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INTRODUCTION

Les Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles ou « maladies a prions » constituent un
groupe de maladies neuro-dégénératives affectant ’Homme (maladie de Creutzfeld-Jakob,
Insomnie Fatale Familiale, syndrome de Gertsmann-Straussler-Scheinker) et un large spectre
d’especes de mammiferes, tels que les bovins (Encéphalopathie Spongiforme Bovine ou ESB)
et les petits ruminants (Tremblante ovine et caprine), les cervidés sauvages (Maladie du

Dépérissement Chronique des Cervidés).

Sur un plan clinique, les EST se caractérisent par une durée d’incubation asymptomatique
généralement longue (jusqu’a 50 ans chez ’Homme), une évolution clinique progressive et
une issue fatale. Aucune réponse immunitaire ou inflammatoire spécifique ne semble associée
au développement de ces maladies. Sur le plan lésionnel, ces maladies, dans leur phase
clinique, se caractérisent toutes par une spongiose (vacuolisation) du systéme nerveux central
visible sur coupes histologiques ainsi qu’une astrocytose et une perte neuronale [92, 104]. 1l

n’existe a ce jour aucun traitement pour ces maladies.

Dans les années 30, le caractére transmissible des EST fut démontré par Jean Cuillé et Paul
Louis Chelle qui reproduisirent une tremblante clinique chez des ovins apres I’injection d’un
broyat de cerveaux issus d’ovins atteints [64] .La survenue de cas cliniques de maladie de
Creutzfeld-Jacob (MCJ) (France, Royaume Uni, Etats-Unis d’Amérique) chez des patients
traités par des hormones de croissance extractives vraisemblablement préparées a partir
d’hypophyses d’individus décédés alors qu’il étaient en incubation de la maladie, illustre la
caractére transmissible de ce type de maladie chez I’homme. En 1996 I’émergence d’une
nouvelle forme d’EST chez I’homme (nouveau variant de la MCJ) consécutive a I’exposition
alimentaire a des produits contaminées par 1’encéphalopathie bovine est venue démontrer de
fagcon dramatique le risque zoonotique que certaines EST animales endémiques pourraient

représenter pour I’homme [41, 62].

Suite a la découverte du risque zoonotique associé a I’ESB, les autorités sanitaires
Européennes ont mis en place un systeme d’épidémio-surveillance dite active, basée sur la
recherche systématisée de marqueurs des EST dans une proportion de la population de

ruminants abattus ou équarris dans chaque état membre. Ce dispositif, outre le suivi de



I’épidémie d’ESB chez les bovins, a permis de découvrir 1’existence de formes d’EST dites
atypiques jusqu’alors inconnues non seulement chez les bovins (ESB types L et H) mais
¢galement chez les petits ruminants. Alors que les formes classiques d’EST (ESB bovine et
tremblante des petits ruminants) ont fait I’objet de nombreux travaux, ces formes atypiques de
découverte récente demeurent largement inconnues. Dans un contexte ou I’ESB classique
bovine est en voie d’éradication, les risques sanitaires potentiels associés aux formes d’EST

atypiques et, en particulier a la tremblante atypique, font 1’objet d’un intense débat.



PREMIERE PARTIE : LE CONCEPT PRION
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1. De I’agent des EST au prion

1.1. Un Agent Transmissible Non Conventionnel

Les échecs répétés d’isolement d’un agent transmissible responsable des EST par les
méthodes classiques, bactériologiques et virologiques, ont historiquement conduit les
expérimentateurs a limiter 1’essentiel de leurs travaux sur ces maladies aux modeles animaux

de transmission, sans réellement pouvoir appréhender la nature de 1’agent transmissible.

Toutefois, en I’absence d’idée claire sur la nature de I’agent, un certain nombre de physiciens
et de chimistes se sont penchés sur les propriétés de cet agent transmissible si peu
conventionnel. En effet, les agents des EST se montrent particuliérement résistants aux
différents procédés physico-chimiques utilisés pour inactiver les agents infectieux, tels que la
chaleur seche, les radiations, les acides, les détergents ou les agents chaotropes [151]. Par
contre, de maniere assez surprenante, alors que ces agents semblent insensibles a 1’action des
nucléases, le traitement d’un isolat infectieux par des protéases comme la protéinase K

diminue de fagon spectaculaire les titres infectieux.

Ce sont ces propriétés particulieres qui ont conduit au début des années 1980 a 1’étude au
microscope é€lectronique en contraste négatif de la fraction synaptosomale-mitochondriale de
préparations digérées en détergents a la protéinase K, de cerveaux de brebis atteintes de
tremblante [188]. Ces travaux menés chez les ovins mais aussi a partir de tissus de patients
atteints de MCJ, de Kuru ou d’¢lans atteints de CWD, ont permis 1’identification d’agrégats
fibrillaires d’une vingtaine de nanometres de diameétre et de 100 a 200 nanometres de long.
Ces fibrilles sont droites ou plus rarement arrangées en hélices [169, 170]. Ces agrégats ou
Scrapie Associated Fibrills (SAF) (figure n°l) sont systématiquement retrouvées dans les
tissus des individus atteints d’EST naturelle ou expérimentale et sont absentes des

préparations de tissus issues d’animaux sains [187].
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Figure n°l : SAF (Scrapie Associated Fibrils), Microscope électronique a
transmission de PrP 27-30. Barre = 100 nm.

L’inoculation de préparations de SAF purifiées (par protéolyse ménagée, extraction en
détergent et gradients de concentration de sucrose) issues de cerveaux d’animaux atteints

permettent de reproduire la maladie [76] [210].

Les SAF ont été utilisées pour générer des anticorps spécifiques qui a leur tour ont permis la
conduite d’investigations biochimiques plus approfondies [76, 186].

Le constituant majeur des SAF extraites de cerveaux contaminés est un polypeptide d’un
poids moléculaire de 27-30 kDa [210]. Le séquencage de quelques acides aminés N-
terminaux de ce polypeptide a permis de montrer en 1985 qu'il était codé par un gene
cellulaire [18, 199] et non par un acide nucléique propre. La protéine codée par ce gene est a
la fois exprimée chez les individus sains et atteints. Toutefois, chez les individus sains, cette
protéine est sensible a la Protéinase K alors que chez les individus atteints elle y est

partiellement résistante [199].

Par la suite, une nomenclature particuliére destinée a rendre compte des propriétés de cette

protéine a fait son apparition [189] :
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- la protéine est dénommée PrP pour ‘Protease resistant Protein’,

- le gene codant pour la protéine PrP a été baptisé PRNP,

- la protéine retrouvée chez les individus sains est devenue la Protéine Prion Cellulaire
(PrPe),

- la protéine retrouvée chez les individus atteints est devenue la Protéine Prion Scrapie

ou résistante (PrPSc ou PrPres).

1.2. PrPc et PrPSc: Un gene, deux isoformes protéiques

La protéine PrPc est codée par le gene PRNP connu dans toutes especes de mammiferes et
chez les oiseaux [118]. L’expression du gene PRNP est identique chez les individus sains et
malades [199], et les quantités d’ARNm codant pour la protéine PrPc sont identiques dans les
deux cas. La PrPc est synthétisée dans le réticulum endoplasmique puis transite par I’appareil
de Golgi vers la surface cellulaire. Au cours de sa biosynthése, elle subit le clivage de sa
partie N-terminale, I’ajout de deux chaines oligo-saccharidiques, la formation d’un pont
disulfure ainsi que 1’attachement d’une ancre GPI [117].

La PrPc est exprimée dans de nombreux tissus (dont le systeme nerveux central) et par de
nombreux types cellulaires, a des niveaux variables [193].

La fonction ou les fonctions exactes de cette protéine ne sont pas encore ¢lucidées, bien que
différentes hypothéses aient été avancées : role de récepteur membranaire dans la transduction
des signaux cellulaires [65], réle dans la lutte contre le stress oxydatif en relation avec une
activité superoxyde dismutase like [128]. Toutefois, des souris, ou plus récemment, des
bovins knock-out pour le géne PRNP (animaux PrP 0/0) ont une vie et un comportement

normaux [46, 180, 215].

L’étude structurale de la PrPSc, I’isoforme anormale de la PrPc, est rendue extrémement
difficile par I’insolubilit¢ dont elle fait preuve lors de sa purification. Ces propriétés ont,
jusqu'a présent, interdit toute étude de la protéine compléte en cristallographie. Néanmoins,
les mesures de dichroisme circulaire et de spectroscopie infrarouge basée sur la transformée
de Fourier ont montré que la PrPSc est structurée avec davantage de feuillets B : 30%
d’hélices o et 45% de feuillets 3 [203], a la différence de la PrPc (43% d’hélices o et tres peu
de feuillets B) (figure n°2).
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Figure n°2 : Isoformes de PrP : isoforme cellulaire normale (PrPc) et isoforme anormale
résultant de la trans-conformation de la forme cellulaire normale (PrPSc) enrichie en

feuillets p.

La PrPSc et la PrPc, ont la méme séquence primaire. Les particularités physico-chimiques de
la PrPSc, sont attribuées a sa structure tertiaire particuliere, I’enchainement de feuillets
f conférant a la molécule une grande stabilité (tableau n°1). Toutefois, aprés renaturation
dans des conditions oxydantes pour permettre la formation d'un pont disulfure entre les deux
résidus cystéine, la protéine redevient soluble et présente un contenu en hélice a semblable a
celui de la protéine PrPc [195].

La richesse en feuillets § de la PrPSc lui permettrait notamment de résister a la protéinase K ;
seuls les premiers acides aminés de la PrPSc pouvant étre hydrolysés efficacement. Cette
structure pathologique interférerait également avec le catabolisme naturel de la protéine et

aboutirait a une accumulation progressive de celle-ci [116, 209].
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PrPc PrPSc

Soluble Hydrophobe

Monomérique en détergents Forme des agrégats en détergents (amyloide)
Digestion compléte par les protéases Digestion partielle par les protéases

Soluble en Sarkosyl Insoluble en Sarkosyl

Localisation membranaire Localisation intra-cytoplasmique dans les

lysosomes secondaires, et extracellulaire

Turn-over intracellulaire rapide et demi-vie Catabolisme lent

courte (quelques heures)

Distribution ubiquiste Dépdts principalement dans le SNC et les

organes lymphoides

42% d’hélices a et 3% de feuillets 3 30% d’hélices a et 45% de feuillets 3

Tableau n°l : Comparaison des propriétés physico-chimiques des deux isoformes protéiques
(PrPc et PrPSc)

1.3. Une protéine infectieuse ?

Le développement des EST semble étroitement associé a 1’accumulation, dans les tissus des
individus atteints (dont le systéme nerveux central), de 1’isoforme anormale (PrPSc) de la
PrPc [208]. En outre, il est a présent établi que la PrPSc est issue d’un processus post-
traductionnel de modification de la PrPc [116, 209].

A partir de la théorie développée par Griffith dés 1966 [110], Stanley Prusiner a énoncé au
début des années 1980 I’hypotheése selon laquelle I’agent transmissible des EST serait
I’isoforme anormale de la PrPc. Ce concept dit du Prion (pour Protéine Infectious Only)
implique qu’une protéine serve de support a I’ensemble des caractéristiques propres d’un

agent infectieux [208]. L’accumulation de 1’isoforme anormale de la PrPc dans les tissus

15




serait le résultat d’un processus auto-catalytique de conversion au cours duquel la PrPSc
entrainerait elle-méme la trans-conformation de la PrPc. Le développement des lésions serait,
selon ce concept, consécutif a I’accumulation de I’isoforme anormale de la PrP dans le

systeme nerveux central (figure n°3).

PrEsc PrPc
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Figure n°3 : Représentation schématique des changements conformationnels de la PrPc,
induits par la PrPSc.

Le concept ‘Prion’ est aujourd’hui accepté par la plupart des scientifiques. La derniére
décennie a en effet apporté des éléments probants tels que la capacité a produire de novo une
EST authentique (transmissible a partir des individus atteints) par inoculation d’une protéine
PrP recombinante trans-conformée in vitro [179]. Au-dela de ces aspects, de nombreux
¢léments, notamment ceux relatifs a la détermination de la diversité biologique des agents des

EST, demeurent encore inconnus.

16



2. Diversité et transmission interspécifique des agents des EST

2.1. Diversité des agents des EST

Le passage en série de deux isolats de tremblante ovine a des chevres a abouti a 1’apparition
de deux «lignées » stables développant des signes cliniques tres différents; 1'une dite

« Scratchy » (démangeaison) et I’autre « Drowsy » (somnolence) [204].

A partir de ces constations et d’autres éléments tels que :

- la variété des symptomes observés chez les souris [54] ou les moutons [89] inoculés
avec différents isolats d’ESST,

- la possibilité¢ ou I’impossibilité de transmettre certains isolats lors d’inoculation
hétérospécifique [148],

- D’extréme variabilité¢ de thermostabilité de 1’agent issu d’isolats différents [75],

s’est développé le concept de diversité biologique de I’agent causal des EST.

Les travaux menés dans les années 1960 — 1970 par I’équipe de Dickinson au NPU
(NeuroPathogenesis Unit) [74] ont fait de la transmission a des lignées de souris 1’outil de
référence pour I’étude de la bio-diversité des agents des EST. Lorsqu’un isolat d’EST est
inoculé a des souris de méme lignée, on constate en cas de transmission effective, une
réduction progressive de la durée d’incubation et une augmentation de I’efficacité de la
transmission (nombre de souris atteintes / nombre de souris inoculées) au cours des sous-
passages. Ces caracteres se stabilisent généralement aprés 3 ou 4 passages en série [39, 92] et
la durée d’incubation ainsi que le profil Iésionnel (distribution des lésions vacuolaires dans

I’encéphale des souris) permettent de caractériser le phénotype de la souche [42].
L’utilisation de cet outil a permis au cours des années 60-70 de confirmer 1’existence d’une

réelle diversité biologique des agents des EST notamment chez les petits ruminants sans

toutefois permettre d’en décrire de fagon cohérente 1’enticre diversité.
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En effet 'une des limites majeures des bio-essais sur souris conventionnelles est que certains
isolats, authentiquement transmissibles (par inoculation dans 1’espéce homologue), s’averent

totalement incapables de se propager sur les lignées de souris conventionnelles.

2.2. Diversité des agents des EST et concept Prion

Un probléme majeur de I’hypothese « Prion » consiste a expliquer ’existence des souches :
comment une molécule autre qu’un acide nucléique, et de surcroit une protéine dont la
séquence primaire est unique, peut-elle expliquer une telle diversité ?

Les premiers éléments soutenant I’hypothése selon laquelle la PrPSc pourrait servir de
support au caracteére de souches ont été apportés par I’étude de deux isolats de prion issus du
vison et propagés sur hamsters. Les souches ‘Drowsy’ et ‘Hyper’ [32] entrainent chez le
hamster 1’accumulation de deux types de PrPSc biochimiquement différentes par (i) leur
solubilité dans le N-laurylsarcosyl, (ii) leur résistance a la PK et (iii) leur profil de migration
en gel de poly-acrylamide [33].

Des expériences de trans-conformation in vitro de PrPc en PrPSc par de la PrPSc issue de
hamsters atteints par les souches ‘Hyper’ et ‘Drowsy’ aboutissent a la néosynthe¢se de PrPSc
ayant les mémes propriétés biochimiques que les souches d’origine [31]. Par ailleurs, des
expériences similaires ont permis de démontrer que la PrPSc elle-méme est capable
d’appliquer son propre profil de glycosylation a de la PrPc trans-conformée in vitro [124,

247].

Ces ¢léments démontrent I’existence d’une variabilité biochimique de la PrPSc et une relation
entre le phénotype biochimique de la PrPSc et les caractéres de souche. Sur un plan
opérationnel, ces éléments permettent 1’identification de certains agents des EST sur la base
de la signature des propriétés biochimiques associée a la PrPSc qui s’accumule dans les tissus

des individus atteints.

2.3. Barri¢re de transmission et Prion
Lors de I'inoculation d’un isolat d’EST d’une espeéce animale a une autre, différents
phénomenes sont susceptibles de se produire.

I1 est tout d’abord possible qu’aucune transmission ne soit observée ou que la maladie ne soit

transmise en premier passage qu’a un faible pourcentage des animaux inoculés.
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Certaines souches, biologiquement clonées, lorsqu’elles sont inoculées a une autre espece,
acquicrent des propriétés radicalement différentes de celles de la souche originelle. Ainsi, le
passage en série de la souche murine 22C sur le hamster, puis sa ré-inoculation a la souris,
conduit a I’émergence d’une nouvelle souche [150].

D’autres agents, comme la souche 139A (stable sur la souris), seront modifiés lors d’un
passage en série sur une espece (le hamster), mais demeureront inchangés par le passage sur
une espece tierce (le rat) [147].

Enfin, certains agents des EST comme I’ESB [41] ou la souche murine ME7 [148],
conservent des propriétés inchangées par leur propagation dans un large spectre d’hotes
intermédiaires.

L’ensemble des phénomenes observés lors du passage trans-spécifique des souches est

attribué a I’existence d’une barriére de transmission [205].

D’une facon générale, la capacité d’un agent des EST a (i) se propager efficacement dans un
héte d’une nouvelle espece ou (ii) a évoluer/ demeurer stable lors de la transmission a un hote

hétérospécifique intermédiaire demeure imprévisible.

Les déterminants fondamentaux de la barriere de transmission restent largement inconnus.
Toutefois, certains des éléments majeurs contribuant a la barriére de transmission ont été
identifiés. La souche de tremblante 263K (hamster) ne peut étre transmise a la souris. Chez
des souris transgéniques pour le géne PRNP de hamster, la souche 263K peut étre
efficacement propagée. Ce résultat indique clairement que le géne PRNP est un déterminant
majeur de la barriere de transmission [222].

Cette découverte a conduit au développement d’une longue liste de modéles de souris
transgéniques additionnelles qui expriment le gene de la PrP ovine, bovine, porcine ou bien
encore humaine [55, 56]. La plupart de ces modeles ont été¢ développés sur des souris PrP KO
permettant ainsi d’éviter une potentielle interférence de la PrP endogene de la souris [231].
Une corrélation inverse entre la durée d’incubation et le niveau d’expression du transgene
PRP dans le cerveau a été rapportée chez les souris transgéniques pour les variants ovin,
murin et hamster de la PrP [246].

Enfin, de nombreuses données illustrent aujourd’hui que les propriétés biochimiques de la
PrPSc associée aux agents des TSE sont identiques aprés propagation sur 1’espéce hote

naturelle ou chez la souris transgénique exprimant le géne PRNP de cette espece [56, 69].
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DEUXIEME PARTIE : TREMBLANTE

CLASSIQUE ET ESB DES PETITS RUMINANTS
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1. Un regain d’intérét récent

La tremblante est considérée comme I’archétype des EST ; c’est I’un des modeles les plus
étudié en maticre de pathogénése et de diversité des souches. En effet, bien que les
manifestations cliniques de cette maladie soient assez uniformes, les bio-essais sur souris
conventionnelles ainsi que les investigations relatives a la diversité des signatures
biochimiques PrPSc associées a des isolats de terrain on permis de révéler une certaine
diversité des agents responsables de cette maladie [14, 15, 42, 43].

La tremblante est une maladie connue en Europe depuis plusieurs si¢cles. Elle fut décrite pour
la premiere fois en Angleterre en 1732. Cette maladie touche les ovins et les caprins. Elle a
¢té identifiée dans la plupart des pays membres de 1’Office International des Epizooties

possédant une population significative de petits ruminants.

Au 18eme siccle, la tremblante ovine a été considérée comme un danger pour I’économie
Britannique : a cette époque, la laine, et donc le mouton, représentait le premier produit
d’exportation de la grande Bretagne et en 1755 le parlement britannique statua sur « I’impact
¢conomique de 1’augmentation d’une maladie fatale chez le mouton ». Plus récemment, les
risques potentiels associés aux maladies a longue durée d’incubation (dont la tremblante, la
paratuberculose et les maladies a lentivirus) ont été avancés par certains pays (Océanie) pour

justifier la mise en place de mesures unilatérales d’embargo ou de restrictions a I’importation.

Au-dela de ces €pisodes, la présence de la tremblante classique dans les populations de petits
ruminants n’a suscité qu’un intérét relatif de la part des autorités sanitaires en charge de la
sant¢ humaine ou animale. La survenue de la crise de ’ESB (1996), conjuguée a la mise en
¢vidence de la sensibilité des ovins et des caprins a cet agent particulier des EST, a bouleversé

cette situation.

La transmission expérimentale orale de I’ESB a des ovins résulte en le développement d’une
EST qui sur des critéres cliniques n’est pas différenciable de la tremblante classique
(démangeaisons, ataxie, troubles comportementaux). Si la distinction entre ESB et agents
responsables de la tremblante classique reste possible, cette démarche nécessite des examens
complexes et longs, pouvant aller dans certains cas jusqu’au bio-essai.

En conséquence, bien que la tremblante n’ait pas été considérée au moment du déclenchement

de la crise de I’ESB comme une maladie a potentiel zoonotique, la possibilité du
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développement d’une épidémie d’ESB dans le cheptel des petits ruminants a conduit a la mise

en place de mesures sanitaires de controle et d’éradication des EST dans I’espece ovine.

2. Polymorphisme PrP et sensibilité a la tremblante classique et a ’ESB

2.1. Historique

Les travaux de transmission expérimentale de la tremblante, débutés en 1938 sur des ovins au
Royaume-Uni, ont apporté une contribution essentielle a la découverte du contrdle génétique
de la sensibilité aux EST [74].

L’exposition orale d’ovins, par un inoculum standardisé de tremblante, « SSBP/1 » (Sheep
Scrapie Brain Pool n°1) a permis d’établir des ‘lignées’ sensibles ou résistantes a la maladie.
Ces expériences ont été menées dans trois races ovines : Cheviot, Herdwick et Swaledale
[134]. L’effet du croisement des deux lignées (acquisition d’une forte résistance a la maladie
chez tous les animaux) a permis de conclure que le caractére résistant a 1’infection était lié a
un gene unique a effet dominant : le gene Sip (pour Scrapie incubation period). [74]

Vingt ans apres cette découverte, il fut établi que le géne Sip et le gene PRNP (qui code pour
la protéine Prion) étaient un seul et méme gene et que certains polymorphismes du gene

PRNP exercent un controle fort sur la sensibilité a la maladie [135].

Aujourd’hui, 26 polymorphismes majeurs confirmés et plusieurs autres mineurs (rapportés
par un seul observateur) sont décrits et confirmés sur le gene PRNP ovin. (M112T, A116P,
GI127A/V/S, A136V/T, MI37T, S138N, L141F, HI143R, RI151C, RI154H, R167S,
Q171R/H/K, N176K, H180Y, G189L/R, T195S, T196S, R211Q and P241S). [24, 34, 36, 60,
107,108, 113, 163, 198, 233].

Les nombres correspondent a la position du codon sur le géne PRNP. La premicre lettre
correspond a I’acide aminé sur le géne sauvage, et la seconde a ’acide aminé sur le gene
muté. (Abréviations pour les acides aminés : A= Alanine, R= Arginine, N= Asparagine, D=
Aspartate, C= Cystéine, Q= Glutamine, E= Glutamate, G= Glycine, H= Histidine, I=
Isoleucine, L= Leucine, K= Lysine, M= Méthionine, F= Phénylalanine, P= Proline, S=

Serine, T= Thréonine, W= Tryptophane, Y= Tyrosine, V= Valine).
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Les méthodes phylogéniques ont permis d’établir que l’allele Aj36R;54Q 171 est le variant
sauvage du géne PRNP ovin, la plupart des autres alleles identifiés dérivant de cet allele par

une mutation ponctuelle de la séquence [24, 36, 136, 164, 233].

2.2. Sensibilité/résistance a la tremblante classique

Suite a I'identification de I’effet du géne PRNP sur la sensibilité a la maladie chez les ovins
[135], de nombreuses études (la plupart reposant sur des dispositifs cas- témoins) ont été
menées dans le but d’identifier les polymorphismes associés a la sensibilité/résistance a la
tremblante. Parmi ces polymorphismes, ceux aux codons 136, 154 et 171 ont été considérés
au cours des 20 derniéres années comme les déterminants majeurs du phénomeéne de
résistance/sensibilité génétique aux EST chez les ovins.

Ces travaux ont rapidement permis d’identifier que 1’allele ARR était associé a une forte
résistance a la tremblante classique. Les animaux homozygotes ARR ne développent pas de
signe clinique de la maladie, alors que les animaux hétérozygotes ARR ne sont atteints que
sous une tres faible incidence [79, 136, 137, 233, 235].

A I’'inverse, 1’allele VRQ semble conférer une forte sensibilité dans les cheptels infectés [79,
136, 137, 233, 235]. L’all¢le sauvage ARQ apparait lui aussi au travers des différentes études
comme associé¢ a un sur-risque de développer la maladie (a 1’état homozygote ou lorsqu’il est

associé a un all¢le autre que 1’allele ARR).

2.3. Sensibilité/résistance a ’ESB

En I’absence de cas naturel d’ESB identifié chez les ovins, les travaux visant a caractériser
I’effet des polymorphismes du géne PRNP sur I’infection par I’ESB ont été réalisés par
inoculation expérimentale de groupes d’animaux, souvent limités, de différents génotypes.

La plupart des travaux initiaux ont été menés par inoculation orale ou intracérébrale en
utilisant de I’ESB bovine.

Les résultats obtenus aux cours de ces expérimentations ont permis de mettre en évidence, sur
la base des durées d’incubation observées et de la présence de PrP anormale dans I’organisme
des animaux atteints, que les alleles ARQ et AHQ étaient associé€s aux périodes d’incubation
les plus courtes. De facon curieuse, 1’allele VRQ est associé a une moindre sensibilité a la

maladie (durées d’incubation prolongées, taux d’attaque inférieur a 100%) [91, 143]. Chez les
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animaux ARR/ARR, aucune des inoculations réalisées a cette époque n’a permis de montrer

une transmission de la maladie.

2.4. Les ‘limites’ de la résistance génétique

L’ensemble de ces résultats a conduit des le milieu des années 1990 au concept de résistance
génétique : les animaux homozygotes ARR ¢étant considérés comme ‘absolument’ résistants et
les animaux hétérozygotes ARR étant considérés comme marginalement sensibles aux EST.
Toutefois, méme si le concept de résistance associée a I’allele ARR repose sur un large socle
d‘observations, les années 2000 ont révélé que cette résistance ne pouvait en aucun cas étre
considérée comme absolue.

En effet, plusieurs cas de tremblante classique naturelle ont été identifiés en France et en
Allemagne chez des animaux porteurs de ce génotype [112]. Ces cas font écho a celui
rapporté¢ des 1994 par lkeda, et considéré alors par la communauté scientifique comme
douteux [138].

Dans le méme temps, de nouvelles expérimentations ont permis de démontrer que I’ESB
d’origine bovine pouvait se développer apres inoculation intracérébrale chez des animaux
homozygotes ARR/ARR. Dans ce cas, la maladie se développe avec des périodes
d’incubations longues (environ 37 mois contre 19 mois chez les homozygotes ARQ) et le taux
d’attaque demeure inférieur a 100%. Plus récemment, 1’inoculation orale d’animaux
homozygotes ARR avec de I’ESB adaptée a 1’espece ovine a permis de transmettre la maladie
avec un taux d’attaque de 100% [5, 131].

L’ensemble de ces données indique clairement que méme si 1’allele ARR semble conférer un
niveau ¢levé de résistance en conditions naturelles d’exposition aux agents des EST
responsables de la tremblante classique ou de I’ESB, il ne peut en aucun cas étre considéré a

I’échelle des individus comme conférant une résistance absolue a 1’infection par ces agents.

3. Epidémiologie de la tremblante classique et de ’ESB

3.1. Systéme de surveillance des EST ovines

La détection des EST ovine est demeurée pendant de nombreuses années basée sur

I’identification de cas cliniques suspects, confirmés ensuite par méthode de laboratoire (en
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général, histologie sur le tronc cérébral). Ce systeme dit ‘passif” de surveillance n’a permis
que I’identification de quelques troupeaux atteints hormis dans des zones géographiques
spécifiques ou les EST se manifestaient sous forme épidémique. Compte tenu des périodes
d’incubation longue et du caractére relativement peu spécifique des symptdmes précoces de
ces maladies (les éleveurs éliminant les animaux atteints avant qu’une suspicion ne soit
posée), il est aujourd’hui considéré que le systeme de détection n’a qu’une sensibilité tres

limitée dans le contexte des EST animales.

Face a la crainte d’une éventuelle épidémie d’ESB chez les petits ruminants, un dispositif de
surveillance ‘active’ des EST a été mis en place a 1’échelle européenne des 2002. Ce dispositif
est basé sur la réalisation de tests de détection biochimique de la PrP anormale sur un
¢chantillon de tronc cérébral (obex) d’un nombre prédéfini d’animaux prélevés de facon

aléatoire en abattoir ou a 1’équarrissage, et 4gés de plus de 18 mois.

Bien que des différences de sensibilité analytique existent entre les tests utilisés, I’ensemble
des tests validés pour le dépistage de la tremblante classique et de I’ESB sont considérés
comme ayant des performances égales en termes de détection sur le terrain.

Un certain nombre de biais semble associé au systeme de surveillance actif. Ils concernent
notamment le choix de I’échantillonnage et la conduite des prélevement sur le terrain : sous
ou sur-représentation de certaines zones géographiques sans prise en compte de la
démographie, prélévement réalisé¢ de maniere non aléatoire dans le temps, prise en compte de
parametres liés au troupeau ou au type de production lors du choix des animaux prélevés. Par
ailleurs, il est a présent acquis que compte tenu de I’entrée tardive (cf infra) de 1’agent
pathogene dans le systéme nerveux central des animaux atteints, la valeur prédictive négative
des tests rapides demeure imparfaite. Aucune étude ne permet a ce stade d’évaluer I’impact de
ce parametre sur la sensibilité de détection des cas; la plupart des évaluations de risque
menées dans le domaine considerent qu’au mieux 50% des individus atteints testés sont

identifiés par le systéme actuel d’épidémio-surveillance.
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3.2. Prévalence de la tremblante classique dans la population générale et les

troupeaux atteints

Entre janvier 2007 et décembre 2009, 22 états membres de 1’Union Européenne (Allemagne,
Belgique, Bulgarie, Chypre, République Tcheque, Danemark, Espagne, Finlande, France,
Grece, Grande-Bretagne, Hongrie, Irlande, Italie, Norvége, Pays-Bas, Pologne, Portugal,
Roumanie, Slovaquie, Slovénie, Suede) ont rapporté des cas de tremblante classique chez des
ovins. Un total 3920 cas pour 1 671 064 tests réalisés a ainsi été enregistré (0.23%, intervalle
de confiance a 95% : 0.227 — 0.242). Parmi ces cas, 493 ont été détectés sur des animaux
prélevés en abattoir (777 857 prélevements réalisés soit 0.06%, intervalle de confiance a 95%

£ 0.058 — 0.069).

La prévalence apparente des cas de tremblante classique détectés en abattoir est extrémement
variable en fonction des pays considérés. Elle varie de 0.003% (4 / 153 490) au Portugal a
3.5% (12 / 343) en Slovénie. Ces données doivent toutefois étre interprétées avec précaution
dans la mesure ou la structure génétique et démographique des populations de petits
ruminants est susceptible de fortement varier en fonction des pays. Toutefois, a I’exception de
la Slovénie et de Chypre, les prévalences détectées en Europe (tableau n°2) ont diminué entre

2002 et 2009, passant de 0.06% a 0.02 %.
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Etat membre Nombre de cas | Nombre de | Prévalence | Intervalle de
de tremblante tests (%) confiance a
classique rapides 95%
AUTRICHE 0 557 0.000 0.000 ; 0.660
BELGIQUE 0 6757 0.000 0.000 ; 0.055
BULGARIE 2 35255 0.006 0.001 ; 0.020
CHYPRE 108 13726 0.787 0.646 ; 0.949
REPUBLIQUE
TCHEQUE 0 1632 0.000 0.000 ; 0.226
ESTONIE 0 2441 0.000 0.000; 0.151
FINLANDE 0 1944 0.000 0.000 ; 0.190
FRANCE 11 101918 0.011 0.005;0.019
GRECE 3 18321 0.016 0.003 ; 0.048
HONGRIE 4 13706 0.029 0.008 ; 0.075
IRLANDE 10 46821 0.021 0.010;0.039
ITALIE 29 107386 0.027 0.018 ;0.039
LETTONIE 0 1413 0.000 0.000 ; 0.261
LITUANIE 0 7803 0.000 0.000 ; 0.047
LUXEMBOURG 0 722 0.000 0.000; 0.510
MALTE 0 56 0.000 0.000 ; 6.375
PAYS BAS 15 36929 0.041 0.023; 0.067
NORVEGE 0 26794 0.000 0.000;0.014
POLOGNE 0 18032 0.000 0.000 ; 0.020
PORTUGAL 4 153490 0.003 0.001 ; 0.007
ROUMANIE 5 27247 0.018 0.006 ; 0.043
SLOVAQUIE 18 5040 0.357 0.212;0.564
SLOVENIE 12 343 3.499 1.821;6.031
ESPAGNE 0 19104 0.000 0.000; 0.019
SUEDE 0 7437 0.000 0.000 ; 0.050
GRANDE
BRETAGNE 23 49838 0.046 0.029 ; 0.069

Tableau n°2 : Prévalence apparente de la tremblante classique ovine a I’abattoir de 2007 a
mars 2010.

La prévalence de la maladie dans les troupeaux atteints a été étudiée dans différents pays
Européens. Ces travaux indiquent que la propagation de la maladie dans les troupeaux est tres
variable. L’un des parametres clés influant la prévalence de la maladie dans les troupeaux est

représenté par la structure génétique (génotype PrP) des animaux du troupeau.
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Dans un troupeau appartenant a I’INRA ou I’allele VRQ était fortement représenté, la
fréquence des animaux atteints ou en incubation de la maladie a été rapportée comme pouvant
atteindre 90% des porteurs de cet allele [79]. Ces valeurs ont été¢ obtenues dans un troupeau
certes naturellement affect¢ mais dans un contexte ou les animaux étaient soumis a une
sélection génétique (reproduction des animaux porteurs de 1’allele VRQ) visant a favoriser le

développement de la maladie.

Des études réalisées en Belgique [217], Allemagne [213], Islande [96, 233], Italie [244],
Norvege [82], aux iles Shetland (UK) [140], aux Etats-Unis [52], ou encore aux Pays-Bas
[162], dans des troupeaux naturellement atteints pour lesquels aucune politique de sélection
sur le gene PRP n’avait été appliquée et ou ’allele ARQ représentait 1’allele dominant,

semblent indiquer que la prévalence varie entre 3% [140] and 41% [171].

Les prévalences observées sont trés supérieures a celle enregistrées dans la population
générale, ce qui ameéne a considérer que les troupeaux atteints représentent des sources
importantes d’agent infectieux a l’origine d’un sur-risque majeur d’exposition pour les

consommateurs (produits alimentaires) et les populations animales.

3.3. ESB des petits ruminants : mythe et prévalence

La crainte d’une épidémie d’ESB ovine consécutive a celle observée chez les bovins a été la
principale motivation de la mise en place du programme d’épidémio-surveillance active chez
les petits ruminants.

Dans le cadre de ce programme, les cas index identifiés dans chaque troupeau sont soumis a
des tests biochimiques et/ou immunohistochimiques visant a discriminer, sur la base de la
troncature N-terminale de la PrPSc par des enzymes protéolytiques, les cas de tremblante
classique de cas compatibles avec ’ESB (troncature N-terminale plus longue dans les cas
d’ESB). [61, 162, 228, 229].

A ce jour, seul un cas d’ESB a été identifié¢ puis confirmé chez un caprin Frangais [78], et
deux cas hautement suspects, toujours chez des caprins, sont toujours en cours de
confirmation (bio-essais sur souris RIII) au Royaume Uni. Aucun cas suspect n’a été rapporté

chez les ovins.
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Deés 2007, une analyse des résultats obtenus dans ce programme a été réalisée sous 1’égide de
I’EFSA (European Food Safety Authority - Opinion adopté le 25 janvier 2007) afin d’estimer
quelle était la prévalence potentielle de I’ESB dans 1’espece ovine.
Cette étude a été réalisée en considérant que les tests discriminants avaient une sensibilité et
une spécificité de 100% alors que les tests dits de criblage appliqués a la population générale
afin d’identifier les cas d’EST avait une sensibilité¢ variant de 70% a 100% (spécificité de
100%). En 2005-2006, dans les 25 états membres de 1’union (ainsi que la Norvege), 397 cas
d’EST ont été confirmés sur des ovins. Un total de 411 567 animaux abattus pour la
consommation humaine a été testé. Seuls 125 de ces 397 cas ont été testés par les tests
discriminants (cas index). Selon les parametres utilisés (sensibilité des tests), le modele
statistique utilisé (loi hypergéométrique avec distribution binomiale des cas) prévoit sur la
période étudiée:

- un nombre de cas inférieur a 4 au Royaume-Uni (p<0.05), pays le plus a risque en
mati¢re d’ESB,

- une prévalence variant de 0.3 a 0.5 animaux positifs pour 10 000 animaux abattus
dans la population combinée du Royaume-Uni, de la France, de I’Irlande et du Portugal (pays

ayant eu les plus fortes prévalences d’ESB bovine),

Table 1: Post-mortem TSE surveillance in 2005 and 2006.

Member state TSE positives i slaughtered for human consumption Estimated number  BSE positives in tested TSE positives Prevalence®*
tested with slaughtered for human consumption: =
2005 2006 Combined discriminatory test  discriminatory test results Mean  Mode Upper 95
[rate per 10.000] percentile
UK 30/11.816 717,774 37/19,590 29 0 0.70 (i} 220
[18.9]
UK+Ireland+ 75/86,036 110/158.072 185/244.108 83 4] 0.10 0 0.29
Portugal+France [7.6]
EU15* nunus the 62/57,591 32/69.229 94/126.820 31 4] 0.27 1} 0.80
above four [7.4]
EU1S* 137/143.627 142/227 301 279/370.928 114 0 0.08 0 023
(751
Norway. EU25 109/22 366 9/18.273 118/40.639 11 1] 232 0 6.67
minus EU15 [29.0]

*  Counted as EU15 = Austnia. Belgivm. Denmark. Finland, France. Germany, Greece. Ireland. Italy, Luxembourg, Netherlands, Portugal. Spain. Sweden. UK.

** Mean (per 10.000)
Most likely (mode)
Upper 95 percentile (per 10,000)
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Table 2: Prevalence estimates (in cases per 10,000) for different sensitivities of the TSE
screening test

Sensitivity
90% T70% 50%
mean P95 mean P95 mean P95
High Risk I (UK) 0.70 2.20 0.89 2.66 1.26 3.77

High Risk IT (UK. Ireland, Portugal, France) 0.10 0.29 0.13 0.38 0.17  0.50

Tableau n°3 : Estimation de la prévalence potentielle de [’ESB dans [’espéce ovine selon les
pays (données du tableau supérieur) et selon différentes sensibilités consideérées pour les tests
de deépistage (données du tableau inférieur).

Depuis 2007, 1 671 064 tests de criblage supplémentaires ont été réalisés chez des ovins et
4612 cas positifs ont été identifiés. Parmi ces cas, aucun cas d’ESB n’a été a ce jour identifié.

Ces données suggerent qu’aucun cas d’ESB ovine n’est a craindre dans la population ovine.
Toutefois, une telle conclusion se doit d’étre nuancée. En effet, I’ensemble de 1’évaluation
repose sur ’application aux cas d’EST détectés d’une méthodologie censée permettre de
discriminer les cas causés soit par un agent responsable de la tremblante classique, soit par

I’agent de I’ESB.

Outre la sensibilité limitée du dispositif de criblage, estimée comme inférieure a 50%, la
capacité¢ des tests dits discriminants a identifier des animaux porteurs ou atteints d’ESB
demeure incertaine. En effet, le développement des ces tests a €té réalisé a partir d’un nombre
limité de cas d’ESB expérimentaux [228, 229]. Si les propriétés biochimiques de la PrPSc
associée a 1’agent de I’ESB dans ces conditions de transmission demeurent stables, il demeure
impossible d’affirmer que la sensibilité et la spécificité de ces tests est de 100%.

L’étude des isolats de terrains conduite sur les modeles de souris conventionnelles par le NPU
[40, 41, 43] a notamment permis de démontrer qu’une large part des isolats contiennent en
réalité plusieurs agents distincts (souches). Dans I’hypothése ou ’ESB serait une composante
de I'un de ces mélanges de souche circulant dans la population ovine, la capacité des tests

discriminants a 1’identifier reste a déterminer.

Toutefois, au-dela de ces considérations, en considérant I’ampleur de 1’épidémie d’ESB chez
les bovins (en Europe et au Royaume-Uni en particulier) liée selon toute probabilité au
recyclage de carcasses contaminées en farine de viande et d’os, I’absence d’augmentation

apparente du nombre de cas d’EST détectée chez les petits ruminants ne plaide pas pour un

30



développement significatif de cet agent chez les ovins. Il n’en demeure pas moins que la

présence et la circulation de 1’agent responsable de I’ESB chez les ovins ne peut étre exclue.

4. Pathogenese et transmission de la tremblante classique et de ’ESB

4.1. Schéma général de dissémination de I’agent infectieux dans I’organisme

Lors de tremblante naturelle, il semble établi que la voie majeure de contamination est

digestive [121 ][3].

4.1.1. Contamination initiale

Apres exposition a 1’agent, une accumulation de PrPSc est rapidement détectable dans les
formations lymphoides associées au tube digestif, les plaques de Peyer [121 ] [2, 3]. Dans ces
structures, les cellules épithéliales membranaires, appelées cellules M (‘microfold’) sont des
sites clefs du micro-échantillonnage antigénique a partir de la lumiére digestive [158]. Les
cellules M sont connues comme porte d’entrée de nombreuses bactéries telles que Yersinia
enterocolitica, Salmonella typhi, Shigella flexneri ou encore Vibrio cholerae. Des travaux
menés in vitro indiquent que la présence de cellules M différenciées au sein d’un épithélium
serait suffisante a un transport trans-épithélial du prion [20, 122]. Ces cellules internalisent
donc des particules endo-luminales par micro-pinocytose, puis les transférent aux cellules
dendritiques.

Les cellules dendritiques (DC), véritables cellules nomades largement présentes dans
l'organisme [13] expriment la PrPc a un niveau élevé [47]. Elles transportent donc les

antigeénes aux centres germinatifs folliculaires ou ils sont présentés aux lymphocytes B.

4.1.2. Cellules présentatrices d’antigénes (CPA) et dissémination vers les

centres germinatifs
Chez les ovins, des cellules de phénotype CD68+, situées dans les micro-poches adjacentes

aux cellules M, sont capables d’accumuler trés précocement de la PrPSc [2, 3]. Dans 1’espéce

ovine, I’antigéne CD68 est exprimé a la fois par les macrophages et les cellules dendritiques.
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Ces deux types cellulaires sont spécialisés dans 1’échantillonnage du microenvironnement, la
dégradation et la présentation d’antigénes.

Différentes expérimentations, in vitro et ex vivo, ont mis en évidence le rdle potentiel des
phagocytes mononucléés résidents dans la capture et le transport de la PrPSc vers les centres
germinatifs locaux et les autres lymphocentres [9, 132].

Une déplétion, méme transitoire et partielle, de ces populations cellulaires semble augmenter
sensiblement 1’efficacité de la contamination lors d’inoculation orale chez la souris [29]. Par
ailleurs, le titre infectieux d’un homogénat de cerveau diminue au contact de macrophages
péritonéaux de souris [53].

L’ensemble de ces données suggere une dualité des CPA vis a vis du prion, pouvant étre a la

fois vecteurs de la dissémination de 1’agent et capables de le dégrader in vivo.

Lumiére intestinale

Cellule BT L

. .
Lymphocytes @
.
L]
Vaisseau
O\_/\ Chlire
>
Sens de propagation

Figure n°4 : Représentation schématique du trajet du prion a travers la barriere intestinale
jusqu’au SNP et de la localisation des différents acteurs cellulaires. [176]
(Légende : FAE : Entérocytes associés aux follicules ; FDC : Cellule dendritique folliculaire)
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4.1.3. Le role central des cellules dendritiques folliculaires (FDC).

Les données actuellement disponibles semblent indiquer un role essentiel des cellules

dendritiques folliculaires dans 1’établissement d’une infection pérenne dans les lymphocentres

secondaires.

Figure n°5 : Identification des cellules folliculaires dendritiques dans le centre germinatif
d’un noeud lymphatique par utilisation d’un anticorps de souris (échelle 25um, photo de
gauche) et double marquage de la PrPSc (dépots sombres) dans des FDC d’un noeud
lymphatique mésentérique (échelle 5um, photo de droite).

L’origine des FDC demeure incertaine [81, 146, 234]. Les FDC ne subissent pas de mitose,
sont résistantes aux rayonnements y et leur longévité est élevée. Elles sont spécialisées dans la
capture et la rétention d’antigénes a leur surface, sous la forme de complexes immuns
antigéne/anticorps, et/ou du facteur C3 du complément. Les FDC expriment fortement la
PrPc, et des quantités importantes de PrPSc semblent s’accumuler dans cette population
cellulaire tres tot au cours de la phase de contamination du systéeme immunitaire [37, 183].
L’importance des FDC dans la pathogenése des infections a Prion a ét¢ démontrée par
différentes expérimentations. Sur des souris RAG-1, dépourvues de FDC matures, inoculées
par voie périphérique, aucune infectiosité et aucune accumulation de PrPSc n’a été détectée
dan la rate. Par ailleurs, ces souris s’aveérent moins sensibles a la maladie (mortalité faible)
lors d’inoculation par voie périphérique, alors que leur mortalité est équivalente a celle
observée chez les souris de phénotype sauvage lorsqu’elles sont infectées par voie-
intracérébrale [37, 177].

Sur le plan cellulaire, il semble que le syst¢tme du complément intervienne dans la localisation

et la rétention du prion a la surface des FDC dans les premiers jours suivant 1’infection.
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Dr’ailleurs, chez les souris, un déficit permanent [152] ou temporaire [176] de la fraction C3
du complément diminue I’accumulation de PrPSc dans la rate et prolonge de fagon
significative la période d’incubation apres inoculation de la tremblante par voie périphérique.
Certains résultats semblent mettre en doute, au moins partiellement, le statut de partenaire
obligatoire des FDC matures. En effet, des souris transgéniques, sans FDC matures ni centres
germinatifs, inoculées par voie intra-péritonéale avec une souche de tremblante, peuvent
développer la maladie avec des titres €élevés en Prion dans les nceuds lymphatiques [207].

Au total, le role des FDC pourrait varier selon les souches et/ou la dose contaminante initiale.

D’autres cellules pourraient alors entrer en jeu (figure n°6) [178].

Intervention
TLUEE Fy _ . possible
DIGESTIEgR,,  Prion it
----- 4 Sens de Propagation

pLAQUElDE 1' ““"\-,_ Accumulation
PEYER » ~a dePrPsc
FDC . O ‘,..-\ T A
"Complément Tl é!!ﬁ’ I
Macrophages Systéme Nervelk Auimnme““'\.r s
| L_I|3 ymphotoxine B
PrPsc ou non

Figure n°6 : Quelques aspects cellulaires et moléculaires de la propagation du prion.
D’apres [1].

4.1.4. Atteinte du Systeme Nerveux Autonome (SNA) digestif

La motilité¢ digestive est assurée par la musculature lisse de la paroi du tube digestif. Ces
muscles sont sous le contrdle d’un réseau dense de fibres nerveuses interconnectées et
controlées par des neurones disséminés dans la paroi du tube digestif. Ces neurones sont
organisés en plexus, eux-mémes controlés par des centres de régulation neuronaux situés dans

le SNC : les centres nerveux sympathiques et parasympathiques.
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Figure n°7 : Détection immunohistochimique des dépots de PrPSc dans différents tissus :
systeme nerveux central (photo de gauche) et neurones d’un plexus myentérique d’un ovin

VRQ/VRQ de 10 mois (photo de droite) (échelle Sum).

Les organes lymphoides sont largement innervés par des fibres de type sympathique [88], et
I’hypothese d’une contamination de ces fibres au contact des organes lymphoides infectés a
été tres tot proposée [149]. En outre, le réseau du SNA digestif comporte de trés nombreuses
fibres nerveuses amyéliniques dont certaines innervent la zone superficielle des follicules
lymphoides [151]. Dans cette zone, les FDC sont donc trés proches des terminaisons axonales
[105]. L’hypothéese est donc celle d’une contamination directe des fibres nerveuses a partir
des FDC.

Cette hypothése est soutenue par la présence précoce chez les ovins atteints de tremblante [3,
119] de PrPSc dans les neurones des plexus myentériques, situés immédiatement a proximité
des plaques de Peyer (figure n°7).

La contamination du SNA ne semble pas s’opérer par un seul site mais bien par 1’ensemble
des sites d’interface du tissu lymphoide annexé au tube digestif et du SNA [3]. Par ailleurs, la
présence de PrPSc dans les neurones du SNA des différents segments du tube digestif (de
I’cesophage au rectum), dans les phases tardives d’incubation de la maladie suggere une

redistribution rapide de 1’agent entre les différents groupes de neurones digestifs [240].

4.1.5. Dissémination au Systéme Nerveux Central (SNC)

Apres son entrée dans le SNA la protéine pathogeéne progresse vers le névraxe en suivant

simultanément deux voies :
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- les fibres nerveuses sympathiques (nerfs splanchniques) qui innervent les organes
digestifs et leurs formations lymphoides (figure n°8), comme le suggere 1’atteinte précoce de
la colonne intermédio-latérale dans la moelle épiniere [3, 120, 241],

- les fibres parasympathiques et notamment celles du nerf vague, comme en témoigne

la présence précoce de PrPSc dans le noyau dorsal du nerf vague [218] [12, 19, 21].
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Figure n°8 : Organisation anatomo-fonctionelle schématique du systeme nerveux entérique

(SNE) chez I’homme.
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4.1.6. Dissémination centrifuge

Apres avoir atteint le SNC, la protéine prion semble pouvoir disséminer par voie nerveuse
dans I’organisme de maniére centrifuge. Ainsi de la PrPSc a été détectée dans les muscles des
rongeurs, souris et hamster, ainsi que chez des patients atteints de Creutzfeldt-Jakob
sporadique [35, 232]. Sa présence a également été rapportée chez le mouton en incubation de
tremblante, plusieurs mois avant I’apparition des signes cliniques. Toutefois, les quantités de
PrPSc détectables dans ce tissu demeurent 5000 fois inférieures a celles détectées dans
I’encéphale ou les nceuds lymphatiques d’ovins en phase clinique. Dans ce modele,
I’accumulation de PrPSc semble confinde aux fuseaux neuro-musculaires [6]. Ces
observations sont d’une importance majeure sur le plan sanitaire, méme si dans les conditions
d’exposition naturelle, la tremblante ne semble pas transmissible a ’homme. La présence de

PrPSc reste a établir dans le muscle de bovins atteints d’ESB.

4.2. Dynamique de dissémination dans ’organisme

4.2.1. Tremblante classique
En mati¢re de tremblante classique, 1’essentiel des données disponibles provient d’études
menées sur des cohortes d’animaux de génotype trés sensibles (VRQ/VRQ) issues de deux
troupeaux (I’un francais, I’autre néerlandais) naturellement atteints sous une forte incidence.
Les résultats de ces différentes études sont comparables et concordent pour 1’essentiel avec les
données issues d’autres troupeaux différents ou menées sur des animaux de génotype

différents.
Il ressort de ces travaux que :
e de la PrP anormale est détectable dans les formations lymphoides secondaires
annexées a I’iléon dés 1’age de 21 jours [4].

e la PrPSc dissémine et s’accumule dans les formations lymphoides de 1’intestin et les

nceuds lymphatiques mésentériques au cours des 2 premiers mois de la vie [3, 4, 241]

e chez les animaux de plus de 2 mois, on observe une dissémination de la PrPSc dans

toutes les structures lymphoides secondaires de I’organisme, [3, 4, 241].
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I’accumulation de PrPSc dans les organes lymphoides secondaires se poursuit avec

I’age, pour atteindre un plateau au dela de 6 mois [3]

le systéme nerveux central (encéphale et moelle épiniére) deviennent positifs (PrPSc
et infectiosité) entre 7 et 10 mois [3, 142, 243].

la présence de PrPSc dans le muscle squelettique est décelable dés I’age de 13 mois

[6].

la présence d’infectiosité dans le lait est décelable des la premiere lactation [159].

la présence d’infectiosité¢ dans le sang a €galement été¢ rapportée ; cette prionémie

apparemment précoce persiste tout au long de I’existence des animaux [133].

4.2.2. ESB ovine

Les données relatives a la distribution de I’agent responsable de ’ESB dans les tissus des

ovins demeurent assez limitées. L’essentiel des résultats disponibles concerne les ovins de

génotype ARQ/ARQ, considérés comme treés sensibles a I’ESB, inoculés par voie orale (5g

d’encéphale de bovin atteint d’ESB) [22, 23, 91, 143, 242].

Chez ces animaux, la présence de PrPSc, et/ou d’infectiosité a été observée :

dans I’ensemble des formations lymphoides annexées a ’intestin (GALT), la rate et
les ganglions mésentériques des 1’age de 4 mois,

dans les autres formations lymphoides secondaires des animaux agés de plus de 4
mois et de moins de 10 mois,

dans le systéme nerveux central des animaux agés de plus de 10 mois.

Comme en tremblante classique, de I’infectiosité a pu étre mise en évidence par bio-essais a

partir d’échantillons de muscle squelettique, de lait et de sang, sans que les niveaux

d’infectiosité ou la cinétique d’apparition de I’infectiosité dans ces tissus puissent a ce stade

étre clairement précisées.
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4.3. Impact des interactions génotype / souche sur la cinétique de dissémination

Les données générées dans les modeles oraux d’inoculation par I’ESB ou d’infection naturelle
par la tremblante classique fournissent un modele cohérent de la dissémination des agents des
EST dans I’organisme des ovins de génotype sensible.

Toutefois, la cinétique de dissémination dans [’agent dans [’organisme est clairement
dépendante a la fois du type d’agent des EST considéré et du génotype de 1’hote.

Par exemple dans une étude récente, la cinétique de dissémination de la PrP anormale dans les
tissus de deux groupes d’animaux (I’un VRQ/VRQ et I’autre ARQ/VRQ) exposés a la méme
pression naturelle infectieuse ont été étudiée. Il ressort de cette expérience que la simple
présence d’un allele ARQ, ralentit sensiblement la dissémination de la PrP dans I’organisme
et aboutit a un allongement de prés de 8 mois (32 mois chez les ARQ/VRQ contre 24 mois
chez les VRQ/VRQ) de la durée d’incubation [159].

A I’inverse lorsque des animaux VRQ/VRQ et ARQ/ARQ sont inoculés par voie orale avec
de ’ESB d’origine bovine, la dissémination dans 1’organisme de la PrP anormale semble plus
lente et la durée d’incubation sensiblement plus longue chez les animaux VRQ/VRQ que chez

les animaux ARQ/ARQ [22, 23, 91, 143, 242].

4.4. Un schéma alterne de dissémination dans I’organisme ?

Lors de la contamination, la réplication et I’accumulation précoce de la PrPSc dans les tissus
lymphoides secondaire est une caractéristique assez marquante du schéma de dissémination
des agents des EST dans I’organisme des ovins de génotypes sensibles.

En conditions naturelles d’exposition, les cas de tremblante sont rares chez les animaux
hétérozygotes ARR [80, 137]. Toutefois, chez ces animaux plusieurs auteurs rapportent
I’absence d’accumulation (détectable) de PrP anormale dans les tissus lymphoides [2, 239], ce
qui suggere le caractere facultatif de la lympho-invasion dans le schéma de dissémination de
I’agent dans 1’organisme. De la méme fagon, plusieurs cas de tremblante clinique ont été
rapportés chez des animaux de génotype ARQ/ARQ et ARQ/VRQ chez lesquels aucun dépot
de PrP anormale n’a été¢ mis en évidence dans les tissus lymphoides. D’une manicre
intéressante chez des animaux des mémes génotypes issus des méme troupeaux, une

accumulation de PrP dans les tissus lymphoides a pu étre mise en évidence [140] [171].
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Ces observations suggerent qu’une accumulation proéminente de PrP anormale dans les tissus
lymphoides des animaux atteints n’est pas requise pour obtenir une dissémination efficace de

I’agent de la tremblante classique dans 1’organisme des individus atteints.

5. Transmission de la tremblante classique et de ’ESB

Le caractere contagieux de la tremblante classique est depuis longtemps établi [204, 205].
Dans les troupeaux atteints de tremblante classique, jusqu’a 40% des individus peuvent étre
affectés [171]. L’existence d’une transmission inter-individuelle de ’ESB a également été
¢tablie. Toutefois, I’efficacité d’une telle transmission et sa capacité a permettre a 1’agent de
I’ESB de se maintenir 2 moyen et long terme dans la population ovine demeure inconnue
[22].

Il est communément admis, qu’en conditions naturelles d’exposition, la contamination se
produit principalement durant la période périnatale [4, 72, 159, 212, 236]. Toutefois, la
contamination d’animaux de génotype sensible issus de troupeaux sains aprés leur
introduction a 1’age adulte dans des troupeaux affectés a été rapportée. La contamination

d’animaux adultes semble toutefois d’une faible efficacité [129, 130] [72].

La nature exacte des modes de transmission et de leur efficacité relative reste débattue [72].
En particulier, I’existence d’une contamination verticale (in utero) reste discutée [90], méme
s’il est admis que cette voie ne représente sans doute pas le principal mode de transmission
entre la mere et ’agneau.

En effet, le réle du placenta et des annexes placentaires dans la contamination périnatale et la
contamination environnementale est aujourd’hui largement documenté [4, 236]. Plus
récemment, la présence de prion dans le colostrum et le lait des brebis en incubation et leur
efficacité a transmettre la maladie a des agneaux de génotype sensible ont été établis [157,
159].

Paralléelement a ces contaminations inter-individuelles, 1’existence d’une contamination
d’origine environnementale a longtemps été¢ soupconnée. Ce mode de contamination a été
avancé comme explication a la contamination d’animaux sains réintroduits sur des fermes
apres abatage total de troupeaux infectés dans un nombre substantiel de cas [97]. Ce n’est
toutefois que récemment que 1’existence d’une contamination par les patures sur lesquelles

des animaux infectés avaient sé¢journé a été démontrée [73] et que la forte rémanence des
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prions dans certains types de sols a été¢ découverte [38, 59, 63, 95, 144, 145, 172, 175, 211,
214, 216, 221, 250]

6. Controle et éradication de la tremblante classique et de ’ESB

6.1. L’échec des mesures sanitaires classiques

Les programmes de lutte contre la tremblante sont restés fondés pendant prés de 50 ans sur
une politique d’abattage total ou partiel des cheptels reconnus comme atteints [72]. A
I’exception de I’Australie et de la Nouvelle Zélande qui semblent avoir pu enrayer le
développement de la maladie suite a I’importation d’animaux en incubation de la maladie
grace a une politique de quarantaine drastique, les autres exemples de tentative d’éradication
de la maladie par ce type d’approche sont des échecs patents.

Aux USA, les campagnes d’éradication menées a partir de 1952 n’ont pas permis de maitriser
la maladie qui a continué a diffuser dans le cheptel national [71]. L’Islande demeure sans
doute I’exemple le plus frappant des difficultés, sinon de I’impossibilité, d’assurer le contrdle
et 1’éradication de la tremblante ovine par les approches traditionnelles prophylactiques.
L’approche Islandaise développée a partir de 1947, repose sur la division du pays en zones
saines/atteintes, 1’abattage total des troupeaux atteints avec destruction du matériel d’élevage,
¢limination de la terre autour des locaux d’élevage, et ’interdiction de reprendre 1’élevage
pendant au moins trois ans. Les animaux utilisés pour le repeuplement proviennent
¢videmment de secteurs indemnes. Malgré ces mesures drastiques le taux de récidive de la
maladie sur les fermes atteintes dépasse les 15% [97].

En France, la tremblante ovine est devenue une maladie a déclaration obligatoire en 1996. A
partir de cette période, les troupeaux atteints ont ét¢ soumis a des mesures d’assainissement
reposant principalement sur 1I’élimination des cohortes d’animaux ou un cas clinique avait été
identifié. Compte tenu des durées d’incubation de la maladie et du caracteére contagieux des
animaux en phase préclinique, cette approche peut étre considérée comme peu rationnelle et

s’est avérée totalement inefficace.
Face a I’inefficacité des méthodes traditionnelles prophylactiques et face au risque que faisait

planer la possible survenue d’une épidémie d’ESB sur la filiere ovine, 'utilisation d’une

approche génétique pour assurer (i) le contrdle et 1’éradication des EST dans les troupeaux
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affectés et (ii) prévenir ’extension des EST dans la population ovine générale a été proposée.
Trois pays Européens ont dés 2000-2001 mis en place des mesures de sélection génétique
dans les cheptels ovins : le Royaume Uni, Les Pays Bas et la France. Ces mesures ont été
développées et appliquées dans un contexte d’urgence (seconde crise de I’ESB), alors que les
données relatives a la résistance de 1’allele ARR face aux différentes formes d’EST

demeuraient partielles.

En France, le programme national génétique officiel a été officiellement lancé en 2002
(Arrété du 30 aolt 2002 fixant les mesures techniques et financicres relatives au programme
national d'amélioration génétique pour la résistance a la tremblante. J O. Numéro 212 du 11
Sept 2002 page 15051).
Ce programme s’adresse a deux populations distinctes :
(1) les troupeaux reconnus comme atteints d’EST (hors ESB),
(i) la population ovine générale (considérée par race).
Le but de cette double politique et d’assurer :
(1) la maitrise et le contrdle des EST dans la population ovine,
(i1) de garantir a moyen terme une réduction de 1’exposition des populations animales

et des consommateurs aux agents des EST ovines.

En 2003, des mesures similaires ont été promulguées a 1’échelle Européenne (réglement
99/2001) faisant des EST ovines la premiére maladie pour laquelle un plan de lutte génétique

¢tait officiellement appliqué a 1’échelle de I'union Européenne.

6.2. Eradication de la tremblante par I’outil génétique dans les troupeaux atteints

Lorsqu’un diagnostic d’EST est confirmé dans un troupeau ovin, 1’éleveur se voit proposer
deux possibilités (i) I’abattage total ou (ii) la mise en ceuvre de mesures de sélection
génétique. Notons que le texte réglementaire prévoit, en cas d’ESB, des mesures d’abattage
total.
Les principales mesures prises lors de I’assainissement génétique des troupeaux atteints sont :
(1) le génotypage de I’ensemble des animaux aux codons 136-154-171
(i1) la destruction dans les deux mois de tous les porteurs d’un allele VRQ
(iii))  la destruction dans une période maximale de deux ans de tous les animaux du

troupeau non porteurs d’un allele ARR
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(iv)  T'utilisation exclusive de males ou de semence issue de béliers ARR/ARR

(v) I’interdiction de livrer a la consommation des animaux non porteurs d’un allele
ARR

(vi)  Dinterdiction de vendre ou d’échanger des animaux avec d’autres ¢élevages durant

la période d’assainissement.

Lorsque I’ensemble des animaux du troupeau sont porteurs d’au moins un allele ARR, les
mesures de restrictions sont levées. Dans les troupeaux atteints, cette politique
d’assainissement basée sur la sélection de 1’allele ARR s’est avérée tres efficace. Il semble
toutefois qu’afin d’éviter une réapparition de la maladie, la sélection sur 1’allele ARR
(utilisation de males ARR) doive se poursuivre au-dela de la simple période d’assainissement

[67].

6.3. Politique de sélection appliquée a la population ovine générale

6.3.1. Organisations en charge et mise en ceuvre de la sélection génétique

animale

L’organisation de I’amélioration génétique en France est régie par la loi d’orientation agricole
de 2006, qui a succédé a la loi sur I’Elevage de 1966. Les plans de sélection sont mis en
ceuvre par des organismes et entreprises de sélection (OS, ES) qui rassemblent de manicre
coopérative des €leveurs sélectionneurs. Les OS ont en charge des missions réglementées
telles que la définition des objectifs de sélection et des caractéristiques raciales, ainsi que la
tenue des livres généalogiques, ou l’orientation de 1’organisation du plan de sélection. Il

existe donc autant de plans de sélection que de races ovines.

La sélection fait appel a plusieurs « outils » :
e [’insémination artificielle qui est opérée essentiellement par les centres de collecte et
les centres de mise en place (9 en ovins) ; elle est réglementée et concerne uniquement
des reproducteurs agréés,

e les laboratoires qui réalisent les contrdles de filiation et certains génotypages, tels que

celui du géne PRNP,
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e [’identification du cheptel, obligatoire pour tous les ovins et caprins du territoire, qui
est régie par des textes réglementaires européens et francais. La maitrise d’ceuvre est
confiée aux EDE,

e la certification des parentés et le controle des performances en ferme, réalisés par 7
organismes agréés avec des exclusivités géographiques temporaires. Ils portent sur
300 000 brebis laitieres (parmi 1.6 millions) et 300 000 brebis allaitantes (parmi 4.3
millions). Plusieurs protocoles sont proposé€s (production laitiere compléte ou
simplifiée, reproduction, élevage, croissance),

e les centres d’élevage de jeunes males, qui permettent la gestion collective des béliers
des élevages sélectionneurs,

e les stations de contrdle de performances individuelles ou sur descendances, qui
assurent une homogénéisation des conditions de mesures, complétent le dispositif en
ferme pour les aptitudes boucheres,

e les Systeémes nationaux d’information génétique (SNIG) collectent, conservent,
traitent, mettent a jour et distribuent les informations nécessaires aux acteurs de la
sélection (notamment OS, CIA, laboratoires d’analyses). Ils reposent sur ’articulation
entre les organismes de contrdles de performance, les Centres régionaux de traitement
de I’information et le Centre national de traitement de I’information (CTG implanté a

I’INRA) qui travaille en étroite collaboration avec I’Institut de 1I’Elevage.

Les principes de base des schémas de sélection sont :

e [’identification, parmi la jeune génération, de futurs reproducteurs conformes aux
standards raciaux, fertiles et issus des meilleurs reproducteurs de la race ;

e leur mise a I’épreuve en ferme ou dans des stations de controle sur des caracteres
d’intérét zootechnique décidés par I’organisme de sélection ;

e [’évaluation de leur valeur génétique, sous le contrdle de 'INRA, a I’aide de mode¢les
statistiques scientifiquement reconnus par la communauté scientifique internationale et
d’applications logicielles exécutées au CTIG ;

e la classification des candidats sur la base de ces informations objectives ;

e Ja mise a la reproduction, avec des plans d’accouplements spécifiés, des candidats

retenus.
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6.3.2. Objectifs du PNAGRT

Le Plan National d’Amélioration Génétique et de Résistance a la Tremblante (PNAGRT) vise
quatre objectifs opérationnels :
(1) ¢liminer I’allele de sensibilité (VRQ),
(i1) fournir des animaux ou de la semence d’animaux résistants aux ¢levages atteints
par la tremblante,
(1))  augmenter la fréquence de l’allele de résistance (ARR) tout en maintenant
variabilité et niveau génétique,
(iv) fournir des béliers ou de la semence de béliers résistants (ARR/ARR) aux
¢élevages de production.
Le plan a été au départ programmé pour la période 2002-2006. 1l a été prolongé de 2007 a
2009. 11 a été reconduit pour trois ans en octobre 2009. Il fait I’objet chaque année d’un

rapport évaluant les progres réalisés pour chaque race.

Le PNAGRT s’appuie sur deux éléments clés :

(1) le tri des animaux est fait sur la base de leur génotype au locus PrP identifié dans un
laboratoire de référence (LABOGENA) ou un des laboratoires agréés par la DGAL ;

(2) les organismes de sélection (anciennement Unités de promotion des races) qui, pour
chaque race, regroupent les éleveurs sélectionneurs adhérents des systémes collectifs de
contrdle des parentés et des performances. L’ensemble des données (PrP, Pedigree,
performances) de ces « bases de sélection » est géré au sein de la base de données nationale

du Centre de Traitement de I’Information Génétique.

6.3.3. Effet du PNAGRT dans les élevages de sélection

Dans les élevages sélectionneurs (ceux fournissant les jeunes béliers placés ensuite en centre
de testage), le plan de sélection a rapidement entrainé une diminution spectaculaire de la
fréquence de 1’allele de sensibilité (figures n°9 et n°10). Toutefois, 1’allele VRQ, méme s’il ne
représente plus que quelques pourcents des effectifs totaux, n’est pas totalement éliminé des

bases de sélection.
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Figure n°10 : Evolution de la fréquence de [’allele VRQ chez les races laitieres

Dans le méme temps, la fréquence de I’allele ARR a spectaculairement augmenté dans les
noyaux de sélection des différentes races ovines (figures n°11, n°12 et n°13). Il dépasse
aujourd’hui, dans toutes ces races dont I’effectif est significatif, les 50% et, dans certaines
races, il approche les 100% (Ile de France — Lacaune rameau lait). Les différences de
fréquence de cet allele observées aujourd’hui entre les différentes races s’expliquent par la
combinaison de trois paramétres cruciaux :

e la fréquence de I’allele ARR dans la population initiale,

e le souci de préserver la diversité génétique sur les loci autres que le géne PRNP,

e les effectifs (parfois tres réduits) des animaux constituant le noyau de sélection dans

certaines races.

47



100

a0

20

7o

s

a0

30

20

2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2003

Figure n°l1 : Evolution de la fréquence de I’alléele ARR chez les races boucheéres

100

an

20

o

1]

a0

a0

o

0

Fava

—m_Eta bke mérhos

Lnons he

IE o daTks

—=— Preajes de Sl

—+—F et

Holrde Ve by

—— Lazanie Ge b

Griete

—s— Tarascon vake

Lazanue Oukest

—s— B Ruc e Bazz ¥ Central

—a— Cangies i Lot

INF& 41

mm|mu&|:m¢|mc&|:ucﬁ|:m7|

208

Figure n°12 : Evolution de la fréquence de I’allele ARR chez les races allaitantes
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Figure n°13 : Evolution de la fréquence de I’allele ARR chez les races laitieres

6.3.4. Effet du PNAGRT dans les élevages commerciaux

11 est difficile aujourd’hui d’estimer les effets réels que la politique de sélection appliquée ont
eu sur les troupeaux dits de ‘production’ dans les différentes races. En effet, la politique
choisie consiste a augmenter la fréquence de I’alléle d’intérét (ARR) tout en éliminant 1’allele
VRQ dans les élevages générant les males élites (améliorateurs de performances- 5% a 10%
de la population) qui seront ensuite soit directement (insémination artificielle) soit via leur
descendance utilisés dans les élevages commerciaux.

On estime a I’heure actuelle que le progres génétique généré dans les noyaux de sélection des
races diffuse progressivement sur une période de 5 a 10 ans dans la population générale.

Dans ces conditions, on ne peut pas considérer que les effets du PNAGRT se soient encore

manifestés dans la population ovine générale.

Au Royaume-Uni, une politique similaire dans ses objectifs a la politique Francaise a été mise
en place [67]. Le ‘National Scrapie Plan’ s’appuie comme en France sur la voie male
(sélection puis diffusion des béliers ARR) [66, 68]. Il a ét€¢ mis en place des 2001 et depuis
2006 une évaluation de la fréquence de I’allele ARR est menée chaque année chez les béliers
des différentes races ovines Anglaises. Chez ces béliers, une augmentation significative
I’allele ARR a été enregistrée, tout comme une diminution de la fréquence de I’allele VRQ
[77, 248].

Toutefois, compte tenu de 1’organisation de la sélection génétique ovine au Royaume-Uni et

du faible recours qui est fait a I’insémination artificielle, il est difficile d’estimer 1’impact que
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ce plan, jugé trés couteux par la filiere, a eu sur la structure génétique PRP de la population

ovine générale.

6.4. Effet a long terme de la politique de sélection

Lors du développement et de la mise en place de la politique de sélection de 1’allele ARR,
différents auteurs se sont intéressé aux possibles effets indésirables qui pourraient étre
associés a cette s€lection. Des études portant sur des populations significatives ont ét€¢ menées
afin de déterminer si certains traits de production liés a la santé des animaux pouvaient étre
affectés par cette sélection. Il ressort de ces études qu’aucun effet délétere direct ne semble lié
a cette sélection [230].

Toutefois au-dela de ces aspects, il parait 1égitime de s’interroger sur les conséquences
potentielles de la politique de sélection actuellement mise en ceuvre dans le PNAGRT. En
effet, si ce plan se poursuit selon les modalités actuelles, il va conduire a la fixation (100%
d’animaux homozygotes) de I’allele ARR dans les noyaux de sélection des différentes races
(certaines races comme I’lle de France étant déja presque parvenues a ce stade). Un tel
phénomene aura bien entendu I’avantage de rendre la diffusion de 1’allele ARR vers les
populations des troupeaux de production efficace sans qu’il ne soit plus nécessaire
d’intervenir (maintien des génotypages). Toutefois, si d’aventure un probléme li¢ a 1’allele
ARR devait dans I’avenir émerger (apparition ou développement d’une souche d’EST a
laquelle les animaux de ce génotype seraient sensibles), I’absence d’une diversité génétique
sur les alleles du géene PRNP dans les populations de sélectionneurs pourrait s’avérer un

probléeme difficile a résoudre [67].
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TROISIEME PARTIE : LA TREMBLANTE
ATYPIQUE : UNE MALADIE EMERGENTE ?
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1. Identification de la tremblante atypique

Sur un plan biochimique, la PrPSc des isolats de tremblante classique apparaissent apres
migration en conditions dénaturantes et Western Blot (WB) sous la forme de trois bandes (une
bande biglycosylée, une bande monoglycosylée et une bande non glycosylée). Le poids
moléculaire de la bande non glycosylée varie généralement en 21KDa et 19KDa (figure

n°14).

] Lt
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Figure n°14 : Western Blot mettant en évidence plusieurs souches de tremblante classique
(pistes 1, 2, 3, 4, 6, 7 et 8) et une souche de tremblante atypique (piste 5). Anticorps Sha-31,
revélation ECL (MM : marqueur de poids moléculaire).

Toutefois a coté de ces isolats dits classiques de tremblante, des cas dits atypiques ont été
identifiés en 1998 en Norvege [26, 194].

Apres traitement a la protéinase K d’un homogénat de tissu cérébral, le Western Blot révele
un pattern multi-bandes (figure n°14), avec notamment des bandes de faible poids moléculaire
aux alentours de 11-12 kDa [7].

Par ailleurs, la résistance a la dégradation par la protéinase K de la PrP anormale apparait dans
les cas atypiques extrémement limitée par comparaison aux cas de tremblante classique [48].
Ces propriétés biochimiques ‘atypiques’ de la PrP ont, pendant plusieurs années, amené
certains experts a douter du fait que les individus ayant une telle signature biochimique étaient
affectés par une EST. La présence de PrP partiellement résistante a la PK étant alors
considérée comme un simple artéfact biochimique. L’identification d’animaux présentant des

symptomes neurologiques (ainsi que des 1ésions neuro-dégénératives) d’évolution subaigué
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associés a la présence de cette signature PrP anormale dans le systéme nerveux central a

rapidement discrédité I’hypotheése d’un simple artéfact biochimique [26, 194].
2. La tremblante atypique : une authentique EST

La preuve que la signature biochimique PrP atypique observée était associée a un authentique
agent des EST a été apportée par la transmission de la maladie a différents modeles animaux.
Alors que la maladie ne semble pas transmissible aux souris conventionnelles (C57B16, RIII
et VM) ou au campagnol [44], I'inoculation d’un homogénat de cerveaux issus de cas
biochimiquement positifs a des souris transgéniques exprimant 1’allele VRQ de la protéine
PrP ovine [246] permet la propagation d’une maladie neurodégénérative avec des durées
d’incubation de I’ordre de 200 a 230 jours [168].

L’examen microscopique en histologie conventionnelle de 1’encéphale de ces animaux a
permis d’observer des 1ésions de vacuolisation typiques des EST alors que les techniques de
visualisation de la PrPSc sur coupes d’encéphale (Histoblot et Pet Blot) révelent la présence
de dépots de protéine pathologique. Enfin le profil WB de la PrPSc obtenu a partir du cerveau
des souris atteintes est identique a celui des isolats utilisés comme inoculums.

Plus récemment, la preuve de la transmissibilité de la tremblante atypique a été apportée par

inoculation intracérébrale a des ovins [226, 227].

2.1. Un agent infectieux unique ?

Les premicres études conduites sur des isolats de terrain classés comme atypiques ont
suggéré, sur la base de la diversité des profils WB observés, 1’existence d’une potentielle
diversité biologique des prions impliqués dans la tremblante atypique [48]. Bien que cette
hypothese ait été reprise par différents auteurs ayant mené des études en biochimie analytique
sur un nombre limité de cas [109, 153], ’existence d’une diversité biologique au sein des
isolats de tremblante atypique semble peu probable.

La caractérisation biochimique, par ‘mapping épitopique’ de la PrP anormale (utilisation
d’anticorps dirigés contre des épitopes différents de la PrP) d’un large panel d’isolats Francais
et Norvégiens a permis de démontrer que la signature WB associée a ce type d’agent était
constituée de 7 bandes apparentes contenant elles-mémes différents fragments de PrP. Ces
fragments correspondent a des clivages consécutifs a I’action combinée du catabolisme

protéique endogeéne et du traitement par la protéinase K (utilisé pour éliminer la PrPc).
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Certains des fragments PrP sont représentés faiblement alors que d’autres, notamment ceux
constitutifs des bandes 27kDa et 11-12kDa, sont généralement plus abondants. La
combinaison de la sensibilité relative du WB (effet seuil de la détection) et de la capacité
restreinte de certains anticorps a reconnaitre certains des fragments PrP (motifs épitopiques)
explique I’apparente diversité des profils WB observés sans que cette diversité puisse étre
associée a une quelconque diversité biologique des prions présents dans ces isolats [7].

Dans une étude portant sur la transmission de 11 isolats Francais et Norvégiens (collectés sur
une période de 5 ans) de tremblante atypique a des souris transgéniques pour le géne PrP
ovin, Ledur ef al. a identifié un phénotype unique (profils 1ésionnels — durée d’incubation et
profil WB de la PrP anormale) [168]. Plus récemment, 1’étude de 24 isolats Anglais de

tremblante atypique dans le méme modele expérimental a abouti aux mémes résultats [111].

Malgré ces résultats, il demeure impossible en 1’état actuel des connaissances de rejeter
formellement D’existence d’une possible diversité biologique de Prions associés a une

signature biochimique de type tremblante atypique.

2.2. Une maladie de répartition mondiale

La tremblante atypique a été détectée pour la premiere fois en Norvege en 1998 et a tout
d’abord été considérée comme un probléme local. Toutefois, dans la crainte d’une éventuelle
épidémie d’ESB chez les petits ruminants, un dispositif de surveillance active des EST a été
mis en place a I’échelle européenne des 2002. Ce dispositif est basé sur la réalisation de tests
de détection biochimique de la PrP anormale sur un échantillon de tronc cérébral (obex) d’un
nombre prédéfini d’animaux, prélevés de fagon aléatoire en abattoir ou a 1’équarrissage. 1l a
rapidement permis d’identifier des cas de tremblante atypique dans le cheptel des différents
¢tats membres de I’UE. La mise en place de dispositifs similaires de surveillance dans
certains pays comme les Etats-Unis, le Canada, le Japon ou les iles Falklands, a permis
d’identifier des cas dans des pays ou aucune suspicion de tremblante atypique n’avait été
jusqu’alors avancée [48] [94, 200, 201].

Plus récemment, deux cas de tremblante atypique ont été rapportés dans des pays jusqu’alors
considérés par I’OIE comme indemnes de toute forme d’EST : I’Australie et la Nouvelle-
Zélande. Le cas néo-zélandais a été identifié¢ sur un échantillon issu d’un ovin né, élevé et
abattu en Nouvelle-Zélande dont 1’encéphale avait été prélevé afin de servir de contrdle

négatif (dans un panel de 1000 échantillons) pour la validation des performances des lots de
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tests rapides par les autorités sanitaires Européennes. Le cas australien, trés récemment
confirmé, fait suite a une suspicion clinique posée sur le territoire australien.

Ces deux cas de tremblante atypique suggerent fortement que cette forme d’EST est présente
dans tous les pays détenant une population significative de petits ruminants. Au-dela de ces
aspects la découverte de cas d’EST dans des pays jusqu’alors considérés comme indemnes de
tremblante renverse définitivement le ‘mythe’ du statut « indemne d’EST » délivré par I’OIE,
qui jusque la servait d’argument commercial a ces pays gros exportateurs d’ovins et de

produits dérivés des ovins.

2.3. Prévalence de la tremblante atypique

Sur la base des données communiquées par les états membres a la Commission Européenne,
dix-huit pays européens ont a ce jour enregistré des cas de tremblante atypique ovine.

Il apparait toutefois que la détection des cas de tremblante atypique est éminemment
dépendante du type de test de criblage rapide utilisé pour la détection. En effet, certains des
tests actuellement utilisés n’ont qu’'une tres faible sensibilité pour détecter les cas atypiques,
ce qui induit des biais évidents dans la détection de ces cas sur le terrain [87]. Depuis 2007,
dans les 27 états membres, seuls 12 cas atypiques ont été détectés pour 393 014 tests réalisés
avec des tests (Prionics® et Enfer®) connus pour avoir une sensibilité limitée vis-a-vis de la
tremblante atypique. Dans le méme temps, 680 cas sur 1.030.545 animaux prélevés étaient
rapportés chez les animaux testés par les tests les plus sensibles vis a vis de la tremblante

atypique (BioRad®, IDEXX®) (Chi-square, p-value <0.0001).

A ce jour, la prévalence de la tremblante atypique est estimée en Europe entre 0.5 et 1 animal
positif pour 1 000 animaux testés. Les données actuellement disponibles semblent par ailleurs
indiquer qu’il n’y a pas de différence significative de prévalence entre les différents pays

Européens [87].

Certains biais relatifs a ces estimations sont a considérer. Tout d’abord, le systéme
d’épidémio-surveillance appliqué actuellement présente de nombreux biais en termes
d’échantillonnage de population (age, sur ou sous-représentation de certaines zones

géographiques, etc...).
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Ensuite et de maniére plus spécifique, 1’age moyen des animaux détectés comme positifs en
tremblante atypique en 2004 et 2006 était de 76 mois et plus de 50% des cas détectés avaient
un age compris entre 49 et 98 mois [25]. Compte tenu des structures démographiques en
¢levage ovin (taux de réforme), la part de la population atteignant un tel age est faible. En
I’absence de données fiables sur la structure démographique des populations ovines, il
demeure toutefois impossible d’évaluer I’impact de ce biais sur les estimations de prévalence

[87].

Malgré la probable sous-estimation de la prévalence réelle des cas atypiques, 1’étude
rétrospective des données disponibles depuis 2002 semble indiquer 1’absence de différence

significative de la prévalence sur la période 2002-2007 [70, 184].

2.4. Une maladie émergente?

La découverte de la tremblante atypique et de son incidence relative dans la population de
petits ruminants a suscité¢ de trés nombreuses questions. En effet, au fur et & mesure que le
dispositif d’épidémio-surveillance active était déployé en Europe, la prévalence apparente de
cette forme d’EST est passée de zéro a 6 animaux pour 10 000 testés. Devant ce phénomene,
la crainte d’assister a 1’émergence d’une nouvelle épidémie d’EST s’est installée.
Aujourd’hui, il est établi que la fréquence relative des cas de tremblante atypique détectés
dans la population est demeurée stable en Europe entre 2002 et 2007 [87, 184]. Ces données
apportent une premicre indication sur le fait que nous ne sommes probablement pas en train
d’assister au développement d’une épidémie mais que [’accroissement apparent de la
fréquence des cas atypiques détectés résulte d’une identification plus performante de ces cas
par le systeéme de surveillance.

Il n’en demeure pas moins que la poursuite d’un programme d’épidémio-surveillance
d’ampleur suffisante est le seul outil susceptible de révéler de maniére précoce, par la mise en
évidence des variations de prévalence, une modification de la dynamique de cette forme

d’EST (passage d’un mode sporadique a un mode épizootique).

L’existence de cas de tremblante atypique dans les populations de petits ruminants antérieure
a la mise en place des mesures de surveillance spécifiques des EST chez les petits ruminants
est longtemps demeurée une question en suspens. L’examen rétrospectif de banques de tissus

a permis de mettre en évidence des cas de tremblante atypique, jusqu’alors non diagnostiqués,
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remontant aux années 1980 [44]. Cette observation, méme si elle demeure isolée et ne permet
de proposer aucune estimation de la prévalence passée des cas de tremblante atypique, permet
d’indiquer que la tremblante atypique est sans doute présente depuis tres longtemps chez les
petits ruminants. En conséquence, il est trés probable que les populations humaines et

animales aient été exposées, par voie alimentaire notamment, a cet agent des EST.

3. La tremblante atypique : désordre spontané ou maladie contagieuse ?

3.1. Age relatif des cas de tremblante classique et atypique

En maticre de tremblante classique, 1’age des cas cliniques décrits est trés variable. Toutefois
chez les animaux de génotype sensible VRQ/VRQ, ARQ/VRQ ou ARQ/ARQ naturellement
exposés a la maladie, les cas cliniques décrits surviennent généralement chez des animaux
agés de 24 a 40 mois [79, 114, 162, 171, 191].

Comme décrit plus haut, les cas de tremblante atypique détectés principalement par les tests
rapides concernent des animaux généralement agés. L’étude rétrospective de 84 cas conduite
dans 9 pays a permis notamment d’établir que I’age moyen des cas détectés était de 6.5 ans et
que le cas le plus jeune concernait un animal de 3.5 ans [25]. Une étude similaire conduite en
Allemagne et incluant 60 cas a révélé que 60% de cas étaient agés de plus de 5 ans et que

25% d’entre eux avaient plus de 10 ans [50].

3.2. Facteurs de risque associés a la tremblante atypique

Différentes études épidémiologiques visant a identifier des facteurs de risque potentiels
associés au développement de la tremblante atypique ont été menées.

La premicre de ces études a été réalisée en Norvege dans 28 troupeaux atteints de tremblante
atypique. Ce travail rétrospectif n’a pas permis de mettre en évidence une relation entre le
développement de la tremblante atypique et les facteurs de risque traditionnellement retrouvés
dans les cas de troupeaux atteints de tremblante classique dans ce pays (contact entre
troupeaux et échange d’animaux) [127]. Cette méme étude a par ailleurs révélé 1’absence de
lien significatif entre les cas de tremblante atypique, pourtant situés dans une méme région

géographique [126].
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Une étude similaire a été menée en France a partir de 95 troupeaux atteints et 220 témoins
géographiquement appariés. Les facteurs de risques analysés incluaient notamment
I’existence de contacts entre les animaux du troupeau déclarant et d’autres animaux, les
pratiques d’agnelage (récolte des placentas) et d’alimentation (utilisation de concentrés ou de
lait reconstitu€) et I’exposition a des toxiques. Dans cette étude, il est apparu que les élevages
laitiers semblaient avoir un risque supérieur d’étre atteints de tremblante atypique (odds ratio
15.1, 95% intervalle de confiance a 95% : 3.3-69.7) par rapport aux ¢levages allaitants. Un
risque moindre semblait par ailleurs associé¢ aux élevages ayant obtenu le label Agriculture
Biologique (OR 0.15, intervalle de confiance a 95% : 0.02-1.26), ou distribuant des
compléments alimentaires vitaminés et minéraux (OR 0.6, intervalle de confiance a 95% :
0.32-1.14). Aucun des facteurs de risque traditionnellement associés a la transmission de la
tremblante classique (contact entre troupeaux, échange d’animaux, récolte des placentas a
I’agnelage) n’est ressorti comme facteur de risque au développement de cas de tremblante

atypique [86].

3.3. Pathogenése de la tremblante atypique

Les connaissances en matiere de pathogenese et de distribution de 1’agent infectieux dans les
tissus des animaux atteints demeurent insuffisantes pour proposer un schéma pathogénique de
la tremblante atypique chez son hote naturel.

Des inoculations expérimentales avec des isolats naturels de tremblante atypique ont été
réalisées chez des ovins AHQ/AHQ, mais uniquement par voie intracérébrale [226, 227].
Bien que le phénotype observé de la maladie soit similaire a celui observé chez des animaux
naturellement atteints [155, 156], il est impossible en 1’état actuel des connaissances
d’affirmer que cette voie d’inoculation est pertinente pour I’étude de la maladie.

Par conséquent et dans I’attente de résultats issus d’autres transmissions expérimentales
(inoculation orale notamment), les éléments dont nous disposons sont ceux issus de cas
naturels, soit cliniques, soit identifiés par le réseau actif d’épidémio-surveillance (cas
précliniques), pour lesquels peu d’échantillons biologiques ont malheureusement été collectés
en dehors du systéme nerveux central.

D’une maniere frappante, aucun dépot de PrP anormale n’a été mis en évidence dans les tissus
lymphoides disponibles [26, 51] [196, 245]. Par ailleurs, alors que le tronc cérébral et en
particulier la région de I’obex constitue un site privilégié d’accumulation de la PrP anormale

dans le systeme nerveux central des animaux atteints d’ESB ou de tremblante classique (en
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particulier le noyau dorsal du nerf vague) [251], dans les cas de tremblante atypique le tronc
cérébral postérieur ne montre que des dépdts marginaux de PrPSc qui, lorsqu’ils sont
présents, ¢pargnent apparemment le noyau dorsal du nerf vague [190]. Dans les cas de
tremblante atypique, une certaine diversité interindividuelle de la distribution des I€sions
vacuolaires peut étre observée [196]. Toutefois, 1’essentiel des 1ésions et des dépots de PrP
anormale sont retrouvés dans les couches grises du cortex cérébral et dans le cortex
cérébelleux [190]. Ces deux régions sont généralement peu lésées [251] et n’accumulent que
peu d’agent infectieux [114] dans les cas de tremblante classique ou d’ESB [141, 143].

Ces données pourraient suggérer que la neuro-invasion dans les cas de tremblante atypique
pourrait s’effectuer par des voies ou selon des modalités différentes que celles établies pour la

tremblante classique et I’ESB.

3.4. Prévalence dans les troupeaux atteints

Seul un nombre limité d’études prospectives a pu étre mené a la faveur d’un abattage total ou
partiel dans des troupeaux ou un cas de tremblante atypique avait été identifié. D’une fagon
extrémement frappante, le nombre de cas secondaires détectés dans ces troupeaux est nul ou
tres faible. [86, 87]. Dans une étude rétrospective menée sur un €levage expérimental au
Royaume Uni (animaux importés de Nouvelle-Zélande), deux cas ont pu étre identifiés sur
une période couvrant 5 années et un effectif de 650 animaux étudiés [225].

En Allemagne, des cas secondaires ont été détectés dans 7 troupeaux atteints de tremblante
atypique ; toutefois, deux de ces troupeaux étaient constitués de plus de 500 animaux et les 5
autres de plus de 1500 animaux, ce qui suggére une trés faible prévalence de ces cas
secondaires [173]. Le seul cas de troupeau de taille réduite (<200 animaux) ou plusieurs cas
de tremblante atypique ont été identifiés est celui d’un troupeau Irlandais [200].

Récemment, une étude visant a comparer la prévalence de la tremblante atypique dans (i) les
troupeaux ou un cas index avait déja été identifié¢ et dans (ii) la population générale a été
menée en France [85]. Les données utilisées provenaient du programme National Frangais
d’épidémio-surveillance. Sur la base de ces analyses, les auteurs sont parvenus a la conclusion
que la prévalence apparente de la tremblante atypique dans les troupeaux atteints ne semblait
pas différente de celle observée dans la population générale. A partir de ces éléments ainsi
que des observations précédemment évoquées, I’hypothése selon laquelle la tremblante
atypique pourrait étre une maladie non contagieuse ou trés faiblement contagieuse et d’origine

spontanée s’est développée [25, 85].
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3.5. Le concept de trouble spontané : une explication plausible ?

Cing a 10 % des maladies humaines a Prions sont liées a des mutations du géne PRNP codant
pour la protéine prion [164]. Ces maladies héréditaires peuvent revétir différentes formes
(manifestations cliniques et 1ésionnelles) et concernent quelques dizaines de familles dans le
monde. Historiquement, la premiére a avoir été identifiée est le syndrome de Gerstmann-
Straussler-Scheinker (GSS) [98, 99]. Ce syndrome est une maladie autosomale dominante,
associée a des lésions d’EST, dont il fut établi au début des années 90 qu’elle était liée a des
mutations en position 102 ou 117 du gene PRNP.

Au total, 24 formes d’altérations différentes du géne ont pu étre corrélées a la survenue d’EST
cliniques chez I’homme, notamment aux codons 102, 117, 178, 200, 203, 210 et 211 du gene
PRNP. Ces altérations peuvent étre soit des mutations ponctuelles (résultant d’une
substitution d’un acide aminé), ou insertionnelles (addition d’un octapeptide) [181].
L’insomnie fatale familiale (IFF) est un variant clinique particulier des EST humaines. La
maladie semble liée a une mutation du résidu acide aspartique en asparagine au codon 178
[185], et d’'une méthionine au codon 129 (génotype Met 129 Asn 178) [115]. La mutation en
178, lorsqu’elle est associée a une valine en 129, ne produit pas le phénotype IFF (génotype

Val 129 Asn 178) [206].

La plus fréquente de ces maladies chez I’homme demeure la maladie de Creutzfeld-Jakob
(MCJ) : environ 1 cas par an pour 1 million d’individus [182]. Les MCIJ sporadiques
représentent 90% des cas d’EST humaines et surviennent chez des individus généralement
agés de plus de 50 a 60 ans. Un polymorphisme majeur au codon 129 (Met, M ou Val, V)
semble influer sur la sensibilité¢ a la maladie. La moitié¢ de la population caucasienne (51 %)
est hétérozygote (M/V) au codon 129, alors que les homozygotes V/V et M/M représentent
respectivement 12 et 37% de cette population. Les cas les plus fréquents apparaissent chez
des individus homozygotes M/M (71 % des cas) au codon 129 [202]. L’origine de ces cas
demeure inexpliquée et a ce jour aucun facteur de risque géographique ou lié aux habitudes de

vie n’a ¢été clairement identifié [57, 182, 238].

Le développement d’EST (avec une forte pénétrance) chez des individus porteurs de
mutations du géne PRNP a rapidement amené a considérer 1’hypotheése d’une origine

spontanée de ces pathologies. Dans cette hypothése, les mutations favoriseraient une trans-
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conformation spontanée de la PrPc en PrPSc, selon une dynamique ne permettant pas au
systéme catabolitique protéique (chaperonne et protéasome) d’éliminer de maniére efficace
les espéces mal conformées. A terme, ces protéines mal conformées joueraient un rdle de
nucléateur, entrainant une conversion auto-catalytique de protéines de conformation normale
en protéines anormales. Cette hypothese, trés séduisante, permet de concilier le caractére

héréditaire de ces formes d’EST et le concept Prion.

Devant ’absence apparente de facteurs de risque associés aux formes dites sporadiques de
MC]J, a la faible fréquence de ces cas et a I’age relativement avancé des patients au moment
du diagnostic, il a également été avancé qu’une explication plausible a la survenue de ces
maladies pourrait également étre celle d’un processus ‘spontané’ consécutif a I’incapacité des

systémes du catabolisme protéique a dégrader des formes mal conformées de PrP.

Bien que trés élégante, cette I’hypothése d’une origine spontanée, sans intervention d’un
agent infectieux externe, survenant de manicre aléatoire et favorisée par des mutations du
gene PRNP est longtemps demeurée du domaine de la pure spéculation.

En effet, I’insertion de la mutation humaine P102L dans le géne PRNP de souris, si elle
entraine 1’accumulation d’une forme légerement PK résistante de PrP, ne permet pas de

générer un agent transmissible [16, 17].

Ce n’est que récemment que quelques données expérimentales soutenant 1’hypothése d’une
apparition ‘spontanée’ d’un agent authentique des EST (transmissible) ont été¢ obtenues, soit
chez des souris Tga20 qui sur-expriment 10 fois les niveaux physiologiques de PrP [224] ou
dans un modele de mutation ponctuelle FFI (sur le géne murin de la PrP) [139]. Ces données
restent toutefois trés fragiles et demandent a étre confirmées avant de pouvoir considérer que

I’apparition spontanée de prion est possible chez un héte naturel.

3.6. Des arguments d’une extréme fragilité
L’hypothéese selon laquelle la tremblante atypique pourrait étre une maladie non contagieuse
ou tres faiblement contagieuse et d’origine spontanée [25, 85] repose principalement sur trois

éléments :

e [’age relativement avancé des cas identifics,
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e la nature des tissus accumulant de I’agent infectieux (accumulation dans 1’encéphale
avec absence apparente d’accumulation dans les tissus périphériques)

e e caractere apparemment non contagieux de la maladie.

La prévalence relativement ¢levée de la tremblante atypique (1 individu pour 10 000 testés)
est un premier ¢lément qui amene a s’interroger sur la réalit¢ d’un phénomene spontané,
surtout lorsqu’on considére que ce phénomene n’est pas restreint a certains génotypes PrP
particuliers.

Par ailleurs, chacun des arguments avancés pour soutenir I’hypothése d’une origine spontanée

de la maladie demeurent fragiles.

L’age des animaux atteints est certes plus élevé que I’age des animaux atteints de tremblante
classique. Toutefois, les ovins ont une espérance de vie naturelle supérieure a 12-15 ans et un
animal agé de 3.5 ans (cas clinique le plus jeune de tremblante atypique rapporté ce jour) ne
peut pas étre considéré comme ag¢.

Les connaissances actuelles relatives a la distribution de 1’agent de la tremblante atypique
reposent toutes sur des études biochimiques (absence de PrP anormale détectable dans les
tissus considérés). Compte tenu de la faible sensibilité des méthodes de détection de la PrP
anormale associ¢ a la tremblante atypique, la présence de niveaux non négligeables
d’infectiosité dans les tissus périphériques des animaux atteints en 1’absence de PrP anormale
détectable est parfaitement plausible.

Enfin, I’idée que la tremblante atypique n’est pas une maladie contagieuse ne repose que sur
I’analyse statistique des cas détectés par les tests de dépistage dans les populations atteintes
par rapport a la population générale. Compte tenu la encore de la sensibilité relative des tests
de dépistage, la capacité d’identifier, au travers du dispositif d’épidémio-surveillance, des cas

secondaires dans les troupeaux atteints parait trés discutable.

Compte tenu des incertitudes actuelles sur I’origine, la pathogénie et notre capacité a détecter
les animaux atteints de tremblante atypique, il est impossible d’écarter a ce stade 1’hypothése
d’une origine infectieuse de cette maladie et de privilégier celle d’une maladie spontanée non
contagieuse. Les travaux actuellement en cours dans différents pays, visant a clarifier le
caractére contagieux des animaux en incubation (présence et dissémination d’infectiosité par

le lait, les annexes feetales, les urines et/ou les feces) et la permissivité des ovins a une

62



infection orale, apporteront dans un futur proche des éléments essentiels pour répondre a ces
interrogations.

Toutefois, on ne peut que constater que malgré toutes ces interrogations, les législateurs
(Frangais et Européen) ont d’ores et déja admis que la tremblante atypique n’était pas un
maladie contagieuse et ont adopté une législation spécifique pour les troupeaux atteints par ce

type d’agent.
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QUATRIEME PARTIE : RISQUES SANITAIRES
ASSOCIES A LA TREMBLANTE ATYPIQUE
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1. Une remise en question de la politique de lutte génétique contre les EST

1.1. Tremblante atypique et polymorphismes du géene PRNP

Preés d’une décennie apres son identification, il reste beaucoup d’incertitudes sur la sensibilité
génétique (alleles du gene PRNP) a la tremblante atypique.

La difficulté a identifier les cas et I’absence ou le faible nombre apparent de cas secondaires
dans les troupeaux atteints représentent des écueils majeurs a la conduite des études cas-
témoins qui sont généralement utilisées pour identifier et mesurer 1’impact des
polymorphismes du gene PRNP sur le risque de développer une EST.

Les premiers ¢léments pertinents portant sur [’association entre développement de la
tremblante atypique et polymorphismes du géne PRNP proviennent de 1’étude d’un nombre
de cas limités (n=49) menée en Norvege [194]. Cette étude permis d’identifier que les
animaux atteints étaient tous A136A et ce malgré la présence dans les troupeaux atteints d’un
nombre significatif de porteurs de 1’allele VRQ. Cette observation suggere que ’allele VRQ
ne représenterait pas un facteur de risque pour le développement de la maladie. Cette méme
étude a permis par ailleurs d’identifier que les animaux porteurs d’une phénylalanine en
position 141 ou d’une histidine en position 154, y compris a 1’état hétérozygote semblaient

surreprésentés dans le groupe des 49 cas par rapport a la population générale (tableau n°4).
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Nor98 Nor98

Génotype positif  négatif OR Inf 95 Sup 95
AFRQ/AFRQ 6 13 102.9 18.94 559.29
AFRQ/AHQ 7 27 57.8 11.46 291.79
AFRQ/ARQ 3 67 10.0 1.64 60.86
AFRQ/ARR 8 90 19.8 414 94.90

AFRQ/VRQ 45

AFRQ/ARH 9

AHQ/AHQ 11 67 36.6 7.94 168.81
AHQ/ARQ 4 298 3.0 0.54 16.45
AHQ/ARR 6 144 9.3 1.85 46.55
AHQ/VRQ 91
AHQ/ARH 1 21 10.6 0.93 121.84
ARQ/ARQ 2 446 1.0 0.14 7.13
ARQ/ARR 380
ARQ/VRQ 167
ARQ/ARH 48
ARR/ARR 1 210 1.1 0.10 11.78
VRQ/ARH 16
VRQ/ARR 155
VRQ/VRQ 62
ARR/ARH 37
ARH/ARH 3

Total 49 2396

Tableau n°4 : Données sur les troupeaux ayant des cas atypiques et les troupeaux sains en
Norvege entre 1998 et 2006. Un odds ratio (OR) de 1 indique que le risque de tremblante
atypique dans un génotype donné est égal au risque de base (dans cet exemple, ALRQ/ALRQ,
soit ARQ/ARQ). Le risque de tremblante atypique dans un génotype donné est
significativement augmenté lorsque la borne inférieure de son intervalle de confiance 95% est
supérieure a la borne supérieure de [’intervalle de confiance observé pour le génotype ARQ-

ARQ.

Des études similaires ont depuis été conduites en France, en Allemagne et au Royaume Uni
[7, 173, 174, 192, 219] Toutes indiquent que les alleles AF141RQ et AHQ sont associ€s a un
fort sur-risque de développer une tremblante atypique. Elles indiquent par ailleurs que les
animaux porteurs de I’allele ARR a I’état hétérozygote ou homozygote ne semblent pas
présenter de résistance particuliere a la maladie, par rapport aux animaux de génotype
sauvage ARQ/ARQ [7, 173, 174, 192, 219]. Enfin, il semble que les animaux porteurs de
I’allele VRQ présentent un risque diminué (mais non nul) de développer la tremblante
atypique. Ce point demeure toutefois relativement débattu dans la mesure ou le modele
animal qui semble le plus efficace pour propager la tremblante atypique est une souris

transgénique sur-exprimant I’allele VRQ du géne PRNP ovin [168].
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L’ensemble de ces éléments indique clairement que la sensibilité/résistance a la tremblante
atypique obéit a un tout autre déterminisme que celui gouvernant la sensibilité a la tremblante

classique et ’ESB (tableau n°5).

Genotype Cas de tremblante
Atypique (n=53) Classique (n=74)

ARR n=16 -
ARQ n=9 n=5
AfuRQ/ AnaRQ n=6 -
VRQ n=3 n=4
ARR n=2 -
AHQ n=2 -
AHQ/ ARQ n=1 -
ARH n=1 -
ARR/ ARR n=6 -
ARR n=2 -
ARQ/ ARQ - n=29
ARH - n=13
ARH/ ARH n=1 n=3
ARQ - n=10
VRQ/ VRQ - n=9
ARH - n=1

Tableau n°5 : Génotype des cas index de tremblante atypique (n=53) et classique (n=74)
provenant de foyers identifiés en France entre 2003 et 2007.

Il demeure toutefois difficile d’estimer le risque relatif de développer une tremblante atypique
pour les animaux des différents génotypes. En effet, I’absence de cas secondaires dans les
troupeaux atteints amene a considérer le risque relatif de développer de la tremblante atypique
d’animaux provenant d’environnements (en termes de pression d’infection potentielle, de
structure génétique de la population) et de classes d’ages différents, ce qui représente des biais
potentiellement importants pour le calcul des risques relatifs.

Dans ce contexte, les expérimentations menées actuellement chez les ovins [226] ou dans des
modeles de souris transgéniques pour différents alleles du géne PRNP ovin devraient apporter

des éléments pertinents pour I’évaluation de la sensibilité génétique a la tremblante atypique.
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1.2. Conséquences des choix passés

Lorsque les premiéres études cas-témoins visant a confirmer ’effet des différents alleles du
gene PRNP ont été menées sur des effectifs significatifs d’individus, la question des méthodes
de typage et des colits engendrés s’est rapidement imposée. En effet, au début des années 90
les techniques de génotypage demeuraient lourdes (RFLP PCR et DDGI) et leur débit réduit
[164]. Dans ces conditions, la plupart des travaux se sont focalisés sur les codons 136-154 et
171 du géne PRNP décrits comme étant associés aux effets les plus marqués sur la sensibilité
apparente a la maladie [136, 137].

Ces choix treés rationnels ont amené a négliger pendant prés de 15 ans I’effet des autres
polymorphismes du géne PRNP sur la sensibilité aux infections par les Prions.

Récemment, I’effet des polymorphismes M112T et P168L ont par exemple été décrits. Ces
deux polymorphismes semblent associés a un effet dominant négatif plus fort que celui de
1‘allele ARR sur I’infection (par voie orale ou intracérébrale) par ’agent de ’ESB [106, 220].
De maniére similaire, plusieurs polymorphismes (codons 137 et 176) ont été décrits comme
conférant un niveau de résistance marqué a 1’infection naturelle par la tremblante classique
[237].

En maticre de tremblante atypique, 1’identification du polymorphisme F141 sur la sensibilité a
la maladie illustre 1a encore I’importance que peuvent avoir les polymorphismes autres que
ceux situés en positions 136, 154 et 171 de la PrP [192, 194]. Il ne saurait étre exclu en 1’état
actuel des connaissances que certains de ces polymorphismes jusqu’alors non explorés soient
associés a un risque diminué (voire nul) de développer la tremblante atypique. Toutefois et
compte tenu de I’absence quasi-totale de données (polymorphismes autres que ceux situcs en
136, 141, 154 et 171, dans les populations témoins (non atteintes de tremblante atypique), il

parait difficile d’envisager a court ou moyen terme d’identifier de tels all¢les s’ils existent.

Tous ces ¢léments illustrent la complexité de 1’effet des polymorphismes du géne PRNP sur la
sensibilité¢ a I’infection. Ils indiquent également que le concept de résistance/sensibilité
associé aux polymorphismes du géne PRNP développé dans les années 90 s’est construit sur
une vision partielle et potentiellement tronquée de ces interrelations. Cette erreur stratégique a
aujourd’hui comme conséquence une méconnaissance relative de 1’effet de la plupart des
polymorphismes sur I’infection par les différents agents des EST capables de se développer
chez les ovins et nous prive de potentiels outils alternatifs a I’allele ARR pour la lutte

génétique contre les EST.
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1.3. Impact sur la politique de lutte génétique contre les EST

Des cas de tremblante atypique ayant été identifiés chez un certain nombre d’animaux
ARR/ARR, il est aujourd’hui acquis que I’allele ARR ne peut étre considéré comme
protecteur vis a vis de cet agent des EST [48] [219].

Deés I’identification des premiers cas de tremblante atypique associés a ce génotype en 2004,
la politique de diffusion de I’allele ARR dans les populations ovines en Europe, rendue

obligatoire en 2002 par une réglement Européen, a été remise en question.

L’effet conjugué de la découverte de ces cas de tremblante et de 1’annonce de la capacité de
I’agent de ’ESB a se propager chez des animaux ARR/ARR [131], présentés jusque la
comme ‘absolument’ résistants a conduit a des interrogations majeures sur le bien fondé de la
politique de diffusion de I’allecle ARR dans les populations ovines. Au regard de cette
situation, différentes agences d’évaluation du risque comme I’AFSSA en France ou I’EFSA
au niveau Européen ont été saisies pour évaluer les bénéfices et les dangers qu’une telle

politique de sélection pouvait avoir a moyen et long terme.

Ces évaluations ont clairement indiqué le bien fondé de la politique de sélection génétique
ovine pour la prévention des risques d’exposition des consommateurs aux agents de la
tremblante classique et de ’ESB ainsi que pour lutter efficacement contre la propagation de
ces formes d’EST dans les populations ovines, méme en I’absence d’effet positif sur la

prévalence de la tremblante atypique.

Dans le méme temps les experts ont exprimé des réserves quant aux effets de la diffusion
massive de I’allele ARR dans la population ovine générale a long terme. En effet, une telle
politique de sélection pourrait mener, en 1’absence d’un pilotage raisonné, a la disparition de
certains alléles qui ne semblent pas présenter d’intérét particulier a ce jour en matiere de lutte
contre les EST mais pourraient s’avérer des ressources cruciales dans le futur. Par ailleurs, le
risque de voir émerger (au-dela des quelques cas rapportés jusque 1a) un agent des EST
capable de se développer et de diffuser efficacement sur les animaux porteurs de I’allele ARR
ne pouvait pas étre totalement dcarté (document de I’EFSA-Q-2005-291:

http://www.efsa.europa.eu/en/scdocs/scdoc/382.htm).
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Bien qu’équilibrés, ces avis issus des agences d’évaluation scientifique des risques ont
conduit, sous la pression des pays du nord de 1’Europe, a une inflexion sensible de la politique
de sélection génétique ovine en matiere d’EST. D’obligatoire cette sélection est devenue, en
2006, optionnelle ; c'est-a-dire que libre choix est laiss€¢ a chaque état membre de I’UE de
I’appliquer a sa population.

Dans ce contexte, certains des pays, pourtant pionniers en la matiere comme le Royaume Uni,
ont renoncé a leurs objectifs en maticre de diffusion de I’allele ARR dans leur population
générale tout en maintenant le principe d’un assainissement des troupeaux atteints de

tremblante classique par 1’utilisation de 1’outil génétique.

2. Tremblante atypique et Sécurité Sanitaire des Aliments : le poids des
incertitudes

2.1. ESB et nouveau variant de la maladie de Creutzfeld-Jakob

A ce jour, PESB classique (ESB-C) est la seule EST animale pour laquelle le caractére
zoonotique soit définitivement établi. L’exposition alimentaire massive a cet agent des EST a
¢té responsable a partir de 1995 de I’émergence du nouveau variant de la maladie de
Creutzfeldt-Jakob (v-MCJ) chez ’homme. Si une relation entre I’émergence des cas de v-
MCIJ et I’épidémie d’ESB a rapidement été évoquée et suspectée, la démonstration formelle

de cette causalité s’est avérée longue (prés d’une décennie) et complexe.

La transmission expérimentale d’isolats bovins d’ESB-C et de cas de v-MCJ a un panel de
souris conventionnelles a permis d’identifier des signatures biologiques similaires (durée
d’incubation dans chaque lignée, distribution des lésions de spongiose dans différents sites
cérébraux), indiquant une probable identit¢ des agents impliqués[45]. D’autres données
épidémiologiques et des arguments issus d’autres études expérimentales, notamment la
transmission au macaque [166]et aux souris transgéniques exprimant la PrP bovine [223] ou
humaine [8], sont venus confirmer I’identité des agents responsables de I’ESB et du v-CJD.

Les difficultés rencontrées pour confirmer que I’ESB classique était bien responsable d’une
forme humaine d’EST ameéne a s’interroger sur notre capacité a suspecter et identifier un
risque zoonotique qui pourrait &tre associé¢ a une forme endémique ou bien émergente d’EST

dans les populations animales.
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2.2. Potentiel zoonotique des agents animaux des EST autres que I’ESB classique

Dans leur forme la plus fréquente, les EST humaines (MCJ dite sporadique, s-MCJ)
surviennent principalement chez des individus agés (de 50 a 60 ans) avec une fréquence de
I’ordre de 1,5 cas par million et par an [160]. Ces maladies demeurent jusqu’a présent sans
causes spécifiques identifiées et, compte tenu de leur durée d’incubation (plusieurs
décennies), il demeure extrémement difficile d’impliquer ou de rejeter des facteurs
d’exposition a des produits d’origine animale (vecteur d’exposition a des agents des EST) [58,

182, 238].

Toutefois, le fait que la prévalence apparente des s-MCJ ne soit pas différente dans des pays
ou les EST animales sont endémiques de ceux considérés par I’OIE comme indemnes a
conduit a considérer pendant des décennies que tout lien entre la survenue des cas d’EST
humaines et les prions animaux pouvait étre rejeté [160]. La démonstration récente que,
malgré leur statut indemne, la Nouvelle Z¢lande et I’ Australie était toutes deux atteintes par

la tremblante atypique indique clairement les limites de ce type d’argument.

Au-dela de ces aspects épidémiologiques, la capacité des agents animaux des EST autres que
I’ESB classique a se transmettre a ’homme a ¢été explorée dans différents systemes
expérimentaux jugés comme des modeles pertinents de la barriére d’espéce humaine. Bien
que les données disponibles restent extrémement parcellaires, certains des résultats obtenus
présentent un intérét certain dans le débat relatif a I’existence d’un risque zoonotique associé

au Prions circulants dans les populations animales.

Historiquement, les primates ont apporté la preuve du caractére transmissible des EST
humaines. Aprés de nombreuses tentatives infructueuses de transmission a divers modéeles
animaux, la transmissibilit¢ du Kuru a été démontrée par 1’équipe de Gajdusek suite a
I’inoculation d’homogénats de cerveaux issus de patients atteints a différentes especes de

primates [93, 101].

Les premiers éléments ayant permis de démontrer le caracteére zoonotique de I’ESB classique
proviennent des expériences de transmission de cas d’ESB au macaque Cynomolgus [166].
Depuis, le modele primate est utilisé comme modele de v-MCJ dans les études visant a

¢valuer la barriére de transmission humaine vis-a-vis de I’ESB [123, 165, 167].
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La susceptibilité des primates a un nombre limité d’isolats de tremblante a été testée, par
inoculation soit (1) de matériel cérébral provenant directement de petits ruminants, soit (ii) par
inoculation d’isolats de tremblante préalablement propagés itérativement a un ou plusieurs
hoétes intermédiaires. Ainsi, 1’isolat Compton (isolat de tremblante passé itérativement 9 fois
chez la chevre puis 8 fois chez la souris) induit une maladie clinique chez le macaque
Cynomolgus apres 5 ans d’incubation [100, 102, 161]. D’autres especes de singes inclues dans
la méme étude (macaque Rhésus, singe vert, chimpanz¢) semblent moins permissifs. Ces
expériences sont toutefois difficiles a interpréter dans la mesure ou la propagation de 1’agent
infectieux a la souris pourrait avoir altéré ses propriétés. Au moment de la publication de cette
¢tude, deux macaques (Cynomolgus, Rhésus) et un chimpanzé infectés par 1’isolat Compton
passé chez la chévre ou par un isolat de tremblante ovine provenant des USA n’avaient pas
développé de maladie clinique 4 ans aprés injection intracérébrale. Le singe-écureuil est
permissif par voie intracérébrale (transmission en 14 mois) [102, 161], et par voie orale [100]
en 25-32 mois a I’isolat Compton, ayant subi 3 passages intermédiaires supplémentaires chez
le hamster. Dans ce mode¢le, I’inoculation de cas humains de MCJ sporadiques induisent des
périodes d’incubation similaires (11-48 mois par voie intracérébrale, 23-27 mois par voie
orale). Plus récemment, un isolat de tremblante ovine (PG 85/02) a pu étre transmis par voie
intracérébrale chez le marmouset, avec une période d’incubation plus courte que I’ESB [10,

11].

Paralléelement au modele primate, des modeles transgéniques exprimant la PrP humaine
(présentant soit une méthionine, soit une valine au codon 129 du géne PRNP) sur un fond
génétique PrP KO (invalidation du géne PRNP murin ; dénommées ci-aprés TgHu) ont été
développés. Alors que les cas de MCJ sporadiques ou familiales sont difficilement
transmissibles aux lignées de souris conventionnelles [197] [103], ils se propagent sans
barriere d’espece apparente sur les souris TgHu [8, 27, 28, 154]. Ces lignées « humanisées »
constituent des modeles intéressants pour évaluer le potentiel zoonotique relatif des isolats
d’EST animaux et/ou caractériser d’éventuelles similitudes entre ces isolats et des cas
humains d’EST. Chez la souris TgHu, ’ESB classique, dont le caractére zoonotique est avéré,
peut étre utilisée comme « étalon » afin d’évaluer le potentiel zoonotique d’autres EST
animales.

Récemment, la transmission d’isolats bovins « atypiques » de type L a été rapportée sur

différents modeles de souris TgHu exprimant 1’allele Met129 [154] [30]. Les durées
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d’incubation et les taux d’attaque observés avec I’ESB de type L suggerent une meilleure
transmissibilité de ce type d’agent que de ’ESB classique. L absence de réduction des durées
d’incubation et la stabilité¢ des caracteres phénotypiques observés au cours des passages
itératifs suggerent une propagation de I’ESB de type L sans barriere d’espece apparente sur la

séquence PrP humaine.

L’ensemble de ces travaux indique qu’il n’existe pas d’argument permettant d’écarter
I’existence d’un risque zoonotique associ¢ a certains agents des EST animales autres que
I’ESB classique. Certaines données expérimentales, malgré leurs limites (notamment en
termes de pertinence par rapport a une exposition alimentaire notamment), suggerent que
certains agents, circulant actuellement dans les populations d’animaux de rente, possédent un

potentiel a franchir la barriére d’espéce humaine supérieur a celui de I’ESB classique.

Ces considérations, en association avec la volonté politique affichée par les autorités
sanitaires Européennes de lever progressivement les mesures mises en place lors de la crise de
I’ESB pour protéger les consommateurs d’une exposition aux agents des EST et éradiquer les
EST des animaux de rente, aménent a émettre des avis soulignant les incertitudes relatives
aux risques sanitaires associés aux agents des EST animales (EFSA-Q-2007-039 :

http://www.efsa.europa.eu/en/scdocs/scdoc/466.htm).

2.3. La maitrise des risques d’exposition humaine aux agents des EST

Depuis la crise de I’ESB, la prévention des risques d’exposition aux produits d’origine
animale susceptibles de représenter un risque pour la santé humaine est devenue ’une des
priorités majeures des autorités sanitaires francaises et Européennes. Par extension, des
mesures visant a limiter les risques de propagation et favorisant le controle et 1’éradication des
EST animales ont été mises en place.
La protection de la chaine alimentaire humaine et, dans une moindre mesure, animale contre
les risques d’exposition aux agents des EST repose principalement au plan opérationnel sur

(1) I’identification des individus et des troupeaux positifs (soit par I’identification des

cas cliniques ou I’utilisation des tests rapides),

(i)  le retrait systématique des matériels dits a risque spécifi¢ (MRS).
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Les matériels a risque spécifié se définissent comme une liste de tissus ou produits animaux
considérés par les autorités sanitaires comme vecteurs potentiels d’exposition aux agents des
EST. En clair, il s’agit d’écarter de la consommation humaine et animale I’ensemble des
tissus ou produits animaux susceptibles de contenir des niveaux significatifs d’infectiosité.

Au titre de la prévention et de la précaution, ils sont donc retirés de la chaine alimentaire
humaine, et ne font I’objet d’aucun recyclage dans I’alimentation animale a travers les farines
ou les graisses animales. En France depuis 1996, les MRS sont systématiquement retirés a
I’abattoir et détruits par incinération. Seule la colonne vertébrale peut étre retirée au stade de
’atelier de découpe ou du boucher. La liste des MRS évolue depuis 1996, afin d’adapter ces

mesures aux connaissances les plus récentes (tableau n°6).

MRS bovins | Amygdales

(septembre Intestins, y compris le mésenteére

2006) Le crane, dont la cervelle pour les animaux de plus de 12 mois

La moelle épiniere

La colonne vertébrale, y compris les ganglions rachidiens, mais a
I’exclusion des vertebres caudales, des apophyses épineuses et transverses
des vertebres cervicales, thoraciques et lombaires, et de la créte sacrée

médiane et des ailes du sacrum, mais comprenant les ganglions rachidiens

Les viandes et tous les sous-produits, y compris le cuir, provenant
d'animaux de 1'espece bovine devant étre soumis a un test de dépistage de
I'encéphalopathie spongiforme bovine, mais pour lesquels le test de

dépistage n'a pas donné lieu a un résultat négatif ou n'a pas été réalisé

MRS ovins et | Le crane, y compris les yeux, mais a I’exclusion de I’encéphale, des ovins

caprins et caprins de moins de 6 mois

Le crane, y compris les yeux et I’encéphale, des ovins et caprins agés de 6

mois et plus

Les amygdales des ovins et caprins de tout age

Tableau n°6 : Matériels a risque spécifié chez les bovins, les ovins et les caprins.

Comme tenu de la distribution et de la cinétique de circulation de 1’agent de ’ESB dans

I’organisme des bovins [249], ces mesures lorsqu’elles sont appliquées aux bovins peuvent
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étre considérées comme efficaces. Toutefois, la mise en évidence de niveaux significatifs
d’infectiosité dans les nerfs périphériques [84] [125] ou de plus faibles niveaux d’infectiosité
dans un échantillon de tissu musculaire strié chez un bovin atteint d’ESB classique [49]

souligne les limites de ce systeme.

Chez les petits ruminants, les mesures MRS ont d’abord été appliquées comme mesures de
prévention des risques d’exposition qui pourraient étre associés au développement d’une
épidémie d’ESB dans cette espece. En effet, les données obtenues des le début des années
1990 indiquaient que les petits ruminants exposés par voie orale a ’ESB bovine pouvaient
développer cette maladie. Toutefois, contrairement aux bovins, [’agent de I’ESB chez les
ovins diffuse largement dans les tissus périphériques des animaux en incubation de la maladie
[242]. L’agent de I’ESB chez les ovins partage le méme schéma pathogénique que celui décrit
pour la tremblante classique pour laquelle il a été démontré une présence d’infectiosité dans
les nerfs, le muscle squelettique [6] ainsi que dans le lait [159].

L’ensemble de ces données indique donc clairement que les mesures MRS appliquées
actuellement ne permettent pas de prévenir de fagon efficace les risques d’exposition a la

tremblante classique ou a I’ESB des petits ruminants.

Alors que les mesures MRS ont été initialement instaurées afin de limiter (avec succes pour
I’ESB bovine) I’entrée dans la chaine alimentaire de I’agent de I’ESB, leur application a été
considérée, par les experts en charge de 1’évaluation des risques sanitaires et leurs
interlocuteurs directs en matieére de gestion des risques, comme un moyen de limiter les
risques d’exposition aux agents des EST en général. L’application de ces mesures permettant,
sans faire état de la question du potentiel zoonotique des agents des EST autres que I’ESB,

d’agir au titre de la prévention contre I’ESB sur 1’exposition au risque EST.

Toutefois, les mesures de retrait et de destruction des MRS représentent un colit économique
¢levé et, avec le déclin de 1’épidémie d’ESB, les restrictions appliquées a ce type de matériel

apparaissent de plus en plus critiquées et remises en question.

2.4. Exposition a la tremblante atypique

Trés peu de données relatives a la distribution de 1’agent responsable de la tremblante

atypique dans I’organisme des ovins atteints sont actuellement disponibles.
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Sur la base des méthodes de détection de la PrPSc (biochimie et immunohistochimie), 1’agent
de la tremblante atypique semble confiné au systéme nerveux central ; aucune accumulation
de PrPSc n’a été mise en évidence dans les tissus lymphoides des quelques cas de tremblante
atypique qui ont pu étre explorés [26, 51, 196, 245].

L’absence apparente d’agent infectieux dans les tissus périphériques est considérée comme un
argument fort permettant de penser, qu’en matie¢re de tremblante atypique, les mesures de
retrait des MRS permettent d’assurer une prévention efficace (sinon absolue) des risques

d’exposition alimentaire de ’homme a ce type d’agent.

Toutefois, de nombreuses incertitudes demeurent. En effet, en matiére de tremblante atypique,
il apparait clairement que les méthodes de détection biochimique de la PrPSc ont une
sensibilité limitée. En effet, les isolats de tremblante atypique ont un titre infectieux
extrémement ¢levé [168] par comparaison a ceux observés dans le méme modele (souris
transgéniques pour le variant PrP VRQ ovin) en tremblante classique [159]. En conséquence,
il demeure 1égitime de s’interroger sur la pertinence des résultats biochimiques disponibles
utilisés comme argument pour écarter la présence d’agent pathogéne dans les organes
lymphoides des animaux atteints.

De plus, les nerfs périphériques, les muscles ou bien encore le lait des animaux atteints de
tremblante classique ou d’ESB contiennent des niveaux non négligeables d’infectiosité¢ [6,
159]. A ce jour, aucune donnée n’est disponible quant a la présence d’infectiosité dans ces

tissus et produits chez les animaux atteints ou en incubation de tremblante atypique.

Il semble aujourd’hui clairement établi que la présence de tremblante atypique dans les
populations ovines intéresse €galement les pays jusqu’alors considérés comme indemnes
d’EST (Australie et Nouvelle-Zélande). En raison de leur statut indemne, les mesures MRS ne
sont pas appliquées aux animaux importés de ces pays. Considérant les volumes
d’importation, le risque d’exposition a la tremblante atypique par le biais de ces animaux ne
saurait étre simplement écarté méme s’il demeure difficile a évaluer (dge des animaux

importés et prévalence estimée de la tremblante atypique dans ces pays).

Considérant enfin que la tremblante atypique est présente dans les populations ovines depuis
au moins plusieurs décennies, il semble également pertinent de discuter des risques passés
d’exposition. En effet, les mesures de retrait des matériels a risque spécifié n’ont été

appliquées a D’échelle communautaire qu’a partir de 2001. En conséquence, des tissus
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contenant des titres ¢élevés d’infectiosité issus d’animaux atteints de tremblante atypique sont
trés probablement entrés dans les chaines alimentaires humaine et animale durant la période

précédant I’instauration de ces mesures.

2.5. Tremblante atypique et barriére de transmission

Dans la mesure ou les populations animales et humaines ont probablement été soumises par le
passé (et trés probablement encore aujourd’hui) a une exposition alimentaire a la tremblante
atypique, la capacité de cet agent a franchir les barrieéres de transmission est une question
cruciale. De plus, compte tenu de I’identification relativement récente de la tremblante
atypique, les éléments relatifs aux capacités de ce type d’agent a franchir les barrieres de
transmission demeurent tres limités.

Tres récemment, la capacité d’un isolat de tremblante atypique de franchir cette barriére a été
rapportée sur un modele de souris transgénique exprimant la PrP porcine. Le premier passage
de cet isolat dans ce modele animal est d’une efficacité limitée (12% apres inoculation
intracérébrale) ; toutefois, apres adaptation, I’agent obtenu apparait comme extrémement
virulent. Par ailleurs, le phénotype du prion obtenu chez ce nouvel hote est indifférenciable
(durée d’incubation, profil 1ésionnel, propriétés biochimiques de la PrPSc) de celui de I’ESB
adaptée a ce méme modele de souris [83].

Ces observations suggerent que 1’agent de I’ESB pourrait émerger d’un isolat de tremblante
atypique lors du passage sur un héte exprimant la PrP porcine. Bien entendu ces résultats
demeurent trés parcellaires et doivent étre confirmés, notamment par inoculation de ce type
d’agent chez 1’hote naturel (porcin). Ils indiquent toutefois la nécessité de documenter et
d’explorer avec la plus grande attention la capacité des prions animaux a franchir non
seulement les barrieres de transmission limitant leur propagation a I’homme, mais également

aux différentes especes animales d’intérét agronomique.
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CONCLUSION

Les EST sont des maladies neurodégénératives transmissibles touchant un large spectre de
mammifeéres. Parmi les agents des EST, certains ont la capacité a franchir les barrieres de
transmission qui limitent naturellement leur propagation entre individus d’espéces différentes.
Lors du franchissement des barrieres de transmission, un agent des EST peut voir ses
propriétés biologiques intrinseques se modifier.

Inconnue jusqu’en 1998, la tremblante atypique représente aujourd’hui plus de la moitié des
cas d’EST détectés chaque année chez les petits ruminants en Europe. Il est aujourd’hui admis
que cette forme d’EST circule dans I’ensemble des pays ayant une population significative de
petit ruminants et que les mesures visant a limiter I’exposition alimentaire des animaux
d’élevage et des consommateurs ne permettent sans doute qu’une prévention partielle des
risques d’exposition a cet agent des EST.

Les propriétés de ces agents atypiques a se propager au sein des populations de petits
ruminants ou a franchir les barriéres d’espéces, qui limitent naturellement la propagation des
prions d’une espéce a une autre, demeurent largement inconnues. Il semble toutefois que les
mesures d’éradication et de contrdle mises en place afin de lutter contre les formes classiques
de tremblante et I’ESB dans les populations ovines soient inadaptées a cet agent. De plus, un
faisceau convergent d’éléments semble indiquer que les outils actuels de surveillance des EST
animales ont une sensibilité extrémement limitée vis-a-vis de la tremblante atypique.

En conséquence, vingt ans apres la crise de I’ESB, et méme si aucune donnée disponible ne
permet aujourd’hui d’en suspecter le caractére zoonotique, la tremblante atypique incarne les
incertitudes qui demeurent en termes de compréhension et de maitrise des risques sanitaires
associés aux maladies a Prions. Les agents responsables des formes atypiques d’EST
identifiés au cours de la décennie écoulée ont créé pour les gestionnaires du risque une
situation sans précédent depuis la fin des années 90 et la crise médiatique et sanitaire de
I’ESB. Alors que 1’épidémie d’ESB est a présent maitrisée et que les pressions €économiques
pour la levée des coliteuses mesures de lutte mise en place pour lutter contre cette maladie
s’amplifient, les incertitudes scientifiques quant aux risques qu’un autre agent des EST
pourrait représenter pour les filieres d’élevage et les populations animales et humaines sont de
plus en plus affirmées.

A un moment ou principe de précaution et compétitivité économique, bien qu’antithétiques,
ont été élevées au rang de dogmes, les décisions (ou 1’absence de décision) des autorités
sanitaires et politiques en la matiére seront sans nul doute un intéressant reflet de la
‘schizophrénie’ de notre sociéte.
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RESUME :

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST ou « maladies a prions ») sont des
maladies neurodégénératives affectant de nombreuses espéces de Mammiferes, dont
I’archétype est la tremblante des ovins. Ces maladies sont dues a la transconformation d’une
protéine cellulaire (PrPc), codée par le gene PRNP, en une isoforme anormale (PrPSc)
s’accumulant dans les tissus des individus atteints (systéme nerveux central notamment). Il est
désormais admis que cette protéine anormale représente I’agent responsable de ces maladies.
Décrite en 1998 en Norvege, la tremblante « atypique » des ovins constitue une nouvelle
forme d’EST dont de nombreuses caractéristiques restent encore méconnues. Elle semble
affecter préférentiellement des animaux de génotypes considérés jusqu’alors comme résistants
aux EST. Cette caractéristique pourrait remettre en question la politique actuelle de sélection
génétique mise en place a I’échelle européenne pour contrdler et éradiquer les maladies a
prions dans 1’espéce ovine. La question du risque que représente 1’exposition a ce nouvel
agent pour I’homme et les autres especes animales demeure enticre.
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ABSTRACT:

Transmissible spongiform encephalopathies (TSE or prion diseases) are neurodegenerative
diseases reported in a large panel of mammal species, including sheep (scrapie). TSE are
caused by the conversion of a cellular protein (PrPc), encoded by the PRNP gene, into an
abnormal isoform (PrPSc), which accumulates in the tissues of the affected hosts (central
nervous system in particular). It is now widely recognized that PrPSc is the causal agent of
TSE.

The ovine atypical scrapie was first described in 1998 in Norway. Its characteristics,
including pathogenesis and host tropism, remain mostly undocumented. Atypical scrapie can
affect individuals bearing genotypes that were considered to be resistant to TSE. This feature
could jeopardize the current European breeding for resistance policy that aims at controlling
and eradicating prion diseases in sheep. Moreover, the risk for human and animal species that
dietary exposure to atypical scrapie may represent is unknown.
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