3
3
3
\ »* W * Ajout de protéines de lait
Séch > pour bloquer le reste des
cchage sites de fixation
Morceau de nitrocellulose \
Substrat ‘

Coloration brune

Anticorps
anti-NS2

Figure 17 : Représentation schématique de la méthode d’identification virale par
Immunospot test

Cette méthode permet de détecter et d’identifier le virus de la fievre catarrhale dans
les surnageants de cultures cellulaires infectées. Cependant la détection n’est pas possible a
partir de sang de mouton infect¢ ou a partir des tissus de culture sur ceufs embryonnés
(AFSHAR, 1994). En réalité, cette technique n’est plus utilisée dans aucun laboratoire.

2.1.3.1.4 L’hybridation in situ :

C’est la dernicre méthode décrite dans le manuel de I’OIE (OFFICE
INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2000) mais ne reste utilisée que pour certaines
recherches et non en routine.

Les cellules infectées sont utilisées réhydratées avec du PBS (Figure 18). Les sondes
sont dénaturées avec un mélange d’ADN de sperme de saumon et de formamide, le tout est
chauffé a 100°C pendant 10 minutes. Apres un refroidissement rapide dans de la glace, les
sondes sont mélangés a la solution d’hybridation, composée de formamide désionis¢, de
dextran sulfate, de vanadyl ribonucléoside complexe, de citrate standard salin, de sperme de
saumon et de dithiothreitol. Le morceau d’ADN choisi pour I’hybridation est le segment 3,
mais cela peut varier selon les souches a analyser. Le segment est marqué avec du “P.
L’hybridation va avoir lieu pendant 16 heures a 37°C. Puis quelques lavages avec un mélange
de formamide désionisé et de citrate standard salin sont réalisés. Enfin, les zones
d’hybridation sont révélées par autoradiographie grace au *°P fixé¢ (SCHOEPPet al., 1991).
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Figure 18 : Représentation schématique de la méthode d’identification virale par
hybridation In situ

Cette technique est utilisable pour I’identification du virus mais elle reste trop
complexe pour étre pratiqué en routine. D’autant plus qu’elle n’est pas aussi sensible que la
simple culture cellulaire ou que I’immunofluorescence, il faut des concentrations virales
supérieurs a 30 PFU/ml (WELCHER et al., 1990). C’est pour cette raison que 1’hybridation in
situ a été abandonnée, les fragments d’ADN se révélant beaucoup plus utile lors de la
réalisation d’une PCR (comme nous le verrons dans la troisi¢me partie).

Pour I’instant, je me suis attaché a décrire les méthodes les plus utilisées pour
identifier le virus en complément des cultures sur ceufs embryonnés et des cultures cellulaires.
Mais il en existe quelques autres que je me permettrais au moins de citer :

- ’examen au microscope électronique des cellules infectées dans lesquelles certaines
structures spécifiques peuvent étre repérer (les tubules évoqués dans la partie sur la culture
cellulaire).

- I’identification indirecte peroxydase / antiperoxidase, mais ce test n’est plus que rarement
utilisé.

- des essais de diagnostic on été réaliser par hémagglutination ou par fixation du complément
mais les résultats n’étaient pas suffisamment satisfaisants pour que ces test soient utilisés en
pratique courante. A noter quand méme que c’est par cette derniere méthode qu’a été identifié
le premier virus australien de fi¢vre catarrhale.

Le tableau 10 résume I’ensemble des caractéristiques de ces 4 dernieres méthodes
d’identification virale.
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Tableau 10 : Caractéristiques des différentes techniques d’identification virale

-Ancienne méthode de

Rapide et Impossibilité de BTV des EHD
fiable sérotyper les virus -Méthode encore utilisée en

routine pour identifier les virus
de la FC

Immunofluorescence

Détection qu’a partir

Immunospot Test de surnageant de -Plus utilisée actuellement
culture cellulaire

Maintenant que nous connaissons les moyens de détecter 1’agent de la fievre
catarrhale, je vais présenter les tests qui permettent de caractériser les différentes souches
virales.

2.1.3.2 Sérotypage des virus par neutralisation:

2.1.3.2.1Principe de la méthode réalisée a 1I’AFSSA: Par
réduction de plaque :

L’annexe 3 (p109) décrit ’intégralité de la méthode utilisée a I’AFSSA, dans cette
partie, je me contenterai de la résumer.

Pour commencer, le virus est dilué dans des tubes de 10 en 10, de 10" a 107
Ensuite, le virus est placé dans les différentes cupules d’une microplaque, en prenant soin
d’identifier chaque cupule. Dans chaque cupule, I’antisérum spécifique est alors ajouté et la
réaction se poursuit seule durant une heure.

Pendant cette incubation, des cellules sont mises en suspension a partir de boites de
cellules non contaminées. Puis, lorsque I’incubation est achevée, ces cellules sont ajoutées a
chaque cupule, et il ne reste plus qu’a mettre la microplaque a 1’étuve.

Les plaques sont ensuite colorées et lues environ 8 jours apres : la destruction ou non
des cellules est observée. C’est donc le sérum qui aura permis la neutralisation du virus qui
nous fournit le sérotype et la concentration virale.

2.1.3.2.2 Caractéristiques de la technique
La séroneutralisation virale est le principal test approuvé par I’OIE pour sérotyper les
24 sérotypes de la fievre catarrhale. Elle présente une bonne spécificité pour 1’ensemble des

virus BTV. Les antisérums nécessaires sont obtenus la plupart du temps a partir de cobayes ou
a partir de lapins, car ce sont leurs antisérums qui permettent d’obtenir le moins de réactions
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croisées et donc la meilleur spécificit¢é (OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES,
2000).

Cette méthode présente malgré tout un désavantage : le temps qu’elle nécessite : plus
de 8 jours pour pouvoir interpréter les résultats. Or, lors de la gestion d’une épizootie, il faut
réagir au plus vite.

2.13.23 Variantes de la technique (OFFICE
INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2000) :

Bien entendu, il existe d’autres méthodes qui permettent de déterminer le sérotype
d’un virus mais elles ne sont pas réalisées a ’AFSSA. Je les présente donc briévement :

e Par inhibition de plaque :

Le test est réalisé dans une boite de Pétri de 90mm de diamétre, contenant un tapis de
cellules. Celui-ci est infecté avec environ 5.10° PFU de virus inconnu. Aprés ’adsorption,
I’inoculum est retiré et la boite est couverte par un gel d’agarose. Les antisérums standard
sont mis chacun sur un disque de papier absorbant et placés sur la surface d’agarose. La
préparation est alors laissée dans 1’incubateur pendant 4 jours. La zone de neutralisation ou
les cellules ont survécues correspond au disque de 1’antisérum homologue.

e Par micro titre neutralisation :

Environ 100 TCIDsy du virus inconnu sont ajoutées dans un volume de 50ul. Ceux-ci
sont alors placés dans les cupules d’une microplaque a fond plat, et mélangés avec un volume
égal d’antisérum dilué dans du milieu de culture. 10* cellules sont alors ajoutées par cupule de
100pl. Puis, aprés 4 a 6 jours, le test est prét a étre lu : les effets cytopathiques sont identifiés
avec un microscope identique a celui utilisé pour les cultures cellulaires. Le virus inconnu est
considéré sérologiquement identique a un sérotype standard de virus si les deux sont
neutralisés par le méme antisérum.

e Par un test d’inhibition avec immunofluorescence :

Cette neutralisation simple requiert des concentrations variables d’un virus inconnu
et des concentrations standards d’antisérum de référence. Le virus isolés est d’abord concentré
par des cultures cellulaires, puis il est dilué et mélangé avec des antisérums standards dans les
cupules d’une plaque. Apreés avoir attendu une heure, des cellules sont ajoutées. La
préparation est alors incubée pendant 16 heures, puis les cellules sont fixées et observées par
une technique d’immunofluorescence utilisant les anticorps monoclonaux contre les virus de
la fievre catarrhale spécifiques de groupe. Le sérotype du virus est donné par la spécificité de
I’antisérum a réduire au maximum le nombre de cellules fluorescentes. Le tableau 11
récapitule les caractéristiques de la séroneutralisation virale.

Tableau 11 : Caractéristiques de la séroneutralisation virale

-Sensibilité et spécificité Aprés un
bonne (de 80 a 95%), . . 8 jours pour pres
S Diagnostic . premier
. . surtout si suit une culture obtenir des . .
Séroneutralisation . fiable et . 1solement viral,
cellulaire ou une , . résultats . .
. . économique pour déterminer
inoculation sur ceufs .
. le sérotype
embryonnés
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La neutralisation virale a été la technique la plus populaire pour 1’identification des
sérotypes des virus de la fievre catarrhale, elle reste encore souvent utilisée. Mais a présent
c’est la méthode par PCR (Polymerase Chain Reaction) qui a supplanté le sérotypage par
neutralisation. Avant de m’intéresser a celle-ci, je vais d’abord vous présenter les méthodes
de diagnostic sérologique.

2.2/ Diagnostic sérologique

Je vais vous présenter différentes méthodes de diagnostic sérologique d’une infection
par le virus de la fiévre catarrhale du mouton, mais une d’entre elle semble dominer les autres
tant par sa simplicité que par la qualité de ses résultats. A noter, que tous ces examens sont
réalisés en France par I’AFSSA et le CIRAD a Montpellier : je n’ai donc pas pu en réaliser
moi-méme.

2.2.1 Test de fixation du complément

Ce test a été utilis€é de facon importante pour détecter les anticorps de la fiévre
catarrhale jusqu’en 1982 (OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2000). Il a alors
été entierement abandonné et remplacé a cett
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Figure 19 : Représentation schématique de la méthode sérologique par

immunodiffusion en gélose

2.2.2.2 Résultats :

Depuis 1982, le test est utilis¢é comme référence pour les échanges internationaux de
ruminants. Cependant, un des désavantages de ce test, est son manque de spécificité puisqu’il
détecte des anticorps vis-a-vis d’autres Orbivirus, et en particulier ceux du sérogroupe de la
maladie hémorragique épizootique (HOUSE C, HOUSE JA et BERNINGER, 1990). La
spécificité de I'immunodiffusion en gélose a ainsi été évaluée a environ 70%. Par contre, sa
sensibilité est excellente puisqu’elle approche les 95%. Les quelques résultats faussement
négatifs sembleraient étre liés au fait que les anticorps précipitants ne persistent pas aussi
longtemps que les neutralisants (WARD, GARDNER et FLANAGAN, 1995).

Ces éléments, joints au coté subjectif de la lecture ont encouragé le développement
d’autres tests, notamment ceux fondés sur ’ELISA pour la détection d’anticorps anti-virus de

la BT comme nous allons le voir a présent.

Le tableau 12 récapitule les caractéristiques de I’immunodiffusion en gélose.

Tableau 12 : Caractéristiques de I’immunodiffusion en gélose

-Sensibilité trés bonne

e - (environ 95%) -Rapide (48H)
Immunodiffusion N . \
en gélose -Spécificité trop faible  -Trés bonne
(environ 70%) sensibilité

-Beaucoup de  Test de référence
confusion avec pour le commerce

I’EHD international
-subjectivité de  (mais a présent
la lecture surpassé par

I’ELISA)
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2.2.3 Techniques ELISA

Dans les années 80, plusieurs tests ELISA ont été développés pour créer une
alternative a 'immunodiffusion en gélose qui possede des limites, comme nous 1’avons vu
précédemment, notamment sa spécificité. Tous ces ELISA cherchent a détecter les anticorps
dirigés contre la protéine VP7 qui est responsable de la spécificité de groupe des virus.

2.2.3.1 Evolution de la méthode :

Au de¢but, ont été développés des ELISA indirects (AFSHAR, 1994). Dans cette
méthode, le sérum test dilué au 100™™ était incubé avec des antigénes viraux obtenus a partir
de cultures cellulaires dans des plaques a micro titre de polystyréne. Les amas d’antigénes
fixés aux anticorps du sérum étaient alors détectés par des immunoglobulines G de lapins
anti-moutons associé¢ a un enzyme. Un substrat était ajouté et la coloration obtenue révélait la
présence ou I’absence d’anticorps contre la fiévre catarrhale dans le sérum.

Puis en 1985, Anderson a décrit une blocking ELISA (Figure 20), dans laquelle un
antigéne de FC immobilisé réagit tout d’abord avec le sérum test (ANDERSON, 1985). Puis
des anticorps monoclonaux de souris spécifiques de groupe contre la FC sont ajoutés, et on
fait ensuite réagir des anticorps anti-souris conjugués a une enzyme. En 1’absence d’anticorps
contre la FC, les anticorps monoclonaux s’accrochaient aux antigeénes et était ensuite détectés
par le changement de coloration. Dans le cas contraire, ils n’avaient plus la place de se fixer et
il n’y avait donc pas de coloration.
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groupe de la fiévre catarrhale
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(avec anticorps) (sans anticorps)
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Figure 20 : Représentation schématique de la méthode sérologique par blocking
ELISA
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Une variante de cette méthode a été également réalisée : le dot blocking ELISA dans
laquelle les antigénes sont mis sur une membrane de nitrocellulose. Elle a apporté un gain de
temps dans la réalisation de cette méthode (AFSHAR, 1994).

Enfin ce n’est qu’en 1987 qu’a été décrite pour la premicre fois la méthode
actuellement la plus utilisée : PELISA compétitif. Cette méthode consiste a mettre en
compétition les anticorps des sérums a tester avec des anticorps de souris spécifiques pour un
méme antigene viral de la fievre catarrhale. La fixation des anticorps de souris est ensuite
révélée par des immunoglobulines G anti-souris conjugués a une enzyme (Figure 21).

Echantillon positif Echantillon négatif
Puits avec antigénes
Sérum a tester avec
immédiatement les |
: Anticorps de anticorps de souris i Anticorps de
I’échantillon A\ souris

2

: Anticorps anti-
souris conjuguée a
une enzyme

’ Mesure de la densité
{ 3

@ optique variant selon \
la quantité : —)

d’enzymes fixés

Figure 21 : Représentation schématique de la méthode sérologique par ELISA
compétitive

La procédure a ainsi pu, par la suite, étre standardisée aprés des études comparatives
dans de nombreux laboratoires de différents pays (Annexe 4, plll) (OFFICE
INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2000).

2.2.3.2 Résultats de ces méthodes :

L’ELISA indirect semblait présenter une grande sensibilité, mais par contre sa
spécificité restait modeste. Ceci était dii au fait que 1’antigéne utilisé était seulement un
antigéne semi purifi¢ (AFSHAR, 1994).

En ce qui concerne le blocking ELISA, il s’est rapidement révél¢ tres sensible et tres
spécifique dans le cas du diagnostic de la fievre catarrhale. Mais, a présent, on préfere réaliser
des ELISA compétitifs, méme si il a été montré en 1971 par AFSHAR et al. (1991) que la
qualité de ces deux tests était similaire. D’autant que le dot blocking ELISA semblait méme
se révéler plus économique et plus spécifique que PELISA compétitif dans certaines études
(AFSHAR, DULAC et RIVA, 1992).
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L’ELISA compétitif, qui permet un diagnostic fiable a partir de deux semaines apres
I’inoculation, semblerait étre plus sensible que I’immunodiffusion en gélose et la
séroneutralisation (AFSHAR et al., 1993 ; REDDINGTON 1JJ et al., 1991). Lors d’études ou
des virus de la maladie hémorragique épizootique de différents sérotypes étaient inoculés a
des bovins, aucun faux positif n’a été obtenu avec un ELISA compétitif pour le virus de la
fievre catarrhale. Le probléme des épitopes communs au virus de la fievre catarrhale et au
virus de la maladie hémorragique épizootique des cervidés qui produisaient des faux positifs
en immunodiffusion en gélose, ont ainsi été réglés (AFSHAR et al., 1992). La spécificité
oscille donc, selon les laboratoires, entre 95% et 100% (JEGGO et al., 1996).

Pour finir, ce test reste plus facile a réaliser en routine qu’une séroneutralisation
(REDDINGTON 1JJ et al., 1991) et plus rapide qu’un blocking ELISA (AFSHAR et al.,
1993). C’est pour ces raisons qu’on a pu mettre au point, en 1993, un kit d’ELISA compétitif
pour le diagnostic de la fievre catarrhale utilisable pour le commerce international. Malgré
tout, il persiste un défaut qu’il est important de préciser. En effet, ’ELISA posséde une
excellente sensibilité proche de 100% 20 jours apres 1’infection, mais il reste ces 20 jours au
cours desquels, si le test est réalisé, sa sensibilité sera largement diminuée car nous nous
trouverons en phase précoce. Ceci pose donc des problémes pour les échanges internationaux
(AFSHAR, TROTTER, DULAC et REDDINGTON, 1993).

Mais dernierement, en 2001, a été développé un nouveau type d’ELISA pour bovin,
pas encore utilisé: ’ELISA d’Ig M capturé. Ce test est fondé sur 1’utilisation d’anticorps anti-
bovins Ig M associé¢ a de la biotinyl, avec une plaque ELISA recouverte de streptavidine. Les
anticorps Ig M capturés sont détectés par I’application de I'antigéne VP7 du virus, puis par des
anticorps monoclonaux spécifiques de 1’antigene. Ce test présente une sensibilité¢ de 100% 10
jours aprés 1’inoculation, et semblerait méme déja donner de trés bons résultats a partir de 5
jours post-infection. Ceci s’explique par 'utilisation des Ig M : ce sont les premiers anticorps
sécrétés apres un