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INTRODUCTION

En 1959, le premier cas de Maladie des Frontiekss anis en évidence a la frontiére

entre 'Angleterre et le Pays de Galles. Depuidtecenaladie a été diagnostiquée dans
I'espece ovine dans le monde entier. L'agent resplole est le virus de la Border disease ou
BDV. Ce virus fait partie de la famille délaviridae, genre pestivirus, qui regroupe aussi le
virus de la diarrhée virale bovine (BVDV) et lewsrde la Peste Porcine classique (CSFV).
Ces trois affections virales entrainent des peftasiomiques majeures a travers le Monde.
En France, le virus de la maladie des Frontiereateainé une premiére épizootie dans le
Bassin de Roquefort en Aveyron dans les annéesequant. Le virus a été isolé en 1983 et
la souche incriminée a été appelée souche Avegorfiet épisode a eu un impact
économique majeur sur les producteurs ovins dégamn, avec de nombreuses pertes chez les
agneaux et méme les animaux adultes. Une nouyaltedatie a commencé dans cette région
en 2009.
Actuellement, il n’existe toujours pas de vacansmercialisés contre le virus de la Maladie
des frontieres. Comme les virus BVDV et le BDV rrent des propriétés antigeniques
croisées, les éleveurs vaccinent leurs brebis descvaccins dirigés contre le BVDV, en
utilisant des doses variables (demi ou quart de desla dose AMM bovine recommandée).
Il nexiste cependant pas d’études scientifiquesupant |'efficacité de ces vaccinations
contre le BDV.

Le premier objectif de cette étude était d’évalaerapacité d’'un vaccin dirigé contre
le BVDV a permettre la production d’anticorps nalisants dirigés contre les virus BVD et
BDV chez la brebis. Les doses utilisées ont éiguéas sur celles utilisées en pratique dans
les élevages (demi et quart de la dose AMM bowetemmandée).

Le deuxiéme objectif de cette étude était d’évaliafficacité de ces vaccinations lors d’'une
inoculation d’épreuve des brebis par une souch2é.
Dans une premiere partie, nous aborderons lesipaies connaissances sur le virus BDV,

puis nous présenterons dans une deuxieme partiéseksats de notre étude.
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Premiere partie : LES PESTIVIRUS CHEZ LES
RUMINANTS
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I/ LES PESTIVIRUS

Les premier pestivirus identifié a été le CSFV, mis évidence au XlXe siecle aux Etats
Unis. Le BVDV a été isolé et identifié pour la priéne fois en 1946 (Olafsoet al. 1946).

Cet isolement a été effectué dans le cadre d’uieetion de nature épidémique. Les animaux
touchés étaient des bovins adultes, ils présentdeshdiarrhées aigiies de moindre gravité.
On parlait alors de « grippe intestinale ».

En 1953, ce virus a de nouveau été isolé sur desaam ageés de six mois a deux ans.
L’infection était de nature sporadique et préseéntae Iétalité d’environ 100%. Les animaux
présentaient alors des ulcéres buccaux et de fdnéle@a A I'autopsie, des ulcéres ont été mis
en évidence sur tous les épithéliums pavimenteugigiaens. Ce tableau clinique fut appelé
« maladie des muqueuses » (Ramsegl 1953). Quelques années plus tard, la maladie des
muqueuses et la diarrhée virale bovine ont éténrages comme étant dues au méme agent
pathogene (Jubét al. 1963).

En 1959, la maladie des frontieres (BDV) fut décpbur la premiere fois chez les ovins a la

frontiere entre I’Angleterre et le Pays de Galldaqueset al. 1959).

1. Classification

La famille desFlaviviridae comprend un grand nombre de virus qui infectenthlemains et
les animaux. Cette famille comprend des virus a ARdhocaténaire de polarité positive de
diameétres compris entre 40 et 60 nm. Les flavivsast enveloppés et possedent tous une
nucléocapside icosaédrique.

Au sein de cette famille, trois genres ont éeténigfi les genreslavivirus, pestivirus et
hépacivirus.

Le genre flavivirus regroupe entre autres les vitasla Fievre Jaune, de la Dengue et de
'Encéphalite Japonaise. Le virus West Nile faissiypartie de ce genre.

Le genre hépacivirus regroupe plusieurs virus touairus de I'hépatite C.

Enfin, le genre pestivirus regroupe trois virus soint des pathogenes majeurs des animaux :
le CSFV, le BVDV et le BDV.

Initialement, la classification des pestivirus re@id sur I'espece dans laquelle le virus était
isolé. Ainsi les hotes reconnus du CSFV sont ledésu ceux du BVDV sont les bovins et

ceux du BDV sont les caprins et ovins. La capada8 pestivirus a-franchir la barriére
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d’espece et les résultats des analyses phylogéeétant par la suite permis de moduler cette

classification.
2. Organisation générale

Les flavivirus ont une taille comprise entre 4@@tnm. lls sonenveloppéset possédent une

nucléocapside icosaédriquéfigure 1).

E1l *"’ . ;Errn.

Figure 1: Organisation structurale d’'un pestivirus (Me26d.2)

Leur génome est constitué d'une molécule d’ARN nmaténajre de polarité positive

d’environ 12 kb. Cet ARN comprend trois partieguxl extrémités|3’ et 5’ non transcrites et

une phase ouverte de lecture (ORF pour Open Readmge) qui code pour une
polyprotéine d’environ 4000 acides aminés. Douze peptides sgrnhétisés a partir de cette

polyprotéine (Figure 2).

SUTR N C E™ E1 EZ pr NE52-3 MNE4A NS48 NS5A-B JUTR

h
[ 1 [ | |

NS-2 NS-3 NSSA NSS-B
Figure 2 : Organisation génomique du virus BVD (© 2002 ASMd$3)e

3. Les protéines virales

L’enveloppe contient trois protéines virales staates (EO ou Erns, E1 et E2) qui constituent
des cibles de choix pour les anticorps protecteardre le virus, en particulier EO et E2. La
glycoprotéineEO possede unactivité ribonucléasiqueavec une spécificité pour les résidus

uridines mais son réle dans la réplication resterinu a ce jour.
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La glycoprotéineE2 est transmembranaire. Elle est présente a lacgudas virions matures
ou elle forme des homodiméres (E2-E2) ou des rditéeoes (E2-E1). Cette glycoprotéine
est a l'origine de lavariabilité antigénique des pestivirus. Elle est impliguée dans
lattachement et la pénétration dans les cellules de I'hnéte (Weilarat al. 1999). La
glycoprotéine E2 joue un réle primordial dans l&émtmeéne d’inhibition de la surinfection
(Leeet al. 2005). L’incubation de cellules avec une glyca@iree E2 recombinante avant ou
pendant une infection par une souche cytopathigu&\D inhibe la pénétration du virus
(Lee et al 2005). Finalement, E2 est une glycoprotéine immdominante qui induit une
forte réponse en anticorps neutralisants en cagedtion et/ou de vaccination.

La protéine C est le principal constituant de lpstde, qui participe a la protection du
génome viral (Rumenaget al. 1993).

Les deux tiers du génome viral (dans la partie c®jlent pour huit protéines dites non
structurales : protéines Npro, P7, NS2, NS3, N9d4&4B, NS5A et NS5B.

La protéinep7 semble avoir un role dans la maturation glycopgoi& et/ou dans la
morphologie du virus (Elbeet al. 1996).

La protéine NS2-3 est composée de deux sous IME2set NS3. Cette protéine se scinde en
protéine NS2 et protéine NS3 uniquement chez lssiieis de biotype cytopathique (cf
infra).

La protéineNS3 a trois roles majeurs : elle contient UARN hélicase qui permet le
désenroulement de 'ARN durant la réplication daayée viral (Warreneet al. 1995), elle
contient aussi uneeérine protéase qui permet plusieurs clivages de I'ARN et aingi |
production de NS4a, NS4b, NS5a et NS5b (leteal. 2005). Elle contient enfin une
nucléoside triphosphatase Cette protéine a une activité cytotoxique foed,origine des
effets cytopathiques. Couplée a la protéine NSat¢pre NS2-3), I'activité cytotoxique est
minimale. La structure de NS3 est trés stable t d¢&eprotéine la mieux conservée du genre
Pestivirus. Elle est trés immunogéne mais les amic sécrétés contre elle ne sont pas
neutralisants.

La protéineNpro a une activité autoprotéolytique qui lui permetséecliver elle-méme de la
polyprotéine. Elle a aussi un effet qui permet aha@pement de la réponse immunitaire de
'héte. En effet, Npro cible linterféron de type @RF 3) et entraine sa dégradation
(Szymansket al. 2009).

Les protéinedNS4a, NS4b et NS5aont impliqguées dans la réplication de I'ARN virgh
effet, une étude montre que lors de mutations didlenees protéines, la réplication ne peut pas

s’effectuer correctement (Grassmaetral. 2001)
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La protéineNS5b contient uneARN polymérase ARN dépendante qui permet la réplication
de I'’ARN viral.

4. Cycle viral

Attachement

L’attachement entre le virion et la cellule est gibke par I'intéraction de glycoprotéines
membranaires virales avec des récepteurs cellsldies trois protéines de surface EO, E1 et
E2 semblent impliqguées dans cet attachement (Helstal1997). La formation de
I'hétérodimere E1-E2 parait essentiel pour I'ateaolnt a la cellule (Ronecket al. 2008). Il

n'y a pas d’articles concernant le type de réceptellulaire impliqgué dans l'attachement du
virus. D’aprés un auteur, la protéine EO se liedaitn glycosaminoglycane de la membrane
cellulaire (Igbalet al. 2000).

Pénétration/Décapsidation

L'entrée des virus enveloppés fait intervenir uta@e de fusion entre I'enveloppe du virus et
une membrane cellulaire. Les pestivirus utilisenvdie de I'endocytose, via les vésicules a
clathrine (coated pits), type de vésicules d'entisey La baisse de pH des endosomes
engendre une modification de la conformation dglyaoprotéine virale qui déclenche alors

la fusion de la membrane du virus (enveloppe) atalle de la vésicule d'endocytose. Suite a
la fusion des membranes, la nucléocapside se wetidéerée dans le cytoplasme de la cellule
(Krey et al 2005).

g Fusion

' ™% pH-dépendanie
/ A Y
"
| b s
‘ { 13 e ‘
\ o /

Figure 3: Modalités d'entrée des virus enveloppés : endoewtiasles vésicules a clathrine, puis fusion des
membranes pH dépendankstp://www.afd-Id.org

Expression des génes viraux et réplication

Les virus a ARN+ ont un génome qui posséede lesasignequis pour étre traduit directement

par les ribosomes de la cellule héte.
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Chez les pestivirus, la totalité des protéinesesrpeuvent étre synthétisées a partir de 'ARN
génomique. Chez ces virus, un seul cadre de leotwrert (ORF pour "open reading frame")
assure la synthese d'une polyprotéine (généralegemfrande taille) destinée a subir des
clivages protéolytiques pour donner plusieurs pnesmatures. Cette polyprotéine est clivée
par un processus autocatalytique (protéases viatenues dans la polyprotéine) pour
fournir I'ensemble des protéines viraleda réplication du génome est assurée par une
polymérase virale qui recopie I'ARN génomique (#)ARN anti-génomique (-) et ensuite
recopie cet ARN anti-génomique en ARN génomique. AN sera ensuite encapsidé dans
les nouveaux virions (Hameet al. 2001). Le cycle de réplication des virus a ARN+t es
cytoplasmique. La réplication et la transcription sont dues a pofymérase virale. La

traduction est assurée par la machinerie cellulaire

Assemblage et sortie

Apres la réplication du génome viral et la synth@se protéines structurales, les virions sont
assemblés et libérés par la cellule hote, de maai@ouvoir se propager a d'autres cellules ou
d'autres organismes. Les virus enveloppsnt libérés des cellules infectées par
bourgeonnement_es glycoprotéines codées par ces virus sontéesédans la membrane
plasmique cellulaire.

Les nucléocapsides assemblées dans le noyau gtofdasme vont aller interagir avec les
régions de membrane hérissées de glycoprotéindsolgeonnement s'initie alors et aboutit
a la libération de nucléocapsides entourées d'nmelappe correspondant a la membrane
plasmique de la cellule productrice, dans laqussiat insérées les glycoprotéines virales.

A linverse de la libération par lyse cellulairey production de virus enveloppés par

bourgeonnement ne s'accompagne pas forcémentuwiae la cellule productrice

5. Variabilité des Pestivirus

Les pestivirus se caractérisent par une importeariabilité a la fois antigénique et génétique.
Cette variabilité se retrouve aussi quand on étladmathogénie et les propriétés biologiques
du virus. Ainsi la variabilité des pestivirus pétite caractérisée selon différents critéres.

5.1. Variabilité d’hbtes

Les pestivirus infectent un grand nombre d’espé&mwestiques, captives et sauvages de

ruminants.
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Les pestivirus ont d’abord été classés selon leymsctres d’hétes. Le CSFV infecte
majoritairement les suidés domestiques et sauvdge®VDV infecte majoritairement les
bovins et le BDV infecte majoritairement les oviNganmoins, des études sérologiques en
Ameérique du Nord, en Europe et en Afrique ont m@ane beaucoup d’espéces de ruminants
sauvages possedent des anticorps anti pestivieitigtdnet al. 1990).

Plusieurs études ont montré que le BVDV pouvait nsdtiplier chez la plupart des
Artiodactyles (bovins, ovins, camélidés, bisonsDgs anticorps anti BVDV ont été mis en
evidence chez les cervidés (cerfs, cerfs mulets @& Virginie, chevreuils, élans, daims et
caribous), chez les camélidés (alpaga, lama, goasawigogne), chez les bovidés (oryx
algazelle, pronghorn, chamois, mouflon et bisorchetz les girafidés (girafe).

De méme, les souches de BDV peuvent infecter lpsnmsa les petits ruminants sauvages et,
plus rarement, les bovins. Ainsi des souches de BDibnt actuellement responsables
d’épidémies récurrentes chez les isaRigpicapra pyrenaicadans les Pyrénées francaise et
espagnole. En effet, un déclin important de la petmn d’isards dans les Pyrénées a entrainé
le développement d’études visant a rechercher entagsponsable de ces mortalités. Une
étude a été menée en Espagne entre 2001 et 2@2nentré une nette diminution de la
population d’isards (3880 isards enregistrés end2@878 enregistrés en 2001). Dix-sept
isards ont alors été prélevés dans cette région.ddégenes de pestivirus ont été mis en
évidence par ELISA chez 16 d’entre eux. Des RT-RPGReté réalisées sur les organes de 12
isards, la présence de BDV a été mise en évidenc@ d'entre eux (Hurtadet al. 2004). La
comparaison de séquences génomiques 5’UTR, NPfi62ea montré que cette souche
chamois-1 forme un nouveau groupe de BDV appelé BDWes études similaires ont été
menées en France (Vautrain, 2007). Les auteurinfatté expérimentalement une femelle
isard gravide avec la souche francaise Orlu. Laeflena alors donné naissance a un isard IPI.
La contamination des animaux sauvages a des carsgeplépidémiologiques. En effet, les
animaux sauvages peuvent constituer des résedmipgstivirus plus ou moins importants en
fonction des régions. C’est pourquoi il est impottd'inclure une surveillance de la présence
de pestivirus chez les animaux sauvages dans lgensode lutte et de prévention des

pestivirus.

5.2.  Lanotion de biotypes viraux

Chaque souche de virus peut étre classée selorbistype : cytopathique (cp) ou non

cytopathique (ncp)
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Une souche cytopathique entrainera la destructemnagllulesn vitro alors qu’une souche
non cytopathique n’entrainera pas de destructidinlage. L'effet cytopathique est associé,
au plan moléculaire, au clivage de la protéine 8% protéines NS2 et NS3. Les souches cp
émergent de souches ncp chez les animaux infeeté@sapents par des modifications du
génome viral de la souche ncp. Ces modificatiom$ diverses et font suite a des mutations
et/ou des insertions de séquences virales ou a@ielal dans le génome, par recombinaison
non homologue entre molécules d’ARN. Chaque type posséde des modifications
spécifiqgues dans son génome. Toutefois, I'inserdion géne cellulaire de type ubiquitine est
frequemment identifiée, associée ou non a une chtpin du gene NS3. Ces modifications
entrainent, pour les souches cp, une augmentagoiiicative de I'expression de la protéine
NS3 qui n’est plus fusionnée avec NS2 au seinauptexe protéique NS2/3 (ex pl25).
Differents mécanismes ont été proposeés, tels gusudactivation ou la modification de
l'activité autoprotéase de NS2, ou un effet chiatijue sur d’autres protéases cellulaires
capables d’exciser NS3. Dans les cellules, la ptaln de NS3 est sous le contrdle de
produits d’expression de genes cellulaires, notamime geneldiv (J domain protein
interacting with viral protein). Ce contréle abdudi une faible expression de NS3 pour les
souches ncp mais il est débordé pour les souchps eicfinalement NS3 induit une

destruction des cellules par mécanisme d’apoptstethanst al.2010).

Par contre, le caractere cytopathique n’est palédn vivo a la virulence des souchas
vitro. Les souches ncp sont responsables des princiftalegs cliniques observées. Elles
sont aussi responsables defections persistanteschez toutes les especes (Browrdteal.
1989) (cf. chapitres suivants). La contaminatiamndanimal infecté persistant par une souche
cp entrainera le développement déMaladie des Muqueuse®u de son équivalent chez les
ovins, caprins et porcins (cf. chapitres suivar@€tte contamination peut étre extérieure mais
en général elle provient d’'une mutation de la seuntp déja présente chez I'animal.
In vivo, les souches ncp semblent avoir un tropisme pesrléucocytes, les organes
lymphoides et I'arbre respiratoire. Les souchesaspblent présenter un tropisme pour le tube
digestif. La majorité des souches de pestivirugees sont ncp (si on exclut les animaux
atteints de la maladie des muqueuses) (Haeteaas2001).
Les souches ncp de pestivirus représentent leviaseles pestivirus. Les souches cp dérivent
accidentellement des souches ncp et constitueatilushe sac épidémiologique par la mort de
'animal porteur (maladie des muqueuses). L'existede ces souches cp semble maintenir
une balance entre génération et élimination desaum infectés permanents immunotolérants
(Hamerset al. 2001).
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5.3. Lavariabilité génomique

La variabilité génétique des pestivirus est prialgment liée & des mutations ponctuelles
produite par 'ARN polymérase ARN-dépendante loesciaque cycle de réplication virale.
Les fréquences de mutation ont été estimées*asbstitutions/nucléotide, soit environ une
erreur toutes les 10kb, ce qui est a peu presllia da génome du BVDV. Les conséquences
de ces mutations dépendent de leur localisation.aMaurs, des mécanismes d’insertion-
délétion et de recombinaison ont aussi été dénwminéz les pestivirus. Ces mécanismes

seraient responsables du passage du biotype neevaiotype cp.
5.3.1. Diversité génomique au sein des pestivirus

Il existe quatre espéeces reconnues officiellemersesn des pestivirus :
- BVDV-1 : Diarrhée virale bovine de type 1
- BVDV-2 : Diarrhée virale bovine de type 2
- BDV : Virus de la Maladie des Frontiéres

- CSFV: Virus de la Peste Porcine classique

Une cinquieme espece de pestivirus (pestivirusidgrafe) est en cours d’homologation. Elle
a été mise en évidence chez des girafes en 196209 Liuet al. (2009) a proposé une
classification phylogénétique plus précise desiyiass sur base d’analyses comparatives des
séquences codant 5’UTR, NPro et E2 (Figure 4). laa ges groupes preécites, il existerait
trois groupes de pestivirus non classifiés :

- Le 1*" groupe comprend des pestivirus isolés de bovindeogérums bovins utilisés
pour les cultures cellulaires : D32/00_Hobi Bragili_Kaho/cont South America et
TH/04_Khonkaen ThailandB{YDV-3). Ces pestivirus sont génétiguement proches de
BVDV1 et BVDV2. C’est pour cela qu’on les regrougus 'appellation BVDV-3.

- Le 2™ groupe comprend des pestivirus isolés d’antilapes Etats-UnisAntelope),
et de porcs en Australi@(@ngowannal).

- Le 3eme groupe comprend des souches Tunisienriégsssur des ovind §V), qui
ne rentrent pas dans la sous espéce du BDV. Césipmsssont en effet proches

génétiquement du CSFV.

23



O B
BDV

&bk
Chumois-1  |BDY-4
Lrifbea | BOv-3

FFFFFF BOY-1
- 335
| On |71 1k H\‘-Il

| TSy
e

—
1.

Bresein | AFIFE 1651 )
HLCHFFLLM
Bl (MIETHE)
0 STLTWN

CSFV
| AKNED
1.1 18R

u
Padorbam
CNWRIE
Dt U H T

BYIY-1

[T, - Antclope

Burgawannah

f

|
|

Antelope Pastivirus of giraffe

-
BVDV-3

e | Pestivirus of giraffe | E‘J
A 8 | BVDIV-3 g x ;:-‘"ﬁ |
: A ] o8
" BVDV-2 s prasd
e CEFV .

BVDV.2

3

Bungowannah

Figure 4 : Phylogénie et classification des pestivirus papriababilité maximale et approche Bayesienne. Les
données moléculaires comprennent 56 échantillonpeddivirus et 2089 caractéres, comprenant leomégi
génétiques 5’'UTR, NPro et E2. C'est un arbre repriadif : arbre A mi enraciné et arbre B sans mclres
séquences servant de références sont surlignéesrteries nouvelles espéces proposées dans I'émateen
bleu (TSV et BVDV-3) et en rouge (Antelope et Bungmnah) (Livet al. 2009).

5.3.2. Diversité génomique au sein du BVD

Il existe deux especes de BVDV, kypes 1 (BVDV-1)et2 (BVDV-2). Ces deux especes de
BVD sont tres prochesau niveaugénomiquelLe degré de différences entre BVDV-1 et

BVDV-2 n'est pas défini car la séparation entre desx types est basée a la fois sur les

différences génétiques, le lieu d’isolement et tekations antigéniques. La variabilité

génomique au sein du BVDV-2 (comparaison des ségsehUTR) est comprise entre 81 et

99%. Celle du BVDV-1 (comparaison des séquenced B)Uest comprise entre 76 et 99%

(Vilcek et al 2004).

Au sein du BVDV-1, il existe douze sous-génotyp&POF-1a a BVDV-1l (mis en évidence
aux Etats Unis) et au sein du BVDV-2 il existe dsoxis-génotypeBVDV-2a etBVDV-2b

(mis en évidence en Amérique du Sud). Les deux-génstypes de BVDV1 les plus
représentés en France sBMDV-1b etBVDV-1e (http://bvdobservatoire.fr). Les différences
entre génotypes et sous génotypes sont dues raagment a des mutations de type erreur

d’incorporation de base par ’'ARN polymérase.
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D’aprés Liuet al. (2009), la premiére divergence au sein des pas$id eu lieu en 1483, les
deux lignées majeures étaient celle d’origine bevicomprenant BVDV-1, BVDV-2,
BVDV-3 et pestivirus de la girafe) et celle d’'ongi ovine et porcine (comprenant CSFV,
BDV et TSV). (Figure 5)

Autour de 1615, le pestivirus des girafes diverge&volua indépendamment de la lignée
bovine probablement en Afrique. Autour de 1681saet les souches appartenant au BVDV-
3 qui ont divergé de la lignée bovine probablemamtAmérique du Sud ou dans l'est de
'Asie.

La séparation entre BVDV-1 et BVDV-2 a eu lieu autdes années 1743 lorsque le BVDV-2

évolua indépendamment en Ameérique du Nord.
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Figure 5: Dates de divergences des lignées majeures tieipes(Liu et al. 2009)

Les virus appartenant au BVDV-2 peuvent étre tiadents. Pour exemple, une épidémie de

diarrhée virale bovine au Québec et au Canada raimétla mort de 32000 sur 143000

animaux (22,4%) autour des années 1993. éLal. 2009).

D’aprés I'étude de Ridpatkt al. (2000), les épidémies de forme hyper virulent®U®V en

Amérique du Nord sont le plus souvent liées a é&s@nce de souches appartenant au BVDV-

2. Cependant la présence de virus appartenant spebe BVDV-2 n’'implique pas
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systématiquement I'apparition de forme hypervimtdée Ceux-ci peuvent aussi entrainer des
formes « classiques » de BVD (forme subcliniquepeu clinique). Par ailleurs des formes
hypervirulentes de pestiviroses ont aussi été gbesravec du BVDV-1.

5.3.3. Diversité génomique au sein du BDV

Au sein des pestivirus, les souches de BDV sond plomogenes génétiguement que les
souches de BVD puisqu’elles sont regroupées darseuhgroupe phylogénétique. Au sein
du groupe, il existe cependant une variabilité gné assez importante. Jusqu’en 2008,
guatre génotypes majeurs étaient identifiés, le¥-BPBDV-2, BDV-3 et BDV-4.

Les BDV-1, 2 et 3 ont des génotypes séparés, iahibie des séquences de la région Npro
est située entre 4,1 et 13,8 % entre les virugssdlun méme sous-groupe. Entre les sous-
groupes différents, cette variabilité nucléotidicpst située entre 16,4 et 27,7 %. Enfin, entre
les génotypes difféerents (BDV-1/BDV-2, BDV-1/BDV-BDV-2/BDV-3), la gamme de
divergence des séquences de la région Npro estesdantre 28,9 et 37,6 % (Dubas al.
2008).

Dans une étude de 2008 (Dubetsal. 2008), deux nouveaux génotypes de BDV ont pu étre
mis en évidence les BDV-5 et BDV-6 (figure 6).

Le BDV-5 comprend des souches proches de la souche Aveyr@hV), isolée pour la
premiere fois en France en 1983 et responsabldéediains séveres dans les élevages de
petits ruminants. Au niveau génétique, la séquéndéR présente des similitudes avec les
souches espagnoles et francaises isolées a panpietds ruminants sauvages. Par contre, la
séquence NPro ne présente aucune similitude avecsoleches déja connues. Ainsi les
chercheurs de cette étude ont classé ces souchssudanouveau groupe, le BDV-5 avec
comme modele la souche AV déja connue.

Certaines souches ont été mises en évidence auwesrE&mdroits et lors des mémes périodes
gue le BDV-3. Ces souches présentaient des diveegemotables avec les classes de BDV

existantes ce qui a permis de créer une nouvelgsel: [EDV-6.
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5.4. La variabilité antigénique

5.4.1. Variabilité antigénique au sein des pestsvir

Une étude a été publiée en 1989 pour définir leacti@ns croisées entre anticorps
monoclonaux des différentes souches de pestivitay €t al. 1989). Cette étude prenait en
compte 31 souches de pestivirus (16 souches de BVD¥uches de CSFV et 8 souches de
BDV). Les auteurs ont utilisé des anticorps monealo anti CSFV (19), anti BVDV (42) et
anti BDV (13). Cette étude a montré que les antegnonoclonaux anti CSFV réagissaient
uniquement avec les souches de CSFV. La moitiéadasorps monoclonaux anti BVDV

réagissaient avec les souches BVDV et BDV. Enfilmutie moitié des anticorps
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monoclonaux anti BVDV et les anticorps monoclonank BDV, réagissaient avec toutes les
souches (CSFV, BVDV et BDV). (Figure 7)

Il existe donc des réactions croisées entre lesaps anti BVDV et anti BDV. Ces deux
especes de pestivirus semblent étre proches uateantigénique. Le CSFV semble étre

éloigné antigéniquement des deux autres especes.
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Figure 7 : Réactivité d’anticorps monoclonaux anti-pestisicontre différentes souches de pestivirus

D’autres études menées en 1988 et 1991, ont mgne&édes souches de BVDV et BDV
pouvaient étre distinguées par I'utilisation detai@is anticorps neutralisants (Edwaedsal.
1988, Shannoat al. 1991).

Des anticorps monoclonaux spécifiques de la Bodeease n’ont pu étre mis en évidence
dans aucune des études publiées.

Des études ont été menées avec des anticorps guayd pour différencier antigéniquement
les pestivirus. La distinction des pestivirus patillsation de ces anticorps est impossible
selon plusieurs études (Wensvoeitt al. 1989). Ceci montre que toutes les especes de
pestivirus présentent des antigenes communs.

La variabilité antigénique des pestivirus est dwsganitairement a lglycoprotéine E2 Cette
glycoprotéine est transmembranaire. Elle est aigitoe de la sécrétion des anticorps
neutralisants. Plusieurs épitopes ont été mis @eBge sur cette protéine (Van Rih al.
1994). Il semble que cette protéine posséde deyxesées hydrophiles trés variables (Deng
et al. 1992). Dans une autre étude, il a été montré qgRepftesentait deux domaines

antigéniques, I'un conservé d’'une espéce a l'alingtre non (Patoet al. 1992).

5.4.2. Variabilité antigénique au sein du BVD
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Il y a des différences antigéniques entre les diffts sous génotypes de BVDV-1. Le sérum
dirigé contre le BVDV-1k neutralise de maniere tfaible les autres sous génotypes, alors
gue les sérums dirigés contre les autres sous yg@E®isemblent étre efficaces contre le
BVDV-1k (Bachofenet al. 2008).

Les réactions croisées entre les différents sonstgges de BVDV-1 sont plus importantes
gue les réactions croisées entre BVDV-1 et BVD\WRAr ailleurs, I'immunisation contre le
BVDV-1 entraine une protection croisée limitée cene BVDV-2 (Ridpathet al. 2000).
Cette absence de protection croisée totale a pdiapisarition d’épidémies a BVDV-2 en
Amérigue du Nord dans les années 1990 sur des ethepticcinés contre le BVDV-1
(Bachoferet al. 2008).

D’aprés I'étude de Cortesd al. (1998), un vaccin vivant atténué dirigé contr@®@W¥DV-1 a
induit I'apparition d’anticorps neutralisants cantes BVDV-1 et BVDV-2 un mois et demi
apres vaccination. Toutefois, le titre en anticqupsduits contre les souches de BVDV-1 est
d’'un log plus important que celui en anticorps pitgl contre les souches de BVDV-2. Les
titres en anticorps anti BVDV-2 étaient en moyenn&rieurs a 1/16. Une épreuve
d’inoculation avec une souche hypervirulente de BVDsur des veaux a montré qu’un titre
inférieur a 1/16 en anticorps neutralisants endgifiitles signes cliniques séveres. La réaction
croisée entre BVDV-1 et BVDV-2 existe mais la paiten dépend du taux d’anticorps

neutralisant produit et ce taux est souvent insaiffi.

5.4.3. Variabilité au sein des BDV

Il n'existe pas d’étude de la variabilité antigérecau sein du BDV.

5.4.4. Conséquences de la variabilité des pestiviru

La diversité des pestivirus est étroitement assoéideur capacité a franchir la barriere
d’espece, notamment pour le virus BVD. Les conseécgee portent sur le réle éventuel de
l'infection de la faune sauvage par le BVD sur itimiologie et les moyens de contréle de
cette maladie chez les ruminants domestiques.

Cette diversité peut entrainer des problemes dgndsic. La diversité génétique des
pestivirus oblige a adapter les outils diagnodi@esorces et sondes PCR). Théoriquement la
variabilité génétique pourrait étre a l'origine sultats faux négatifs en cas d’infection par

une souche tres éloignée génétiqguement des sorgtm®ues par les trousses diagnostiques.
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En pratique, la plupart de ces trousses utiliseaes déegions tres conservées pour
'amplification de I'ARN et sont contrélées vis-égsvd'un large panel de souches de
pestivirus. La variabilité antigénique peut ausssgr des problemes de sensibilité des tests
antigéniques (ELISA).

La variabilité des pestivirus oblige aussi a adalgte connaissances en termes de protection
vaccinale. Il est communément admis une proteatioisée entre différents sous-types du
BVDV-1. Par contre la diversité antigénique descbas virales pourrait étre a l'origine de
certains échecs vaccinaux, notamment lorsqu’ilis’dgine variation inter génotype entre
BVDV-1 et BVDV-2. S’il est communément admis uneofection croisée des animaux
infectés par du BVDV-2 et préalablement vaccinéscadu BVDV-1, il semblerait que les
souches de BVDV-2 conféreraient moins de protectiomisée vis-a-vis des souches de

génotype 1. Par ailleurs la protection croiséeeeBDV et BVDV-1 n’a jamais été évaluée.
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lI/ LES PESTIVIROSES DES RUMINANTS

1. Epidémiologie descriptive

1.1. Les pestiviroses dans le Monde

Les pestivirus sont présents dans le monde entier.

Le BVDV a été décrit pour la premiere fois a ladies années 40 par les chercheurs du New
York State Veterinary College. La maladie s'estaléppée a travers le monde entier et
entraine encore aujourd’hui d’énormes pertes écoqoes. Elle touche majoritairement les
bovins, mais aussi les petits ruminants, les cal@gliles cervidés, etc...

La maladie des Frontiéres (ou Border Disease) déxdte pour la premiere fois en 1959 a la
frontiere entre 'Angleterre et le Pays de Galldagheset al. 1959). Cette maladie touche les
ovins et les caprins (plus rare). Un article pari2€09 au Royaume Uni fait part de quelques
cas de contamination de bovins (Stratgal. 2009). On rencontre la maladie des Frontieres
partout en Europe ainsi qu’en Amérique du NordAastralie et en Nouvelle Zélande.

La transmission de ces deux maladies peut étreeakerou horizontale (voie oro-nasale).
1.2. Les pestiviroses en France

Le virus de la diarrhée virale bovine est présemtsdia plupart des départements Francais.
Des mesures de contrble sont mises en place paisdiépartements pour tenter de limiter la
maladie. La plupart des souches détectées en Fsantales BVDV-1. Les régions les plus
touchées par le BVDV sont 'Auvergne, le Pays dedae et la Bourgogne. D’apres la carte
cumulative régionale de I'Observatoire du BVD, sesiches les plus représentées en France
font partie des BVDV-1e et 1b (http://bvdobserveddr).

Le virus de la Border Disease a été a I'originend’@pizootie majeure en Aveyron dans les
années 1980. La forme aigue observée alors ava@pgelée « Petega Ovina ». En tout, en
SiX mois, cette épizootie a atteint 112 troupeaawseant la mort de 1501 brebis et 23908
agneaux (Bernardin, 2011). Les commémoratifs clezbrebis mentionnent de facon
constante un aspect ébouriffé et une entérite bypmnisante avec diarrhée tres liquide
souvent noiratre, parfois hémorragique. Des saigmésn une baisse de l'appétit et de la
production laitiere, des troubles respiratoireslet avortements ont aussi été rapportés. La

mortalité a atteint 5 a 20% en fonction des élesages symptémes disparaissaient en 4 a 12
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semaines. Les mémes manifestations cliniques fusbeérvées chez les agneaux. Aucun
traitement spécifique ne s’est révélé efficacetibastiques, substances immunostimulantes ;
seuls les traitements symptomatiques ont permidingieer les pertes. L'agent infectieux
n'était alors pas connu. Depuis cet événementpivi Serologique a été mis en place dans le
département de I'Aveyron. Il s’agit du seul dépameat francais dans lequel une surveillance
de la Border Disease est organisée a échelle tiollet.a gestion du plan de surveillance est
réalisée par la Fédération des organismes de detamstaire de I'Aveyron (FODSA GDS
12) en partenariat avec la filiere ovine. Ce d@gistpermet de repérer les cheptels infectés et
de leur proposer un plan de maitrise de la malé@feLutte contre les pestiviroses des

ruminants).

2. Pathogénie

2.1. Infection transitoire

Apres pénétration par voie oro-nasale, le viruma#iplie au niveau de I'arbre respiratoire et
gagne le systeme lymphoide. Cette phase est il virémie lors de laquelle le virus
infecte les cellules mononuclées sanguines et/stieé sous forme libre dans le compartiment
sanguin.

La viremie n’est donc pas exclusivement associgecallules mais la détection du virus est
plus efficace a partir des cellules mononuclééaesyrapport avec une charge virale plus

importante. La durée de cette phase est de queiourss
2.2. Infection persistante

Les pestivirus ont la particularité de pouvoir #eser la barriere placentaire et infecter le
foetus, lors d'infection transitoire de la mere.I'Bifection du foetus se fait entre la fin de

'embryogénese et I'acquisition de 'immunocompéterientre J20 et J65 de gestation chez
les ovins et entre J42 et J125 de gestation clsdzolns) et que le foetus survit, le veau naitra
infecté permanent et immunotolérant (IPI). Il recait les antigénes viraux comme des
antigénes du soi, présentera alors une viremiespange, ne fabriquera pas d’anticorps contre
le virus et sera une excellente source de contaimmasécréetion du virus dans les sécrétions
nasales et oculaires, I'urine, la semence, leeldits feces. Ces animaux IPI sont la principale

source de dissémination du virus.
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Plusieurs hypotheses ont été proposées pour erploguprocessus d’infection persistante. La
période a risque correspondrait a la période ddfma des récepteurs viraux lors du
développement des cellules feetales. Cette phasendbilité du faetus correspondrait aussi a
la période pendant laquelle le systeme immunitapécifigue du veau est encore non
compétent tandis que cesse l'immunité maternellen@amment I'immunité antivirale
conférée par l'interféron d’origine maternelle placentaire (effet jusqu’ajdars). Pendant
cette fenétre si la réponse immune adaptative dusfest incapable de se mettre en place, la
réponse innée antivirale est, elle, active de€hritide la gestation, notamment via le systeme
des interférons de type | (INF-I). Or les souchep mpossédent des meécanismes qui
permettent de limiter la réponse en INF-I des ¢edlucontrairement aux souches cp. Deux
mécanismes sont mis en jeu: l'un par l'action deptotéine Npro qui cible la protéine
cellulaire IRF3 et bloque la production d’INF-Talitre par la protéine secrétée Erns qui a une
action Rnase et qui limite la réponse des INF-lited par les molécules ARN simple et
double brins. Les souches CP produisent, ellestedegrandes quantités d’ARN viraux car
leurs cycles de réplication sont amplifiés, comgnrmient aux souches ncp. La présence de
grandes quantités d’ARN déborderait ainsi le syst&® régulation Erns, le tout dans un

contexte foetal particulier.

3. Signes cliniques

Les signes cliniques dépendront :
- De I'héte : de son immunocompétence vis-a-vis dusyide son age et du stade de
gestation au moment de I'infection.
- De la souche virale en cause
Les manifestations cliniques provoquées par las\de la diarrhée virale bovine et de la

Maladie des Frontiéres sont assez proches.
3.1. Animaux adultes non gravides

Les bovins ou ovins adultes touchés par la malegligsouffrent en général que d’une infection
peu clinique ou subclinique. Il peut y avoir appan d'un syndrome fébrile, d’'une légere
leucopénie ou de troubles diarrhéiques banaux d¥gpEmtamination.

Cependant, dans de rares cas, certaines soucld3\Wet BVDV entrainent des symptémes
plus graves comme une forte fievre, de 'anoretigjetage, une conjonctivite, de la dyspnée,
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de la diarrhée et une mortalité des agneaux deésBAton. Une épidémie de cette forme a eu
lieu en France en 1984 avec la souche AV du BD\kf#en).

De plus, certaines formes de BVDV (en grande m&aiu BVDV-2) peuvent entrainer un
syndrome thrombo-hémorragique avec I'apparitiorypérthermie, d’abattement, de diarrhée
hémorragique, de pétéchies et diverses hémorra@edte forme est associée a une mortalité

élevée.

3.2. Animaux adultes méales reproducteurs

Les pestivirus se retrouvent dans la semence déssni@dl ou infectés transitoires. La
semence des animaux IPl sera néanmoins plus car@argile celle des animaux infectés de

maniére transitoire. Le virus survit aux procédéprEparation a I'insémination artificielle.

3.3. Animaux adultes gravides

La femelle gravide infectée par le virus ne présenpas de signes cliniques par contre le
foetus risque de souffrir de cette infection. L'atilen par le virus BVD entraine ainsi de
nombreux troubles de la reproduction, tels que alesmalies du fonctionnement ovarien
(croissance folliculaire, ovulation, fécondatiod)yy développement embryonnaire puis fecetal,
une mortalité de I'embryon et du feetus ou diversedformations foetales, ainsi qu'une
morbidité et une mortalité néonatales (figure 8gs Liroubles de la reproduction lors
d'infection transitoire peuvent étre consécutifisna contamination du tractus génital, suite a
l'insémination chez la femelle, mais ils apparaisde plus fréquemment a la suite d'une

contamination par voie nasale (aérosol) ou digestiv
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Figure 8: Conséquences possibles de I'infection par le Bf@lon le stade de gestation de la brebis (Meyer
2012)

Anomalie du fonctionnement ovarien

Lors de linfection transitoire de la femelle pa BVD, on peut observer une ovarite
interstitielle diffuse et une perturbation de I'tation. La femelle exprime moins ses chaleurs
et il est plus difficile de I'inséminer au bon mame

Mortalité embryonnaire

Tout d’abord, l'infection par les pestivirus peuttminer des effets délétéres directs sur
'embryon. L'infection peut aussi rendre le milieutérin hostile au développement
embryonnaire. La mortalité de I'embryon peut étvasgcutive a l'infection de la mere par la
voie oro nasale ou intra utérine (insémination akesperme contaminé, miction de taureau
lors de saillie naturelle, auto contamination auveine contaminée de la femelle lors des
chaleurs).

Avortement

Les virus du BVD et de la BD peuvent entrainer aasrtements tout au long de la gestation.
Dans le cas d'infection par le BVDV, l'avortemenliea entre neuf jours et trois mois apres
l'infection. Lorsqu'un troupeau est infecté, enseoai des conséquences différentes de
l'infection en fonction du stade de la gestatiGrieVeur observe d'abord les avortements, puis

les anomalies du veau nouveau-né. Les dégats pegiverimportants, jusqu'a 60% de pertes

35



(avortements et mortalité néonatale) dans un t@wpé'incidence des avortements est
significativement supérieure dans les troupeauxvaggrinent de s'infecter, avec un risque 2,6
fois plus important que dans les troupeaux témoos infectés (séronégatifs) dans l'année

qui suit I'introduction du virus et plus de onzesfsupérieur au cours de la deuxiéme année.

Malformations

Lorsque l'infection transplacentaire a lieu ener®0e et le 150e jour (autour duf J@ur pour

les ovins), le pestivirus peut induire la destmctou 'endommagement des cellules souches
et diverses malformations du cerveau telles qugdidttéphalie, I'hnydranencéphalie ou
I'hypoplasie cérébelleuse (d'ou ataxie), ainsi ri'uhypomyélinisation ou une
dysmyélinisation. Ces anomalies se traduisent nalasance par des veaux et d’agneaux
faibles, tremblants, incapables de se lever etéder,tataxiques ou dont la posture est
anormale. Des atteintes de la vision font égalenpamtie des malformations les plus
répandues des fecetus infectés. Une autre cibleipaiecdu virus est lsquelette entrainant
une stature trapue et courte, des torticolis, dafonmations faciales, de I'arthrogrypose.

Certains présentent un pelage hirsute.

Mortalité néonatale

Le BVDV est responsable d'un retard de croissant&-utérine qui se manifeste a la
naissance par un poids faible des veaux nés IRtapacité a se lever et se nourrir. Lors de
I'infection des ovins, on va observer que les agresant avoir du mal a se tenir debout, ils
vont présenter des anomalies de la toison et dgsesinerveux (tremblements). Les
symptémes nerveux pourront disparaitre entre 3 eboss d’age. Ces agneaux risquent

néanmoins de mourir a n'importe quel moment.

Naissance d’animaux IPI

Les pestivirus ont la particularité de pouvoir geser la barriere placentaire et infecter le
foetus, lors d'infection transitoire de la mere.I'Bifection du foetus se fait entre la fin de

'embryogéneése et I'acquisition de 'immunocompéterientre J20 et J65 de gestation chez
les ovins et entre J42 et J125 de gestation clseézolns) et que le feetus survit, le veau naitra

infecté permanent et immunotolérant (IP1).
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Les animaux IPI ne présenteront pas ou peu dessiimeiques a la naissance, ils présenteront
par la suite une espérance de vie courte, d’endramd ans pour les bovins. L'IPI peut étre
peu viable (syndrome du veau faible), avoir un t#pmement retardé (retard de croissance)
ou souffrir de diverses surinfections. Cependans lanimaux IPI ne sont pas
systématiqguement atteints de retards de croissamaanomalies congénitales, il est donc
possible qu'ils soient choisis comme taureaux dmteurs. Les animaux naissant IPl qui
arrivent a 'adge adulte et sont mis a la reprodunctdonneront naissance a des animaux IPI a
leur tour. La qualité de leur semence est variaBEaucoup présentent des semences de
mauvaise qualité (faible motilité, faible concetibla, nombreuses anomalies), tandis que
d'autres ont des spermes apparemment normaux gi'dpge criteres habituels du
spermogramme. De méme, la fertilité des taurealixdfe selon les animaux.

Les bovins IPI peuvent développer une maladie qajgrelle la maladie des muqueuses soit
sous la forme aigue (syndrome fébrile, inflammagibaoccales, ulcéres interdigités, dermites,
larmoiement et mortalité de 80 a 90%), soit sodstime chronique (mémes symptémes mais
moins séveres, signes cutanés plus développésagsdalforme aigue).

Dans le cas d’'une forme aigue de la maladie desugusgs, a I'autopsie on pourra observer
des lésions ulcératives du mufle, des narinesadevire supérieure et de la cavité buccale
associées a une congestion diffuse de la muqukeeséesions de I'cesophage sont fréquentes
dans le tiers proximal : ulceres ou érosions ifiéges de petite taille. Les piliers du rumen et
les lames du feuillet peuvent présenter des ulcgrbase congestive ou hémorragique. La
caillette est frequemment atteinte et présente mogueuse congestive avec pétéchies et
petits ulceres ronds entourés d’un liseré congdstifmuqueuse de l'intestin gréle apparait
souvent normale, parfois une entérite catarrhatememntionnée. Les plaques de Peyer
présentent des lésions marquées : nécrose, hémesrgtguicérations. Au niveau du caecum
et du colon, les Iésions sont variables : une taailte fibrino-hémorragique est le plus
souvent rapportée.

Dans le cas d’'une forme chronigue de la maladiemiggueuses, les Iésions rencontrées sont
généralement modifiées par les traitements quiéétentrepris ou par les surinfections
(bactériennes ou mycosiques). Elles different peoalles de la forme aigue. Les atteintes de
la cavité buccale et de I'oesophage apparaisseirtsnmoarquées. Par contre, les lésions
jéjuno-iléite ulcérative sont plus étendues et aet pas limitées au tissu lymphoide. Une
typhlo colite fibrineuse ou fibrino-nécrotique aveglcération focale ou étendue,
particulierement au niveau du caecum et du rectume, vasculite nécrosante de la sous
mugueuse peuvent s’observer. Une dermatite intiéédig exsudative ainsi qu’une

inflammation ulcérative au niveau des sabots seomnent lors de formes chroniques. Une
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ulcération chronique cutanée est rapportée pritenpant au niveau du périnée (Chesehl.
2006).

Les ovins IPI peuvent développer un syndrome praehka maladie des muqueuses avec des
eécoulements nasaux et oculaires, détresse resparataulcéres des muqueuses. A l'autopsie

des ovins IPI, on observe un épaississement deidmeuse de I'leum distal, du caecum et du

colon.
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[[I/ Lutte contre les pestiviroses des ruminants

1. Diagnostic

1.1. Diagnostic épidémio-clinique et nécropsique

La suspicion clinique est un élément important peupremiére étape du diagnostic de la
maladie, cependant elle ne constitue pas en elleenu diagnostic de certitude.

Le diagnostic différentiel se fera avec I'ataxie@otique (carence en cuivre provoquant des
anomalies de la toison et des troubles nerveuxgsetutres maladies abortives comme la

brucellose, la chlamydiose, la fievre Q et la tdaspose.

1.2. Diagnostic de laboratoire

Il 'y a pas de laboratoires de référence pouridgrbstic de la Border Disease. La plupart
des laboratoires départementaux réalisent le dsigndes pestiviroses de ruminants et deux
laboratoires nationaux de référence pour le BV aossi en charge du diagnostic de la BD.
Le diagnostic de la maladie repose sur des techsiglirectes de détection du virus ou
indirectes de détection des anticorps anti BDV.

1.2.1. Détection du virus

Plusieurs méthodes de détection existent :

- Isolement viral en culture cellulaire

Cette technique consiste a mettre en culture uandidion sur des cellules cibles. Si cet

échantillon est contaminé par le virus, le virusdsveloppera et on le mettra alors en
évidence grace a des techniques immunologiquesymfiuorescence, immunoperoxydase)

dans la mesure ou la plupart des souches circslantg ncp.

Les cellules utilisées pour la mise en culture samtout des cellules rénales, testiculaires ou

pulmonaires d’origine ovine.
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Les échantillons a tester sur les animaux vivaats/ent étre préférentiellement du sang total,
voire du sperme ce dernier type d’échantillon n&tesune dilution au 1/10 au moins
(cytotoxicité du sperme complet)

Les échantillons a tester sur les animaux mortsvgrguétre préférentiellement du tissu
splénique, du tissu thyroidien, du tissu rénal,revodu tissu encéphalique, du tissu
lymphatique et du tissu intestinal. Le délai deorége de ce test est de 6 a 8 jours si c'est
positif et le double si c’est négatif.

Cette méthode de mise en évidence du virus estrermumsidérée comme la méthode de
référence, bien que peu utilisée. Elle apparainsisensible que la PCR et risque de fournir
des résultats faussement positifs si le virus estctivé par des anticorps colostraux
(prélévement chez le jeune < 4 mois) ou par desa@ps présents dans le sérum de veau
foetal utilisé pour les cultures cellulaires parregke.

Cette technigue est adaptée a la recherche demdBlest déconseillé pour les animaux de

moins de trois mois car les anticorps colostrauwpat empécher I'isolement viral.

- Détection des antigenes viraux (ELISA ag)

Les détections virales peuvent se faire par telstSA antigene. Ces tests consistent a mettre
en contact les échantillons et des anticorps monacix spécifiques au virus conjugués ou
non a la peroxydase. S’ils ne sont pas marquésysteme de détection secondaire (anticorps
couplés a la peroxydase dirigés contre les antscorpnoclonaux spécifiques) est utilisé. Les
antigénes recherchés sont surtout NS2-3, voir EE2ull n'existe pas de tests spécifiques

pour la détection du BDV. Dans la mesure ou NS2t3rés conservée entre pestivirus, ces
sont les tests NS2-3 BVD qui sont utilisés pouBI¥/.

Lors d’infection permanente, la sensibilité ess thénne et s’approche de celle de I'isolement
viral (titres viraux élevés). Lors d’infection trsitoire, la sensibilité est plus réduite (titres

viraux plus faibles).

Chez les animaux de moins de 3 mois, le test ELE38e néanmoins peu fiable en raison de
la présence possible d’anticorps colostraux.

C'est une méthode simple, peu couteuse et rapide ptasser un grand nombre

d’échantillons.

- Détection des acides nucléiques (RT-PCR)

La technique consiste, apres rétrotranscriptiod’AlRN viral en ADN complémentaire, a
amplifier un fragment de génome présent dans uargithon. Les prélevements peuvent étre

du sang total, du sérum, du plasma, du lait ethiegsies d’organes. Compte tenu de la
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grande variabilité des pestivirus, les kits comnaerc ont été concus pour détecter
'ensemble des souches connues de BVDV et BDV, esoiugn utilisant deux a trois couples
d’amorces différentes.

C’est une technique plus sensible et plus spéafigue I'isolement viral, notamment si on
utilise une RT-PCR quantitative, qui est la techeitp plus utilisée actuellement. Elle permet
la détection de quantité trés faible d’ARN viral ptut étre effectué sur des mélanges de
prélevements de plusieurs individus (mélange dpd20 le sang, lait de tank). Par ailleurs, ce
test est indiqué pour la recherche du statut deseg animaux encore sous immunité
colostrale.

Les aspects négatifs de ce test restent son piieqetipement nécessaire pour I'effectuer.
Néanmoins, la possibilité de tester plusieurs éillars meélangés diminue nettement les

codts.

1.2.2. Détection des anticorps

- Test de séroneutralisation

by

La technique consiste a quantifier le nombre déamfs neutralisants présent dans un
échantillon, la plupart du temps le sérum. On nmet@ntact le sérum a différentes dilutions

avec un titre constant de virus. Le virus non radisi# est révélé par la suite, soit par
visualisation de I'effet cytopathique soit par immohistochimie pour les souches virales ncp.

On utilise préférentiellement des souches cytopat#s pour détecter plus facilement la

neutralisation du virus (virus non neutralisé =Hutes lysées).

Certains auteurs ont étudié I'efficacité de vacdimgyés contre le BVDV par cette technique

(Hamerset al. 2002). Pour les souches ncp, les virus non né&éraktaient détectés par

réaction avec une immunoperoxydase ou par immuoi&cence. Pour les souches cp, les
virus non neutralisés étaient détectés par cotoradu cristal violet. Chaque puit était soit

positif soit négatif pour la présence de virus. bé&rentes techniques utilisées en fonction
du biotype peuvent affecter les résultats obterfDstte technique de diagnostic est

controversée, en effet il n’existe pas de méthadeeusellement reconnue pour déterminer le
titre en anticorps neutralisants. De plus, il n&aipas de challenge standardisé ni de
définition standardisée de protection.

C’est une méthode de référence car sensible eifigpéc Cependant, elle présente un codt
importantet est compliquée a mettre en ceuvre. Il y a un dél® a 7 jours pour obtenir les

résultats.
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- ELISA indirecte et ELISA compétition

Ces tests sont peu couteux, automatisables eesapid

Le principe de 'ELISA indirect consiste a verséchantillon a tester sur un tapis d’antigénes
(protéine EO et/ou NS3). Les anticorps présents dl@nhantillon se fixent aux antigénes et
sont révélés secondairement par un révélateur.e Gutithode est qualitative mais non
guantitative méme si la densité lumineuse estadliia quantité d’anticorps présents.

La sensibilité de ce test parait souvent meillegue celle de la séroneutralisation. La
spécificité est quant a elle plus basse.

L’ELISA competition consiste a mettre en compétities anticorps de I'animal avec un
anticorps monoclonal anti NS3 marqué a la peroxgdass échantillons sont mis au contact
avec de la NS3 (fixée dans des puits). Si des@pscspécifiques sont présents ils se fixent
sur la NS3 qui est alors masquée. On ajoute endegeanticorps monoclonaux anti NS3
couplés a une enzyme. S'il y a des anticorps daakdntillon, il n’y aura pas de fixation
possible. Sinon, ils se fixeront sur les NS3 datspu

1.3. Interprétation des tests de laboratoire

Unevirémie positivandique que I'animal est IP1 ou infecté transioifi le test est deux fois
positif & 4 semaines d’intervalle I'animal est tRins la mesure ou la virémie lors d'infection
transitoire est de 15-21 jours.

Une viréemie négativendique que l'animal n’est pas IPI ni infecté sdaire. L'animal a
cependant pu étre infecté transitoire. Il ne repmée pas de risques pour ces congénéeres sauf
s'il est en tout début d’infection. Ce dernier poist extrémement rare car un début
d’infection ne justifie pas de prélevements sueteain.

Une sérologie positiveen séroneutralisation indique que I'animal est imoaompétent suite

a une infection et/ou une vaccination. Les antisarputralisants peuvent persister plus de 3
ans. Chez un jeune de moins de 4-6 mois un testifppsut aussi révéler la présence
d’anticorps colostraux. Enfin un animal IPI ne pritcpas d’anticorps contre la souche ncp
qui I'infecte. Par contre, il peut produire desieanps contre la protéine E2 (non conservée)
s'il est surinfecté par une souche antigéniquerékengnée.

Une sérologie négativendique que l'animal n’'a pas été infecté, qu'ilt &n cours de

séroconversion ou IPI.
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2. Les vaccins contre les pestivirus

La vaccination a plusieurs objectifs : éviter I'apfion de signes cliniques, réduire
I'excrétion virale des animaux infectés transiteiet des animaux IPI et limiter la naissance
de nouveaux animaux IPl. Pendant longtemps, legin@cvisaient aux deux premiers
objectifs, notamment parce que la pathogénie degtHt peu connue. Depuis, et dans la
mesure ou les IPI représentent la principale sodeceontamination, la protection fcetale des
meres vaccinées contre une infection a pestivistisiee priorité absolue des vaccins. Selon
les pays, les exigences quant a la démonstratianedprotection foetale peuvent étre
différentes. En France, pour avoir une indicati@n ptotection foetale, il faut, lors d’'une
inoculation d’épreuve, obtenir 100% d’animaux IRInd le groupe contréle (au moins 12
bovins) et une protection foetale dans plus de 988@dimaux vaccinés (au moins 8 bovins).
Les vaccins doivent de plus étre sirs et facilasilation. Il faut aussi prendre en compte les
interférences qu’une vaccination peut entraines Wun dépistage. Il n'existe pas, a I'’heure
actuelle de vaccins spécifiques contre le BDV.deatre de nombreux vaccins contre le BVD

ont été produits.

2.1. Bases scientifiques : la réponse immunitaire eoles pestivirus

La réponse immunitaire innée est active avantpamse immunitaire adaptative.

L’interferon de type | (IFN-I) est un agent clé lderéponse immunitaire antivirale innée. La
réponse immunitaire innée est spécifique par aertaspects. Elle détecte des éléments qui
sont communs a plusieurs agents pathogenes («gesttassociated molecular patterns »,
PAMP). Ces éléments peuvent étre détectés parédepteurs se trouvant sur les cellules du
systeme immunitaire (intra ou extracellulaire) péut s’agir de Toll-like receptors (TLR), de
RIG-I-like receptors (RLR) ou de NOD-like recepto(SILR). La reconnaissance des
pathogénes par le systtme immun inné est un piigrgapur I'activation de la réponse
immunitaire adaptative. Les cellules dendritiquesent un rdle central dans la réponse
immunitaire primaire et jouent aussi un role impattdans linitiation et la régulation de la
réponse immunitaire adaptative. Les cellules dégdes sont activées par les PAMP et
produisent des cytokines, dont la plus importarsiellEN-1, qui font le lien entre réponse
immunitaire innée et adaptative. Par la suite [@on&e immunitaire cellulaire et humorale
sont activeées (Peterhaesal. 2010).

La réponse immunitaire adaptative est a la foisdrale et cellulaire. L’infection par le BVD

entraine a la fois une sécrétion de lymphocytes D4€ et lymphocytes T CD8+. Les
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lymphocytes T CD4+ jouent un role essentiel dangpeonse immunitaire contre le BVDV :
ils ont un role a la fois dans la régulation dedlponse immunitaire cellulaire mais aussi dans
la régulation de la réponse immunitaire humorat@sld’'une diminution des lymphocytes T
CD4+, les signes cliniques des animaux infectésistt@irement sont prolongées. Ces
lymphocytes peuvent reconnaitre des protéineststales (Erns et E2), et des protéines non
structurales (NPro et NS2-3) (Collenh al. 2000). Les réponses cellulaires spécifiques sont
détectables apres 6 a 8 semaines aprés une infgiioune souche ncp, alors gqu'ils sont
détectables aprés 3 a 4 semaines aprés une infgeroune souche cp (Brackenbutyal.
2003).

Les anticorps spécifiques du virus sont détectpgleaent aprés l'infection et dans les
mémes laps de temps que cela soit lors d’'une infe@ar souche cp ou ncp. L'immunité
humorale est insuffisante pour éliminer les cefiutdectées par le virus (Colle al. 2000).

Le BVDV entraine une immunodéficience chez la ptupas animaux touchés. Ceci pourrait
étre d0 a de nombreux facteurs: une baisse derddugtion de lymphocytes, a une
augmentation de sécrétion de la prostaglandiné BBe diminution de I'activité microbicide,
a une migration aléatoire des granulocytes neutileha une diminution de la sécrétion
d'immunoglobulines et a une diminution de I'expreasdu complément et de la production
de récepteurs Fc et de chémokines. L'immunodéfieidite a I'infection par le BVDV est
encore un sujet de débats (Peterleirad. 2003).

Lors d’'une infection transitoire chez un adulte gla jamais été en contact avec le BVDV,
celui-ci présente une réaction immunitaire innéefgi intervenir I'lFN-I quel que soit le
biotype du virus infectant. (Peterhaetsal. 2010)

Lors d’infection d’'un feetus, on observe une difféme dans la réponse immunitaire selon le
biotype. Les souches ncp ne provoquent pas de sépuer I'IFN-I alors que les souches cp
entrainent cette réponse. C’est cette absencepdmsé par I'lFN-I qui entraine I'infection
permanente du feetus et son statut d’animal IPId&dnla réplication, les deux biotypes
expriment Npro et Erns. Lorsque Npro est expriméype cellule infectée, il cible le facteur
de transcription IRF-3, ce qui inhibe la sécrétidfN. De plus, la protéine structurale Erns a
aussi une action qui bloque la synthese des IFNgsacellules infectées mais aussi les non
infectées. (Peterhams al. 2010)

Le biotype cp produit plus d’ARN double brin que rlep, ceci augmente le nombre de
PAMP. L’hypothése principale est que, dans le caeréinfection permanente du feetus, ces
nombreux signaux dépassent les capacités de Nfgmeta inhiber la synthese des IFN. Ce
qui expliquerait que lors de la contamination pae souche ncp du feetus, il n'y ait pas de

sécrétion d'IFN (Peterharet al. 2010).
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2.2.  Vaccination BVDV chez les bovins

Les premiers vaccins BVD ont été produits aux Etaiss dans les années soixante et plus
d’'une cinquantaine de vaccins existent dans ce. faysFrance, les vaccins actuellement
disponibles sont soit des vaccins vivants modgid@s inactivés. lls peuvent étre monovalents
ou associés a d’autre valences comme le virusreggpe syncytial, le virus parainfluenza 3
et Mannheimia haemolytica

Les vaccins vivants modifiés peuvent étre attémagspassages successifs sur des cultures
cellulaires homologues (exemple : Mucosiffa nd) owtés par thermosensibilisation
(exemple : Rispoval BVD nd).

Les cotés positifs de ces vaccins sont leur capadihduire une réponse immunitaire efficace
et rapide, ils nécessitent une seule injectionrdaqvaccination. Apres vaccination, la durée
de la réponse en anticorps neutralisants est swpéra une année, le plus souvent 2 a 3 ans.
De plus ces vaccins sont capables d’induire unengg immunitaire cellulaire plus
importante que pour les vaccins inactivés, bien gea d’études analysent la réponse
cellulaire. Néanmoins, ces vaccins se répliquemis ddorganisme aprés immunisation et
peuvent théoriguement passer la barriere placentiér peuvent donc présenter des risques
pour les femelles gravides ce qui explique leutresimdication lors des six premiers mois de
gestation. En fait, seules les souches ncp semBleatcapables d’infecter le foetus et la
plupart des vaccins modifiés contiennent des saude atténuées, comme le vaccin
Mucosiffa nd.

Par ailleurs certaines souches (vaccin Rispovahadjont pas capables de se multiplier a la
température corporelle du bovin et ne présentent gms de risque d’utilisation durant la
gestation.

Les vaccins inactivés le sont par différents agehisiques.

lls sont sdrs d'utilisation, et ne présentent pasridques particuliers pour les animaux.
Néanmoins, ils sont moins rapides pour déclenche immunité (deux injections de
primovaccination), ils sont donc plus chers a s#ili Trois vaccins de ce type ont montré leur
efficacité pour la protection foetale : Bovilis BMial, Pregsure nd, et Bovidec nd (non utilisé
en France).

Le vaccin Pregsure nd n’est plus commercialisé damsonde en raison de son implication
probable dans l'apparition de la Pancytopénie N&d@maBovine (suspension dAMM en
2010) (Foucrast al.2012)

Les deux vaccins qui vont nous intéresser lorsatie étude sont :
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- Bovilis BVD nd (Intervet): type inerte, BVDvl sdue CB86 cytopathique,
primovaccination en 2 injections, rappel tous leméis, AMM pour la protection
foetale, pas de contre- indications.

- Mucosiffa nd (Merial) : type vivant modifié, BVDv&ouche Oregon cytopathique,
primovaccination en 1 injection, rappel tous les,grotection faetale, contre indiqué
chez les femelles gravides entre 0 et 6 mois deamms. Pas d’AMM pour la
protection fcetale mais démonstration lors d’'uned@taxpérimentale (Meyer et al.
2012)

2.3. Vaccination chez les ovins

Il n’existe pas de vaccins spécifiques contre kestipiroses ovines. Les vaccins utilisés chez
les bovins contre le BVDV n’ont pas d’AMM ovins.

Néanmoins, ces vaccins sont utilisés sur le terchiez les ovins, sans qu'il n'y ait de
démonstration expérimentale de leurs efficacités durées de protection vaccinales sont la
aussi inconnues, et le protocole vaccinal n’estctgisement déterminé.

Enfin, les doses utilisées sont, pour des raisepa@miques, systematiquement divisées par
deux, parfois par quatre, sans qu'aucune étudé prauvé I'efficacité de ces vaccins a ces
dosages.

Malgré tout cela, ces vaccins sont utilisés. Les glouramment utilisé est le vaccin Mucosiffa
nd. C’est le seul vaccin a avoir fait I'objet d’'uéaide définissant la dose minimale utilisable
chez l'ovin pour étre efficace (1/2 dose du bovibutilisation de ce vaccin entraine
néanmoins un souci de détection sérologique. limEent une réponse en anticorps totaux et
NS2-3 et interferent par la suite avec une répgust-infectieuse. L'utilisation du vaccin

inactivé (Bovilis BVD nd) n’a pas encore fait I'abjd’études chez les ovins.

3. Prophylaxie sanitaire et/ou médicale

Prophylaxies sanitaire et médicale sont utilisémgaintement ou séparément dans les plans
de contréle de la BVD ou BD, selon les situatiopglémiologiques. La prophylaxie sanitaire
repose sur la détection et I'élimination des anin#l et sur I'ensemble des mesures de
biosécurité pour empécher l'introduction de la deaEn Europe, la fréquence d’animaux
IPI varie entre 0,5-et 2% des animaux selon les.pag prophylaxie-médicale repose sur la

vaccination, le plus souvent-en complément dedalpylaxie sanitaire,
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La détection des animaux IPI se fait sur base dauspicion clinique, a I'introduction d’'un
animal dans un nouveau cheptel ou lors d'un plandékection massif. En général, on
privilégie la recherche du virus par PCR individeebu de mélange de sang ou par

antiginémie ELISA sur sang ou tissu auriculaire.

3.1. Contrdle a l'introduction dans un cheptel

La premiére mesure a effectuer lors d’achats d’aoinest la mise en quarantaine des
animaux nouvellement introduits, le temps de réaliss analyses biologiques. On effectue
alors un dépistage individuel. Ce type de de dagéstest aussi utilisé lors d’'une volonté
d’assainissement ou lorsqu’un élevage est certdiePI.

S’il s’agit d’'un animal de moins de 6 mois, on jlégiera un test PCR pour éviter les
interactions avec les anticorps colostraux. Sag#’ d’'une femelle gravide, on recherche les
anticorps ou le virus. Dans les autres cas, onlégie la RT-PCR. En effet, cette technique a
une grande sensibilité.

Si la PCR se révele positive, il convient de faire deuxiéme test a quatre semaines pour

déterminer s’il s’agit d’un infecté transitoire diun IPI.

3.2. Dépistage collectif et prophylaxie sanitaire (med#ovin)

La premiére étape dans le contréle de la maladi¢oegours d’identifier et d’éliminer les
animaux infectés permanents immunotolérants (IB§. deuxiéme étape dépend de la

séroprévalence de BVD dans la zone géographique.

3.2.1. Zones a faible prévalence : exemple de la Suede

S’il s’agit d’'une zone &aible prévalence de BV.[omme la Suede par exemple, I'éradication
est possible. La vaccination contre le BVD est gunexistante dans ce type de pays.
Dans un premier temps on va chercher a sépardrdepeaux « infectés » des troupeaux
« non infectés ». On détecte alors les troupedxtés grace a une détection d’anticorps anti
BVD par une méthode ELISA (SVANOVA ELISA) directentedans le lait de tank.
Les troupeaux sont alors classés en diverses caedo a 3).
Pour que le troupeau soit considéré comme inderaiMD, il faut :

- Deux échantillons négatifs a la détection d’anfisaanti BVD a 7 mois d’intervalle
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0 Lait de tank stade Oou 1
o Lait mélangé de 5 a 10 primipares anticorps antDBMgatif
0 Sérum mélangé de 5 a 10 jeunes de plus de 15 msrs anti BVD négatif
- Tests arenouveler tous les ans sur le troupeaugaoder le statut indemne de BVD
- Certificats individuels de tous les animaux du preau.
Les éleveurs détenteurs du statut indemne de BViRedb respecter certaines regles de
sécurité pour éviter de réintroduire la maladiesdbur élevage : introduction uniquement
d’animaux certifiés indemnes, pas de patures coresi@vec des animaux non indemnes,
guarantaine de trois semaines pour I'introductiemduveaux animaux...
Lorsque les troupeaux sont considérés comme irsf¢stade 2 ou 3 ELISA SVANOVA), des
mesures sont prises pour éradiquer le virus. Tesisahimaux de plus de 10 semaines sont
testés individuellement par une méthode ELISA datdécles antigenes du BVD. Si des
animaux sont détectés positifs, des isolementsuxirsont effectués, et les animaux en
guestion sont abattus. Par la suite, tous les vdaivent étre testés a 10-12 semaines, s'ils
sont séronégatifs ils doivent étre retestés anlddil’année.
Grace a cette méthode appliquée a partir de 199F%weErde, le pays est passé d'une
séroprévalence de 65% a une séroprévalence ded@%. méthode a aussi permis aux iles
Shetland d’étre le premier pays a éradiquer totalgre BVD.
Ce type d’éradication a aussi été utilisé au Damkenes Norvege et en Finlande.

3.2.2. Zones a forte prévalence : exemple de I'Allemagne

S'’il s’agit d'une zone a forte séroprévalence deDB¥omme en Allemagne, en général la
vaccination est couramment pratiquée et I'éradiocatist quasi impossible en tout cas dans un
premier temps. On met alors en place un contréieligute I'impact économique de la
maladie. Ce contrble a été mis en place avec @egufils volontaires soutenus par des aides
nationales en Allemagne.
Tout d’abord on cherche a détecter et élimineatemaux IPI :
- On teste tous les animaux de plus de 3 ans pactiéted’antigene du BVD par
méthode ELISA.
- Sile test est positif, on refait un test 14 jopirtss tard, si ce test est de nouveau positif,
I'animal est abattu (IP1).
- Pendant une période de 12 mois apres I'éliminatiordernier animal IPI tous les

veaux nouveaux nés doivent étre testés, s'ilspositifs, ils sont abattus.
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- Toutes les vaches de plus de 6 mois doivent étteing@es au moins 10 semaines
avant la mise a la reproduction.

En parallele de ces mesures, I'éleveur doit suereilintroduction des animaux en
introduisant uniqguement des animaux certifiés ingesde BVD.
La vaccination est un élément important de contd@ies des pays comme I'Allemagne. La
méthode de vaccination utilisée en Allemagne estragthode en deux étapes : tout d’abord
vacciner avec un vaccin inactivé (Mucobovin nd $@8VDv1l ncp + BDv Aveyronnite)
puis 30 jours plus tard vacciner avec un vacciraniatténué (Vacoviron nd souche BVDv1
cp Oregon). Cette techniqgue a montré une grandeaeité et une grande fiabilité.
Néanmoins, la production du vaccin Mucobovin aagététée en 2011.
Tous ces contrdles ont montré une efficacité, Eblgme est que par la suite les éleveurs
relachent la surveillance et le risque est que ddadie réapparaisse. Il faut donc maintenir
une surveillance efficace des élevages. A ce [tAdeemagne s’est engagée dans un plan de
contrble national, financé par I'état fédéral gepaose sur la détection des animaux IPI par
RT-PCR individuelle et leur élimination.

3.2.3. Zones a forte prévalence : exemple de la France

Aujourd’hui, en France, la détection des veaux 3Bl fait majoritairement par PCR sur
mélange d’échantillons (lait ou sérum). Les mélanggtectés positifs sont repris ensuite en
deétection indiividuelle. Les veaux IPI alors dééscsont éliminés.

Il est nécessaire de mettre en place un suivi tats infectieux des cheptels comme en
Allemagne. Certains départements Francais ont s@ziexemple et ont mis en place une
certification (pas reconnue par I'Etat). Pour lesipeaux laitiers, le statut BVD est évalué par
dépistage des anticorps anti NS3 dans le laitmle tan fonction du pourcentage d’inhibition
entrainé par les anticorps présents, on classkitssde tank (de 0 a 2 ; 2 contenant le plus
d’anticorps). On effectue ces prélevements surdaitank 3 fois a quatre mois d’intervalle.
En fonction des résultats, on peut classer I'élevaélevage non infecté, élevage douteux,
élevage suspect d’infection.

Il est important aussi de contrOler le statut degirks introduits. On fait pour cela des tests
sérologiques. On effectue aussi des tests virolmgicsi les tests sérologiques sont négatifs.
Ces controles sont systématiques dans les départieangant adoptée la stratégie d’évaluation
du statut BVD. Il est recommandé de garder l'animméloduit au moins 3 semaines en

guarantaine.
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Il est important d’éviter la contamination entreupeaux dans les patures. Pour cela on peut
envisager la mise en place de doubles clotureqpddhaussi envisager de mettre les femelles
gravides dans des prairies sans contact avec ties drpupeaux.

Enfin, les consignes d’hygiene doivent étre resgct la lettre pour le contrdle de la maladie
(contamination par le sperme, les vaccins, lesp&uoents, les vétements...).

En Bretagne et dans les Pays de la Loire, certiipartements ont eu I'idée de créer une base
de données des animaux certifiés « non IPIl ». @elpermet de limiter les dépistages lors
d’introduction de ces animaux. La quarantaine esand méme conseillée (animaux

possiblement infectés de facon transitoire).

3.3.  Prophylaxie sanitaire de la maladie des Frontiéres

Pour la maladie des Frontiéres, peu d'articles agppt la mise en place de campagne
d’éradication.

Cependant, depuis I'épizootie ayant touché I'Aveyralans les années 80, une épidémio
surveillance a été mise en place dans ce départemen

Au début de cette surveillance, les sélectionnetirges cheptels fournisseurs d’agneaux
d’engraissement étaient testés annuellement paysansérologique. Suite a cela, le nombre
de cheptels atteints a fortement diminué passa@Oée en 1998 a une prévalence de 4% en
2005. Cette diminution a conduit la filiere a maelifie systéeme de surveillance.

A partir de 2006, le statut sérologique des chepdel plus de 130 brebis a été évalué par
alternance tous les quatre ans. Par ailleurs,Heptels sélectionneurs, les cheptels figurant
sur une liste fournie par les opérateurs commexcéamheteurs d’agneaux d’engraissement et
les cheptels positifs a la prophylaxie de I'annge@dente faisaient I'objet d’'une surveillance
annuelle. Ainsi, en 2008, sur les 1909 cheptelplde de 130 ovins que comptait I’Aveyron,
1097 ont été programmes. Le suivi sérologique steisien I'analyse de 30 sérums issus de
la campagne de prophylaxie réglementaire pourdadhiose. Les brebis de 1 an devaient étre
prélevées de préférence. L'analyse sérologiquea éffdctuée sur 6 petits mélanges de 5
sérums. La présence de mélanges positifs, sureleee$ animaux, signait une circulation
virale récente. Ainsi, entre 2006 et 2008, 123 ajes ont été testés positifs.

Fin 2008, une reprise de la circulation virale @d@brder disease a été observée. Ce constat a
été confirmé en 2009, par la présence de formasiqubs de la maladie et d'une
augmentation significative de la mortalité surdgmeaux dans quelques élevages naisseurs et

dans certains ateliers d’engraissement. Il a &@égen mars 2009, d’élargir les recherches
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sérologiques, en évaluant le statut de la moitgateptels ovins de plus de 50 ovins tout en
continuant de tester les cheptels positifs I'anqéeédente et les cheptels sélectionneurs.
Grace a ce suivi, entre 2009 et 2010, I'ensembdectieptels aveyronnais de plus de 50 ovins
a été analysé au moins une fois. En outre, une ewnigition du nombre d’animaux testés par
troupeau a été convenue (9 mélanges de 5 sérumglirals). Par ailleurs, il a été conseillé
de prélever des animaux « tout venant » si aucumalation virale n’était connue dans le
troupeau et des brebis de 1 an en cas de cirqulatiale déja observée. Enfin lorsqu’un seul
meélange se révélait positif, une reprise en analydwiduelle des 5 sérums le constituant a
ete réalisée, afin de limiter les faux positifs. #tal, ce sont 1700 cheptels sur 2160 de plus
de 50 ovins qui ont été programmés en 2009 et@m\lir00 cheptels ovins testés en 2010.
Soixante-trois cheptels aveyronnais ont été noenedht détectés positifs en 2010. Au total,
entre 2009 et 2010, 209 cheptels sont connus coétarg positifs soit environ 10% des
cheptels. Les cheptels sont inégalement touché®rastion de leur production: 6% des
éleveurs cheptels lait sont séropositifs contre 2&%cheptels ovins viande.

Afin de renforcer le dispositif de surveillance, F®ODSA a souhaité mettre en place un
dépistage sur le lait de grand mélange, a I'imageeal qui est réalisé en élevage bovin en
Bretagne. Cette méthode semble intéressante a@arpelinet des contrbles plus réguliers
(Bernardin, 2011).
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Deuxieme partie : ETUDE EXPERIMENTALE
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1. Objectifs

Les objectifs de ce travail étaient doubles, tdabard, caractériser I'espece et le (les)
génotype(s) responsables des foyers de Bordersdisaa Aveyron depuis 2008, puis poser
des premiers éléments scientifiques sur l'intéétlad vaccination BVD pour lutter contre
l'infection par le BDV. Nous nous sommes focalisans cette thése, sur I'étude de la
réponse en anticorps neutralisant le BVDV et le BRprés immunisation de moutons avec
différentes doses d’'un vaccin inactivé commeraalidlous avons par la suite essayé
d’évaluer l'efficacité de cette vaccination loradé inoculation d’épreuve avec une souche

BDV isolée par nos soins en Aveyron. .

L’épizootie de 2008 qui sévit en Aveyron est a iore de ce travail de thése. En
complément des études épidémiologiques et diagnestj il avait pour objectif initial
d’isoler et d’identifier les souches virales cimules en Aveyron, de nature BVD ou BDV.

De plus, la vaccination BVD étant un des moyensutte majeur contre les pestiviroses, il
nous est apparu important de pouvoir apporter desiiprs résultats scientifiques sur son
intérét pour la protection contre le BDV. Nous avatonc évalué la capacité des sérums de
moutons vaccinés, par différentes doses de vacouili® BVD nd, a neutraliser différents
isolats de BDV, notamment les souches isolées cletites étude. Par la suite nous avons tenté
d’évaluer la capacité du vaccin a protéger les ormutsur des criteres cliniques et

virologiques contre une inoculation d’épreuve pae des souches isolées de BDV.

2. Matériels et méthodes

2.1. Cultures cellulaires

Les cellules utilisées sont des cellules MDBK (MeaBiarby Bovine Kidney cells). Ce sont
des cellules rénales bovines (ATCC CCL22) adhésamqié forment une monocouche a
confluence. Les cellules sont cultivées en étudy & et 5% de CO2, en Milieu Essentiel
Minimum contenant des sels de Earle et de la Laghite (MEM complet 1X), additionné
d’acides aminés non essentiels (AANE, 1X), de plinie (1 Ul/mL) de streptomycine
100pg/mL. Pour I'entretien des cellules, on ajadiiesérum de veau feetal (FCS) a 10%, ne
possédant pas d’anticorps antipestivirus, ni dépess (vérification au laboratoire). Pour les

séroneutralisations, 5% de sérum de cheval a éig&w@n remplacement du FCS.
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2.2. \irus

Isolement des virus

Les différents pestivirus ont été isolés en 201012@ partir de rates et de sang total
provenant d’agneaux certifiées infectés par uniyiast (résultats RT-PCR par le laboratoire
départemental de I’Aveyron) et tres probablemenstdeut IP1, en provenance de trois foyers
d’épizooties situés a une vingtaine de kilometrewwr de la commune de Salmiech en
Aveyron.

Les échantillons ont été envoyés, sous froid gadiins un bloc de glace, le plus rapidement
au laboratoire (arrivée entre 24 et 48 heures dj@#oi).

Le virus a été isolé a partir des broyats de rata partir des leucocytes (prélevement de sang
total). Brievement, des dilutions au 3/4/20 et 1/100 ont été déposées sur des boites- 6
puits de culture cellulaire MDBK- puis agitées deonent a 37°C pendant 2 heures.
L’inoculum a ensuite été éliminé et remplacé panl2de milieu de base + 3 % de FCS. Les
plaques ont été congelées a -80°C sept jours appeslation. Trois passages en aveugle ont
été réalisés avant de lancer une détection dewipes par immunohistochimie. A chaque
passage, un cinquieme de la production virale atéigé pour infecter de nouvelles boites de
cellules. Le reste de la suspension cellulaire@sservé a -80°C en tube de 5 ml.

L’absence d’autres pathogénes respiratoires bowingté vérifiée par différents tests
commerciaux (PCR et RT-PCR).

Detection des BDV par immunohistochimie

Les cellules MDBK infectées sont fixées avec dedtane diluée (90% acétone, 10 % eau
distillée) pendant 15 minutes. La présence d’anggeBVDV est révélée par un anticorps
monoclonal spécifique de groupe pestivirus de ramim WB 103/105 (ref RAE 0801
Veterinary Laboratories Agency, Weybridge UK), isélau 1/100

L’anticorps secondaire est un polyclonal de lapingd contre les immunoglobulines de
souris et marqué a la péroxydase de raifort (£f/5@9 P0260 DakoCytomation Glostrup,
Danemark). Le complexe antigéne anticorps est #nstévélé par un chromogene,
I'aminoéthylcarbazole (ref 101 AEC chromogéne Kigra St Louis USA). Une coloration

brun rouge du cytoplasme cellulaire révele la présealu virus.

2.3. Infections expérimentales
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2.3.1. Animaux

- Caractéristiques

Les animaux utilisés étaient des brebis Lacaundtesdunon gravides. Ces brebis ont
initialement été testées par RT-PCR quantitatiest VD Tavet, pan-pestivirus, Lsi, France)
pour la présence de BVDV ou de BDV. Ce test a aliél& pour plus de 60 souches de BVD
et BDV regroupant I'ensemble des différents génesyde chaque virus. Par ailleurs, les
animaux ont été confirmés comme séronégatifs patesincommercial ELISA NS2-3 (kit
Serelis® BVD p80, Synbiotics, Lyon, France) et par séroradigation, pour la présence
d’anticorps anti BVDV ou anti BDV.

- Entretien
Les brebis ont été logées dans une bergerie (niegpérimental A1) de I'Ecole Vétérinaire
de Toulouse. Elles étaient séparées physiguementudiees espéces de ruminants et des
porcins. Elles ont été alimentées du foin et degentrés, entretenues selon les conditions

réglementaires et infectés selon les normes déréactive Européenne (86/609/CEE).

2.3.2. Protocole expérimental de vaccination

Trois groupes expérimentaux de 6 moutons ont gtstitoes :

Groupe 1 : Témoins non vaccinés

Groupe 2 : Vaccination Bovilis, 1ml (Y2 dose utilisée powes lbovins dans le cadre de
I'’AMM)

Groupe 3 : Vaccination Bovilis, 0,5ml (¥4 dose utilisée poes Ibovins dans le cadre de
'AMM)

Les moutons des groupes 2 et 3 ont été vaccinésfdmua 28 jours d’intervalle (JO et J28)
par voie intramusculaire a I'encolure avec le vad@ovilis BVD (lot commercial, AO35A01,
01)0873184058584, *6767547*) a raison de moitiéeddsml) pour le groupe 2 et quart de
dose (0,5ml) pour le groupe 3, selon les recomntaordadu fabricant.

Le vaccin Bovilis BVD est un vaccin inactivé et adg a I'alun, en suspension agueuse
injectable, qui contient I'antigéne de la souche@@6 du virus BVD-1, équivalant a 50
unités ELISA (EU) et induisant au moins 4,6 Jagités de neutralisation virale (VN) par

dose de 2ml.

2.3.3. Inoculation d’épreuve
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Une inoculation d’épreuve a été réalisée a J196168 jours aprés la®anjection de vaccin.
Les moutons ont alors regus par voie intranasalpaetnébulisation (embout Tracherine,
Bayer), une dose de 5 X1TCIDs, par animal de la souche BDV non cytopathique ENVT-
10405 (titre de I'inoculum = POTCIDsy/ml, 2,5 mL dans chaque narine). La souche ENVT-
10405 de génotype 3 a été isolée en 2010 en Aveypamtir d’'un agneau IPI. Un titrage viral
a été réalisé sur l'inoculum, 2 heures aprés laléi’inoculation d’épreuve. Le titre était de
5,5 x 1 TCIDsg/ml.

Un calendrier des prélevements pour le suivi vigmae, hématologique et sérologique lors

de la période qui a suivi I'inoculation du viruggdreuve est fourni en annexe 1.

2.4. Suivi clinique et hématologique

Un suivi clinique a été réalisé pendant 10 jounesyghaque injection de vaccins et pendant
21 jours apres l'inoculation d’épreuve, par le mé&xraminateur. Les signes ont été rapportés
sur une fiche clinique (annexe 2).

Les numérations formules ont été obtenues a phasiprises de sang sur EDTA. Elles ont été
analysées directement apres le prélevement au nibyerautomateNIS9-5 analyser, Melet
Schloesing Laboratoriesju laboratoire de biologie de 'ENVT. Des frottenguins ont été

réalisés en paralléle, pour la numération formele lducocytes.

2.5. Suivi de la réponse en anticorps

2.5.1. ELISA

Un suivi de la réponse en anticorps NS2-3 a étiisééaur les ovins du groupe 1 (témoins
non vaccinés puis infectés) et sentinelles toutss 2 semaines jusqu’a l'inoculation
d’épreuve. La réponse NS2-3 a ensuite été evalgetous les animaux a J196 (inoculation
d’épreuve), J224, J252 et J280. La réponse a stéet@ar un test ELISA NS2/3, selon le
protocole du kit Sereli€&BVD p80 Ag Mono blocking (Synbiotics, Lyon, France

2.5.2. Réponse neutralisante
La réponse en anticorps neutralisants a éte amapeétest de neutralisation en microplaque

a quantité de virus constant (Hametsal., 2002) vis-a-vis de différentes souches du BVD et

56



du BDV. Brievement, les dilutions (facteur 2, atlaes dilutions ¥4 a 1/5096) des sérums ont
été incubées 1 heure a 37°C en présence de virlsdMBDV, de maniére a avoir au final
entre 150 a 200 TCID50 (100 uL) par puit de plagaue¥s puits. Les sérums sont ensuite
déposés sur cellules MDBK confluentes a 95%, equala 96 puits, pendant 2 heures a 37°C.
Le milieu est ensuite enleveé, trois lavages enemiMEM sont réalisés et les cellules sont
ensuite incubées en milieu MEM base avec 5% deH#Bs€ sérum). Les plaques sont mises
a incuber pendant 4-5 jours a 37°C en étuve a 5%Q@elLa présence de virus est révélée par
immunohistochimie df supra).Les titres ont été évalués comme l'inverse deillgion de
sérum protégeant 50% des puits de cultures celslgcellules MDBK, ATCCC CCL-22).
lls sont exprimés en Epselon la méthode de Spearman-Karber.
Les souches utilisées dans le cadre de la sérafieation étaient les suivantes:
- Souches BVDVBVDV1a souche cp NADL
- Souches BDV:

- BDV souche Aveyronite (1984) typée comme BDV-5

- BDV ncp, souche ENVT-6390, isolée a TENVT erlR0typée comme BDV-6

- BDV ncp souche ENVT-10405 isolée a 'ENVT en 20igpée comme BDV-3,

souche utilisée pour I'inoculation d’épreuve.
Pour les souches BDV, les SN ont été réalisées lgsuprélevements a JO, J28, J56, J84,
J112, J140, J168, J196, J224 et J280. Pour la soB8MD NADL, des prélévements
intermédiaires a J35, J42, J49, J63, J210, J252témestés en supplément.

2.6. Suivi virologique

Extraction de 'ARN

L’extraction de 'ARN viral a été réalisée sur leslements de BDV pour les études
phylogénétiques et a différents temps aprés imeatxpérimentale. Pour I'expérimentation
en station, des prises de sang sur tubes EDTA téntéalisées 2 jours avant I'inoculation
d’épreuve, le jour de l'inoculation puis tous legoRrs jusqu’a J21 post-inoculation pour le
suivi de la virémie. Parallelement des écouvillayesnasaux ont été effectués a JO, J1 puis
tous les 2 jours jusqu’a J15 post-inoculation dewsuivi de la charge virale. Les échantillons
d”écouvillonnage ont été directement conservésnglieu d’extraction (tampon RLT de
Quiagen) a -80°C et les échantillons sanguinssaslidirectement pour extraction de 'ARN

total.
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L’ARN a été isolé par utilisation du kit Qiagen Ry (QIAGEN France Courtaboeuf), selon
les recommandations du fabricant. La solution réoég, contenant de 'ARN total, a été
conservée a —80°C.

La méme technique d’extraction a été utilisée plkextraction de 'ARN a partir des

prélevements de terrain (analyses phylogénétiques)

Détection par RT-PCR quantitative

Le BDV a été détecté par RT-PCR en temps réel (RTR), 7500 Real Time PCR systesn)
moyen du kit Tagvet BVD (Société Lsi, France). lLeaqtification a été réalisée par rapport a
une gamme étalon comportant plusieurs dilutionsn dlasmide contenant le fragment
d’amplification. Les charges virales sont expriméasiombre de copies par ml de sang ou de

secrétions nasales, selon les recommandationddaodat.

2.7. Analyses phylogénétiques

Les analyses phylogénétiques ont été réaliséelesigéquences conservées du gene

Npro et de I'éxtrémité 5° UTR du génome viral. tégion génomique contenant la région

conservée 5 UTR du génome a été amplifice et seggea I'aide des amorces 324 et 326
encadrant un fragment de 249 nucléotides (Viletkal. 1994). La région Npro (504
nucléotides) a été amplifie au moyen des amorces &MD2 primers (Vilcelet al. 1997)

Il n'a pas été possible d’affiner les résultats gaalyse comparative des séquences du gene
E2.

L’alignement des séquences d’origine avec les semsedes banques de données a éteé réalisé
grace au programme CLUSTAL X (Thompsenal. 1997). Les arbres phylogénétiques ont
été construits en utilisant la méthode neighbarim algorithm et finalisés grace au

programme TreeGraph 2 (Stover et Mubderl. 2010).

2.8. Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées aicseate biostatistiques de I'ENVT (logiciel

Systat 10 Software, SPSS, Richmond, CA) Une analgseariance a 3 parametres sans
mesures répétées a été utilisée pour la compardissrdonnées. Quand un effet jour et
traitement était significatif, un test de Bonferr@nété utilisé pour comparer les différents

traitements, a chaque jour post-inoculation.
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3. Résultats

3.1. Isolement des souches de pestivirus

Dans une premiere étape, nous avons choisi d’idekerpestivirus responsables de la
recrudescence de foyers depuis 2009 en AveyronéEBrentillons ont été obtenus en 2010 a
partir de 8 foyers identifiés, sur des agneaux fpésbablement IPI, présentant des
tremblements, un aspect ébouriffé de la laine et emérite hyperthermisante. L'ensemble
des prélevements ont été testés apres cinq passagesugle sur cellules MDBK par RT-
PCR quantitative (Tagvet-BVD, Lsi) et par immunabchimie. Quatre isolats ont pu étre
obtenus et identifiés comme étant des pestivires. ikolats 10F405 et 10F404 provenaient
d’'un méme foyer alors que les isolats 10F6390 E6®&@8 provenaient d’un deuxiéme foyer,
distant d’'une vingtaine de kilomeétres. Les isolE®§405, 10F404 and 10F6390, étaient non
cytopathiques (photo 1) alors que l'isolat 10F6@d8tenait tres probablement a la fois des
virions cp et ncp (présence d'un effet cytopathidadble et de nombreuses cellules

individuelles infectées).
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Photo 1: Immunohistochimie du BDV sur cellules MDBK

3.2. Analyses phylogénétiques des virus isolés

Pour chaque échantillon, les séquences nucléogdidas régions 5’-UTRet Npro ont
été amplifiées et séquencées. Les séquences amteest alignées avec les séquences
d’autres pestivirus, présentes dans la banque deéds Genbank (Figure 10). Les résultats
ont montré que les virus isolés appartiennent ai¥ BDnon au BVD. Pour chaque foyer, les
séquences des isolats étaient identiques (entee®4.00% d’identité). Par contre entre deux

foyers, méme proches de vingt kilometres, les isataontraient des séquences divergentes
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entre 74,2 et 86,2% d’identité. Deux génotypes ains) le BDV-3 et le BDV-6, co-
circulaient dans une méme région. Ces résultatglent avec ceux de Dubois et coll. (2006),
a partir de prélevements positifs en Border obteantse 1985 et 2006 dans quatre régions
francaises (Centre, Aquitaine, Midi Pyrénées etealrovence Cote d’Azur). Cette étude
avait montré que 3 génotypes existaient en Framd&DIV-3, BDV-5, BDV-6. Le génotype
BDV-3 circule en Allemagne, en Suisse et en Framtee 1985 et 2006. Le génotype BDV-6
circule en France depuis les années quatre-vixgt@is deux génotypes avaient déja été
détectés sur la méme année 2006 (Dubbial., 2008). Les données de 2010 montrent que
deux génotypes différents de BDV peuvent circuler méme temps et dans une aire
géographique restreinte. Aprés ce travail, 4 au@ats ncp ont pu étre obtenus. Trois ont
été caractérisés comme du BDV-3 et feedt en cours d’analyse complémentaire car les

premiers résultats sur Npro indiqueraient plutévius BVDV.
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Figure 9: Arbres phylogénétiques construits a 'aide d@ Bdses de 5’UTR (A) et 504 bases de NPro
(B) des séquences de pestivirus trouvées penddiet €ride et dans les données de la banque

génomique (GenBank)
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3.3. Etude de la réponse humorale apres vaccination

Nous avons suivi la réponse en anticorps neutrdafiggendant environ 6 mois aprées vaccination dagans (JO

a J196) puis trois mois aprés inoculation d'épreavec la souche BDV ENVT-10405 (J196 a J28®&s
séroneutralisations ont été effectuées vis-a-vis deuche cytopathiqgue NADL de BVDV-1 et normalemele
trois souches de virus Border, une souche Aveyraiét génotype 5 isolée en 1984 et deux souchestedce
10405 (génotype 3) et 6390 (génotype 6) isolée20d®. La souche BVDV-1la NADL a été choisie comme
contréle positif de réponse vis-a-vis du vaccin iB®BVD, qui contient une souche C86 inactivéeBi&DV-1.

La souche C86 est une souche cytopathique. Paumilla souche NADL est une souche de référense tré
fréquemment utilisée pour les études de neutraisairale. Pour les souches BDV, nous avons &dHoix de

tester une souche récemment isolée sur le teramingmparaison avec la souche d'origine isolée9&d 1

3.3.1. Réponse individuelle des animaux contre la soudie\BNADL (Figure 10)

Tous les animaux vaccinés a demi-dose ont déveldppéanticorps neutralisants a
partir de J35, soit 7 jours apres fairfjection de vaccin. Trois animaux présentaieja dés
anticorps neutralisants a J28 avant la secondetimjede vaccin, a des titres intermédiaires.
Le pic (10,2 Log EDs¢/ml) se situe a J35, puis les titres ont tendandédiner légerement
jusqu'a J192 (titres entre 6,3 et 9,3 LagDsy/ml). Tous les animaux présentaient des
anticorps neutralisants au jour de l'inoculatiogpieuve (J192).

Pour les moutons vaccinés a quart-de-dose, cesonwetaient séronégatifs a J28 et
ont tous séroconverti a J35. Les titres moyens isbéieurs a ceux du groupe 2 avec un pic
moyen de 8 LogEDsy/ml a J35. Par la suite, deux moutons sont deveégatifs a J49 et J56
et le sont restés jusqu’a I'inoculation d’épreules quatre autres moutons présentaient des
anticorps neutralisants a J192 avec des titrestalla5,5 a 9,1 LagEDsy/ml.

Des différences significatives (p<0,05) ont étéenbdes pour les moyennes, entre les
groupes 2 ou 3 et le groupe contrdle de J35 a éii@btre les groupes 2 et 3 de J56 a J112
puis a J196.

L’inoculation d’épreuve a été suivie d’'une augmeatarapide des titres en anticorps
neutralisants chez tous les moutons vaccinés, yuasres deux moutons vaccinés quart-de-
dose et négatifs a J196. Dans le groupe 2, les tde sont harmonisés entre les différents
individus. Dans le groupe contrdle, deux moutonstndéveloppé une réponse neutralisante
que trois mois aprés l'inoculation. Pour les traigres moutons du groupe, une réponse en
anticorps neutralisants était détectable un maigsamoculation. En général les titres étaient
moins homogénes, moins élevés et d’apparition pudive dans le groupe contrdle par

rapport aux groupes 2 et 3.
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Figure 10: Titres individuels en anticorps neutralisants MIOR/-1 (souche NADL) dans le groupe 3 vacciné
quart de dose (A), dans le groupe 2 vacciné des@dB), et dans le groupe contrdle non vacciné (€}.
moyennes sont représentées en traits rouges dageecfigure (A, B, C) puis regroupées dans la &dbr Les

écart-types (sd) sont indiqués pour les moyennes.

3.3.2. Réponse individuelle des animaux contre la soudh¥ Bveyronite (Figure 11)

Tous les animaux vaccinés a demi-dose (groupe 2) développé des anticorps

neutralisants aprés vaccination. Toutefois la Wdité individuelle apparait importante dans

ce groupe. A J28, deux moutons présentaient dess tiimportants, trois des titres

intermédiaires et un mouton était séronégatif. €midr n'a séroconverti qu'a partir de J56

avec des titres relativement faibles. Les titrespar la suite progressivement déclinés et au

jour J196 de l'inoculation, deux moutons sur sixpossédaient plus d’anticorps neutralisants

détectables.

Dans le groupe vacciné a quart-de-dose, la répartiéntre individus apparait plus
homogéene avec un pic moyen a J56 (11,3;lEDsy/ml), similaire a celui du groupe 2. Les

anticorps ont été détectés plus tardivement apagsination et ont aussi déclinés plus
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rapidement par rapport au groupe demi-dose. A J&86noutons étaient tous séronégatifs en

neutralisation.

Des différences significatives ont été observées fEs moyennes, entre les groupes 2 et le
groupe contrdle de J28 a J196, entre le grougde8groupe contréle a J56 et J112 et entre
les groupes 2 et 3 a J28, J140 et J168.

Apres inoculation de la souche ENVT-10405, tousnegitons vaccinés, y compris
ceux qui étaient négatifs a J196, ont rapidemeneldppé une réponse anamnestique en
anticorps neutralisants avec des titres homogeneslegés a J224, soit un mois apres
l'inoculation d’épreuve. Dans le groupe contrélegiatre moutons sur cing présentaient des
anticorps a J224 avec des titres moins éleves e des moutons vaccinés. A J280 tous les
animaux du groupe 1 ont séroconverti et les tiétagent similaires a ceux des groupes 2 et 3.
Des différences significatives (p<0,05) ont étéepbdes pour les moyennes, entre les groupes
2 et le groupe contrdle de J196 a J224 et entyolgpe 3 et le groupe contrdle a J224.

Z

SN Titres ED 4, Log ,/ml

SN Titres ED50 Log2/ml

-
kS

e
1Y)

=
5}

@

o

IS

N

C) Controles

16

14

12

10 4

——  —%—107 —e— 50138
Mean 14 —%—80161  —e— 80678
—=— Mean

—e— 80096 —8—80298 - B)
—&—80315  ——244 Bovilis Quart-dose —e—101 —8— 80132 Demi-dose

—A— 80174 —%— 80501

N /NN

/N |/

N
SN Titres ED 4, Log ,/ml
IS @

28 56 112 140 168 196 224 280 0 28 56 112 140 168 196 224 280

Jours Jours

Moyennes
16

14 —— Bovilis demi-dose
—e— 348 —a— 50179 —a&— Bovilis quart-dose

T
—a—325 %118 f///r 1o || conoles %
—%— 80093 Mean /X/ /

o

SN Titres ED50 Log2/ml
oo
-+

£ N
// N \\;\:j%/

|
|
* * * T 1
0 28 56 112 140 168 196 224 280 0 28 56 112 140 168 196 224 280

Jours Jours

Figure 11: Titres individuels en anticorps neutralisants B\Bgenotype 5 (souche Aveyronite) dans le groupe
3 vacciné quart de dose (A), dans le groupe 2 méabeémi-dose (B), et dans le groupe contrdle neoniné (C).
Les moyennes sont représentées en traits rougestaque figure (A, B, C) puis regroupées daniglaé D.

Les écart-types (sd) sont indiqués pour les moyenne
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3.3.3. Réponse individuelle des animaux contre la soudb¥ B0405 (Figure 12)

Tous les animaux vaccinés a demi-dose (groupe R)démeloppé des anticorps
neutralisants apres vaccination. Comme pour lalséweyronite, la variabilité individuelle
apparait importante dans ce groupe. A J28, quatrgtans présentaient des titres importants
et deux des titres intermédiaires. Le pic a ét@dgsa J56 puis les titres ont progressivement
déclinés. A J196, un seul des cinqg moutons étainggatif, les autres possédant des titres
modeérés en anticorps neutralisants.

Dans le groupe vacciné a quart-de-dose, la répartgntre individus est la aussi
variable en fonction des individus testés. A J28xdanimaux étaient séronégatifs. Le pic
moyen (7,34 LogEDsy/ml) a été observé a J56. A J196, quatre mouttaierd négatifs et
deux moutons présentaient des titres faibles eeénégsdd’anticorps neutralisants.

Des différences significatives (p<0,05) ont étéenbdes pour les moyennes, entre les
groupes 2 et le groupe contrdle de J28 a J19& Engroupe 3 et le groupe contrdle de J28 a
J140 entre les groupes 2 et 3 a J140 et J168. dmseds individuelles sont présentées en
annexe 5.

Apres inoculation de la souche ENVT-10405, tousnesitons vaccinés, y compris
ceux qui étaient négatifs a J196, ont rapidemenkldppé une réponse en anticorps
neutralisants avec des titres plus homogenes w®be J224, soit un mois apres I'inoculation
d’épreuve. Dans le groupe contrdle, quatre mousanging présentaient des anticorps a J224
avec des titres élevés et un mouton posseédaittnenfaible. A J280, tous les animaux du
groupe contrdle ont séroconverti et les titrese@tiasimilaires, quoique légérement inférieurs

a ceux des groupes 2 et 3.
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Figure 12: Titres individuels en anticorps neutralisants B\MBgénotype 3 (souche ENVT-10405) dans le
groupe 3 vacciné quart de dose (A), dans le gr@waeciné demi-dose (B), et dans le groupe contréie
vacciné (C). Les moyennes sont représentées énrwaiges dans chaque figure (A, B, C) puis regiegplans
la figure D. Les écart-types (sd) sont indiquésrpesi moyennes.

3.3.4. Comparaison des moyennes par groupe en fonctionimaessutilisés

La Figure 13 représente une comparaison des mogedes titres en anticorps

neutralisants selon la souche virale utilisée potest et en fonction des différents groupes.

Pour le groupe demi-dose, la réponse moyenne &sttdble des J28 avec des titres

moyens plus élevés pour les souches Border. Leegiiobservé a J56 pour les trois virus

testés a des titres similaires. Par contre, lesstidéclinent pour les séroneutralisations contre

le BDV alors qu’ils restent relativement stablesitce la souche BVD NADL. Au jour J196

de I'inoculation, tous les moutons avaient descanpis neutralisants contre la souche BVD

NADL, le mouton 101 était négatif pour la soucheepnonite et le mouton 80174 était

négatif pour les deux souches BDV testées. Apréxuiation d’épreuve, les titres

apparaissent similaires, avec cependant une déarmis plus rapidées titres des anticorps
neutralisant BVD NADL a J280 alors que les titreB\B10405 et Aveyronite semblent

progresser.
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Pour le groupe quart-de-dose, les titres de sét@iisation apparaissent globalement
plus faibles, quel que soit le virus utilisé, spolir la souche Aveyronite a J56. La réponse
contre la souche BDV ENVT-10405 est plus rapideearettre en place, avec des titres
moyens supérieurs a J28. AJ56, les titres congredéaix souches de BDV semblent plus
importants que ceux obtenus contre la souche BVIDNAAprés J56, le profil est similaire
au groupe demi-dose avec une décroissance despdte les SN contre les deux souches de
BDV. A J196 il est a noter que deux moutons ne ¢aement plus d'anticorps détectables
contre la BVD NADL, quatre moutons contre la BDV ¥N10405 et les six moutons contre
la BDV Aveyronite. Aprés inoculation d’épreuve li#ses apparaissent similaires, avec les
mémes tendances que celles observées dans le glempelose.

Enfin dans le groupe contrdle, I'inoculation d’épre avec la souche BDV ENVT-10405 a
entrainé la production d’anticorps neutralisantezctous les moutons. La réponse vis-a-vis
des deux souches de BDV apparait quantitativemiest importante par rapport a la BVD
NADL, au moins pour les trois mois post-inoculation
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Figure 13: Comparaison des moyennes des titres en anticeygsalisants selon les groupes.
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3.3.5. Réponse en anticorps NS2-3 (Figure 14)

Les moutons-sentinelles sont restés séronégatifatolong de I'expérimentation. Les
animaux vaccinés (groupes 2 et 3) ou non vaccigésupe 1) puis inoculés n’ont
séroconverti qu’aprés I'inoculation d’épreuve. lkésultats sont présentés a la Figure 5.

Brievement, aprés inoculation d’épreuve, on note production d’anticorps NS2-3
(baisse du pourcentage de compétition) pour lmide des animaux inoculés avec le BDV
ENVT-10405, avec une variabilité individuelle importe, que les moutons soient
préalablement vaccinés ou non. Si on se réferegggort aux seuils fixés par la trousse
ELISA (barres rouges de la Figure 5), deux mouthngroupe demi-dose ont séroconverti a
partir du premier mois post-inoculation et un tiense était douteux. Dans le groupe quart-
de-dose, aucun mouton ne s’est positivé apres laibao, bien qu’'un mouton fat douteux,

prés du seuil de positivité, a J252.

Dans le groupe non vacciné trois animaux sur cingsgéroconverti a partir de J224, un

mouton était positif a J280 et un dernier moutoinresté séronégatif en anticorps NS2-3.
Aucune différence statistique n’a été observée fp@owomparaison des moyennes entre les
trois groupes, il semble que la réponse en antichip2-3 dans le groupe vacciné quart-de-
dose soit, en moyenne, moins importante et plus keise mettre en place.
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Figure 14: Titres individuels en anticorps ELISA NS2-3 daas broupes 2 (B), 3 (A) et contrdles (C). Les
moyennes sont représentées dans la figure D. lresshiaorizontales rouges représentent les seuils tleusse
ELISA NS2-3 : négatif>50, douteux entre 40 et 5paitif < 40.

3.4. Résultats de l'inoculation d’épreuve

3.4.1. Suivi clinique

Il n'a pas été observé de signes cliniques apragushinjection de vaccination.

Aprés inoculation de la souche BDV 10-405, il n‘aspété observé de signes cliniques
majeurs chez les animaux non vaccinés. Un trés |étpge nasal séreux, sans conséquences
cliniques, a été observé dans les trois groupegsun signe clinique n’a été observeé chez les
animaux vaccinés et aucune différence significati\'eété mise en évidence entre groupes
vaccinés et le groupe contrdle non vacciné. Plgues il n'y avait aucune différence
significative entre le groupe non vacciné et inéc(droupe 1) et le groupe sentinelle non
vacciné et non inoculé. Pour exemple, le tracéobesbes d’hyperthermie est présenté en

Figure 15.
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Figure 15 : Moyenne des températures rectales apres inoculdépreuve (JO).

3.4.2. Etude virologique

Il n’a pas pu étre détecté de virus BDV par RT-gqR{2Rs les échantillons sanguins prélevés
entre JO et J21 post-inoculation, quels que stésrroupes testés, vaccinés ou non vaccines.
Pour les échantillons nasaux, du BDV a été détéctes charges virales faibles, dans les
sécrétions nasales des animaux non vaccinés etl@soTableau 1). Aucun virus n'a pu étre

détecté dans les écouvillons nasaux des brebisnéms; quelle que soit la dose de vaccin

utilisée.

Jours/Brebis 348 40155 50179 325 118 80073
JO 0 0 0 0 0 0
J1 0 0 0 0 0 0
J3 3 0 0 3,13 0 0
J5 0 0 0 0 0 3
J7 3,02 0 0 3,24 3,08 0
J9 0 0 0 0 0 0
J11 0 0 0 0 0 0
J13 0 0 0 0 0 0
J15 0 0 0 0 0 0

Tableau 1: Charge virale dans les sécrétions nasales deonnbn vaccinés et inoculés avec la souche BDV
ENVT-10405, exprimées en Lagdu nhombre de copies d’ARN viral/ml de sécrétioasales
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3.4.3. Hématologie

Les résultats de I'hnématologie sont présentés deus formes :
- La premiere est la transcription des résultatgsbdes analyses, exprimée sous forme de
moyenne pour chaque groupe.
- La deuxieme forme représente la moyenne (exprangeurcentage) pour chaque groupe et
chaque jour, du pourcentage de chaque populatituiaiee ramené a une ligne de base. La
ligne de base est calculée pour chaque indivighoet chaque population de cellules, comme
la moyenne des données obtenues sur les 3 jourpr@oedent I'inoculation virale. Pour
chaque population cellulaire, les données individgeont été transformées ((X/ligne de
base)*100) puis les analyses statistiques ontffeéteées sur les données transformées.

Leucocytes

Apres inoculation d’épreuve, on constate une baisseombre moyen de leucocytes dans les
trois groupes de J2 a J8 post-inoculation. Cetisbapparait toutefois plus sensible dans les
groupes contrble et vaccinés demi-dose (Figure IBgs différences significatives ont été

obtenues entre les groupes 1 et 3, pour le 4gatrinoculation.

—— Controles

Bovilis demi dose"

g —=— Bovilis quart dose
T

T
|
T
\
i
*
i

Leucocytes 10 °/L

Jours

Figure 16 : Moyenne du nombre des leucocytes de J-2 avantlmiban a J18 post-inoculation.

Lorsque les données sont exprimées par rapporimaienne des données récoltées
les 3 jours qui précedent l'inoculation, une baissgnificative du nombre moyen de
leucocytes est observée pour les groupes non \éceinvaccinés demi-dose (Figure 17). Des
différences significatives (p<0,05) ont été obsesvéntre le groupe 3 (Bovilis quart-de-dose)

et les 2 autres groupes 1 et 2 pour le jour 4 paslation.
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Figure 17 : Moyennes des pourcentages du nombre de leucoaptés inoculation, par rapport & un
référentiel constitué de la moyenne (M) du nomlededicocytes, prélevés les 3 jours qui précederdilation

d’'épreuve.

Lymphocytes

Nous avons pu observer une baisse du nombre dehbeyfes, dans les 3 groupes sans

différences significatives, en partie due a unedgeavariabilité individuelle (Figure 18).
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Figure 18 : Moyenne du nombre des lymphocytes de J-2 avanulation a J18 post-inoculation.

Ramenée au pourcentage (figure 19), la baisse mbreode lymphocytes est observée

dans les trois groupes. Elle est sévére a J4 @telte de + de 40% de lymphocytes, avec un

maximum moyen de 66% a J4) pour le groupe 1 noniv@ct inoculé. La baisse apparait

moins sévere (maximum de 33% a J4 pour le grougte38% a J6 pour le groupe 3) dans les

2 groupes vaccinés, avec des différences signifastpour le jour 4 post-inoculation, par

rapport au groupe controle.
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Figure 19 : Moyennes des pourcentages du nombre de lymphoagtés inoculation, par rapport a un
référentiel constitué de la moyenne (M) du nombee Igimphocytes, prélevés les 3 jours qui précédent
l'inoculation d’épreuve.

Neutrophiles

D’importantes variations ont été observées quamiogbre de neutrophiles, entre les groupes
avant inoculation d’épreuve, mais aussi entre iddi a I'intérieur d’'un méme groupe, plus
particulierement le groupe 2 vacciné demi-dose.teCédrte variabilité limite fortement
l'interprétation des résultats, notamment pourdealyses statistiques, ou aucune différence

n'a été observée entre les 3 groupes.
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Figure 20 : Moyenne du nombre des neutrophiles de J-2 amantlation & J18 post-inoculation.
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Figure 21 : Moyennes des pourcentages du nombre de neutrspapess inoculation, par rapport & un
référentiel constitué de la moyenne (M) du nombee rmbutrophiles, prélevés les 3 jours qui précedent
l'inoculation d’épreuve.

Thrombocytes
Le nombre moyen de thrombocytes diminue légererdeng4 a J8 post-inoculation, sans
montrer toutefois de différences significativesremés 3 groupes d’animaux (Figure 22).
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Figure 22 : Moyenne du nombre des thrombocytes de J-2 avaatlation & J18 post-inoculation.

Ramené en pourcentage de perte par rapport anla tig base (Figure 23), on observe une
baisse de plus de 30% du nombre moyen de thromdmeyd4 et J6 post inoculation pour le
groupe non vacciné. Cette baisse est moins imgerfaour les groupes vaccinés avec une
perte maximum a J4 de 19% et 23% du nombre moyéhrdmbocytes pour les groupes 2 et

3, respectivement.
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Figure 23 : Moyennes des pourcentages du nombre de thromisoeytees inoculation, par rapport a un
référentiel constitué de la moyenne (M) du nombee tirombocytes, prélevés les 3 jours qui précédent
l'inoculation d’épreuve.
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4. Discussion

Le virus de la Maladie des Frontiéres a été migwdence pour la premiere fois en
France en 1983 dans le département de I'Aveyrorséwvérité de la maladie, entre 1983 et
1987, a été a l'origine de la mise en place d'usea@ d’épidémio-surveillance dans ce
département depuis les années 1990. Jusqu'en BO@Bevalence de la Border Disease a
diminuée progressivement. En 2009, une nouvellzoétie a pestivirus est apparue, avec,
dans le département de I’Aveyron, une incidencéadraladie de 1,9% en élevage laitier et
8,5% en élevage allaitant (données 2010). Si lér#évdes signes cliniques apparait moins
sévere que lors de I'épisode de « Petega Ovina 2988, il n’en reste pas moins que la
mortalité observée depuis 2008 est plus élevédaguannées précédentes, notamment dans

les élevages d’engraissement des agneaux.

Une des premieres étapes de cette thése a éténfiemen 'origine du ou des pestivirus
impliqués dans cette épizootie. Il est en effeir cthapres la littérature, que les ovins peuvent
étre infectés par les virus BDV ou BVDV et que [iortance des infections croisées varie en
fonction des localisations géographiques. Sur 42i\prus isolés de petits ruminants sur une
période de 18 années au Royaume-Uni (38 isolatsSuede (2 isolats) et en Nouvelle-
Zélande (2 isolats), 25 isolats étaient du BDV,dil3BVDV-1 et 4 du BVDV-2 (Vilceket
al.,1997). En ltalie du Sud, sur 9 prélevements d’'agrdRl, 2 étaient du BVDV-1, 7 du
BVDV-2 et aucun du BDV (Pratelét al.,2001).

En Autriche, il a été démontré I'importance degations a communes a BVDV ou BDV lors
des transhumances communes entre ovins et bovatsuse prévalence troupeau de 62,9%
(Krametter-Froetscheet al., 2007a, 2007b). Par des études comparatives dealigation
croisée, les auteurs ont trouvé une réaction phymitante (écart d’'un facteur 4 au moins)
pour le BVDV-1 chez 336 animaux, pour le BVDV-2 gl8animaux et pour le BDV chez 55
animaux. Plus récemment, dans ce méme Pays, whe ®iu3112 moutons (185 élevages) et
1196 chévres (163 élevages) a permis de détectavia® IP| (prévalence, 0,32%) et 1 caprin
IPI. Les ovins étaient tous infectés par du BDVt3eecaprin par du BVDV-1 (Krametter-
Froetscheet al.,2010). En Espagne, il semble que l'infection a B&dit majoritaire chez les
petits ruminants. Sur 1413 prélevements (21 éles)agde petits ruminants, de 2001 et 2002,
des pestivirus ont pu étre isolés et caractéribéz 44 animaux, ils appartenaient tous au
BDV et se regroupaient dans le sous-groupe géregtlgdu BDV, avec les souches isolées
d’isards dans les Pyrénées (Valdazo-Gonzetied., 2006 ; 2007).
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Dans notre étude, nous sommes partis d’échantifppélevés en 2010, dans deux élevages
proches géographiquement (environ dix kilométres)agaient été confirmés infectés par un
pestivirus (laboratoire départemental). Nous avom#irmeé la présence de pestivirus sur 4
agneaux IPI, par RT-PCR et par immunohistochimexdgs anticorps monoclonaux WB101
et WB112. Il est a noter que ces deux types denegtermettent pas de différencier une
infection a BDV d’une infection a BVDV. Les étudekylogénétiques des séquences NPro et
5'UTR ont montré que les pestivirus isolés étaghntype BDV. Par la suite, d’autres isolats
(n=12) provenant de I'’Aveyron ont été analyséspitlété typés comme du BDV et un isolat
présente des résultats divergents entre les séepdipro et 5’UTR. Ces résultats indiquent
gue c'est tres probablement des virus du type BDWN spnt responsables des troubles
clinigues observés dans les élevages ovins avegimnmoutefois, compte-tenu du faible
nombre d’échantillons, on ne peut exclure totaleéneprésence de BVDV dans cette région,
notamment si on considére que ce département ssit @u important département d’élevage
bovin.

Les isolats que nous avons obtenus appartienndetna génotypes différents, les BDV-3 et
BDV-6. Cette découverte confirme la co-circulatas BDV-3 et BDV-6 en France (Dubois
et al.2008). Les virus de ces deux types de BDV ontiatégetrouvés dans la région PACA
en 2006 a des distances toutefois supérieures,teatefois que I'on connaisse I'historique
clinigue de ces isolats. Si le BDV-3 a été isoléngdglusieurs pays européens (Suisse,
Autriche Allemagne, UK), les souches de BDV-6 n'qugqu’a présent jamais été décrites
ailleurs qu’en France.

A I'heure actuelle, on ne connait pas I'histoir@létive des différentes souches de BDV en
France et ailleurs. La souche de BDV responsabla geemiere épizootie de Border Disease
en Aveyron fut la souche Aveyronite (Av), classé@rieurement en BDV-5. Duboist al.
(2008) ont isolé six échantillons proches génétigret de cette souche. Ces six échantillons
ont été prélevés en France entre 1985 et 199@nibke donc que le BDV-5 ait circulé au
moins jusqu’en 1996, a une date ou I'on commerg@bler du BDV-3. La question se pose
alors de savoir si les souches de BDV-3 proviennesut dérive génétique, des souches de
BDV-5, de méme pour le BDV-6 dérivant du BDV-3. &inpeut-étre s’agit-il d’'une simple
évolution géographique du BDV-3 (d’abord isolé eliefagne et en Suisse) qui aurait
progressivement évolué génétiquement pour donri2D\é-6.

Pourrait- on essayer de trouver un lien entre totype et la pathogénicité;des BDV ? Quand

on s’intéresse a son proche parent, le BVDV, l'asdmn génotype ‘et pathotype n’apparait
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pas exclusif, bien que pour ce virus il existerel@ent des souches virales plus pathogenes
que d'autres. On a d’abord pensé que le BVDV-2 ¢tlais pathogéne que le BVDV-1, la
plupart des épizooties séveres observées aux HaEsttaient liées a la présence de BVDV-
2. Cependant d’autres études ont montré que cestaouches de BVDV-2 montraient des
formes cliniques légeres voire des formes subalesget d’autres études ont montré que
certaines souches de BVDV-1 pouvaient montrer desds cliniques sévéres avec syndrome
hémorragique majeur. Il semble que dans le cadr&\DV, on ne puisse pas définir la
pathogénicité en classant seulement les soucheslel@VDV-1 ou le BVDV-2. Par contre
l'identification de facteurs de pathogénicité estceurs pour ce virus.

Pour le virus BDV, il n’existe aucune donnée sue association entre génotypes de BDV et
pathotypes. Le nombre de génotypes isolés avedstoriue de la pathologie est bien trop
faible pour pouvoir en tirer des conclusions. Damagil n’existe pas d’études d’infections
expérimentales comparatives entre génotypes de BDWIn, la diversité des souches de
BDV est bien moins grande que celles des souch&V/@®/, bien que cela puisse en partie
s’expliquer par le faible nombre des souches de BbMiées. Nos souches de BDV (BDV-3
et BDV-6) ont été isolées dans un méme contextdqcie de mortalité sévere chez des
agneaux. Pour les autres isolats disponibles (Budical, 2008), nous ne disposons pas de
commeémoratifs sur I'isolement. Dans le cadre deréaniere épizootie observée en Aveyron
dans les années quatre-vingt, le contexte clingguparaissait plus sévere avec des syndromes
hémorragiques marqués. La souche isolée alorsl@&utiche Av de génotype 5. Toutefois la
situation épidémiologique et biologique (pas d’'immité@ acquise, pas de vaccins, maladie mal
connue) était totalement différente et les isal@8BDV-5 obtenus ces derniéres années n'ont

pas été décrits comme associés a une pathologiees@DV-5).

En bilan, méme si les implications biologiques dediversité du BDV ne sont pas encore
connues, il reste nécessaire de pouvoir caraatdiis@lution et la diversité des pestivirus
ovins, ne serait-ce que pour les études de proteciiroisées et I'impact possible de cette

diversité sur le diagnostic de la Border Disease.

Le fait d’avoir isolé dans cette étude de nouveBesiches de BDV est intéressant pour
'avancée de la recherche car jusqu’a présenpiasie souches de BDV étaient disponibles.
La plupart des études sur la phylogénie du BDVenemt en effet contentées que d’extraire
I’ARN viral. Ces nouvelles souches participent aidsl’étude de I'évolution des pestivirus.
De plus, d’'un point de vue plus pratique, la déentesrde ces nouvelles souches récentes et

sans passage sur cultures cellulaires, permettddsséfonctionnelles. C’est dans ce cadre
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gue nous nous sommes intéressés a I'étude de laalation virale par des anticorps
sériques obtenus aprés vaccination.

La vaccination serait en effet un moyen intérespant essayer de juguler I'épizootie
sévissant en Aveyron. Cependant, aujourd’hui ausaccin contre le BDV n’est
commercialisé et les seuls vaccins utilisés soatvéecins contre le BVDV. Dans la mesure
ou il n'existait aucune donnée scientifique surtérét de ces vaccins, nous avons étudié, dans
une premiere étude, la réponse en anticorps nisaings suite a la vaccination de moutons par
un vaccin BVDV inactivé et utilisé a deux dosedatiéntes. Le choix des doses, la moitié et
le quart de la dose utilisée chez les bovins, @a ge fondements scientifiques. Il repose
uniguement sur les observations du terrain. C’'estféet a ces doses que le vaccin Bovilis

BDV est utilisé, pour des raisons purement éconagsq

Sur base de nos résultats, on remarque que lanaticti avec une demi-dose entraine une
production plus importante et plus longue danselaps d’anticorps neutralisants que la
vaccination avec un quart de dose. Ceci est obslendala fois sur les souches de BVDV
NADL et sur les souches de BDV (Aveyronite et 104@ependant la différence est plus
marquée pour les souches BVDV NADL et BDV 10405 goer la souche Aveyronite. De
méme, les différences entre groupe demi-dose et-daalose apparaissent plus importantes
a partir de J56, ou on constate une baisse plaffisaive au cours du temps pour le groupe
guart-de-dose, voire une disparition de la préselaicorps neutralisants chez les animaux
de ce groupe, six mois (J196) aprés la vaccinafiontefois, compte-tenu de la variabilité
individuelle et du faible nombre d’animaux utiliggasr groupe, il faut rester prudent sur toute
extrapolation, méme si ces différences sont sigtisment significatives. Cette différence de
production d’anticorps neutralisants lors de ligtition de deux dosages différents de vaccins
est surement liée au fait que le vaccin utilisé ustvaccin inactive. En effet, celui-ci est
composé de virus tué donc qui ne se multiplie as dlorganisme de I'animal donc il parait
logique que la dose administrée soit directemeid & I'efficacité en terme de production
d’anticorps neutralisants. Toutefois, la différert® dose ne varie que d'un facteur 2 dans
cette étude, ce qui est trés peu. Pour exemple/alesns sont couramment testés a la dose
commercialisée et au 1/6e cette dose dans leurs essais d'efficacitéurfinété surement
trés intéressant d’ajouter deux groupes, un greapeiné pleine dose et un groupe vacciné au
1/1¢ de la dose initiale, pour évaluer le rapport emarelose utilisée et la production en
anticorps neutralisants. Jusqu’a présent aucun essait été fait avec Bovilis BVD chez le
mouton, de méme il existe pratiquement aucune éfuglela réponse immunitaire post

vaccinale chez les ovins et trés peu sur la répposeinfectieuse.
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En I'état des connaissances actuelles, il est ddficilement possible de corréler un
titre en anticorps neutralisants a une protectionique et virologique contre une infection a
BVDV, et a fortiori a BDV pour lequel les donnéeablingraphiques sont inexistantes.

La vaccination par Bovilis BVD nd chez le bovin ava dose entiere doit entrainer la
production d’un titre en anticorps neutralisantsptles de 4,6 logd'aprés 'AMM. Certains
auteurs ont étudié I'efficacité de vaccins diriggmtre le BVDV par séroneutralisation
(Hamerset al. 2002). Si I'on regarde les valeurs obtenues datte étude, on voit que la
moyenne des titres obtenues en anticorps apresadoa sont en moyenne de 5,65 +/- 1,13
log, (souches BVDV-1 et BVDV-2 confondues). La séroraigation des souches de
BVDV-1 donne en moyenne un titre en anticorps radigants de 6,37+/- 1,33 lpgt celle
des souches de BVDV-2 donne en moyenne un titengoorps neutralisants de 4,19+/- 1,10
log,. Les valeurs obtenues lors de notre étude sordrigupes notamment pour la souche
NADL. En effet, lors de vaccination par la demi-epsn observe une moyenne située entre 8
et 10 log sur toute la durée de I'étude. Lors de la vacngbar le quart de dose, on observe
une moyenne située a 8 jognviron a J56 puis une chute entre 4 et 6 fmy la suite. |l
apparait peu logique qu’un vaccin BVDV induise pldianticorps neutralisants chez les
moutons que chez les bovins, pour lesquels le nax@té formulé. Il faut cependant noter
gue les conditions expérimentales ne sont pas é&sea®n : dans le cadre de I'étude de Hamers
et al.,les animaux étaient des veaux privés d’anticorpgemels alors qu’ici nous avons fait
nos prelévements sur des brebis adultes. De @as/dccins utilisés ne sont pas les mémes
dans son étude et dans la n6tre. Dans ces corglitions pouvons difficilement conclure sur
la pertinence de ce comparatif. Nos différencesna@nt aussi s’expliquer par la méthode
utilisée. Si cette méthode est tres similaire, daotse étude les souches virales testées sont
majoritairement ncp et nous avons donc da réaliser IHC pour confirmer la présence de
virus. Peut-étre avons-nous surestimé le nombreedleles positives par rapport a une
détection par visualisation de I'effet cytopathiglleest aussi a noter que nos résultats sont
similaires a ceux realisés lors d’'une étude suprlastection fcetale par un vaccin BVDV
atténué (Meyeet al, 2012). Enfin (données non publiées), nous avassidesté I'efficacité
de la vaccination a l'aide d’'un vaccin atténué (bkiffa nd) a demi dose et les résultats de

séroneutralisation sont similaires a ceux de ctide.

Quand on s’intéresse aux différentes souches sira@stées dans cette étude, nous

pouvons tirer deux informations :
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- Les résultats de neutralisation ne sont pas sggifiement différents quand on
compare les souches BDV-3 et BDV-5, a savoir I'ictchn d’'une réponse avec un pic
dans les premiers mois et une décroissance asgsiele rdes titres neutralisants. Le
titre en anticorps neutralisants de la souche d&-Bsemble toutefois chuter plus
vite et plus bas que le titre de la souche de BDD&s données ultérieures ont aussi
montré qu’une souche BDV-6 se comporte de la mé&mpenfque la souche BDV-3. I
n’y a donc pas lieu de différencier la réponse radisante post vaccinale par rapport
au génotype de BDV.

- Les titres en anticorps sont relativement simikaeatre J28 et J112 post-vaccination
pour les différents virus testés, et ce, que cemnir les groupes demi-dose et quart-
de dose. L'effet souche virale sur la qualité derdponse neutralisante est un
phénoméne communément admis pour les pestiviraempris au sein d'un méme
genre de BVDV. Aprés J112, il est clair que la reg®neutralisante chute pour les
souches BDV et reste stable pour la BVDV NADL. Leé#férences observées
s’expliqueraient par la spécificité du priming deréponse immunitaire contre le virus
BVDV compris dans le vaccin et, par conséquent, moendre avidité des anticorps
neutralisants pour les souches BDV. Cela pourrasisiaexpliquer la variabilité
individuelle de la réponse neutralisante obsenag [es souches BDV 10405 (demi-
dose et quart de dose) et BDV 6390 (demi-dose).gEnéral les différences
individuelles se reproduisent pour les différentas utilisés. Toutefois il est probable
gu’une partie de la variabilité individuelle puissgssi s’expliquer par la méthodologie
utilisée pour détecter le BVDV (effet cytopathiget)es BDV (IHC).

Enfin, dans cette étude nous ne nous sommes iséSrapu’a une partie de la réponse
protectrice contre les pestivirus. Outre la réponsetralisante, la réponse immunitaire
cellulaire joue un rdle majeur dans I'élimination BVDV, elle n'est pas connue pour le
BDV. Les lymphocytes T cytotoxiques spécifiquestdes effecteurs les plus puissants de
I'élimination des cellules infectées par le BVDV Wietype ncp. Certaines protéines comme
par exemple les protéines E2, NS2-3 et NS4 pountrggeer un réle dans l'induction de cette
immunité cellulaire. Une étude a montré que la vaton de veaux a l'aide d’ADN des
protéines E2 et NS3 a montré une réponse cellufioéectrice. Les épitopes permettant
I'activation de la réponse cellulaire se trouvemaisur ces protéines (Nobirat al. 2003,
Young et al. 2005). Cependant, ces épitopes n'ont pas enceérdoéalisés sur celles-ci.
L'immunité cellulaire post vaccinale est considécéenme plus efficace lors de I'utilisation

de vaccins atténués réplicatifs. En effet, des edude 2003 et 2004 ont montré qu’'une
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vaccination par un virus atténué entrainait unevaibn des lymphocytes T spécifiques
(activation CD4+, CD8+, et cellules T gamma etaettlors qu’'une vaccination par un virus
tué n’entrainait pas cette réaction (Endsétyal. 2003, Endsleyet al. 2004, Ridpathet al.

2003). Toutefois une étude récente a montré quadein Bovilis BVD induisait une réponse

immunitaire cellulaire apres vaccination (Makoschewl.,)

Pour tester I'efficacité de la vaccination BoviB&D, nous avons choisi d’effectuer I'épreuve
reine, a savoir I'étude de I'efficacité contre uneculation d’épreuve. Le choix de tester le
vaccin contre une infection transitoire chez I'adul’est pas forcément le meilleur, dans la
mesure ou ce qui est recherché sur le terrainresefficacité contre I'infection foetale et la
prévention d’animaux IPl. Nous avons choisi ce n®g@®ur une premiere évaluation car ce
modele était plus simple a mettre en place. Lalsutilisée pour inoculer les animaux était
une souche ncp de BDV isolée a partir d’'un anirRéldians un élevage touché par la Maladie
des Frontiéres (problémes d’agnelage, agneaux fghdtirsutes, trembleurs). Dans cet
élevage, 50% de morbidité et 15% de mortalité tibéservées. Toutefois nous n’'avions pas

de données préalables de son utilité lors d’inbectixpérimentale.

En bilan, méme en simplifiant le systéme, il n’ss p&té possible de valider le modéle
d’infection expérimentale. Méme si certaines dosnée I'hématologie indiquent une
lymphopénie et une thrombocytopénie apres ino@radiépreuve, il n'a pas été possible de
reproduire de signes cliniques ni d’identifier fection virale. En effet, aucun signe clinique
n'a été observé méme chez les brebis témoins. @ésskétant adultes, on pouvait supposer
gue, comme sur le terrain, elles soient peu sassibliniguement a l'infection virale.
Néanmoins, I'infection a bien eu lieu chez toutssbrebis car une séroconversion (anticorps
NS2-3 et anticorps neutralisants) a été observées apoculation d’épreuve. Plus décevant,
nous n'avons pas été capables de détecter dedanssle sang des animaux contréles et de
tres faibles charges virales dans les sécrétioselem Plusieurs hypothéses peuvent expliquer
ce défaut d’efficacité du modele d’épreuve :

- Des biais méthodologiques ont pu exister. Nous swditisé une souche virale ncp
avec peu de passages en cultures cellulaires matsndus ne disposions d’aucune
information en modéle expérimental. Cette souclhilsés est peut-étre faiblement
pathogene ce qui peut expliquer I'absence de siglmigues. Nous avons utilisé la
voie intranasale, qui est la voie communémentséiipour les infections a BVDV

chez les bovins. Peut-étre cette voie n’est-elelpalus efficace lors d'infection de
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moutons par le BDV. Plus probablement nous étiens& administrer £0rCIDs, par
mouton. Or apres vérification du titre viral (2 hesi aprés inoculation intranasale),
nous avons calculé que les animaux avaient requzguois moins de virus que prévu.
Cela pourrait s’expliquer par une dégradation tegéde du virus lors de l'inoculation
d’épreuve ou plus probablement lors de la consenvatu virus au -80°C. Nous ne
savons pas, dans le cadre du BDV, si une rédud®na dose infectieuse peut
expliquer I'absence de virémie détectable mais aetmuvent été incriminé pour le
BVDV.

- Sil'onregarde les autres études qui ont travailiéles efficacités vaccinales contre le
BVDV, on voit que la plupart des auteurs ont préfétiliser des animaux jeunes (en
général des veaux de moins de 6 mois). Dans detie ,énous avons utilisé des brebis
adultes, qui ont toutes été testées négativeslg&AEet RT PCR pour les pestivirus.
Toutefois, la sensibilité des adultes a l'infectioinale, ou du moins a la clinique,
pourrait étre moins importante. A I'extréme, on pe@me imaginer, qu'utilisant des
animaux adultes, il aurait été plus judicieux disgir un modele de protection fcetale.
Dans la plupart, ou les infections fcetales sord @#icaces avec certaines souches
ncp, les auteurs observent finalement des viréfaibkes, de courte durée et variables

entre individus, chez les méres lors de I'inocolati’épreuve.

Quoigu’il en soit, cette étude a cependant appguigdques informations. Dans la mesure ou
la réponse en titres neutralisants est plus fdmez des animaux vaccinés par rapport aux
contréles, on peut supposer la présence d'une sép@mamnestique chez les brebis
vaccinées, y compris celles qui étaient séronégmiie jour de I'inoculation d’épreuve. Nous
n‘avons pas observé de différences significativestitte en anticorps neutralisants post
inoculation selon les doses vaccinales utilisées.

Les données hématologiques récoltées pendant é@iteive ont quant a elles montré une
leucopénie avec lymphopénie et une thrombocytopphis sévere chez les animaux non
vaccinés. Ceci peut nous inciter a penser quedaination a permis une certaine protection
des animaux vaccinés contre la leucopénie et lanthocytopénie et dans une moindre
mesure contre la lymphopénie. En Il'absence de rdiffées significatives, cela reste

uniguement une supposition a confirmer ou infirchens une autre étude.

En conclusion, notre étude a permis de montrerlgwaccination des brebis par le

vaccin Bovilis BVD nd permettait la sécrétion diaotps neutralisants que cela soit lors de
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I'utilisation de demi ou de quart de dose et cerpme période d’au moins six mois lorsque
les animaux sont vaccinés a demi-dose. En pratigueg le vaccin Bovilis BVD, il est
conseillé de faire une primovaccination avec dejections a 4 semaines d’intervalle avec la
deuxieme injection 4 semaines avant la mise ageodeiction. Dans ce cas, la période de
production des IPI se situant globalement entret265 jours post-fécondation, on se situe
entre 50 et 95 jours aprées la vaccination, a unege ou les titres en anticorps neutralisants
sont supérieurs a 6 lp@Dso (I'indication Bovilis assure un titre neutralisaminimal de 4,6
log, chez les bovins). Par la suite, on peut se pasguéstion d’'un rappel de vaccination tous
les 6 mois (vu les résultats) ou tous les ans, action de la période de mise a la
reproduction. Toutefois il reste & démontrer latgection foetale contre le BDV avec ce
vaccin.

De plus, il est intéressant de regarder les m#sulbbtenus avec les tests ELISA
commerciaux spécifigues des anticorps anti- NSZ8mme on pouvait le prévoir, les
animaux restent séronégatifs aprés vaccinationi. €tmormal car le kit ne détecte que les
anticorps anti NS2-3 or cette protéine est prodigite de la multiplication virale. Dans le
cadre de cette étude, nous utilisions un vacciativeadonc il n’y a pas eu de multiplication
virale post vaccinale. Par contre, méme si dangespes témoins et vaccinés on note une
séroconversion NS2-3 apres inoculation d’épreuve,gtand nombre d’animaux seraient
déclarés douteux, voir négatifs en utilisant leonemandations du kit utilisé. Cela pose des

guestions sur l'utilisation du kit NS2-3 pour laelgion des infections a Border virus.
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CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons posé les premieres s/ 'utilisation de vaccins
dirigés contre le BVDV pour la prévention du BDVol avons notamment montré que la
vaccination a l'aide d’'un vaccin inactivé contre B/DV (Bovilis BVD) entrainait la
production d’anticorps neutralisants a la fois certes souches de BVDV mais aussi contre
des souches de BDV. Les anticorps neutralisantdufieoétaient efficaces a la fois pour la
neutralisation d’une souche ancienne de BDV (Av)smaussi pour la neutralisation de
souches réecemment mises en évidence (BDV-3 et BDVebtitre en anticorps neutralisants
semble assez important pour conférer une proteatisranimaux pendant au moins six mois.
Notre étude représente le début d’'une longue skgteides nécessaires a la lutte contre le
BDV.

En effet, pour démontrer I'efficacité de la vactioa BVDV dans la prévention de la
Border Disease, de nombreux travaux sont encoreseaces. Tout d’abord, il serait
intéressant de faire une étude de faisabilité éoamee d’'une vaccination en plus chez les
ovins. En effet, il serait judicieux de commencar pela avant de faire plusieurs études qui
pourraient ne pas entrainer d’application pratifpse vaccination peu ou pas utilisée par les
éleveurs). Il pourrait aussi étre intéressant ddrenau point un modele de protection feetale
pour le vaccin Bovilis BVD afin d’établir son efficité chez la brebis gravide. Ensuite, il
pourrait étre intéressant d’approfondir les rechescsur I'immunité induite par le vaccin en
étudiant la réponse immunitaire cellulaire. Enfih,serait intéressant de poursuivre en
comparant les protections des différents vaccingé$i contre le BVDV disponibles sur le
marché. Nous pourrions ainsi comparer |'efficadiéévaccins atténués et de vaccins inactives

chez la brebis.
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ANNEXE 1

Séroneutralisati

Date Evenement Samples on RT-qPCR Hemato score clinique

14/06/2011 Ma J-7 Tube EDTA (2) X

16/06/2011 Je J-4 Tube ETDA(1) X X
17/06/2011 Ve J-3 Tube ETDA(1) X X
18/06/2011 Sa J-2 Tube ETDA(1) X X
19/06/2011 D J-1 Tube ETDA (1) X X
20/06/2011 Lu JO CHALLENGE Tube sec (3), Tube EDTA(3), NS(2) SN X X X
21/06/2011 Ma J1l NS (2) X X
22/06/2011 Me J2 Tube EDTA(3), X X X
23/06/2011 Je J3 NS (2) X X
24/06/2011 Ve J4 Tube EDTA (3) X X X
25/06/2011 Sa J5 NS (2) X X
26/06/2011 Di J6 Tube EDTA (3) X X X
27/06/2011 Lu J7 Tube secs (x3), NS (2) SN X X
28/06/2011 Ma J8 Tube EDTA (3) X X X
29/06/2011 Me J9 NS (2) X X
30/06/2011 Je J10 Tube EDTA(3) X X X
01/07/2011 Ve Ji1 NS (2) X X
02/07/2011 Sa J12 Tube EDTA (3) X X X
03/07/2011 Di JiZ NS (2) X X
04/07/2011 Lu Ji4 Tube sec (3), Tube EDTA(3) SN X X X
05/07/2011 Ma J15 NS (2) X X
06/07/2011 Me J16 Tube EDTA(3) X X X
07/07/2011 Je J17 NS (2) X X
08/07/2011 Ve J18 Tube EDTA(3) X X X
09/07/2011 Sa J19 NS (2) X X
10/07/2011 Di J20 Tube EDTA (3) X X X
11/07/2011 Lu J21 Tubes secs (3), NS (2) SN X X
12/07/2011 Ma J22 Tube EDTA (2) X X
13/07/2011 Me J23 NS (2) X X
15/07/2011 Ve J24 Tube EDTA(2) X X
16/07/2011 Sa J25 NS (2) X X
18/07/2011 Lu J27 Tube EDTA (2) X X
19/07:2011 Ma J28 Tubes secs (3), NS(2) SN X
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ANNEXE 2

Groupe:
N° identification:

J-2

J-1

J

J1 JZ

15I06/2011

13062011

Z0i06/2011 ZW0GEZ011 £2I06/2071

Tempeérature C

Comportement [Mormal
Ol apathique T.déprims
2lprostre 3]

Apétit [1: leger, 2
modéré, 3: anorexie]

Fréquence respiratoire

Jetage na=al
0 absent, 1zeromugqueuss,
2 purulent

Toux

Lesions du mufle et
chanfrein

Bruits respiratoires
renforcés (1 leger; 2:
modéré, 3 anarexie]

Jetage occulaire
0 absent, 1séromuques,
2 purulent

Pryalizme
0 abzent, 1zéromuquews,
2 purulent

Lesions cavite
buccale - nature
- extension

Diarrhée

Etat corporel
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RESUME

En 2009, une nouvelle épizootie due aux pestiapsarut dans des élevages ovins du centre
de la France avec une incidence de 1,9% et de 8% les élevages laitiers et allaitants,
respectivement. Lors de cette épizootie, nous avdass un premier temps, isolé des
pestivirus chez des animaux atteints du syndrontérsute-trembleurs ». Les études
phylogénétiques, réalisées sur les séquences 5&iTNpro, ont permis d’incriminer le virus
Border (BDV). Des souches de deux génotypes diiférele BDV-3 et le BDV-6, co-
circulent dans la méme zone géographique et pehaanéme période. Nous avons ensuite
tester l'efficacité d’'un vaccin inactivé contre BYD a induire une réponse en anticorps
neutralisants contre le BDV. Nous avons montré lqueaccination de moutons, avec une
demi-dose de celle recommandée pour la vaccindgésrbovins, induit sur une période de 6
mois, une réponse en anticorps capables de neetrédi BVDV-1 et les différentes souches
de BDV isolées lors de cette étude. La vaccinatieec un quart de la dose induit aussi la
sécrétion d’anticorps neutralisants mais avec geusariations individuelles chez les ovins et

des titres neutralisants plus faibles.

ABSTRACT

In 2009, a new epizootic due to pestivirus occuiredheep breeding in a central region of
France with an incidence of 1.9% and 8.5% in dairgt meat units respectively. In this study,
we isolated viruses of this epizootic from smallakdambs that suffer of ‘hairy-shaker’
syndrome. Phylogenetic studies, performed on th@oh-coding and the Npro-coding
regions, indicated a border disease virus (BDVyioriwith a circulation of two different
genotypes (BDV-3 and BDV-6) at the same time antheénsame geographical location. We
further tested the efficacy of a commercialisectivated Bovine viral diarrhoea vaccine to
induce a neutralizing antibody response in sheg@magthe new BDV isolated viruses. We
showed that vaccination, with half of the vacciresel recommended for cattle vaccination,
induce neutralizing antibodies against BVDV-1 atidested BDV strains for 6 months post-
immunisation. Vaccination with the quarter vacctduse also induce a neutralizing antibody
response but with more individual variability andlpably less efficacy.
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