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MISE EN EVIDENCE DU VIRUS DE LA MALADIE DE BORNA
EN FRANCE*

Gwenaélle Dauphin "et S. Zientara '

RESUME : La maladie de Borna est connue depuis longtemps en Europe centrale comme une méningoencéphalomyélite
d’origine virale affectant les chevaux et moutons. Au cours des dix derniéres années, | ‘épidémiologie de la maladie a
été révisée puisque sa répartition géographique s’avere plus large que rapportée jusqu’alors. Elle peut affecter un
grand nombre d’espéces animales a sang chaud, y compris I’Homme. L’agent étiologique, virus a ARN négatif simple
brin enveloppé, récemment classé dans la nouvelle famille des Bornaviridae (ordre des Mononegavirales), peut induire
des signes cliniques séveres d’encéphalite virale avec des troubles comportementaux importants et pouvant entrainer
la mort de I’animal.

Une recherche du virus par RT-nested-PCR menée en France sur 196 prélevements d’animaux (171 cerveaux de
différentes especes animales et 25 prélevements de sang) a révélé la présence d’ARN du virus dans 10 prélévements de
cerveaux de bovins, chevaux et renards ainsi que dans 14 prélevements de sang de chevaux. Ces résultats constituent a
la fois la premiere détection du virus de la maladie de Borna en France et sa premiere mise en évidence chez le renard.

SUMMARY : The Borna disease has been described for a long time as a sporadically occurring encephalomyelitis
affecting horses and sheep. Since the last decade, the BD epidemiology has been discussed; its geographical
distribution seems larger than previously thought. The disease can affect a large number of warm-blooded animal
species, including humans. The aetiological agent, the Borna disease virus (BDV), an enveloped, nonsegmented
negative-stranded RNA virus classified in the new virus family Bornaviridae (Mononegavirales order) can induce
severe clinical signs of a encephalitis with striking behavioural disturbances, causing possible death.

A study based on BDV RNA detection by RT-nested-PCR has been achieved in France with 196 animal tissues : 171
brain samples collected from different animal species and from 25 horse blood samples. This study reports the first
detection in France of BDV RNA in ten brain samples collected from horses, foxes and cattle, and from fourteen horse
blood samples. Detection of BDV genome in brains of six red foxes is the first evidence of BDV infection in this species.

I - DESCRIPTION DE LA MALADIE DE BORNA

1. ETIOLOGIE, HISTORIQUE et al., 1939]. L’agent de la maladie de Borna a été
récemment caractérisé : le virus de la maladie de Borna
(BDV) est un virus a ARN négatif, simple brin,
enveloppé et non segmenté. Il a également été
séquencé et classé dans une nouvelle famille des
Bornaviridae, de 1’ordre des Mononegavirales [Cubitt
et de la Torre, 1994 ; Briese et al., 1994].

La maladie de Borna a été décrite pour la premiere fois
a la fin du XVIlle si¢cle dans le sud de 1’Allemagne.
Elle doit son nom a la ville de Borna en Saxe ou elle
décima une centaine de chevaux de cavalerie en 1895
[Diirrwald et Ludwig, 1997]. L’étiologie virale de la
maladie a été démontrée au début du 19° siécle [Zwick
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Le BDV est un virus neurotrope non cytolytique, se
répliquant a des niveaux trés faibles et persistant dans
le systéme nerveux central [Ludwig et al., 1988 ; Richt
et al, 1992]. Le génome ARN du BDV a la
particularit¢ de montrer une extraordinaire stabilité
[Schneider et al., 1994 ; Herzog et al., 1997 ; Richt et
al., 1997 ; Staeheli et al., 2000] (95% de conservation).
De faibles variations de séquences permettent
cependant de distinguer les souches de laboratoire des

souches sauvages de différentes provenances
[Schwemmle et al, 1999]. Trés récemment, un
nouveau génotype issu d’un cheval autrichien a fait
I’exception a cette régle puisqu’il présentait une
variabilité génétique de 15% avec les autres souches de
BDV, mais la stabilité était encore trés conservée au
niveau protéique [Nowotny et al, 2000]. La
représentation schématique du BDV et 1’organisation
de son génome sont présentées figures 1 et 2.

FIGURE 1

Représentation schématique du BYD [Gonzalés-Dunia, 1998]
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FIGURE 2

Organisation du génome du BDV
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2. SPECTRE D’HOTES ET REPARTITION
GEOGRAPHIQUE

La maladie de Borna a été décrite a 1 origine
uniquement chez des chevaux et des moutons, mais
d’autres espéces animales a sang chaud peuvent
également étre infectées, telles que les bovins
[Hagiwara et al., 1996], chévres, lapins, chiens
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[Weissenbock et al, 1998], chats [Lundgren et al.,
1995 ; Reeves et al., 1998], et une variété d’autres
espéces comme les autruches [Malkinson et al., 1995],
chevreuils, singes, alpagas, lamas [Rott and Becht,
1995 ; Richt et al., 1997] et récemment les lynx
[Degiorgis et al., 2000] et renards [Dauphin et al.,
2001]. De plus, des marqueurs spécifiques du BDV ont



été détectés chez ’homme ces 10 derniéres années, en
particulier chez les patients psychiatriques [Stacheli et
al., 2000 ; Richt et Rott, 2001]. Cependant, 1’aspect
zoonotique de la maladie de Borna est encore
extrémement controversé¢ [Schwemmle et al, 1999 ;
Richt et Rott, 2001 ; Staeheli et al., 2000].

La maladie de Borna a été observée pendant longtemps
uniquement en Europe centrale, en particulier en
Allemagne [Richt et al, 1997]. Aujourd’hui, la
distribution géographique de la maladie est encore
incertaine, mais des infections ont été décrites au nord
de I’Europe, aux Etats-Unis, Japon, Iran et Israel [Kao
et al., 1993 ; Herzog et al., 1997 ; Nakamura et al.,
1995]. Toutefois, la maladie clinique chez les chevaux
et les moutons n’a encore été rapportée que dans la
région enzootique d’Europe centrale; aucun cas
clinique de maladie de Borna n’a été confirmé en
dehors de cette région [Richt et Rott, 2001].

La maladie de Borna est une maladie rare et
d’apparition  sporadique, et sans doute non
systématiquement diagnostiquée principalement a
cause de son caractére souvent cliniquement
inapparent. Il semble que 11,5% des chevaux
allemands sains présentent une sérologie positive vis-a-
vis de la maladie de Borna [Herzog et al., 1994] et
22,5% dans les régions enzootiques de 1’Allemagne
[Richt et Rott, 2001].

3. SIGNES CLINIQUES

L’infection naturelle se manifeste principalement chez
les chevaux et moutons; elle est associée a des
troubles nerveux et comportementaux. Chez le cheval,
une faible proportion d’animaux présentent des signes
cliniques. Dans les troupeaux de moutons par contre, la
maladie affecte une grande proportion d’animaux. Les
manifestations cliniques chez les animaux infectés
naturellement ou expérimentalement dépendent de
I’espéce infectée et de la souche virale. La période
d’incubation est variable, entre 2 semaines et quelques
mois.

La maladie de Borna chez le cheval se traduit
simultanément ou consécutivement par des troubles du
comportement, de la sensibilit¢ et de la mobilit¢ du
systtme nerveux autonome [Diirrwald et Ludwig,
1997]. La phase initiale de la maladie se manifeste par
des signes non spécifiques comme hyperthermie,
anorexie, coliques et constipation. Pendant la phase
aigué, les signes nerveux apparaissent avec des
activités  motrices  répétitives :  hyperexcitabilité,
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agressivité, léthargie, somnolence, stupeur, ataxie,
postures anormales, déficit proprioceptif, et en phase
finale, des paralysies et convulsions suivies de la mort.
La maladie clinique dure d’une a trois semaines et le
taux de 1étalité atteint 80 a 100%. Chez les animaux
qui survivent a la phase aigué de la maladie, des
épisodes récurrents peuvent apparaitre tout au long de
la vie de I’animal (en raison du caractére persistent du
virus), tels que dépression, apathie, somnolence,
crainte, en particulier apreés des stress [Diirrwald et
Ludwig, 1997 ; Richt et Rott, 2001].

4. MODES DE TRANSMISSION

Le virus est transmis via les sécrétions salivaires,
nasales et conjonctivales [Richt et al, 1997]. La
contamination a lieu par voie olfactive, soit par contact
direct avec ces sécrétions, soit par I’alimentation ou
I’eau contaminée, mais les connaissances sont encore
limitées sur cette question.

La maladie de Borna est d’apparition enzootique et
saisonniere ; son incidence augmente au printemps et
au début de 1’été [Diirrwald et Luwig, 1997 ; Richt et
al., 1997]. De plus, I’absence de mutation génomique
spécifique d’espéce entre les souches de BDV issues
de chevaux, moutons et autres animaux de ferme
évoque une source virale commune [Staeheli ef al.,
2000 ; Richt et Rott, 2001]. Les rongeurs sont des
réservoirs et des vecteurs potentiels du virus, mais leur
role dans 1’épidémiologic de la maladie de Borna n’a
pas été prouvé. D’autre part, de nombreux animaux
séropositifs, cliniquement sains ou avec des infections
subcliniques, peuvent constituer des sources
potentielles d’infection pour d’autres animaux, et
éventuellement I’homme [Richt ef al., 1997].

5. DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL

Il est important de faire le diagnostic différentiel de la
maladie de Borna chez le cheval avec la rage, les
infections par le virus Herpes, 1’encéphalite a tiques, le
botulisme, les méningites  bactériennes, les
encéphalomyélites virales (West Nile) et parasitaires
[Richt et Rott, 2001].

Le diagnostic différentiel de la maladie de Borna est
I’encéphalopathie spongiforme bovine pour les bovins
et la tremblante pour les moutons, bien que 1’évolution
de la maladie de Borna soit beaucoup plus courte.
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IT - DIAGNOSTIC DE LA MALADIE DE BORNA

Le diagnostic est un point a développer dans le
domaine du BDV, principalement a cause des faibles
niveaux de réplication et d’excrétion du virus. Bien
qu’une grande variété de techniques diagnostiques ait
été développée, aucune standardisation n’est encore
établie et de grandes différences et contradictions ont
été observées entre les résultats publiés (en particulier
pour les résultats d’enquétes sérologiques) [Richt et
Rott, 2001 ; Stacheli et al., 2000]. Les essais
interlaboratoires sont encore rares et contradictoires
[Hatalski et al., 1997].

La maladie de Borna peut étre diagnostiquée par
sérologie, détection d’antigéne, PCR ou isolement du
virus, mais aucune méthode n’est suffisante a elle seule
pour effectuer un diagnostic de certitude.

1. LE DIAGNOSTIC CLINIQUE

Le tableau clinique de la maladie de Borna est
constitué d’une grande variété de signes cliniques,
mais qui sont non spécifiques. De plus, la
concentration des protéines et la quantité de LCR sont
légérement modifiées au cours de la phase aigué, en
raison de I’encéphalite. Cependant, ces indicateurs sont
non spécifiques de la maladie de Borna [Stacheli ef al.,
2000 ; Richt et Rott, 2001].

2. LE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE

Il permet le diagnostic sur un animal vivant, par
recherche des anticorps dans le sang et/ou le LCR par
Western blot, ELISA et immunofluorescence indirecte
(IFT). C’est I’'IFI qui parait actuellement la méthode la
plus fiable, mais les résultats inter-laboratoires sont trés
variables, en partie a cause de niveaux de sensibilité
différents des systémes cellulaires [Stacheli er al.,
2000]. Les taux d’anticorps sont le plus souvent trés
faibles [Katz et al., 1998 ; Staeheli et al., 2000]. Les
anticorps sont détectables dans 100% des cas au cours
de la maladie aigué, mais ils sont difficilement
détectables dans le cas d’une maladie subaigué ou
chronique.

3. LE DIAGNOSTIC HISTO-PATHOLOGIQUE

Des degrés variables d’encéphalite sont observables,
en particulier avec des infiltrations de lymphocytes en
zones périvasculaires et parenchymateuses. Les corps
d’inclusions de Joest-Degen situés dans les noyaux des
neurones sont spécifiques du BDV, mais ils ne sont pas
présents systématiquement [Gosztonyi et Ludwig,
1995].

La sensibilit¢ de la technique histologique peut étre
améliorée  par  I’immunohistochimie, par la
visualisation des antigénes majeurs du BVD: p24
(nucléoprotéine) et p40 (phosphoprotéine), a 1’aide
d’anticorps monoclonaux ou polyclonaux. Cependant,
la répartition des cellules infectées dans le cerveau est
trés hétérogene, et la détection des cas de Borna peut
donc parfois échapper a la détection [Caplazi et
Ehrensperger, 1998]. Enfin, la recherche d’ARN de
BDV par hybridation in situ peut également compléter
I’histologie.

4. LE DIAGNOSTIC VIROLOGIQUE
4.1. ISOLEMENT VIRAL

Les méthodes classiques d’isolement viral a partir de
tissu cérébral sont peu concluantes a cause du faible
nombre de particules infectieuses produites et de la
forte association du virus avec la membrane plasmique
[Hatalski et al., 1997 ; Stacheli et al., 2000].

4.2. RT-PCR oU RT-NESTED-PCR

Elle peut étre appliquée sur le cerveau ou sur le sang.
Cependant, cette technique extrémement sensible pose
des problémes de contamination croisée entre les
échantillons et de contamination de laboratoire.
D’autre part, cette technique ne pourra pas détecter des
génotypes variants ayant des modifications de
séquences dans le géne cible. Ceci a été le cas pour le
nouveau génotype identifié par Nowotny et al. [2000].

III - RECHERCHE DU BDV EN FRANCE

1. RT-NESTED-PCR ET CONSTRUCTION
D’UN TEMOIN INTERNE

A T’AFSSA Alfort, un test de RT-nested-PCR a été
développé afin de détecter la présence des fragments
des génes codant pour les protéines majeures p24 et
p40 du BDV [Legay et al., 2000]. Les fragments du
BDV amplifiés apres les deux PCR successives sont de
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528 pb pour la p40 et 391 pb pour la p24. Afin de
vérifier le bon déroulement de la réaction de RT-
nested-PCR dans chaque tube de réaction et d’éviter
I’emploi d’un témoin positif de BDV, qui pourrait
poser des problémes de contamination, des témoins
internes (ou "mimics”) ont été construits pour p24 et
p40 [Legay et al., 2000] (figures 3 et 4). La RT-nested-
PCR a été appliquée sur 171 cerveaux d’animaux et 25



prélevements de sang de chevaux (tableau I). Les
résultats sont présentés dans le tableau II. Certains
produits d’amplification ont pu étre séquencés et les
séquences génomiques comparées [Dauphin et al.,
2001]. Les divergences de séquence entre nos
séquences BVD et les séquences de souches de
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référence oscillent 0 et 6,5%. Ce degré de variabilité
est en accord avec ceux décrits dans des études
précédentes [Binz et al, 1994 ; Iwata et al., 1998 ;
Schneider et al., 1994 ; Vahlenkamp et al., 2000 ;
Staeheli et al., 2000].

FIGURE 3
Représentation schématique des étapes de construction des “mimics”

T7 : séquence promotrice T7 ;1 : amorces sens externes du BDV ; 2 : amorces sens internes du BDV ;
3 : amorces sens de I’AHSV (virus de la peste équine); 3' : amorces antisens de I’AHSV; 2' : amorces antisens internes du BDV;
1' : amorces antisens externes du BDV.
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FIGURE 4

Résultat de RT-nested-PCR sur des cerveaux pour la recherche du géne BDV-p40
(avec témoin interne ou mimic)

Puits 1,17, 24, 18 ; marqueur moléculaire VI

Puits 8 et 21: témoin négatif d’extraction (ARN extrait de cellules non infectées);

Puits 23: témoin négatif de RT-nested PCR

Autres puits : cerveaux de chevaux (2 puits par cerveau)
Puits 14, 19, 15’ : cerveaux contenant le géne p40 du BDV

1234567 89101112 1314 15161718192021222324

p40

mimic

2

p40

-—
mimic — _-—-——-——g&b_

—
- R e D -

1230
1033
653
394
234

2345678 91011°12°13’'14’15°16°17°18°

67



Epidémiol. et santé anim., 2001, 40, 63-71

Mise en évidence du virus de la maladie de Borna en France

TABLEAU I

Origine des prélévements de sang et cerveaux testés par RT-nested-PCR

[Dauphin et al.,2001]

Prélévements Espéce animale Origine
171 cerveaux 72 chevaux e 67 chevaux : AFSSA Dozulé
3 foals e 3 foalset5 chevaux : LVD de Caen
e  ¢chantillons sélectionnés de maniére aléatoire
e  chevaux avec des troubles nerveux non spécifiques
59 renards 40 : LVD de Caen (négatifs a Neospora caninum)
e 19: AFSSA Nancy (négatifs pour la rage)
31 bovins e 30: AFSSA Lyon (négatifs pour ’'EBS)
1: LVD de Caen
4 chiens e 3 chiens : AFSSA Nancy (négatifs pour la rage)

1 chien du LVD de Caen

1 chevreuil

AFSSA Nancy (négatifs pour la rage)

1 mouton
25 25 chevaux prélevés par des vétérinaires praticiens
prélevements e 22 prélévements : la plupart des chevaux avec des
de sang troubles nerveux, dont 3 chevaux prélevés a 6 mois

d’intervalle
3 prélévements : chevaux a sérologie précédemment
positive [Galabru ef al., 2000]

TABLEAU II

Résultats de la recherche d’ARN de BDV dans des prélévements animaux

Espéce Symptomes Rés:::t(]i:)szz CR
1 bovin Symptomes nerveux p40
Cerveaux 6 renards Absence de commémoratifs p40 ou p24
1 cheval Syndrome de Wobbler p40 et p24
2 chevaux Absence de symptome nerveux p40 ou p24
3 chevaux Avec/sans symptomes nerveux p40 et p24
Sang 11 chevaux Avec/sans symptomes nerveux p40 ou p24
2. MISE AU POINT D’UN TEST ELISA POUR utilisées comme antigénes pour la réalisation d’un test
LA RECHERCHE D’ANTICORPS ANTI- ELISA, en cours de mise au point. Ce test sérologique

BORNA

Les geénes p24 et p40 du BDV ont été clonés dans un

sera comparé avec des tests sérologiques disponibles,
dans un souci de standardisation des techniques.

vecteur d’expression, puis intégrés dans ’ADN du La protéine p24 produite par des cellules d’insecte et
baculovirus et exprimés par des cellules d’insecte en purifiée est visualisée sur la figure 5 .
culture. Les protéines récoltées ont été purifices et
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FIGURE 5

Production, récolte et purification de la protéine p24 du BVD
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IV - CONCLUSION

La maladie de Borna prend une importance croissante
dans le monde scientifique de par son large spectre
d’hotes, sa large répartition géographique, son
caractére d’éventuelle zoonose €mergente, et de par
son diagnostic différentiel avec des maladies
d’importance comme I’ESB, la tremblante, la rage,
I’infection a virus West Nile. Cependant, des progres
sont nécessaires en terme de diagnostic, aussi bien
sérologique que viral. Il y a en particulier un besoin

évident de standardisation des techniques afin
d’évaluer I’importance réelle de cette maladie chez
I’homme et 1’animal.

Notre étude a permis de mettre en évidence pour la
premiére fois le virus de la maladie de Borna en
France. Elle constitue également la premiére détection
de virus de la maladie de Borna chez le renard.
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