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RESUME

Suite a 'émergence des encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST), plusieurs mesures ont été
prises : d’'une part, une détection active basée sur la réglementation européenne 999/2001, d’autre part,
un plan de sélection de moutons « résistants » a la tremblante. Ces mesures ont augmenté la demande
de génotypage de la sensibilité a la tremblante chez les ovins. Pour y faire face, il a fallu développer
des techniques plus rapides et plus faciles a mettre en ceuvre que celles utilisées classiquement pour
le génotypage de routine. Bien que plus colteuse, la technique de PCR en temps réel est une alterna-
tive intéressante aux techniques classiques (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism, Denaturing Gradient Gel Electrophoresis...) aussi bien au niveau de sa répétabilité, de
sa reproductibilité et de sa robustesse. L’analyse des profils génétiques des individus composant deux
exploitations déclarées positives aux EST dans le cadre du programme de surveillance active met en évi-
dence la présence importante (75 %) du profil correspondant a une résistance moyenne a la tremblante.
La sélection d’animaux résistants semble se justifier puisque les animaux positifs présentent un génotype

d’assez faible résistance.

Introduction

Les encéphalopathies spongiformes
transmissibles (EST) sont des mala-
dies dégénératives mortelles du sys-
teme nerveux central qui affectent
aussi bien I’homme, avec la nouvelle
variante de la maladie de Creutzfeldt-
Jakob (vCID), que beaucoup d’autres
especes (ruminants, félidés...). Cette
maladie se caractérise par une con-
version de la protéine prion normale
(PrP¢) en une protéine prion modifiée,
résistante aux protéinases K (PrPr),
suite a une modification de sa struc-
ture spatiale (Prusiner, 1993 ; Palmer
et Collinge, 1997). En effet, des étu-
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des sur la structure de PrP™s et PrPc ont
été incapables de définir une modifi-
cation chimique post-traductionnelle
qui distingue une isoforme d’une
autre. Ceci appuie ainsi 1’hypothése
que la différence entre ces 2 protéines
se situerait bien au niveau de leur con-
formation tridimensionnelle (Prusiner,
1993). La PrPrs a également la pro-
priété d’étre extrémement résistante
a la chaleur et aux conditions nor-
males de stérilisation (United States
Department of Agriculture, 2002).

Chez le mouton, une infection a prions
spécifiques aux petits ruminants peut
causer la tremblante. La sensibilité

d’un individu a développer cette mala-
die trouve en partie son explication
dans le patrimoine génétique de celui-
ci. Eneffet, cinq alleles du gene de la
PrP sont décrits, par Belt et collabo-
rateurs (1995) et Hunter et collabora-
teurs (1997), comme étant associés a
I’incidence de la tremblante. Ces alle-
les se trouvent au niveau des codons
136, 154 et 171 de I’exon 3 codant
pour la protéine PrP (PRNP). Les
individus dont 1’alléle PrP code pour
une valine (V) au niveau du codon
136 au lieu d’une alanine (A) ont un
risque significativement plus élevé de
développer la tremblante. Par contre



le risque de développer la maladie
semble moindre si une arginine (R)
au lieu d’une histidine (H) ou d’une
glutamine (Q) est présente au niveau
du codon 171 (Thorgeirsdottir et al.,
1999 ; Tongue et al., 2004). Limpact
du codon 154 dans la résistance a la
tremblante n’est pas encore clair, mais
il est possible que la présence d’une
histidine au lieu d’une arginine au
niveau du codon 154 puisse offrir une
protection contre la pathologie pour
certaines races de moutons (Elsen
et al., 1999 ; Thorgeirsdottir et al.,
1999 ; Tranulis et al, 1999). Ces 5
alleles sont identifiés sous une forme
simplifiée soit ARR, ARQ, ARH,
AHQ et VRQ. Les génotypes résultant
de la combinaison de ces all¢les sont
regroupés en cinq catégories selon le
niveau de résistance a la tremblante
(Dawson et al., 1998) (tableau I).

Un nouvel all¢le au niveau du codon
171 a récemment été identifié mais
I’impact de cette mutation sur la
résistance a développer la tremblante
reste a évaluer (DeSilva ef al., 2003 ;
Gombojav et al., 2003). En 2002,
Kutzer et collaborateurs ont mis en
évidence deux nouvelles combinai-
sons alléliques (AHR et VRR) dans
des races de moutons allemands. Le
niveau de sensibilité a développer la
tremblante reste également a établir.

Les petits ruminants peuvent cepen-
dant aussi étre infectés par le prion
spécifique aux bovins, et souffrir
d’encéphalopathie spongiforme
bovine (ESB) expérimentale. Ces
deux infections (tremblante et ESB)
ne peuvent pas étre différenciées sur

base des signes cliniques (Foster et
al., 2001). De récentes recherches
ont montré¢ notamment que des mou-
tons, possédant un profil génétique
résistant a la tremblante, pouvaient
étre infectés par 1’agent de I’ESB par
inoculation intra cérébrale (Houston
et al., 2003). A ce jour, ’ESB n’a
pu étre identifiée comme apparais-
sant naturellement chez le mouton,
cela a été induit expérimentalement
(Foster et al., 1993) mais le premier
cas naturel d’ESB chez la chévre a
été découvert en France (Eloit ef al.,
2005). Cela rejoint la déclaration de
la Commission Européenne selon
laquelle le risque de contamination
des petits ruminants par ’agent de
I’ESB malgré I’interdiction d’utili-
ser des farines de viande et d’os dans
I’alimentation animale ne serait pas
négligeable (European Commission,
2001). I n’est donc plus exclu qu’il y
ait, comme décrit dans la tremblante
chez ces especes, ¢galement une trans-
mission verticale et une transmission
horizontale. Ces moyens de transmis-
sion peuvent étre suffisants pour pro-
pager I’ESB au sein de la population
de petits ruminants. Depuis 2001,
malgré le manque d’information rela-
tives a la stabilité de I’agent de ’ESB
au travers des especes d’élevage, la
Commission Européenne a déja mis
en place un programme de controle
destiné a déterminer la présence de
cet agent chez les petits ruminants
(mode de transmission), les facteurs
impliqués dans cette transmission et
les risques d’exposition humaine via
les moutons et les chévres (European
Commission, 2001). Suite a cette

Tableau I - classification des niveaux de résistance a la tremblante en fonction des génotypes obtenus

aux codons 136, 154 et 171.

Niveaux de résistance

Génotypes PrP

R1 : résistance tres élevée
R2 : résistance élevée

R3 : résistance moyenne

R4 : haute sensibilité

R5 : trés haute sensibilité

ARR/VRQ

ARR/ARR

ARR/AHQ ; ARR/ARH ; ARR/ARQ

ARQ/ARH ; ARQ/AHQ. AHQ/AHQ ; ARH/
ARH ; AHQ/ARH ; ARQ/ARQ

AHQ/VRQ ; ARH/VRQ ; ARQ/VRQ ; VRQ/VRQ

Les génotypes sont donnés sous forme de deux séries de trois lettres XXX/XXX. La premiere lettre de
chaque série correspond aux deux alléles du codon 136, la deuxieme aux deux alléles du codon 154

et la troisieme aux deux alleles du codon 171.

A = alanine ; H = histidine ; Q = glutamine ; R = arginine ; V = valine.

directive européenne, la plupart des
états membres ont développé et per-
fectionné leurs programmes de sur-
veillance, d’analyse et de sélection.
En Belgique, comme pour I’ESB, la
tremblante est une maladie a décla-
ration obligatoire depuis 1990 (Roels
et al., 2001). Depuis 2001, une sur-
veillance active au niveau des abattoirs
et du clos d’équarrissage a été mise
en place pour les bovins. En 2002,
un contrdle semblable a été mis sur
pied pour les petits ruminants et est
basé sur la réglementation européenne
999/2001. Cette réglementation a per-
mis la détection de 57 cas jusque fin
2003 répartis dans 13 foyers primai-
res d’EST chez le mouton (Roels et
al., 2004a).

Cet article a pour but d’évaluer le
polymorphisme du géne PRNP dans 2
exploitations belges détectées positives
pour I’EST en 2003 et de comparer la
technique de polymerase chain reac-
tion (PCR) en temps réel par rapport a
une technique standardisée et utilisée
depuis les années’90, la polymerase
chain reaction-restriction fragment
length polymorphism (PCR - RFLP)
associée a la denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) (Bossers et
al., 1996). En effet, ces techniques
bien que fiables, sont relativement
lourdes a mettre en place et la durée
d’analyse est longue. Une méthode
de détection plus rapide et nécessitant
moins de manipulation offre un intérét
certain dans le génotypage de masse.

Matériels et Méthodes

Echantillonnage

La population étudiée correspond a
deux exploitations ovines, respective-
ment composées de 187 et 87 animaux
(tableau II) dans lesquelles un ani-
mal a été détecté positif au niveau de
I’abattoir dans le cadre du programme
de surveillance active des EST via
le test ELISA Bio-Rad (PLATELIA
BSE kit, Bio-Rad, Nazareth, Belgium)
(Pastoret et al., 2001 ; Roels et al.,
2002) . Tous les animaux ont été pré-
levés.

Extraction de P’acide
désoxyribonucléique

L ADN est extrait a partir de sang a
I’aide d’un kit commercial UltraClean
BloodSpin Kit (MO BIO Labs, Solana
Beach, CA, USA) et a partir de tissus
(tissu cérébral ou biopsie d’oreille)

167



Tableau II - répartition des races au sein des deux exploitations étudiées.
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* animal positif au test ELISA Bio-Rad.

avec le kit Tissue DNA Isolation Kit
(MO BIO Labs, Solana Beach, CA,
USA).

Génotypage

Létude des polymorphismes asso-
ciés avec la tremblante a été réalisée
dans un premier temps a 1’aide de la
réaction de polymérisation en chaine
associée a la méthode de révélation
DGGE pour le codon 171 (Belt et al.,
1995) ainsi que par PCR-RFLP pour
les codons 136 et 154 (Belt et al.,
1995).

Dans un deuxiéme temps, ces poly-
morphismes ont été étudiés par la
technique de réaction de polyméri-
sation en chaine en temps réel qui se
base sur une amplification spécifi-
que d’une partie de ’exon 3 du geéne
PRNP. Pour ce faire, quatre réactions

PCR par échantillon sont réalisées car
contrairement aux codons 136 et 154,
deux réactions PCR sont nécessaires
pour le génotypage du codon 171.
La réaction d’amplification est réa-
lisée dans un volume réactionnel de
25 ul composé de 50-100 ng d’ADN,
TagMan Universal PCR master mix
2x (Branchburg, New Jersey, USA),
900 nM du jeu d’amorces (tableau III)
etde 200 nM de sonde. Uamplification
est réalisée en utilisant le protocole
standard de I’appareil ABI Prism 7000
Sequence Detection Systems : parame-
tre de quantification absolue (Applied
Biosystems, Netherlands). Celui-ci
consiste en une étape d’activation de
I’UNG (Uracile N-glycosilase) a 50°C
pendant 2 min suivie par une premiere
dénaturation a 95°C pendant 10 min ;
de 40 cycles de dénaturation a 95°C

pendant 15 sec, et d’ hybridation a
60°C pendant 1 min. Les résultats
sont ensuite analysés avec ABI Prism
7000 Sequence Detection Systems
Software : parametre de discrimina-
tion allélique (Applied Biosystems,
Netherlands).

La comparaison entre la méthode
DGGE-RFLP, que nous appellerons
méthode de référence et la méthode
alternative (PCR en temps réel) est
établie selon deux facteurs principaux
pour la validation de méthode quali-
tative, la praticabilité (définie par le
temps et la facilit¢ de mise en ceuvre
d’une méthode, ainsi que par son cofit)
et la justesse ou I’exactitude (corres-
pond au pourcentage de concordance
entre la méthode dites de référence
et la méthode alternative). La répé-
tabilité (correspond au pourcentage
de concordance entre deux analyses
réalisées avec la méme méthode par
le méme technicien, avec le méme
matériel, dans les mémes locaux mais
a des moment différents), la reproduc-
tibilité (correspond au pourcentage de
concordance entre deux analyses réa-
lisées avec la méme méthode par des
techniciens différents avec du matériel
différent et dans des locaux différents)
et la robustesse (définie comme la
capacité de la méthode alternative a
obtenir un résultat avec des matrices
d’origine et de qualité diverses) seront
également présentées pour la méthode
PCR en temps réel.

Résultats

Analyses des résultats

Lexploitation 1 était principalement
composée de moutons Roux Ardennais
et de croisements inconnus (tableau
IT). Canimal positif (par le test ELISA
Bio Rad) pour les EST était un croisé
Texel-Ile de France dont le profil
génétique pour la tremblante est VRQ/
VRQ. Les autres individus de I’exploi-
tation étaient négatifs. Lexploitation

Tableau III - amorces et sondes utilisées pour la technique de réaction de polymérisation en chaine en temps réel.

Codons Séquences des amorces! Sondes! Taille de
I’amplicon
(bp)
136 F: CTGCAGCTGGAGCAGTGGTA Fam: TCATG CACTTCC 105
R : GATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGC Vic: CTCATGaCACTTC
154 F CATGAGCAGGCCTCTTATACAI TTT Fam; CCGTTACTATC TGAAAA 105
R : GATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGG Vic:CGTTACTATCaTGAAAA
171 F: GTTACCCCAACCAAGTGTACTACAGA Fam: CCAGTGGAT%GTATA 78
R : TGTTGACACAGTCATGCACAAAG Vic: ACCAGTGGATCagTATA
Vic: ACCAGTGGATCaTTAT

F = forward ; R = reverse.

! les séquences des amorces et des sondes sont écrites de 5’ en 3.
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Tableau IV - Distribution des fréquences des génotypes, des fréquences alléliques et distribution de fréquence en fonction du niveau de résistance a la

tremblante pour les 2 exploitations.

Total
Exploitation 1 2 Fréquences
(%) / niveau de
résistance
Génotypes
RT ARR/ARR 10 17 27 9,85
R2 ARR/AHQ 9 2 11 29,20
ARR/ARH 1 4 5
ARR/ARQ 43 21 64
R3 ARQ/ARH 5 0 5 44,16
ARQ/AHQ 16 9 (dont 1 positif 25
AHQ/AHQ 0 EST) 1
ARH/ARH 0 1 0
0
AHQ/ARH 3 0 3
ARQ/ARQ 56 31 87
R4 ARR/VRQ 13 2 15 5,47
RS AHQ/VRQ 0 1 11,31
ARH/VRQ 2 0 2
ARQ/VRQ 26 0 26
VRQ/VRQ 2 (dont 1 positif EST) 0 2
Fréquences alléliques (%)
ARR 22,99 36,21 27,19
AHQ 7,75 7,47 7,66
ARH 2,94 2,30 2,74
ARQ 54,01 52,87 53,65
VRQ 12,30 11,76 8,76
Effectif total 187 87 274

EST = encéphalopathie spongiforme transmissible.

était subdivisée en groupes génétiques
a risque, selon la table de Dawson et
collaborateurs (1998) pour la tremblante
dans I’ordre d’importance en R3-R2-
R5-R4 et R1 (figure 1). Tous les profils
génétiques connus étaient représentes
dans cette exploitation a I’exception de
AHQ/AHQ et ARH/ARH.

Lexploitation 2 était fortement hétéro-
gene du point de vue des races qui la
composent (tableau II). En effet, 28
races sont représentées pour un nom-
bre total de 87 individus. Comme
pour I’exploitation 1, un seul animal
était positif au test ELISA BioRad. 1l
s’agissait d’un Causse du Lot possé-
dant le profil génétique ARQ/AHQ
(R3) pour la tremblante. La réparti-
tion en groupes génétiques a risque
pour cette exploitation correspondant
dans I’ordre croissant a R3-R2-R1-

R4. Le niveau RS n’est pas représenté
dans cette exploitation. Bien qu’hété-
rogeéne pour les races la composant,
cette exploitation est relativement
homogeéne en terme de génotypes
représentés ARQ/ARQ, ARR/ARQ et
ARR/ARR.

La distribution des fréquences allé-
liques (%) au sein des deux exploi-
tations est relativement semblable
(tableau IV). La présence de I’allele
ARQ (53,65 %) est fortement marquée
dans les deux exploitations, celui-ci
est suivi par 1’allele ARR (27,19 %),
puis VRQ (8,76 %), AHQ (7,66 %) et
pour finir par 1’allele ARH (2,74 %)
(tableau IV). Pour I’ensemble des
échantillons testés nous observons une
prédominance du groupe « R3 » avec
une fréquence de 44,16 % suivi des
groupes R2 puis R5, R1 et R4 (tableau

IV). Les animaux positifs présentent
un génotype d’assez faible résistance.

Comparaison de la RT-PCR et de la
RFLP-DGGE

Praticabilité

Le temps nécessaire a I’extraction et
la préparation des réactifs ainsi que le
temps de lecture et d’expression des
résultats lors de la réalisation de la
méthode PCR en temps réel peuvent
étre estimés, pour dix échantillons,
a 4h. Par contre, I’analyse par la
méthode RFLP-DGGE demande trois
jours pour obtenir un résultat complet.

Justesse

La justesse ou l’exactitude est de
100 %.

169



Figure 1 - Répartition des génotypes dans les deux exploitations.
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Répétabilité
La répétabilité est ¢galement de
100 %.

Reproductibilité

La reproductibilité de cette méthode
alternative a été évaluée a 100 % entre
le Centre d’Etude et de Recherche
vétérinaire et agrochimique (CERVA/
CODA) et I’Association régionale
de Santé et d’Identification animale
(ARSIA).

Robustesse

Actuellement le sang, le cerveau et
des morceaux d’oreille ont été tes-
tés. Moins de 1 % (0,33 %) des ana-
lyses ont dii étre recommencées suite
a I’absence de résultat. Il existe natu-
rellement pour un méme animal une
concordance entre les résultats obte-
nus avec du sang ou des morceaux
d’oreille.

Discussion

Des marqueurs ADN sont utilisés
pour détecter les génes déficients ou
non désirables et écarter de la ligne
de reproduction les animaux qui en
sont porteurs. La demande accrue de
détermination des profils génétiques
de la tremblante dans le contexte euro-
péen nécessite, de la part des labo-
ratoires de routine, la mise en place
de techniques rapides et fiables. La
présente étude a permis de démontrer
que la technique de PCR en temps
réel est aussi sensible, répétable et
reproductible que la technique PCR-
RFLP-DGGE de référence (Belt et al.,
1995). Le faible taux d’échec suite
a l’utilisation de matrices d’origine
et de qualités diverses en démontre
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la robustesse (le taux d’échec de la
méthode de référence étant de 0,9 %).
De plus, contrairement aux métho-
des de migration sur gel, la technique
PCR en temps réel est facile a mettre
en oeuvre et la lecture des résultats
est aisée. En effet, les sondes utilisées
en PCR en temps réel sont marquées
par des fluorophores qui émettent un
signal tout au long du processus. Ce
signal est analysé en fin d’analyse
sans aucune manipulation technique.
Ensuite, I’interprétation des résultats
n’est jamais biaisée par la qualité du
gel réalisé. En effet, il n’est pas rare
en RFLP ou DGGE de devoir recom-
mencer complétement une analyse car
des problémes de migration rendent
les résultats inexploitables. De plus,
cette technique évite I’utilisation de
produits toxiques et/ou mutagenes uti-
lisés dans la révélation de I’ADN. En
effet, les méthodes DGGE et RFLP
demandent [’utilisation d’acrylamide
(Institut national de Recherche et de
Sécurité, 1992) ainsi que de bromure
d’éthidium (Brondeau et al., 2000),
substances connues pour avoir des
effets néfastes sur la santé humaine.
Finalement, bien que la méthode de
PCR en temps réel nécessite du maté-
riel et des réactifs relativement coi-
teux, le gain de temps qu’elle engen-
dre en terme de prestation technique,
qui représente généralement 50 % du
colt de I’analyse, en fait une tech-
nique économiquement intéressante
pour des analyses de routine.

Depuis 2002, et a la suite des mesu-
res prises par 1’Union européenne,
il existe de la part des détenteurs de
moutons une prise de conscience et un
intérét de plus en plus marqué pour le
génotypage de la tremblante.

Comme ’indiquent les résultats pour

ces deux exploitations, la majorité des
génotypes appartiennent au groupe R3
correspondant au niveau de résistance
moyen. Ce groupe est caractérisé par
une présence majoritaire de 1’allele
ARQ. De plus, les animaux dépistés
positifs par le test TSE ELISA BioRad
appartenaient aux groupes génétiques
R3 et RS correspondant a une sensi-
bilité respectivement modérée et forte
a la tremblante. Ces résultats confir-
ment ceux obtenus lors d’une précé-
dente ¢tude réalisée en Belgique dans
le cadre de la surveillance active de la
tremblante (Roels et al., 2004b). La
sélection d’animaux résistants sem-
ble se justifier puisque les animaux
positifs présentent un génotype d’as-
sez faible résistance. Bien qu’il soit
communément établi dans la littéra-
ture que les polymorphismes obser-
vés au niveau des codons 136, 154
et 171 soient fortement corrélés au
risque qu’a un individu de développer
les signes cliniques de la tremblante,
ces points de mutation ne sont pro-
bablement pas les seuls parameétres
intervenant dans le développement de
cette pathologie. En effet, Des for-
mes atypiques de tremblante ont été
rapportées chez des moutons « résis-
tants » en Allemagne, au Portugal, en
France et en Belgique (European Food
Safety Authority, 2003 ; Baylis et
Mclntyre, 2004 ; De Bosschere et al.,
in press). De ce fait, d’autres muta-
tions au niveau du géne PRNP comme
le codon 141 (Moum et al., 2005) ou
le codon 171 (DeSilva et al., 2003 ;
Gombojav et al., 2003) et les facteurs
environnementaux, le type d’¢élevage
ont probablement un réle a jouer dans
la sensibilité a la tremblante.

Les données actuelles semblent mon-
trer qu’un plan de lutte contre les EST
chez les ovins ne pourrait certainement
pas étre basé sur les seules techniques
de génotypage des codons 136, 154 et
171 en excluant la surveillance pas-
sive et la surveillance active. D’autre
part, indépendamment de 1’efficacité
potentielle de ce type de lutte, I’aban-
don des criteres de sélection classiques
tels que la conformation, le niveau de
production, les aplombs, la qualité de
la laine... au profit du génotype de
résistance vis-a-vis de la tremblante
menerait inévitablement a une perte
de diversité génétique, préjudiciable a
terme, a I’ensemble du secteur. Pour
finir, il ne faut pas perdre de vue I’im-
pact d’un tel programme sur la santé
humaine. En effet, les animaux sélec-
tionnés « résistants », sensés ne jamais



présenter de signes cliniques, ne se
seraient-ils pas des porteurs potentiels
de I’infection ?

Conclusion

La PCR en temps réel semble étre une
bonne alternative a la technique de
référence au vue de sa fiabilité et de
sa robustesse. De plus, cette technique
plus moderne et plus facile a mettre en
ccuvre permet d’obtenir les résultats
rapidement.

La distribution des génotypes de cette
étude semble confirmer des résultats
antérieurs a savoir que les animaux
positifs se retrouvent plutot dans les
catégories des non résistants a la trem-
blante. Néanmoins, il peut étre dan-
gereux de miser sur ce seul facteur de
sélection.
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Identification by real time poly-
merization chain reaction of
polymorphisms of PrP gene
in two Belgian herds decla-
red positive for transmissible
spongiform encephalopathies.

SUMMARY

Following the emergence of the
transmissible spongiform ence-
phalopathies (TSEs), several
measures were taken : on the one
hand, an active detection based on
the European regulation 999/2001
and on the other hand, a selection
plan of sheep “resistant’ to scra-
pie. These measures increased the
request for genotyping of PrP gene
for sensitivity to scrapie in sheep.
Therefore, it was necessary to
develop techniques that are faster
and easier to implement than those
classically used for routine genoty-
ping. Although more expensive, the

technique of real time polymeriza-
tion chain reaction offers an inte-
resting alternative to the traditio-
nal techniques (Polymerase Chain
Reaction - Restriction Fragment
Length Polymorphism, Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis...) as
well on the level of repeatability,
reproducibility and robustness. The
analysis of the genetic profiles of
individuals composing two herds
declared positive for TSE within the
framework of the program of active
monitoring, highlights an impor-
tant presence (75 %) of the profile
which corresponds to an average
resistance to scrapie. The selection
of resistant animals seems to be
justified since the animals found
positive have a genotype of rather
low resistance.
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