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BEE——

La fievre aphteuse (FA) est une maladie animale virale tres contagieuse affectant les artiodactyles domestiques et sauvages, principalement les bovins, porcins, ovins et caprins.
Elle présente une distribution mondiale et est inscrite sur la liste des maladies animales infectieuses de I’Organisation Mondiale de la Santé Animale (OIE). Le virus responsable
est le FMDV (Foot and Mouth Disease Virus).
Actuellement la France est indemne de FA mais les épizooties de 2001 en Angleterre et de 2010 au Japon ainsi que P’apparition de foyers en Bulgarie depuis janvier 2011
démontrent que cette maladie reste une menace importante dans le domaine de la santé animale pour les pays indemnes. En cas d’épizootie, la FA peut engendrer des pertes
economiques considérables du fait de ’embargo commercial et de ’abattage obligatoire des animaux malades et/ou sensibles situes dans un foyer confirme, ainsi qu’a proximite.
Le Laboratoire de Santé Animale de Maisons-Alfort est Laboratoire National de Référence en charge du diagnostic de la fievre aphteuse ainsi que de la maladie vésiculeuse du
porc (MVP) et de la Stomatite Vesiculeuse (SV) qui provoguent des signes cliniques similaires a ceux de la Fievre Aphteuse.
Le but de cette préesentation est de résumer les méthodes de diagnostic de la FA existantes au LNR. Ces techniques permettent une detection rapide du virus en cas d’alerte et la
réalisation d’enquétes serologiques en cas d’épizootie. En parallele, le Laboratoire développe de nouvelles methodes d’analyses pour ’amélioration des outils de diagnostic.

Virus de la Fievre Aphteuse

- Famille des Picornaviridea

- Genre Aphtovirus

- Virus ARN simple brin positif

- 7 Sérotypes existants

- Transmission par 1’air, trés contagieux.
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- Fiévre, anorexic — 2-8 jours

- Nécroses — 4-5 jours
- Cicatrisation — 2-8 jours

Signes cliniques

- Formation des vésicules: naseaux, mufle, langue, gencives,
fente interdigitée, talons, mamelle, rumen, coeur — 2 jours
- Rupture des vésicules, ulcérations, infections — 2-3 jours

- Boiterie, hypersalivation, chute de la production lactée
- Animaux sensibles: artiodactyles domestiques et sauvages, principalement les bovins,

porcins, ovins et caprins
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Enguéte serologique
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Technologie Luminex

Projet FMD-Disconvac:
Multiplex fondeée sur la technologie Luminex.

® Détection simultanée d’anticorps diriges contre les virus responsables de maladies

vésiculeuses et contre les protéines structurales et non
(diagnostic différentiel).

® Ce test devra permettre I’identification d’une infection a FMDV et également la

distinction entre animaux infectés et animaux vaccinés.

® Pour notre application, chague type de bille sera couplé a un antigene différent puis
les différents complexes bille-antigene seront mélangés dans un seul tube
réactionnel. Apres incubation avec le sérum a tester et un anticorps anti-espece
fluorescent, les billes seront analysées au moyen du lecteur Luminex

Projet AnibioThreat

Développement d’une méthode sérologique

Développement d’une méthode de détection
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Séroneutralisation du Virus :
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Impacts économiques

- Embargo

- Tres forte morbidité, faible mortalité

- Abattage systematique

- Angleterre (2001) : 5M animaux abattus, Perte
de 6 Milliards de livres sterling.

- Japon (2010) : 230 000 animaux dans 249 foyers,

800 millions d’euros
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Analyses d’urgence en cas d’alerte

Svanodip : Méthode de détection rapide
de I’antigéne (15-30 min);

méthode d’orientation, permet de
détecter les echantillons fortement positifs
Isolement viral : Amplification du virus B
sur des cellules sensibles (Type cellulaire :
IBRS-2 et ZZ), permet également de
différencier le virus de la FA de celui la MVP
qui n’infecte pas les cellules ZZ.

Cellules ZZ infectées

ELISA Capture :
Méthode de détection de
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Spécifique de type.

RT-PCRq : Permet de détecter le génome du virus FA. Effectué en deux étapes: une
reverse transcription puis une PCR en temps-réel. Les séquences cibles sont situées au
niveau de la partie 5> UTR « IRES » et du gene codant pour la polymérase virale « 3D ».
La cible contr6le codant pour un gene cellulaire est également utilisée. Le test est réalisé

en simplex pour chaque cible.

Deéeveloppement de nouvelles methodes

100 Color Codes =
100 Simultaneous Tests

Multiple Measurements
With Color Separation

=
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structurales du FMDV

Using a two-dye method, Luminex
produces 100 distinct bead sets.

5. 7.

Tagging the Reaction Beads in a Fluid Stream

| SR ]
\ :/

"\ oy
Reporter Qt
@ Jo-
s

Bead ID

Fluorescently-labeled reporter tags

Precision fluidics align the beads
bind to the sample molecule. i

in single file, and pass them
through the lasers one at a ime.

Luminex Corp.

moléculaire Multiplex du FMDV fondée sur la technologie Luminex.

*Typage moléculaire FMDV
®Diagnostic différentiel (VSV, MVP, VESV)

*Utilisation de billes pré-couplées a des sequences oligonucléotidigues pour la
détection de signatures genomiques spécifiques, apres RT-PCR et TSPE

To perform a test, thousands of
probes are bound to

One Laser Excites
Molecular Tags

Arrive de I'échantillon
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Préparation de I'échantillon
Résultat (-) Résultat (+)

/ Attente de confirmation
Par les autres techniques
Elisa Capture

RT-PCRq

Résultat [-)  Résultat (+) Isolement Viral (48h)
Attente de confirmation H
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\ Résultat (-) Résultat (+)
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Isolement Viral
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techniques Elisa Capture RT-PCRq
Résultat (-) Résultat (+) Résultat (-) Résultat (+)
Levée de lasuspicion avecles Confirmation levée de lasuspicionavec  Confirmation
résultats RT-PCRq (-) de la suspicion les résultats ELISA Capture (-)  de lasuspicion

RT-PCR en temps réel multiplex

Capturing the
Target Molecule
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sample, the bound probes

en une réaction.

the bead.
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Second Laser
Excites Microsphere

Fluorescence intensity of the bead
identifies the reaction.

® Mise au point de la méthode RT-PCR en temps réel en une étape
permettant d’inclure trois cibles (IRES, 3D et B-Actine) simultanément

® Mise au point de la méethode RT-PCR en temps réeel en une étape
permettant le sérotypage du virus de la FA
(principalement pour les serotypes O, A et Asia)

® Mise au point de la méthode RT-PCR multiplex en temps-réel
pour le virus de la FA et le virus de MVP (diagnostic différenciel)
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