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Glossaire

Glossaire

Effet cytopathique (E.C.P) : altérations métaboliques, biochimiques et morphologiques d’une
cellule héte infectée par un virus.

Passage de trypsination des cellules : repiquage des cellules par dissociation enzymatique afin
de les maintenir en culture.

Passage d’adaptation de virus : étape qui comprend ’infection des cellules par le virus puis
récolte, clarification et titrage de la suspension virale obtenue.

Souche vaccinale vivante atténuée : Virus dont on a réduit la capacité de produire la
pathogénicité chez I’individu, dont le but est de I1’utiliser pour la vaccination, c'est-a-dire
provoquer une réaction immunogéne sans pouvoir pathogene.

Titrage in vitro d’une suspension virale : évaluation du pouvoir cytopathogéne d’une

suspension virale sur les cellules.
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Introduction

La clavelée ou variole ovine est une poxvirose spécifique du mouton, hautement contagieuse
et meurtriere (Achour et al., 2000). Elle est présente dans les élevages d’ Afrique, d’Asie et du
Moyen-Orient.

Au Maghreb, elle provoque, sous forme d’épizooties ou d’enzooties, des pertes économiques
considérables en agneaux, en laine, en viande et en lait, et ce plus particulierement dans les
régions a vocation pastorale (Bhanuprakash et al., 2006). En Algérie, cette maladie représente
la dominante pathologique la plus importante de 1’élevage ovin, estimé a plus de vingt-Six
millions de téte en 2013 (DSV, 2013).

Les souches de Capripoxvirus circulent entre les ovins et les caprins, mais la plupart
entrainent des signes cliniques plus sévéres chez 1’'une ou I’autre des espéces. D’autre part,
ces souches peuvent se recombiner et présenter alors un spectre d’hotes intermédiaire et
plusieurs niveaux de virulence. La période d’incubation varie de 8 a 13 jours apres que
I’animal sensible ait été en contact avec un animal infecté. Elle peut étre réduite a 4 jours si
I’infection est expérimentale, par inoculation intradermique ou par des insectes
(Bhanuprakash, 2006). L’homme n’est pas sensible aux infections a Capripoxvirus (OIE,
2008).

Dans les pays affectés, la lutte contre la clavelée repose essentiellement sur la prophylaxie
médicale, la vaccination demeurant le seul moyen connu et efficace capable de conduire a
I’éradication, ou tout au moins d’atténuer les conséquences néfastes de la maladie
(Bhanuprakash, 2006).

En Algérie, auparavant, la prophylaxie de la clavelée faisait appel a 1’utilisation d’un vaccin
de type sensibilisé. Celui-ci a été produit su mouton a I’aide d’une souche d’origine
marocaine dénommée Casablanca (Achour et al., 2000).

Chaque année, 1’ Institut Pasteur d’Algérie (I.P.A) produit en moyenne 20 millions de doses de
ce vaccin, en fonction des besoins exprimés par la Direction des Services Vétérinaires
(D.S.V), pour assurer les campagnes nationales de prophylaxie (I.P.A., 2013).

Le principal objectif du présent travail est d’étudier 1’adaptation de la souche vaccinale RM65
sur un nouveau support cellulaire a savoir la lignée immortelle BSR, tout en effectuant des
inoculations successives avec la souche virale RM65 sur cette lignée. L’étude de 1’apparition
d’Effet Cytopathique (E.C.P), la récolte et le titrage des suspensions virales obtenues sont

nécessaires dans chaque passage pour établir la cinétique de rendement viral au cours des
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passages successifs. L'étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de production
et de développement des vaccins viraux vétérinaire de I’.P.A.

Le présent manuscrit est compose de deux parties : une premiére partie, bibliographique,
consacrée a une mise au point sur la clavelée et la prévention vaccinale de celle-ci, et une

seconde partie expérimentale sur 1’adaptation du poxvirus sur la lignée cellulaire BSR.
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Bibliographique
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I.  Etude clinique de la clavelée
1.1. Définition

La clavelée est une maladie contagieuse, virulente, inoculable, spécifique au mouton, due a un
virus appartenant a la famille des Poxvirus, découvert en 1903 par Borrel (Belkessam, 2013).
Elle se traduit par des éruptions papuleuses pouvant devenir pustuleuses, apparaissant sur la peau
et intéressant secondairement les muqueuses, notamment les muqueuses respiratoires, digestives
et génitales (Fassi-Fehri et al., 1983), et peut se terminer par la mort (OIE, 2018).
Elle est inscrite sur la liste A de I’ancienne classification des maladies notifiables a I’OIE et
figure parmi les maladies des ovins et des caprins dans la nouvelle classification (OIE, 2018).
Par sa fréquence, sa diffusion et sa gravité, elle constitue en Algérie ['une des principales
maladies 1également contagieuses du cheptel ovin, a déclaration obligatoire selon 1’article 2 du
décret executif n° 96-66 du 22 février 1995 modifié et complété (Jora, 2006).
La clavelée ou variole ovine est également connue sous plusieurs appellations selon les langues :
sheep pox en anglais, viruela ovine en espagnol, vaiolo ovino en italien, et jedri en arabe (FAO,
2000).

1.2. Symptomatologie
Les symptomes associés aux poxviroses sont globalement identiques quel que soit 1’agent
pathogéne considéré. On peut ainsi distinguer, aprés une incubation de 4 a 21 jours (OIE, 2018),
deux formes pathologiques : une forme classique, vésiculeuse ou nodulaire, et une forme
compliquée (Perrin, 2007).
La forme classique vésiculeuse se décompose en 4 phases :
- La phase d’invasion pendant 2 & 4 jours
- La phase d’éruption pendant 3 a 4 jours
- La phase de sécrétion pendant 3 a 4 jours
- La phase de dessiccation pendant 4 a 5 jours (OIE, 2018).
Lors de la premiere phase, dont la durée est variable suivant le pathogene, les hotes manifestent
de I’hyperthermie (40 a 41,5°C), de D’abattement, une perte d’appétit et des sécrétions
lacrymales, salivaires et nasales (Perrin, 2007). L’ anorexie est rare, sauf si des 1ésions buccales
empéchent I’animal de se nourrir. L’avortement est également rare (OIE, 2008).
Au cours de la phase d’éruption, des taches roses ou rouges apparaissent, s’étendent rapidement
et se transforment en papules de diamétre variable. L’éruption peut se généraliser a tout le corps.

Au cours de cette phase, la température de 1’hote redevient normale (Perrin, 2007).
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La phase de sécrétion, ou papulo-vésiculaire, se caractérise par I’affaissement des papules et leur
infiltration par un liquide jaune-rougeatre qui les transforme en vésicules. La laine, a ce moment,
s’arrache facilement. La formation de ces vésicules n’est pas toujours observée et on note, a sa
place, I’exsudation d’un sérum qui coagule a la surface des papules (Fassi-Fehri et Lefevre,
2003).
Finalement, la derniere phase de la maladie se traduit par une dessiccation des papules et la
formation de croltes. Ces derniéres se détachent et font place a des processus cicatriciels laissant
des traces indélébiles (Perrin, 2007).
En Afrique sub-saharienne et en Inde, une forme dite nodulaire ou avortée (stone-pox des anglo-
saxons) est fréquente, voire unique : les papules évoluent en nodules plus ou moins volumineux,
qui se nécrosent et tombent en laissant un tissu cicatriciel glabre. Cette forme rappelle la
dermatose nodulaire des bovins.
Les formes compliquées se traduisent par des difficultés respiratoires, accompagnées de jetage
abondant et sanguinolent, des troubles digestifs avec une diarrhée hémorragique ; des symptémes
nerveux sont observés parfois.
Des complications bactériennes peuvent survenir, notamment par Pasteurella (Fassi-Fehri et
Lefévre, 2003).
Par ailleurs, bien que rarement signalées, des formes suraigiies ou septicémiques existent, qui se
caracterisent :

- Chez les jeunes agneaux par une mortalité élevée avant 1’apparition des lésions cutanées.
Seuls les symptomes généraux, hyperthermie et abattement, sont visibles ;

- Chez les adultes par une exacerbation des symptdmes généraux et une éruption
généralisée de papules hémorragiques, d’ou son nom de clavelée noire, et d’cedémes largement
répandus. D’évolution plus courte que la forme aigué, elle se termine le plus souvent par la mort

(Lefevre, 1983).

1.3. Lésions
Sur la peau, il y a habituellement des macules, des papules et/ou des Iésions nécrotiques et des
croltes, entourées de zones d’cedéme, d’hémorragie et de congestion. Les papules pénétrent dans
le derme et I’épiderme ; dans les cas graves, elles peuvent s’étendre jusqu’a la musculature (fig.
1 a 4). Les lésions cutanées pourraient ne pas €tre aussi apparentes a 1’autopsie que chez les
animaux vivants. Les muqueuses des yeux, du nez, de la bouche, de la vulve et du prépuce
peuvent étre nécrotiques ou ulcérées. Les poumons contiennent souvent des zones

congestionnées, cedémateuses ou consolidées, et des nodules fermes blancs ou gris. Les nodules
2
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sont particulierement frégquents dans les lobes diaphragmatiques. Aux premiers stades de la
maladie, ils peuvent apparaitre sous forme de taches rouges. Les papules, ulcérées ou non, sont
courantes sur la muqueuse abomasale. Les nodules, papules et autres lésions peuvent également
se trouver dans d’autres parties du tube digestif et de l'appareil respiratoire, y compris le rumen,
le gros intestin, le pharynx, la trachée et I’cesophage (tableau 1). Des foyers sous-capsulaires
discrets et pales sont parfois présents a la surface des reins, du foie et des testicules. Les
ganglions lymphatiques dans tout le corps sont habituellement hypertrophiés et cedémateux, et ils

peuvent étre congestionnés et hémorragiques (CFSPH, 2017).

Tableau 1 : Fréquence des lésions de clavelée selon les organes atteints (Murty et Singh, 1971)

Organes Pourcentage (%)
Peau 100%
Poumons 90,8%
Larynx-pharynx 90,8%
Trachée 79%
Langue 71%
Caillette 31,5%
Reins 26%
Rumen 25%
Réseau 17%
(Esophage 9%
Foie 6,6%
Feuillet 1%
Utérus 1%
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Figure 2 : Endometre contenant plusieurs papules orangées au milieu des caroncules (CFSPH,
2017)
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Figure 4 : Scrotum et peau inguinale : papules brun rouge et ulceres hémorragiques sur l'aspect
médial du grasset (CFSPH, 2017)

1.4. Diagnostic
1.4.1. Diagnostic clinique
Le diagnostic clinique repose sur I’observation d’hyperthermie associée a des éruptions cutanées
papuleuses, pustuleuses ou nodulaires (Inoshima et al., 2000).
Les lésions de la variole ovine sont visibles dans la zone glabre : périnée, vulve, scrotum, sous la

queue, autour des lévres et des paupiéres.
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Du point de vue anatomopathologique, les lésions congestivo-hémorragiques, les pustules et les
papules, a localisation cutanée, trachéale ou pulmonaire, sont tres significatives (Fassi-Fehri et
Lefévre, 2003).

1.4.2. Diagnostic différentiel
Le diagnostic différentiel doit étre conduit avec les maladies suivantes :
v Ecthyma contagieux,
v’ Peste des petits ruminants,
v Autres dermatoses telles que la gale ou la dermatophilose (Anonyme, 2018).

On note :

- Fievre aphteuse : I’apparition des aphtes au niveau du pied et les boiteries consécutives leévent
tous les doutes.

- Gale sarcoptique : touche uniquement la téte, avec crodtes, sans formation de papules ou
vésicules.

- Dermite pustuleuse mammaire : atteint les mamelles et la face interne des cuisses des brebis.

- Accidents de photosensibilisation (Lefevre, 1983).

- Eczéma du mouton : se différencie par 1’absence de pustules et I’absence de fi¢vre.

- Ecthyma contagieux : localisation des Iésions vésiculeuses exsudatives crolteuses au niveau
des lévres et de la gencive ; absence de généralisation.

- Peste des ruminants : se distingue par des érosions ulcératives des muqueuses linguales et
buccales, ainsi que par les 1ésions de 1’appareil respiratoire.

- Acné : inflammation localisée des glandes sébacées. Ce sont des pustules cutanées indolores,
diversement localisées, apparaissant apres la tonte, sans atteinte de 1’état général (Belkessam,
1977).

- Dermatophilose : les nodules se sentent a la palpation plus qu’ils ne se laissent voir (Angba et
Pierre, 1979).

1.4.3. Diagnostic expérimental
Des analyses sérologiques (recherche d’anticorps) ou virologiques (recherche de virus), réalisées
a partir de prélevements sanguins ou de biopsies cutanées, permettent de confirmer les
suspicions cliniques (Anonyme, 2018) :
- Virologie : mise en évidence du virus en microscopie électronique, isolement en culture
cellulaire a partir des Iésions cutanées ou des Iésions pulmonaires. Détection possible de
I’antigéne viral par ELISA (DSCR, 2018)



Chapitre 01 : Etude clinique de la clavelée

- Sérologie : séroneutralisation, immunofluorescence indirecte, immunodiffusion en gélose et
ELISA (DSCR, 2018).

L’autopsie peut également corroborer la suspicion clinique si elle révele des nodules sur

différents organes tels que les poumons, le larynx, la trachée, la langue, la caillette et le rumen

(Anonyme, 2018).

1.5. Prophylaxie
1.5.1. Prophylaxie sanitaire

- Dans les zones indemnes, la prophylaxie sanitaire consiste a éviter 1’introduction d’animaux et
de produit animaux, la laine et les peaux notamment, provenant d’une zone suspecte ou infectée.
Tout échange implique la mise en quarantaine des animaux avant leur introduction dans le
troupeau et la désinfection de la laine et des peaux par des produits actifs (Bhanuprakash et al.,
2006).

- Dans les zones infectées, il faut immédiatement identifier et isoler les malades. La
séquestration des troupeaux se prolongera au moins durant 45 jours apres guérison clinique (ou
mieux abattage des troupeaux contaminés). La destruction des cadavres, la désinfection et la
protection a l'importation (quarantaine) sont des mesures souvent insuffisantes en zone
d'enzootie (FAO, 2000).

1.5.2. Prophylaxie médicale

La prophylaxie médicale est la base de la lutte en zone d'enzootie. Elle est fondee
essentiellement sur I'emploi de vaccins a virus modifié par passage en série en culture cellulaire
(exemple de la souche RM/65, obtenue en Iran par 30 passages sur cellules rénales de mouton)
ou spontanément atténué. L'immunité est précoce (8 jours) et prolongée (2 ans).

Les autres possibilités sont peu ou plus du tout utilisées (vaccins inactivés) ou interdites
(clavelisation) (DSCR, 2018).

En Algérie, la lutte contre la clavelée repose sur la prophylaxie médicale : chaque année, une
campagne de vaccination (Clavax®) des ovins agés de plus de 3 mois est réalisée durant la

période allant du mois de mars au mois de juin.

1.6. Législation sanitaire
La clavelée est classée comme un danger sanitaire de 1ére catégorie soumis a I’élaboration d’un

plan national d’intervention sanitaire d’urgence ; il est inscrit sur la liste des maladies réputées

contagieuses (OIE, 2013).
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Les recommandations relatives aux échanges de marchandises et aux importations d’animaux,
pour la clavelée, sont édictées dans le code sanitaire pour les animaux terrestres en son annexe
01 (OIE, 2018).

Deux situations sanitaires peuvent étre prises en considération :

1.6.1. Pays indemne de clavelée et de variole caprine
Un pays peut étre considéré comme indemne de clavelée lorsqu’il est établi que cette maladie
n’y existe pas depuis au moins trois ans. Ce délai est ramené a six mois apres ’abattage du
dernier animal atteint de la maladie pour les pays pratiquant 1’abattage sanitaire, associé ou non a
la vaccination contre la clavelée et la variole caprine (Article 14.9.3 du code sanitaire pour les
animaux terrestres) (OIE, 2018).

1.6.2. Zone infectée par la clavelée
Une zone sera considérée comme infectée par la clavelée et la variole caprine jusqu’a ce qu’il se
soit écoule :
- 21 jours au moins apres la confirmation du dernier cas et I’achévement des opérations
d’abattage sanitaire et de désinfection.
- Six mois apres la guérison clinique ou la mort du dernier animal atteint de la maladie si
’abattage sanitaire n’y a pas été pratiqué.

(Article 14.9.4 du code sanitaire pour les animaux terrestres) (OIE, 2018).(Annexe 01).
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Etude épidémiologique de la clavelée

I1.1. Historique
La clavelée est décrite et connue depuis 1’antiquité. Plusieurs épizooties ont été rapportées en
Europe entre le 13°™ et le 19°™ siécle. La premiére description détaillée de la maladie a été faite
par Joubert en 1578. En 1763, Bourgelat en reconnait le caractére infectieux, puis Borrel (1902)
en démontre la nature virale et décrit les inclusions cytoplasmique oxyphiles désignées sous le
nom de corpuscules de Borrel (Fassi-Fehri, 1988).
En 1935, Bride cultive pour la premiere fois le virus in vitro sur des fragments de testicules de
moutons, mais ce n’est qu’a partir des années 1950 que d’autres travaux ont suivi, tant sur des
cultures cellulaires de tissu cutané, pulmonaire, testiculaire ou rénal, provenant de foetus ou de
jeunes animaux de 1’espéce ovine, caprine ou bovine, que sur celles de cellules provenant de la

membrane chorio-allantoidienne d’embryon (Salah et Yassa, 1999).

11.2. Importance

La clavelée est une maladie particulierement importante sur le plan économique dans les pays ou
elle est enzootique. La variole ovine provoque des pertes considérables en agneaux, en peaux, en
laine, en viande et en lait.

La morbidité atteint rapidement 100%, avec une mortalité qui reste faible dans les formes
bénignes (de 5 a 20% selon les auteurs), et qui peut avoisiner 80% chez les agneaux dans les
formes séveres, surtout en zone non-endémique ou si d’autres affections concomitantes existent
(peste des petits ruminants par exemple). Les formes les plus séveres sont rencontrées chez de
jeunes animaux (Boos, 2009).

Par ailleurs, en plus des pertes directes (mortalité, avortement), les varioles ovine et caprine,
comme toutes les maladies infectieuses, ont un impact considérable sur les productions : lait,
viande, peaux, laine. En outre, la commercialisation et 1’exportation des animaux sont entravées

par la mise obligatoire en quarantaine (Lefévre, 1983).

11.3. Especes affectées
Jusqu'au 18°™ siécle, aucun auteur n'a mentionné la contagion possible de la clavelée a d’autres

espéces que les ovins. Au début du 19°™

siecle, d'autres especes animales sont considérées
comme sensibles a la clavelée par Huzard, Odoardi, Sacco... : bovins, chiens, chévres, singes,
etc. Mais, en 1838, Hurtrel d'Arboval écarte toutes ces considérations en rappelant : ""on a essayé

d'inoculer la clavelée a différentes volailles, a des beeufs, des chevaux, des lapins, des chiens et
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méme des singes ; mais la clavelisation n'a produit aucun effet ni sur les uns ni sur les autres de
ces animaux™ (Blanco, 1999)

Habituellement, seul le mouton est sensible a cette maladie. Des souches "sheep and goat pox
viruses", dans certaines zones géographiques (Kenya par exemple) affectent aussi bien le mouton
que la chevre. La variole caprine est le plus souvent, par ailleurs, due a un virus spécifique. Des
cas spontanés ont eté décrits chez la gazelle.

La clavelée n'est pas transmissible a 'homme (Anonyme, 2018).

I1.4. Répartition geographique de la maladie

C’est une maladie a déclaration obligatoire, recensée sur la liste de 1I’Organisation Mondiale de la
Santé Animale (OIE, 2018). En France, elle est classée en danger sanitaire de premiére catégorie.
La Grece est le seul pays de I’Union Européenne ou cette maladie est identifiée : au 22 janvier
2018, la plateforme d’épidémiosurveillance en sant¢ animale ESA publiait une note sur
I’évolution de cette maladie en Grece.

La clavelée ovine est en revanche endémique dans d’autres régions du monde : nord de I’ Afrique
(Maroc, Algérie, Tunisie, Libye...), Proche et Moyen-Orient, Asie (Népal, Inde, Chine, Russie)
(OIE, 2018) et en Turquic et dans certaines parties d’Asie, y compris le sous-continent indien.
On pense que les éclosions fréquentes en Grece et occasionnelles en Bulgarie sont causées par
des virus qui entrent dans ces pays pendant les éclosions qui se produisent en Turquie (CFSPH,
2017).

11.5. Agent pathogéne
11.5.1. Morphologie et structure du virus
Le virus de la clavelée appartient a la famille des Poxviridae, sous-famille Chordopoxvirinae,
genre Capripoxvirus (OSAV, 2013).

Le virus de la variole ovine est de grande taille :

Cohen et al. Chaboussi
310 x 240 nm 320 x 280 nm

Au microscope électronique, les virions ont un aspect rectangulaire, aux angles arrondis ou
ovalaires. Ils sont entourés d’une membrane de type unitaire mais certaines particules semblent
posséder deux membranes. Un "core" central biconcave, en forme d’haltére, a une structure

fibrillaire et est flanqué de deux corps latéraux lenticulaire (Lefévre, 1983).
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Le génome des Poxviridae, est composé d’un ADN double brin linéaire, d’une taille comprise
entre 130 et 375 kpb (Moss, 1992). La partie essentielle du génome est située en région centrale,
fortement conservée au sein du genre et est composée de genes intervenant dans la réplication du
virus ainsi que dans la synthése des protéines de structure. Les régions situées aux extremités
sont composées de génes non essentiels a la réplication mais pouvant étre impliqués notamment
dans la virulence. Le génome est associé a une ADN-polymérase virale. Le séquencage du virus
de la variole ou de la vaccine permet de dénombrer environ 200 génes (Goebel et al., 1990).

L’effet cytophathogeéne (ECP) sur cellules testiculaires et rénales d’agneau se manifeste en 2 a 4
jours par 1’apparition de foyers de cellules arrondies et réfringentes a cytoplasme granulaire et

noyau fragmenté (Fassi-Fehri et Lefévre, 2003).

corps latéraux

Tubules de surface
enveloppe ou membrane
- PP
externe

membrane de surface

nucléoprotéine

THAALLL O\ core viral
| =

Figure 7. Représentation schématique des poxvirus (Van Regenmortel et al, 2000)

11.5.2. Propriétés physico-chimiques
Le virus claveleux est sensible a plusieurs agents physiques et chimiques :
- La chaleur le détruit rapidement a 60-62°C ; par contre, le froid le conserve pendant plusieurs
mois (Belkessam, 1977)
- Les antiseptiques et les solutions alcalines le détruisent trés rapidement (Belkessam, 1977)
- L’éther 20%, le chloroforme, le phénol 2% et le formol 1% l'inactivent en 15 min. Il est aussi
sensible a des détergents tels que dodécylsulfate de sodium (FAO, 2000).
Toutefolis, il est trés résistant a la dessiccation d’ou son infectiosité qui persiste plusieurs mois
dans les croutes varioliques. Il peut également résister dans la laine pendant 2 mois et dans les
locaux pendant 6 mois (FAO, 2000).
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11.5.3. Propriétés biologiques
11.5.3.1. Culture in vivo

Cette culture n’est possible que sur mouton.
On peut provoquer la maladie par diverses voies. Cependant, deux procédés ont un intérét
pratique :
- La voie intradermique offre la possibilit¢ d’obtenir des Iésions situées au siége de
I’inoculation. Elle permet donc le titrage d’une suspension de virus claveleux injecté par voie
intradermique sur les flancs de 1’animal
- La voie sous cutanée : I’injection de 2-5 ml de lymphe claveleuse dilués dans 600 ml d’eau
physiologique provoque I’apparition d’un cedéme inflammatoire aigu intéressant le derme,
I’hypoderme et les muscles superficiels. On peut y récolter une quantité importante de virus
(Belkessam, 1977).
Le rendement en virus varie avec les souches, le nombre de passage et les races de mouton
(Fassi-Fehri et Lefévre, 2003).

11.5.3.2. Culture in ovo
Le virus claveleux peut se cultiver sur la membrane chorio-allantoidienne d’ceufs embryonnés.
En 1957, Sabban avait montré que la multiplication du virus sur cette membrane exige des
passages alternés sur mouton et embryon de poulet (Belkessam, 1977).

11.5.3.3. Culture in vitro
Le virus de la clavelée s’adapte a la culture sur cellules d’explants primaires, aussi bien de
cellules homologues testiculaires, rénales, thyroidiennes, pulmonaires, cardiaques, cutanées,
musculaires, que sur cellules hétérologues de caprins, de bovins et de volailles.
L’effet cytophathogene (ECP) sur cellules testiculaires et rénales d’agneau se manifeste en 2 a 4
jours par ’apparition de foyers de cellules arrondies et réfringentes, a cytoplasme granulaire et

noyau fragmenté (Fassi-Fehri et Lefévre, 2003).

11.5.4. Pouvoir immunogéene
Les propriétes antigeniques des Capripoxvirus se révelent par 1’apparition, dans 1’organisme des
animaux infectés, d’anticorps neutralisants, fixant le complément, et précipitants (Lefévre,
1983).
Les virus des varioles ovines et caprines présentent une remarquable stabilité antigénique et on

ne leurs reconnait qu’un seul type antigénique (Lefévre, 2003).
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11.6. Epidémiologie
11.6.1. Analytique

- Sources virales : ovins malades ou porteurs chroniques (contagiosité possible durant 1 a 2
mois)(Belkessam, 1977). . C’est a I’occasion de rassemblements que les animaux sensibles sont
les plus exposés, dans les bergeries ou les paturages, sur les marchés et aux points d’eau
(Bhanurakasho et al., 2006).
- Matiéres virulentes : représentées par les secrétions nasales, matieres fécales, et principalement
les produits d'exsudation des lésions cutanées et les croltes desséchées, riches en virus et a
I’origine d’aérosols infectieux(Belkessam, 1977).
- Virus résistant : il peut survivre des années dans les crodtes desséchées (Belkessam, 1977). Il
est inactivé en quelques minutes par le phénol a 2%, le formol a 1% et ’eau de Javel a 1 degré
chlorométrique (Lefévre, 2003).
- Transmission directe ou indirecte (fourrage et litiere souillés) : Contamination habituelle par
voie respiratoire (poussieres virulentes), éventuellement par voie cutanée ou mugueuse (plaies)
(Belkessam, 1977). La transmission indirecte a distance se fait a partir de croutes desséchees
riches en virus, qui peuvent persister dans la laine et les peaux 2 a 3 mois (Fassi-Fehri et Lefévre,
2003). La transmission mécanique se fait par des vecteurs qui peuvent étre des insectes tels que
les stomoxes (Stomoxys calcitrans) se nourrissant de lésions cutanées des animaux malades et
transmettant le virus par pigures aux animaux sains, ou par du matériel souillé (instruments,
vehicules de transport) (Haller et al., 2013).
La réceptivité dépend de plusieurs facteurs :
- Sexe : les femelles seraient plus atteintes que les males (Murty et Singh, 1971).
- Age : formes graves chez les agneaux (Belkessam, 1977).
- Race : les races a laine (mérinos) seraient plus sensibles que les races a poils (Fassi-Fehri et
Lefévre, 2003).
- Conditions d’¢élevage : lorsque les moutons sont en bon état d’entretien, l'affection reste
souvent discrete ou bénigne et ne présente aucune gravité. Mais, lorsque les animaux sont
affaiblis par des maladies parasitaires, par la disette et le froid, la maladie s’éveille et prend des

allures épizootiques (Belkessam, 1977).
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11.6.2. Synthétique
La maladie sévit a I'état enzootique dans de nhombreuses régions, avec extension progressive dans
les troupeaux, souvent par vagues successives toutes les 3 a 4 semaines (contagiosité maximale

en phase de dessiccation).

I1.7. Impact économique de la clavelée
La clavelée exerce un impact négatif sur les échanges commerciaux d’ovins (Diallo et Viljoen,
2007).
La clavelée est sans doute la plus répandue et la plus contagieuse des maladies virales des ovins
dans les pays méditerranéens.
Elle sévit a I'état enzootique en Afriqgue du Nord et au Proche-Orient, avec des poussees
épizootiques qui provoquent des pertes considérables du fait de la mortalité élevée des agneaux,
des avortements, des mammites et des dommages que subissent les peaux et la laine (Blajan,
1984).
La morbidité et la mortalité varient et peuvent étre influencées par la race de I’animal, son age,
son immunité contre les Capripoxvirus et la souche de virus.
Des maladies bénignes sont courantes chez les races indigenes dans les zones endémiques, mais
des maladies plus graves peuvent étre observées chez les animaux jeunes ou stressés, chez des
sujets atteints d’infections concomitantes ou chez les animaux provenant de régions ou il n’y a
pas eu de poxvirose depuis un certain temps. Les taux de morbidité déclarés chez les races
indigénes varient considérablement, allant de 1 a 90%. Bien que le taux de mortalité global soit
souvent inférieur a 10%, il dépasse parfois 50%, et des taux de létalité de pres de 100% ont été
signalés chez certains jeunes animaux tres réceptifs.
La maladie touchant les races ovine et caprine importées est généralement grave lorsque ces
animaux sont amenés dans une zone endémique. Les taux de morbidité et de mortalité peuvent

avoisiner les 100% dans certains troupeaux nouvellement importés (CFSPH, 2017).

11.8. Différentes souches du virus claveleux dans le monde
De nombreuses souches du virus claveleux ont été recensées par la littérature. Ces souches ont
¢té nommeées d’apres le lieu isolement. Certaines d’entre elles ont été utilisées comme souches
vaccinales aprés leur atténuation sur différentes cultures cellulaires, a différents passages
(Bhanuprakash, 2006 ; Zhou, 2012) (Tableau 2 et 3).
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Tableau 2 : Souches des virus claveleux isolées en Algérie (Lamien, 2011)

Nom de la souche Origine | Espéce d’origine Source

SPPV Algérie/93 Djelfa | Algérie Ovine INMV-LCV/Algérie
SPPV Algérie/05 Illizi | Algérie Ovine INMV-LCV/Algérie
SPPV Médea Algérie Ovine INMV-LCV/Algérie
SPPV El Bayadh 1 Algérie Ovine INMV-LCV/Algérie
SPPV E Bayadh 2 Algérie Ovine INMV-LCV/Algérie

Tableau 3 : Différentes souches de virus claveleux isolées dans le monde (Bhanuprakash, 2006)

Nom de la souche Lieu / pays d’isolement
Romania, Roumanian-Fanar Roumanie
Cairo Egypte
Persian Iran
Mongolian Mongolie
Russian Russie
Turkey Turquie
Chinese Chine
Raniped, Jaipur, Hydrabed, Mysore, Karnal, Mathura, Indochina Inde

K Strain Kenya
Perego M Algérie
RM /65 Yougoslavie
Kazakhstan Kazakhstan
Starvopol, Nairobi, Kenya Kenya
SP8, Pakistan, Al Strain, Oendic, Kedong, Soba, Bucarest, _
Bakirkoy Pakistan
Pendic, SPV/ RH, Mauritanian, Chitinsk Mauritanie
Algerian Algérie
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I1l.  Vaccins et vaccination anti-claveleuse
1. Définition et principe de la vaccination

La vaccination consiste a introduire chez un individu une préparation antigénique dérivée de
I’agent infectieux ou similaire a celui-ci, de maniere a lui faire produire une réponse immunitaire
capable de le protéger contre les aléas de I’infection naturelle (Guide des vaccinations, 2012).

Un vaccin est donc spécifique a une maladie. La production d’anticorps diminue
progressivement dans un délai plus ou moins long, fixant ainsi la durée d’efficacité du vaccin.
Les vaccins sont inoculés soit par injection (intramusculaire ou intradermique), soit par voie
orale.

Les poxvirus sont a I’origine de la découverte de la vaccination par Jenner en 1796, qui a réussi a
protéger ’homme contre la variole en lui inoculant par scarification le virus de la vaccine,

variole des bovins ou cowpox (Tortora et al., 2003).

.2 Histoire

Dans la seconde moitié du 19éme siécle, Pasteur explore le rdle des microbes dans la survenue
des maladies contagieuses, en travaillant sur des animaux d’¢élevage. Il crée ainsi le premier
vaccin atténué. En I’honneur de Jenner, il invente le terme "vaccin". En 1881, Pasteur énonce le
principe de la vaccination : inoculer "des virus affaiblis ayant le caractere de ne jamais tuer, de
donner une maladie bénigne qui préserve de la maladie mortelle”. Apres avoir mis au point un
autre vaccin animal atténué contre la maladie du charbon qui décimait les troupeaux ovins et
bovins, Pasteur oriente ses recherches vers la vaccination humaine. 1l se penche sur une maladie
touchant a la fois ’animal et I’homme : la rage.

A partir de cerveaux d’animaux morts de la rage, Pasteur parvient a isoler, purifier et inactiver la
souche de I’agent contagieux. En 1885, il met au point le premier vaccin humain a virus atténué

(Vaccination-info.BE, 2019).

1.3. Objectifs de la vaccination
Le principe de la vaccination consiste a administrer a un étre vivant un principe actif capable
d'induire une immunité spécifique vis-a-vis d'un agent pathogéne, ainsi qu'une mémoire
immunitaire susceptible d'amplifier plus rapidement la réponse immune apres primo-infection.
La vaccination est la méthode de lutte la plus efficace contre des maladies infectieuses aigués,
elle permet une baisse de l'incidence et de la prévalence de l'infection. Au contraire, la
vaccination est habituellement moins efficace contre les agents pathogénes qui développent des

infections persistantes chez I'néte (Herpesvirus, lentivirus, pestivirus, brucelles...).
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La vaccination permet d'obtenir une défense contre les symptdmes de la maladie (baisse de la
prévalence des cas cliniques) alors que l'efficacité sur la circulation de l'agent pathogéne
(incidence de Il'infection) est habituellement plus limitée.

Un vaccin idéal doit :

- Induire une réponse anticorps,

- Induire une mémoire immunitaire,

- Ne pas étre dangereux (innocuite),

- Etre stable & la conservation (Camille, 2009).

1.4, Types de vaccins
1.4.1. Vaccins vivants atténués

Ce sont les meilleurs immunogénes. lls sont généralement obtenus par passages successifs de
I’agent infectieux sur des cultures cellulaires visant a atténuer sa virulence.

Ces vaccins ont ’avantage d’induire une immunité mimant 1’infection par la souche microbienne
sauvage, mettant en jeu la réponse innée et une réponse adaptative humorale et cellulaire.

Le vaccin, étant vivant, est capable de diffuser dans 1’organisme et d’induire des réponses dans
différents sites anatomiques. Les problémes majeurs de ces vaccins sont le risque de retour a la
virulence (vaccin anti-poliomyélite avec une réversion de type neuro-virulence dans 1/500.000
cas de vaccinations) et de transmission d’un individu a l’autre quand le receveur est

immunodéprimé (Paul et al., 2015).

11.4.2. Vaccins inactivés
Contiennent des agents infectieux (ou une toxine produite par ceux-ci) qui ont été tués grace a un
produit chimique ou par la chaleur. Ils sont donc totalement inoffensifs, mais restent capables de
susciter une réponse du systeme immunitaire.
Le vaccin injectable contre la poliomyélite, les vaccins contre la diphtérie, le tétanos, la
coqueluche, I’Haemophilus influenza de type B, I’hépatite A, 1’hépatite B, le pneumocoque, la
grippe, I’encéphalite a tiques d’Europe centrale, I’encéphalite japonaise et la méningite a

méningocoques A, C, W et Y sont des vaccins inactivés (Figaro, 2018).
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111.4.3. Vaccins synthétiques
Ces vaccins sont constitués a partir des molécules de surface des agents infectieux afin d’obtenir
des réponses immunitaires et introduire le virus concerné.
L’avantage est que si on sélectionne, par exemple, un morceau de membrane présent chez
plusieurs antigénes, I’organisme sera protégé contre tous ces antigénes de facon efficace. Mais
les antigénes sont sujets & mutations et ce vaccin nécessite, comme les autres, de nombreux
rappels (Ifah Europe, 2008).

15. Culture cellulaire

La culture cellulaire est un processus complexe par lequel les cellules, procaryotes ou
eucaryotes, sont cultivées dans des conditions controlées, en général a l'extérieur de leur
environnement naturel. Dans la pratique, I'expression culture cellulaire se référe a la mise en
culture de cellules dérivées d'eucaryotes multicellulaires, notamment les cellules animales.
Cependant, il y a aussi des cultures de plantes, de champignons, d'insectes et de microbes, y
compris de virus, de bactéries et de protistes (Aquaportail, 2019).

On appelle culture cellulaire le maintien en dehors de I'organisme, des cellules non organisées en
tissu mais capables de se diviser in vitro et d'exprimer des métabolismes et des fonctions
specifiques (Overblog, 2018)

La culture cellulaire n’apparait qu’a partir de 1952 lors de I’introduction de la trypsination de
tissus par Moscona. Il proceéde a la digestion de tissus d’ceufs de poulet avec de la trypsine afin
d’obtenir des cellules isolées ou des amas de cellules capables de se diviser in vitro (Magniez,

2008).

11.5.1. Différents types de lignées cellulaires
111.5.1.1. Culture primaire

Est la mise en culture de cellules d’organe ou de prélévement. Les cellules récupérées par des
techniques de dissociation cellulaire sont placées dans des milieux afin de proliférer (Slideplayer,
2019).

On utilise couramment des tissus d’animaux normaux (comme la peau, les reins, le foie) ou des
embryons entiers pour établir des cultures cellulaires primaires (Lodish, 2005).

Les fibroblastes des tissus conjonctifs se divisent plus rapidement en culture que les autres

cellules d’un tissu, et finissent par devenir le type cellulaire prédominant d’une culture primaire

(Lodish, 2005).
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Exemple de cellules primaires : cellules de rein de mouton (RM).

Les reins recoltés a partir des feetus récupérés aux abattoirs sont débarrassés de leurs enveloppes,
grattés de leur cortex et éliminés de leur médulla. Le cortex est ensuite découpé en petits
fragments, lavé plusieurs fois a 1’aide d’une solution tampon et soumis a une digestion
enzymatique. La suspension cellulaire récoltée est centrifugée et le culot cellulaire repris dans
une quantité adéquate de milieu de croissance additionné de sérum de veau feetal, réparti en
flacons de plastique qui sont incubés a 37°C. Par ce procedé, un tapis cellulaire complet est
obtenu au bout de 4 a 5 jours d’incubation (Figure 6). Selon le cas, ces cellules sont soit
ensemencées directement avec le virus, soit soumis a une trypsination afin de préparer des
subcultures (Fassi-Fehri, 1983 ; Mirakabadi, 2013).

On peut aussi utiliser des cellules des 2°™, 3°™ et 4°™ subcultures dans le but d'‘évaluer une
éventuelle modification de l'effet cytopathogéne (ECP) ou du titre viral (Fassi-Fehri, 1983 ;
Mirakabadi, 2013).

Figure 6 : Cellules RM cultivées en flacon de culture cellulaire (x 50) (Fessi Fehri, 1983)

111.5.1.2. Cellules de lignée immortelles

I1 s’agit de cellules sélectionnées pour leurs caractéristiques, leur capacité a recevoir le virus
inoculé et leur aptitude a se multiplier dans des conditions de culture classique (Duigou, 2005 ;
Barrett, 2009).

Quelle que soit leur origine, les cellules de lignées immortelles possedent souvent des
chromosomes avec des structures anormales. De plus, le nombre de chromosomes dans ces
cellules est généralement supérieur a celui de la culture normale dont ils sont issus et le nombre
de leurs chromosomes augmente et diminue au fur et a mesure de la division des cellules en
culture. Les cellules possédant un nombre anormal de chromosomes sont dites aneuploides

(Lodish, 2005 ; Barrett, 2009).
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La plupart des lignées cellulaires ont perdu une ou plusieurs des fonctions caractéristiques des
cellules différenciées dont elles proviennent (Lodish, 2005).

Exemple de cellules de lignée immortelle : cellules BSR

Origine de la lignée BSR : les BSR ou BHK-21 sont des cellules rénales d’embryons de hamster
(baby hamster kidney cells) : c’est une lignée de cellules fibroblastes extraites a partir de la
région corticale des reins d’embryon de hamster de I’espéce Mesocricetus auratus (Anonyme,
2010).

Etude morphologique des cellules BSR :

L’observation des cellules BSR sous microscope, apres le repiquage permet de voir des cellules
en suspension. Les fibroblastes en suspension perdent leur forme allongée et deviennent plus au
moins irréguliéres, voire arrondies (Anonyme, 2010).

Aprés 1 heure, les cellules commencent leur fixation au fond de la boite. Apres 5 heures de
culture, les cellules commencent leur division en formant des amas cellulaires fixés au fond de la
boite. Leur morphologie typique fibreuse et fusiforme s’installe de nouveau avec un noyau
central ovale. Au cours de 24 a 48 heures, le tapis cellulaire devient semi-confluent, avec des
vides par endroits dans le tapis cellulaire. Les cellules vont ensuite poursuivre leur prolifération
jusqu’a atteindre 80-90% de confluence, pour étre de nouveau repiquees. Le tapis devient
confluant aprés le 3*™ - 4°™ jour. A 6 jours, les cellules commencent & former la deuxiéme
couche, ce qui augmente le risque de mort cellulaire et la perte de tout le tapis. A 9 jours le tapis
est altéré et décollé. Les cellules forment des amas en suspension.

La taille des cellules immortalisées (BSR) est volumineuse et dense au niveau du noyau et du
cytoplasme (Figure 7), et leur prolifération est rapide. Elles sont bien réparties sur la surface de
culture, avec une forme multipolaire ou bipolaire. Elles sont peu différentes des cellules

primaires (Anonyme, 2010).
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Figure 7. Morphologie des cellules de lignée primaire observées au microscope inversé :
En haut : Fibroblastes embryonnaires de chevre (GEF, x 10), montrant une croissance avec un
modele typique de fibroblastes ; En bas : T-immortel fibroblastes de chévre (TIGEF, Gr x 25)
(Da Silva Teixeira et al., 1997).

Les BSR sont des lignées cellulaires ayant été entretenues en continu pendant plus de 25 mois, et
au moins 150 passages, sans aucun signe de sénescence, contrairement aux lignées primaires qui
ont un nombre de passages limité (Anonyme, 2010)

L’analyse cytogénétique des cellules BSR en métaphases au 67°™ passage a révélé une anomalie
du nombre des chromosomes (Anonyme, 2010)

Les BSR peuvent étre transformées en cellules immortelles par passages, spontanément. Elles

peuvent continuer a proliférer pendant plusieurs genérations (Anonyme, 2010).

111.6. Vaccin anti-claveleux produit par ’Institut Pasteur d’Algérie
111.6.1. Historique

Le vaccin anti-claveleux est produit in vivo sur mouton, sous forme liquide a 1’Institut Pasteur
d’Algérie en 1913, par Alfred Boquit, médecin vétérinaire et biologiste frangais, chef de
laboratoire a I’Institut Pasteur d’Algérie ; 28 millions de doses ont été produites de 1913 a 1914
(Institut Pasteur France, 2013).

Apres un arrét de plusieurs années, la production a repris en 1965, sous forme liquide, en
utilisant une souche vaccinale atténuée, importée de 1’Institut Pasteur du Maroc ; 35.650 doses
ont été produites, et 306.750 doses lyophilisées ont été importées du Maroc afin de couvrir les
besoins nationaux. En 1967, le premier lot de vaccin lyophilisé produit in vivo a été fabriqué en
Algérie (Institut Pasteur France, 2013).

En 1990, la production du vaccin in vivo lyophilisé est transférée a 1’annexe d’El Hamma.
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La mise au point du vaccin sur culture cellulaire a débuté en 2000 et le premier lot du vaccin
anti-claveleux sur culture cellulaire primaire lyophilisé a été produit la méme année.
En mai 2011, le laboratoire de production du vaccin anti-claveleux a été de nouveau transféré a

I’annexe de Kouba (Institut Pasteur France, 2013).

111.6.2. Présentation du vaccin Clavax®

Un vaccin anti-claveleux sur culture cellulaire a été mis au point au service de Microbiologie
Vétérinaire et d’Epizootiologie de I’Institut Pasteur d’Algérie.

Il s’agit d’un vaccin atténué, lyophilisé, de la souche RM65, produite sur cultures de cellules
rénales d’agneau feetal, & I’institut Razi d’Iran par Ramyar et Hessami en 1968 (Archives de
I’IPA, 2000/2003).

Cette souche vaccinale, utilisée pour la production du vaccin anti-claveleux, est nommée
ISRA car la souche RM65 a été fournie a I’Institut Pasteur d’Algérie en 1995 par 1’unité de
production des vaccins viraux vétérinaires de I’Institut Sénégalais de Recherches Agricoles

(ISRA) de Dakar (Institut Pasteur France, 2013). (Annexe 02).
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Etude expérimentale

l. Objectifs
La présente étude porte sur 1’adaptation de la souche vaccinale RM65 du poxvirus sur la lignée
cellulaire BSR.
Cette étude est réalisée dans le laboratoire de production et de développement des vaccins viraux
veterinaires de 1’Institut Pasteur d’ Algérie (Kouba) pendant une durée de 6 mois, du 24/02/2019
au 31/07/2019.

1. Matériel
I1.1.Matériel non biologique
e Consommable
- Alcool chirurgical a 70%
- Boites de culture cellulaire stériles type flacon (25 cmz2, 75 cmz?, 150 cm?)
- Compresses stériles
- Eaudistillee
- Gants, blouses, marqueur permanent
- Microplagues

- Pipettes graduées en verre classe A (5 ml, 10 ml)

e Equipement de laboratoire

- Agitateur magnétique et barreaux aimantés stériles
- Autoclave

- Aide-pipette

- Bain-marie

- Balance de précision

- Bec benzéne

- Centrifugeuse réfrigérée

- Chronomeétre

- Congélateur a -20°C

- Etuve a CO,

- Hotte a flux laminaire verticale
- Micropipette

- Microscope inversé

- Pompe a vide
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- Réfrigérateur
- Systeme de filtration (porte-filtre trépied, cuve en inox, Erlenmeyer munis d’un
barometre)

- Verreries diverses (Becher, Erlenmeyer, Flacons)

11.2.Matériel biologique
e Feetus d’ovins : matrices de brebis récupérées de I’abattoir d’El Harrach juste apres
’abattage
e Souche vaccinale : souche RM65, d'origine yougoslave, adaptée et atténuée a I'Institut

Razi de Téhéran par 30 passages successifs sur cellules rénales d'agneau feetal.

e Cellules

BSR : ces lignées cellulaires sont conservées sous forme congelée au sein du laboratoire de
production et de développement des vaccins viraux Vétérinaire, annexe de Kouba, Institut
Pasteur d’ Algérie.

Durant cette étude, les cellules BSR sont entretenues et maintenues en culture entre le 28°™ et le
35 M passage.

Les cellules RM : les cellules primaires de rein du mouton ont été cultivées au sein du laboratoire
de production et de développement des vaccins viraux vétérinaire. Récolter du feetus ovins et

réserver au titrage du vaccin anti claveleux.

e Milieux et réactifs
Différents milieux et réactifs sont utilisés pour la production et I’entretien des cellules ainsi que
pour le titrage viral.
Tous les milieux sont stérilisés par deux filtrations successives sur filtres de 0,45 et 0,22 pum. Ces
milieux font ’objet de controles de sterilité sur deux milieux (bouillon nutritif et Sabouraud
liquide) avant leur utilisation. Tous les milieux et réactifs sont réchauffés a 37°C dans un bain

marie avant leur emploi.
- Milieu de culture DMEM (Dulbeco Modified Eagles Medium)

Il s’agit d’un milieu synthétique constitué d’¢lément de croissance des cellules (vitamines,

glucose, acides aminés et électrolytes).
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Il est commercialisé sous forme de poudre conditionnée en flacons ; il est dissout dans de I’eau
distillée puis stérilisé par filtration (pH 7,4), apres mise a 1’étuve pendant 48 heures, puis
conserveés au réfrigérateur a +4°C.

Il faut calculer les volumes de SVF, d’antibiotiques et de glutamine pour obtenir les

concentrations voulues ( Annexe 03).

- Sérum de veau feetal (SVF)
Le sérum de veau fcetal est utilisé comme complément de la culture cellulaire ; il contient les
facteurs de croissance nécessaires a la prolifération des cellules.
Le SVF est décomplémenté au bain-marie a 56°C pendant une heure, et conservé au congélateur,
a-20°C.
Le SVF est ajouté au milieu de culture a raison de 10% pour la mise en culture des cellules et

leur entretien (trypsination), et de 5% pour I’infection par le virus.

- Trypsine-Versene
C’est une solution enzymatique utilisée pour la dispersion du tapis cellulaire et pour détacher les
cellules de leur support (verre, plastique). Le versene renforce et accélére I’action de la trypsine
(Annexe 04).

- Solution antibiotique/antimycotique
Les antibiotiques sont utilisés pour éviter la prolifération des micro-organismes dans les milieux
et la contamination des cultures.
Apres filtration, la solution est répartie dans des microtubes stériles a raison de 0,5 ml/
microtube, gsp 500 ml de milieu (450 ml de milieu + 50 ml SVF).

Les inhibiteurs utilisés sont la Gentamycine, la Néomycine, et I’amphotéricine B ( Annexe 05).

- Rouge de pheénol : est utilisé comme indicateur de pH. Sa forme acide est jaune, sa forme

basique est rouge. Sa zone de virage dans I’¢chelle de pH est située entre 6,6 et 8,4.

e Milieux de cultures utilisés pour le controle de sterilité
I1s sont préparés par le service des milieux de culture de I'IPA
- Bouillon nutritif, incubé 48 h a 37°C pour la recherche des germes aérobies.
- Sabouraud liquide, incubé 14 jours a température ambiante pour la recherche des

champignons microscopiques.
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La conservation des flacons se fait a -20°C.

1. Méthodes
L’adaptation du poxvirus sur la lignée cellulaire continue BSR est effectuée par des inoculations
successives de la souche virale RM65 sur cette lignée, pour voir 1’effet cytopathogene et bien
savoir leur répartition et établir la cinétique de rendement viral, tout cela apres la récolte des

suspensions virales dans chaque passage et titrage.

I11.1. Décongélation d’une ampoule de cellules BSR et mise en culture

Les cellules sont congelées dans des cryotubes a une concentration spécifique (Annexe 06). Elles
sont récupérées de 1’azote liquide puis mises dans un bain-marie a 37°C pour une décongélation
compleéte, puis transférées dans un Flask.

Un volume de milieu de culture DMEM a 10% SVF est rajouté dans ce dernier pour obtenir le
tapis cellulaire ; ensuite les cultures sont incubées pendant une nuit a 37°C, jusqu’a fixation des
cellules aux supports. Dés que les cellules sont adhérées aux supports, le milieu de culture est

remplacé par du milieu frais aprés 24 h de mise en culture.

111.2. Passage d’entretien

Les cellules cultivées in vitro adhérent au support et adhérent entre elles grace a la matrice
extracellulaire. Le repiquage des cellules nécessite leur décollement du support et leur séparation
les unes des autres, ce qui est obtenu par action d’une enzyme protéolytique, la trypsine. Son
action est inhibée par les ions calcium et par le sérum de veau feetal (SVF). Donc avant de faire
agir la trypsine, toute trace de SVF doit étre eliminée ; c'est I'étape du lavage du tapis cellulaire.
Une fois que 1’enzyme a individualisé les cellules, il faut que I’action de la trypsine soit arrétée
par addition de SVF avant que les cellules ne soient abimées. Il faut donc contrdler I’action de la
trypsine.

Le but principal de la trypsination est le détachement des cellules de leurs supports et la

récupération des cellules pour les remettre en culture dans les deux autres boites

e Protocole de trypsination et remise en culture des cellules

Avant de faire la procédure il faut :

- Observer les cellules au microscope inversé pour distinguer I’aspect des cellules et noter la
couleur du milieu, et bien sar pour veérifier que le tapis cellulaire est uniforme et confluent.

- Préparer la quantité de milieu de culture et le nombre de boites pour le repiquage
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Il faut répartir une boite pour deux boites a 25 cm?2 de capacité égale ou bien une boite dans une

bofte de 75 cmz2.

A partir d’une seule boite de culture qui a plus de 48-72 heures, le tapis confluant est détaché par

la trypsination (figure 10). Il faut deux lavages successifs effectués par la trypsine afin d’éliminer
le SVF.
Cette étape est répétée quand la concentration cellulaire récupérée apres trypsination est élevée.

e Mode opératoire de la trypsination

Toutes ces opérations ont lieu sous hotte a flux laminaire :

Vider la boite a trypsiner de son milieu de culture.

Ajouter de la trypsine-versene en quantité suffisante pour couvrir le tapis, puis rincer et jeter
le surnageant au moins deux fois pour eliminer tout le milieu de culture mais en laissant un
mince film de trypsine a la surface du tapis ; il faut laisser les boites de culture au moins 10
minutes dans ’étuve & 37°C, avec la surveillance du tapis toutes les deux minutes, a 1’ceil nu
et au microscope inversé pour voir le décollement des cellules, car la trypsine agit rapidement.
Apres la récupération de la boite a trypsiner de 1’étuve, arrét de la trypsine par 1’introduction
de 5 ml de milieu de culture DMEM a 10% SVF.

Disperser soigneusement les cellules par aspiration et refoulement a la pipette ; a chaque
refoulement, envoyer le liquide sur le fond de la flask pour bien finir le décollement des
cellules.

Diviser le volume de suspension cellulaire de 5 ml en deux (2,5 ml dans chaque nouvelle
boite) des que le tapis est homogéne (absence d'amas cellulaires au niveau du mur de la
pipette).

Compléter a gsp 10 ml de milieu de culture DMEM a 10% SVF (boite de 25 cm?2 de surface
contenant 10 ml de milieu).

Numeéroter les boites de chaque passage (numéro du passage et date).

Placer les boites a 1’étuve a 37°C et a 5% CO, (dévisser d’un quart de tour les bouchons des
flashs a 75 cm?) pendant 24 heures.

Observer sous le microscope inversé aprés 24 heures.

éme

Répéter I’opération jusqu’au 35" passage cellulaire.

111.3. Surveillances des cultures aprés I’entretien

- Variation du pH : le milieu de culture DMEM, qui est rouge a 1’origine, devient jaune

lorsque le milieu devient acide.
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- Observation sous microscope photonique inversé la morphologie des cellules au cours de
leurs prolifération.

- Contaminations : pour éviter la propagation de toutes les contaminations possibles au
sein de I’enceinte de manipulation, on peut distinguer a 1’ceil nu car le milieu devient

trouble.

e Trois types de contaminations

- Les contaminations bactériennes donnent un aspect trouble au milieu de culture et un
décollement du tapis cellulaire, formant des amas cellulaires en suspension.

- Les contaminations toxiques apparaissent aprés epuisement des nutriments du milieu de culture
et élaboration de toxines par les cellules. Cet aspect toxique pourrait avoir une origine externe,
provenant des manipulations au laboratoire engendrant un décollement du tapis cellulaire et
formation d’amas de cellules en suspension dans le milieu de culture.

- Les contaminations fongiques, qu'on distingue facilement suite a 1’observation au microscope

optique de filaments de mycoplasmes (figure 8C) et des champignons (figure 8B).

Figure 8 : Présence de contaminations (x40) (Li et al., 2009)
A) fibroblastes sans contamination
B) fibroblastes contaminés par des champignons

C) fibroblastes contaminés par des mycoplasmes

111.4. Passage d’infection
La souche atténuée du virus claveleux utilisée est la souche vaccinale RM65 adaptée sur la

lignée cellulaire BSR ; trois passages d’infection sont réalisés durant cette étude.

e 1° passage d’adaptation (p31)
Mode opératoire :
- Les boites présentant un tapis cellulaire confluent sont sélectionnées.
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- Une quantité suffisante d’inoculum est préparé (1 ml est décongelé a +4°C dans un
réfrigérateur pour une boite de taille 25 cm?).

- Vider la boite de son milieu.

- Inoculer les boites de culture avec la quantité correspondante d’inoculum

- Laisser a adsorber pendant une heure dans une étuve a 5% CO, a 37°C.

- Rajouter 10 ml de milieu DMEM a 5% de SVF a la boite utilisée.

- Incuber dans I’étuve a 37°C pendant 5 a 7 jours.

- La boite de culture témoin, cultivée dans le méme milieu et dans les mémes conditions sans
inoculation virale, est également préparée.

- Une lecture quotidienne des boites sous microscope est réalisée afin de détecter 1’effet
cytopathogene (ECP).

- Cette opération est répétée jusqu’au dernier passage d’adaptation (p33 et p35) dans les mémes

conditions.
|:> /" !;‘ |:> |:>
ﬁ Mise en culture :
Décongélation P28 Trypsination p29  Trypsination
—— 4 i i | {
= B a8 —>
Trypsination Trypsination Trypsination
A !,-‘ ‘ A ,‘ ‘ N—J/‘ “

Infection (p31) p32 Infection (p33)

— Ly ‘ ——"> 4 ,.“
Trypsination u‘ Trypsination p35

Infection (p34)

Trypsination : a 100% de confluence
Infection: a 70% de confluence

Figure 9. Plan total des trypsinations et des infections
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I11.5. Récolte des suspensions virales

Retirer les boites de I’étuve dés que I’ECP atteint 80% de la couche cellulaire. Les cellules sont
alors soumises a un cycle de 3 phases de congélation/decongeélation pour casser les cellules et
libérer le maximum de particules virales dans le milieu. Puis les suspensions virales récoltées
sont clarifiées par centrifugation a 2.500 tr/mn a +4°C pendant 10 min.

Le surnageant est conservé a -20°C pour 1’évaluation du titrage et pour les passages ultérieurs.

I11.6. Titrage viral

Le titrage de la suspension du virus claveleux est déterminé par la mise en ceuvre de la technique
de I’effet cytopathique (ECP). Le titre d’une suspension est exprimé en nombre de DICT50/ml
ou le nombre de doses infectieuses par ml de suspension virale, capable de lyser 60 a 80% des

cellules inoculées.

e Technique du titrage de la suspension virale

- Etape 1 : préparation des dilutions de la suspension virale a titrer :
Une série des dilutions de la suspension virale de 10 a 106dans le milieu DMEM sans SVF.
Chaque dilution pour une colonne
Les deux derniéres colonnes correspondent au :

- Témoin cellules (T-) : 10014 de suspension cellulaire + 900 ml de milieu DMEM.

- Témoin viral (T+) : 1001 de suspension cellulaire + 900 ml de suspension virale mére.

- Etape 2 : préparation de la suspension cellulaire BSR :
Consiste a remplir toute la microplaque p96 par la suspension cellulaire a une concentration de

105Cellules/ml, avec un ensemencement de 100l dans chaque puits de microplague p96 ; on
aura donc 10*cellules/puits. Puis rajouter un volume de 100| des dilutions de la suspension

virale de 10%a 10° dans les colonnes de 01 a 06de la p96, avec 8 répétitions de A a H dans
chaque colonne.

Le milieu DMEM est utilisé avec une concentration finale 2,5% SVF pour préparer la
microplague p96.

L’incubation des microplaques a 1’étuve a 37°C est réalisée en atmosphere enrichie a 5% CO,.
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La plaque fait ensuite I’objet d’une observation quotidienne pendant 7 jours ; deux lectures de
I’ECP sont faites au 5°™ et 7°™ jour au microscope photonique inversé. Les résultats sont notés

sur la feuille de lecture (Annexe 7 et 8).

e Lecture finale du titrage
Le titre de la suspension virale est calculé selon la formule de Spearman-Karber (Karber, 1931),

qui fournit le log de la dilution capable de lyser les cellules (apparition d’ECP) dans 50% des
cupules.

La formule suivante est utilisée pour le calcul de la dose infectieuse 50% :

Log10 Dilution Terminale = -X —d ( X % -0.5) ou:

e X :logl0 de I’inverse de la plus faible dilution pour laquelle tous les puis sont positifs.
e D : 10910 du facteur de dilution.

e ni : nombre des puits utilisés a chaque dilution apres soustraction des puits éliminés.

¢ Ri : nombre de puits positifs (parmi ni).
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Résultats et discussion
. Résultats
e Apres la trypsination

Le tapis cellulaire est dispersé apres les lavages par la trypsine.

Au cours de 24 heures, le tapis cellulaire devient semi-confluent, avec des vides par endroits

dans le tapis cellulaire. Les cellules vont ensuite poursuivre leur prolifération jusqu’a atteindre

80-90% de confluence 48 heures aprées. Les BSR augmentent rapidement de volume et le tapis

devient confluent et prét a étre repiqué une autre fois (Figure 10B)

Les observations au microscope pour I’analyse morphologiques des BSR aprés I’inoculation

par poxvirus montrent les caractéristiques suivantes :

e Au 1% jour post-infection : La forme des BSR est arrondie, réguliére et gonflée. Ce
changement de forme des fibroblastes est expliqué par 1’épuisement des nutriments
cytoplasmiques des cellules qui induit 1’assemblage et la maturation des virions, avec
apparition de quelques plages de lyse (début d’ECP) (Figure 10C)

e Au 2°™ jour post-infection : Des noyaux présentent des zones claires de contour mal
défini. Cette vacuolisation du noyau est accompagnée d’une margination de la chromatine.

Le tapis cellulaire est & environ 40% d’ECP (Figure 10D)

e Aux 3émes et 4emes jours post-infection : Le cytoplasme disparait, la cellule est réduite
a cause d’une réduction de 1’activité cellulaire par I’effet du virus (formation et libération
des virions) et I’ECP atteint 60% de destruction du tapis cellulaire (Figure 10EF)

A partir du 3ome jour post-infection intervient la phase de production virale proprement dite,

durant laquelle le titre infectieux augmente rapidement, et la lyse cellulaire peut aussi étre un

critere pour évaluer la quantité de la production virale (Emma, 2009).

L’idéal est de récolter les boites des cellules infectées par le poxvirus lorsque 60 a 80% de

destruction du tapis par ECP est atteinte (O.1.E, 2010).
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) Figu re 10 : ctue d’appaition d’effet cytopathiue (ECP) du poxvirus sur des boites de
cellules BSR inoculées (x40)

A. Tapis de cellules BSR non inoculées (témoin)

B. Tapis de cellules BSR aprés 24 heures de trypsination

C. Tapis de cellules BSR inoculées, au 1* jour post-infection, avec un foyer d’ECP

D. Tapis de cellules BSR inoculées, au 2* jour post-infection, a environ 40% d’ECP

E. Tapis de cellules BSR inoculées, au 3* jour post-infection

F. Tapis de cellules BSR inoculées, au 4* jour post-infection, entre 60% et 80% d’ECP.

e FEtude de la cinétique du titre viral au cours des passages successifs d’adaptation
Une DCIT50% correspond a la dilution du virus capable de produire un ECP sur 50% des
plages cellulaires infectées par cette dilution.

On calcule le titre viral final par la méthode de Karber comme suit :

Log10 Dilution Terminale =-X -d () % —-0,5)

e X : logl0 de I’inverse de la plus faible dilution pour laquelle tous les puits sont
positifs. Dans ce cas : X = log 10~-%) = log10** = +4.
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e d:logl0 de facteur de dilution, d = log 10 = 1.
e ni : nombre de puits utilisées a chaque dilution apres soustraction des puits éliminés ;
dans ce cas ni = 8 (8 répétitions).

e ri: nombre des puits positifs (parmi ni).

Donc : Logl0 D.T.= -4 — 1(35/8-0.5).

Logl0 D.T.=-7.875 D.T. = 1077875

D’ou on peut calculer ce titre : T = —log10 D.T.
T= 10—D.T.

T=10"(7879 T = 107875 DICT50 /100 pl.

T =108875DICT50/ml.

1071 [ 1021073 [107* [ 1075 [ 1076 [T~ | T*
A + + + + + - -+
B + + + + + - -+
C + + + + - - -+
D + + + + + - -+
E + + + + - - -+
F + + + + + - -+
G + + + + + - -+
H + + + + + - -+
rilni| 88 | 8/8 | 8/8 | 88 | 3/8 | 0/8

Figure 11 : Exemple d’une lecture de microplaque de titrage a J4 (puits 3)

e Titrage des suspensions virales récolées
Le titrage des suspensions virales récoltées et clarifiées est effectué aprés chaque passage
d’adaptation sur cellules BSR. Les titrations ont donné les résultats représentés dans le tableau

et le graphe ci-dessous et exprimés en DICT50/ml par rapport au temps.
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Résultats et discussion

Tableau 4. Résultats de titrage des suspensions virales récoltées au cours des passages

d’adaptation
Passages Titrage sur BSR
Titre initial 10> DICT50/ml

Titre du 1% passage | 108875 DICT50/ml
Titre du 2°™ passage | 10%° DICT50/ml
Titre du 3°™ passage | 10%25 DICT50/ml

Titrage sur BSR

10
9
8
L 7
£ 6
=]
)
o
— 4
Qo
9 3
2
1
0 .
Titre initial Titre du ler Titre du 2éme Titre du 3eme Les passages d'adaptation
passage passage passage

Figure 12. Cinétique de rendement viral au cours des passages d’adaptation
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1. Discussion.
En comparant I’apparition d’ECP sur des cellules BSR avec celles sur cellules BHK21 et tout
en gardant les mémes conditions d’adaptation, on obtient les résultats suivants :
- La destruction du tapis cellulaire atteint environ 80% aux 4°™ et 5°™
cellules BHK21,

jours d’inoculation sur

- Par contre, concernant les cellules BSR, la destruction se fait a partir du 1% passage et atteint
40% au 2°™ jour post-infection. On peut dire que le support cellulaire BSR devient de plus en
plus permissif au poxvirus a partir du 1% passage d’adaptation.

Il est préférable de récoler les boites infectées avec le poxvirus entre 60 et 80% d’ECP, c'est-
a-dire avant la libération totale des virions (O.l.E., 2010). De ce fait, on peut garantir une
suspension virale ayant un titre élevé et qui sert d’inoculum pour le passage suivant.

La suspension virale utilisée au cours du 1% passage d’adaptation titre a 101-87>DICT50/ml
sur cellules BHK21. En revanche, le tirage de cette suspension sur cellules BSR donne un titre
de 108875DICT50/ml. Cet écart important peut étre expliqué par le fait que les cellules BSR
sont plus permissives et plus sensibles au poxvirus que les cellules BHK21.

Les suspensions récoltées et titrées aprés la réalisation du 1%, 2°m¢, 3™
donne des titres de 10%875DICT50/ml, 10%°DICT50/ml, 10%25DICT50/ml.

passage d’adaptation

L’augmentation exponentielle du titre viral au 1% et 2™ passage d’adaptation est due a la
sensibilisation des cellules BSR vis-a-vis de la suspension virale utilisée. D’autre part, ce
rendement viral diminue au 3°™ passage. On remarque aussi que le titre viral augmente
relativement avec 1’avancement des passages. Ceci est probablement di au fait que les
cellules BSR deviennent plus permissives car le virus est devenu de plus en plus adapté a ce
support cellulaire.

Il faut aller au maximum possible de passages d’adaptation de la souche vaccinale RM65 sur
les cellules BHK21 pour avoir une suspension virale plus adaptée, avec un meilleur
rendement viral. Par contre, les cellules BSR sont un meilleur siége pour 1’adaptation du
poxvirus, qui ne nécessite pas plusieurs passages viraux parce que I’ECP atteint 40% au otme

jour post-infection, donc le titre viral est augmenté aux 1% et 2°™s passages d’adaptation.
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Conclusion

Conclusion
A travers cette étude on estimer que les cellules BSR peuvent étre utilisées comme un support
pour la production du vaccin anti claveleux car les résultats trouvés sont significatifs et

montrent que la souche vaccinale RM65 peut étre adaptée sur les BSR.

Le titre viral élevé rapidement montre que les BSR sont trop sensibles et permissifs a

I’adaptation de la souche vaccinale RM65.

Cette étude peut nous donner la possibilité de faire la production du vaccin anti claveleux, les
avantages seront économiques (la diminution du cout et de la durée de la production) avec la

possibilité de ne ’utilise pas des feetus d’ou provient les RM.
Lors de la purification des BSR malgré que le titre virale est élevé mais y’aura une division

immunologique donc moins d’anticorps anti claveleux.

Il faut explorer le volume immunologique avant d’utilise les BSR comme support vaccinal.
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Décret exécutif n® 06-118 du 12 Safar 1427
correspondant au 12 mars 2006 complétant le
décret exécutif n® 85-252 du 31 décembre 1988
fixant les conditions d’exercice & titre privé des
activités de médecine vétérinaire et de chirurgie
des animanx.

Le Chef du Gouvernement,

Sur le rapport du ministre de Dagriculiure et du
développement rural,

Wu la Constitution, notamment ses articles 835-4° et 125
(alinéa 2) ;

Vu la loi n® BB-08 du 26 janvier 1988 relative aux
activités de médecine vétérinaire et a la protection de la
santé animale ;|

Vu le décret présidentiel n® 04-136 du 29 Safar 1425
correspondant an 19 avril 2004 portant nomination do
Chef du Gouvernement ;

Vu le décret présidentiel n® 05-161 du 22 Rabie
El Aounel 1426 correspondant au ler mai 2005 poriant
nomination des membres du Gouvernement ;

Vu le décret exécutif n® BB-252 du 31 décembre 198E,
complété, fixant les conditions d’exercice a titre privé, des
activitds de médecine véiérinaire et de chirurgie des
Animauy ;

Vu le décret exécutif n® 90-12 du ler janvier 1990,
maodifié et complété, tixant les attributions du mimistre de
I"agriculiure ;

Wu le décret exécutif n® 90-240 du 4 aodt 1990 fixant
les conditions de fabrication, de mise en vente et de
contrile des médicaments véidrinaires ;

Décrite :

Article ler. — Le présent décret a pour objet de
compléter les dispositions du décret exécutif n® 88-252 du
31 décembre 1988, compléné, susvisé,

Art. 20 — 11 est inséré dans les dispositions do décret
exécutif n® BB-252 du 31 décembre 1988, complété,
susvisd, un article 3 fer rédigé comme suil

wdrt. 3 fer — Le vétérinaire exercant i titre privé peut
étre  suspendu & titre  conservatoire  par  autorité
viétérinaire nationale en attendant de statuer sur sa
situation pour un délai allant de ois (3) mois & une (1)
année, pour les cas suivanis :

— wvente de médicaments védrinaires 4 1"éleveur &
IPexception des prescriptions lides au dernier alinéa de
I"article 40 du décret exécutif n® S0-240 du £ aodi 1990,
SUSViSE ;

— mise a la disposition de 1'éleveur de produits
vétérinaires injeciables ;

— utilisation de médicaments vétérinaires périmés ;

— procéder & des essais cliniques sans autorisation
préalable de IMautorité vétérinaire nationale :

— détention et utilisation de produits vétérinaires ne
bénéficiant pas d autorisation de mise sur le marché ;

— délivrance de certificats, de documents officiels et
d attestations de complaisance ;

— ometire de signaler la fermeture du cabinet
vélérinaire 4 I'inspecteur vétérinaire de wilava pour une
période dépassant les dix (10) jours ;

— sg faire remplacer par une personne non autorisée i
pratiguer la médecine véiérinaire |

— mandquements du véérinaire considérés comme fautes
professionnelles par ["antorité vétérinaire nationale ;

— la non-déclaraton de maladies animales &
déclaration obligatoire |

— la non ransmission périodique du bilan d’activités
viérérinaires 4 1" autorité vétérinaire nationale ;

— mauvaise conduite du vétérinaire envers les animaux
lors de manipulations =,

Art. 3. — Le présent décret sera publié au Journal
officiel de la Républigue algérienne démocratique et

populaire.

Fait & Alger, le 12 Safar 1427 correspondant an 12 mars
2006,

Ahmed OUYAHIA,
e

Décret exécutif n® 06-119Y du 12 Safar 1427
correspondant an 12 mars 2006 modifiant
et complétant le décret exécutif n® 95-66 du
22 Ramadhan 1415 correspondant au 22 février
1995 fixant la liste des maladies animales &
déclaration obligatoire et les mesures générales
qui leur sont applicables.

Le Chet du Gouvernement,

Sur le rapport du oministre de Dagriculture et do
développement rural |

Wu la Constitution, notamment ses articles 83-4% et 125
(aliméa 2) ;

Wu la loi n® B5-05 do 16 février 1985, modifide et
complétée, relative & la protection et & la promotion de la
santeé ;

Vu la loi n® BB-08 du 26 janvier 1988 relative aux
activités de médecine vétérinaire et a la protection de la
santé animale ;

Vu la loi n® 90-08 du 7 avril 1990, complétée, relative i
la commune ;

Vu la loi n® 90-09 du 7 avril 1990, complétée, relative i
la wilaya ;

Vu le décret présidentie] n® 04-136 du 29 Safar 1425
correspondant au 19 avril 2004 portant nomination du
Chef du Gouvernement ;
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Vu le décret présidentiel n® 05-161 du 22 Rabie
El Aouel 1426 correspondant au ler mai 2005 portant
nomination des membres do Gouvernement ;

Vu le décret exécutif n” 88-252 du 31 décembre 1988,
complété, fixant les conditions d’exercice & titre privé des
activitds de médecine vétérinaire et de chirurgie des
ANImany ;

Vu le décret exécutif n® 90-12 du ler janvier 1990,
modifié et complété, fixant les attributions du ministre de
I"agriculoure ;

Vu le décret exécutif n® 95-66 du 22 Ramadhan 1413
correspondant au 22 février 1995, modifié et complété,
fixant la liste des maladies animales #& déclaration
obligatoire et les mesures générales gqui leur sont
applicables :

Décréte

Article ler. — Le présent décret a pour objet de
maodifier el compléter les dispositions du décret  exécuiif
n° 95-66 du 22 Ramadhan 1415 correspondant au 22
février 1995, modifié et complété, susvisé.

Art. 2. — Les dispositions de Particfe 2 du décret
exécutif n® 95-66 du 22 Ramadhan 1415 correspondant
au 21 février 1995, modifié el compléié, susvisé, sont
modifiées el compléides comme suit

A 2 — Les maladies amimales & déclaration
obligatoire sont les suivantes :

— La figvre aphteuse ;

— La peste bovine ;

— La peste équine ;

— La péripneumonie contagieuse bovine ;
— Larage chez toutes les espéces :

— Laclavelée et la variole capring |

— La maladie de Newcastle ;

— L’infleuza aviaire ;

— La figvre charbonneuse chez toutes les espéces de
mamumiféres ;

— La figvre catarrhale du mouton ;
— La tuberculose bovine ;

— La brucellose dans les espéces bovine, ovine, caprine
et cameling |

— L’anémie infectieuse des dquidds |

— La mélrite contagieuse égquing ;

— La dourine ;

— La morve ;

— La rhinotrachéite infectieuse bovine ;
— La leucose bovine enzootique |

— La myiase & Cocfiffomyda fominivorax |
— La myiase & Clirysomyda Bezefana

— La campylobactériose génitale bovine ;
— La trichomonose bovine ;

— L’échinococcose/hydatidose ;

— La cysticercose ;

— L& charbon symptomatique ;

— L’avortement enzootique des brebis ;

— La gale des équidés ;

— La paratuberculose |

— La fidgwvre () ;

— La leptospirose bovine |

— La bronchite infectieuse aviaire |

— La maladie de Marek :

— Le choléra aviaire

— La bursite infectieuse (maladie de Gumbora)
— La variole aviaire |

— Lornithose/psittacose |

— les leucoses aviaires |

— La myxomatose ;

— La maladie hémorragique virale du lapin ;

— La larémie ;

— La varroase des abeilles ;

— La logue européenne |

— Lalogue américaine ;

— La nosémose |

— L acariose des abeilles (acarapisose) ;

— Linfestation des abeilles par I"acarien Tropilaelaps

— Llinfestation de la ruche par le coléoptére Aethina
Tumida ou ™ petit scarabée de la ruche * ;

— La variole cameline ;

— La trypanosomose des camelins 4 T. evansi (surra) ;
— la trypanosomose (transmise par la mouche 1sé-1s€)
— La leishmaniose ;

— La peste des petils ruminants ;

— Lencéphalopathie spongiforme des bovins ;

— La figvre de la vallée du Rift ;

— Les Salmonellozes aviaires & Salfmoneffa Eareritidis,
Typhimurium, Arzoms, Dublio, Paratyphi et Pulforam
Grallinarum ;

— La tremblante |

— Les encéphalites équines sous toutes leurs formes ;
— Les salmonelloses bovines |

— La listérinse ;

— La rhinopneumonie des équidés |

— La maedi-Visna ;

— La piroplasmose |

— La babésinse bovine ;

— Lencéphalomyélite aviaire ;

— La rhinotrachéite infectieuse aviaire |
— L’entérite hémorragique de la dinde ;

— Le coryza gangréneux |

— L adénomatose pulmonaire ovine |

— La maladie de MNairobi ;

— La salmonellose ovine (5. abortusovis)
— Lepididymite ovine (Brocella ovis);

— L’entérite virale du canard ;

— L hépatite virale du canard ;

— La toxoplasmose ;

— Lalymphangite épizootique ;
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— L’arérite virale équine ;

— La variole éguine ;

— La stomatite vésiculeuse ;

— La dermatose nodulaire contagieuse ;

— La cowdrinse ;

— La trichinellose ;

— L’anaplasmose bovine ;

— La dermatophilose ;

— La septicémie hémorragique ;

— La théilériose |

— Larthrite/encéphalite capringe (CAE) ;

— Lagalaxie contagieuse ;

— La pleuropnenmonie contagieuss capring :
— La grippe équine :

— La laryngotrachéite infectisuse aviaire ;

— La mberculose aviaire ;

— La myvcoplasmose aviaire (M. Gallisepiicwm) ;

— La chlamydiose aviaire. ™

Art. 3. — Les dispositions de Marticle 4, 35 tiret du
décret  exécutif n® 95-66 do 22 Ramadhan 1415

cormespondant au 22 février 1995, modifié et compléng,
susvisé, sont modifides comme suit :

“Art. £ — Un animal est déclaré atteint d une maladie &
déclaration obligatoire :

cemeeeen i 300 changementy ...

— lorsque la maladie est confirmée par un laboratoire
agréd par le minisire chargd de I agriculiure™.

Art. 4. — Les dispositions de Marticle 10 (2" alinéa)
du décret  exécutif n® 95-66 du 22 Ramadhan 1415
cormespondant au 22 février 1995, modifié et compléng,
susvisd, sont modifidées comme suit ¢

A N — (5ans changementh....

Lrarrété doit comporter la déclaration des trois (3)
Fones conceniriques prévues par les dispositions de
IMarticle 69 de la loi n® BR-08 du 26 janvier 1988,
sUsvisda”,

Art. 5. — Le présent décret sera publié au Journal
officied de la République algérienne démocratique et

populaire.

Fait a Alger, le 12 Satar 1427 correspondant an 12 mars
2006,

Ahmed OUYAHILA.

DECISIONS INDIVIDUELLES

Décret  présidentiel du 28  Moharram 1427
correspondant au 27 février 2006 mettant fin aux
fonctions du directeur général de la solidarité
nationale au ministére de emploi et de la
solidarité nationale.

Par décret présidentiel du 28 Moharram 1427
corfespondant au 27 février 2000, il est mis fin aux
fonctions de directeur pénéral de la solidarité nationale
exercées  par M. Abdallah  Bouchenak-Khelladi  aw
ministére de "'emploi et de la solidarité nationale, appalé i
exercer une autre fonction.

ok

Décret  présidentiel du 28  Moharram 1427
correspondant au 27 février 2006 mettant fin aux
fonctions du directeur général de I"office national
du tourisme.

Par décret présidentiel do 28 Moharram 1427
correspondant au 27 février 2006, il est mis fin aux
fonctions de directeur général de DMoffice national do
iourisme exercées par M. Abdelaali Tir, appelé & exercer
une auire fonction.

Décret  présidentiel du 28 Moharram 1427
correspondant au 27  février 2006 portant
nomination du secrétaire général du ministére
des participations et de la promotion des
investissements.

Par décret présidentiel du 28 Moharram 1427
correspondant an 27 féveier 2006, M. Driss Tandjaoui est
nommé secrétaire général du ministére des participations
et de la promotion des investissements.

— e

Décret  présidentiel du 28 Moharram 1427
correspondant au 27  février 2006 portant
nomination du secrétaire général du ministére de
la culture.

Par décret présidentiel du 28 Moharram 1427
correspondant au 27 février 2006, M. Abdelaali Tir est
nommé secrétaire général du minisiére de la culiure.

e

Décret  présidentiel du 28 Moharram 1427
correspondant au 27  février 2006 portant
nomination du secrétaire général du ministére de
I"emploi et de la solidarité nationale.

Par décret présidentiel du 28 Moharram 1427
cormespondant  au 27 févreier 2006, M. Abdallah
Bouchenak-Khelladi est nommé  secrétaire général duo
ministére de M'emploi et de la solidarité nationale.




CHAPITRE 14.9.

CLAVELEE ET VARIOLE CAPRINE

Article 14.9.1.

Considéralions générales

Aux fins de I'application du Code terrestre, la periode dincubation de la clavelée et de la vanole capring est fixge a
21 jours.

Les normes pour les épreuves de diagnostic et les vaccins sont décrites dans le Manwve! ferresie.

Article 14.9.2,

Pays indemne de clavelée et de variole caprine

Un pays peut étre considére comme indemne de clavelée et de variole capring lorsquil est établi que cette maladie n'y
existe pas depuis au maoins rois ans.

Ce delai est rameng a six mois apres 'abattage du dermier animal atteint de la maladie pour les pays pratiquant
I'abattage samitaire, associe ou non a la vaccination contre la clavelee et la variole caprine.

Article 14.9.3.

Zone infectée par la clavelée et la variole caprine

Une zorme sera consideree comme infectée par la clavelee et la variole caprine jusqu'a ce qu'il se soit écoule

1) 21 jours au moins aprés |a confirmation du dernier cas et I'achévement des opérations d'abalfage sanitaire et de
desinfection, ou

2] skx mois apres la guerison clinique ou [a morf du dermier animal atteint de [a maladie =i I'abaffage sanitaiie n'y a
pas ete pratique.

Article 14.9.4.

Echanges de marchandises
Les Autorites veternaires des pays indemnes de claveles et de variole caprine peuvent interdire impaortation ou le

transit par leur territoire, en provenance de pays considérés. comme infecteés par la clavelee et la variole caprine, de tout
ovin domestique et de tout caprin domestique.

Article 14.9.5.

Recommandations relatives aux importations en provenance de pays indemnes de clavelée et de variole caprine

Pour les ovins et caprins domestigues

Les Aworifes vederingires doivent exiger la presentation d'un cenifical vefeninaire imternational altestant que les
animaus :

1) ne presentaient aucun signe clinique de clavelée et de variole caprine le jour de leur chargement ;

Z]  ont séjourné depuis leur naissance, ou durant au moins les 21 derniers jours, dans un pays indemne de clavelée
et de variole capring.
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Chapitre 14.9.- Clavelée et variole caprine

Article 14.9.6.

Recommandations relatives aux importations en provenance de pays considérés comme infectés par la clavelée et
la variole caprine

Pour les ovins et caprins domestiques

Les Autortes vetennaies doivent exiger la présentatiom d'un certificat veterinaire international attestant que les

animaux

1) ne preésentaient aucun signe clinique de clavelée et de variole caprine |e jour de leur chargement ;

Z)  ont ete maintenus depuis leur naissance, ou durant les 21 demiers jours, dans une exploitaion dans laquelle
aucun casde clavelee et de variole caprine n'a ete officiellement rapponte au cours de cette meme periode, 8t que
cette exploitation n'était pas situge dans une zone infectée par la clavelée et la variole capring, ou

3)  onteéte maintenus dans une siation de quarantaine pendant les 21 jours ayant préceéde leur chargement ;

4] n'ont pas ete vaccines contre |a clavelee et la variole capring, ou

3) ontéte vaccings contre la clavelée et la variole caprine 135 jours au moins et 4 mois au plus avant leur chargement,

& l'aide d'un vaccin répondant aux normes décrites dans le Manwe! terresire (les informations relatives au type de
vaccin administre, qu'il contienne un virus inactive ou un virus vivant modifie, ainsi que celles relatives aux types
et souches de virus utilisés pour sa fabrication doivent figurer sur le cerificat).

Article 14.9.7.

Recommandations relatives aux importations en provenance de pays indemnes de clavelée et de variole caprine
p Fovi I .

Les Aufortés vétdrinaires doivent exiger la présentation d'un certificat véténinaire infernational attestant que les males
donneurs :

1)

2)

m'ont preésente aucun signe clinique de clavelée et de variole caprine le jour de la collecte de la semence, ni durant
les 21 jours suivants ;

ont sejourne dans un pays indemne de claveleée et de variole caprine.

Article 14.9.8.

Recommandations relatives aux importations en provenance de pays considérés comme infectés par la clavelée et
la variole caprine

Pour la semence d'ovins et de caprins

Les Awlortds veterinaires doivent exiger la présentation d'un certificat velgninaire imfernational attestant que les males

donneurs :

1) n'ont présentg aucun signe clinique de clavel2e et de variole caprine le jour de la collecte de la semence, ni durant
les 21 jours suivants ;

2] ont été maintenus sur le teritoire du pays exporfaiewr, pendant les 27 jours ayant précede la collecte de semence,
dans un cenfre dinsemination artificielle ou une exploitation ol aucun cas de claveles et de variole caprine n'a
gte: officiellement rapporte au cours de cette méme periode, et que ce cenire dinsemination artificiele ou cetie
expioitation n'était pas situe dans une zone infectée par la clavelee et la variole capring ;

3] n'ont pas ete vaccings contre la clavelge et la variole capring, ou

4]  ont éte vaccines contre la clavelee et la variole caprine a I'aide d'un vaccin répondant aux normes decrites dans
le Manue! ferrestre (les informations relatives au type de vaccin administre, qu'il contienne un virus inactive ou un
wirus vivant modifie, ainsi que celles relatives aux types et souches de virus ulilises pour sa fabrication doivent
figurer sur le cerificat).
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Chapitre 14.9.- Clavelée ef variole caprine

Article 14.9.9,

Recommandations relatives aux importations en provenance de pays considérés comme infectés par la clavelée et
la variole caprine

Pour les peaux, fourrures, laines et poils d'ovins ou de caprins

Les Awlorifes weieninaires doivent exiger la présentation d'un certiical vetérinaire imternational attestant que les
produits :

1)  sontissus d'animaux qui n'ont pas séjourne dans une zone infectée par la clavelée et la variole capring, ou

£) ont eté soumis & un traitement garantissant la destruction du virus de [a clavelge et de la variole caprine dans un
etablissement agree par Awonie valerinaine du pays expartateur et place sous son controle.

NOTA BEME - PREMIERE ADOPTION EN 1986,
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RESUME
La clavelée ou la variole ovine, est une maladie a déclaration obligatoire.
Afin de juguler les effets, I’état organise des compagnes nationales de prophylaxie et utilise un
vaccin vivant atténué (Clavax®) produit par I’institut pasteur d’Alger, a partir de la souche
vaccinale RM65 sur le support cellulaire RM.
L’objectif de mon travail est de faire adapter le poxvirus sur la lignée cellulaire BSR avec des
passages d’adaptation successive pour étudier la susceptibilité des BSR au poxvirus, et d’établir
la cinétique de rendement viral par la technique de titrage.
Les résultats montrent une viabilité du virus, permissivité des cellules avec un titre viral élevé.
Mots clés :
Clavax®, RM65, le support cellulaire RM, la lignée cellulaire BSR, adaptation, poxvirus, titrage.
Summary:
Sheep pox or sheep pox is a reportable disease.
In order to control the effects, the state organizes national campaigns for prophylaxis and uses a
live attenuated vaccine (Clavax®) produced by the Pasteur Institute of Algiers, from the RM65
vaccine strain on the RM cell support.
The aim of my work is to adapt the poxvirus to the BSR cell line with successive adaptation
passages to study the susceptibility of the BSRs to the poxvirus, and to establish the kinetics of
viral yield by the titration technique.
The results show a viability of the virus, permissiveness of cells with a high viral titer.
Keywords:
Clavax®, RM65, RM cell carrier, BSR cell line, adaptation, poxvirus, titration.
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