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INTRODUCTION

Depuis sa découverte en Grande Bretagne, au mdieXX®™ siécle, la maladie de la
frontiere ou border disease a été retrouvée danwhele entier. Cette maladie, touchant les
ovins, est causée par le BDV (Virus de la Bordese@se), un pestivirus de la famille des
flaviviridae. Le virus de la diarrhée virale bovi(BVDV) et le virus de la peste porcine
classique (CSFV) font également partie de cettalliam

En France, dans les années 1980, une épizootierderlisease avait entrainé une morbidité
et une mortalité importante dans les élevages awrgronnais. Actuellement, la maladie est
toujours présente, notamment dans les grandesnggiélevages ovins, le bassin de
Roquefort et le Pays-Basque. Cette maladie entdesepertes économiques importantes. En
effet, elle est responsable de troubles de la deption chez les femelles (infertilité,
avortements, malformations...), de retards de crotesm et de pathologies néonatales chez
les nouveau-nés. L'infection verticale de la meuef@tus pendant la gestation entraine la
naissance d’agneaux IPI (Infecté Permanent Immigraiat). Ces agneaux sont des éléments
épidémiologiques majeurs puisqu’ils excréetent laiwvien grande quantité sans forcément
présenter de signes cliniques. Le contrble de ladmaest donc un élément primordial a la
rentabilité des élevages ovins.

Un plan d'épidémiosurveillance a été mis en placeAgeyron, depuis I'apparition de la
maladie. Ce plan repose sur le dépistage de ladmatd sur des mesures de lutte visant a
I'éliminer. Les mesures de lutte s’appuient surndaxes majeurs, d’'une part, la détection et
'élimination des IPI dans les élevages, d’autrert,pda vaccination des femelles
reproductrices. La vaccination a pour but d’éuiafection foetale et donc la naissance d’IPI.
Cependant, aucun vaccin composé de souche de BBt disponible sur le marche, en
France. La vaccination est donc réalisée avec aedns contenant des souches de BVDV, a
AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) pour lesvins. L'efficacité de cette vaccination
n'a, a I'’heure actuelle, pas été prouvée.

L’objectif de ce travail était d’évaluer la protect vaccinale permise par trois vaccins BVD
du commerce, a AMM pour les bovins, possédant ndeation pour la protection fcetale.
Ainsi, les vaccins vivants atténués Bovela® et et le vaccin inactivé Bovilis
BVD® ont été mis a I'épreuve par l'inoculation gedouche BDV-6 6390.

Apres une partie bibliographique sur les pestiviaisla maladie de la frontiére, nous
présenterons et discuterons les résultats de énide.
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Premiere partie :
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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1. LES PESTIVIRUS

Le genre pestivirus, de la famille des flaviviridaemprend 4 especes reconnues : le virus de
la peste porcine classique (CSFV), les virus ddiderhée virale bovine de type 1 (BVDV-1)
et de type 2 (BVDV-2) et le virus de la maladiel@érontiere (BDV) (Becheet al, 1999).

1.1. Historique

Dans les années 1830, la peste porcine classigiéeedcouverte aux Etats Unis mais ce n’est
qu'au début du XX™siécle que son étiologie virale a été prouvéeCSEV (Classical Swine
Fever Virus) est alors le premier pestivirus misésidence (Center for History and New
Media).

Par la suite, dans les années 1940, une maladiarine affectant les jeunes bovins mais
aussi les adultes est apparue au Canada. Cettelienaka traduisait par une multitude de
signes cliniques, dont la plupart étaient digestEm 1946, les chercheurs de Cornell
University, aux Etats Unis, ont observé le méme tgp maladie dont ils ont montré I'origine
virale et qu’ils ont nommé VD (Virus Diarrhea). Bales années 1950, une maladie virale
assez similaire mais avec des signes cliniqguesestlékions légérement différents a été
prénommée MD (Mucosal Disease). Ces virus ont,qyuesl années plus tard, été reconnus
comme un seul et méme pestivirus, aujourd’hui cosous le nom de BVDV (Bovine Viral
Diarrhea Virus) (Goens, 2002).

Au méme moment, dans les années 1940, une malatkegénte, se traduisant par des
agneaux qui tremblent avec une laine hirsute, aBsérvée a la frontiére entre le Pays de
Galles et 'Angleterre. En 1959, Huguetsal. ont, pour la premiére fois, décrit la maladie et
'ont appelée Border Disease (BD). Ce n’est qu’8i2lque I'étiologie virale de la maladie a
été mise en évidence (Gardiner al, 1972), au moment ou la maladie commencait sa
propagation mondiale. Des caractéristiques sireaont alors permis de relier ce virus avec
le CSFV et surtout le BVDV et de I'intégrer dangnre pestivirus (Loken, 1995).

1.2. Classification

Initialement classés dans la famille des Togawvajdi@s pestivirus ont, par la suite, été
reclassés dans la famille des Flaviviridae, erorade différences essentielles entre les genres
togavirus et flavivirus (Westawagt al, 1985). La famille des Flaviviridae comprend,
aujourd’hui, quatre genres de virus : les genméa\irus, hépacivirus, pegivirus et pestivirus.
Cette famille regroupe des virus avec des caratifues génétiques et structurales
similaires : ce sont des virus sphériques d’envi4OrF60 nm de diametre, constitués d’'une
enveloppe lipidique, d’'une nucléocapside icosaéarigt d’'un génome constitué d’une
molécule d’ARN de polarité positive.

Le genre flavivirus est constitué par 53 espéces ldovirus de la fievre jaune, le virus de la
dengue, le virus de I'encéphalite japonaise, lasvolu West Nile et plus récemment le virus
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Zika. Le virus de I'hépatite C est le seul représendu genre hépacivirus. Le genre pegivirus
est, quant a lui, composé des pegivirus A et Br{f¥iTaxonomy: 2015 Release,” 2015).
Contrairement aux autres genres de la famille desiviridae, les pestivirus touchent
exclusivement les animaux.

1.3. Organisation structurale et génomiquegFigure 1)
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Figure 1 : Organisation structurale et génomique dg pestivirus (Schelchekt al., 2016)

1.3.1. Génome

Le génome des pestivirus est constitué d’'une mtEedliARN simple brin, de polarité

positive. Cet ARN, d’environ 12 kb de longueur, goend deux extrémités 3’ et 5’ non
transcrites ou UTRs (Untranslated Region) et urrecashique de lecture ou ORF (Open
Reading Frame). Les UTRs se replient pour formes d&uctures secondaires qui
interagissent avec les protéines cellulaires ealegr pour réguler la transcription et la
réplication de I'ORF (Neill, 2013).

1.3.2. Protéines virales

La transcription et la traduction de 'ORF permettia synthése d’'une polyprotéine de 4000
acides aminés. Cette polyprotéine est ensuiteeclpa® des protéases virales et cellulaires en
douze protéines dont quatre protéines structuedlbgit protéines non-structurales.
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1.3.2.1. Protéines structurales

Les quatre protéines structurales sont la prot€irte la nucléocapside et les glycoprotéines
E™ ou EO, E1 et E2 de I'enveloppe.

La protéine C constitue la capside, elle englobgratiege le génome viral, a l'intérieur de la
particule virale, par des interactions entre 'ARN des acides aminés chargés qui la
constituent (Neill, 2013). Elle aurait égalementrale dans la régulation de la transcription
ainsi que dans la virulence de l'infection par BRY (Gladueet al, 2014).

La glycoprotéine E° est reliée au virus, sous forme d’homo-dimeéres,des interactions
faibles car elle n'est pas directement intégréesdanmembrane. Cette protéine peut donc
également étre sécrétée par la cellule infectées tamilieu extracellulaire. Des anticorps
neutralisants sont produits contre cette glycometéNeill, 2013). Son activité ribonucléase
lui permet de limiter la réponse immunitaire inrkel'individu, en bloquant la synthese de
Iinterféron de type I. E° joue également un role dans I'attachement du \aries cellule et
donc dans son entrée dans la cellule (W&trag, 2015).

Les glycoprotéines E1 et E2 sont insérées danselambrane du virus par l'intermédiaire
d’acides aminés hydrophobes sous forme d’homo-disnER ou d’hétéro-dimeres entre E1 et
E2. Cet hétéro-dimeére joue un réle dans I'entrégidis dans la cellule. En effet, E2 possede
une séquence aminoacide qui permet la fusion desbnames du virus et de la cellule hote
via le récepteur cellulaire CD46 notamment (Maueeral, 2004). E2 est également la
glycoprotéine qui induit la grande majorité de taduction d’anticorps neutralisants et donc
une inhibition de l'infection par la réponse immiamie a médiation humorale. Cependant, la
réponse mise en place est relativement spécifiquiaitide la grande diversité génétique de
E2 (Neill, 2013).

1.3.2.2. Protéines non structurales

Les huit protéines non-structurales sont les pne®@N'™, p7, NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a
et NS5b. Dans la polyprotéine, les quatre glycapnes structurales sont situées entre la
protéine NI et les autres protéines non structurales (Figure 1

La protéine N est une autoprotéase, elle se détache elle-ménia pelyprotéine. Elle
bloque la production de l'interféron de type 1, éégradant le facteur de régulation de
linterféron 3 (IRF-3), et permet donc, comme latgine E' d’échapper a la réponse
immunitaire innée de I'héte (Chen al, 2007).

La protéine p7 est une viroporine qui peut étreotetée sous forme libre ou sous forme
d’hétéro-dimere p7-E2, dans les cellules infectées. viroporines sont des protéines dont
I'activité des canaux ioniques altére la permétibities membranes, ce qui facilite I'entrée
des virus dans les cellules et leur passage d’efiele a I'autre. La protéine p7 jouerait
egalement un réle dans la morphogénése et la niatudes virions (Larget al, 2016).

Les protéines NS2 et NS3 ne vont pas étre retrauséas la méme forme en fonction du
biotype du virus (cf 1.4.2.). En effet, dans lesiches cytopathiques (cp), on retrouve ces
deux protéines séparées I'une de l'autre. Alorsapres les souches non cytopathiques (ncp),
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les protéines NS2 et NS3 restent tres majoritainérii@es. Un clivage minimal de ces deux
protéines semble néanmoins nécessaire a la répficah tout début d’infection y compris
chez les souches ncp. Ce clivage est réalisé pativité protéase de NS2. NS2 joue
également un réle dans la translocation de la ip®tgans le réticulum endoplasmique de la
cellule.

La protéine NS3 possede, quant a elle, trois a&ésivenzymatiques. Son activité sérine
protéase lui permet de réaliser le clivage de nemd®s proteines, a partir de la polyprotéine.
Son activité ARN hélicase permet le déroulementadeolécule d’ARN et ainsi la mise en
place de la transcription (Neill, 2013). Enfin,tegprotéine, quand elle est produite en grande
guantité (souches cp), posséde également uneté@ativcléoside triphosphatase (NTPase)
qui, associée a une ARN hélicase, active la cytoitéx(Tamuraet al, 1993). Cette protéine
est également immunogene mais n’entraine pas tuption d’anticorps neutralisants.

La protéine NS4a agit comme un cofacteur de I'éétis€rine protéase de la protéine NS3.

La protéine NS4b, incluse dans la membrane de d&iagipde Golgi, permet la réplication de
I’ARN viral ainsi que le réarrangement des membsarelulaires dans les cellules infectées.
Les protéines NS5a et NS5b peuvent étre retrodigEssou clivées et joueraient un role dans
la réplication de ’'ARN mais leur role est mal caniNeill, 2013).

1.4. Diversité des pestivirus
1.4.1. Spectre d’hote

La classification initiale des pestivirus reposaity premier lieu, sur le spectre d’hbte de
chacun de ces virus. Le CSFV infecte exclusivertensuidés domestiques et sauvages. Les
virus BVDV et BDV ont été isolés chez les bovingestovins respectivement.

En fait, les pestivirus, et notamment le BVDV, sgacterisent par la présence d'un large
spectre d’hotes.

Différentes études ont montré la présence damgoanti-BVDV chez environ une
cinquantaine d’especes de mammiféeres, de I'ordseadéodactyles parmi les Camelidae, les
Cervidae, les Antilocapridae, les Giraffidae, lesviflae, les Suidae et les Tragulidae. Des
anticorps anti-BVDV ont également été retrouves zclieeux wallabys a cou rouges
(Macropus rufogriseyset chez des lapins de garenn@sygtolagus cuniculys Cependant,
l'isolement du virus n'a pas été réalisé chez t®ots especes (Passler & Walz, 2010).

Le BDV a, quant a lui, été isolé chez les bovies, thevres et les porcins (Becleeral,
1999, Terpstra, 1981). Certains petits ruminants/ages comme les chamois sont aussi
touchés par le BDV. La premiére épidémie importa@@&DV chez les isards pyrénéens a été
décrite en 2000-2001, dans la réserve catalang &allars-Aran (Marceet al, 2008), et
continue a sévir sur une grande partie du massén@en.

1.4.2. Diversité biologique et notion de biotype

Comme évoqué precédemment (cf 1.3.2.2.), il exdst@éx biotypes de pestivirus : les non
cytopathiques (ncp) et les cytopathiques (cp). d@msches cp se propagent au sein du tapis
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cellulaire en provoquant des Iésions alors ques¢éegEhes ncp n’en provoquent pas. Mais, |l
s’agit de caractéristiques observées lors de la eisculture in vitro qui ne reflétent pas le
pouvoir pathogene de la souche in vivo. D'aillelasplupart des souches virulentes, in vivo,
sont des souches ncp. Les souches ncp et cp mBseas caractéristiques différentes qui
permettent d’expliquer l'importance épidémiologique la souche ncp. En effet, les
transmissions horizontales et verticales sont assuen majorité par la souche ncp. Les
souches cp entrainent une distribution tissula@duite et une virémie rare, elles ne
provoguent donc ni transmission verticale ni infatpermanente (Tableau 1).

Depuis quelques années, il a été montré que leshesucp émergent soit par des
modifications du génome viral d’'une souche ncp gmés chez des individus infectés
permanents immunotolérants (IPI, cf 2.2.3.2 powtdfnition) soit par une surinfection chez
un individu IPI1, avec une souche cp, proche génétitent de la souche ncp présente chez
lanimal (Peterhans & Schweizer, 2010). Ces modiions sont dues a des mutations
ponctuelles et/ou a des recombinaisons non-hometogantre les ARN génomiques, se
traduisant par des insertions de séquences vi@lesellulaires dans le génome viral.
Fréguemment, mais pas exclusivement, ces modditatse traduisent par I'insertion d’'un
gene cellulaire de type ubiquitine associée ou ada duplication d’'une séquence virale
contenant le gene NS3. Une autre modification piessst I'insertion de ’ARN du géne Jiv
(J domain protein interacting with viral proteiru une partie de celui-ci dans la séquence
NS2 ou N'. Enfin, l'insertion d’une séquence d’ARN viral,rdenant le géne NS3 dans la
séquence NS2 ouPN, peut également étre I'une de ces modificatiors tonséquences de
ces modifications sont le clivage du complexe NS@t3d'accumulation de NS3 qui va
permettre une augmentation du taux de réplicateohARN viral mais aussi I'induction de la
mort cellulaire par apoptose. Ces souches cp, u@bes infectent des veaux IPI, induisent
un ensemble de signes cliniques responsable dalkdi®m des muqueuses (Peterhanal,
2010).

Tableau 1 : Caractéristiques des biotypes ncp et dfiL’'observatoire de la BVD")

Biotypes ncp cp
Transmission horizontale +++ +
Transmission verticale +++ -
Clinique Signes tres variables Signes minimes
Apparition précoce (14 jours) Apparition tardive (25 jours
Réponse humorale Titres élevés Titres faibles
Persistance longue Persistance courte
Distribution tissulaire Large Réduite
Virémie Fréquente Rare

1.4.3. Diversité du tropisme cellulaire et tissulaire

Les biotypes ncp et cp different également par teapisme cellulaire. Alors que les souches
ncp sont préférentiellement retrouvées dans lesolydes, les organes lymphoides, le
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systeme nerveux, le foie ou encore dans le traegsratoire. Les souches cp sont plutot dans
les cellules du tractus digestif (Hametsal, 2001).

Les pestivirus, et notamment le BDV, possédentrapigme pour le systeme nerveux qui
entraine des troubles nerveux. lls peuvent étreueés dans les neurones, les cellules gliales,
les cellules épendymaires, les cellules endotledlimhsculaires et dans les fibrocytes (Jeffrey
et al, 1990). Andersoret al. (1987) ont mis en évidence que le pourcentageetialas
infectées reste néanmoins assez faible avec urcgrage inférieur a 1% y compris lors
d’une infection permanente.

Une étude a montré que le BVDV pouvait, en faipiaun grand nombre de localisations
différentes chez les veaux. Les organes lymphditasids lymphatiques, plaques de Peyer,
thymus, rate) contiennent tres fréquemment degamds viraux. La moelle épiniere, les
épithéliums squameux (tonsilles et rumen), les pmsnainsi que la théque interne des
ovaires peuvent également héberger le virus (Mdrehal, 1996; Archambaukt al, 2000).

Des antigenes de BDV ont également été détecté&sudangrande variété de tissus, chez des
agneaux infectés, au cours de la gestation (Terds381).

1.4.4. Diversité génétique et virulence

La diversité génétigue des pestivirus repose sudilarsité des séquences ARN des
différentes souches. En effet, les virus & ARN @deat une forte variabilité génétique avec
une fréquence de mutation d’envirori*l€ubstitutions par nucléotide (soit une erreur fess
10 kb pour la réplication d’'un génome de 12 kb Ide la réplication du génome par 'ARN
polymérase ARN-dépendante. De plus, les recomlminaison-homologues (cf 1.4.2.) jouent
eégalement un rble dans cette diversité génétique.c@nsidere, actuellement, que les
pestivirus possédent une grande diversité génétayee des régions variables (géne E2
notamment) et des régions mieux conservées (geAe3NS N par exemple).

1.4.4.1. Au sein des pestivirus

Il existe actuellement quatre espéces reconnugsestivirus : les BVDV-1 et BVDV-2, le
BDV et le CSFV.
Il existe également quatre groupes de pestivilgg@ies non reconnus.

- Le premier est constitué par une souche isoléarsigirafe, au Kenya.

- Le second groupe, nommé BVDV-3, contient des pesgsivd’origine bovine,
isolés a partir de sérum foetal de veaux, en labiogatou a partir de bovins
naturellement infectés en Asie, en Amérique du&uécemment en ltalie.

- Le troisieme groupe, Antelope/Bungowannah, est éopar deux pestivirus, I'un
isolé sur un pronghorn aux Etats-Unis et I'autned&s porcs en Australie.

- Le dernier groupe, TSV, est constitué par des vphglogénétiquement plus
proches du CSFV que du BDV, mais isolés sur desonsuen Tunisie.

La phylogénie et la classification des pestivirasten permanente reconstruction. En 2009,
par une approche probabiliste Bayesienne, Ekitu al. (2009) ont réalisé un arbre
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phylogénétique a partir de 'analyse des donnédéaulaires obtenues sur 56 échantillons de
pestivirus et 2089 caractéres, comprenant un geffiesibn des régions 5’UTR PN et E2.
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Figure 2 : Phylogénie et classification des pestivirus : arfle A mi enraciné et arbre B sans racine. Les
séquences servant de références sont surlignéesvert. Les nouvelles espéces proposées dans I'étisdat
en bleu (TSV et BVDV-3) et en rouge (Antelope et Bigowannah) (Liu et al., 2009)

On peut voir sur I'arbre phylogénétique que lesuséges nucléotidiques des BDV sont plus
proches des séquences CSFV que des séquences BY@es études ont montré que la
séquence génomique de la souche référence de BDV3{B présentait environ 71% de
similitude avec les souches de BVDV contre 78% d@ssouches de CSFV (Nettletenal,
1998).

Une approche probabiliste a permis d’estimer urauéion historique du virus. La premiéere
séparation des pestivirus aurait eu lieu & la inX¢/°™ siécle pour donner deux entités, les
pestivirus de bovins et de la girafe d'un c6téest pestivirus d’origines ovine et porcine
(BDV, CSFV et TSV) de l'autre c6té. Le pestivirus ld girafe se serait séparé des pestivirus
bovins au début du XA siécle en Afrique, puis des souches de BVDV-3 érgée du
Sud et en Asie vers les années 1680. Le derniereéwent serait la séparation entre le
BVDV-1 et le BVDV-2 vers les années 1740 quand \éD¥/-2 évolua indépendamment en
Ameérique du Nord. La diversification du BVDV-1 eaus-groupes génétiques aurait débuté
au début du XIXe siecle, environ 150 ans avantréampere description de la maladige
l'autre c6té, les pestivirus d'origine ovine et giae se seraient séparés dans les années 1630,
au moment de leur spécification envers leur h&dpeaetif. Le BDV s’est alors diversifié dans
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les années 1750, environ 210 ans avant la prendeéseription de la maladie (Liat al,
2009).

1.4.4.2. Au sein des BVDV

Au sein des virus BVD, il existee trés nombreux génotypes, plus de 400 reconnus et
identifiés a ce jour. Au moins 16 sous-groupeséé@tidentifiés pour le génotype 1 (BVDV-
la a BVDV-1p), et quatre pour le génotype 2 (BVD&-a2 BVDV-2d). Un troisieme
génotype (BVDV-3), non reconnu officiellement, megperait des souches atypiques isolées.
Au fur et a mesure des investigations, d’autres-gpaupes peuvent étre découverts, comme
récemment en Suissearmi les trois génotypes, le BVDV-1 et le BVDV-@nh$ plus proches
d'un point de vue génétique (Figure 2). Les deurotpes présentent une répartition
géographique différente, les souches de BVDV-2 tégans fréquemment isolées en
Amérique du Nord gu’en Europe. Toutefois, ce désibge pourrait étre lié a un biais
d’échantillonnage ou de diagnostic. Concernant dgpéces BVDV-1 et BVDV-2, la
variabilité génomique des séquences 5’'UTR est otispenent comprise entre 76 et 99% et
entre 81 et 99% (Vilcekt al, 2004).

Le BVDV-3, plus distant génétiquement des deux [eesnest constitué par quatre souches
virales atypiques : les souches D32/00_ HoBI, BrghCH-KaHo/cont et Th/04_Khon-Kaen
(Liu et al, 2009).

1.4.4.3. Au sein du BDV

Les études phylogénétiques classifient I'espéce BEWsept sous-types génétiques. Le
premier sous-type, BDV-1, contient, aujourd’huislauche référence des BDV. Il comprend
les principales souches prélevées en Grande-Beetagix Etats-Unis, en Australie et en
Nouvelle-Zélande. Le BDV-2 contient, quant a luieusouche isolée sur un renne ainsi que
des souches isolées sur des ovins en Allemagnerdrade diversité au sein de ces deux
premiers sous-types a conduit a la division degreapes en deux avec le BDV-1a et BDV-
1b d’'une part et le BDV-2a et le BDV-2b d’autre tp&es souches, isolées sur des ovins, en
Allemagne, ont mené a la formation du sous-type BDWD’autres souches, isolées sur des
ovins en Suisse et en Autriche mais aussi sur dem® en Autriche, se sont, par la suite,
ajoutées a ce sous-type (Satyanaragarmd, 2012).

En 2008, Duboigt al. ont mené une étude sur la diversité des BDV tr ke 'analyse de 23
séquences 5’'UTR etM extraites d’échantillons collectés entre 198506162 en France. Un
guatrieme groupe a alors été créé en 2004, apdEctauverte d'un pestivirus qui infectait les
isards. Ce virus fut, par la suite, détecté surad@ss, en Espagne. Pendant cette étude, deux
nouveaux groupes, que les séquencages ne permef@ie de rapprocher des groupes
existants, furent créés : les groupes BDV-5 et BD\V-a souche Aveyronite, isolée pour la
premiere fois en Aveyron, en 1984, est la soucfegag@ce du groupe BDV-5. Les séquences
5'UTR des souches qui composent le groupe BDV-Sgntaient des similitudes avec les
souches isolées sur des ovins en Espagne et suisalels mais les séquence8°Nne
présentaient que peu de similitudes. La majorité plestivirus, analysés lors de |'étude
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francaise de Duboist al, sont classés dans les groupes BDV-3 et BDV-prpsentaient des
séquences non ressemblantes mais qui avaientgubamt été retrouvés dans les mémes
régions, a la méme période (Figure 3).

Enfin, le sous-type BDV-7 a été créé en ltalie,aétip d’'une souche isolée sur une chévre,
initialement placée dans un nouveau sous-grougeesiivirus, et de souches isolées sur des
ovins (Giammariolet al, 2011).
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des souches BDV ik®s en France entre 1985 et 2006 a partir de la
comparaison des séquences’R (Duboiset al., 2008).
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Actuellement en France, les épizooties récente8é, en Aveyron, étaient dues a des
souches de génotypes 3 et 6 alors que les soutchataates sur le massif pyrénéen sont
principalement de génotype 4 (Anne, 2012).

1.4.5. Diversité antigénique
1.4.5.1. Au sein des pestivirus

Comme on a pu le voir, les pestivirus sont conésitde protéines conservées (NS2-3%t N
par exemple) et de protéines variables (E2 notarjmém diversité antigénique des
pestivirus repose, essentiellement, sur la varahlde la séquence N-terminale du géne de la
glycoprotéine E2, sur laquelle se situe la plupdes épitopes du virus. De plus, ces
déterminants antigéniques vont jouer le réle lespmportant dans la mise en place de
limmunité a médiation humorale puisque ce sont épgopes qui sont a l'origine de la
production de la majorité des anticorps neutratsdNeill, 2013). Une étude (Pata al,
1992) a permis de montrer que le gene E2 possédaiséquence antigénique conservéee et
'autre non conservée permettant la différenciati@s souches. L'analyse de cette diversité
antigénique est importante pour le diagnostic, plesr études épidémiologiques et pour
I'utilisation de vaccin.

En 1989, Cayet al, ont montré qu'il existait une réaction croisédrenes anticorps
monoclonaux anti-BVDV et anti-BDV et les souchesBi&DV, BDV et CSFV. En effet, en
faisant réagir des anticorps monoclonaux anti-BVDMLi-BDV et anti-CSFV avec des
souches de chacun de ces virus, ils se sont remwipte que les anticorps anti-CSFV ne
réagissaient qu’avec les souches de CSFV. Parmauess anticorps (anti-BVDV et anti-
BDV), certains réagissaient uniqguement avec l'espée virus contre laquelle ils étaient
dirigés mais d’autres réagissaient avec deux Vesrérois espéces de pestivirus. On peut donc
en conclure qu'il existe des épitopes communs desréifférentes espéces de pestivirus mais
aussi des épitopes spécifigues de chaque espeaatrdy études (Edwards al, 1988;
Shannonet al, 1991), ont montré que les anticorps monoclonaurpttaient de différencier
certaines espéces de pestivirus. Cependant, cadssétlont pas permis la mise en évidence
d’anticorps spécifiques du BDV, c'est-a-dire quedaticorps anti-BDV réagissaient avec au
moins une autre espece de virus.

Plus récemment, en 2013, Decatoal. ont examiné la réaction croisée entre une souehe d
BVDV et la souche atypique HoBi like en immunisatds ovins avec une préparation
inactivée. Le titre en anticorps était significativent inférieur quand les souches
immunisantes et inoculées étaient différentes.rbteption croisée est, ici, incompléete, ce qui
montre la nécessité de produire un vaccin spécfauntre la souche HoBi like.

Ces différentes études ont donc montré qu'’il exilde protections croisées entre certaines
souches de génotypes différents voire d'espécefrelites. Cependant, la réaction
hétérologue ne semble que partiellement proteghaceapport aux infections homologues.
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1.45.2. Au sein des BVDV

Parmi les BVDV, la diversité antigénique est visild différents niveaux. On la retrouve
principalement entre les deux espéces de BVDV.iAers 2008, Bachofeat al. ont montré
gue le coefficient de similarités antigéniques, rarp a partir des résultats de
séroneutralisation entre les deux souches, val@gaR a 6% entre une souche de BVDV-2 et
trois souches de BVDV-1. Ensuite, parmi six sousiges de BVDV-1, les variations de ce
coefficient allaient de 17 a 50%. Enfin, entre dsoxches de BVDV-1a, le coefficient était
de 65%. Or, on considére que les differences amtjgés sont significatives lorsque le
coefficient est inférieur a 25%. On peut donc émetthypothése que les différences sont
significatives entre les deux espéeces de BVDV, peuvétre entre les différents sous-
groupes de chaque espéce mais les souches d'un s@ma@roupe ne présentent pas de
différences significatives.

L’intérét d’étudier les similarités antigéniques de constater si la protection croisée, suite a
la vaccination, est possible a ces différents nixe&dne étude (Cortesst al, 1998) montre
gue la vaccination avec une souche vivante attén@e®VDV-1 entraine la production
d’anticorps neutralisants contre le BVDV-2 maises daux inférieurs d’'un log par rapport a
ceux produits contre le BVDV-1. Or, de tels tauxmbéent insuffisants pour protéger
correctement les veaux contre les signes cliniquesoqués par les souches, les plus
virulentes, de BVDV-2, bien qu’ils permettent uneniohution de la mortalité et de la
morbidité dans I'élevage. La protection croiséeelds deux espéces de BVDV est donc bien
réelle mais pas toujours suffisante. Cette praiactroisée, incompléte, pourrait étre a
I'origine de I'épidémie provoquée par le BVDV-2 m$ales années 1990, aux Etats-Unis.

La protection croisée est également variable degrdifférents sous-groupes du BVDV-1. En
effet, un sérum avec des anticorps contre le BVIR\Wédutralise faiblement les autres sous-
groupes de BVDV-1 alors que les sérums possédantanicorps contre ces autres sous-
groupes neutralisent plus efficacement le BVDV-Q&pendant, la protection croisée entre les
différents sous-groupes semble plus efficace qréefds différentes espéces puisqu’elle
permet la protection contre les infections in viachoferet al, 2008).

1.45.3. Au sein des BDV

Au sein des BDV, le coefficient de similarité aiinggue a été calculé entre des souches
isolées sur des moutons, au Royaume-Uni, entre 49¥888. Le coefficient varie entre 42 et
10% et entre 19 et 49% entre des souches respeetngroches de la souche Moredun et de
la souche Weybridge mais dont on ne connait pagdestypes. Cependant, entre les souches
de ces deux différents sous-groupes, le coeffi@stitmajoritairement, largement inférieur a
25% et peut atteindre 2%. Comme entre les différeotis-groupes de BVDV, les différences
antigéniques sont significatives entre certaineglses mais pas entre toutes les souches.
Dans cette étude, la protection croisée a egalegténbbservée par séroneutralisation entre
différentes souches (10 souches de BDV dont le tgpaon’était pas précisé et 1 souche
BVDV). Suite a l'infection intra-nasale d’'un coupdéagneaux pour chaque souche de virus,
le sérum de ces agneaux a été analysé. Les séomtesaient tous des anticorps neutralisants
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contre toutes les souches inoculées mais a des tifférents. L’étude n’indique pas si les

différents taux observés sont suffisants pour asslar protection clinique des agneaux
(Nettletonet al, 1998).

Une autre étude a permis de montrer que la vadaimde brebis avec une souche inactivée
de BVDV-1 permettait la production d’anticorps aentles souches de BVDV-1, de BDV-3

et de BDV-5. La production d’anticorps était quaativement plus importante mais moins

persistante dans le temps pour les souches BDV ai@®ep a la souche de BVDV-1 (Anne,

2012).

1.5. Réponse du systeme immunitaire

Pour persister chez leurs hétes, les virus peuutliser deux stratégies différentes. La
premiére « hit and run » concerne des virus avecafficacité de transmission importante
dans des populations ou la densité et la dynameniginent des contacts relativement
fréquents. La seconde «infect and persist » irapligles virus avec une efficacité de
transmission moindre mais ces virus sont capabdepeisister dans I'organisme de leurs
hotes. Cette seconde stratégie suppose que lepossede la capacité de déjouer le systeme
immunitaire. Les pestivirus utilisent les deux wtgges avec le plus fréguemment des
infections d’animaux naifs qui peuvent étre tremulentes et trés contagieuses et plus
rarement des infections persistantes, en particidieez les ruminants. Ces infections
persistantes surviennent a un certain moment gedtation (cf 2.3.2) lorsque le virus passe la
barriére placentaire et infecte le foetus dont Iste&sge immunitaire n'est pas encore
totalement fonctionnel. Le foetus va alors recom@aiés antigénes du virus comme des
antigénes du soi. Il sera a la naissance un arifalinfecté Permanent Immunotolérant)
multipliant le virus (source d’infection) sans faide réponse immunitaire contre la souche
infectante (Peterhans & Schweizer, 2010).

1.5.1. Lors de la mise en place de I'infection transitoire
1.5.1.1. Reéponse immunitaire innée

La voie du complément est la premiere partie deéfonse immunitaire innée. C’est un
ensemble de molécules qui s’activent en cascatie &la rencontre d’un antigene. Cette voie
fait intervenir trois catégories de molécules. €eljui ont une action d’opsonisation se fixent
sur l'antigene et favorisent la phagocytose de ia@luD’autres molécules ont un
chimiotactisme qui va favoriser le recrutement effscteurs du systeme immunitaire. Enfin
la derniére catégorie de molécules lyse la cefluldaquelle s’est fixé le complément.

Les facteurs chimiotactiques produits par le comglét permettent notamment l'arrivée des
neutrophiles dans les tissus infectés, par diagédes vaisseaux sanguins. Les neutrophiles
ont également un réle important dans la mise eceptte la réponse immunitaire innée en
phagocytant les antigenes et ou les cellules apqpés. La phagocytose permet I'activation
des neutrophiles qui vont produire des cytokineslest chémokines qui vont amplifier le
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recrutement, déja présent, des cellules présagatril’antigenes (CPA), c'est-a-dire les
macrophages et les cellules dendritiques.

La voie des interférons représente la voie la pffisace de I'immunité innée antivirale. Les
cellules présentatrices d’antigénes ainsi qued#sles épithéliales reconnaissent des signaux
de danger : les PAMPS (motifs moléculaires assamigspathogenes) spécifiques d’'une ou
plusieurs classes d’agents infectieux et DAMPS ifisiatoléculaires associés aux altérations
cellulaires). Ces signaux se fixent sur les PRRefpeeurs de reconnaissance des pathogenes)
présents a la surface ou dans le cytoplasme deseselLors d’une infection par un virus a
ARN, les PRR majeurs, TLR-3, -7 et -8 vont recotredes acides nucléiques simples brins
et doubles brins du virus. La fixation des PAMP ¢es PRR entraine la production
d’interférons de type 1 (IFN-1) et ceux quelqud totype de cellules concernées. Les IFN-1
produits vont alors se fixer sur les récepteurs lqui sont dédiés, présents sur la cellule
productrice ou sur les cellules voisines, ce gavpque la libération de nombreuses protéines
antivirales. Ces protéines antivirales entrainentolocage de la production de protéines
virales, de polymérases virales et la dégradater’ARN. La réplication virale est alors
bloquée. Mais, les protéines antivirales vont awdsier des molécules appartenant a la
cellule, entrainant ainsi l'apoptose de la cellReterhanset al, 2010; Peterhans &
Schweizer, 2013).

Pour déjouer la réponse immunitaire innée, (Etisl, 1988) le BDV contre la réponse des
neutrophiles en inhibant la capacité phagocytageces derniers (Hussin & Woldehiwet,
1994). Le BDV permet ainsi de freiner la phagoogtasais aussi de ralentir le recrutement
des CPA, essentiel a la mise en place de la répomsanitaire acquise. Le recrutement des
CPA est également ralentit par la diminution dedprtion des facteurs chimiotactiques. De
plus, une infection par un pestivirus entraine dimeinution de I'expression des récepteurs du
complément (Chaset al, 2004). Ces stratégies de contournement permettepéstivirus de
s’installer et de se multiplier.

Le mécanisme principal reste, cependant, I'infobitde la réponse aux interférons de type |
par les souches ncp. Pour cela, les souches ngpongables de l'infection persistante,
empéchent les cellules de prévenir le systeme intaitende la présence de I'’ARN viral en
inhibant la production d'IFN-1. Le BVDV contourna képonse aux interférons de trois
manieres différentes : il évite l'induction de laoguction d’interférons au moment de
l'infection, ensuite il résiste a son action mais'interfére pas lors de I'action des interférons
contre d’autres virus, ce qui permet aux animausealdéfendre contre d’autres infections et
donc de survivre pour excréter le virus plus longie (Peterhans & Schweizer, 2013).

Les protéines N° et E™ des souches ncp seraient responsable de cethitiovhi(Peterhans
and Schweizer, 2010). Meyess al (2007) ont montré que des délétions sur les sEgse
des protéines NP et/ou E™ entrainaient la production d’IFN-1 dans le sérummnuomaux
infectés par une souche ncp de BVDV-2. Cette prialua’IFN-1 est également retrouvée
dans le sérum des animaux infectés par une soych#ecBVDV-2 alors qu’elle est absente
chez ceux infectés par la souche ncp sauvages 0&/BV
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La stratégie de la protéine’Rlest d’'induire la dégradation du facteur de trapson IRF-3
ce qui bloque la transcription du géne de I'lBNians les cellules infectées uniqguement? N
cible également d’autres protéines, ce qui pernihilbition de la transcription d’autres
génes d’interférons et l'inhibition de I'apoptosediite par les ARN doubles brins. La
protéine E', par son activité RNase, détruit les ARN virauxpanticulier les doubles brins,
or ces ARN sont les PAMPS essentiels qui permettaativation de la réponse par les
interférons. Cette protéine permet par son actiiraeellulaire de diminuer la production
d’interférons dans les cellules non infectées {Pates & Schweizer, 2013).

1.5.1.2. Réponse immunitaire acquise

La réponse immunitaire acquise est plus longueraete en place, il faut que les antigenes
viraux pénetrent dans I'organisme. Les CPA recasaat 'antigene viral et migrent dans un
nceud lymphatique ou elles expriment des CMH (corgganajeurs d’histocompatibilité) de
classe 2, a leur surface. Les lymphocytes T naifsrmaissent I'antigéne viral présenté sur le
CMH et deviennent alors des lymphocytes T auxésiou lymphocytes T CD4+ (lcba-).

Les LTcps+ vont alors induire la différenciation des lymphtesy T CD8+ (LEpg+) €n
lymphocytes T cytotoxiques (CTL) qui seront leseeféurs de la réponse immunitaire a
médiation cellulaire. Les CTL vont reconnaitre dedlules présentant a leur surface des
CMH | associés a des antigenes viraux et entré@oerdestruction par apoptose.

Les LTcps+ permettent également la prolifération des lymplkexy et leur différenciation en
plasmocytes, qui seront les effecteurs de la répansnunitaire a médiation humorale par
leur production d’anticorps. Les lymphocytes B pentvaussi se différencier en lymphocytes
B mémoires, qui permettront une activation préabeda réponse immunitaire acquise en cas
de nouvelle infection par le virus. Le réle priraligles anticorps est la neutralisation du virus
libre mais ils peuvent également bloquer des étdpéda réplication virale.

Les pestivirus ont trouvé différents procédés pmmntourner la réponse immunitaire acquise.
Les BVDV, par exemple, vont entrainer la diminutida nombre de Ldps+, de LTcps+, de

LB et de neutrophiles, dans les organes lymphoigléssont des précurseurs essentiels de la
mise en place des réponses immunitaires a médiagbulaire et humorale (Elligt al,
1988). Cependant, il semblerait que le BDV n’emigagju’une diminution des Lcps+ et des

LB mais pas de diminution significative des dp§+ ni des neutrophiles (Hussin &
Woldehiwet, 1994; ANNE, 2012). Archambauwdt al. (2000) ont également montré une
diminution de I'expression des molécules CMH lladsurface des CPA lors d’'une infection
par le BVDV chez des veaux, freinant ainsi la déféciation des lymphocytes T naifs.

Ce contournement du systeme immunitaire entraimdedgent une immunosuppression qui
favorise la co-infection par de nombreux pathogeBeseffet, Chaset al( 2004) ont montré
gu'une infection par les pestivirus provoque uneiidution de la phagocytose par les
macrophages alvéolaires, une diminution de l'agimicrobicide contr&scherichia coliet
Candida albicanentre autres mais également une diminution detession des récepteurs
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aux portions Fc des immunoglobulines qui permettaotamment le transfert des
immunoglobulines d’origine maternelle a traverb#ariére intestinale. Les pestiviroses des
ruminants sont alors souvent associées a d’avathegenes digestifs ou respiratoires voire a
des septicémies notamment chez les jeunes.

1.5.2. Lors de la mise en place de l'infection persistante

Lors de la mise en place d’'une infection persigtaint utero, la réponse immunitaire acquise
de l'embryon n’est pas encore fonctionnelle. Lestiggus vont alors entrainer une
immunotolérance au cours de cette période qui péande déjouer la réponse immunitaire
acquise aprés sa mise en place. Cette persistaposer sur la tolérance desdpl: a une
certaine période de la gestation qui est trés figaeiet ne pourra donc pas étre effective lors
d’une infection par une autre souche de pesti@sseet al, 2004). Pour cela, dans le cas
des souches ncp, linterférence avec le systemeemense aux interférons de type | de la
mere permet leur diffusion rapide et leur passagéle dans le feetus. Le méme mécanisme
pourrait exister pour limiter la réponse fcetale @nberférons de type I, déja limitée. On
retrouve, in vivo, un manque d’'IFN-1 chez les fogitaadant la période de mise en place de
linfection persistante qui pourrait expliquer l®ntournement du systéme immunitaire.
Cependant, une fois linfection installée, le virest résistant a I'lFN-1 et linjection de
l'interféron ne permet pas de I'éliminer.

Le biotype cp se caractérise par une réplicaties importante de 'ARN viral qui activerait
alors de maniere extrémement importante le sysiateeféron de type | en dépassant les
capacités d’inhibition de EO et dé"E La réponse interféron participerait alors a lanita
diffusion de ces souches cp laissant le temps stérsye immunitaire de les éliminer avant de
passer la barriére placentaire et de réalisernfeetion persistante du foetus.
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2. LA MALADIE DE LA FRONTIERE (BORDER DISEASE)

2.1. Historique et importance

La maladie de la frontiére ou border disease aététe, pour la premiere fois, en 1959, par
Hugueset al. Cette maladie était endémique, depuis plusielizaines d’années, a la
frontiére entre I'’Angleterre et le Pays de Gallee se traduisait par une toison anormale, des
os longs anormalement fins et une démarche patferablante voire titubante chez des
agneaux, nés de jeunes brebis de races Clun Febdéstry Hill. Avant de mettre en évidence
une étiologie virale, on associait ce syndrome & étiologie génétique car il ne touchait que
ces deux races ovines assez proches (Barlow &rEatte1 982).

Par la suite, cette maladie a été retrouvée ddfésatits pays d’Europe, aux Etats-Unis, en
Australie et en Nouvelle-Zélande, sous des fornagmbles. La maladie se manifeste par de
l'infertilité, des avortements, des agneaux mosg-né@ des agneaux faibles présentant des
tremblements des anomalies du squelette et unentdigsute. La maladie a alors connu
plusieurs dénominations : agneaux trembleurs, agneaépus, maladie du tremblement
congénitale, maladie du tremblement avec hirsutisingpomyeélogenese congénitale
(Mondoly & Pouget, 1998).

En France, elle a été décrite pour la premiérednid984 mais elle était déja connue sous le
nom d’entérite-leucopénie ovine ou d’agneaux baurrou trembleurs. Une forme
particulierement grave, dénommée « petega ovina « aveyronite », a été observée dans le
bassin de Roquefort, dans les années 1980. Lesagéevtouchés enregistraient
respectivement des taux de morbidité et de martdd 25% et 7% chez les adultes et des
taux de mortalité chez les agneaux variables die 9®%.

Aujourd’hui, le virus est réparti mondialement. E®98, Nettletoret al, ont montré que la
prévalence de la maladie chez les moutons vamai d 50% d'un pays a l'autre mais aussi
d’'une région a l'autre, a I'intérieur d’'un méme pala persistance de la maladie au sein des
élevages est principalement due aux animaux irdgeéémanents immunotolérants (IPI, cf
2.2) qui constituent le réservoir principal du @iru

La maladie de la frontiere a également un impach@mique important sur les élevages se
traduisant par de l'infertilité, des avortementsles retards de croissance chez les agneaux
atteints. Selon (Sharp & Rawson, 1986), l'introduttde la maladie de la frontiere dans un
élevage pourrait diminuer les bénéfices de plug@é. Il est donc important de trouver des
stratégies pour contrbler cette maladie.

2.2. Mécanismes de transmission
2.2.1. Sources animales

La principale source animale de virus est congditp@r les ovins IPI qui excretent le virus
tout au long de leur vie. Ces animaux sont enclugimportant dans le cycle de transmission
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du virus quand ils sont asymptomatiques puisqeld moyen de les détecter repose sur des
analyses virologiques systématiques.

Les ovins infectés transitoires sont égalementsauece de virus pendant la phase de virémie
lors de laguelle I'excrétion est possible mais avee intensité plus faible.

Les autres ruminants peuvent également excrétewimhs et donc étre une source de
contamination.

La vitesse de propagation de linfection dépendrthide d’élevage, elle est beaucoup plus

rapide dans les élevages intensifs ou les conéticigs sont fréquents que dans les élevages
extensifs en extérieur dans lesquels elle peutdpegplusieurs années. On peut alors observer
des épidémies importantes de la maladie de laiér@ntlans les élevages intensifs au moment
des agnelages (Nettletehal, 1998).

2.2.2. Matieres virulentes

La présence d’antigénes viraux dans les écouvilh@asgaux et buccaux, dans les urines et dans
les feces en lien avec la présence de ces antigamssles glandes parotides, les muqueuses
respiratoires, digestives et urinaires montre ggeskEcrétions oro-nasales, I'urine et les selles
sont des matiéres virulentes (Terpstra, 1981).

De plus, le moment de l'avortement, de la mise tmasde la délivrance semble étre des
périodes a risques pour la transmission du viraseftet, le feetus, les membranes foetales et
le liquide amniotique contiennent du virus (Terpsi981).

Les pestivirus peuvent également contaminer lesinga@vec des virus vivants atténués. La
contamination se fait via les cultures cellulaims le sérum de veau feetal, utilisés pour
multiplier le virus vaccinal atténué. Des émergende la maladie ont été associées a
I'utilisation de vaccins contre I'ecthyma contagieau la variole ovine chez le mouton mais
aussi chez la chevre (Nettleton & Entrican, 1995).

2.2.3. Transmission
2.2.3.1. Transmission horizontale

La transmission horizontale correspond a la pététradu virus dans l'organisme de
I'animal, par voie oro-nasale principalement. Cat@smission peut avoir lieu a tout moment
de la vie de l'animal, suite a un contact directindirect par l'intermédiaire de matiéres
virulentes, citées ci-dessus. Cette transmissitorresponsable de la mise en place d'une
infection transitoire qui se caractérise par uménagie de quelques jours, d’'une intensité faible
a modérée. L'excrétion est superposable a la digda virémie et son intensité est également
faible & modérée. L'animal va alors subir une s@mgersion et I'expression clinique de la
maladie sera tres souvent asymptomatique ou pqueadre une symptomatologie tres
variée.
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2.2.3.2. Transmission verticale

La transmission verticale se caractérise par lastmassion du virus de la mere au feetus, a
travers le placenta, pendant la gestation, loddrdection transitoire de la mere. L'impact de
cette transmission verticale dépend du moment dedéation ou elle a lieu. Dans les stades
précoces, le virus est éliminé avant de traveesealriére placentaire. Entre 15 et 60 jours, le
foetus n’est pas immunocompétent, son infection IpaBDV va aboutir a la naissance
d’agneaux infectés permanents immunotolérants (J&#lseront séronégatifs mais viropositifs
tout au long de leur vie, avec des charges viddes le sang globalement plus fortes que lors
d’'une infection transitoire. L’excrétion virale serlors, elle aussi, permanente avec une
intensité élevée, ce qui explique le réle épidéagmue important des animaux IPI.

2.3. Pathogénie et expression clinique

2.3.1. Infection transitoire

Lors d’'une infection transitoire, le virus (souchep) pénétre par voie respiratoire, et plus
particulierement, au niveau de la muqueuse degsésamasales. Il rejoint alors les organes
lymphoides comme les tonsilles pharyngiennes ogeil multiplie avant d’atteindre la
circulation sanguine qui lui permet de se propatgns lI'organisme. Lors de cette phase
virémique, les virions sont localisés dans lesuéedl mononuclées du sang ou circulent
librement dans le plasma. La virémie peut duredelex a quinze jours (Garcia-Péedzal,
2009a) pendant lesquels la distribution tissulegtlarge et I'excrétion virale est possible. Par
la suite, les anticorps neutralisants mettent fietée phase de virémie.

L’infection transitoire peut survenir chez les aviadultes comme chez les jeunes. Les
animaux en bonne santé sont généralement asympqosgbu peuvent présenter des signes
cliniques discrets. On peut alors observer unerélygperthermie ainsi qu’'une diminution du
nombre de leucocytes circulants dans le sang, petalghase de virémie. Certaines souches
plus virulentes, comme la souche responsable galééie aveyronnaise en 1984 ou encore
la souche qui avait contaminé un vaccin vivant it CSFV, sont a l'origine de signes
cliniques plus séveres. lls se caractérisent patyperthermie plus marquée, une leucopénie
plus intense et plus longue, une thrombocytopérieri@ine d’'un syndrome hémorragique,
de l'anorexie, de la conjonctivite, des écoulemergsaux, de la dyspnée et de la diarrhée
avec des taux de mortalité pouvant étre élevegyjas50%) chez les jeunes agneaux
(Nettletonet al, 1998).

2.3.2. Infection foetale

L’infection, pendant la gestation, a un fort impaetr la fonction de reproduction. Les
conséquences de linfection lors de la gestatiopeddent de nombreux paramétres,
notamment du moment de l'infection, de la chargeleirecue, de la virulence de la souche,
du statut immunitaire de la brebis et des infecimtercurrentes. Par exemple, I'infection par
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Anaplasma phagocytophilutnansmis par les tiques, frequente au Pays bas$aueriserait
I'apparition d’avortement (Garcia-Péretzal, 2009a).

L’infection du foetus a travers le placenta a dememéussions différentes en fonction de la
maturité du systeme immunitaire de celui-ci au moinde l'infection (Tableau 2).

Infection avant 15 jours de gestation

Pendant les quinze premiers jours de gestatiombigon n’est pas encore implanté dans
I'utérus. Chez les ovins, implantation se déroatdre le 18" et le 28™ jour de gestation,

le virus ne peut donc pas atteindre le fcetus aleaﬂBémejour qui correspond a l'union du
trophoblaste avec les caroncules et donc a la emg#ace de communications entre le foetus
et la mére. Avant le £8%jour, la réponse immunitaire de la mére se meplace et permet
I'élimination du virus avant I'implantation de cesmmunications. Il n’y donc pas d’infection
du foetus dans les quinze premiers jours de latgestaais I'infection de la brebis peut se
traduire par des anomalies du fonctionnement ovangrainant de la mortalité embryonnaire
qui peuvent étre interprétées comme de l'inféc@ndiit de l'infertilité de la mere.

Infection entre 15 et 60 jours de gestation

A partir du 15™ jour de gestation environ, la brebis n'a pas tepe d'éliminer I'infection
avant la mise en place des communications avemetest Le virus atteint alors le foetus ou il
va se multiplier de fagcon abondante car les eftestde la réponse immunitaire de la mere ne
peuvent pas l'atteindre. Pendant cette périodesy#éme immunitaire du foetus est non
compétent, le virus n’est donc pas reconnu commeélément exogene mais comme faisant
parti du soi. Il n’y aura donc pas de réponse imitaire spécifique dirigée contre le virus qui
sera présent pendant toute la vie de I'animal. &esaux sont qualifies d’'IPI puisqu’ils
excretent en permanence et ne produisent pas abgosi contre le virus.

Cette période d'infection est également a [lorigimkavortements ou de mortalité
embryonnaire. Les avortements s’expliquent parésgnce de |ésions microscopiques dans
les placentomes des brebis infectées. Cafeeyal. (1997) ont montré la présence de
thrombose, de nécrose des petits vaisseaux etatnastdes cellules du placenta des 14 jours

apres l'infection.

Infection entre 60 et 85 jours de gestation

Le systétme immunitaire adaptatif devient fonctidneetre le 64™ et le 83™ jour de
gestation chez les moutons (Fahey & Morris, 19Z8)variabilité, quant au moment exact du
fonctionnement de la réponse immunitaire, renddeedir des agneaux difficile a prévoir.
Certains vont naitre IPI et d’autres éliminerontvieus grace a leur réponse immunitaire et
naitront donc séropositifs. Cette période d’'infestpeut engendrer des avortements, méme si
elle est globalement moins a risques, et peut sgaleentrainer des anomalies congénitales.
Ces anomalies congénitales se présentent sous tbhy@oplasie ou de dysplasie cérébrale,
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d’hydranencéphalie et de porencéphalie causéedgdinflammation nécrotique. Cette
inflammation serait d’origine immunitaire, ces arai®@s sont, en effet, retrouvées chez des
agneaux avec un fort taux d’anticorps dans le gbletfletonet al, 1998).

Infection aprés 85 jours de gestation

Apres 85 jours, le statut immunitaire du foetusoestectement fonctionnel et une infection
pendant cette période s’apparente a une infectimmsitoire avec la naissance d’agneaux
normaux en bonne santé méme si certains de cealagpeuvent étre mort-nés ou faibles a
la naissance voire mourir dans les premiers joergi@ (Nettletoret al, 1998).

Tableau 2 : Conséquences de l'infection en fonctiatu stade de gestation.

Nombre de jours de gestation
Entre 15 et 60 | Entre 60 et 85

Avant 15 jours Aprés 85 jours

jours jours
Systeme . . i .
. y . Non fonctionnel| Non fonctionnel Acquisition Fonatizel
immunitaire
Virus - + +/- -
Anticorps - - +/- +
Avortements
Mortalité
. Agneaux IPI
embryonnaire Avortements
Avortements

Agneaux non
IP1 avec ou san:
signes cliniques

Agneaux non
D

IP1 avec ou san
signes cliniques

Conséquences| Elimination du
virus par la mére Agneaux IPI

2

U7

Malformations
congénitales

Les conséquences observées lors d’'une infectioadosbnt dépendantes du génotype de la
souche infectieuse. En effet, Bethune (2012) a réamqe les souches BDV-5 et BVDV-1
induisaient des taux de mortalité et d’avorteméus$ pmportants. Les souches BDV-3, BDV-
4 et BDV-6 ont induit des malformations et la se@VDV-1 a entrainé des malformations
associées a des retards de croissance.

2.3.3. Infection permanente

Comme on a pu le voir précédemment, une infecpdncipalement entre 15 et 60 jours, peut
entrainer la naissance d’agneaux IPl. Pendant pétiede, la réponse immunitaire acquise
n'étant pas encore fonctionnelle, seule la répamsaunitaire innée, fonctionnelle des le
17°™%jour, va pouvoir défendre I'organisme. Or, lescwms ncp de BDV peuvent contourner
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cette réponse immunitaire (cf 1.5.2) permettangidiacceptation du virus comme un élément
du soi. Seules les souches ncp peuvent utilisee oeithode de détournement, c’est pourquoi
une infection par une souche cp, y compris damgtade entre 15 et 85 jours, ne conduira
pas a la genese d’agneaux IPI.

Lorsque les agneaux sont infectés avant la miggase du systeme immunitaire fonctionnel,
la réplication virale est non-contrlée ce qui pentrainer une mortalité atteignant jusqu’a
50% des foetus. Les agneaux survivants a cettetimfesont des animaux infectés
permanents immunotolérants (IP1) (Nettletdral, 1998).

Ces animaux ont donc une virémie persistante téewe vie mais ne produisent pas
d’anticorps contre le virus. On peut, cependaritpueer des anticorps d’origine maternelle
dans le sérum des agneaux IPI, suite a la prigesttale, dans les mois suivant la naissance.
La diversité antigénique des pestivirus peut égefgnmexpliquer la présence d’anticorps
neutralisants dans le sang des animaux IPI s’itsété infectés par une autre souche de
pestivirus. La présence de ces anticorps peut,téedeEment, masquer la présence des
antigénes dans le sang (Nettle&dral, 1998).

Le systeme immunitaire n’étant pas actif contrd8I8V chez les IPI, il n'y a donc pas de
réaction inflammatoire. Les seules modification® don peut observer chez ces animaux
sont une déficience en myéline a tous les étagesydteme nerveux central et une
augmentation de taille des follicules laineux aigme d’anomalies de la toison (Nettleten

al., 1998).

Les animaux IPI qui arrivent & 'dge adulte peuv@iné mis a la reproduction. Les femelles
donneront obligatoirement naissance a des agn®dwet les males posséderont un sperme de
faible qualité fortement infecté qui réduira leartilité (Nettletonet al, 1998).

Il arrive que des IPI développent spontanément diémrrhées incoercibles, de
'amaigrissement, des écoulements oculaires etumagmrfois associés a une détresse
respiratoire. A l'autopsie, ces animaux présenteat hyperplasie des parois de l'iléon distal,
du colon et du caecum. Cela serait d0 a des mogtibune souche ncp entrainant un
phénotype cp qui serait responsable des signegudis observés. Ce phénoméne se
rapproche de ce qui est observé chez les boviastéd par le BVDV lors de I'apparition de
la maladie des muqueuses (Nettlegbval, 1998).

A la naissance, on observe une augmentation du mowi» mort-nés momifiés ou non,
jusqu'a 49% dans certaines études, mais égalemempohbre d’agneaux qui meurent au
cours de leur développement, avant ou autour duagev Les agneaux sont souvent
prématurés et ont un poids inférieur par rappadux nés de brebis saines a cause des retards
de croissance intra-utérins. Les agneaux nés desm#ectées peuvent étre asymptomatiques
ou peuvent présenter une diversité de signes alsigmportante, en fonction de la souche
utilisée méme si une souche peut étre a I'origméablleaux symptomatiques différents.

La plupart des agneaux ont une toison anormalemhesute (Figure 6) principalement sur le
dos et le cou, plus ou moins évidente a observdortion de la race. Ces anomalies de la
toison peuvent également se caractériser par dgseptations sombres (Nettletat al,
1998).
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Certains agneaux sont faibles avec des diffici@tgs tenir debout et des anomalies de posture
telles que de 'hyperextension ou de I'hyperflexdes articulations des membres. lIs peuvent
également montrer des anomalies du squelette adarthrogrypose, du prognathisme ou
du brachygnatisme (Figure 4) (Garcia-Péeal, 2009a).

lls peuvent également présenter des signes neigokx)avec de lincoordination et des
tremblements. Ces tremblements peuvent se casmtépar de violentes contractions
rythmiques des membres mais aussi par de lIégsesoifmements a peine détectable de la téte,
des oreilles et de la queue. Ces signes cliniglestosmpent lentement et peuvent méme
disparaitre aprés 3 mois mais sont susceptiblegajgaraitre pendant une période de stress
(Nettleton et al, 1998). L'intensité de ces signes neurologiques éitement liée a
l'intensité de 'hnypomyélinisation présente dansysteme nerveux central (Andersamnal,
1987).

o

Figure 4 : Les anomalies du squelette sont caraciéées par de l'arthrogrypose avec de la raideur (aju
des déviations latérales des articulations, par dia brachygnatie (c) ou par de la prognatie (d) (Garia-
Pérezet al., 2009a).

On retrouve, suite a l'infection fcetale, des Iésidn systeme nerveux central. Ces lésions se
présentent, le plus souvent, sous forme de Iésimaales, symétriques, bilatérales,
translucides qui peuvent étre des zones mollesesucdvités de 1 a 10 mm de profondeur,
dans le lobe temporal (Plagital, 1983).
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Les agneaux IPI, qui survivent plusieurs mois, petvprésenter des inflammations
systémiques chroniques de type néphrite, myocavdifgneumonie (Nettletogt al, 1992).
D’autres anomalies, plus anecdotiques, sont égaleateservées : des kystes dans le septum
pellucidum, de I'hydranencéphalie (Figure 5), deyfioplasie cérébelleuse, de lictere, de
I’hydronéphrose, de I'anasarquéGarcia-Péreet al, 2009a)

Figure 5 : Hydranencéphalie (Ferreret al., 2013)

Figure 6 : Laine hirsute (Ferrer et al., 2013)
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De plus, une sévére leucopénie est observée chézdé3 agneaux a la naissance, ce qui
impliqgue une immunosuppression, prédisposant lasag aux pathologies néonatales telles
gue les pneumonies ou les entérites (Nettletosl, 1992; Garcia-Pérezt al, 2009a). Cette
leucopénie prédispose également a la survenuesdéezthyma contagieux.

Les agneaux ont également des retards de croissasnaaitérins importants, avec des os
longs et une colonne vertébrale de taille diminuges retards de croissance pourraient
s’expliquer a partir de trois hypotheses: soit par sous-nutrition du foetus due a
l'insuffisance placentaire, soit par la persistaded’infection au niveau de la thyroide et des
autres organes endocrines du feetus ou encoreipiaibition de la mitose dans les cellules
infectées (Caffreyet al, 1997). Les retards de croissance sont égalenbseirves du vivant
de I'animal et sont parfois les seuls signes olza#es en I'absence d’autres signes cliniques
(Nettletonet al, 1998).

Comme chez les bovins, les agneaux IPI peuvent firmfectés avec une souche cp
entrainant une maladie similaire a la maladie daguauses. Les agneaux meurenten 2 a 4
semaines et présentent des diarrhées incoercilaldsigp hémorragiques associées a un
syndrome de dépérissement chronique, un jetagaice@t nasal abondant (Nettletenal,
1992).

2.4. Diagnostic
2.4.1. Diagnostic differentiel

Le diagnostic différentiel de la maladie de la frere doit &tre ordonné en fonction du tableau
clinique observé.

Dans le cas davortements, le diagnostic difféeéntdoit étre fait avec deux maladies

zoonotiques : la brucellose et la fievre Qokiella burneti). En premiére intention, on peut

également faire la différence avec la toxoplasmdésechlamydiose et la salmonellose a
Salmonella abortusovis

En seconde intention, on peut suspecter la camagtéhose, la listériose, la yersiniose,
'anaplasmose, la mycoplasmose, les virus de sd¢bntmrg et de la fievre catarrhale ovine,
la néosporose et I'aspergillose.

Il faut également éliminer les causes non infessunotamment les avortements d’origine
accidentelle, traumatique, médicamenteuse, alintentdoxique ou liés au stress (De

Crémouxet al, 2013).
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Tableau 3 : Diagnostic différentiel des avortementshez les petits ruminants

Infectieuse Non
Réglementée| 1°° Intention 2"% Intention Infectieuse
Brucellose Fievre Q Campylobactériose Accident
Chlamydiose Listériose Traumatisme
Bactéries Salmonellose | Yersiniose Médicament
Anaplasmose Alimentaire
Mycoplasmose Toxique
. Border disease Schmallenberg Stress
Virus . .
Fievre catarrhale ovine
Parasites Toxoplasmose Néosporose
Agents Aspergillose
mycosiques

Bien gu'il n'existe pas de signe pathognomoniquemgttant de différencier les différentes
étiologies des avortements, il existe néanmoins @éments d’orientation. Sur le plan
Iésionnel, I'existence de foyers nécrotiques, idenvahissement des villosités choriales par
des tachyzoites, oriente le diagnostic vers lap@smose mais ce signe n’est pas observe
systématiqguement. La présence de fcetus momifiésludoregalement a suspecter la
toxoplasmose mais on peut également en retrouver dies cas de chlamydiose ou de fievre
Q. Lors d’infections bactériennes, les lésions $ocdlisées au hile des placentomes dans un
premier temps. La chlamydiose entraine généralegeplacentites séveres. Les placentites
suppurées sont généralement attribuées a la fi@wrais peuvent également étre retrouvées
dans des cas de chlamydiose. Sur un plan Iésioponeloit bien qu'il est difficile de
différencier les différentes étiologies infectiesigies avortements. Cette différenciation est
d’autant plus difficile que le tableau clinique @rtinatalité, de naissance d’agneaux chétifs
et d’'infertilité est lui aussi retrouvé dans la ordg de ces infections. Néanmoins, dans les
cas de salmonelloses, on observe généralementliégnatian de I'état général des adultes
avec de I'hyperthermie, des métrites voire de latatité (De Crémouwet al, 2013).

Dans le cas de la maladie de la frontiere, on rqueaf'augmentation de la prévalence des
maladies intercurrentes chez les agneaux. Le dsigndifférentiel est donc assez large
puisque le tableau clinique propre a la borderadiseet le tableau clinique des affections
intercurrentes se recoupent. En ce qui concertableau clinique spécifique de la maladie
chez les agneaux, on peut considérer les pathslogsponsables de troubles neurologiques,
de malformations congénitales et d’anomalies lsotwi

Les troubles neurologiques chez des agneaux nowngsayeuvent également se retrouver
lors d’ataxie enzootique qui a pour origine uneenae en cuivre, de méningo-encéphalite
bactérienne, d’infection par le virus de la fiewatarrhale ovine (FCO) mais aussi lors
d’affections congénitales génétiques ou liées aintogication pendant la gestation.
Concernant les malformations congénitales, on gespecter les virus de schmallenberg
(SBV) et de la FCO également responsable d’hyd@mralie. L'arthrogrypose peut, quant a
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elle, étre observée dans des cas d’anomalie géeétigjntoxication pendant la gestation et,
la aussi, dans des cas d'infection par le virus SBV

Les anomalies de la toison de type laine décoler@assante sont également observées dans
les cas d’ataxie enzootique.

2.4.2. Diagnostic clinique et nécropsique

Le diagnostic difféerentiel (cf 2.4.1) de la maladie la frontiere montre que les éléments
cliniques et nécropsiques observés ne permettemtdpaconclure avec certitude, a une
infection par le BDV. En effet, il n’existe ni dégee, ni de Iésion pathognomonique que ce
soit lors de l'atteinte des agneaux ou lors defdition des adultes, la plupart du temps
asymptomatique ou se résumant a des avortemerdsidrmes et les |ésions sont uniguement
des éléments d’orientation qui ont une influencelswliagnostic, d’autant plus importante
gu’ils sont combinés. Le tableau clinique le plysafique est le trembleur hirsute.
L’augmentation de la prévalence des maladies inte¥ntes chez les agneaux est également
un élément d’orientation majeur.

A l'autopsie, les seules lésions observables cleszfémelles gestantes sont des Iésions
utérines notamment au niveau des caroncules ou ldcerpa (hémorragies, nécrose,
cedeme...). Chez les agneaux, on peut remarquer t@les anomalies congénitales ainsi
gu’'un épaississement des parois iléales, coligtiea eaecales dans le cas de I'infection par
une souche cp.

2.4.3. Diagnostic de laboratoire
2.4.3.1. Détection virale
2.4.3.1.1. Isolement viral en culture cellulaire

L’isolement viral repose sur la mise en culturenddchantillon, sur des cellules ou une lignée
cellulaire. Les cellules ovines utilisées sont galenent des cellules, primaires ou
secondaires, de poumons, de reins ou de testidDlegeut également utiliser des lignées
cellulaires issues de muscles de foetus ou de ptdharside d’ovins mais la susceptibilité de
ces lignées, vis-a-vis du BDV, est variable. Dansds ou I'on suspecte une infection par du
BDV d’origine bovine, il est possible d’employer sgsteme utilisant des cellules ovines et
des cellules bovines. On utilise généralement lekules testiculaires ou les cellules
embryonnaires de trachées ou de cornets olfaatifsncore des lignées cellulaires continues
de reins de bovins. Cependant, les cellules bovieesont pas toujours assez sensibles pour
isoler certaines souches de BDV, il est donc ingmirt’associer les deux types de cellules
(OIE, 2008).

On a vu que la contamination était possible patdiimédiaire de vaccins contaminés par les
pestivirus (cf 2.3.2). En effet, ce sont des comams fréequents des cultures cellulaires et
des sérums. Il est donc important de vérifier, al@mise en culture, que les cellules ou les
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lignées cellulaires utilisées ne contiennent nvikeis ni d’anticorps dirigés contre celui-cCi
(Nettletonet al, 1998).

L’isolement du virus est possible a partir de sertgl ou du sperme, du vivant de I'animal, ou
a partir de différents organes, aprés la mort daial. En raison de la cytotoxicité du
sperme et pour obtenir des résultats plus exaetst préférable d'utiliser le sang du bélier. Si
le sang n’est pas utilisable, il est recommanddilder, & au moins 1/£0° le sperme dans le
milieu de culture cellulaire. Les organes, a pakisquels lI'isolement est le plus simple, sont
la rate, la thyroide, les reins, I'encéphale, le=uds lymphatiques et les intestins (Nettleton
al., 1998).

Il existe de nombreuses variantes d’isolement di BDes variantes doivent étre optimisées
pour obtenir une sensibilité maximale, en utilisané préparation virale de référence et des
isolats de BDV récents, provenant du terrain.

Le virus est, ensuite, mis en évidence grace a tehniques immunologiques
(immunofluorescence, immunoperoxydase) pour lesclsesl ncp et par leur pouvoir
cytopathique pour les souches cp. Cette techniguengt la détection des IPI mais est
déconseillée chez les animaux de deux mois, eorraie la possible présence d’anticorps
d’origine maternelle.

Cette technique est tres spécifigue mais longuéremse et peu sensible en présence
d’autolyse (Garcia-Pérext al, 2009b).

2.4.3.1.2. Immunohistochimie

L’immunohistochimie consiste a appliquer des amgsaspécifiques, sur des coupes de tissus
congelées et fixées a l'acétone. Les antigenesuwip@euvent ainsi étre détectés dans
'encéphale, la glande thyroide, la muqueuse becetla peau.

2.4.3.1.3. ELISA antigéne

Il s’agit d'un ELISA (enzyme-linked immunosorbendsay) de capture, entre 2 anticorps
monoclonaux. L'un des anticorps tapisse le fondplets et va ainsi fixer les antigenes. Puis
le second anticorps, couplé a la peroxydase, war sbF révélateurs. La peroxydase permet
'émission d’'un signal chromogene, a partir d’'unbswat, dont la densité optique est
proportionnelle a la quantité d’antigene (Figurell7j’existe pas de kit spécifique du BDV.
Les anticorps utilisés ciblent généralement lesganes NS2/3 qui sont relativement
conservés parmi les pestivirus et permettent durslisation de kit ciblant le BVDV pour la
recherche de BDV. Des kits ciblant les glycopraéirEO et E2 peuvent également étre
utilisés mais la variabilité de ces protéines nenet pas forcément une détection croisée.

Cette méthode permet la détection du virus, dasselecocytes, a partir du sang d’animaux
IPI mais n’est, généralement, pas assez sensibledétecter le virus dans les leucocytes lors
d’infections aigués, durant lesquelles la chargaleiest trop faible (Garcia-Péret al,

2009a). Cette méthode permet également la détedtiirus dans des suspensions d’organe,
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par exemple dans des suspensions de rate de miRitoklle peut également étre une
alternative a la révélation des cultures cellukaire

@ Substrat de 'enzyme

¥

! ; i o
I Anticorps spécifique de |"antigéne

/\ (ou sons-umnité antigémique) couplé

i\f' Echantillon a tester

Anticorps spécithque

Figure 7 : Schématisation de I'ELISA antigene (Meye séminaire ENVT 2007)

La sensibilité de cette méthode est proche de delléisolement viral, et est méme plus
efficace, en présence d’anticorps maternels maisdee de faux négatifs sur les agneaux de
moins de 2 mois persiste (OIE, 2008). C’est unenodi rapide, simple et peu onéreuse.

2.4.3.1.4. RT-PCR

La RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymérase Chaact®n) consiste a mettre en
evidence le matériel génétique du virus, a partindprélevement. Les prélevements
utilisables sont le sang total, le sérum, le pladmdait ou des organes. Aprés extraction de
I'ARN, la reverse transcriptase permet I'obtentam|’ADN complémentaire (ADNc) qui va
étre amplifié.

Des kits commerciaux, utilisant deux ou trois cespd’amorces, sont disponibles pour
détecter le génome des différentes souches devipastil utilisation d’'une sonde Tagman,
spécifiqgue de la souche, pour la révélation, perd'&titer les réactions croisées entre les
différentes especes de pestivirus (Vilcek & Pakii@0).

La RT-PCR est la méthode de mise en évidence dis,via plus sensible y compris en
présence d’anticorps d’origine maternelle. Cepetdancas d’autolyse, I'ELISA antigéne est
plus performant mais la RT-PCR présente une sditssibupérieure sur les prélevements de
sang. Parmi les organes, la détection sur les ntgugidhatiques, les glandes thyroides et le
rein est la plus sensible. Pour les prélevementsygiéme nerveux central, la RT-PCR sur le
cervelet montre les meilleurs résultats (Garcie®Petral, 2009b).

Cette technique est plus colteuse et nécessitalplugatériel mais des analyses sur mélange
de sang ou de lait sont possibles. Il faut, néans)daire attention car la RT-PCR est sensible
aux contaminations extérieures.
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2.4.3.2. Détection des anticorps
2.4.3.2.1. Test de séroneutralisation

Le test de séroneutralisation est une méthode idmiare, permettant d’évaluer le titre
d’anticorps neutralisants, du sérum.

Pour cela, différentes dilutions du sérum sontiséak et chacune de ces dilutions est mise a
incuber avec une suspension virale, de concemratmmnue. Ces solutions sont alors
inoculées a des cultures cellulaires. En 'absetieaticorps, le virus est révélé, soit par
visualisation directe de [l'effet cytopathique, dales cas d'une souche cp, soit par
immunohistochimie, dans le cas d’une souche napsiAirabsence d’effet cytopathique ou de
réaction immunohistochimique traduit la présen@mticorps. Le titre de neutralisation virale
est exprimé par la derniere dilution, a laquellgitas a été neutralisé dans 50 % des puits. Le
titre en anticorps, du sérum testé, est, par lge,sobtenu grace a la formule statistique de
Spearman-Karber (OIE, 2008).

C’est une méthode de référence car sensible eifigpéc cependant, elle est longue (5 a 7
jours) et fastidieuse.

2.4.3.2.2. ELISA indirect

Cette technigque consiste a déposer le sérum, sutapia d’antigénes, composés d'une
protéine spécifique (NS2/3) ou de la totalité dest@nes virales, dans le cas de la détection
des anticorps totaux. Il existe un kit spécifiqueBDV pour la détection des anticorps totaux.
Les anticorps spécifiqgues de ce tapis se fixentaniigenes présents au fond des puits. lls
sont, ensuite, révélés par des anti-globulinescigpées d’espece, conjuguées a une
peroxydase. Cette enzyme, en contact avec un atibetiomogéne, émet un signal lumineux,
mesuré par densité optique, qui est proportionnkl quantité d’anticorps présents, dans
I'échantillon (Figures).

® o . Substrat de |'enzyme
@&

. ®
Anticorps anti-immunoglobuline
de 'espece d'on provient

I I I"échantillon couplé a une enzyme

—

Anticorps de I'echantillon a

[esler

QOO e

Figure 8 : Schématisation de I'ELISA indirecte (Meer, séminaire ENVT 2007)
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2.4.3.2.3. ELISA compétition

Dans 'ELISA compétition, les anticorps du sérumtsmis en compétition avec des anticorps
anti-NS2/3 marqués a la peroxydase. Dans un premmeps, le sérum est déposé dans des
puits, au fond desquels se trouve I'antigene N2#hs un second temps, les anticorps anti-
NS2/3 sont déposés dans les puits. En 'absencéicbaps dans le sérum, la peroxydase, en
présence d’un substrat, €met un signal dont laitdenistique est inversement proportionnelle
a la quantité d’anticorps présents, dans I'écHant{Figure 9).

Substrat de |'enzyme

¥

1 iz Q ;

| Anticorps spécifique de ['antigéne
A, (ousous-unité antigénique) couplé

Anticorps de |'échantillon a
tester

Antigénes

Figure 9 : Schématisation de I'ELISA compétition (Meyer, séminaire ENVT 2007)

Ces techniques ELISA sont rapides automatisablegeat colteuses. Elles peuvent étre
réalisées sur sérum ou lait de mélange.

2.4.3.3. Utilisation pratique des résultats

Un animal viremique est un IPI s’il n’a pas proddi&inticorps, un mois apres la détection du
virus dans le sang.

Un animal non virémique n’est, généralement, reé¢té permanent, ni infecté transitoire donc
non excréteur, mais il peut avoir été infecté aatéement. Cependant, un infecté transitoire
peut étre non virémique en tout début d’infectiorue IPI peut étre non virémique si les
anticorps d’origine maternelle (AOM) masquent leémie.

Un animal séropositif est immunocompétent s’il gasitif au test de séroneutralisation. La
séropositivité est le ttmoin d’'une infection, d’'ueecination ou de la présence d’AOM. Un
individu IPI, généralement séronégatif, peut é&mpositif s'il a ingéré des AOM ou s’il a
été infecté par une autre souche de pestiviruss Damrcas d’'une coinfection, les anticorps
produits seront dirigés contre la protéine E2 guivariable entre les différentes souches.

Un animal séronégatif est soit un animal qui n'a @& en contact avec le virus depuis
plusieurs mois, soit un IPI, soit un infecté trémisé en cours de séroconversion.
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3. MESURES DE LUTTE

Les mesures de lutte reposent sur deux objecstnggls : la prophylaxie sanitaire, qui vise a
détecter et éliminer les IPI, et la prophylaxie cmaale, qui a pour but d’éviter la
contamination des brebis gestantes, notammentderia premiere moitié de la gestation,
période de développement des IPI (Nettletbal, 1998). Globalement, les plans d’action et
de maitrise de la pestivirose ovine reposent suédeau de dépistage et les mesures de lutte
qui incluent les mesures sanitaires (€liminatios R et application de la biosécurité) et la
vaccination.

3.1. Prophylaxie sanitaire
3.1.1. Contrdle a l'introduction de nouveaux animaux

Pour prévenir l'introduction du BDV dans un élevadeest préférable de favoriser I'auto-
renouvellement des brebis. Lors d’introduction danstlevage ovin, les animaux introduits
doivent subir une RT-PCR sur sang, pour évitertdotuire un infecté transitoire ou un IPI.
En effet, I'introduction d’animaux contaminés, dams élevage indemne, au moment des
gestations, peut entrainer une vague d’avortemantia production d’animaux IPI. Dans le
cas de l'introduction d’'une brebis gravide, il également nécessaire de réaliser une analyse
sérologique pour s’assurer que la brebis n'a pamnétctée pendant sa gestation et ne va pas
donner naissance a un IPI. Si les animaux intreduit moins de six mois, il est préférable de
les garder a I'écart du reste du troupeau, justigige de six mois, et de les tester a nouveau,
avant de les introduire dans le reste du cheptel.effet, avant six mois, les anticorps
d’origine maternelle peuvent masquer la présencérds dans le sang des animaux. Lorsque
'animal est virémique, on peut différencier unefeation transitoire d'une infection
persistante en faisant une sérologie, un mois darégrologie. En présence d’anticorps,
'animal n’est pas un IPI.

3.1.2. Biosécurité

Il est aussi important de respecter quelques redgebiosécurité, entre les élevages. Il est
nécessaire d’éviter les contacts entre les aningrixheptels ayant des statuts différents, lors
des rassemblements d’animaux ou encore au niveagéparations des patures voisines. La
transhumance est I'une des périodes a risque, nmamlors de mélange de troupeaux de
statuts différents, mais également par la promié@uec la faune sauvage ; les isards peuvent
étre porteurs du BDV-4 (Duboet al, 2008).

La transmission du virus étant possible entre ®8ns et les ovins, il est conseillé, dans les
élevages mixtes, d’éviter les contacts avec desnbosusceptibles d’étre infectés par le
BVDV, voire le BDV.
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3.1.3. Détection et élimination des IPI

Lors d'une suspicion d’émergence de la maladie addrdntiere, dans un élevage, il est
primordial de détecter et d’éliminer les IPI qunsta principale source de virus. Pour cela, il
est possible, dans un premier temps, de réalises@elogies sur les adultes, afin d’identifier
les animaux qui ont été en contact avec le vites. agneaux des brebis séropositives sont
testés en RT-PCR, sur mélange de sang, et en giéroles potentiels IPI, positifs en RT-
PCR et séronégatifs, sont controlés, a nouveauraiees apres, pour les différencier des
animaux infectés transitoires, en cours de séraasion. Les animaux positifs, en RT-PCR,
et séronégatifs, aux deux contréles, sont euth@masi envoyés a I'abattoir. Il faut, tout de
méme, faire attention aux introductions d’IPl ads)t récentes, qui n'ont pas permis la
seéroconversion des brebis.

Cependant, il faut étre vigilant aux cas partiasliedécrits précédemment. En effet, la
présence d’anticorps d’origine maternelle rendifdsséropositifs et peut parfois masquer la
présence du virus. De plus, certains IPI produisenfaible taux d’anticorps, au bout de
plusieurs années de vie, qui peut également matgpegsence du virus.

3.2. Prophylaxie médicale : la vaccination

3.2.1. Vaccination chez les bovins

Dans un premier temps, les objectifs de la vacicnaétaient de réduire I'apparition des
signes cliniques, liés a la maladie, lors d’infestitransitoire. Aujourd’hui, la vaccination a
pour objectifs d’éviter I'apparition de formes étines, d’empécher, ou a défaut de limiter, la
naissance d’agneaux infectés permanents immunatag(IPI), en protégeant le foetus contre
une infection transplacentaire, et de réduire Féton virale, consécutive aux infections
transitoires ou permanentes.

Différents aspects de cette vaccination sont pmati&gues. Tout d’abord, la prévention de
I'infection foetale est primordiale puisque les j@lent un role majeur, dans la transmission
de la maladie. Pour gu’'un vaccin posséde l'indicatiour la protection feetale, il faut qu'il
assure une protection de 100% des veaux, contraireaux autres indications qui consistent
seulement a une réduction des signes cliniques Bextrétion. Tout veau vivant ou mort-né
ou avorton, infecté, remet en cause cette proteciie plus, les essais pour étre validés
doivent avoir permis l'infection de 100% des feetlems le groupe non vaccine.

La seconde problématique, de la vaccination desnbosontre le BVDV, réside dans la
diversité des souches virales (cf 1.4.5.2). Entetfiee partie de la réponse vaccinale repose
sur la production d’anticorps neutralisants le ¢irOr, la majorité des anticorps neutralisants,
dirigés contre le BVDV, cible la glycoprotéine EQiast une protéine relativement variable
d’'un génotype a l'autre. La réussite vaccinale sepsur les similitudes entre les protéines E2
de la souche vaccinale et la souche infectieuspaymettent une protection croisée.

Enfin, dans le cadre de la protection fcetale, utfgue la durée de limmunité soit
suffisamment longue pour pouvoir vacciner un lat,raAéme moment, sans se soucier des
performances de reproduction qui suivent.
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Le premier vaccin contre le BVDV, développé par dgias et al, 1961), était un vaccin

vivant modifié, dirigé contre la souche Oregon G&#d Depuis, de nombreux vaccins,
inactivés ou vivants modifiés, contre les difféemnsouches de BVDV, ont vu le jour. En
France, des vaccins, vivants modifiés et inactigésat disponibles, avec ou sans l'indication
pour la protection contre [linfection transplacerga Trois vaccins possédent cette
indication : un vaccin inactivé (Bovilis-BVD®) etdx vaccins vivants modifiés (Bovela® et

Mucosiffa®). Parmi ces vaccins, seul le vaccin Ba®e permet I'immunisation contre
l'infection transplacentaire du fcetus par les viB¥DV-1 et BVDV-2, les autres ne
protégent que contre les souches BVDV-1, selonaldsrisations de mise sur le marché
(AMM) (Tableau 4).

Tableau 4 : Vaccins disponibles en France

Bovilis- . Rispoval
Nom déposé (B?)Oe\;]erilsfer Mucosiffa® BVD® (S Issli?\B/?Bl\?/’g) BVD® et
(Laboratoire) el (CEVA) (MSD Santé (Zoetis) RS-BVD®
Animale) (Zoetis)
Type Vlva.r?t Vlva.r?t Inactivé Inactivé Vlva_r?t
modifié modifié modifié
BVDV-1 KE-
Souche 9 ncp O?g/g[;\:(l:z 4 BVDV-1 BVDV-15960| BVDV-1
BVDV-2 NY- - C86 cp cp et 6309 ncp RIT 4350
93 ncp
Indication
protection Oui Oui Oui Non Non
foetale
Contre-
indications Non Non Non Oui Oui
gestation
- Bovins < 6
mois :
Primo- L 2 injeptions L L L
. 1 injection - Bovins>6 | 2 injections 2 injections 2 injections
vaccination .
mois :
1 injection
Rappel Annuel Annuel Annuel Bisannuel Annuel

Les deux types de vaccins présentent des avangigegs inconvénients. Les vaccins
inactivés sont globalement moins efficaces et mmp&les que les vaccins vivants modifiés
et nécessitent ainsi deux injections de primo-vet@n. En effet, le virus inactivé ne se
multiplie pas, il faut donc lui associer des adptgaqui permettent d’augmenter la réponse
humorale. L’'absence de réplication virale est uanéage pour deux aspects. Elle permet une
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innocuité satisfaisante ; les vaccins sont plus ddtilisation. La réponse immunitaire
induite par le vaccin, ne permet pas la produatianticorps dirigés contre la protéine NS2-3
qui est une protéine non structurale et non adaessn I'absence de réplication virale. Ce qui
permet de différencier les individus vaccinés aelévidus infectés.

Les vaccins inactivés, plus efficaces, présentgagnt a eux, des soucis d’innocuité. Les
vaccins, préparés a partir de sérum de veau fosalent étre accidentellement contaminés
par le virus BVD. De plus, la réplication des vialgez les animaux gravides pose la question
de l'innocuité pour le foetus. Le vaccin Mucosiffé®it, dans un premier temps, déconseillé
pendant la gestation. Des études ayant montré itewarcuité, les vaccins Mucosiffa® et
Bovela® peuvent étre utilisés a tout moment deckstagion. Enfin, les souches vaccinales cp,
utilisées chez les veaux IPI, pourraient déclentharaladie des muqueuses.

En pratique, le vaccin Bovela® semble le plus cangl permet 'immunisation contre les
deux principaux génotypes de BVDV (BVDV-1 et BVDY-2avec l'indication protection
foetale, en une injection annuelle et a tout mondenta gestation (Vandaele & Maillard,
2004).

3.2.2. Vaccination chez les ovins

Actuellement, il n’existe pas de vaccins avec AMbluples ovins puisque gqu’aucun vaccin,
présent dans le commerce, ne possede de souchgd\det d'indication contre ce virus.
Cependant, dans le cadre de la cascade, les vaagats AMM pour les bovins, sont utilisés
sur le terrain, principalement pour éviter linfect transplacentaire et la naissance
d’agneaux IPI mais aussi pour diminuer I'intenslés signes cliniques et I'excrétion liées a
une infection transitoire.

Les vaccins utilisés sont les trois vaccins possedandication contre linfection
transplacentaire (cf 2.3.1.). Les deux vaccins mivanodifiées (Mucosiffa® et Bovela®)
posent des problemes de détection sérologique yilssgntrainent la production d’anticorps
NS2-3, utilisée pour différencier les individus ga@s des individus non vaccinés. Le vaccin
inactivé Bovilis BVD n’induit théoriquement pas geoduction d’anticorps NS2-3 mais des
données récentes de terrain laissent suggéreésamre d’'anticorps NS2-3 chez une partie,
non négligeable, des ovins vaccinés.

Le recours a un vaccin, destiné a une autre espea&ve plusieurs questions concernant la
population cible a vacciner, la durée d’'un plancuaal, la dose a utiliser et surtout I'efficacité
des vaccins BVDV vis-a-vis des souches hétérologieeBDV. L'utilisation de ces vaccins
chez les ovins n’a, en effet, pas fait, & I'hnewtuelle, I'objet d’essais permettant de vérifier
leur efficacité, aprés inoculation d’épreuve, gaesoit en termes de protection vis-a-vis d’'une
infection transitoire horizontale ou d’une infectifioetale. Seules, deux études indirectes sont
disponibles. La premiere étude (Mondoly & Pougel98) souligne I'effet positif d’'un
programme de vaccination (vaccin inactivé Bovillg®®) sur un troupeau de 1 400 ovins
Lacaune quand il est combiné a un programme detdéei/élimination des IPI et a 'absence
d’introduction d’animaux d’origine extérieure. Dale deuxieme étude (Anne, 2012), des
brebis ont été vaccinées deux fois, a trois sermatti@tervalle, avec le vaccin inactivé
Bovilis BVD®, a demi ou quart de dose, ou une fagec le vaccin atténué Mucosiffa, a
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demi-dose (Anne 2012). Ces animaux ont été sisermlogiquement, pendant six mois, pour
évaluer la capacité des anticorps a neutraliseisdeshes du BDV, de génotypes différents
(BDV3, BDV-6, BDV5), anciennes ou récemment iseléa Aveyron. L'utilisation du quart
de la dose, avec le vaccin inactivé, s’est révéhsaffisante pour induire une réponse
neutralisante, chez tous les moutons du groupedées vaccins, inactivé et atténué, utilisés
a demi-dose, ont été capables d’induire, chez legisnoutons, des anticorps (entre 28 et 56
jours aprés vaccination) qui neutralisaient, aveeanéme efficacité, les trois souches de
BDV3, BDV4 et BDV5. Toutefois, on observait une iadilité individuelle importante dans
chaque groupe testé. De plus, la réponse neutrdidgtérologue (contre les souches de
BDV) décroissait dés trois mois post-vaccinaticoralgque la réponse homologue (contre une
souche de BVDV) restait stable sur les six moid'éede, quel que soit le vaccin utilisé a
demi-dose.

L’efficacité de ces vaccins, chez les ovins, n'a pg& démontrée, la durée de protection, si
elle existe, est inconnue et les protocoles vaoginastent indéterminés. Sur le terrain, les
vaccins sont utilisés a demi-dose, voire a quadade, pour des raisons économiques.

La vaccination naturelle, par I'introduction d’ague IP1, dans les cheptels de reproductrices,
avant la mise a la reproduction, avait égalemedteétvisagée chez les ovins, a la fin des
années 1990. Les faibles taux de séroconversioseiaudes troupeaux, avaient conduit a ne
pas recommander ce type de protection (Berrietwa, 2004).
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4. LE CAS DU BASSIN DE ROQUEFORT

4.1. Epidémiosurveillance depuis 1988

Compte tenu de la sévérité de la crise de la «gRateina », en Aveyron, entre 1983 et 1986,
responsable de mortalité et de morbidité importgntmmpris chez les adultes, un réseau
d’épidémiosurveillance a pestivirus, organisé paFODSA (Fédération des Organismes de
Défense Sanitaire de I'Aveyron) et les GDS du lmadsi Roquefort (Aveyron, Tarn, Lozere,
Hérault), a été mis en place, des 1986, dans tsuglevages sélectionneurs et les cheptels
fournisseurs d’agneaux d’engraissement. Le dépstatiectif avait pour objectif de repérer
les cheptels infectés et de leur proposer un pkaetidn et de gestion de la maladie. Il a aussi
permis, aux engraisseurs d’agneaux, d’alloter hsaux, en fonction du statut de I'élevage
d’origine, des agneaux, et ceci, afin de ne patacoiner des animaux sains.

Entre 1988 et 2005, ce plan reposait sur des amlyérologiques annuelles des cheptels
sélectionneurs et des cheptels fournisseurs déapndengraissement. Grace a ce réseau et
aux mesures de lutte, engagées en paralléle, lebneorde cheptels séropositifs a
progressivement diminué, passant de 20% en 1998 &v2005.

En 2006, la filiere a alors décidé d'alléger letégse de surveillance avec des prélevements
(6 mélanges de 5 sérums par élevage) dans lesgékevpar alternance tous les quatre ans
(c'est-a-dire qu'un quart des cheptels est testaéquh année), sauf pour les cheptels
sélectionneurs, les cheptels positifs a la proplglde 'année précédente et certains cheptels
a risque (liste fournie par les opérateurs comraarcacheteurs d’agneaux d’engraissement).
Entre 2006 et 2008, la prévalence est passée dé &,8%. Fin 2008, une reprise de la

circulation du BDV, avec des incidences cliniquapartantes, a été suspectée et confirmée
début 20009.

Les acteurs de la filiere ont alors consécutivereagigé différentes actions pour renforcer le
dispositif de surveillance et relancer les mesdeegestion. Le dépistage sérologique a ainsi
été étendu a la moitié des cheptels ovins de ptus@ ovins (augmentant le nombre
d’animaux testés a 9 mélanges de 5 sérums), tocbmimuant de tester les cheptels positifs
de I'année précédente et les cheptels sélectiosnEnr2010, sur 1 723 cheptels testés (1 335
cheptels laitiers, 373 cheptels allaitants et 18ptéls mixtes), la séroprévalence moyenne
était de 9,3%, avec une différence significativereecheptels laitiers (6% de séropositifs) et
allaitants (22% de séropositifs) (Loubiére, 2012)s souches, isolées a partir d’agneaux
potentiellement IPI, de 8 foyers identifiés, appasient aux BDV-3 et BDV-6 (Anne, 2012).
Sur 1 200 cheptels testés a la fois en 2009 e0#0,2incidence moyenne était de 2,6% (2%
dans les cheptels laitiers et 9% dans les cheptilgants). Entre 2009 et 2013, 13% des
cheptels aveyronnais testés ont présente, au mo@année, un résultat sérologique positif.
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Par ailleurs, ’Aveyron a renforcé son disposiéf dépistage en validant, en 2009, un test de
détection des anticorps anti-NS3 sur lait de gragthnge (Bernardin, 2011; Loubiére, 2012)
puis en l'intégrant en 2011 a son dispositif d’&pdosurveillance.

Ce dépistage a permis le triage des agneaux, etidordu statut sérologique du troupeau, au
moment du départ vers les centres d’engraisserpent,organiser les tournées de ramassage
et I'allotement.

4.2. Plan d’épidémiosurveillance actuel
4.2.1. Un double dépistage sérologique
Actuellement, le schéma de surveillance reposesulouble dépistage sérologique.

Un premier dépistage annuel, sur sérum, a liewoatsales prophylaxies annuelles, dans tous
les cheptels de plus 50 brebis, dans les chepbeisitsant les engraisseurs et dans les
cheptels sélectionneurs. Les prises de sang sdedtiefes sur 35 animaux par cheptel

(analysées en 7 mélanges de 5 sérums) qui sordntesaises de 6-12 mois si le statut du
cheptel est connu positif et des animaux prélelég@rement dans les cheptels séronégatifs,
idéalement avant la mise a la lutte (printemps, été
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Figure 10 : Relation entre la séroprévalence estireéet le pourcentage d'inhibition sur lait de tank,n= 157
mesures (FODSA-GDS 12, commission ovine du 13.1218)

Un second dépistage sur lait de tank est réalis@ubomne ou hiver, apres la période de
paturage et avant le départ des agneaux versiaeseal’engraissement. Ce dépistage permet
la gestion de l'engraissement, comme vu précédemnmeais également de choisir les

élevages sélectionneurs (élevages séronégatifastxeinent) et de prévoir la mise en place
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d’'un éventuel plan de vaccination dans les élevagast la prochaine saison de lutte. Ce test
permet de mettre en relation le pourcentage d’itibibdu lait de tank et la séroprévalence au
sein de I'élevage.

Les élevages sont alors regroupés en 3 classag€Hig) :
- Classe A : risque faible ; prévalence estimée iedée a 10%
- Classe B : risque modéré ; prévalence estimée g@¥%teet 30%
- Classe C : risque élevé ; prévalence estimée supéra 30%

4.2.2. Résultats des sérologies sur sérum

En 2016, 1373 ateliers laitiers et 531 atelieraitalhts ont été testés pendant les prophylaxies
annuelles.

On observe une diminution de la prévalence desagks/séropositifs de 9,1% en 2010 a 4,8%
en 2016, et de l'incidence des élevages séroposli¢éif2,9% en 2010 a 0,5% en 2016 (Figure
11). Ces diminutions pourraient étre expliquéesnd’part, par la sensibilisation des éleveurs
et la mise en place de mesures de lutte sur laiteret d’autre part, par des aspects
incontrélables liés a I'épidémiologie de la maladie

De plus, on peut également noter que la prévaldaos les ateliers allaitants est nettement
supérieure a celle dans les ateliers laitiers réalgre tendance a la diminution équivalente.
En 2010, 21,7% des ateliers allaitants étaientpesitfs contre seulement 5,9% des ateliers
laitiers. En 2016, 10% des ateliers allaitantsegétiaséropositifs contre seulement 2,8% des
ateliers laitiers (Figure 12). Cette différence astelier avec un nombre d’introduction
souvent plus conséquent dans les élevages alkitant
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Figure 11 : Prévalences et incidences sérologiquda BDV sur les 7 dernieres années, dans le bassie d
Roquefort (FODSA-GDS 12, commission ovine du 13.2016)
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Figure 12 : Comparaison des séroprévalences du BD&h fonction de I'atelier sur les 7 derniéres années
dans le bassin de Roquefort (FODSA-GDS 12, commissiovine du 13.12.2016)

4.2.3. Résultats des sérologies sur lait de tank

Depuis 2010, environ 50% des cheptels laitiersébdtdépistés (sur la campagne 2015/2016
44% des cheptels ont réalisé un prélevement). @angue que le nombre d’élevages classeées
B et C a fortement diminué depuis 2010 (Figure 13).
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Figure 13 : Classification des élevages en fonctialu dépistage sur lait lors des 6 derniéres saisqrdans le
bassin de Roquefort (FODSA-GDS 12, commission ovirtl 13.12.2016)
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4.3. Mesures de lutte

Parallélement au dépistage, la FODSA propose dasspil’action et de maitrise de la
pestivirose ovine qui reposent sur la vaccinatiofapplication de mesures de biosécurité.
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Des mesures de biosécurité sont systématiquemsesran place, souvent en complément de
la vaccination, lors de plans de controle de laiyiesse. Elles visent & éviter I'introduction
du virus dans les cheptels sains et la diffusioteree a partir des cheptels dits infectés
(analyses sérologiques positives sur des animanyaccinés). Les contréles a l'introduction
ne sont absolument pas systématiques et se fomtdierhande de l'acheteur. Cependant,
I'attribution de statut a chaque élevage, dansaksin de Roquefort uniquement, permet aux
acheteurs de se fournir dans des élevages inderDeeglus, les sélectionneurs doivent
détenir le statut indemne pour étre considérés aoisia.

Dans les élevages séronégatifs, I'accent est mridashiosécurité a l'introduction d’ovins
contaminés et sur le voisinage. Dans les élevagisseurs-engraisseurs séronégatifs, I'accent
est mis, en plus, sur la possibilité d’introduiaepestivirose lors de I'introduction d’agneaux
de statuts inconnus dans les unités d’engraissemknst alors conseillé d’'introduire des
agneaux issus de cheptels naisseurs négatifs. IBeuglevages infectés, les mesures de
biosécurité visent a empécher la contaminationo(métion des engraisseurs, des voisins,
engraissement sur site, restriction des mouvements...

En Aveyron, la détection/élimination précoce debk dBns les élevages infectés n’est pas
systématiqguement réalisée alors que c’est une m@hare des plans de contréle BVD chez
les bovins. Elle est seulement préconisée au cascas en fonction de la situation
épidémiologique, pour diminuer au plus vite I'ineitte de la maladie au sein du troupeau. La
raison en est essentiellement économique, dudaitddts (pris en charge par la FODSA) du
dépistage par RT-qPCR individuelle ou de mélangst{gn collective). De plus, les résultats
sont souvent décevants. En effet, la détectioriRlesst parfois difficile méme par RT-PCR.

La vaccination est utilisée dans certains élevatfemts ou dans des élevages sélectionneurs,
en préventif. Il est cependant difficile de savquelle part des cheptels utilise cette
vaccination et quels protocoles de vaccination soitisés. De plus, la différenciation des
individus séropositifs, suite a la vaccination autes a une infection, n'est pas toujours
possible, y compris avec les vaccins inactivés.

La part d’amélioration attribuable a chacune de mesures est compliquée a mettre en
evidence. D’autant plus que les variations d’inoike et de prévalence de la maladie
pourraient simplement étre attribuées a I'épidéog® de la maladie.
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Deuxieme partie :
ETUDE EXPERIMENTALE
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1. OBJECTIFS

La maladie de la frontiere a été décrite pour knpere fois, en France, en 1983, dans le
bassin de Roquefort, sous le nom de Petega Ovirteaifiant de la mortalité chez les brebis
et les agneaux, cette épizootie incita l'instaoratd’'un réseau d’épidémiosurveillance, en
1986, organisé par la FODSA (Fédération des Orgassde Défense Sanitaire de
I’Aveyron). Ce réseau a permis la diminution decilulation virale jusqu’en 2009 ou une
reprise de la circulation du BDV avec des incidenckniques sévéres a été observée. Les
mesures de lutte, alors mises en place, reposeninsdépistage sérologique annuel voire
bisannuel pour les élevages laitiers, des meswdsasécurité, la détection et I'élimination
des IPI ainsi que la vaccination avec des vacdingéd contre le BVDV, a AMM pour les
bovins.

L'objectif de cette étude était d’évaluer l'efficc de la protection contre linfection
transplacentaire par le BDV, de trois vaccins donmmerce, composés de souches de BVDV.
Cette pratique vaccinale est couramment utilisééesierrain, dans les plans de contréle de la
maladie, pour procéder a I'élimination du virusnsldes élevages infectés, ou pour prévenir
I'’émergence de la maladie, dans les élevages ineenirefficacité de cette vaccination chez
les ovins n'a, a I'’heure actuelle, pas été vérjfigee ce soit pour protéger d’'une infection
horizontale ou d’une infection transplacentaire.

Nous avons, pour cela, vacciné des brebis mises,lapauite, a la reproduction, par
insémination artificielle. Les vaccins utilisés sdrpis vaccins commercialisés pour leur
indication de protection fcetale, chez les bovine. drotocole de vaccination était celui
indiqué par le fabriquant, a I'exception de la dqaeétait divisée par deux pour correspondre
aux posologies utilisées sur le terrain. Les brebisété inoculées avec une souche de BDV
de génotype 6 (récemment isolée en Aveyron), ®6 jde gestation, c'est-a-dire pendant la
période critique de conception des agneaux IPI. rebis ont été suivies tout au long de
'expérimentation. Les statuts virologiques et k#gmues des foetus ont été testés suite a
'autopsie des brebis gestantes. Des analyses wlogiques des foetus ont également été
réalisées.

Cette étude a été réalisée en partenariat aveédar&ion Régionale des Groupements de

Défense Sanitaire (FRGDS) et plus particulierenefedération des Organismes de Défense
Sanitaire de I'’Aveyron (FODSA).
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Cultures cellulaires

Les cultures cellulaires ont été réalisées a pddircellules MDBK (Madin-Darby Bovine
Kidney cells, ATCC CCL22). Ces cellules rénales ibes, en lignée continue, ont été
cultivées en étuve a 37°C et 5% de,Cénh Milieu Essentiel Minimum contenant des sels de
Earle et de la L-glutamine (MEM complet 1X), adolithné d’acides aminés non essentiels
(AANE, 1X), de pénicilline (1 Ul/mL) et de streptgaine (100 pg/mL). Pour I'entretien des
cellules, on a ajouté du sérum de veau foetal (RCI®)%, ne contenant pas d’anticorps anti-
pestivirus, ni de pestivirus (vérification au lasatmire par ELISA et RT-PCR en temps réel).
Pour les séroneutralisations, le FCS a été remplacdu sérum de cheval (HS) a 5%.

2.2. \Virus et titrage

Le choix de la souche virale utilisée pour l'inaidn épreuve repose sur les résultats
obtenus lors de I'étude de Bethune M.A. (2015)aduiaquelle un panel de 4 souches de
génotypes différents de BDV et une souche de BVD¥iemt été inoculées a des brebis
gravides. La souche retenue est la souche BDV-689¢enotype 6, isolée a 'ENVT (Ecole
Nationale Vétérinaire de Toulouse) en 2010, a pditin agneau IPI, et dont I'inoculation, a
des brebis gestantes de 52 jours, avait abouthai$sance de 100% d’agneaux IPI.

La souche de BDV-6 a été conservée a -80°C appasgages en cellules MDBK. Juste avant
inoculation, la solution virale a été diluée damsndilieu MEM + pénicilline-streptomycine
pour avoir un titre final de 4.2@ICCsy/mL (Dose Infectant 50% des Cultures Cellulaires).
Suite a I'inoculation, un titrage viral de I'inoauh est réalisé par la technique de titrage en
DICCsp selon la formule de Spearman-Karber. La soucHisédi étant non-cytopathique, la
révélation a été réalisée par immunohistochimie.

L’immunohistochimie repose sur la fixation des gl MDBK infectées, avec de I'acétone
dilué au 9/10 (90% d’acétone pour 10% d'eau dést)llpendant 15 minutes. Un anticorps
monoclonal spécifique des pestivirus de ruminan ¥93/105 (1/108™ réf RAE 0801
Veterinary Laboratories Agency, Weybridge UK), petnalors de révéler la présence
d’antigéne de BDV. Un anticorps polyclonal de ladirigé contre les immunoglobulines de
souris et marqué a la peroxydase de raifort (£/5De&f P0260 Dako Cytomation Glostrup,
Danemark) sert d’anticorps secondaire. Le complax&orps-antigéne est alors révélé par
un chromogeéne, I'aminoéthylcarbazole (réf 101 AB@mogene Kit Sigma St Louis, USA).
En présence de virus, le cytoplasme des celluleslsee en brun rouge.
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2.3. Vaccination et infection
2.3.1. Animaux

Les 52 brebis Lacaune, de réforme, provenaieniedg dlevages aveyronnais dont les statuts
virologique, et sérologique, vis-a-vis du BDV avdieété testés préalablement a
'expérimentation. En effet, des sérologies parFA.INS2-3 (ID Screen BVD p80 Antibody
One-Step® , ID Vet, Montpellier) et séroneutralisatdu BVDV-1 sur des prélevements de
sang réalisés en élevage, avant vaccination, evidasgies par RT-PCR quantitative (test
BVD Tagvet, pan pestivirus, Lsi, France) sur dedguements de sang réalisés en élevage, le
jour de linsémination artificielle (IA), se son&vélées négatives. Les brebis ont été
inséminées le 12.08.2016 et confirmées gestanseseghographie, le 20.09.2016 (39 jours
aprés insémination) dans leurs élevages respektifs. des élevages a fourni onze brebis
vaccinées Bovilis® BVD et dix-neuf brebis non vag@s et I'autre élevage a fourni onze
brebis vaccinées Mucosiffa® et onze brebis vaceirigevela®. Les brebis sont arrivées le
21.09.2016, a 'ENVT, soit 12 jours avant l'inoctibem, et ont été réparties en trois lots
(Figure 14).

Deux lots de 17 brebis et un lot 18 brebis (Annkxe

- Lot 1: 11 brebis gestantes infectées et vacciMesosiffa®, 6 brebis gestantes
infectées non vaccinées

- Lot 2: 11 brebis gestantes infectées et vacciimela®, 6 brebis gestantes
infectées non vaccinées

- Lot 3: 11 brebis gestantes infectées et vacciBéggis® BVD, 7 brebis gestantes
infectées non vaccinées

Chaque lot était logé dans une bergerie individgyele niveau expérimental Al, de 'ENVT,
a partir de J-12 avant inoculation et jusqu'a la die I'expérimentation. Les loges étaient
physiquement séparées, empéchant tout contactuavaatre lot de la méme espéce ou avec
d’autres especes de ruminants et de porcins.

Les bergeries étaient équipées de leur propre mlafrermometre, portes-tubes, tubes de
prélevements...) ainsi que de surchausses et de waimimns portées lors de chaque
intervention et changées entre chaque lot.

Les brebis étaient alimentées avec du foin a wéleh des concentrés (200 g/brebis/jour) et
entretenues selon conditions réglementaires desnesorde la Directive Européenne
(2010/63/CEE).

Pour la suite de la thése et pour la compréherdiiorapport, I'ensemble des animaux sera
divisé en 4 groupes : 3 groupes d’animaux vaccof@un avec un des 3 vaccins et un
groupe rassemblant I'ensemble des animaux nonnégdie chaque lot.
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2.3.2. Vaccination expérimentale

Les vaccins testés sont des vaccins, utilisés lgselzovins, pour protéger contre le BVDV et
notamment contre l'infection transplacentaire. kascins (Tableau 5) sont utilisés selon le
protocole vaccinal recommandé dans le cadre de WANdour I'espéce bovine, mais en
utilisant une demi-dose vaccinale. Les vaccinsé@tconserves entre +2 et +8°C et utilisés
immédiatement aprés reconstitution. Les brebis inaes avec le vaccin inactivé Bovilis
BVD® (MSD Santé Animale) ont recu deux injections @l mL en intramusculaire, a 4
semaines d'intervalle, soit & 119 jours et 91 jawrant I'inoculation d’épreuve (J-119 et J-
91). Le jour de la seconde injection (J-91), le=biw de deux lots, séparés physiquement, ont
recu une injection de 1 mL en intramusculaire, \tiEcins Bovela® (Boehringer Ingelheim)
ou Mucosiffa® (CEVA) dans le second élevage (Figi#e

Tableau 5 : Caractéristiques des vaccins utilisés

Vaccins Nombre :
L . T h L D nseillé D
ot (Lelarmie) ype Souches s ate conseillée ose
1 Mucosiffa® | Vivant BVDV-1 Oregon 1 iniection au plus tard 1 mois 1mL
(CEVA) | modifié C24 cp : avant I'A
2 (BBooevr?rlii®er Vivant | BVDV-1K-9ncp | e ction saelingil:lse;a;?/agnt 1 mL
9T modifié | BVDV-2 NY-93 ncp ) !
Ingelheim) A
Bovilis® BVD 2 injections @ deuxieme injection
3 (MSD Santé | Inactive| BVDV-1 C86 cp 4 semaines | au plus tard 1 mois 1 mL
Animale) d’intervalle avant I'lA

2.3.3. Infection expérimentale
Le protocole d’infection expérimentale a été valpdé le comité d’éthique nationale, sous la
référence n° APAFIS#6343—2016080817133467 v33.
Les brebis ont été inoculées le 03.10.2016 (JOypiar intramusculaire dans I'encolure, a 52
jours de gestation, avec la souche BDV-6 6390 (eig4). Chaque brebis a recu une charge
virale de 2.10 DICCs¢brebis, soit une dose de 5 mL d'une solution eiral 4.10
DICCs¢/mL.
Le virus a été titré juste apres l'inoculation, pesrifier la perte de pouvoir infectieux. Les
résultats ont montré une perte de moins d’un Liog @e 10 DICCsy/mL).
Un calendrier des prélévements, pour le suivi egajue, hématologique et sérologique, est
fourni en annexe (Annexe 2).
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2.3.4. Autopsie

Les brebis ont été euthanasiées sur trois jourgiraen deux mois apres l'inoculation
d’épreuve et a environ 110 jours de gestation. luesbis du lot 1 (Mucosiffa®) ont été
euthanasiées le 07.12.2016, soit 65 jours aprasiliaimon. Celles du lot 2 (Bovela®) ont été
euthanasiées le 08.12.2016, soit 66 jours aprasllamon. Enfin, celles du lot 3 (Bovilis®
BVD) ont été euthanasiées le 12.12.2016, soit dfsjapres inoculation (Figure 14). Dans le
but de faciliter la compréhension de la suite deedbese, le jour de I'autopsie sera considéré
comme J66 pour tous les lots.

Les autopsies étaient organisées en deux équipe®: équipe « sale » chargée de
'euthanasie, de l'extraction des foetus et desepeshents sur les brebis et une équipe
« propre » chargée de la mesure, de I'autopsieeprelévements des foetus.

Les brebis ont été euthanasiées par injection vieitneause de 10 a 20 mL de T61®
(embutramide, mébézonium et tétracaine), apregvyaeient sanguin de deux tubes secs et
d'un tube EDTA. Elles étaient, par la suite, susheEs et saignées. Suite a I'ouverture de la
cavité abdominale, le liquide amniotique des ut@&tusne portion de placenta étaient prélevés
avant I'extraction des foetus. Une fois les foetusré® les prosecteurs prélevaient un
échantillon de rate et de nceud lymphatique médessur chaque brebis.

Les feetus étaient, ensuite, transmis a I'équipeoprp » qui procédait rapidement, avant
coagulation, au prélévement en intracardiaque dg $aetal, réparti dans un tube sec et un
tube EDTA. La distance entre I'atlas et 'anusreid premiére vertebre thoracique et 'anus
ainsi que la longueur du radius et du tibia ontrésurées a la régle graduée, sur chaque
foetus. Les éventuelles anomalies congénitalesnétakevées et prises en photo. Enfin, des
échantillons de cerveau, thymus, foie, rein, rd&e,nceud lymphatique préscapulaire et de
cartilage auriculaire ont été prélevés sur chagetes.

Chaque tissu prélevé était aliquoté en trois édlarg, deux conservés a -80°C pour des
analyses virologiques et un dans du formol a 10% poe éventuelle analyse histologique.
Tous les échantillons prélevés n'ont pas été adalgilans cette étude.

Vaccination

L

f | Insémination
o 226 mieetion Bovilis BYD® _mtficielle Futhanasie
1 ““_1{11 eclion Wucosffa® apréssynchronisation Ivornlation Autopsie
Bovilis BYD® Bovela® deschaleurs EDV-6 souche 5390 Frélévem ents
1 1 1
| Elevage
1 I |
J-119 J-91 J-52 J12 Jo J6s, Jahet J70
Sunvi brebas : Sunvi brebis
Sérologe i Clinique
H Heématologe
) b Vircloge '
Diagnastic de Sérologe Analvsefems
gestarion Morphologie
paréchogaplie avant 53_"010 a¢
transfent ENVT Virologe

Figure 14 : Frise chronologique de I'expérimentatia
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2.4. Suivi expérimental
2.4.1. Suivi clinique

Un examen clinigue complet a été réalisé quoticdiemnt, pendant les 14 jours suivant
'inoculation. Il consistait en I'observation deélat général de la brebis (respiration, appétit,
selles...), une prise de température rectale et lafioakéion de l'absence de signe
d’avortement (avortons sur le sol, présence deemetifoetales ou de souillures a la vulve,
efforts expulsifs des brebis...). Par la suite, umeveillance quotidienne (observation
uniguement) a été réalisée jusqu’a la fin de I'expéntation, notamment afin de détecter
d’éventuels signes d’avortements.

2.4.2. Suivi hématologique

Un suivi hématologique a été réalisé sur 7 brebicwmées et 3 brebis non vaccinées dans
chaque lot. Des prélévements de sang sur tubes KIDT Até effectués a J-3, de J-1 a J4, de
J6 a J8, J10, J11 et J14. Le jour de I'inoculafid®), les prélevements ont été faits avant
linoculation (Annexe 2). La numération des celtiEanguines a été réalisée sur un automate
(Melet Schloesing Laboratorjesalibré pour les ovins, au laboratoire d’analysiEgogiques

de 'ENVT. Des comptages en leucocytes, lymphogytasnocytes et thrombocytes ont été
réalisés.

Pour chaque animal et pour chaque population dalegl une ligne de base est calculée
comme la moyenne des données obtenues sur lesuBanegli précédent I'inoculation virale
(J-3, J-1 et JO). Pour chaque population de csllules données individuelles ont été
transformées en pourcentage de chaque populatituiace ramené a la ligne de base
((X/ligne de base)/100) puis les analyses statissqont été effectuées sur les données
transformées.

2.4.3. Suivi sérologique

Un suivi sérologique des brebis a également eeeefé avec des prélevements sur tubes secs,
réalisés lors de chaque vaccination (J-119 et Js@ite a la vaccination sur le terrain (J-77, J-
70, J-61, J-52, J-31), a l'arrivée a 'ENVT (J-1Ruis toutes les semaines entre JO et J42, a
J56 et le jour de l'autopsie (Annexe 2). Des préfgents de sang intracardiaque sur tubes
secs ont également été realisés sur les feetumjriegs autopsies.

Les tubes secs étaient laissés 24h a l'étuve a 20€ centrifugés le lendemain pour
récupérer le sérum. Le sérum était aliquoté dang dppendorfs, conservés a -20°C.

ELISA anticorps NS2-3

Des tests ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) été réalisés pour suivre la
réponse en anticorps NS2-3 chez les brebis etéaluer la réponse immunitaire des foetus.
La réponse a éte testée a l'aide d’'un ELISA de aitipn avec le kit ID Screen BVD p80
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Antibody One-Step® (ID Vet, Montpellier). Ce kitsteé a la mise en évidence d’anticorps,
spécifiqgues de la protéine NS2-3 (p80-125) du BVDNdns le sérum, peut également étre
utilisé pour la mise en évidence d'anticorps spgeds de la protéine NS2-3 du BDV en
raison de la forte conservation de cette protéiree kit consiste a mettre en place une
compétition entre les anticorps spécifiqgues dedégmne NS2-3 placés au fond des cupules du
kit et les anticorps présents dans I'échantillorpegsence de I'antigene NS2-3 couplé a une
peroxydase. En présence d’anticorps, spécifiqueka geotéine NS2-3, dans I'échantillon,
'antigene se fixe préférentiellement aux anticadpd’échantillon et les complexes antigene-
anticorps sont éliminés suite aux lavages. En €abs d’anticorps spécifiques de la protéine
NS2-3 dans I'’échantillon, I'antigéne se fixe auti@rps présents au fond des cupules et les
complexes antigéne-anticorps ne sont pas éliminésoars des lavages. La peroxydase
entraine une coloration en présence du substrgiarmiet la lecture de I'échantillon (Annexe
3).

Séroneutralisations

Les tests de séroneutralisation ont été realisas piétecter la présence d’anticorps
neutralisants, dans le sérum des brebis. lls éneéfééctués sur les sérums des brebis, prélevés
avant la vaccination (J-91), le jour de l'inocutetid’épreuve (JO), soit 91 jours apres la
vaccination, et le jour de I'autopsie, soit envi@hjours aprés I'inoculation d’épreuve.

La technique utilisée était le test de séronesttiin en microplaque a quantité de virus
constante (Hameset al, 2002). Des dilutions de facteur 2, allant ded /22048, des sérums
ont été incubées 1 heure a 37°C, en présencesteithe virale, de maniere a avoir au final
entre 150 a 200 DIGg par puits (100 puL avec 50 pL de sérum dilué etb@e suspension
virale) de plaques a 96 puits. Les sérums sontitend@posés sur cellules MDBK confluentes
a 95% (cellules MDBK, ATCCC CCL-22), en plaquespfits, pendant 2h a 37°C. Les puits
sont vidés. Trois lavages en milieu MEM sont réalist les cellules sont ensuite incubées en
milieu MEM base avec 5% de HS. Les plaques song¢srem étuve a 5% de gQpour une
incubation & 37°C pendant 4-5 jours. Les titresa@tévalués comme l'inverse de la dilution
de sérum protégeant 50% des puits de culturedaiedls. lls sont exprimés en LogDsy/mL
selon la méthode de Spearman-Karber.

La souche cytopathique BVDV-1 NADL était utiliséeyp tester la capacité des anticorps a
neutraliser le BVDV. L’effet cytopathique de la sbe utilisée permettait la lecture des puits
de cellules infectées. Il est prévu de réalisertests sur la souche BDV-6 6390, utilisée pour
I'inoculation, afin de tester la capacité des amfis a neutraliser cette souche de BDV. La
souche BDV-6 6390 n’'étant pas cytopathique, l'itifec des cultures cellulaires sera validée
par technique d'immunoperoxydase (IPMA) ou par ctéda de I'antigene NS2 dans les puits
de cultures cellulaires.
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2.4.4. Suivi virologique

Un suivi virologique des brebis a été effectué RarPCR en temps réel, sur sang prélevé
dans un tube EDTA (Ethylene Diamine Tétra-AcétiqUedpis prélevements ont été réalisés
avant inoculation : le jour de l'insémination (J}52 J-7 et le jour de l'inoculation (JO).
Ensuite, I'infection a été suivie de J1 a J10 puidl2 et J14 (Annexe 2). Des écouvillons
nasaux ont été prélevés un jour sur deux entret J8 @t conservés a -20°C, dans le but
d’évaluer I'excrétion virale par RT-PCR, suite adculation d’épreuve, mais les analyses
n’'ont, a ce jour, pas été effectuées. Des RT-PGRgalement été effectuées sur les cerveaux
et thymus des fecetus.

Extraction de 'ARN

L’extraction de 'ARN, a partir du sang prélevé suine EDTA, a été réalisée, immédiatement
apres le prélevement, au moyen du kit NucleoSpirh Rlood® (Macherey-Nagel) selon le
mode opératoire recommandé (Annexe 4).

L’extraction d’ARN, a partir des tissus, a été eftee a I'aide du kit RNeasy Mini Kit®
(Qiagen). Un échantillon de cerveau d'un avortost&eBDV positif (Ct de 18) par le
Laboratoire Vétérinaire Départemental du Tarn-ete@ae constituait le contrdle positif. Le
témoin négatif d’extraction était de I'eau. Le madle du kit (Annexe 5) a été |égerement
modifié afin d’obtenir un échantillon plus homogeAnsi, 100 mg de tissus ont été ajouté a
800 pL de tampon puis mixé a 6000 g, pendant umeitani Ensuite, 350 puL de la solution
mixée étaient mélangés a 350 uL d’éthanol a 70% leumode opératoire recommandé était
repris (étape 5).

RT-PCR

Les virologies, sur sang ou sur organe, ont &ksaes par RT-PCR en temps réel, a l'aide
du kit ID Gene® BVD/BD Triplex, selon les recommatidns du fabricant (Annexe 6). Ce
kit permet d’amplifier une séquence cible du génal®e virus BVDV et BDV. |l s’agit d’'un
systeme triplex qualitatif qui permet, pour chagebantillon, 'amplification simultanée de
'ARN du virus, d'un témoin interne endogéne atirdtémoin interne exogene. Les témoins
ont été extraits de la méme maniere, ce qui pedBetluer I'efficacité de I'extraction et de
détecter la présence d’inhibiteurs de la PCR. l&ssiltats ont été analysés en utilisant le
logiciel du thermocycleur LC96®. L'interprétatiomsirésultats est faite sur les valeurs de Cq
de chaque échantillon.

Pour confirmer les résultats obtenus sur les fodtiss essais par RT-gPCR ont été réalisés.
Les échantillons de cerveau et de thymus ont ééyés au laboratoire IdVet pour des
analyses indépendantes en utilisant deux cibles ARBrentes du BVDV (extraction et RT-
gPCR indépendantes).

De plus, 40 ARN extraits des prélevements de ceretae thymus ont été testés a nouveau
avec le kit RT-gPCR LSI VetMax BVDV Screening® (&ifTechnologies) selon les
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recommandations du fabricant (Annexe 7) et a I'dldermocycleur LC96®. Le contrble
positif de la PCR était un échantillon de BDV-6lisé pour I'inoculation des brebis. Le
contrble négatif de la PCR était de I'eau. Les gbarvirales sont exprimées en nombre de
copies (Log10) par mL pour les sangs et par 10@oug les tissus.

2.5. Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées aumuwyogiciel GraphPad (La Jolla, USA).

Pour les analyses de données sans cinétique (messifeetus, PCR foetus), une analyse de
variance a un paramétre (one-way ANOVA) était sdidi avec une correction de Bonferroni
(Bonferroni test between contrast), en considdiansemble des groupes.

Une ANOVA a deux parametres avec mesures répéigesmay ANOVA) été utilisée pour
les analyses cinétiques par groupe (HématologieR Rigs brebis, températures et
séroneutralisations). La correction de Bonferroiitéappliquée quand les effets jours et
parametres étaient significatifs (significant amomgeractions), pour effectuer une
comparaison des groupes sur chaque jour.

65



3. RESULTATS

3.1. Infection expérimentale et suivi des meres
3.1.1. Suivi clinique

Le suivi clinique n’a pas permis la mise en évidede signes cliniques majeurs, chez les
brebis, que ce soit suite a la vaccination ou saitgnoculation d’épreuve. Aucun signe
d’abattement, ni de baisse d’état corporel ou desbale I'appétit n’a été observé, au cours de
I'expérimentation.

La température rectale a été mesurée quotidienrtem@ntoutes les brebis, durant les 14
jours suivants l'inoculation (Figure 15). Globalemeil n'y avait pas de différence
significative entre les 4 groupes. Cependant, dé&rehces ponctuelles peuvent étre
observées entre les différents groupes mais auntance logique ne semble pouvoir en
étre extraite.

40,0
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39,0 -

H Muccosifa®

ML a e
38,0 - 1 Bovilis-BVD®
37,0 -

114

J1 J2 J3 J4 )5 J6 )7 )8 )9 J10 J11 J12 )13

H Controles

Températures(°C)

Jours post inoclulation
Figure 15 : Moyennes des températures rectales eetdl et J14

3.1.2. Suivi hématologique

Les résultats du suivi hématologique sont présesags la forme de la moyenne (exprimée en
pourcentage) pour chaque groupe et chaque jourpaducentage de chaque population
cellulaire ramené a une ligne de base. La lignbade est calculée, pour chaque individu et
pour chaque population de cellules, comme la mayedas données obtenues avant
inoculation a J-3, J-1 et JO. Pour chaque populat@lulaire, les données individuelles ont
ete transformées ((X/ligne de base)*100) puis ledyses statistiques ont été effectuées sur
les données transformées. Un tableau des variasigndicatives par rapport au niveau de
base est présenté en annexe (Annexe 9).
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Figure 16 : Moyennes des pourcentages du nombre ticocytes par rapport a un référentiel constitué d
la moyenne du nombre de leucocytes a J-3, J-1 et d@ant inoculation.

Tableau 6 : Analyses statistiques des pourcentagds leucocytes ramenés a une ligne de base (GraphPad

(La Jolla, USA). ns : non significatif, * : p<0,05** : p<0,01, ***: p<0,001, **** : p<0,0001.

Jours Mucosiffa® / Muc.:f)siffa®/ Mucosiffa® / Bgyela®/ Bovela® / | Bovilis BVD® /
Bovela® Bovilis BVD® Contrbles Bovilis BVD® Controles Contrbles

J-3 ns ns ns ns ns ns
J-1 ns ns ns ns ns ns
JO ns ns ns ns ns ns
J1 ns ns ns ns ns ns
J2 ns ns ns ns ns ns
J3 ns ns ns ns ns ns
J4 ns ns ns ns ns ns
16 ns ns ok *k kkk ns
J7 ns ns *kkk ns *kkk *%
J8 ns ns ork ns rorkk ns
J10 ns ns ns ns ns ns
J11 ns ns *x ns ns ns
J14 ns ns *x ns *x ns

Une leucopénie a été observée entre J2 et J4, lmmsemble des groupes, avec une
diminution maximale variant entre 23 et 33% dexdeytes, a J3, selon les groupes. La
leucopénie a persisté jusqu’a J14, avec une rem@nfd 0 dans le groupe contrble. Dans les
lots vaccinés Mucosiffa® et Bovela®, le nombre dacbcytes est rapidement remonté au
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niveau de base a partir de J6. Dans le lot vacBmélis BVD®, la remontée a été plus
progressive pour atteindre le niveau de base Rigare 16).

A J3, au moment de la diminution du nombre de leyms la plus importante, aucune
différence significative n’est observée entre leffébnts groupes. Dans le groupe
Mucosiffa®, le pourcentage de leucocytes est dativement plus élevé que dans le groupe
contrble, entre J6 et J14, excepté a J10. Danoigg Bovela®, les mémes différences sont
observées, excepté a J11. La seule différencefisaiie entre le groupe vacciné Bovilis
BVD® et le groupe contréle se produit a J7 avec dmminution du pourcentage plus
importante dans le groupe contrdle.

A J6, on peut remarquer un pourcentage signifieatent plus faible dans le groupe vacciné
Bovilis BVD® que dans le groupe vacciné Bovela®l{lEau 6).
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Figure 17 : Moyennes des pourcentages du nombre Hanphocytes par rapport a un référentiel constitué
de la moyenne du nombre de lymphocytes a J-3, J-L 30 avant inoculation.

La leucopénie s’explique principalement par unegdiiopénie significative entre J2 et J4 pour

tous les groupes. La diminution moyenne, du nordergymphocytes, est la plus importante a

J3 pour tous les groupes, avec des baisses dea32%%% par rapport aux niveaux de base.
La encore, la remontée de la population lymphoostast plus rapide dans les lots vaccinés
Mucosiffa® et Bovela®, qui atteignent le niveau ligse des J6, alors que dans le groupe
vacciné Bovilis BVD®, il faut attendre J8. Dansdmupe contrle, la lymphopénie débute

des J1 et persiste, comme pour les leucocytes'agdd4 avec une exception a J10 (Figure
17).
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Tableau 7 : Analyses statistiques des pourcentages de lymphocytes ramenés a une ligne de base (GraphPad
(La Jolla, USA). ns : non significatif, * : p<0,05, ** : p<0,01, *** : p<0,001, **** : p<0,0001.

Jours Mucosiffa® Muc_:.osiffa®/ Mucosiffa® / Bgyela@/ Bovela® / | Bovilis BVD® /
/ Bovela® Bovilis BVD® Contrbles Bovilis BVD® Controles Contrbles

J-3 ns ns ns ns ns ns
J-1 ns ns ns ns ns ns
JO ns ns ns ns ns ns
J1 ns ns ns ns ns ns
J2 ns ns ns ns ns ns
J3 ns ns ns ns ns ns
J4 ns ns ns ns ns ns
J6 ns nS *% *%k% *kkk nS
J7 ns * *kkk * *kkk *%
J8 ns nS *kkk * *kkk *%
J10 ns ns ns ns ns ns
J11 ns ns ok ns ns ns
J14 ns ns ork ns oxk ns

On retrouve pour les lymphocytes, entre les groumesinés et le groupe contrble, des
différences significatives de probabilités supéesiou identiques, aux mémes jours que pour
les leucocytes. Entre le groupe vacciné Bovilis BBt le groupe contrble s’'ajoute une
différence significative, non retrouvée pour lasclecytes, a J8.

Si on compare les vaccins, une différence signifieaest observée pour les lymphocytes,
entre le vaccin Bovilis BVD® et le vaccin Bovela®tee J6 et J8. Dans le groupe vacciné
Bovilis BVD, le pourcentage est significativementérieur au groupe vacciné Mucosiffa a
J7. Par ailleurs, aucune différence significatit@shobservée entre les deux vaccins vivants
atténués (Mucosiffa® et Bovela®) (Tableau 7).

Monocytes

On observe une augmentation du pourcentage de ryt@sopar rapport a la ligne de base
entre J6 et J8 pour tous les groupes. Cette mamgeytommence méme a J4 pour le groupe
vacciné Bovela® et s’étend jusqu’a J10 pour le geoaontrble. Le pic de monocytose est
d’environ 250% pour les 4 groupes mais les growmecinés Mucosiffa® et Bovela®
l'atteignent & J6 alors que les groupes vaccinésliBBVD® et contrdle l'atteignent & J8
(Figure 18).

Les différences significatives sont présentées daxmexe 10 et sont essentiellement
présentes au moment des pics (J6 et J8) et a JEOnoonocytose est plus persistante pour le
groupe contrdle.
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Figure 18 : Moyennes des pourcentages du nombre denocytes par rapport a un référentiel constitué de

la moyenne du nombre de monocytes a J-3, J-1 et d@ant inoculation.
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de la moyenne du nombre de thrombocytes a J-3, Jet JO avant inoculation.
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Les pourcentages des thrombocytes par rappotign&ade base sont trés hétérogenes au sein
des mémes groupes. Il est assez difficile de com@uwne cinétique particuliere car les trois
moyennes utilisées, pour déterminer la ligne de bsent elles aussi, assez hétérogenes. Une
diminution significative est observée dans le goapntréle, a J3 et J7.

Il semble, néanmoins, possible d’extraire deux &ecds de ces mesures. En effet, les
pourcentages des groupes vaccinés Mucosiffa® eelB8vsuivent la méme tendance et
semblent globalement plus élevés que les pourcestdgs deux autres groupes qui suivent
eux aussi une tendance similaire (Figure 19). GH#&rehces sont significatives entre le
groupe vacciné Bovela® et les groupes vaccineés lBoBVD® et contréle, a J3 et J8
(p<0,05).

3.1.3. Suivi sérologique

ELISA anticorps NS2-3

Le suivi sérologique a été réalisé avant et apmésuilation, dans un premier temps, par
recherche des anticorps dirigés contre la protdi®2-3 (Annexe 2).

Avant la vaccination (J-91), les brebis étaientésiuséronégatives. Les brebis non vaccinées
ainsi que les brebis vaccinées Bovilis BVD® sorstées seronégatives jusqu’a l'inoculation
(JO). La séroconversion des brebis vaccinées, @vemaccin vivant atténué, a respectivement
été observée entre J-61 et J-12 (30 et 79 jouesadpivaccination) et entre J-52 et J-12 (39 et
79 jours apres la vaccination) pour les vaccins ddifta® et Bovela®.

A JO, avant inoculation, 8 brebis étaient séropast parmi les 11 brebis vaccinées

Mucosiffa® et 7 brebis étaient séropositives pakesi 11 brebis vaccinées Bovela®, soit

respectivement 73% et 64% de brebis séroposithes pourcentages de compétition étaient
compris entre 8% et 38% (seuil de positivité < 40P@rmi les 3 brebis non séropositives du
lot vacciné Mucosiffa®, une brebis était douteus#damais séropositive a J-12. Les autres
brebis non séropositives, des deux lots, étaienesoséronégatives.

Apres inoculation d’épreuve, les deux brebis ségatiees, du lot de brebis vaccinées
Mucosiffa®, ont séroconverti entre J7 et J14 dirkbis douteuse a séroconverti entre J35 et
J42. Les 4 brebis séronégatives, du lot de brefmsinées Bovela®, ont séroconverti entre J7
et J14. Dans le lot vacciné Bovilis BVD®, 7 brebtaient séropositives a J14 puis 10 brebis a
J35 mais une brebis est restée séronégative judqu'éin de I'expérimentation. La
séroconversion des brebis non vaccinées a eullisugrdivement entre J14 et J42. A J42, 17
brebis sur 19 étaient séropositives et les dewesirebis non séropositives ont été testées
séropositives a J28 pour I'une et J35 pour l'a(lfableau 8).
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Tableau 8 : Pourcentage de brebis séropositives dartes différents lots en fonction du temps (nombre

brebis/effectif)
Vaccin JO J7 J14 J21 J28 J35 J42
Mucosiffa® 73% 73% 91% 91% 91% 91% 100%
(8/11) (8/11) (10/11) (10/11) (10/11) (10/11) (11/11)
Bovela® 64% 64% 100% 91% 82% 100% 91%
(7/11) (7/11) (11/11) (10/11) (9/11) (11/11) (10/11)
Bovilis BVD® 0% 18% 64% 73% 82% 91% 82%
(0/11) | (2/11) | (7/11) | (8/11) | (9/11) | (10/11) | (9/11)
Témoin 0% 0% 0% 16% 63% 68% 89%
(0/19) (0/19) (0/19) (3/19) (12/19) (13/19) (17/19)

Les pourcentages de compétition permettent d’évalaeréponse en anticorps mais ne
refletent pas un titrage réel de la quantité damps. A JO, les moyennes des pourcentages de
compétition étaient de 36%, 44%, 92% et 103% ras@aaent pour les brebis vaccinées des
lots 1, 2 et 3 et pour les contrdles. Le vaccirtivg n’entraine pas de séroconversion. A J42,
les différences sont beaucoup moins importantsspéircentages sont respectivement de
16%, 15%, 24% et 28% (Figure 20).
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Figure 20 : Evolution du pourcentage de compétitiomu cours de I'expérimentation

Pour conclure, les vaccins vivants modifiés engmirune séroconversion de plus de la moitié
des brebis, 73% pour le Mucosiffa® et 64% pour terda®, 91 jours aprés la vaccination.
Le vaccin inactivé n'a pas permis la séroconvergies brebis mais induit une réponse
immunitaire, dans la mesure ou la séroconversiamsanoculation d’épreuve est plus
précoce que celle observée pour les brebis noringes: On observe une séroconversion de
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plus de la moitié des brebis a J14 (64%) pour tebib vaccinées Bovilis BVD® et il faut
attendre J28 pour les brebis non vaccinées (634ajin, la réponse immunitaire est variable
au sein d’'un méme groupe que ce soit du point vaéadapidité de la réponse ou de sa
persistance. En effet, dans le lot vacciné BoBNSD®, une brebis est restée séronégative
tout au long de I'expérimentation et 3 brebis anue statut variable apres la séroconversion.
Dans les lots vaccinés Mucosiffa® et Bovela®, 2biweont également un statut variable et
dans le groupe témoin, 7 brebis sont apparues&gatives par intermittence.

Séroneutralisations

Les séroneutralisations ont été réalisées avamuehs de BVDV-1 NADL cytopathique pour
tester I'efficacité de la vaccination contre le BVDSeuls les sérums prélevés le jour de la
vaccination (J-91), le jour I'inoculation (JO) et jour des autopsies (J65, J66 et J70) ont été
testés. Les séroneutralisations avec la souch€irdeulation d’épreuve (BDV-6 6390)
doivent étre effectuées pour tester la réponseralmainte de la vaccination envers cette
souche. Les résultats ne seront pas présentéseldmshese.

Le jour de la vaccination (J-91), toutes les brediment séronégatives. Les 19 brebis non
vaccinées sont restées séronégatives jusqu’a lilatben d’épreuve. Elles ont, par la suite,
séroconverti pour atteindre un titre en anticorpsitralisants moyen de 9,4 +/- 1,4 Log
EDs¢/mL, a la fin de I'expérimentation.

Deux mois aprés la vaccination et avant I'inocolatd’épreuve (JO), les brebis vaccinées
Mucosiffa®, Bovela® et Bovilis BVD® présentaientspectivement des titres moyens de 7,3
+/- 3,8, de 7,8 +/- 1,5 et de 6,1 +/- 3,3 L&Pso/mL. Parmi les brebis vaccinées Mucosiffa®
et Bovilis BVD®, 2 brebis sur 11 étaient négatilegour de I'inoculation, ce qui explique les
écart-types calculées pour ces deux groupes. ilRars, dans les groupes vaccinés Bovela®
et Bovilis BVD®, 2 brebis sur 11, dans chaque gmumrésentaient des titres en anticorps
neutralisants trés faibles, a la limite du seuilddeection. Les différences observées entre les
différents vaccins étaient non significatives maiglifférence avec le groupe contréle était
significative (p<0,0001).

Le jour de l'autopsie, soit environ 66 jours apt&soculation, les titres en anticorps
neutralisants avaient significativement augmentétaent respectivement de 13,0 +/- 2,1, de
13,5 +/- 0,9 et de 13,3 +/- 0,9 LogDsy/mL. Ces titres étaient significativement (p<0,0001
supérieurs au titre moyen, de 9,4 +/- 1,41B§sy/mL, des brebis non vaccinées. Cependant,
aucune différence significative n’a pu étre miseégitdence dans les différents groupes de
vaccin (Figure 21).
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Figure 21 : Résultats de séroneutralisation en LggEDs¢/mL a JO et J66.

Les brebis séronégatives a JO, dans le groupenédducosiffa®, ont séroconverti a J66

mais avec des titres similaires a ceux observés lgsubrebis contrle. Dans les groupes
vaccinés Bovela® et Bovilis BVD®, les brebis sérgaives ou présentant un titre en

anticorps trés faible, a JO, ont séroconverti atdas comparables a ceux de leur groupe
(absence de différence significative) et signifienent différents de ceux du groupe

contrble (respectivement p<0,01 et p<0,0001).

Comparaison du test ELISA NS2-3 et du test de strpalisation

Les brebis vaccinées Mucosiffa®, séronégatives, paOELISA NS2-3, I'étaient également

en séroneutralisation.

A JO, deux brebis vaccinés Bovela®, séronégativesEEISA, présentaient des taux

d’anticorps neutralisants tres faibles alors quaxdautres brebis séronégatives (ELISA)
possédaient des taux d’anticorps neutralisantsectsr A J66, toutes les brebis sont
séropositives dans les deux tests.

Les brebis vaccinées Bovilis BVD® sont toutes ségatives en ELISA NS2-3, a JO, alors

gue 82% (9/11) des brebis sont positives en sétaisation, le méme jour. A J66, la brebis,

n'ayant jamais séroconverti en ELISA, est positre séroneutralisation. Toutes les autres
brebis sont séropositives dans les deux tests.

Les résultats sont comparables, pour les deux tests le groupe contrdle.

3.1.4. Suivi virologique par RT-PCR

Sept jours avant I'inoculation et a JO, toutes besbis étaient négatives en RT-PCR. La
virémie a été suivie chez les brebis, apres irdactixpérimentale par RT-qPCR. Le BDV-6
6390 a pu étre détecté dans le sang, des brebi4 lbés, sur respectivement 9, 8, 11 et 18
brebis des groupes Mucosiffa, Bovela, Bovilis aitodle. La détection était fugace (entre 1 et
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2 jours par brebis), quel que soit le groupe, ed®et J9 et avec des Ct entre 21,5 et 36,8.
Compte tenu de la grande disparité des résultais, e dégage pas de différences majeures
entre les différents lots. Les analyses PCR sortoeins de revalidation pour confirmer ces
résultats.

3.2. Suivi de lI'infection foetale
3.2.1. Suivi des avortements

Aucun avortement n’'a été observé au cours de lixadtation. Cependant, les autopsies ont
révélé la présence d'une brebis non gravide (L2-X82mi les brebis non vaccinées qui
étaient présentes dans le lot 2 (Bovela®). La me&se’'annexes foetales dans l'utérus de la
brebis confirme I'avortement, dans les jours préogsl I'autopsie. Cette brebis n’étant pas
vaccinée, ce résultat n'a pas d'influence sur léaton de la protection foetale par les
vaccins. Des analyses a partir des annexes foptallesyées pourront étre réalisées pour tester
les principaux agents responsables des avorterdeezsles ovins par PCR ¢xiella burnetij
Chlamydophila abortysBrucella abortus Salmonella abortysToxoplasma gondiiListeria
monocytogenest bien sar le BDV).

3.2.2. Analyse des foetus

Les autopsies ont été réalisées respectivement@6& 70 jours de gestation dans les lots 1
(Mucosiffa®), 2 (Bovela®) et 3 (Bovilis BVD®). Elkeont permis I'extraction de 104 fcetus,
avec entre 1 et 4 foetus par brebis. Les brebisinees Mucosiffa®, Bovela® et Bovilis
BVD® ont respectivement produit 20, 22 et 21 fogtosr une prolificité moyenne de 1,8, 2,0
et 1,9. Les brebis non vaccinées, de tous lesdatsproduit 41 foetus pour une prolificité de
2,3 (Tableau 9). Aucune différence significativepaelificité n'a été mise en évidence entre
les différents groupes.

Viabilité et malformations

La majorité des foetus étaient vivants, sauf deutudogaccinés Bovilis BVD® retrouveés
morts. L'un des feetus pesait 0,62 kg et avait ungau vivant de 1,69 kg. L'autre foetus
pesait 1,11 kg et était issu d’'une gestation simple

Un seul foetus malformé a été observé sur une bvelsisinée Bovela® (brebis n°139). Le
foetus était vivant et présentait une atrophie célébavec des circonvolutions peu
développées, non retrouvée chez son jumeau (Faf)re
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Figure 22 : (a) Atrophie cérébrale observée chez ufcetus issu d'une meére vaccinée avec le vaccin
Bovela®, (b) Cerveau normal de foetus (photographiggersonnelles)

Poids et longueurs

Les foetus ont été pesés et les longueurs atlags; aremiere vertebre thoracique (VT1) -
anus, du radius et du tibia ont été mesurées. kex €betus morts n'ont pas été pris en
compte dans les mesures suivantes.

Les poids moyens des foetus étaient respectivenddttl- 0,23 kg, 1,64 +/- 0,3 kg, 1,72 +/-
0,23 kg et 1,60 +/- 0,26 kg pour les groupes vaxiMucosiffa®, Bovela® et Bovilis BVD

et le groupe contrdle (Tableau 9). On peut remarque les poids sont assez homogenes
dans chaque groupe. Aucune différence significatieepoids n'a été observée entre les
différents groupes.
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Figure 23 : Poids moyens et écart-types des feetusrd les différents groupes.
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Les moyennes et écart-types des longueurs songdatans le Tableau 9. La encore, aucune
différence significative n’a pu étre mise en éviceentre les différents groupes (Figure 24).
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Figure 24 : Longueurs moyennes et écart-types desefus pour les longueurs atlas - anus, premiére
vertebre thoracique (VT1) - anus, du radius et duibia dans les différents groupes.

Tableau 9 : Prolificités et moyennes (+/- écart-tyg) des poids (en kg) et des longueurs (en cm) atlas
anus, premiere vertébre thoracique (VT1) - anus, duadius et du tibia dans les différents groupes.

Groupe Prolificité| Poids (kg) | Atlas-anus (cm)VT1-anus (cm) Tibia (cm)| Radius (cm)
Mucosiffa® 1,8 1,49 +/- 0,23 31,1+/-1,6 21,835 | 8,7+/-0,7 6,5+/-0,5
Bovela® 2 1,64 +/- 0,3 31,3+4/-2,1 212+/-20 8%#-0,7| 6,7+/-0,7

Bovilis BVD® 1,9 1,72 +/- 0,23 31,8+4/-2,2 21,893 | 7,7+/-0,8 6,6 +/-0,5
Contrdles 2,3 1,6 +/- 0,26 31,1 +/-1,9 209+ 1, 7,7 +/-0,6| 6,6 +/-0,6

Le feetus malformé présentait des valeurs toujoars des valeurs basses avec un poids de
1,08 kg, une longueur atlas —anus de 29,5 cm, ongukur atlas — VT1 de 19 cm, une
longueur de tibia de 7,5 cm et une longueur deusadée 6 cm.

3.2.3. Sérologie des foetus

Les sérologies réalisées sur le sang des feetusy@rén intra cardiaque, ont montré que tous
les feetus étaient séronégatifs (pourcentage de é@ttitap compris entre 75% et 179%) a

I'exception d’'un foetus issu d’une meére vaccinéedba® (brebis n°139). Le foetus présentait
un pourcentage de compétition de 37% (seuil deipibsi< 40%) alors que son jumeau était

séronégatif (94%). Il s’agit du méme faetus qui enéait I'atrophie cérébrale.

1



3.2.4. Virologie des fcetus

Les RT-qPCR, réalisées sur un échantillon de caretaun échantillon de thymus, pour
chaque foetus, ont montré que tous les feetus séxbiségtaient viropositifs au BVDV ou au
BDV, pour les deux échantillons. Le foetus séroffoftiait lui négatif en RT-gPCR dans les
deux échantillons. Tous les contréles négatifs téetion et de RT-qPCR étaient bien
négatifs. Les Ct des échantillons positifs étapempris entre 22,5 et 30,6.

Les charges virales moyennes dans le cerveau étaggectivement de 3,9 +/- 0,3 Lgd4,1

+/- 0,4 Logo, 4,4 +/- 0,5 Logy et 4,1 +/- 0,4 Log copies d’ARN pour 100mg pour les
groupes vaccinés Mucosiffa®, Bovela®, Bovilis BVD& contrdle. Dans le thymus, les
charges étaient plus faibles avec respectiveme8i&ie/- 0,4 Logy, 3,5 +/- 0,4 Logy, 3,1 +/-
0,6 Logo et 3,3 +/- 0,5 Log copies dARN pour 100mg pour les groupes vaccinés
Mucosiffa®, Bovela®, Bovilis BVD® et contrdle (Fige 25).

Aucune différence significative de charges viradescernant les différents groupes n’a été
observée pour les deux organes.
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Figure 25 : Charges virales moyennes et écart-typedans les organes des foetus des différents groupes
(Log;o copies d’ARN pour 100mg)

Par ailleurs deux analyses ont été réalisées mmiirmer ces résultats.

Les mémes échantillons tissulaires ont été envayékaboratoire IdVet pour des analyses
indépendantes (extraction de 'ARN a partir desutiset RT-gPCR indépendantes). En
utilisant deux cibles ARN différentes du BVDV, labbratoire a confirmé I'ensemble des
résultats.

Un échantillonnage (n=40) des ARN extraits desgumethents de cerveau et de thymus a été
testé en utilisant un second kit RT-gPCR d'un ad#iericant (Taqvet BVD, Lsi, Life
technology). La encore les résultats ont été totaie valideés.
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4. DISCUSSION

4.1. Analyse des fcetus
4.1.1. Anomalies et retards de croissance

Dans cette étude, I'impact de la souche BDV-6 6380 la vitalité, la croissance et la
présence d’éventuelles malformations a été qudsiQatte souche n’a entrainé des anomalies
congénitales que sur un seul faetus parmi les 104sfpeélevés. Ces résultats sont cependant
conformes a ceux de Bethune (2015) qui ont montré, geulement deux foetus (2/20)
présentaient des congestions diffuses et modéréesrdeau suite a I'inoculation de la méme
souche, dans les mémes conditions expérimentabes.|€ brebis vaccinées, la vaccination
pourrait avoir diminué I'apparition de ces anomsleais la seule anomalie observée était sur
le foetus d’'une brebis vaccinée Bovela® et aucunBomaation n’a été observée dans le
groupe contréle. Le passage viral de BDV sur caigoest évident, comme en témoigne la
présence danticorps. Il aurait, cependant, ét@€ressant de tester les autres agents
tératogenes des ovins (virus de Schmallenbergres de la Fievre Catarrhale Ovine) pour
vérifier que cette anomalie ne soit pas due ad'emtre eux. De méme, les mesures de poids
et des longueurs atlas — anus, VT1 — anus, dudthi@ radius n’ont révélé aucune différence
significative entre les groupes vaccinés et coetrbh différence de prolificité n’étant pas
significative entre les groupes, les analysesssigies de ces différents paramétres n’ont pas
été pondérées par le nombre de foetus. Ces mesnreétéo réalisées pour caractériser
d’éventuels retards de croissance liés a l'infecipar le BDV. En effet, la maladie de la
frontiére a, depuis sa découverte, été associés agheaux chétifs qui ont subi des retards de
croissance intra-utérins. Le mécanisme des retdfgdsoissance n’est pas bien connu. Selon
Caffrey et al. (1997), ces retards pourraient étre dus a une-ragauision foetale liée a
l'insuffisance placentaire, a la persistance dafdition dans les organes endocrines ou
encore a l'inhibition de la mitose dans les ceBuiefectées. Barlow & Patterson (1982) et
Richardsoret al. (1976) décrivent le poids, la longueur atlas -sagila longueur des os longs
comme de bons indicateurs des retards de croissi@gscau BDV. Des différences de poids,
de longueur crane — anus, de longueur de tibia eadius ont également été mise en évidence
dans I'étude de Garcia-Péret al. (2009a) suite a I'inoculation d’une souche de BBV-
L’absence de différences significatives peut étterprétée comme une absence de retards de
croissance chez les faetus ou comme un retard sance homogene dans tous les groupes.
L'étude de Bethune (2015) a consisté a compartet’de différents génotypes de BDV, sur
le foetus. Comme dans notre étude, elle a obtenudf@artements et ou malformations
congénitales avec la souche BDV-6 6390, alors daetrés souches de BDV-5 et BDV-4
entrainaient respectivement des avortements etnaéfermations congénitales. Ces résultats
avec la souche 6390 du BDV-6 sont dailleurs ob&ersur le terrain ou les agneaux IPI
détectés, ne présentent aucune malformation. Detesméme étude, l'inoculation du BDV-6
6390, sur des brebis Lacaune, avait entrainé dé&rafices significatives de poids et de
longueur atlas — anus (respectivement p<0,001 @0 par rapport a des foetus sentinelles
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(brebis non infectées) mais aucune différence figiive n’avait été observée pour les
longueurs des tibias et radius. Dans des conditsimdaires, les brebis infectées avec du
BDV-6 par Bethune (2015) avaient donné des feeteisviton 1,5 kg pour une longueur atlas
— anus d’environ 31 cm en moyenne alors que legsfais sentinelles étaient d’environ 2,2
kg pour une longueur de 35 cm en moyenne (lecttaghique). Dans notre étude, les poids
moyens des fcetus étaient respectivement de 1,4928kg, 1,64 +/- 0,3 kg, 1,72 +/- 0,23 kg

et 1,60 +/- 0,26 kg et les longueurs atlas — ataierd respectivement de 31,1 +/- 1,6 cm,
31,3 +/- 2,1 cm, 31,8 +/- 2,2 cm et 31,1 +/- 1,9 pour les groupes vaccinés Mucosiffa®,
Bovela® et Bovilis BVD et le groupe contrdle. Cettemparaison permet d’orienter

I'hypothése vers un retard de croissance homogens tbus les groupes qui n'a pu étre
empéché par la protection vaccinale. D’autant plus le poids est un témoin trés fiable de
ces retards de croissance puisque des différengesicatives ont été observées avec le
groupe de sentinelles, pour les 4 souches de BDM sbuche de BVDV étudiées, dans
I'étude de Bethune (2015).

Cependant, pour confirmer ces résultats, il sdrdéressant, dans une méme étude, de
comparer des individus vaccinés et infectés etimdigidus vaccinés non infectés. En effet,
ces différences pourraient également étre explgipée 'effet élevage d’origine des brebis.
Dans notre étude, cet effet semble négligeablagpaites brebis du premier élevage (Bovilis
BVD® et contrdle) ont donné des feetus de 1,57 ;28 &g pour une distance atlas — anus de
31,2 +/- 1,9 cm et les feetus des brebis du seclavdge (Mucosiffa® et Bovela®) faisaient
1,64 +/- 0,24 kg pour une distance atlas — anu&lg +/- 2,0 cm.

4.1.2. Sérologie et virologie

A l'exception d'un feetus, tous les foetus prélevessd cette expérimentation étaient
séronégatifs et viropositifs. On retrouve les rigdslde I'expérience de Bethune (2015) avec
la genése de quasiment 100% d’agneaux IPI, siiteoaulation par la souche BDV-6 6390.
En effet, la présence de virus BVDV ou BDV, détecpar RT-PCR, dans le cerveau et le
thymus des fcetus, issus des brebis vaccinées nguera vaccination BVDV, a demi-dose,
ne permet pas de protéger les brebis contre umetioh foetale provoquée par la souche
inoculée. Il serait, toutefois, intéressant d'isoé¢ de séquencer le virus présent dans les
echantillons pour vérifier son caractére infectietgu’il s’agisse bien de la souche inoculée.

La recherche du virus a été effectuée dans le aere¢ le thymus en raison du tropisme
préférentiel des souches de BDV ncp pour le systéaneeux et les tissus lymphoides. Les
résultats sont similaires a ceux observés précéaem(Bethune, 2015), ou le BDV-6 avait
été détecté dans 95% des cerveaux et 100% des shymsufoetus IPI contre seulement 65%
des rates. Les charges virales moyennes, obsdoréese cette étude, étaient respectivement
d’environ 5 et 3,8 Log copies d’ARN pour 100mg, pour le cerveau et lentay (lecture
graphique). Les différences par rapport a nos tasulpeuvent s’expliquer par la
meéthodologie différente utilisée, voir un légeregfivaccination qui limiterait l'infection
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foetale. Cependant nous n’avons pas observé deedifie de charges entre groupes vaccinés
et contréle dans notre étude.

Un des foetus issus d’'une mere vaccinée Bovela®,ggtant & lui, séropositif et négatif en
RT-PCR alors que son jumeau était un IPl. Ce foptésentait également une atrophie
cérébrale qui pourrait étre liee au BDV. En efféettletonet al. (1998) a montré que les
anomalies congénitales du systeme nerveux serdiggg a une inflammation, liée a la
réponse immunitaire. La présence de cette malfeomagt d’anticorps dirigés contre la
protéine NS2-3 dans le sérum de l'agneau témoigdemte infection par le BDV et donc
d’'une absence de protection vaccinale. Ce résstasurprenant compte tenu de l'infection a
52 jours. On pourrait, cependant, envisager qu’§pbBs de gestation une minorité de foetus
serait immunocompétente. Ou alors, ce cas pasicplburrait s’expliquer par une virémie
prolongée chez la mére, jusqu’a 15 jours comme ténsle de Garcia-Péret al. (2009a).

En effet, pour une inoculation a 52 jours de gestaie foetus aurait été en contact avec le
virus a 67 jours de gestation. Or, a 67 jours dsagen, on se trouve dans la période qui
provoque a la fois des infections transitoires et ohfections permanentes en fonction de la
variabilité individuelle de vitesse de développetrdtnsysteme immunitaire.

4.2. Suivi expérimental des brebis

4.2.1. Suivi clinique

L’absence de signes clinigues majeurs, apres Lilaon expérimentale de brebis avec du
BDV, est freqguemment rapportée dans les donnéda ligerature (Andersort al, 1987;
Garcia-Péreet al, 2009a ; Anne, 2012). De plus, pour les souchresileint actuellement sur

le terrain, en France, l'infection transitoire pass plus souvent inapercue sur les adultes. Ce
phénomene est, d'ailleurs, problématique puisqueilpermet pas de repérer les brebis qui
pourraient potentiellement donner naissance a giesaaix IPI. Il n’est donc pas étonnant de
retrouver une absence de signes cliniques suiiaazulation des brebis avec la souche de
BDV-6.

Concernant les températures rectales, une hyperignenodérée est souvent observée dans
les jours suivant I'infection. Garcia-Péretzal, (2009a) ont observe une légére hyperthermie
(< 40,5°C) sur plus de la moitié des brebis, elr&™ et le 12™jour suivant I'inoculation
d’'une souche de BDV-4. Pour la souche BDV-6 639t augmentation de température
significative avait été observée par rapport atebis non infectées (Bethune, 2015). Anne
(2012), quant a elle, n’avait observé aucune diffée de température entre des brebis
infectées avec une souche de BDV-3 et des brelnisnfectées. Dans cette étude, le vaccin
Bovilis BVD® était déja mis a I'épreuve a un qudet dose et une demi dose, mais la encore
pas de difference de température entre les indswaigcinés et les individus non vaccinés.

Ici, il aurait été intéressant de réaliser au mains mesures avant I'inoculation d’épreuve
afin de calculer une moyenne qui aurait servi dmdi de base, comme pour I'analyse
hématologique. Ainsi, I'observation d’'une modificat de température, liee a l'infection,
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aurait été plus facilement interprétable. Cependaiisence de ces mesures n’empéche pas
I'atteinte de I'objectif principal de I'étude quised’observer une différence entre les lots

vaccinés et le lot non vacciné. Il est, donc, diffi de conclure a une quelconque efficacité du

vaccin dans la mesure ou l'augmentation de temp@&rast souvent minime et aléatoire et

que la différence globale entre les groupes n'astgignificative.

4.2.2. Suivi hématologique

Les infections expérimentales par une souche de BDWV montré, a plusieurs reprises,
gu’elles étaient a l'origine d'une diminution du mbre de leucocytes, attribuée a une
diminution du nombre lymphocytes (Hussin & Woldegiwl994; Garcia-Pérez al, 2009b;
Anne, 2012). Cette diminution du nombre de lymphesyermet au virus de contourner la
réponse immunitaire acquise. En effet, les lymptexcyl naifs reconnaissent I'antigene viral
présenté sur le CMH et deviennent alors des lymykecT auxiliaires ou lymphocytes T
CD4+ (LTcps+). Les LTcpa+ Vont alors induire la différenciation des lymphtesy T CD8+
(LTcps+) en lymphocytes T cytotoxiques (CTL) qui vont recaitre des cellules présentant a
leur surface des CMH | associés a des antigenesixviet entrainer leur destruction par
apoptose. Les Ldps+ permettent également la prolifération des lympkesyB et leur
différenciation en plasmocytes, qui seront les abffiers de la réponse immunitaire a
médiation humorale par leur production d’anticorphissin & Woldehiwet, (1994) ont
montré que la diminution du nombre de lymphocytésit diée a une diminution des
lymphocytes LEp4+ entre 3 et 10 jours post inoculation, ce qui pérdienpacter la réponse
a mediation cellulaire et la réponse a médiatiomdnale.

L’intérét du suivi hématologique dans cette étuste @&une part, de confirmer l'infection par
le BDV. La diminution de 32% a 43% selon les graug43% correspondant au groupe
contr6le) du pourcentage de lymphocytes a J3, qq@part a la ligne de base calculée avant
inoculation permet de valider l'infection par le BDCes données sont cohérentes avec la
diminution de 48% observée a J3, pour la soucB@ 68 BDV-6 , lors de I'étude de Bethune
(2015). Néanmoins, la lymphopénie observée dangdééde Bethune s’étend entre 2 et 7
jours apreés l'inoculation alors que dans I'étudéspntée ici, elle s’étend jusqu’a J14 pour le
groupe contrdle.

Le deuxiéme intérét de ce suivi est d’évaluer latgution permise par les différents vaccins
vis-a-vis de la lymphopénie responsable d'une inmdépression. Il semblerait que la
vaccination ne permette pas de contrer la diminuttm nombre de lymphocytes et
notamment son intensité puisque aucune difféerentee ees différents groupes, n'est
observée a J3, au moment ou la diminution estusa phportante. Cependant, la vaccination
permettrait de diminuer la durée de la lymphopéleig,taux de lymphocytes des individus
vaccinés Mucosiffa® ou Bovela®, se rapprochent aldigne de base a J6, les taux des
individus vaccinés Bovilis BVD® a J8 alors que yaphopénie est toujours effective a J14
pour le groupe contrble. Les différences significes respectivement de J6 a J8 et a J7
montrent que le vaccin inactivé (Bovilis BVD®) asibins rapide pour rétablir le taux de
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lymphocytes que les vaccins vivants atténués Mtfe®iet Bovela®. Dans I'étude de Anne
(2012), la vaccination Bovilis BVD®, a quart de dost a demi dose, permettait une
diminution de I'intensité de la lymphopénie, au nemou la diminution était la plus forte (a
J4). Cependant, la souche de BDV-3 utilisée erdgitaime lymphopénie de 66% contre 43%
pour le BDV-6. Au final, suite & la vaccination Blizv BVD®, la lymphopénie était
respectivement de 38% et de 40% dans les étudesBEN\BDV-6.

Garcia-Pérezet al, (2009a) ont observé une diminution du nombre decdcytes,
significative entre 2 et 5 jours, post inoculat@ione souche de BDV-4. Dans notre étude, la
diminution dans le groupe contréle s’étend entet 24 jours au moins (arrét des mesures).
La durée et l'intensité de la leucopénie semblecddépendre de la souche inoculée. Cette
restriction de la lymphopénie permise par la veatddm, bien qu’incompléte, permet de
réduire la période d'immunodépression et donc laéti® de sensibilité aux infections
intercurrentes. Cependant, dans I'étude de RouR92Meyeret al,2012), I'utilisation du
vaccin Mucosiffa® chez les bovins permet de praveralement la diminution du nombre de
leucocytes et de lymphocytes observée chez lesidhudi non vaccinés, suite a I'inoculation
d’épreuve. Cela montre bien que la vaccination #&e@ccin Mucosiffa® n’entraine pas une
protection équivalente chez les bovins et les osameernant I'infection transitoire.

4.2.3. Suivi sérologique

Les sérologies négatives, par ELISA NS2-3 et sérpaksation, des brebis non vaccinées
montrent 'absence d’infection naturelle avantd@ulation épreuve.

Les sérologies post inoculation permettent égaléemaa confirmer [Iefficacité de
inoculation d’épreuve dans la mesure ou toutesheebis non vaccinées des trois lots ont
seéroconverti en ELISA NS2-3 et en séroneutralisadi® la souche NADL du BVDV-1.

D’autre part, la présence d’anticorps neutralisaisbuche NADL du BVDV-1, dans le sérum
des brebis vaccinées, montre la capacité des vemsins a induire une réponse humorale
contre le BVDV-1. La réponse humorale, induite [aavaccination, permet alors la mise en
place d’'une immunité mémoire. Cette immunité perrsaite a I'inoculation de la souche
6390 du BDV-6, une production d’anticorps neutaaisla souche NADL du BVDV-1
d’intensité supérieure comme le montre les résultkt séroneutralisation sur les sérums
prélevés le jour de l'autopsie. L'immunité mémagdermet également la mise en place d’'une
réponse immunitaire plus précoce, suite a l'inciboa En effet, on observe une
séroconversion en anticorps NS2-3 plus rapide Bagsupe vacciné Bovilis BVD®, entre 0
et 14 jours, alors que les brebis, du groupe ctmte&roconvertissent entre 14 et 35 jours.
Bethune (2015) avait trouvé des résultats équitglasec une séroconversion en anticorps
NS2-3 entre 21 et 36 jours apres linfection, suit¢'inoculation du BDV6-6390. Dans
'étude de Garcia-Péregt al, (2009a), la séroconversion a lieu entre 11 ejo8Es suite a
l'inoculation par une souche de BDV-4. La précodi&ccette réponse ne peut étre évaluée,
pour les vaccins vivants atténués, dans la mesurda géroconversion en anticorps NS2-3
était déja effective avant inoculation.
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Cependant, les anticorps NS2-3 ne sont pas deogigineutralisants. En effet, les anticorps
neutralisants sont principalement dirigés contreratéine structurale E2. Au contraire de
NS2-3, E2 est une protéine trés variable au seairpdstivirus.

Dans la mesure ou les brebis ont toutes été vaexiaéec des souches vaccinales de BVDV-
1, il apparait logique qu’a JO on retrouve descamfis neutralisant la souche BVDV-1 NADL
chez les brebis. Concernant la vaccination Bo\BéD®, 112 jours apres la premiére
injection de vaccination, le taux d’anticorps, malisant le BVDV-1 NADL, moyen contenu
dans le sérum des brebis vaccinées, a demi dested’'énviron 8 Log EDsy/mL a 112 jours
post-vaccination dans I'étude de Anne (2012) adprs dans notre étude, le titre moyen était
de 6,1 +/- 3,3 LogEDsy/mL, a 119 jours apres la vaccination. Cette défifiee s’explique par

le fait que deux brebis sur 11 étaient séronégatilers que les 6 brebis de I'étude de 2012
avaient seroconverti. En effet, en enlevant lesxdewebis séronégatives, le taux moyen
remonte a 7,4 +/- 1,4 Led:Ds¢/mL. L'absence d’anticorps neutralisants chez esxdrebis
est difficilement explicable dans la mesure ou timgx d’anticorps observés a J66 sont
équivalents a ceux du reste du groupe. Dans lepgraacciné Mucosiffa®, deux brebis
présentent également des taux d’anticorps newrasisnuls, a JO. Si I'hypothése d’'un échec
de vaccination pourrait étre validée, ici, par taesix observés a J66 et par l'absence
d’anticorps NS2-3 a JO, elle n’expliguerait pasdaoconversion précoce en anticorps NS2-3,
de ces brebis, entre J7 et J14. Dans I'étude d& BRaux, 2009 ; Meyeet al,2012), un taux
d’anticorps neutralisants moyen de 7,9 +/- 0,7 ,L&Dsy/mL suite a la vaccination
Mucosiffa® sur des bovins avait permis une protecticetale parfaite. On peut donc
supposer, dans le cadre de notre étude que ledssbeslant séroconverti, auraient
probablement étaient protégées contre une infettatale par une souche de BVDV-1.

Pour savoir si les vaccins induisent une protectiooisée humorale contre la souche
d’inoculation BDV-6, il est nécessaire de réalides essais de séroneutralisation contre cette
souche. Ce test est en cours de validation, ldadét utilisée de détection classique des
souches ncp ne fonctionnant pas avec le BDV-6. Dattente des résultats, on peut formuler
deux hypothéses. L’'absence de neutralisation dmlghe BDV-6 démontrerait I'absence
d’efficacité de protection (humorale) croisée dascins. En I'absence de séroneutralisation
pour cette souche, une nouvelle étude pourrait réaéisée pour vérifier si 'absence de
protection neutralisante croisée est valable avaotms souches de BDV de génotypes
différents, notamment les souches isolées récemamerifrance. Dans I'hypothése qu’une
réaction croisée existe entre le BVDV-1 et le BDM&réponse en anticorps neutralisant le
BDV-6, produite, aurait été insuffisante pour pgmé les foetus, dans nos conditions
expérimentales.

Dans I'étude de Anne (2015), des séroneutralisataaient également été effectuées contre
une souche de BDV-5 et la souche de BDV-3 de luettoon. De 112 a 140 jours, apreés la
vaccination avec Bovilis BVD®, les taux d’anticorpsutralisants dans le sérum des brebis
vaccinées a demi-dose étaient respectivement ceraptie 5 et 6,5 Leg=Dsy/mL et entre 8
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et 9,5 Log EDs¢/mL pour les génotypes BDV-5 et BDV-3 (lecture drigjue). Cette étude
montre qu’il existe une protection croisée pariedhtre la souche C86 cp de BVDV-1 du
vaccin Bovilis BVD® et les souches de BDV-5 et de\B3 utilisées, entre 112 et 140 jours
apres vaccination, ce qui correspond a la fenéinéedtion de notre étude (119 jours). On
peut voir que les taux d’anticorps sont variablasndgénotype a l'autre avec des taux
relativement plus faibles pour la souche de BDVde gour la souche BDV-3. De plus,
Vantsis et al, (1980a) ont également montré que linoculatiom [z souche de BDV
Moredun entrainait la production d'un taux d’antg® neutralisant la souche BVDV-1
NADL nettement supérieur au taux produit lors deolculation d’'une souche de BDV isolée
sur le terrain. Les protections croisées sont delativement variables d’'une souche a I'autre
de BDV. Il est donc important de vérifier qu’il e bien une protection croisée pour la
souche BDV-6 6390.

Finalement, la relation entre le taux d'anticorpmutnalisants et la protection permise est
soumise a controverse. Howatal. (1989) montre que le taux d’anticorps, lié audfart de
limmunité passive, semble directement liée a latgmtion contre une infection respiratoire
par le BVDV notamment en empéchant la virémie 8ga@pres l'inoculation. Or, on a vu que
la virémie, suite a l'inoculation de pestivirust gansitoire et intermittente. On ne peut donc
par certifier 'absence totale de virémie, en obaetr un seul résultat négatif, 6 jours apres
inoculation.

De plus, aucune donnée actuelle ne permet d’agaatiétre en anticorps neutralisants a une
protection clinique et encore plus a une protectiontre I'infection transplacentaire. Il serait
intéressant de réaliser une étude pour observiereentre la virémie, le taux d’anticorps
neutralisants et la protection foetale. Cependantgponse en anticorps et la virémie sont
fortement dépendants de nombreux autres facteurst@inment des protocoles vaccinaux et
d’inoculation.

Enfin, la réponse en anticorps neutralisants nenped’étudier qu’'une partie de la réponse
immunitaire, la réponse a médiation humorale. Eetefa réponse immunitaire antivirale est
principalement une réponse a meédiation cellulagisaht intervenir les Lymphocytes T
Cytotoxiques (CTL).

4.2.4. Suivi virologique

L’absence de virus dans les prélevements de sanbrdbis, 7 jours avant I'inoculation et le
jour de I'inoculation, montre I'absence de circidatvirale avant inoculation. L'interprétation
des analyses virologiques par RT-PCR, suite adiitation d’épreuve, est une autre maniere
de confirmer l'infection par le BDV. Dans notre @) le virus a été détecté dans tous les
groupes vaccinés et contrdles mais sur des cirgstiqourtes (1 a 2 jours) et avec des charges
variables. En I'état des travaux, il ne sembleypasoir de différences significatives entre les
différents groupes. Ces résultats semblent ausdagies a ceux observes par Bethune (2015)
pour le BDV-6 6390 et dans les mémes conditiongexentales.
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Une comparaison plus fine entre les groupes vasaitde groupe non vacciné permettra
d’évaluer une hypothétique prévention de la virémiéme incompléte, par la vaccination. En
effet, la vaccination avec le vaccin Mucosiffa®gzHes bovins, empéche la mise en place de
la virémie qui est observée chez les génisses moainées entre "8 jour et 14™ jour
apres l'inoculation d’épreuve (Roux, 2009 ; Megeral,2012). Cependant, les résultats des
RT-PCR sur les organes des fcetus ne sont pas e fdwune protection de la virémie par la
vaccination.

4.3. Discussion par rapport a la méthodologie utilisée

En bilan, notre étude indique une absence de pimtefoetale a BDV-6 6390 par les trois
vaccins BVDV testés. Outre les hypotheses biolaggadiscutées plus haut, il faut envisager
les éventuels biais liés a la méthodologie utilisée

4.3.1. Souche

Le but de cette étude était de vérifier la protettcontre linfection transplacentaire et
notamment la genése d’'IPl, permise par la vacadnatitilisée en Aveyron. Or, la souche
6390 de BDV-6, isolée en Aveyron en 2012, est unelse responsable de troubles cliniques
ces derniéres années dans le bassin de RoqueopluB, dans I'étude de Bethune (2015),
cette souche n’entrainait ni avortement, ni madaln utero et était responsable de la
conception de 100% d’agneaux IPI vivants. Or, daresétude de protection foetale, le but est
de comparer le pourcentage de foetus IPI entreol@ogrvacciné et le groupe contrdle. Dans
ce cas, les avortons ou les feetus morts ne peteminér dans la comparaison et réduisent les
effectifs. L'utilisation de la souche BDV-6 6390 iqairculait en Aveyron récemment,
permettait donc une vérification optimale de latpction foetale.

La souche de BDV-3 (ENVT-10405) étudiée dans I'étdd Bethune (2015) aurait également
pu étre utilisée. En effet, elle a récemment akéesdans le bassin de Roquefort et a permis
la conception de 100% de feetus IPI sans mortali@vortement mais les pourcentages de
tissus foetaux infectés étaient supérieurs powudate de BDV-6.

4.3.2. Voie et dose

On peut également essayer d’expliquer I'échec mat@ar la voie et la dose d’inoculation.
L'inoculation d'épreuve a été effectuée avec ungedafectieuse de 2.1@ICCs par brebis,
injectée par voie intramusculaire. Le choix de m#qrole d’'infection repose sur les résultats
obtenus lors d'études antérieures, des doses 62 RICCs, par brebis et de 2DICCs, par
brebis, en intramusculaire, avaient respectiveng@tutilisées par Bethune (2015) et par
Garcia-Péreet al. (2009a). Ces doses avaient entrainé, sur desshgebtantes, une infection
permettant la naissance d’agneaux IPl. Ce protoétdit donc adapté a I'étude de la
protection foetale. De plus, l'utilisation du mémmotpcole que pour I'étude de Bethune
(2015) nous permettait de comparer les deux étutlastant plus que la souche de BDV-6
6390 était utilisée dans les deux études.
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Cependant, ce mode d’infection ne refléte par foerdt le mode d’infection naturelle. En
effet, la dose minimale infectieuse en conditioatirelles est inconnue et la voie d'infection
naturelle est la voie intra-nasale. On peut alonstée I'hypothése que la voie et/ou la dose
utilisées aient entrainé une virémie plus impodamte celle observée dans les conditions
naturelles. La capacité des anticorps neutralissenait alors saturée, ce qui empécherait la
protection vaccinale. D’aprés Richardsatral. (1976), la dose de I'inoculum est directement
reliée a la sévérité de la maladie. D’autre paansdles études antérieures sur le BDV, des
charges de 2.f0DICCsy en sous-cutanée (Nettletat al, 1992) jusqu’a 1D DICCs en
intramusculaire (Garcia-Péretal, 2009a) avaient permis la naissance d’agneaux IPI.

Dans plusieurs études, la virémie semble dépendinia dose administrée. Il serait alors
intéressant de comparer la virémie induite paédiffites charges en condition expérimentale,
a la virémie induite par une infection naturelleupse rapprocher le plus possible des
conditions de terrain. De plus, le virus circulenslde sang, sous forme libre ou sous forme
intracellulaire. La capacité du virus a infecterféetus pourrait dépendre de la fraction de
virus libre. Pour cela, il serait intéressant denparer les virémies sur sang total et sur
plasma.

Concernant la voie d’'inoculation, Nettletehal, (1992) ont montré I'absence de différence
significative dans I'expression des signes clingjeatre une inoculation par injection sous
cutanée et une inoculation par voie naturelle (sremise en présence d’agneaux IPI). De
plus, la voie parentérale a été mise en cause lgansergence de la maladie de la frontiére
suite a l'injection de vaccins contaminés par leMBINéanmoins, une absence de virémie
avait été détectée suite a I'inoculation d’une ddseBDV-3 & 5.19DICCs en intra-nasale
(Anne, 2012) alors qu’une virémie avait été déestdr 5 brebis sur 8 apres I'inoculation de
la méme souche en intramusculaire & 2.D0CCs, (Bethune, 2015). L& encore, une
comparaison de la virémie induite par différentees, en conditions expérimentales, et de la
virémie observée en conditions naturelles, pouétad intéressante pour les futures études.

Pour se rapprocher des conditions naturellesgkitidn aurait également pu étre effectuée par
un contact avec un individu IPI, entre 50 et 60gale gestation (Nettletat al, 1992). Dans
cette étude, les brebis mises en présence d’agri®awentre 50 et 60 jours de gestation,
avaient donné naissance a des agneaux IPI.

4.3.3. Période d’inoculation

L'objectif de I'étude était de montrer une évenligirotection contre l'infection fcetale et,
plus particuliéerement, une protection qui empédhésiagenése d’agneaux IPI. Il était donc
important d’'inoculer le virus a une période de éstgtion, pendant laquelle la mise en place
de l'infection permanente était possible. Une ititecentre 15 et 60 jours permet la mise en
place de l'infection permanente chez les feetuspér@ode entre 60 et 85 est une période de
transition durant laquelle I'infection peut restemnsitoire ou devenir permanente en fonction
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de la variabilité individuelle de la vitesse de el@ppement du systeme immunitaire du fcetus.
La encore, des études antérieures ont permis ddrenagque des infections a 52 jours
(Terpstra, 1981; Bethune, 2015), a 55 jours (Gdréiezet al, 2009a) et entre 50 et 54 jours
(Nettletonet al, 1992) de gestation permettaient la formation wésayx 1PI.

D’autre part, la réponse en anticorps neutralisgmsouches BDV-3 et BDV-5 est maximale
entre 28 et 140 jours apres la premiere inject@watcination Bovilis BVD® (Anne, 2012).
Suite a une infection par le BDV, la viréemie chezlrebis peut durer jusqu'a 15 jours
(Garcia-Pérezet al, 2009a). En inoculant 119 jours aprés la premigjection de
vaccination, la période de virémie hypothétiqudadierebis, qui s’étendait de 119 jours a 134
jours, était bien incluse dans la période de ptimecmaximale. La fenétre d’infection
transplacentaire entrainant la naissance d’IPitse gntre 15 et 85 jours de gestation. Sur le
terrain, l'infection pouvant intervenir & tout mombge il faut donc avoir une protection
maximale pendant les 85 premiers jours de la gesta®our cela, la vaccination, entre 28 et
55 jours avant I'lA, permet d'inclure la périoderidque dans la période de protection
maximale.

4.4. Discussion et perspectives sur la vaccination BDV

4.4.1. Vaccins

Les vaccins utilisés sont des vaccins commercaligéur la protection des bovins, contre le
BVDV. Actuellement en France, il n'existe pas deaia contenant des souches de BDV. Les
trois vaccins posseédent une indication pour la gméen de l'infection transplacentaire du
virus. La maladie de la frontiére, chez les oves, majoritairement liee au BDV mais peut
egalement étre liée au BVDV. En 1997, Vilcekakta mis en évidence 13 BVDV-1 et 4
BVDV-2 parmi 42 pestivirus, isolés sur des petitsninants. Cependant, les souches
circulant, aujourd’hui, en France, sont principademindes souches de BDV avec les génotypes
BDV-3 et BDV-6 dans le bassin de Roquefort et leaf¢pe BDV-4 au Pays basque.

L’objectif de I'étude était de mettre en évidence protection croisée entre les souches de
BVDV présentes dans les vaccins et les souchesDd¢ i8sponsables de la maladie. Des
essais d'immunisation des brebis avaient déja &é&moeuvre en 1980(a), par Vantsialet
Dans cette étude, des brebis, qui avaient subipisode de la maladie de la frontiere,
certaines expérimentalement avec la souche de BOkedlin, et d’autres naturellement avec
une souche de BDV, lors d’'une épizootie en Ecosese,été inoculées avec la souche
homologue et la souche hétérologue. L'inoculativacala souche homologue entrainait la
naissance de 100% d’agneaux normaux pour les deukhes. Alors que les brebis,
inoculées avec la souche hétérologue, donnaiepecgement naissance a 92% et 50%
d’agneaux anormaux pour les souches de BDV Moretlisolée du terrain. La conclusion de
cette étude portait sur 'importance d’intégrergpdurs souches différentes de virus dans les
vaccins pour assurer une bonne protection. Cepgnldaqualification des agneaux comme
« normaux » reposait uniquement sur des criteresjakes, or les individus IPI peuvent tout a
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fait étre cliniguement normaux et pour autant &rémiques ou séropositifs. De plus, la
souche Moredun utilisée était une souche cp quipeat donc pas passer la barriére
transplacentaire.

Parmi les trois vaccins utilisés, deux vaccingeétades vaccins vivants modifiés et un vaccin
était inactivé. On aurait pu s’attendre a obsenrer réponse immunitaire moins importante
notamment des taux d’anticorps neutralisants pailles lors de la vaccination avec le
Bovilis BVD®. En effet, les vaccins inactivés, neuvant se multiplier dans I'organisme,
sont souvent a l'origine de réponses moins intemems rapides et plus courtes. Or, aucune
différence, dans la quantité d’anticorps neutralisgroduite, n’a été observée entre les deux
types de vaccins. La rapidité et la durabilité @edponse n’ont pas été explorées, dans cette
étude. Vantsis al. (1980b) avait également mis en évidence une abs#mdifférence dans

la quantité d’anticorps produite entre deux préjama vaccinales inactivées et une
préparation vaccinale vivante. La seule différesigaificative observée, entre les deux types
de vaccins, concerne la prévention de la lympha&péii tous les vaccins semblent diminuer
la durée de cette derniére, le vaccin Bovilis BVEB& moins efficace avec un retour a la
normale constaté 8 jours apres I'inoculation coBtjeurs pour les vaccins vivants modifiés.
Il serait également intéressant de comparer lesnwas des brebis pour ces deux types de
vaccins méme si les charges virales dans les sghetefcetus sont équivalentes.

4.4.2. Protocole vaccinal

Le protocole vaccinal consistait a vacciner lesbisreavec la moitié de la dose bovine
recommandée dans ’AMM, 91 jours avant I'inoculataiépreuve. Le choix d’une demi-dose
reposait sur les modalités pratiques d’utilisagan le terrain mais pourrait étre a l'origine de
la mise en place d’'une réponse immunitaire insarfis. En effet, des études antérieures ont
mis en évidence des différences dans la réponseimiteire en fonction de la dose de vaccin
administrée. L’étude de Anne (2012) montre des tarticorps neutralisant les génotypes
BVDV-1, BDV-3 et BDV-6 plus faibles et moins durabkl dans le temps, en utilisant le
vaccin Bovilis BVD® a quart de dose plutét qu'a defuose. Le taux d’anticorps neutralisants
produit est également affecté par la dilution d’pnéparation vaccinale par 3, 10, 33 et 100,
dans I'étude de Vantset al, (1980b). Si, la vaccination a demi-dose semblpagepermettre

la protection fcetale, il serait intéressant de aodpire le méme type d’expérience avec les
doses recommandées par le fabricant. Dans I'hypetlgue les doses recommandées
permettent une protection foetale, il sera nécessigr réévaluer I'aspect rentabilité de la
vaccination dans les élevages ovins.

De méme, il est possible que I'immunité induitg@Irs apres la vaccination soit insuffisante.
Une étude (Anne, 2012) a montré que la réponsatrogs neutralisant le BDV (génotype
3 et 5), suite a la vaccination Bovilis BVD®, étadnsitoire, entre 3 et 6 mois, contrairement
a la capacité de neutralisation du BVDV-1 (soucl#DN). Cependant, comme on a pu le
voir dans la discussion concernant la période dlitettion, une premiére injection de Bovilis
BVD® 67 jours avant I'insémination et une inocubatia 52 jours de gestation permettent
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d’inclure la période a risque dans la période aslpction d’anticorps neutralisants maximale
pour les souches BDV-5 et BDV-3. Cette concordamsée a étre étudiée pour la souche de
BDV-6 et pour les vaccins vivants atténués.
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CONCLUSION

Cette étude avait pour but d’évaluer la protectiortale permise par les vaccins BVD, a
AMM pour les bovins, chez les ovins. Les vaccingants atténués Mucosiffa® et Bovela®
ainsi que le vaccin inactivés Bovilis BVD® n’ont p@ermis, dans notre modéle d’étude,
cette protection. En effet, la quasi-totalité destus issus des meres vaccinées était des IPI.
Plusieurs hypotheses peuvent expliquer cet eéchmxnzd.

La principale hypothése est I'absence de protectimisée entre les souches de BVDV
contenues dans les vaccins et la souche de BDWlg®cPour cela, des séroneutralisations
de la souche inoculée devront étre effectuées susérum des brebis, prélevé avant
inoculation.

La seconde hypothése concerne la dose vaccindiltatiLa demi-dose n’est pas la dose
recommandée par le fabricant. La dose compléte rgibupermettre la protection
transplacentaire recherchée dans cette étude. Gamenda question de la rentabilité d’'une
vaccination a dose entiere se pose chez les ovins.

Enfin, la derniere hypothese repose sur une métbgigod’inoculation non adaptée. La voie
et la dose d’inoculation ne représentent pas leslitons naturelles. Pour se rapprocher de
ces conditions, des études devront étre réaliseées iudier différentes voies et différentes
doses par rapport a une infection naturelle. Urieeaaossibilité est de réaliser I'infection par
contact avec un individu IPI, plutét que par in@tidn.

La lutte contre la maladie de la frontiére est ujetsencore peu documenté. Il est important
d’explorer les difféerentes hypotheéses émises, ssdle avant de déconseiller la vaccination
dans les élevages. La détection des animaux IRégarrain étant difficile, il convient d’axer
les mesures de lutte sur le dépistage et la bios&cu
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Annexe 1 : Lots expérimentaux

Lot 1 : Vaccin Mucosiffa®

Lot 2: Vaccin

Vaccinées Non vaccinées
119 197
196 781
235 890
346 2296
528 7204
933 9168
2159
3106
3116
4160
5120

Bovela®

Vaccinées Non vaccinées
0139 0104
249 0155
262 182
404 880
445 976
535 1177
939
1105
4129
5124
4495

Lot 3: vaccin Bovilis BVD®

Vaccinées Non vaccinées
019 046
180 172
251 312
334 943
367 2107
391 3216
997 4112
1173
3255
5255
9198
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Annexe 2 : Calendrier des préléevements

Date Jour Evénement Sérologie | Hématologie | PCR sang | Ecouvillons nasaux
06/06/2016 J-119 Vaccination X
04/07/2016 J-91 Vaccination X
18/07/2016 J-77 X
25/07/2016 J-70 X
03/08/2016 J-61 X
12/08/2016 J-52 1A X X
02/09/2016 J-31 X
21/09/2016 J-12 Arrivée ENVT X
26/09/2016 J-7 X
30/09/2016 J-3 X
02/10/2016 J-1 X
03/10/2016 Jo Inoculation X X X X
04/10/2016 J1 X X
05/10/2016 J2 X X X
06/10/2016 J3 X X
07/10/2016 J4 X X X
08/10/2016 J5 X
09/10/2016 J6 X X X
10/10/2016 17 X X X
11/10/2016 J8 X X X
12/10/2016 J9 X
13/10/2016 J10 X X
14/10/2016 J11 X
15/10/2016 J12 X
17/10/2016 114 X X X
24/10/2016 21 X
31/10/2016 128 X
07/11/2016 J35 X
14/11/2016 142 X
28/11/2016 J56 X
07/12/2016 165 Autopsie Loge 1 X X
08/12/2016 J66 Autopsie Loge 2 X X
10/12/2016 170 Autopsie Loge 3 X X
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Annexe 3 : Protocole kit ELISA ID Screen® BVD p80 Antibody One-Step

Mode opératoire
Ramener tous les réactifs a température ambiatf€ (2/- 5°C) avant I'emploi et les
homogénéiser par retournement ou au Vortex.
Sérums Individuels et mélanges
1) Distribuer :
- 50 pL deContrdle Positif dans les cupules Al et B1
- 50 pL deControle Négatif dans les cupules C1 et D1
- 50 uL de chaque échantillon a tester dans les espabtantes.
La réaction commence seulement lorsque le conjagudistribué dans les cupules.
2) Préparer leConjugué 1X en diluant leConjugué 10X au 1/16™ en Tampon de
dilution 4.
3) Distribuer 100 pL d€onjugué antigene-p80-125-HRP 1Xlans chaque cupule.
4) Incuber60 min +/- 4 mina 21°C (+/- 5°C).
5) Vider les plaques. Laver 5 fois chaque cupule amdron 400 pL deSolution de
lavage Eviter le desséchement des cupules entre legdavaépres le dernier lavage,
il est recommandé de vider la plague par retourméretede sécher les puits en tapant
la plaque sur un papier absorbant ou sur un liege s
6) Distribuer 100 pL dé&olution de révélationdans chaque cupule.
7) Incuberl5 min +/- 2 mina 21°C (+/- 5°C) a I'obscurité.
8) Distribuer 100 pL d&olution d’arrét dans chaque cupule pour arréter la réaction.
9) Mesurer et enregistrer les densités optiques a#b0
Validation
Le test est validé si :
- La valeur moyenne de densité optigue des Contrblégatifs (DQy) est
supérieure a 0,7DO¢y > 0,7
- La valeur moyenne de densité optique de I'échantitle contrdle positif (D&
est inférieur & 30% du DK : DOcp / DOcy < 0,3
Interprétation
Pour chaque échantillon calculer le pourcentageodepétition (S/N%)
SIN% = (DQchantiIIon/ DOCN) x 100
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Annexe 4 : Protocole d’extraction de 'ARN du sang a partirdu kit NucleoSpin RNA
blood® (Macherey-Nagel)

RNA isolation from 200 pL blood

1) Lyse blood

- Provide200 pL whole bloodin a collection tube (2 mL, with lid)

- Add 200 pL Lysis Buffer DL to the tube and close the lid. Mix. If necessahgrtly spin to clean
the lid.

- Add5 pL Liquid Proteinase K and close the lid.

- Incubate3-5 min at room temperature (18-25°C) vigorously shaking the tube on a shdkag.,
Eppendorf Thermoshaker, 1,400 rpm)

- Centrifuge briefly to clean the lid-(1 s at ~ 2,000 x)g Short spin only!

2) Adjust RNA binding conditions
- Add 200 pL 70% ethanolto the tube and mix vigorously.
Note: It is important thoroughly mix the ethanol wiltle lysate. Recommended: Place tubes in a rackliditelose the rack
lid and strongly shake the assembly. Alternativeigette the solution up and down ~ 5 times.
- Centrifuge briefly to clean the lid-(1 s at ~ 2,000 x)g Short spin only!

3) Bind RNA
- Adjust pipette td510 pL and transfer lysate intoMucleoSpin® RNA Blood Columnplaced in a
collection tube.
Note: Do not pipette more than 610 pL into the smlumn, this will cause the column to overflow! Avfirmation of foam
and aerosols! Avoid wetting the rim (edge) of thieirmm.
- Centrifuge30 s at 11,000 x gdiscard flow-through and collection tube. Plaoe tolumn in a new
collection tube (2 mL).

4) Desalt silica membrane
- Add 350 pL MDB (membrane Desalting Buffer) onto the column anurifeige 30 sat 11,000 x g.
Note: after centrifugation, the column can remairthe collection tube including the flow-through!erflow-through might
be slightly brown. The flow-through can remain ie thbe without disturbing DNA digestion.

5) Digest DNA
- Add 95 pL rDNA onto the column. Incubate @tom temperature for 15 min.
Note: centrifugation after incubation is not necegsa

6) Wash and dry silica membrane
Add 200pL Buffer RB2 to the NucleoSpin® RNA Blood Column. Centrifuge 80 s at 11,000 x g
Discard flow-through and collection tube and pl#ecolumn into a new collection tube (2 mL).
Buffer RB2 will inactivate the rDNase.

ZRTER: Add 600 pL Buffer RB3 to the NucleoSpin® RNA Blood Column. Centrifuge 8 s at 11,000 x g
Discard flow-through and collection tube and pl&we column into a new collection tube (2 mL; pradj.

Note: make sure that residual buffer from the presisteps is washed away with Buffer RB3, especfaiheilysate has
been in contact with the inner rim of the columnidgdoading of the lysate onto the column. Foraiéfit washing of the
inner rim flush it with Buffer RB3.

RN Add 250 pL Buffer RB3 to the NucleoSpin® RNA Blood Column. Centrifuge fomin at 11,000 x
g. in this step, ethanol is removed from the column.
Place the column into a nuclease-free collectidet(l,5 mL) and discard the collection tube with flow-

through from the previous step.
If for any reason the liquid level in the collectidube has reached the NucleoSpin® Blood Column afatrifugation,
discard flow-through, and centrifuge again.

7) Elute RNA

Add 60uL RNase-free HO onto the column and centrifu@® s at 11,000 x gThe RNA is eluted into the
collection tube.
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Annexe 5 : Protocole d’extraction de '’ARN des tissus a pdir du kit RNeasy Mini

Kit® (Qiagen)

10.

1.

12.

Add 1 volume of 70% ethancl* to the cleared lysate, and mix immediately by
pipetting. Do not centrifuge. Proceed immediately fo step 6.

Mote: Tha volume of lysate may be less than 350 pl or 600 pl due o loss during
homogenization and cenfrifugation In steps 3 and 4.

Mote: Precipifafes may be visible afier addition of efhancl. This does not affect the
procedure.

Transfer up to 700 pl of the sample, including any precipitate that may have
formed, fo an RNeasy spin column placed in o 2 mi collection tube (supplied). Close
the lid gently, and centrifuge for 15 s at =8000 x g [=10,000 rpm). Discard the
flow-through.*

Reuse the collection fube in step 7.

If the somple volume exceeds 700 i, centrifuge successive aliguots In the same
RMaasy spin column. Discord fhe flow-fhrough ofter each cenfrifugation. '
Optional: If performing optional cn-column DNase digestion (see *Eliminating
genomic DMA contamination”, page 21), follow steps D'1-D4 [page 67) affer
performing this siep.

Add 700 pl Buffer RW1 to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and
centrifuge for 15 s at =8000 x g (= 10,000 rpm| to wash the spin column membrane.
Discard the flow-through.*

Reuse fhe collaction tube In step 8.

Mote: After cenfrifugation, corefully remove fhe RNeosy spin column from the
collaction fube so that fhe column does not confoct the lowshrough. Be sure o
empty fe collection tube completely.

Skip this step if performing opfional oncolumn DMase digestion [page &7).

Add 500 pl Buffer RPE to the RNecasy spin column. Close the lid gently, and
centrifuge for 15 s at =8000 x g (=10,000 rpm| to wash the spin column membrone.
Discard the flow-through.

Reuse fhe collaction fube In step 9.

Mote: Buffer RPE Is supplied as a concenirate. Ensura that athanol s added fo
Buffer RPE before use [see "Things to do bafore starting”).

Add 500 pl Buffer RPE to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and
centrifuge for 2 min ot =8000 x g {=10,000 rpm) fo wash the spin column membrane.
The lang cenirifugoiion dries the spin colemn membrane, ensuring that no ethanol
is corrled over during RMNA eluion. Residual ethancl may interfere with
downsiream reachions.

Mote: Alfter cenfrifugation, carefully remove the RMeasy spin column from the
collection tube so fhat the column does not contact the ow-through. Otherwise,
carryover of ethanol will occur.

Optionak Place the RNeasy spin column in o new 2 ml collection tube (supplied),
and discard the old collection tube with the flow-through. Close the lid gently, and
centrifuge ot full speed for 1 min.

Perform fhis sfep fo efiminate any possible corryover of Buffer RPE, or If residual
flow-through remains on the outside of the RMeasy spin column after step 9.
Place the RNeasy spin column in a new 1.5 ml collection tube (supplied). Add
30-50 pl RNase-free water directly to the spin column membrane. Close the fid
gently. and centrifuge for 1 min at =8000 x g (=10,000 rpm) to elute the RNA.
if the expected RNA yield is =30 pg, repeat step 11 using another 30-50 pl RNase-
free water, or using the eluate from step 11 (if high RMA concentrafion is required).
Reuse the collection tube from step 11.

if using the elvate from step 11, the RNA yield will be 15-30% less than that
obioined using o second volume of Rbosefee water, but he fnal RNA
concenfration will be higher.
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Annexe 6: Protocole RT-PCR en temps réel a partir du kit IDGene® BVD/BD Triplex

Informations générales

= Caractéristiques
Le Kit ID Gene™ BVINED Triplex (IDEVD) est un kil de détection par RT-PCR en temps réel qui permel d'amplifier une sequence cible du
penome des Virus de ta Diarhée Virale Bovios (BYD) of Border Disease (BOY

Il 5°agit d'un Systéme tripbex qualitatif qui permet, pour chaque dchantillan, 'amplificalion simulianée de TARN des vines BVD a1 B0, d'un iemain
inberne andagéna et d'un bamodin irlerne exegéne

Le kit IDBVD confient las temains posiifs cible (TRPC-BVD) et non clble exegéna (NTPC-BVD) gis doivent #lra extrails de |3 méme maniare gis
les échantilions. s parmaettent ainsi d'évaluer 'eflicacilé de |'extraction el de détacter la presence d'inhibdeurs de la PCR.

Lin témain positif cible adapté aux échantillons de biopasies aurculaires (TPC-EN-BVD) esl disponible, contacter gensbcsfid-vel com pour ples
dinfomations

Ce kit est utilisable sur sérum, sang total prélevd sur EDTA, lai e sur échantiions solides tefs gue led rales el biopsies auriculaires de ruminants,
fesbés individueliement ou en mélange.

= Composition du kit et conditions de stockage
La kit IDBVD contiend les réactifs présantés dans e 1ableau cl-dessous.

Référence Com posarit Valume Description
Sang total positif BYD yophifisé ef calibré enire 10 el 100 fois 1a limite
: LLIT] de difection de |3 méthode (LDy)
HEEEVD T=moiFiasbie Glo 1 Nacan Pastle Wophilisée & reprendre dans 6§50 pl d'esu distillée ou
Muclease-raa.
Souche virale non pathopéna inactivee.
2200 g
NTPC-BVD Tdmchm{::rtrann 1 Racen Pastile |yophiisie & reprendre dans 2200 pl d'eau disilés o
Nuclease-free
Miia S AP Mélange Riactennel somenant la Reverse Transcoptese, la Tag
ARM-EVD d,iﬂ;ﬂmmhm'?“'" 1/ 2 tbea Polymérase el las aligonuciotides pour le détection das vires BVDABD

(bauchan blanc) alnsd que les témolns posilids non cibles andogéns o sxogens,

Tous ces composonts sont & conserver 4 S -16°C_ || est recommandi de praparer des aliquotes (minimum 100 ) afin de reaspecter 3 cycles
de décongéhation masimum.

= Matériel necessaire mais non fowmni dans le kit
Le maénal ulilise dod &re da qualité adaptée & la bictogie mofecula.

Instrument d'amplification ;

Thermocyeleur Temps Réel parmetiant de lire les longueurs d'ondes suivantes | 525 nm (FAM), 543 nm (Yakima Yelow, idem VIC} ¢1 B30 nm
(Cya)

Exemples de thermocyclaurs compatibles | CF 86, Chromod Biarad, LC480 |, LC480 I, LC9E Roche, 7500 AB, Rotorgen Qiagen, Veuillez nous
contacter pour Mdilisafion d'aulres thermacycieurs.

Consemmables :
Pipettes da pracision capables de débyrer des velumes de 1 il & 1000 |l evec painles Nuclease-free  fillres
Tubes 1,5 ml

Plagues PCR 96 puits, bamattes ou microfubes PCR de qualilé oplique compatibles avec |s themmocychaur ulilisé et fims adhésils
ou bauchons adaplés y

Reactifs -
Eau disiillée ou Nuclease-fres

Remargues et précautions d'emploi
Le matériel utilisé contenant mains de 0 13% da subsiances dangereuses ou cancénigenes, bes fiches de donndes de sdourilé (FOS) ne sont pas
axgées. Copandant, il est recommandé de prendre e précautions eppropriées aves tout produll bicchimique & de porer des équipemants
adaplés,

Contrbles d'extraction et d'amplification
=  Témoins positifs
Le kil d'armpification |DEVD contiend o5 témoins posiifs suivants:
- Témoin Positif Non Cible exogine (NTPC-BVD) :
Il 5'agit d'une sowche virale nen pathogbne, nactivie, faisaent office de mime de la cble.

Ce témain permet d'évaluer Iefficaciié de ('exiraction d'un échantillon et de metire en évidence la présenca dinhibiteurs de Fétaps d'amglification
Il est ajoutd 3 tows les éshantillons, y compris les Wmoins, avant exiraction.
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- Témobn Positif Ciblg (TPC-BYD) :

Il s'agit d'un échantiscn positd comenant la cible, calibre entre 10 al 100 fois |2 limite de désection de la mélhade
Il permet de valider Pextraction e Famplificalion de la cible

Ce térnoin est préparé et extrait de |a méme maniére que les eshantillons 4 tester,

- Témain Positil Mon Cible endogéne (NTPCen) ©
G témoin a3 présent de maniére constifutiovnnallie dans les caliules de 'echantilion teste. || permet da valider |a kyse callulaire & Famplfication du
géne nan cible. || permel egalement de vasder |a présance de colules ef donne une indealion sur I'détal du prébévemant.

e Témoins négatifs

1l @zl recommaends d'inclure les iemains negatits suvanls -

- Témoin négatif d'gxtraction (NEC)

1l a5t conselié d'inciure un 1#mein négatifl d'extraction NEC a chague cycle danalyze.

Ca timein est préparé et extrait de la méme manitre que les éshantillans 4 tester mals il ne contient pas d'échantilion. Le volume oceupé
panr |'échantifion peut atre ramglaceé par une madrice negative ou de l'eau Nuclease-fres

=T iny ngatif o ification [NAC

Ca témain corespond au depdl de 8 pi de mélange reactionnel d'ampification (ARM-B8VD) & 2 ou § pl deau Nuclease-free, || #slincius dans
chague cycie d'analyse ot permet de conlrdier Fabsence de confamnant agrosal.

Mode opératoire
- Extraction de I'ARMN viral

L'&RMN vira dail &lre exirait des échantilons avant o étre amplfié par RT-PCR en lamgs ndal
Pour cels, IDVe! Genetics recommands, & choix, una gamma de kits dexiraclion validés selon la nome MF U47-600

Description - _Nom duprodwit Code produit —
e T T 1D Gens ™ Mag Universal Extraction Kil MAGTERMAG 384

Sysieme dextraction an billes magnetiques D Gene ™ Mag Fast Extraction Kit MAGEASTIED

Systamae dexfrachion an colonnes 10 Gene™ Spin Universal Extracton Kt SPINSWEPINZ50

Sysléma de fyse direcie pour hiopsies sirfculaines 10 Gena™ Direct lysis of Ear Motch Samples EMEZPREP

Note | Veuller noud consiilar si d'autres sysiémes d'exiraction non validds sedon [a narma NF U47-800 sonf uiiiséds,

= Extraction des témoins N

Les volumas de prise d'essal pour lextraction des lemoing sont déernils dans le tablesu ci-dessous.

Impertant : - Les volumes indiqués sont valables guel que soit ko systéma d'edraction utilise.
- Les Hmoins deivent $ire extraits an méme temps que loe fohantillons & tester,

Thmats Voluda
TPC-ave 50 4l
NTPC-BVD 20 i & ajouter au TPC-BVD, au NEC et 4 chague achantlllon

Mote © Si fe MEC aaf prépard vec une matfce mégotive sofde nécessdant un prfraifement, se mpmter @ [ nofice du kit d'exiEction
corespondant pour ke préparalion de o Mo

= Priparation de la réaction d"amphification par RT-PCR en temps réel -
1 I:-‘rrd:pgrqlr un plan d'analyse des échantilons ol contribes, on prenant soin 5 possibie d'éloigner | contrile poesitd (TPC-BVO) des aulres
échantillans.
7 Décongeler |& ka IDBVD iéalement & +5°C (+/- 3°C) (portewr adaplé réffigéré ou autra). ou & lempevature amiiants (#21%C £ 5°C) =il w5
udilisé des gue la décongélalion est complate.
3. Homogénsizar le lwbe ARM-BVD {vonlex) el le centrifuger bisévemanl
Disdribuer 8 yl d'ARM-BWVD par puits {barmalie cu mictoplaque adaptée au themocyclaur utilise)
Ajoutar dans le mix réacionnel® @
=2 0ia 5 pl d'ARN exirail de chagque échaniillon a analyser
-2 oub pl dARN exirait de TPC-BVD
= 2 ou § pl d'extrail de NEC
- 2 au 5 pl d'eau Muclease-tree (NAC)
* Possibilité de choisir le volume de prise d'essal @ 2 pl ou 5 ul.
6. Couvrir fa plaque ou les barreltes avec un film adhésif ou des bouchons adaptéa.

o b

*  Pragrammatian de la phase d'amplifieation

1. Programmer sur e thermocycleus (3 lecture das déteclaurs sulvants pour chazun des puils 4 enalyser

Cibla Fluorophare A (i) Quanaher
BVD | FaM 495598 o Bucsescant
NTPC Cys G49 non fuorescent
NTPCan | VIC f Yakima Yaliow: A76-548 non fluorescent (compatitle VICHEX)

Mots : Pour les apparsils nécesaitant whe référence imteme, i milangs reaetiaansl dampliication IDBVD contism dy ROX,
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2 Choisir parmi les 2 programmes d'amplification validés par ICwel Gengelics
= Un programme classigue qui permel de naaliser les PCR de diférenis fournisseurs lors d'one meéme: séance
- Un programme rapide

Las atapes pouwr chague programime sont décrilas dans le iableau c-dassous

Programme d'amplification Programme d'amplification
Einnabgrs _ _fapide Nowhre de cycles
(1) Reversa transcrigtion 10 min 45°C 10 min 45°C 1
{2) Activation de la polyrmmérase 10 min & B5°C 2 min &85°C 1
15 secondes 95°C 10 secondes §5°C
Dénaturation de 'ADN / Elongation - 40
i 60 sacondes 60°C 30 secondes 60°C*

Mate | La lectire de fa Quomscence es! faife 3 fa fin de fa phase dédlangation & §0°C

3. Selectionnar un volume final de 10 ou 13 ul par PCR.
81 différents volmes sanl cormbings lors d'une méme seance, indiquer au thermocyclaur ke plus grand volume de la plagque

4. Placer fa plague dans ks thermocyciewr el lancer be programme.

Validation et interprétation des résultats

=  Validation de I'essaj

Liinterprétation des nasultats st faite swr la valeour das Cg de chague échantillon obienue pour chacun des détectaura.
L best esi vabdé solon les critéres suivants | sl 'un des oritbres n'est pes accepté, lanalyse ne peul pas étre interpréfte de manigne fable.

Témain Resultat attendu Critére d'accaptabilitd
Eo rdférer & la valeur de Cg donnee dane.

Tre-evD | BN la fiche de contrile qualild du kot corespondan
NTPC-BVD | Détectd dans chague échanillon en Cy§ + 3 Cq par rappoan & s valeur de Cq du NEC
NTPCan Deétecté dans chague échanlillon en VIC Présence d'une courbe caractristique

+ 3 Cq par rappon & la valeur da Cn donnés dans

DN M Gy aci eyt i By i Ia ficha de contrile qualité du lot correapandant

NEC ;
Delecit en CyoetViC 3 ".r'l_:“unn dine mutrice Présance d'una courbe caractéristigus
MNAC Avipuns détecdion Absence tetale de courbe caractbnsbgis

Bloie | Le TPC-BWE0 peul dive wilsd comme sevimele du labomioire car ¥ 5'agil o wi fdeoin calibng an fmile de délecion.

* _ Propesition d'interprétation des résultats
Pour chague échantdon analysa, les résulisls peuvent étre interpréatés selon les propositions suvantes ©

Echantillon  Signal BYD Signal NTRC-BVD interpritation
P T s Anirmal posiil en BVD ou BD
Blteda Detecis X ”""_"*w Confirmation du statut IP] aprés reconiréle au bout de 3 samaines
Indlividuel Mon détects Ry ctm il i) Réactian PCF inhibde
3 Cq pecint > Gt +3
hlor detests Délecls Anwrial nagatd en BYD ou B0 =
Bocha ddtact Au maoing 1 anmal du melange esf posifil en BVD ou BD
i Eolocn b S0 HNécessité de tester dans un second temps chagqua animal individusitamant.
Mélange ] Non detects ou S i
: hon detactd G0 b e > Bl 3 Réaction POR inhinés
hlon detects Datecia Malange d'animaus négatits
Echantilans non valides:

-5i le NTPCen n'est pas détecté, un probléme est Survenu lors du dépal ou de Fexiraction de echantillon. Dans ca cas, répdler Tanalyse &
pariir de |a phase d'axrecton da ['échantillon
- §i le NTPC-BVD n'est pas détecté mais gue "échantilon présente un signal BVD, dans ce cas Méchanlillon 29 considénd comme pasitif,

= Bi Cg ypesvn * Cq ez + 3 ot que "échantillon ne présente pas de signal BVD, la rdaclion est inhibde, Dans ce cas, I'Schantdon dojt &tre
testé de nouveau en suivant ka procédure ci-dessous, !

& sui ion PCR i :
Diivsor 'extraif df ARM au 107" dans de l'eau MNucleasa-free.

Répater la réaction &' amplfication sur 2 pl ou § pl dARN dileé.

5l le NTPC-BVD est détectd, | résuital peut &re interprelé selon le tableau ci-dessus.

5i le NTPC-BVD n'est pas datecié, échantillon est 4 extraire de nowseaw, ou le résullat ast rendu ininlempeétabls

e L P =

Support technigue et documentation
Four foutas quesiions ou support lachniqua, veuillez nous contaciar 3 Nadrasss suivants: ganaticsdhid-vel com
Four foules aulres informations, visiber le site wwe id-vet com
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Annexe 7 : Protocole RT-qPCR a partir du kit LSI VetMax BVD V Screening® (Life
Technologies)

B Preparation de la RT-PCR temps réel

1. Crfer un plan d'analyse pour la distribution des mix et échantillons. tk:ugm:r si possible le contrdle positif (EPC) des autres
échantillons.

2. Décongeler le tube *3 - Mix BVD" entre +2°C et +8°C, sur glace ou sur un portoir réfrigérant.

3. Homogénéiser le tube “3- Mix BVI)” par agitation douce, puis centrifuger briévement.

4. Distribuer 20 pL de “3 - Mix BVD" par puits de la plaque PCR, barrette PCR ou capillaire utilisé.

5. Ajouter les ARN des échantillons et controles & chaque mix réactionnel, selon le plan d'analyse prédéfini :

Type d'analyse Composant Volume d"&chantillon

Echantillon pour analyse ARN extraits de 'échantillon Spl
Contréle positif & amplification ARN extraits 3 partir de “4c- EPC BYD" Sl
Contrile négatif o extraction (NCS| NCS axtrait SpL
Contréle négati 4 amplification (NC) Eau DNase/RNase-free SuL

6. Fermer la plaque PCR, les barrettes PCR ou les capillaires avec un film adhésif ou des bouchons adaptés.

B Amplification par RT-PCR en temps réel
1. Créer les détecteurs suivants sur le thermocycleur :

Reporter Quencher
EVD FAM™ NFQ [Non-Fluorescent Quecher]
[PC BVD VIC® TAMRA™ *
Référence passve: RO(™ *
g Tlucrop AMRAT™ ™ ; i eatol F F: A
ml;gmku!‘:ng? t;l;pible de éﬁgém?ﬂﬁrﬂfﬁ’ ?ehﬂ?o?yfb:ﬂ,‘ Eﬁmﬁm gg;smfﬁpfm';ﬁ:g ne remet pas
en cause |'analyse par RT-PCR temps réel.
2 Attribuer pour chaque échantillon le détecteur BVD et le détecteur IPC BVD dans le puits utilisé pour I'analyse.
3. Créer le programme de RT-PCR suivant pour 'analyse :

Etape 1 X1 &5°C 10 minutes (10°007)
Etape 2 X1 95°C 10 minutes (10°007]
“ 1 1
Blape3 %45 95°C 5 seconges (001157)
&0°C* 1 minute (017007)

* Collecte des données de flucrescence durant la phase 80°C - 1 minute
NOTE: Un deuxiéme programme d'amplification a été validé et peut étre utilisé avec le kit LSI VetMAX® BVDYV Screening, 11 s'agit

du programme suivant :

Programme 2 Répétitions de |'etape Température Durée
Erape 1 X1 £8°C 30 minutes {30°007)
Etape 2 X1 95*C 10 minutes {10°007]
Frape 3 Y45 g5°C 15 s.ecmdes‘!ﬂﬁ_‘ﬁ"]

&0°C* 1 minuta [01°C07]

* Collecte des données de fuorescence durant la phase 60°C - 1 minute
4. Placer la plaque PCR, les barrettes PCR ou les capillaires dans le thermocycleur et démarrer la KT-PCR temps réel.
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Annexe 8 : Analyses statistiques des températures moyennes @phPad (La Jolla,
USA) par two-way ANOVA avec mesures répétées etrcection de Bonferroni. ns :

non significatif, * : p<0,05, **: p<0,01, *** . p<0,001, **** : p<0,0001.

Jours Mucosiffa® / Muc_:psiffa®/ Mucosifja®/ Bc_)yela®/ Bovel:a®/ Bovilis BAVD®/
Bovela® Bovilis BVD® Contrbles Bovilis BVD® Contrbles Contrbles

J1 ns ns ns ns ns ns
J2 ns * ns * ns *

J3 ns ns ns * ns ns
J4 ns ns ns ns ns ns
J5 ns ns ns ns ns ns
J6 ns ns ns ns ns ns
J7 ns ns ns ns *kk xkk

J8 ns oxk *x ns ns ns

J9 ns ns ns ns ns ns
J10 ns ns ns ns ns ns
J11 ns ns ns ns ns ns
J12 ns ns ns ns ns ns
J13 ns ns ns ns ns ns
J14 ns ns ns ns ns ns
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Annexe 9 : Analyses statistiques des variations significates des lignées cellulaires par

rapport a une ligne de base calculée a partir desesures effectuées a J-3, J-1 et JO par

one-way ANOVA (GraphPad, La Jolla, USA) * : p<0,05** : p<0,01, *** . p<0,001,
*xxx - p<0,0001.

Leucocytes Lymphocytes | Monocytes | Thrombocytes
* J2
: b J3,J4
Mucosiffa® " 12
ok J3,J4 Jé, J7, J8
* J11
*k J4, J8
Bovela® -
Hkokk J2,J3, J4 J2,J3,J4 J6, J7
* J2, J6, J7 J14
" o Ja J7
Bovilis BVD ® [— 32, 36
Fkokok J3 J3,J4 J6, J7, J8
* J11
** J?
Contrbles *okk J1 J6, J7 J3
. J2, J:-,:],l\]lzl:,JJIGLi J7,J8} J2, stjjliG J7, 38, 310
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Annexe 10 : Analyses statistiques des pourcentages de monteyramenés a une ligne
de base (GraphPad (La Jolla, USA) par two-way ANOVAavec mesures répétées et
correction de Bonferroni. ns : non significatif, *: p<0,05, ** : p<0,01, *** : p<0,001,
**xx - p<0,0001.

Jours Mucosiffa® Mugpsiﬁa@/ Mucosif:fa®/ Bc_>yela®/ Bovel§1®/ Bovilis BAVD®/
/ Bovela® Bovilis BVD® Contrbles Bovilis BVD® Contrbles Contrbles

J-3 ns ns ns ns ns ns
J-1 ns ns ns ns ns ns
JO ns ns ns ns ns ns
J1 ns ns ns ns ns ns
J2 ns ns ns ns ns ns
J3 ns ns ns ns ns ns
J4 ns ns ns ns ns ns
J6 ns * *x ns * ns

J7 ns ns ns ns ns ns
J8 * ns ns *x Fkkk ns

J10 ns ns * ns Fkckk *

J11 ns ns ns ns ns ns
J14 ns ns ns ns ns ns
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NOM : COMBES PRENOM : MICKAEL

TITRE : PROTECTION FETALE CONTRE LE VIRUS DE LA MALADIE DE LA FRONTIERE
INDUITE PAR LES VACCINS CONTRE LA DIARRHEE VIRALE BOVINE : ETUDE D’EFFICACITE
CHEZ LES OVINS

RESUME :

La maladie de la frontiere (border disease) est une maladie virale des ovins due a un pestivirus de la
famille des Flaviviridae. Ce genre regroupe le virus de la fievre porcine classique (CSFV), les virus de
la diarrhée virale bovine de type 1 et 2 (BVDV) et le virus de la border disease (BDV). En France, la
reprise de la circulation virale du BDV, observée dans le bassin de Roquefort, depuis 2009, est
responsable de pertes économiques importantes dans les élevages ovins. Le contr6le de la maladie
repose sur un plan d'épidémiosurveillance ainsi que des mesures de biosécurité, de prophylaxie et
d’assainissement. La prophylaxie passe par la vaccination des femelles reproductrices dans le but de
protéger les foetus pendant la gestation et d’éviter la naissance d’agneaux IPI (Infectés Permanents
Immunotolérants) qui représentent le réservoir majeur du virus. En l'absence de vaccin a AMM
(Autorisation de Mise sur le Marché) pour les ovins, la vaccination est réalisée avec des vaccins
bovins dirigés contre le BVDV. Cependant, actuellement, aucune étude n'a permis d'évaluer
I'efficacité de cette vaccination. Le but de cette étude est donc de tester la protection foetale permise
par 'administration de trois vaccins du commerce (Bovela®, Bovilis-BVD® et Mucosiffa®), utilisés a
demi-dose chez les ovins. Les fcetus prélevés sur les brebis vaccinées puis infectées
expérimentalement avec une souche de BDV de génotype 6 n'ont pas été protégés puisqu’ils sont
guasiment tous IPI. Ces résultats sont discutés par rapport aux données scientifiques existantes et par
rapport a la méthodologie utilisée.

MOTS CLES : OVINS, BORDER DISEASE VIRUS, PESTIVIRUS, INFECTES PERMANENTS
IMMUNOTOLERANTS, VACCINATION, FETUS

TITLE: FETAL PROTECTION AGAINST BORDER DISEASE VIRUS WITH BOVINE VIRAL
DIARRHEA VACCINES: EFFICACY ASSESSMENT ON SHEEP

ABSTRACT:

Border disease is a viral disease caused by a pestivirus of the Flaviviridae family. This genus includes

classical swine fever virus (CSFV), bovine viral diarrhea viruses type 1 and 2 (BVDV) and border
disease virus (BDV). In France, the resumption of BDV circulation, documented in the Roquefort
basin, is responsible for significant economic losses in sheep farms. Disease control is based on
epidemiosurveillance as well as biosafety, preventive and sanitation measures. Prophylaxis implies
the vaccination of reproductive females in order to protect fetus during gestation and to avoid the birth
of PI (persistently infected) lambs which represent the major virus reservoir. As no vaccine with ovine
AMM (marketing authorization) exist, vaccination is carried out using bovine vaccines against BVDV.
However, at present, no study has assessed the efficacy of this vaccination protocol. The aim of this
study is to test the foetal protection of sheep provided by the injection of three commercial vaccines
(Bovela®, Bovilis-BVD and Mucosiffa®) at half doses. Fetuses extracted in vaccinated then infected
ewes, with a BDV-6 strain, have not been protected from infection since all of them except one are PI.
Results are discussed in relation to existing scientific data and to the method used.

KEYWORDS: SHEEP, BORDER DISEASE VIRUS, PESTIVIRUS, PERSISTENTLY INFECTED,
VACCINATION, FETUS
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